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摘　要:目的　评价基因芯片技术在快速诊断肺结核中的应用价值.方法　收集６４８例疑似肺结核患者的体液标本,同
时使用基因芯片法、改良罗氏培养法、液基夹层杯涂片法进行结核分枝杆菌检测,并对结果进行比较分析.结果　３种方法检

测阳性率依次为芯片法(５８．３０％)、培养法(５１．４０％)、夹层杯法(３６．７０％).用不同方法检测胸水 MTB的阳性率由高到低依

次为芯片法３１．１％、培养法２７％、夹层杯法１３．５％.芯片法高于夹层杯法,差异具有统计学意义(χ２＝６．５９１,P＜０．０５);芯片

法阳性率高于培养法,但差异不具有统计学意义(χ２＝０．２９５,P＞０．０５).结论　基因芯片法检测结核分枝杆菌阳性率高,与改

良罗氏培养法一致性好,可作为快速诊断肺结核的有效手段;采用基因芯片法检测胸水标本,阳性率较高,且耗时短、准确性

高,可为快速诊断结核性胸膜炎提供依据.
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Abstract:Toevaluatethevalueofgenechiptechnologyintherapiddiagnosisoftuberculosis．Wecollected６４８samplesof

patientswithsuspectedpulmonarytuberculosis,andusedthegenechipmethod,modifiedRocheculturemethod,liquidＧbased
sandwichcupsmearmethodforMycobacteriumtuberculosisdetection,andtheresultswerecomparedandanalyzed．Theresults
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　　２０１６年,全球估计有１７０万患者死于结核病,
约有新发结核病例１０４０万,其中半数集中在中国、
印度等５个国家[１].早期、快速、准确诊断结核,是
结核防治的关键.

结核病的确诊主要依靠病原学,传统病原学检

测以抗酸染色及培养为主.抗酸染色简便、价廉,是
目前使用最广的结核诊断方法,但阳性率不高,多在

９．８％~３５．５％[２Ｇ３],且无法鉴别结核分枝杆菌(MyＧ
cobacteriumtuberculosis,MTB)与 非 结 核 分 枝 杆

菌.本研究采用液基夹层杯涂片法检测 MTB,与直

接抗酸染色相比,标本经消化、离心、浓缩等处理后,

阳性率可提高至２３．５％~６６．６７％[３Ｇ７].MTB培养

是诊断活动性肺结核的“金标准”,但周期长,罗氏培

养至少需４~８周[８],液体培养如 BACTECＧMGIT
９６０系统虽耗时更短,仍需１~２周[９Ｇ１０],均难以满足

临床需求,新的诊断技术亦应运而生.近年来,基因

芯片技术逐渐广泛应用于结核诊断,有研究报道基

因芯片法诊断 MTB的敏感性为８２．３％~９９．５％,
特异度可达１００％[１１Ｇ１３].

本研究对６４８例疑似肺结核患者的临床标本同

时采用基因芯片法、改良罗氏培养法、液基夹层杯涂

片法(以下分别简称“芯片法”、“培养法”、“夹层杯

法”)进行 MTB检测,通过对３种方法的阳性率、敏
感性、特异度等指标进行比较,评价基因芯片技术在

快速诊断肺结核中的应用价值.
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１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　研究对象　２０１６年２月－２０１７年９月重庆

医科大学附属第一医院呼吸科住院的疑似肺结核患

者６４８例,其中男性４０９例,女２３９例,年龄１４~９５
岁,平均５０±１８．５岁.所有患者均进行胸部影像学

检查,同时留取体液标本,包括痰３３１例、支气管肺

泡灌洗液(Bronchoalveolarlavagefluid,BALF)２４３
例、胸水７４例,同时送检芯片法、培养法及夹层杯法

检测 MTB.

１．１．２　诊断标准及筛选结果　肺结核诊断标准参

照«肺结核诊断标准 WS２８８Ｇ２００８»[１４],非结核的其

他肺部疾病诊断参照«临床诊疗指南Ｇ呼吸病学分

册»[１５].６４８例患者,最终有４３５例诊断为肺结核,

２１３例为非结核病(肺癌１０６例,社区获得性肺炎４８
例,肺脓肿３２例,支气管扩张伴感染２７例).

