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线性探针技术快速诊断本溪地区
耐多药肺结核效果评价
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摘要：　 目的　 评价线性探针技术（ＬＰＡ）在本溪地区快速检测结核分枝杆菌利福平和异烟肼耐药性的特异性和敏感性。
　 方法　 采用传统罗氏培养法培养 ２０１３ 年 ３ 月－２０１４ 年 ６ 月期间全市县区所有登记的 ４１４ 例涂阳肺结核患者痰标本，获
得菌株经比例法药物敏感性试验和线性探针技术检测利福平和异烟肼耐药性，并以比例法药物敏感性试验为金标准分析

线性探针方法的特异性和敏感性。 　 结果　 经培养获得 ３９４ 株结核分枝杆菌菌株，与比例法药物敏感性试验相比较，线
性探针技术检测利福平和异烟肼的特异性分别为 ９７􀆰 ９％和 ９６􀆰 ６％，敏感性分别为 ９１􀆰 １％和 ８１􀆰 ３％；对耐多药检测的特异

性和敏感性分别为 ９８􀆰 ８％和 ８９􀆰 ９％。 　 结论　 线性探针技术是一快速、敏感、特异的诊断结核分枝杆菌利福平、异烟肼

耐药和耐多药（ＭＤＲ）的有效方法，可在本溪地区推广应用。
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　 　 世界卫生组织（ＷＨＯ）在 １９９２ 年将结核分枝杆

菌同时耐异烟肼和利福平定义为耐多药。 耐多药结核

病存在治疗周期长、治疗成本高和治愈率低等问题 ，
严重危害人们的生命健康，为全世界结核防治的难题

之一［１］，故耐多药结核病患者的早期诊断尤为重要。
目前在基层单位还是采用传统的药敏试验诊断耐多

药，结果报告需 ２ 个月左右，致使诊疗时间延迟，影响

基金项目：全球基金耐多药肺结核防治项目（２０１３）

作者简介：邓闯（１９７１－），男，满族，本科学历，副主任检验师，主

要从事结核病检验工作。

了防治效果。
　 　 ＨＡＩＮ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＭＴＢＤＲＰｌｕｓ（简称 ＨＡＩＮ）是德国

Ｈａｉｎ Ｌｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ 公司基于线性探针技术推出的一种通

过检测结核分枝杆菌 ｒｐｏＢ 和 ｋａｔＧ ／ ｉｎｈＡ 基因突变以

确定其是否对利福平和异烟肼耐药的诊断试剂，具有

操作简便、仪器及检测费用相对较便宜的特点，可在一

个工作日内报告耐药结果，被 ＷＨＯ 推荐用于耐多药

诊断［２］。 本次研究以传统的比例法药敏结果为金标

准，探讨线性探针技术（ＬＰＡ）在本地区的诊断价值。
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１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料　 收集 ２０１３ 年 ３ 月－２０１４ 年 ６ 月期间全市

县区专科医院和结防机构所有的涂阳标本 ４１４ 例，每
个涂阳病例留取即时痰夜间痰和晨痰 ３ 份痰标本，于
４ ℃ ～８ ℃冰箱保存，３ ｄ 内运送至市疾控中心结核病

实验室，接到标本 ２４ ｈ 内对每个涂阳病例挑选性状较

好的 ２ 份痰标本按中国防痨协会《结核病诊断实验室

检验规程》 ［３］ 进行培养，经对硝基苯甲酸初步菌种鉴

定后共得到 ３９６ 株分枝杆菌菌株。
１􀆰 ２　 仪器设备和试剂

１􀆰 ２􀆰 １　 仪器设备 　 生物安全柜、涡旋震荡器、ＰＣＲ
仪、Ｔｗｃｕｂａｔｏｒ 杂交仪、恒温金属浴、超声破碎仪、高速

离心机、磨菌瓶、标准麦氏比浊管和移液器（１ ０００、
２００、２０、１０ μｌ）等。
１􀆰 ２􀆰 ２　 试剂 　 罗氏培养基、对硝基苯甲酸培养基

（ＰＮＢ）及药敏培养基由珠海贝索生物技术有限公司

提供， ＨＡＩＮ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ ＭＴＢＤＲＰｌｕｓ 试剂盒及 Ｈｏｔｓｔａｒ
Ｔａｑ 酶由生物梅里埃公司提供，所有试剂均按要求保

存，有效期内使用。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 比例法药敏试验　 用接种环挑取一环罗氏培

