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荧光定量 PCR测定支气管肺泡灌洗液中 T bDNA

诊断肺结核的临床价值

李志惠 � 张红漫 � 刘建强 � 刘朋冲 � 赵杰 � 李毅 � 崔丹 � 冯秀莉
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摘要: 目的 探讨纤支镜肺泡灌洗液中结核分枝杆菌 DNA 在肺结核诊断中的价值。方法 对

187 例初治肺结核患者及 41例肺炎患者分别应用荧光定量聚合酶链反应( FQ�PCR)技术检测结核分
枝杆菌 DNA、肺泡灌洗液结核菌培养、纤维支气管镜刷片抗酸染色。结果 肺结核患者肺泡灌洗液

结核分枝杆菌 DNA 阳性率为: 78� 6%、肺泡灌洗液结核菌培养阳性率为 28� 8%、刷片抗酸染色阳性
率为 21� 9%。肺炎患者肺泡灌洗液结核分枝杆菌 DNA、肺泡灌洗液结核菌培养、刷片抗酸染色均阴

性。结论 荧光定量聚合酶链反应检测肺泡灌洗液结核分枝杆菌 DNA, 特异性高, 用于肺结核诊断

可提高肺结核诊断的敏感性和准确性,明显优于纤维支气管镜刷片抗酸染色,亦较肺泡灌洗液结核菌

培养诊断灵敏、快速, 可作为肺结核诊断较可靠指标。
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Abstract: Objective T o study the value of detect ing M . tubercu los is DNA in bronchoalveolar

lav age f luid ( BALF) by f luo rescent quant itat ive po lymerase chain react ion ( FQ�PCR) in diagno sing
pulmonary tuber culosis. Methods T he BALF from the 187 pat ients w ith pulmonary tuberculosis

t reated f irst and 41 pat ients w ith pneumonia were detected theM . t uber cu losi s DNA ( TB�DNA ) by
FQ�PCR, and performed mycobacterial culture. T he br onchoscopic br ushing smear s w er e detected
by acid�fast staining. Results T he po sit ive r ates of detect ing BALF from the pat ients w ith pul�
monary tuberculosis tr eated first w ere 78� 6% by FQ�PCR, 28� 8% by mycobacterial culture and

21� 9% by acid�fast staining . The results f rom the pat ients w ith pneumonia w ere all negat ive by

these three methods. Conclusion FQ�PCR is a rapid, sensitive, specif ic method fo r detect ing M .
tubercu losi s DNA in BA LF.

Key words: tuberculosis, pulmonar y/ diagnosis; bronchoalv eo lar lav age f luid; DNA, bacterial; pol�
ymerase chain react ion

Correspondence to:Zhang Hongman( pdxzhm@ 163. com)

肺结核是呼吸科常见疾病,近年来结核病的发

病率呈现上升的趋势。由结核杆菌所致死的人数占

单一传染病致死的人数首位。目前肺结核诊断方法

主要是临床表现、X 线或 CT、细菌涂片及培养、聚

合酶链反应( PCR)等。但由于肺结核临床表现及胸

部影像学表现复杂多变、涂片阳性率低、培养存在时

间长、聚合酶链反应( PCR)假阳性率高等原因, 因此

寻找有效的肺结核的确诊方法仍是目前一个重要的
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课题。

因此为提高肺结核诊断率, 我们对荧光定量

PCR测定肺泡灌洗液中结核分枝杆菌 DNA 在肺结

核的诊断价值进行了临床观察。

1 � 对象与方法

1� 1 � 研究对象 � 随机选择(按入院前后顺序选择)
2008年 1月 � 2009年 1月在我科住院的 187 例具

有典型症状及 X线表现, 通过治疗动态观察证实的

肺结核患者,年龄 14~ 70 岁, 其中男性 103 例, 女

性 84 例。平均年龄 33� 7 岁。选择同期住院的 41

例肺炎患者(均经纤支镜检查或病原体、病理学检查

确诊,其中支原体肺炎 11例、细菌性肺炎 14 例、机

化性肺炎 6例、肺化脓症 8 例) ,年龄 24~ 65岁, 其

中男 23例,女 18例,平均年龄 32� 9岁,全部肺结核
病例均未合并其他细菌或真菌感染。所有肺炎患者

均抗炎治疗 2周,病变吸收不理想, 院外怀疑�肺结

核�来院。
1� 2 � 研究方法 � 于住院 3~ 5d 时采用电子支气管

镜检查并行经支气管镜防污染刷检( PSB)、防污染

支气管肺泡灌洗术( PBAL) , 并对所取标本行涂片

染色查抗酸杆菌,同时留取灌洗液做 FQ�PCR检测
及结核菌培养。

标本收集 利用 OLYMPU S CV240型电子支气

管镜,检查方法按常规进行,纤支镜检查时于镜下见

异常者或于 X 线胸片/ CT 异常的相应叶段内行经

支气管镜防污染毛刷刷检,涂片送检抗酸染色;并行

支气管肺泡灌洗, 收集支气管肺泡灌洗液( BALF)