１．１．３　主要实验仪器及试剂　夹层杯II,载玻片、
自动离心涂片机、快速干片机、染色液,均购买于湖

南天气医学新技术有限公司;改良罗氏培养基(中
性)由贝索公司提供;普通 PCR 扩增仪,高速离心

机,核酸提取仪,SlideWasherTM 芯片洗干仪,BiＧ
oMixerTMII芯片杂交仪.LuxScanTM１０K/B 微

阵列芯片扫描仪、晶芯分枝杆菌菌种鉴定试剂盒以

及试剂购于博奥生物有限公司.

１．２　实验方法

１．２．１　液基夹层杯涂片　取痰标本３~５mL、胸水

和BALF标本１０~２０mL于夹层杯II,进行消化、
震荡、离心、烘干;加入染色剂,以６０℃左右染色５
min,冲洗、沥干;脱色;再次加入染色剂染色１~３
min,洗净、沥干.取出封片、镜检.读片参照«肺结

核诊断标准 WS２８８Ｇ２００８»[１４].

１．２．２　改良罗氏培养　痰标本３~５mL进行消化、
离心、浓缩;胸水和BALF标本１０~２０mL以３０００
g离心、浓缩,均匀接种于培养基.将培养基水平置

于３７℃培养箱２４h后改竖直放置;于第３d、７d观

察细菌生长情况,以后每周观察１次,连续８周.报

告标准参照«肺结核诊断标准 WS２８８Ｇ２００８»[１４].

１．２．３　基因芯片检测　标本内加入消化液,涡旋震

荡２min,室温液化６０min后离心.取１mL液化

后标本于１．５mLEP离心管内,于沉淀内加入５０~
８０μL核酸提取液,并转移到核酸提取管内震荡５
min,后９５ ℃金属浴５min,１００００r/min离心１
min,提取核酸备用.将模板 DNA 和对照品２μL
分别加入 PCR 管行 PCR 扩增;将 PCR 产物在９５

℃下变性５min、骤冷冰浴.以９μL杂交缓冲液、６

μLPCR产物的比例制杂交混合物.取混合物１３．５

μL加入芯片并密封杂交盒;放入芯片杂交仪以５０
℃、５r/min杂交２h.洗涤、甩干,于芯片扫描仪判

读结果.
结果判读:在质控探针信号正常的情况下,若某

一探针信噪比≥３,且其信号值≥其对应的临界值,
则该探针结果为阳性;否则为阴性.菌种鉴定结果

根据探针阴阳性结果判断,若只有１条探针为阳性

结果,则表示待测样品为该探针所对应的分枝杆菌

种或群;若有１条以上探针为阳性结果,则通过组合

来确定待测样品所对应的分枝杆菌种或群.

１．３　统计学方法　采用SPSS２０．０软件进行统计

分析,用Kappa 检验对不同方法检测结果的一致

性进行评价,即Kappa≥０．７５,两者一致性好;０．７５
＞Kappa≥０．４,两者一致性中等;Kappa＜０．４,两
者一致性较低.所有结果均采用χ２ 检验进行差异

性分析,以P＜０．０５为差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　３种方法的阳性率　芯片法最高(５８．３０％),其
次为培养法(５１．４０％),夹层杯法最低(３６．７０％)(见
表１).

表１　３种检测方法的阳性检出来

Tab．１　Positiveratesofthe３detectionmethod

方法
总　数

(例)
阳性数

(例)
阳性率

(％)
χ２ P 值

芯片法 ６４８ ３７８ ５８．３０ ６．３１ ０．０１２a

培养法 ６４８ ３３３ ５１．４０ ２８．２５ ＜０．０５b

夹层杯法 ６４８ ２３８ ３６．７０ ６０．６４ ＜０．０５c

　　注:a对比芯片法、培养法 ;b对比培养法与夹层杯法 ;

c对比芯片法与夹层杯法.

