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夹层杯集菌离心涂片法与改良罗氏培养法检测抗酸杆菌的比较
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［摘　要］　目的　评价夹层杯集菌离心涂片法（夹层杯法）检测抗酸杆菌的临床诊断价值。方法　收集２００８年

７—１２月就诊于湖南省湘潭、湘乡、邵东和耒阳４个县（市）结核病防治部门共１１９０例肺结核可疑症状者的１７８２

份痰标本（晨痰６４２份，即时痰１１４０份），每份标本同时采用夹层杯法与改良罗氏培养法（培养法）平行处理，对其

检测结果进行比较。结果　对晨痰标本检测的阳性率，培养法为２６．６４％（１７１／６４２），高于夹层杯法的阳性率

２３．５２％（１５１／６４２），两者差异有显著性（χ
２＝４．５６，犘＝０．０４）；对即时痰标本检测的阳性率，培养法为２３．３３％

（２６６／１１４０），高于夹层杯法的阳性率１８．０７％（２０６／１１４０），两者差异有高度显著性（χ
２＝３４．６０，犘＝０．００）。夹层

杯法对晨痰的阳性检出率高于即时痰（χ
２＝７．６２，犘＝０．０１）；培养法对晨痰的阳性检出率与即时痰比较，差异无显

著性（χ
２＝２．４２，犘＝０．１２）。结论　夹层杯法检测抗酸杆菌的阳性率低于培养法，但简单、省时，便于进行质量控制，

是一种很有推广价值的检测方法；夹层杯法检测晨痰抗酸杆菌的阳性率较高，故应尽量留取晨痰作抗酸杆菌检测。
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　　结核病是由结核分枝杆菌（ＭＴＢ，一种抗酸杆

