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液基夹层杯技术检测抗酸杆菌应用性研究

杨华林  谭云洪  白丽琼  胡培磊
(湖南省结核病防治所  长沙  410013)

摘要: 目的 评价液基夹层杯技术检测抗酸杆菌的应用价值。方法 收集 1 190例肺结核可疑

症状者的 642份晨痰标本和 1 140份即时痰标本,每份痰标本均采用液基夹层杯技术、直接涂片查找

抗酸杆菌技术和罗氏结核分枝杆菌培养技术进行检测, 比较直涂法、液基法与培养法对痰标本的阳性

检出率,并在以培养法为金标准的前提下考察液基法、直涂法的灵敏度和特异度,同时评价晨痰和即

时痰、1次痰和 2次痰对肺结核涂阳病人发现的差异。结果 液基法、直涂法和培养法对 642份晨痰

标本的阳性检出率分别为 23� 5%、12� 7%和 26� 6% ,对 1 140份即时痰的阳性检出率分别为 18� 1%、
9� 6%和 23� 3%。以培养法作为金标准,液基法的灵敏度和特异度分别为 68� 9%和 95� 8%, 并与直

涂法相对应的指标差异有统计学意义( P< 0� 05)。液基法检测表明: 642份晨痰阳性检出率显著高于

1 140份即时痰阳性检出率( P< 0� 05)。结论 液基法能够提高痰标本的灵敏度, 特异度较高, 操作

标准化,且所需设备简单, 便于基层开展, 是一种可能具有推广价值的检测方法。

关键词:结核, 肺/诊断; 分枝杆菌, 结核;细菌学技术

通讯作者:谭云洪( tanyunhong@ 163. com)

Application of liquid�based Peng� s interlayer vessel technique on detecting acid�fast bacilli

Yang Hual in , Tan Yun hon g , Ba i Liqon g , Hu Peil ei

Hun a n in s titu t e f or Tubercu los is con t rol , Chan g sha 410013, Chin a

Abstract: Objective To evaluate the clinical valu of liquid�based Peng� s interlayer vessel tech�
nique on detect ing acid�fast bacilli ( AFB) . Methods 642 morning sputum specimens and 1 140

t imely sputum specimens w ere co llected fr om 1 190 patients w ith suspected pulmonary tuber culosis,

each sputum specimen w as detected simultaneously by three methods as follow: liquid�based Peng� s
inter lay er v essel technique, sputum smear and acid�fast staining m icroscopy ( direct AFB) and

L�wenstein�Jensen ( L�J) culture. Result Of 642 mo rning sputum specimens, the positiv e rates of

Peng� s interlayer v essel technique, direct AFB and L�J culture w ere 23� 5% , 12� 7%, 26� 6% , re�
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spect ively. Of 1 140 t imely sputum specimens, their posit ive rates w er e 18� 1% , 9� 6% and 23� 3% ,

r espect ively. T he positive rate of morning sputa w as significant ly higher than that of t imely sputa

( P< 0� 05) . Using L�J culture as g olden standard, the sensit ivity and specificity of Peng� s inter lay�
er vessel technique w er e 68� 9% and 95� 8% , respect iv ely , w hich w ere signif icant ly higher than

those of dir ect AFB ( P< 0� 05) . Conclusion T he liquid�based Peng� s inter lay er vessel technique

could increase the sensitity of sputum detect ing and had higher specificity. It w as simple, conven�
ient , easy to be standardized, and w o rthy to popular ize as a diagnostic method of pulmonary T B.

Key words: tuber culosis, pulmonary/ diagnosis; Mycoba ct eri um t ubercu losi s ; bacteriolog ical tech�
niques
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作为国家结核病控制规划 ( N TP)的重要组成