养基上的菌落，磨菌后与标准麦氏管比浊制成 １ ｍｇ ／
ｍｌ 菌悬液，稀释成 １０－２和 １０－４ｍｇ ／ ｍｌ，分别接种 ＲＦＰ、
ＩＮＨ 及对照罗氏固体培养基上，将 １０－２浓度的菌液接

种在 ＰＮＢ 菌种鉴定培养基上，３７ ℃培养 ４ 周，观察结

果，药敏培养基上菌落数 ／对照培养基上菌落数的比值

大于 １％为耐药，否则为敏感。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＨＡＩＮ 线性探针试验［４］ 　 （１）核酸提取：取一

环培养基上的菌落，加入 ３００ μｌ 无菌纯水中，９５ ℃灭

活 ２０ ｍｉｎ 后，超声破碎 １５ ｍｉｎ、１２ ０００ ｒｐｍ 离心 ５ ｍｉｎ，
取上清移至另一管中。 取 ５ μｌ 用于 ＰＣＲ 扩增，剩余－
２０ ℃保存备用。 （２）ＰＣＲ 扩增：扩增体系 ４５ μｌ，其中

引物和核苷酸混合物 （ ＰＮＭ） ３５ μｌ、１０ｘＢｕｆｆｅｒ ５ μｌ、
ＭｇＣｌ２２ μｌ、无菌水 ３ μｌ 和 ０􀆰 ２ μｌ Ｔａｑ 酶，提取的 ＤＮＡ
模板 ５ μｌ。 扩增程序为：９５ ℃ １５ ｍｉｎ； ９５ ℃ ３０ ｓ，５８
℃ ２ ｍｉｎ，１０ 个循环；９５ ℃２５ ｓ，５３ ℃ ４０ ｓ，７０ ℃ ４０ ｓ，
２０ 个循环；７０ ℃ ８ ｍｉｎ。 （３）杂交：按 ＨＡＩＮ Ｇｅｎｏｔｙｐｅ
ＭＴＢＤＲＰｌｕｓ 试剂说明书操作，取 ２０ μｌ 扩增产物经化

学裂解后，与试条上的探针杂交，通过酶显色反应检测

杂交结果。 （４）结果判读：试纸条上固定有 ２７ 个检测

探针，有 ４ 个区域，分别为质控区、ｒｏｐＢ 基因检测区、
ｋａｔＧ 基因检测区、ｉｎｈＡ 基因检测区。 质控条带正常，
ｒｏｐＢ 基因野生位点任意一条缺失或突变位点任意一

条阳性则对利福平耐药，反之对利福平敏感。 ｋａｔＧ 基

因、ｉｎｈＡ 基因与 ｒｏｐＢ 基因判定方法相同，如果 ＴＵＢ 质

控条带不显色，表示所试细菌不属于结核分枝杆菌复

合群，不能用本试验系统判读结果。 见图 １。

图 １　 ＲＦＰ 和 ＩＮＨ 耐药基因突变检测实例

１􀆰 ３􀆰 ３　 质量控制 　 比例法结核分枝杆菌药敏试验

经国家结核病参比实验室熟练度测试考核为合格。 在

国家结核病参比实验室组织的结核病分子诊断技术能

力测试中，成绩合格。 ＨＡＩＮ 线性探针试验中质控条

带正常显色。
１􀆰 ３􀆰 ４　 统计分析　 利用 ＳＰＳＳ１３􀆰 ０ 软件进行统计分

析。 检验水准 α＝ ０．０５。

２　 结　 果

２􀆰 １　 比例法耐药结果　 ３９６ 株分枝杆菌经初步菌种

鉴定，２ 株为非结核分枝杆菌。 在 ３９４ 株结核分枝杆

菌中，１１２ 株耐 ＲＦＰ，１２８ 株耐 ＩＮＨ，８９ 株同时耐 ＲＦＰ
和 ＩＮＨ，两药皆敏感 ２４３ 株。
２􀆰 ２　 ＨＡＩＮ 线性探针检测结果　 经检测 ３９６ 株待测

菌株中 ２ 株不是结核分枝杆菌，其余 ３９４ 株结核分枝

杆菌中 １０８ 株耐 ＲＦＰ，１１３ 株耐 ＩＮＨ，８０ 株同时耐 ＲＦＰ
和 ＩＮＨ，两药皆敏感 ２５３ 株。
２􀆰 ３　 传统药敏结果与线性探针检测结果对比 　 在