菌）引起的传染性疾病，与ＭＴＢ接触的一半人群会

被感染，被感染者终生都将有成为结核病患者的危

险性，其中有１０％的人会发病。目前，全球范围内

对结核病的关注日益增强，据世界卫生组织报告，全

世界１／３的人口感染或曾经感染过结核，因而结核

病仍是全球的一个重要公共卫生问题［１］。

ＭＴＢ感染的实验室诊断主要包括细菌学检测、

免疫学诊断、分子生物学诊断３方面技术，但各有利

弊。痰涂片细菌学检查具有确诊意义，但检出率低；

ＭＴＢ培养时间太长；分子生物学诊断作为临床诊

断，需要特殊仪器设备，技术相对复杂，对实验室条

件和操作人员的要求较高，现阶段难普遍推广。如

何快速诊断和治疗，对防止结核病的传播意义重大，

因此寻找一种特异、敏感、早期、快速、简便的结核病

实验室诊断方法是大家共同期盼的。目前，一项基

于液基薄层技术的结核病诊断新技术———夹层杯集

菌离心涂片法（简称夹层杯法）逐步发展起来。本研

究比较了该方法和培养法对抗酸杆菌的检测情况，

从而评价该方法在结核病诊断方面的临床应用价

值。

１　材料与方法

１．１　标本来源　从湖南省随机抽取湘潭、湘乡、邵

东和耒阳４个县（市）结核病防治部门作为实验现

场，以２００８年７—１２月在４个实验现场就诊的

１１９０例肺结核可疑症状者为研究对象。自２００８年

７月１日起，收集上述研究对象的痰标本共１７８２

份，其中晨痰６４２份，即时痰１１４０份。每份标本同

时采用夹层杯法和培养法平行处理，并对其结果进

行比较分析。

１．２　试剂与仪器　夹层杯法抗酸染色液试剂盒、夹

层杯、消化液（主要成分为强氧化剂、蛋白消化剂）、

ＴＱ１２自动离心涂片机、ＫＰ１快速干片机，均为湖

南天骑医学新技术有限公司产品。改良罗氏培养

基，由国际防痨和肺病联合会 （ＩＵＡＴＬＤ）推荐配

方，本实验室自行配制。

１．３　标本留取　按《痰涂片镜检质量保证手册》要

求，留取清晨深咳出的痰液和即时痰分别约３～５

ｍＬ，于密闭的无菌痰杯中记录痰量。取适量痰液，

严格按照《结核病诊断细菌学检验规程》［２］操作，接

种于改良罗氏培养基中，同时将剩余标本于规定检

测时间内进行夹层杯法检测。

１．４　改良罗氏培养法　首先进行标本处理：选择干

酪样、脓性痰液标本，加２倍量３５ｇ／Ｌ氢氧化钠处

理液 （黏稠标本适当增加处理液量），充分振荡，置

３７℃水浴箱消化１５ｍｉｎ，期间振荡２次，３０００ｒ／

ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，倾去上清液，沉淀物混匀备用。然

后接种：取上述备用沉淀物０．１ｍＬ接种于罗氏培

养基中，置３６℃孵育箱内培养。刚开始时，于第３

天和第７天各观察１次，以后每周观察１次，有菌落

生长者，经涂片抗酸染色确认后报告阳性，８周后未

见菌落生长者为阴性。

１．５　夹层杯法

１．５．１工作原理　夹层杯内经消化完全的痰液中的

有形成分（抗酸杆菌、细胞等），经离心涂片机离心，

均匀涂布于夹层杯内底面（内底为０．１ｍｍ厚透明

材料，半径１１．６ｍｍ），经干燥、固定，在夹层杯中直

接抗酸染色、干燥，并用取片针顶出内底，经封片等

步骤后，镜下检测抗酸杆菌。

１．５．２　操作步骤　（１）标本处理：将标本３～５ｍＬ

加２倍体积消化液，混匀，置室温约３０ｍｉｎ，期间摇

动数次。如标本过于黏稠，可适当延长消化时间，待

消化完全。用一次性塑料吸样管移取消化好的标本

３ｍＬ于液基集菌杯内，放入ＴＱ１２自动离心涂片

机中以４０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，倾去上清液、沥干，

将集菌杯放入ＫＰ１快速干片机内烘干、固定（注：

标本经消化液处理后，抗酸杆菌已灭活，不会造成环

境污染）。（２）染色镜检：按试剂盒说明书步骤在杯

中进行染色完毕，自然干燥或烘干后，用专用取片针

顶出夹层片，使涂菌面向下，置载玻片（已滴加中性

树胶），用镊子轻压，防止气泡，油镜检查。

１．６　统计方法　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统

计分析，率的比较采用 ＭｃＮｅｍａｒ检验或χ
２ 检验，

所有检验均采用双侧检验，犘＜０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　痰检情况　４个实验现场痰检情况见表１。

２．２　夹层杯法和培养法对痰中抗酸杆菌阳性检出

的比较　在６４２份晨痰标本中，通过夹层杯法检测

阳性１５１份，阳性率２３．５２％；培养法检测阳性１７１

份，阳性率２６．６４％；培养法检测阳性率高于夹层杯

法，差异有显著性（犘＜０．０５）。在１１４０份即时痰标

本中，通过夹层杯法检测阳性２０６份，阳性率

１８．０７％；培养法检测阳性２６６份，阳性率２３．３３％；
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培养法检测阳性率高于夹层杯法，差异有高度显著

性（犘＜０．０１），详见表２。

夹层杯法检测晨痰和即时痰的阳性率分别为

２３．５２％、１８．０７％，两者比较，差异有高度显著性

（犘＜０．０１）；培养法检测晨痰和即时痰的阳性率分

别为２６．６４％、２３．３３％，两者比较，差异无显著性

（犘＞０．０５），详见表３。

表１　２００８年７—１２月湖南省４县（市）结核病防治部门的痰检情况（份，％）

犜犪犫犾犲１　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓｐｕｔｕｍａｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎａｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔｄｅｐａｒｔｍｅｎｔｓｉｎ４ｃｏｕｎｔｉｅｓ（ｃｉｔｉｅｓ）ｏｆＨｕｎａｎ

ＰｒｏｖｉｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎＪｕｌｙＤｅｃｅｍｂｅｒ，２００８（ｃａｓｅ，％）

实验现场

晨痰

标本数（份）
阳性标本

夹层杯法 培养法

即时痰

标本数（份）
阳性标本

夹层杯法 培养法

湘潭 ８３ ２８（３３．７３） ３３（３９．７６） １９４ ６７（３４．５４） ８５（４３．８１）

湘乡 ５８ ８（１３．７９） １７（２９．３１） ２２２ ２７（１２．１６） ４８（２１．６２）

邵东 １９７ ４１（２０．８１） ４６（２３．３５） ４２０ ５０（１１．９０） ５８（１３．８１）

耒阳 ３０４ ７４（２４．３４） ７５（２４．６７） ３０４ ６２（２０．３９） ７５（２４．６７）

合计 ６４２ １５１（２３．５２） １７１（２６．６４） １１４０ ２０６（１８．０７） ２６６（２３．３３）

表２　夹层杯法和培养法对同一痰标本中抗酸杆菌阳性检出比较（份）

犜犪犫犾犲２　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆａｃｉｄｆａｓｔｂａｃｉｌｌｉｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｅｔｙｐｅｓｏｆｓｐｕｔｕｍｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓａｎｄｗｉｃｈｃｕｐ

ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄ（ｃａｓｅ）

痰样
培养法

阳性 阴性
合计 χ

２ 犘

晨痰 夹层杯法 阳性 １１７ ３４ １５１ ４．５６ ０．０４

阴性 ５４ ４３７ ４９１

合计 １７１ ４７１ ６４２

即时痰 夹层杯法 阳性 １８４ ２２ ２０６ ３４．６０ ０．００

阴性 ８２ ８５２ ９３４

合计 ２６６ ８７４ １１４０

　　采用ＭｃＮｅｍａｒ检验

表３　夹层杯法和培养法对不同痰标本中抗酸杆菌阳性检出比较

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｉｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆａｃｉｄｆａｓｔｂａｃｉｌｌｉｆｒｏｍｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｙｐｅｓｏｆｓｐｕｔｕｍｓａｍｐｌｅｓｄｅｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｓａｎｄｗｉｃｈ

ｃｕｐａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄ

　方法 痰样 标本数（份） 阳性标本（份，％） χ
２ 犘

夹层杯法 晨痰 ６４２ １５１（２３．５２） ７．６２ ０．００６

即时痰 １１４０ ２０６（１８．０７）

培养法 晨痰 ６４２ １７１（２６．６４） ２．４２ ０．１２

即时痰 １１４０ ２６６（２３．３３）

３　讨论

培养法检测结核菌虽然有较高的阳性率，但培

养周期太长，需４～６周，始终无法实现结核菌的快

速检测，不利于结核病的早发现，早治疗，难以满足

临床需要［３］。研究人员始终在不断探索快速检测结

核菌的方法，如直接涂片法、厚涂法；富集试验，如

沉淀集菌法和漂浮集菌法；结核抗体检测法等，但效

果均不理想［４－５］。有研究表明聚合酶链反应（ＰＣＲ）

法检测结核菌具有很高的敏感性和特异性［５］，但实

验室条件要求高，不利于普通和基层医院开展。

近年来，一项基于液基薄层技术的结核病辅助

诊断新技术———夹层杯集菌离心涂片法逐步发展起

来。液基细胞学技术是一种将标本通过细胞处理液

处理，经比重液离心后，去除干扰成分，收集余下的

目标细胞制成超薄层细胞，该技术目前主要用于妇

科宫颈癌筛查方面的检查［６］。近期国内有学者对于

该方法在肺癌诊断中的价值进行了评估，研究结果

显示［７］，通过痰液标本检测肺癌细胞，液基细胞学要
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好于传统涂片法，具有明显的优越性。后来，研发人

