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双培养法提高涂片阴性分枝杆菌检出率的回顾性研究
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［摘　要］　目的　探讨双培养法对提高涂片阴性分枝杆菌检出率的应用价值。方法　收集某院２０１９年１月—

２０２１年９月送检住院首诊患者的普筛标本，并按固体培养、液体培养、固－液双培养进行分组。另选取涂片分枝

杆菌阴性，固体、液体或固－液双培养阳性的患者，将其按送检标本部位分为肺分枝杆菌组和肺外分枝杆菌组，

分析两组患者的临床特征。结果　共调查涂片阴性患者６４９２例，其中固体组３２３４例，液体组１９３８例，双培

养组１３２０例，２５３例培养阳性，检出率３．９０％，固体组、液体组、双培养组培养阳性检出率分别为２．３５％（７６例）、

４．５４％（８８例）、６．７４％（８９例）；肺分枝杆菌检出率分别为３．１１％、６．０２％、７．１３％，肺外分枝杆菌检出率分别为

１．０２％、２．６８％、６．０９％。２５３例涂片阴性培养阳性的患者中男性１４３例、女性１１０例；平均年龄（５８．３４±１８．４７）

岁；检出时间中位数分别为３４．６５、１０．４５、９．８９ｄ。肺分枝杆菌组中男性、咳嗽咳痰、呼吸道基础疾病、胸部ＣＴ有炎

性渗出、结核感染Ｔ细胞斑点试验结果阳性所占比例较肺外分枝杆菌组高，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。

固－液体双培养组肺外分枝杆菌检出率较固体组、液体组培养高（均犘＜０．００１），固－液体双培养组肺分枝杆菌检

出率较固体组高（犘＜０．００１）。结论　肺结核患者伴有咳嗽咳痰、呼吸道疾病、胸部ＣＴ炎性渗出等特征，而肺外结

核无典型特征。肺外结核的临床体征较肺结核隐匿，易漏诊，而固－液双培养法可以在优化标本前处理及工作流

程方面提高分枝杆菌的检出率。
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　　分枝杆菌病是由结核分枝杆菌（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）和非结核分枝杆菌（犖狅狀狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊

