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基因芯片法与线性探针法对痰标本中结核分枝杆菌检测的应用价值
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［摘　要］　目的　探讨基因芯片法与线性探针法检测痰标本中结核分枝杆菌（ＭＴＢ）的应用价值。方法　海南医

学院第二附属医院２０１８年３—７月门诊和住院的１０６例疑似肺结核患者纳入研究，采用基因芯片法、线性探针法

对患者送检的痰进行检测，并与改良罗氏培养法进行比较；以比例法药敏试验为金标准，分析上述两种方法检测利

福平和异烟肼耐药性的效能。结果　对１０６份痰标本进行改良罗氏培养，阳性率为５２．８３％（５６／１０６），经鉴定其中

４６份标本为 ＭＴＢ阳性。基因芯片法和线性探针法分别检出 ＭＴＢ４６、５３株，基因芯片法、线性探针法与改良罗氏

培养法检测 ＭＴＢ结果比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。基因芯片法、线性探针法与比例法检测 ＭＴＢ对

利福平的耐药性比较，差异均无统计学意义，且具有较好一致性（均犘＞０．０５，均 犓犪狆狆犪＞０．７５）。对利福平的耐药性

检测，基因芯片法的灵敏度、特异度分别为８４．６２％、９０．００％，线性探针法分别为８４．６２％、８５．００％。基因芯片法、

线性探针法与比例法检测 ＭＴＢ对异烟肼的耐药性比较，差异均无统计学意义，但一致性一般（均犘＞０．０５、均犓犪狆狆犪

＜０．７５）。对异烟肼的耐药性检测，基因芯片法的灵敏度、特异度分别为６９．２３％（１８／２６）、９５．００％（１９／２０），线性探

针法分别为６５．３８％（１７／２６）、８５．００％（１７／２０）。结论　基因芯片法和线性探针法均可准确、快速地从大部分疑似

结核病患者的痰标本中鉴定出 ＭＴＢ，也适用于利福平和异烟肼耐药结果的快速检测，从而指导临床用药，值得临

床推广。
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Ｒｏｃｈｅｃｕｌｔｕｒｅ

　　结核病是当前危害人类健康最重要的慢性传染

病之一［１］，是全世界公共卫生面临的重大威胁［２］。

目前，全球结核病控制工作面临着耐药结核病疫情

的严峻挑战［３４］，世界卫生组织（ＷＨＯ）估计约２／３

的结核病患者处于耐多药的危险中［５］。实验室的传

统检测方法主要是痰涂片、痰培养及药敏，临床上诊

断结核病的金标准是结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿

狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）的培养
［６］，而诊断耐多药结核病

的传统方法是抗结核药物敏感试验［７８］。传统检测

方法虽可靠，但费时、费力，不能完全满足临床诊疗

需求，还可能造成耐多药菌株增多和传播［９］。因此，

建立早期、快速的耐药性检测技术是当前控制结核

病疫情的关键。目前，临床实验室用于检测 ＭＴＢ

的快速分子生物学方法主要有基因芯片法和线性探

针法，两种方法均是通过检测标本中 ＭＴＢ及其耐

药相关基因突变情况，判定是否感染 ＭＴＢ及其对

利福平、异烟肼的耐药情况，具有快速、简便等特点，

一次能同时检测十几至几十个基因位点，适用于多

位点分析［１０］。国内很多地区开展了基因芯片法或

线性探针法检测 ＭＴＢ及其耐药基因，可能是出于

经济成本的考虑，基本采用单个基因检测方法，极少

比较基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ及其耐药

基因效果的相关报道［１１］。在结核病防治工作中，患

者痰是最直接的标本来源，直接检测痰中 ＭＴＢ及

其耐药基因，能更快地获得 ＭＴＢ耐药结果。本研

究采用基因芯片法、线性探针法对海南地区疑似肺

结核患者送检的痰进行检测，并与改良罗氏培养法

进行比较；以比例法药敏试验为金标准，分析上述两

种方法检测利福平和异烟肼耐药性的效能。

１　对象与方法

１．１　研究对象　根据国家卫生与计划生育委员会

制定的肺结核病诊断标准［６］，凡符合下列之一均纳