部分,结核病人的细菌学检测不仅是发现传染源的

主要途径和手段,也是结核病确诊和制订化疗方案,

考核疗效、评价防治效果的可靠标准 [ 1]。结核病细

菌学的诊断最基本的方法是!直接涂片找抗酸杆菌

法∀和!结核分枝杆菌罗氏培养分离法∀ [ 2]。前者由

于方法学本身的局限性, 阳性率较低,后者虽然阳性

率比较高,但培养周期长,需 4~ 8周才能出结果。

为了提高细菌的检出率, 湖南天骑医学新技术

有限公司发明了液基夹层杯结核杆菌制片染色技术

(以下简称液基法) ,其原理是将经过消化灭活处理

的痰或其他标本置于具有符合光学要求基片的夹层

杯中,经专业离心机离心后将标本中的细菌牢固附

着基片上,并在夹层杯中直接进行染色,然后取出基

片,封片于载玻片上, 置显微镜下观察。2008 年 7

月~ 12月份,我们采用液基夹层杯法与直接涂片找

抗酸杆菌法(以下简称!直涂法∀)、和改良罗氏结核

分枝杆菌培养分离法(简称!培养法∀)对肺结核可疑
症状者同时进行抗酸杆菌检测, 从而评价该项技术

在基层实验室推广使用的可行性。

1  资料和方法

1� 1  一般资料  在全省选取湘潭县、湘乡县、邵东

县和耒阳市 4 个单位作为实验现场, 以 2008 年 7

月 # 10月在 4个县(市)疾病预防控制中心结核病

防治科就诊的肺结核可疑症状者为研究对象。样本

量计算:按 �= 0� 05(双侧) ,容许误差为 �= 0� 08, 液
基夹层杯法敏感度为 p= 25%, 特异度为 q= 80% ,

则计算公式如下 [ 3] :

N =
u�

�

2

(1- p ) p

若按 X线胸片异常者中 10%的阳性率,则需检

查 112例肺结核可疑初诊病例, 考虑 10%的丢失率

等,则约需纳入病例 1 232例。自 2008 年 7月 1日

起,在 4个县的实验现场收集初诊肺结核可疑症状

者的痰标本,每位可疑症状者 2份, 1份为晨痰, 1份

为即时痰。

1� 2  方法

1� 2� 1  试剂和仪器  由天骑医学新技术有限公司

提供夹层杯、TQ�12 自动离心涂片机、KP�1 快速干
片机;贝索抗酸染液;罗氏培养基由省结核病防治所

参比室制备。

1� 2� 2  检测方法  对每份痰标本同时采用液基夹

层杯法、直涂法和罗氏培养法进行检测。液基夹层

杯法见参考文献
[ 3]
, 直接涂片法按∃中国结核病防

治规划 # # # 痰涂片镜检质量保证手册%[ 1] 的方法进

行涂片、染色和镜检, 罗氏培养法∃结核病细菌学诊

断操作规程%[ 4]
规定进行分离培养。

1� 3  质量控制  直涂法质量控制按∃中国结核病防

治规划 # 痰涂片镜检质量保证手册%[ 1] ,培养法质控

按∃结核病细菌学诊断操作规程%[ 4]

1� 4  统计方法  采用 SPSS 13� 0软件进行数据输
入和统计分析。

2  结果

2� 1  3种方法的阳性检查率  2008年 7月 # 12月

份 4县共收集痰标本数为 1 782份,其中晨痰、即时

痰分别为 642份和 1 140份。晨痰:液基法、直涂法

和培养法阳性检出率分别为 23� 5%、12� 8% 和
26� 6% ;即时痰: 3 种方法的阳性检出率分别为

18� 1%、9� 6%和 23� 3% ; 总检出率分别为 20� 0%、
10� 7%和 24� 5%(表 1)。

2� 2  液基法和培养法阳性检出率的比较  液基法

和培养法阳性检出率的比较分析见表 2。液基法和

培养法对于晨痰标本阳性检出率的差异没有统计学

意义( P> 0� 05) , 而即时痰标本阳性检出率的差异
具有统计学意义( P< 0� 05)。
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表 1  3 种方法阳性检出率( % )

直涂法 液基法 培养法

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

晨痰 82 12� 8 560 87�2 151 23� 5 491 76� 5 171 26� 6 471 73� 4

即时痰 109 9� 6 1 031 90�4 206 18� 1 934 81� 9 266 23� 3 874 76� 7

合计 191 10� 7 1 591 89�3 357 20� 0 1 425 79� 9 437 24� 5 1 345 75� 5

表 2  液基法和培养法阳性检出率比较分析

液基法

培 养  法

晨  痰 即时痰 总  痰

阳性 阴性 合计 阳性 阴性 合计 阳性 阴性 合计

阳性 117 34 151 184 22 206 301 56 357

阴性 54 437 491 82 852 934 136 1 289 1 425

合计 171 471 642 266 874 1 140 437 1 345 1 782

 2= 4� 55, P< 0�05  2= 34� 62, P < 0� 05  2 = 33� 33, P< 0� 05

表 3  直涂法和培养法阳性检出率比较分析

直涂法

培 养  法

晨  痰 即时痰 总  痰

阳性 阴性 合计 阳性 阴性 合计 阳性 阴性 合计

阳性 76 6 82 107 2 109 183 8 191

阴性 95 465 560 159 872 1 031 254 1 337 1 591

合计 171 471 642 266 874 1 140 437 1 345 1 782

 2= 78� 4, P< 0�05  2= 153� 1, P < 0� 05  2 = 230� 9, P< 0� 05

表 4  直涂法和液基法阳性检出率比较

直涂法与

培养法的

符合情况

液基法与培养法的符合情况

阳性检出情况 阴性检出情况 总体情况

符合 不符合 合计 符合 不符合 合计 符合 不符合 合计

符合 180 3 183 1 287 50 1 337 1 467 53 1 520

不符合 121 133 254 2 6 8 123 139 262

合计 301 136 437 1 289 56 1 345 1 590 192 1 782

 2= 112� 3, P < 0�05  2= 44� 3, P < 0� 05  2 = 27� 8, P< 0� 05

表 5 3 种方法中晨痰和即时痰阳性检出情况(例)