员根据此技术开发了一种快速检测结核菌的新技

术，命名为夹层杯集菌离心涂片法，简称夹层杯法。

该方法是将痰液使用特制的痰液消化液消化，并结

合高速震荡，使痰标本充分液化而有利于其中的抗

酸杆菌沉淀于特制彭氏杯底部的菌膜上，再进行染

色、读片，比原来的涂片法及培养法收集抗酸杆菌的

范围更广泛，更完全，其检查结果更具代表性［８］。

本研究结果显示，对６４２份肺结核可疑患者的

晨痰进行改良罗氏培养，其阳性率为２６．６４％，与许

蕴怡［９］等报道的培养阳性率３１．０％较一致；同时，夹

层杯法的阳性率为２３．５２％，与李锐
［１０］等的研究结

果相符。经统计学分析，培养法对晨痰和即时痰标

本的检测阳性率均高于夹层杯法，但夹层杯法与传

统的涂片染色法的阳性率（１５％左右）
［１１］相比，有了

很大的提高。而且有研究报道［１２］，直接涂片染色法

检测为阳性的标本经液基结核菌集菌制片技术检测

均为阳性。夹层杯法突破了培养法无法克服的难

题，且除了速度快以外，该方法较培养法还有很多优

势：可对标本体积定量，对夹层片和油镜面积定量，

从而准确计算单位体积痰液中抗酸杆菌的含量；操

作更加安全、简便，由于取材→固定→烤片→染色均

在彭氏杯中进行，标本经消化液处理后抗酸杆菌已

灭活，显微镜阅片时也无须与含菌面接触，大大减少

了检验工作人员的感染和实验室的污染。

研究结果同时也显示了夹层杯法与培养法检测

结果有不一致的情况。本研究中表现为，在晨痰检

测中有５４份培养阳性而夹层杯法阴性，３４份培养阴

性而夹层杯法阳性；同样在即时痰检测中，有８２份

痰检培养阳性而夹层杯法阴性，２２份培养阴性而夹

层杯法阳性。引起夹层杯法阳性而培养阴性最主要

的原因可能有：（１）结核患者经过了药物治疗；（２）体

内出现了细胞壁缺损的Ｌ型细菌，导致分离结果呈

阴性；（３）标本中的细菌为死菌。引起培养阳性而夹

层杯法阴性的原因可能有：（１）患者排菌量太低；（２）

镜下所见细菌形态不典型；（３）与沉渣的量有关，难

免有染片太厚而不利于细菌观察的情况；（４）与染色

和镜检的技术有关。当然，本研究者认为可能还有

其他的原因可待进一步研究，以提高夹层杯法与培

养法的符合率。此次研究中，培养法对抗酸杆菌检

测的阳性率高于夹层杯法，但２种检测方法各有优

点。痰培养仍是目前诊断结核病的主要方法，其可

以对死、活细菌进行鉴定，是化学治疗反应的主要检

测指标；并且培养法可以进行药敏试验，其结果在指

导临床用药及耐药监测方面有十分重要的意义。夹

层杯法简单快速、安全，对死、活细菌均能检出，且可

以弥补培养法不能培养出治疗后死菌的缺点。

另外，在此次研究中，夹层杯法对晨痰的阳性检

出率明显高于即时痰，因此，在临床工作中应该尽可

能地收集晨痰进行检测，以提高检出率。标本的质

量对结核菌的检测有很大影响，痰液要求新鲜，除细

胞学检查要求在上午９～１０时留痰外，其他检查以

留取清晨第１口痰作标本最适宜。留痰时，患者以

清水漱口３次，然后用力咳出气管深处的痰。而即

时痰可因痰量少，或者留取的痰标本混入唾液或鼻

咽分泌物等原因而影响抗酸杆菌的检测。

夹层杯法检测抗酸杆菌简单省时、阳性率高，且

便于进行质量控制，收集抗酸杆菌的范围更广泛，更

完全，其检测结果更具有代表性，操作安全简便，为

结核菌的检测提供了一项新的方法，是一种很有推

广价值的检测方法。此外，临床上要尽量留取晨痰

进行结核菌的检测，以提高阳性率。
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