２．２　３种方法的敏感度和特异度　以培养法为金

标准,芯片法的敏感度、阳性预测值以及与培养法结

果的一致性均高于夹层杯法,特异度较夹层杯法稍

低(见表２).

２．３　与临床诊断的比较　以临床诊断结果为金标

准,在非结核患者中,３种方法均无阳性结果,故特

异度为１００％,误诊率为０;芯片法与临床诊断一致

性较好;培养法一致性一般;夹层杯法一致性较低.
芯片法敏感度高,漏诊率低,特异度好,结果具有较

高的准确性,见表３.
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表２　芯片法及夹层杯法检测结果与培养法的对比分析

Tab．２　ComparativeanalysisofresultsfromthegenechiptechniqueandLiquidＧbased
interlayervesseltechniqueandRochecultureresults

方法 培养法 敏感度/％ 特异度/％ 符合率/％ PPV/％ NPV/％ Kappa P 值

＋ －
芯片法 ＋ ３１８ ６０ ９５．５ ８１ ８８．４３ ８４．１３ ９４．４４ ０．７６７ ＜０．０５

－ １５ ２５５

夹层杯法 ＋ ２１７ ２１ ６５．２ ９３．３ ７８．８６ ９１．１８ ７１．７ ０．６２３ ＜０．０５

－ １１６ ２９４

　　注:PPV是阳性预测值;NPV是阴性预测值.

表３　３种方法检测结果与临床诊断的对比分析

Tab．３　Comparisonoftestresultsandclinicaldiagnosisofthe３methods

方法 临床诊断 敏感度/％ 特异度/％ 误诊率/％ 漏诊率/％ 符合率/％ Kappa P 值

＋ －
芯片法 ＋ ３７８ ０ ８６．９０ １００ ０ １３．１０ ９１．２０ ０．８１３ ＜０．０１

－ ５７ ２１３

培养法 ＋ ３３３ ０ ７６．６０ １００ ０ ２３．４０ ８４．３０ ０．６８２ ＜０．０１

－ １０２ ２１３

夹层杯法 ＋ ２３８ ０ ５４．７０ １００ ０ ４５．３０ ６９．６０ ０．４４３ ＜０．０１

－ １９７ ２１３

２．４　不同标本的阳性率　３种标本使用芯片法检

测,阳性率最高为BALF７２．０％(１７５/２４３),其次为

痰５４．４％(１８０/３３１),胸水最低３１．１％(２３/７４);使用

培养法阳性率由高到低依次为BALF６２．６％(１５２/

２４３),痰４８．６％(１６１/３３１),胸水２７％(２０/７４);夹层

杯法阳性率为 BALF５１．８％(１２６/２４３),痰３０．８％
(１０２/３３１),胸水１３．５％(１０/７４).差异均具有统计

学意义 (见图４).

图４　不同标本的阳性率对比分析

Fig．４　Comparisonofpositiveratesofdifferentspecimens

２．５　胸水用不同方法检测 MTB的阳性率　使用

芯片法、培养法、夹层杯法检测胸水 MTB,阳性率依

次为３１．１％(２３/７４)、２７％(２０/７４)、１３．５％(１０/７４).
芯片法高于夹层杯法,差异具有统计学意义(χ２＝
６５９１,P＜０．０５);芯片法阳性率高于培养法,但差

异不具有统计学意义(χ２＝０．２９５,P＞０．０５)(见表

５).

表５　胸水使用不同检测方法阳性检出率比较

Tab．５　Comparisonofpositiveratesofpleuraleffusion
usingdifferentdetectionmethods

阳性率/％ χ２ 值 P 值

芯片法 ３１．１０(２３/７４) ０．２９５ ０．５８７a

培养法 ２７(２０/７４) ４．１８１ ＜０．０５b

夹层杯法 １３．５１(１０/７４) ６．５９１ ＜０．０５c

　　注:a对比芯片法与培养法;b对比培养法与夹层杯法;

c对比芯片法与夹层杯法.