液基法 直涂法 培养法

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

晨痰( 642份) 151 491 82 560 171 471

即时痰( 1 140份) 206 934 109 1 131 266 874

 2 116� 5 304� 4 57� 0

P < 0� 05 < 0� 05 < 0� 05
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2� 3  直涂法和培养法阳性检出率的比较  直涂法

和培养法对于痰标本中结核分枝杆菌的阳性检出率

的比较分析见表 3。直涂法和培养法对于晨痰标本

和即时痰标本阳性检出率的差异具有统计学意义

( P< 0� 05)。
2� 4  液基法与直涂法的比较  直涂法和培养法对

于痰标本中结核分枝杆菌的阳性检出率的比较分析

见表 4。灵敏度和特异度是诊断性试验中检验方法

常用的 2个重要的评价指标, 以结核分枝杆菌培养

作为结核病诊断的金标准, 液基法的灵敏度和特异

度分别为 68� 9%, 95� 8% ; 直涂法灵敏度和特异度

分别为 41� 9%, 99� 4%。
2� 5  3 种方法中晨痰和即时痰标本检出率比较分

析  在运用相同的方法的检测下,晨痰和即时痰标

本阳性检查率比较分析, 见表 5。3种方法对于晨痰

标本和即时痰标本阳性检出率的差异具有统计学意

义( P< 0� 05)。

3  讨论

120多年前, 由德国科学家 Robert � Koch所创

立的抗酸染色至今仍然是结核病细菌学实验室诊断

的主要方法之一。相对于临床和实验室的其他诊断

方法,高质量的直接涂片找抗酸杆菌法具有特异性

高、技术相对简单、成本低廉和报告时间短等优势;

另一方面, 我国是全球 22 个高负担国家之一, 结核

病疫情比较严重,痰涂片抗酸杆菌镜检仍是我国开

展结核病控制项目时最符合成本�效益原则的细菌
学实验技术

[ 1]
。

然而,痰涂片抗酸杆菌镜检敏感性低,通常痰液

中抗酸杆菌的浓度达到 5 000~ 10 000条菌/ m l时

才能得到阳性结果,因此如何增加痰涂片抗酸杆菌

镜检敏感性,提高痰涂片抗酸杆菌镜检阳性率是结

核病人的细菌学检测工作的重要课题。为了评价该

项技术的敏感性和在基层实验室推广使用的可行

性,我们开展了液基夹层杯技术检测痰中抗酸杆菌

的研究。

与直涂法一致的是, 液基法仍然采用抗酸染色

的方法并在显微镜下判读结果。液基夹层杯技术的

创新主要体现在离心集菌涂片方面, 通过借鉴罗氏

法结核分枝杆菌培养的前处理 # # # 痰标本消化技

术,并结合高速震荡,使痰标本充分液化而有利于其

中的抗酸杆菌沉淀于特制的彭氏夹层杯底部的菌膜

上,再进行染色、读片。离心集菌涂片的效果体现在

涂片更为均匀和痰标本阳性检出率的提高。

本研究中,以培养法作为金标准,液基法诊断的

灵敏度高于直涂法的灵敏度( P < 0� 05) , 而其特异
度却低于直涂法( P< 0� 05)。液基法对于即时痰阳
性标本的检出率低于培养法( P < 0� 05) , 而对于晨
痰阳性标本的检出率与培养法差异无统计学意义

( P> 0� 05)。液基法的阳性检出率与直涂法阳性检
出率差异有统计学意义。可见液基法对于提高传染

性结核病人发现率具有重要的意义。

同时,该检测方法收集标本的条件、标本量、染

色温度、夹层杯菌膜面积、油镜每个视野的实际面积

均容易被!标准化∀, 而便于开展室内质量控制和室

间质量评估
[ 5]
。同时,还可以通过抗酸杆菌自动阅

片机、计算机报告系统、准确计算出每毫升所含细菌

浓度。另一方面, 液基法所需设备简单,便于基层开

展
[ 3 ]
。所以,液基法是一种可能具有推广价值的检

测方法。
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