入疑似肺结核患者：（１）有肺结核可疑症状的５岁以

下儿童，同时具备肺结核患者密切接触史、结核菌素

试验强阳性和γ干扰素释放试验阳性中任一条；

（２）仅胸部影像学检查显示与活动性肺结核相符的

病变。

按照以上诊断标准，将海南医学院第二附属

医院２０１８年３—７月门诊和住院的１０６例疑似肺结

核患者纳入研究范围，其中男性７６例，年龄１７～８４岁，

女性３０例，年龄１～８７岁。每例患者留取３份痰标

本，每份标本２～３ｍＬ，留取质量较好的痰标本

２份，各取１ｍＬ混匀，共获得１０６份混合痰标本，每

份２ｍＬ。每份标本同时进行结核菌涂片、改良罗氏

培养药敏试验、基因芯片及线性探针耐药基因检测，

质控菌株为 Ｈ３７ＲｖＡＴＣＣ２７２９４标准株，由国家疾

病预防控制中心（ＣＤＣ）结核病参比实验室提供。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒ
ＴＭ８芯片洗干仪、Ｂｉ

ｏＭｉｘｅｒＴＭⅡ芯片杂交仪、Ｅｘｔｒａｃｔｏｒ
ＴＭ３６核酸快速提

取仪和ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０ＫＢ微阵列芯片扫描仪等均为

博奥生物集团有限公司生产，ＴｗｉｎＣｕｂａｔｏｒ振动平

台仪器为德国 ＨａｉｎＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ公司生产，ＴＣ９６／

Ｇ／Ｈ（ｂ）Ｂ基因扩增仪和 ＬｉｆｅＥｘｐｒｅｓｓ基因扩增仪

均为杭州博日科技有限公司生产，ＢＳＣ１６００ⅡＢ２

型和ＢＳＣ１６００ⅡＡ２型生物安全柜均为苏州安泰空
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气技术有限公司生产，ＢＰＸ２７２电热恒温培养箱为

上海博迅公司生产。

１．２．２　试剂　ＭＴＢＤＮＡ 提取试剂和晶芯结核分

枝杆菌耐药基因检测试剂盒（ＤＮＡ 微阵列芯片法）

均为北京博奥生物集团有限公司生产，ＧｅｎｏＴｙｐｅ

ＭＴＢＤＲｐｌｕｓ试剂盒（ＰＣＲ线性杂交酶显色法）为德

国 ＨａｉｎＬｉｆｅｓｃｉｅｎｃｅ公司生产，分枝杆菌药敏培养

基（比例法）、改良酸性罗氏培养基（培养法）、结核菌

抗酸染色液、对硝基苯甲酸（ＰＮＢ）和噻吩２羧酸肼

（ＴＣＨ）鉴定培养基均为珠海贝索生物技术有限公

司生产。

１．３　痰标本处理及痰涂片抗酸染色检查　取患者

痰标本直接进行痰涂片镜检，严格按照《结核病实验

室检验规程》［１２］的要求进行痰涂片抗酸染色检查，

再加入等量的现配４％ＮａＯＨ 溶液，涡旋振荡混合

后，室温静止１５ｍｉｎ，制成预处理痰标本。

１．４　改良罗氏培养法及菌种初步鉴定　用无菌吸

管吸取已预处理的痰标本上清液，各取０．１ｍＬ（２滴）

分别接种至改良罗氏培养基、ＰＮＢ和 ＴＣＨ 鉴定培养

基上，尽量使菌液均匀铺满斜面，置３７℃培养，培养

第３天观察结果后，每周各观察１次，直到第８周。

１．５　比例法药物敏感试验　用一次性无菌接种环刮

取改良酸性罗氏培养基上（２～３周）的新鲜菌落，置于

磨菌瓶中，研磨后与标准麦氏管比对制成１ｍｇ／ｍＬ

菌悬液，用灭菌生理盐水稀释成１０－２ ｍｇ／ｍＬ和

１０－４ｍｇ／ｍＬ２个浓度，然后用一次性无菌接种蘸

取１环（即１０μＬ），采用划线法分别均匀接种至

中性罗氏培养基和含利福平（４０ｍｇ／Ｌ）、异烟肼

（０．２ｍｇ／Ｌ）的药敏培养基上，３７℃培养４周后

观察结果。

１．６　ＤＮＡ提取　吸取１ｍＬ已进行预处理的痰标

本上清液于微量离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ 离心

５ｍｉｎ，弃去上清液；再加入１ｍＬ的生理盐水，充分

振荡后１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃去上清液；向微

量离心管加入５０μＬ核酸提取液，混合均匀后，吸取

所有混合液放入核酸提取管中，用核酸快速提取仪

振荡１０ｍｉｎ，再置于９５℃水浴１０ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心１ｍｉｎ，制备成核酸提取物。