３　讨　论

基因芯片通过检测固定于特殊载体上的多种探

针与待测样本核酸的杂交信号强度而获取样本信

息[１６].由于 MTB的１６SrRNA 和rpoB 基因是具

有种属特异性的高度保守序列,故可直接将分枝杆

菌鉴定到种[１７].该方法具有高通量、高效快捷(６

００５ 中 国 人 兽 共 患 病 学 报 ２０１９,３５(６)



h)、灵敏度高、自动化等优势[１８].２０１７年１１月新

发布的肺结核诊断标准[１９]已增加分子生物学结果

作为确诊依据.本研究所使用的基因芯片能够检测

出结核分枝杆菌(MTB)及包括鸟分枝杆菌、戈登分

枝杆菌、胞内分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌等在内的常

见的１６个种、群的 NTM,快速进行分枝杆菌菌种

鉴定,为迅速诊断肺结核提供依据.

３种方法检测 MTB,以芯片法的阳性率最高

(５８．３％),其次为培养法(５１．４％),夹层杯法最低

(３６．７％);其中,芯片法阳性而培养阴性的患者共６０
例,这些患者均符合肺结核诊断标准[１４],且抗结核

治疗后随访症状好转和(或)病灶吸收.其芯片法阳

性而培养阴性的原因,可能与标本类型有关.该６０
例标本中,以 BALF和痰为主(３１例 BALF、２１例

痰、８例胸水),且芯片法灵敏度高(１×１０３ 个菌/反

应),故芯片法阳性而罗氏培养阴性.
以培养法为标准,芯片法灵敏度(９５．５％)、阴性

预测值(９４．４４％)以及一致性均显著高于夹层杯法

(６５．２％、７１．７％);但 特 异 度 (８１％)较 夹 层 杯 法

(９３３％)低,分析其原因,可能与基因芯片法能够进

一步将分支杆菌鉴定到种,区分 NTM 和 MTB
有关.

BALF、痰、胸水标本用同时使用３种方法检测

MTB,阳性率由高到低依次均为 BALF、痰、胸水.
提示 MTB检出率与标本类型有关.

BALF直接取自病变支气管内或靠近病变区

域,且检查等机械刺激后,标本获得 MTB的机会增

大,故阳性率高.常占平[２０]等发现BALF快速培养

阳性 率 (８３．６％)显 著 高 于 纤 支 镜 术 后 痰 培 养

(５７２％).尤其对于痰少、病灶局限、引流支气管欠

通畅、非活动性肺结核患者,使用BALF检测 MTB
优势明显[２１].

痰 MTB检测阳性率不高,且易受到多种因素

的干扰,标本质量、涂片技术以及读片准确性等都可

影响痰检结果.宋红焕[５]报道,脓性痰的阳性率

(４７．５％)高于非脓性痰(１３．５％).而增加送检标本

数可提高阳性检出率[２２].
胸水是胸膜对 MTB 抗原的免疫反应所产生

的,故 MTB含量极少,加上胸水的稀释、取材、送检

等影响,其涂片、培养阳性率均不高[２３],导致结核性

胸膜炎确诊困难.其直接涂片阳性率在 １０％ 左

右[２４],培养阳性率也仅１５．９％~３６．６％[２５Ｇ２６].本研

究同时上述３种方法检测胸水 MTB,阳性率依次为

芯片法(３１．１％)、培养法(２７％)、夹层杯法(１３５１％).

芯片法高于夹层杯法,差异有统计学意义;芯片法与

培养法相比,虽然差异不具有统计学意义,但芯片法

耗时(６h)显著低于培养法(４~８周),且具准确率

高、污染率低、生物安全性高等优势,能够早期、快
速、准确诊断结核性胸膜炎.因此,建议考虑诊断结

核性胸膜炎,送检胸水行 MTB检测时,可优先选择

或同时送检基因芯片法检测,以辅助诊断.
综上所述,基因芯片技术诊断肺结核的敏感度

高、特异度好,准确性高,其对于胸水 MTB检测的

阳性率并不低于培养法,且耗时显著缩短,并能将分

枝杆菌鉴定到种.能够为早期、快速、准确诊断肺结

核提供重要依据,具有良好的应用前景.此方法还

可作为结核治疗效果评价的指标,但尚需进一步的

临床试验证实.
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