5 ml,行荧光定量 PCR检测及结核菌培养。

1� 3 � 方法 � 用无菌灌洗瓶取受检者 5 m l支气管肺

泡灌洗液,密闭,立即送检,行荧光定量 PCR检测标

本中加入 4倍体积的 4% NaOH , 摇匀,室温下放置

30 min液化,液化过程中振荡 2~ 3次, 取 1 ml标本

加入离心管中, 12 000转/ min 离心 5 min, 弃上清

液留沉淀,加无菌生理盐水 1 ml洗涤, 10 000 rpm

离心5 m in, 再重复洗涤 1 次, 留沉淀加入 50 �l

DNA 提取液充分混匀, 沸水浴 10 min, 10 000 转/

m in 离心5 m in取上清液 2 �l 点样上机。本研究应

用中山大学达安基因股份有限公司生产的结核分枝

杆菌( T B)荧光定量聚合酶链反应检测试剂盒, 利用

检验仪 Light Cycler操作。

该系统是一密闭的 DNA 扩增检测系统, 在将

扩增体系所需各物质加样完毕后, 即可进行扩增和

检测,扩增产物的检测是通过系统对荧光探针 5�端

游离的 R基团荧光强弱的分析来判断扩增产物的

量,当 PCR反应体系中有目的基因存在,就会扩增

出特异核酸片段, 荧光探针即会根据碱基配对的原

理与之杂交。

PCR反应每复制一个特异核酸片段, 就有一个

探针被切断, 伴随一个荧光信号的释放。由于被释

放的荧光基团数目和 PCR产物是一对一的关系,因

此用荧光检测技术检测出的荧光信号有无或强弱,

即代表扩增产物有无或多少 [ 1]。

1� 4 � 统计学分析 � 采用 SPSS for w indow s 11� 0
统计分析软件,实验组与对照组之间比较采用 t检

验。

2 � 结果

经支气管镜防污染刷检抗酸染色、支气管肺泡

灌洗液荧光定量 PCR 及肺泡灌洗液结核菌培养对

照 (表 1)

肺结核患者支气管肺泡灌洗液荧光定量 PCR

阳性率显著高于肺泡灌洗液结核菌培养及经支气管

镜防污染刷检抗酸染色; 肺炎患者支气管肺泡灌洗

液荧光定量 PCR、支气管镜防污染刷检抗酸染色及

肺泡灌洗液结核菌培养均为阴性。

肺结核患者肺泡灌洗液荧光定量 PCR阳性检

出率与肺泡灌洗液结核菌培养及经支气管镜防污染

刷检抗酸染色阳性检出率差异有统计学意义 P<

0� 05;肺结核患者与肺炎患者肺泡灌洗液荧光定量
PCR阳性检出率差异有统计学意义 P< 0� 05。

表 1 � 经支气管镜防污染刷检抗酸染色、支气管肺泡灌洗液荧光定量 PCR 及肺泡灌洗液结核菌培养对照

抗酸染色 结核菌培养 T B�DNA

肺结核( % ) 肺炎( % ) 肺结核( % ) 肺炎( % ) 肺结核( % ) 肺炎( % )

阳性 41( 21� 9) 0 54( 28� 8) 0 147( 78� 6) a 0

阴性 146( 78� 1) a 41( 100) 133( 71� 2) a 41( 100) 40( 21�4) 41( 100)

a) P< 0� 05
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3 � 讨论

发现病原体是确定肺结核诊断和应用化疗方案

的重要依据,常用的临床检查方法有涂片抗酸染色

法和细菌培养法 2种。涂片抗酸染色法方便简单但

是敏感性低,特异性差, 不能区分死菌和活菌, 达到

5 000~ 10 000/ ml浓度才能得到阳性结果
[ 2]
。且所

有抗酸菌均着色,需进一步检查,细菌培养法敏感性

高,准确性也高,但是需要时间长达 4~ 8 周。本研

究利用对结核菌特异性引物和特异性荧光探针, 配

以 PCR反应液耐热 DNA 聚合酶等成分,在体外扩

增法检测结核分枝杆菌基因, 避免因结核杆菌易受

物理、化学、药物及免疫因素的影响而发生变异(细

胞壁缺陷、耐药变异菌、持续休眠菌) ,用传统细菌学

技术难以检出, 或漏诊或假阴性。

荧光定量 PCR 技术将 PCR 扩增、荧光探针杂

交及检测一体化, 在单一管内完成, 简化了操作步

骤,消除了扩增引起污染的机会。其检测对象是结

核杆菌基因保守区段, 不受细胞表型和耐药性的影

响,可提高阳性的检出率和工作效率, 其灵敏度高,

检测限度可达 10个菌/ ml, 防污染、操作简便, 只需

2~ 3 h 即可完成。具有敏感性高,准确性高。

从上述结果可知,荧光定量 PCR法作为一种实

验诊断技术,在特异性、敏感性方面都优于传统的涂

片抗酸染色法、罗氏培养方法,具有更高的敏感性,

该技术具有简便、快速、敏感性高、特异性强等优点,

1~ 2 d 即可有检验报告, 快速易行, 是结核病早诊

断、早发现的重要方法, 尤其对涂片抗酸染色、结核

杆菌培养阴性的结核病更具有诊断价值[ 3]。

荧光定量 PCR 检测肺泡灌洗液中结核杆菌

DNA 阳性率高可能与肺泡灌洗液进入远端气道及

肺泡腔中,接触病灶范围广,收集量大,含菌量多,标

本充分离心沉淀, 灌洗刺激患者咳嗽,更有利于局部

支气管分泌物的引流。结果表明, 此方法诊断肺结

核具有快速、特异、敏感的特点, 是一种值得临床推

广的方法[ 4]。荧光定量 PCR检出结核杆菌阳性率

显著高于痰涂片抗酸染色和改良罗氏培养法,同时

它还可反映抗结核治疗过程中痰标本中的结核杆菌

的数量变化, 对抗结核药物疗效有良好的监控效

果[ 5 ]。对肺部可疑结核病, 而痰菌检查又是阴性的

病人,可采用纤支镜肺泡灌洗液结核分枝杆菌 DNA

检测,以提高确诊率。
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链霉素为氨基糖苷类抗生素, 主要作用于 16s RN A,干扰蛋白质的翻译, 抑制蛋白质合成。已经
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