３９６ 株待检菌株中，两种方法均排除 ２ 株非结核分枝

杆菌、确证 ３９４ 株为结核分枝杆菌，结果一致。 以比例

法药敏为金标准，线性探针技术检测利福平和异烟肼

的特异性为 ９７􀆰 ９％（２７６ ／ ２８２）和 ９６􀆰 ６％（２５７ ／ ２６６），敏
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感性为 ９１􀆰 １％ （１０２ ／ １１２） 和 ８１􀆰 ３％ （１０４ ／ １２８），见表

１。 经 Ｋａｐｐａ 检验，利福平和异烟肼耐药检测的 Ｋ 值

分别为 ０􀆰 ８９９ 和 ０􀆰 ８０３，Ｐ＜０􀆰 ０００１。 而以比例法药敏

为金标准，线性探针技术检测耐多药的特异性为

９８􀆰 ８％（２４０ ／ ２４３），敏感性为 ８９􀆰 ９％（８０ ／ ８９）。
表 １　 ＨＡＩＮ 检测结果与传统罗氏药敏结果比较

ＨＡＩＮ 检测结果

罗氏药敏结果

ＲＦＰ

敏感 耐药

ＩＮＨ

敏感 耐药

敏感 ２７６ １０ ２５７ ２４

耐药 ６ １０２ ９ １０４

合计 ２８２ １１２ ２６６ １２８

３　 讨　 论

传统的耐药肺结核实验室诊断是对患者的痰标本

进行结核菌的培养和药敏试验。 由于分枝杆菌生长缓

慢，而药敏试验以细菌生长为终点判定结果，所以耗时

较长，需 ２ 个月左右，导致耐药肺结核不能得到及时有

效的治疗，不仅可能致使自身耐药谱增加，甚至广泛耐

药，而且可导致排菌时间延长、传染他人几率增加，社
会危害性极大。 因此探索、践行快速耐药肺结核的诊

断方法尤为迫切。
近年来，随着分子生物技术的迅速发展，结核分枝

杆菌的分子耐药机制渐渐清晰［５－６］，相继出现了基因

测序、基因芯片、荧光定量 ＰＣＲ、熔解曲线分析法、分
子信标法及线性探针技术等快速检测方法［７－９］。 这些

方法大大缩短了报告时间，但大都设备昂贵、检测费用

高，难以推广。
本研究采用的线性探针杂交技术是利用反向斑点

杂交原理，通过多重 ＰＣＲ 扩增，将扩增产物与固定在

试条上的特异探针杂交，经酶显色条带判读 ｒｐｏＢ 和

ｋａｔＧ ／ ｉｎｈＡ 是否突变，从而判断利福平和异烟肼的耐

药。 该方法操作简便，可在一个工作日内完成耐药检

测，大大缩短了药敏的报告时间。 该项技术可利用涂

阳痰标本直接提取 ＤＮＡ 进行线性探针检测，只是痰液

中菌量太少时，最后的杂交显色浅不易判读。 为使评

价结果更准确，故本文首先对涂阳标本进行培养得到

菌株，而后再将菌株的线性探针技术检测结果与传统

比例法药敏试验进行比对。 实验结果表明，两种方法

均排除了 ２ 例非结核分枝杆菌， 验证了线性探针检测

可准确鉴定结核分枝杆菌、排除非结核分枝杆菌。 而

以比例法药敏实验为金标准评估线性探针技术检测利

福平和异烟肼耐药性的结果为，其特异性分别是

９７􀆰 ９％和 ９６􀆰 ６％，敏感性分别是 ９１􀆰 １％和 ８１􀆰 ３％，与李

强等的研究报道接近［１０］；而检测耐多药的特异性和敏

感性为 ９８􀆰 ８％和 ８９􀆰 ９％，与桂晓红等［１１］报道接近。 其

中线性探针检测 ＩＮＨ 耐药的敏感性较 ＲＦＰ 低，可能与

ＩＮＨ 的耐药基因检测位点少有关。
本研究结果显示线性探针技术是一种快速、敏感

和特异的耐多药肺结核诊断方法，可为早期诊断耐多

药肺结核提供依据，赢得最佳治疗时间；加之检测费用

亦较传统药敏试验低［１２］，故该技术值得推广。 如有必

要，可再做传统药敏试验加以验证。
但线性探针检测对实验室条件和实验室技术人员

要求较高，否则易污染，影响实验结果，故目前只能在

市级及以上级别实验室中进行，县级实验室尚很难具

备开展条件。
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