１．７　ＰＣＲ扩增及杂交

１．７．１　基因芯片法　把 ＰＣＲ扩增试剂１、２、３（分

别含有 ＭＴＢ鉴定基因扩增引物、耐利福平狉狆狅Ｂ基

因扩增引物、耐异烟肼犽犪狋Ｇ／犻狀犺Ａ 基因扩增引物）

按１８μＬ／管分装于ＰＣＲ管中，将所得核酸提取物

２μＬ依次加入到ＰＣＲ管中，混匀，每个标本重复

３次，放入基因扩增仪进行扩增，得到ＰＣＲ产物。

将ＰＣＲ产物经变性后按照说明书要求加入至 ＭＴＢ

耐药检测试剂盒的芯片点阵中，然后放入晶芯 Ｂｉ

ｏＭｉｘｅｒＴＭⅡ杂交仪进行芯片反应，再将完成杂交的

芯片放入晶芯ＳｌｉｄｅＷａｓｈｅｒＴＭ８芯片洗干仪中进行

洗干，将洗干的芯片放入晶芯 ＬｕｘＳｃａｎＴＭ１０ＫＢ微

阵列芯片扫描仪中，利用晶芯结核分枝杆菌药敏检

测分析系统进行信号的读取及结果判断。

１．７．２　线性探针法　取核酸提取物５μＬ加入用多

重ＰＣＲ扩增体系（含有 ＭＴＢ鉴定基因扩增引物、

耐利福平狉狆狅Ｂ基因扩增引物和耐异烟肼犽犪狋Ｇ／

犻狀犺Ａ基因扩增引物）中，放入基因扩增仪进行扩增，

所得ＰＣＲ产物与ＧｅｎｏＴｙｐｅＭＴＢＤｐｌｕｓ试剂盒中

的探针试纸按说明书进行杂交，并判断结果。

１．８　质量控制　严格按照《结核病实验室检验规

程》的要求进行质量控制，痰标本分枝杆菌分离培养

的涂阳培阴率应小于１０％，污染率应小于５％；比例

法药物敏感性试验的高稀释度菌液（１０－４ｍｇ／ｍＬ）

在中性罗氏培养基（对照培养基）上生长的菌落数少

于２０个菌落，则应从对照管传代培养，重复试验。

海南医学院第二附属医院结核病实验室每年均通过

国家抗结核药敏试验熟练度考核及结核病分子诊断

技术能力验证。

１．９　数据处理　应用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件对实

验结果进行处理，两种方法的一致性检验用犓犪狆狆犪

检验判别（犓犪狆狆犪≥０．７５，两者一致性较好；０．４≤

犓犪狆狆犪＜０．７５，两者一致性一般；犓犪狆狆犪＜０．４，两

者一致性较差），采用卡方检验比较两种方法检测结

果，犘≤０．０５为差异有统计学意义
［１３］。

２　结果

２．１　痰涂片抗酸染色和改良罗氏培养结果　对

１０６份痰标本进行涂片抗酸染色和改良罗氏培养，

痰涂片抗酸染色阳性率３４．９１％（３７／１０６），改良罗

氏培养阳性率５２．８３％（５６／１０６），涂阳培阴性率为

８．１１％（３／３７），未出现培养污染标本，两者均符合质

量控制的要求。５６份培养阳性痰标本经ＰＮＢ及

ＴＣＨ 培养鉴定，４６株为 ＭＴＢ和１０株为非结核分

枝杆菌。
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２．２　基因芯片法和线性探针法 ＭＴＢ检出情况　

１０６份痰标本，基因芯片法检出分枝杆菌５２株，其

中４６株 ＭＴＢ，６株非结核分枝杆菌；线性探针法检

出 ＭＴＢ５３株，基因芯片法、线性探针法 ＭＴＢ的检

出率分别为４３．４０％、５０．００％。基因芯片法、线性

探针法与改良罗氏培养法检测 ＭＴＢ结果比较，差

异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。见表１。

表１　１０６份痰标本基因芯片法和线性探针法 ＭＴＢ检出情况

犜犪犫犾犲１　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＭＴＢｆｒｏｍ１０６ｓｐｕｔｕｍｓｐｅｃｉｍｅｎｓｂｙ

ｇｅｎｅｃｈｉｐｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄ

方法
改良罗氏培养法（份）

阳性 阴性
χ
２ 犘

基因芯片法 阳性 ４０ ６ ５９．６８ １．００

阴性 ６ ５４

线性探针法 阳性 ３９ １４ ３６．９１ ０．１９

阴性 ７ ４６

　　注：以改良罗氏培养法为金标准

２．３　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对利福

平、异烟肼的耐药性　以比例法药敏试验为金标准，

鉴定为 ＭＴＢ的４６株菌株均进行比例法药敏试验。

同时采用基因芯片法和线性探针法检测４６株 ＭＴＢ

对利福平、异烟肼的耐药性，两种方法分别检测出

４０、３９株菌对两种药物的耐药结果。

２．３．１　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对利

福平的耐药性　基因芯片法、线性探针法与比例法

检测 ＭＴＢ对利福平的耐药性比较，差异均无统计

学意义（均犘＞０．０５），具有较好一致性（犓犪狆狆犪分

别为０．８５、０．７８）。见表２。对利福平的耐药性检

测，基因芯片法和线性探针法的灵敏度、特异度、符

合率、阳性预测值、阴性预测值见表３。

表２　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对利福平的耐药结果

犜犪犫犾犲２　ＲｉｆａｍｐｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＭＴＢｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｇｅｎｅｃｈｉｐ

ｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄ

方法
比例法（株）

耐药 敏感
犘 犓犪狆狆犪

基因芯片法 耐药 ２２ ２ １．００ ０．８５

敏感 １ １５

线性探针法 耐药 ２２ ３ ０．６３ ０．７８

敏感 １ １３

表３　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对利福平耐药情况的诊断效能（％）

犜犪犫犾犲３　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｇｅｎｅｃｈｉｐｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇｒｉｆａｍｐｉｃｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＭＴＢ（％）

方法 灵敏度 特异度 符合率 阳性预测值 阴性预测值

基因芯片法 ８４．６２ ９０．００ ８６．９６ ９１．６７ ８１．８２

线性探针法 ８４．６２ ８５．００ ８４．７８ ８８．００ ８０．９５

２．３．２　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对异

烟肼的耐药性　基因芯片法、线性探针法与比例法

检测 ＭＴＢ对异烟肼的耐药性结果比较，差异均无

统计学意义（均犘＞０．０５），但一致性一般（犓犪狆狆犪

分别为０．７０、０．５９）。见表４。对异烟肼的耐药性检

测，基因芯片法和线性探针法的灵敏度、特异度、符

合率、阳性预测值、阴性预测值见表５。

表４　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对异烟肼的耐药结果

犜犪犫犾犲４　ＩｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＭＴＢｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｇｅｎｅｃｈｉｐ

ｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄ

方法
比例法（株）

耐药 敏感
犘 犓犪狆狆犪

基因芯片法 耐药 １８ １ ０．２２ ０．７０

敏感 ５ １６

线性探针法 耐药 １７ ３ ０．７３ ０．５９

敏感 ５ １４
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表５　基因芯片法和线性探针法检测 ＭＴＢ对异烟肼耐药情况的诊断效能（％）

犜犪犫犾犲５　ＤｉａｇｎｏｓｔｉｃｅｆｆｉｃａｃｙｏｆｇｅｎｅｃｈｉｐｍｅｔｈｏｄａｎｄｌｉｎｅａｒｐｒｏｂｅｍｅｔｈｏｄｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇｉｓｏｎｉａｚｉｄｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｏｆＭＴＢ（％）

方法 灵敏度 特异度 符合率 阳性预测值 阴性预测值

基因芯片法 ６９．２３ ９５．００ ８０．４３ ９４．７４ ７０．３７

线性探针法 ６５．３８ ８５．００ ７３．９１ ８５．００ ６５．３８

３　讨论

临床实验室通常会对疑似肺结核患者的痰标本

进行涂片抗酸染色和传统培养，为临床诊断提供实

验室的确诊数据；但痰涂片抗酸染色阳性率偏低，又

无法鉴定是否为 ＭＴＢ，也不能区分死菌与活菌，不

足以满足临床需求［１４１５］；传统培养法虽可以分离鉴

定 ＭＴＢ并可进行药敏试验，但是检测时限过长，也

不能满足临床诊疗及患者的需要［１６］。随着分子生

物学的快速发展并在结核病的诊疗领域广泛应用，

线性探针法和基因芯片法均很好地用于 ＭＴＢ耐药

基因检测，原来至少需４～８周的时长，最快可缩短

至１ｄ，节约临床的诊断时间，也可防止ＭＤＲＴＢ的

蔓延［１７１８］。

基因芯片法与线性探针法虽检测时长相差不

大，但基因芯片法配有杂交仪、洗干仪及扫描仪等整

套设备，自动化程度较高；而线性探针法仅配有杂交

仪，杂交、洗涤及结果判读等实验步骤均需人工操

作，人为影响因素较大，杂交时标本及探针试纸也暴

露于空气中，容易造成交叉污染，但线性探针具有仪

器设备投入成本低、试剂成本相对较低的优势。

本研究从检出 ＭＴＢ阳性率的角度分析了改良

罗氏培养法、线性探针法及基因芯片法的优劣性。

本研究中线性探针法 ＭＴＢ检出率为５０．００％，低于

郭明日等［１９］报道的５８％；基因芯片法 ＭＴＢ检出率

为４３．４０％，高于吴国兰等
［２０］报道的３２．５％，两种

方法 ＭＴＢ检出率可能与患者所留痰标本的质量及

保存条件有关。基因芯片法和改良罗氏培养法可直

接鉴定出非结核分枝杆菌，而线性探针法不能鉴定

出非结核分枝杆菌，因为线性探针法检测耐药基因

试剂盒没有相关检测基因序列。线性探针法、基因

芯片法对 ＭＴＢ的检出率与改良罗氏培养法比较，

差异均无统计学意义，说明基因芯片法和线性探针

法均可很好地应用于痰标本中 ＭＴＢ的鉴定。

以比例法药敏试验为金标准，采用基因芯片法

和线性探针法检测痰标本中 ＭＴＢ利福平和异烟肼

耐药基因，基因芯片法对利福平和异烟肼的灵敏度

为８４．６２％、６９．２３％，特异度为９０．００％、９５．００％，

低于文献［２１２２］报道的结果，可能与地域差异或方法

学的熟练度有关。线性探针法对利福平和异烟肼耐

药基因检测的灵敏度为８４．６２％和６５．３８％，特异度

均为８５．００％，均低于文献
［２３２４］报道（用线性探针法

针对临床分离株进行检测），本研究采用线性探针法

直接检测痰中 ＭＴＢ耐药基因。本研究采用线性探

针法检测痰标本，效果不如直接对临床分离株检测

耐药基因好，但可节省２～４周的时间
［２５］，可有效快

速指导临床用药。对海南地区疑似肺结核患者的痰

标本进行 ＭＴＢ的耐药基因检测，基因芯片法比线

性探针法检测效果相对好，可能是线性探针法在杂

交过程与结果判读均为人工，也可能是方法学或检

测的耐药基因位点不同所致。

本研究检测痰标本 ＭＴＢ中利福平耐药基因，

分别将两种耐药基因检测方法与比例法药敏试验比

较，结果差异均无统计学意义，具有较高一致性，故

两种耐药基因检测方法在检测 ＭＴＢ对利福平的耐

药性中有较好稳定性。检测 ＭＴＢ对异烟肼的耐药

性时，两种方法与比例法药敏试验比较，差异均无统

计学意义，但一致性一般，结果与欧维正等［１１］研究

有所不同，可能与地域差异或方法学的熟练度有关。

本研究也存在一些局限性：（１）由于成本问题，

本研究标本数量相对不足，尤其是三种方法共同检

测阳性标本相对较少，在耐药性评价中存在局限性；

（２）两种耐药基因检测方法所检测耐药基因位点有

所不同，故无法对其基因突变类型进一步比较分析。

研究首次采用两种基因检测方法直接检测疑似肺结

核痰标本中 ＭＴＢ及其相关耐药基因，比较全面、客

观地评价这两种基因检测方法在本地区结核病诊断

中应用价值，为临床实验室方法学选择及临床诊疗

提供参考。

综上所述，基因芯片法和线性探针法均可在海

南地区疑似肺结核痰标本中快速准确鉴定 ＭＴＢ，也

适用于结核分枝杆菌对利福平及异烟肼耐药性快速

检测，值得临床推广。
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