犿狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻犪）感染易感人群引起的全身性慢性传

染病。世界卫生组织（ＷＨＯ）发布的《２０２０年全球

结核病报告》［１］显示，受新型冠状病毒肺炎疫情影

响，全球结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）病死率十多年来

首次上升，全球约有１５０万人死于 ＴＢ，病死率为

１５％，高于２０１９年的１４％。据美国结核病监测系

统（ＮＴＳＳ）报告，美国２０２０年ＴＢ发病率为２．２／１０

万，肺外结核（ｅｘｔｒａｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＥＰＴＢ）

约占所有ＴＢ患者的１５％～２０％
［２３］。目前，大部分

实验室检测分枝杆菌的病原学方法为涂片萋－尼

（ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ）法和分枝杆菌培养法，涂片法操作

简单、快捷，但敏感性较低，而传统培养法耗时长，难

以满足临床对早期可疑分枝杆菌感染快速诊断的需

求。与涂阳分枝杆菌病相比，涂阴分枝杆菌病的鉴

别仍然是诊断的挑战。本研究旨在探究实验室开展

固－液双培养流程对提高涂片阴性分枝杆菌检出率

的应用价值，并明确双培养流程的最佳标本应用范

围，以期为提高实验室分枝杆菌的检出提供科学的

参考方案。

１　资料与方法

１．１　研究资料　回顾性分析广东省人民医院２０１９

年１月—２０２１年９月住院首诊普筛送检抗酸菌培

养的患者，根据纳入标准和排除标准筛选出研究对

象，并剔除重复患者送检的标本，按固体培养、液体

培养、固－液双培养进行分组。另选取涂片分枝杆

菌阴性，固体、液体或固－液双培养阳性的患者，将

其按送检标本部位分为肺分枝杆菌组和肺外分枝杆

菌组，分析两组患者的临床特征。纳入标准：均为初

次涂片结果阴性患者。排除标准：已明确诊断分枝

杆菌病的患者；艾滋病阳性、免疫系统疾病者；接受

免疫抑制疗法的患者。

１．２　研究方法

１．２．１　涂片染色　参照《全国临床检验操作规程》

（第４版）操作步骤，痰、创面分泌物标本直接涂片，

纤支镜冲洗液、支气管肺泡灌洗液、无菌体液等液体

标本则取离心浓缩物涂片，组织标本经无菌研磨后

取组织匀浆涂片，经紫外线照射３０ｍｉｎ后采用萋－

尼法染色，于普通光学显微镜油镜下观察计数［４］，染

液购自珠海贝索生物技术有限公司。

１．２．２　固体法培养　加入与呼吸道标本等量的

４％ ＮａＯＨ溶液，取液化完成后的离心沉淀浓缩液

１００ｍＬ接种罗氏斜面培养基（购自江门市凯林贸易

有限公司），无菌体液、组织标本则经前处理后取浓

缩物及组织匀浆１００ｍＬ接种罗氏斜面培养基，置

３５℃培养箱孵育，每周观察并记录培养结果，连续培

养至少８周。

１．２．３　液体法培养　加入与呼吸道标本１～２倍体

积的Ｎ乙酰Ｌ半胱氨酸（ＮＡＬＣ）＋２％ＮａＯＨ消化

液混匀静置１５ｍｉｎ，无菌体液、组织标本则经前处

理后取浓缩物及组织匀浆１０００ｍＬ，加入磷酸盐

缓冲液至４５ｍＬ混匀中和，３０００×ｇ、８～１０℃离心

１５ｍｉｎ，取沉渣加入１ｍＬ磷酸盐缓冲液制备标本

混合液。取０．５ｍＬ标本混合液加入已制备含有

０．８ｍＬ生长添加剂／抑菌剂混合液的 ＭＧＩＴ培养

管，颠倒混匀置入ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０全自动分

枝杆菌培养仪（仪器及相关配套试剂购自美国ＢＤ

生物技术有限公司），设置仪器每６０ｍｉｎ自动监测

一次，随时跟踪处理仪器报阳结果，连续培养至少

６周。

１．２．４　固－液双培养法　在液体培养的基础上，取

其处理后的标本同时进行固体培养，工作流程及观

察方法见图１。
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　　注：分枝杆菌培养管ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ试管（批号：２４５１２２）；分枝杆菌培养添加剂试剂盒（批号：２４５１２４）；ＮＡＬＣＮａＯＨ消

化液（批号：２４０８６２）。

图１　固－液双培养工作流程图

犉犻犵狌狉犲１　Ｆｌｏｗｃｈａｒｔｏｆｓｏｌｉｄｌｉｑｕｉｄｄｏｕｂｌｅｃｕｌｔｕｒｅ

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２６．０统计软件对数

据进行分析，对于符合正态分布的连续变量以均数

±标准差表示，若不符合正态分布，则以中位数（犕）

及百分位数（犘２５，犘７５）表示；对不符合正态分布的三

组变量的两两比较，采用非参数秩和检验，α分割

法，取犘＜０．０１７时差异有统计学差异；分类资料采

用χ
２ 检验或Ｆｉｓｈｅｒ’ｓ确切检验法，犘≤０．０５为差异

有统计学意义。

２　结果

２．１　基本情况　共纳入６４９２例患者，按不同培养

法分组，可分为固体组３２３４例，液体组１９３８例，双

培养组１３２０例，２５３例培养阳性，检出率３．９０％，

各组培养阳性检出率分别为２．３５％（７６例）、４．５４％

（８８例）、６．７４％（８９例）。三种培养法患者的临床症

状分布比较，差异无统计学意义（χ
２＝９．３３８，犘＝

０．０５３）。见表１。

涂片分枝杆菌阴性，固体、液体或固－液双培养

阳性的２５３例患者中男性１４３例，女性１１０例，平均

年龄（５８．３４±１８．４７）岁。对各组检出时间（ｔｉｍｅｔｏ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＴＴＤ）进行分析，固体组 ＴＴＤ为３４．６５

（２４．３７，４３．１０）ｄ，液体组为１０．４５（５．３３，１８．０８）ｄ，

双培养组为９．８９（５．７３，１９．０９）ｄ；液体组和双培养

组的ＴＴＤ均低于固体组，差异有统计学意义（犣值

分别为８．５０８、８．４３０，均犘＜０．００１）；而液体组与双

培养组比较，差异无统计学意义（犣＝０．０２１，犘＝

０．９８４）。

表１　不同培养法患者的临床症状分布（例）

犜犪犫犾犲１　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ）

组别 患者例数
临床表现

咳嗽咳痰 发热 无症状

固体培养组 ３２３４ １４０５ ６８７ １１４２

液体培养组 １９３８ ８９１ ３４９ ６９８

固－液双培养组 １３２０ ６０１ ２７０ ４４９

２．２　不同培养法患者肺和肺外分枝杆菌检出情况

　固体组、液体组和双培养组肺分枝杆菌检出率分

别为３．１１％、６．０２％、７．１３％；肺外分枝杆菌检出率

分别为１．０２％、２．６８％、６．０９％。固体组、液体组肺

分枝杆菌阳性检出率均高于肺外组，差异有统计学

意义（犘＜０．００１），而双培养组肺与肺外分枝杆菌阳

性检出率比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。不

同培养法肺分枝杆菌检出率比较，差异有统计学意

义（χ
２＝２６．５１３，犘＜０．００１）；液体组、双培养组肺分

枝杆菌检出率均高于固体组（均犘＜０．００１）。不同

培养法肺外分枝杆菌检出率比较，差异有统计学意

义（χ
２＝３５．６１８，犘＜０．００１）；液体组、双培养组肺外

分枝杆菌检出率均高于固体组（均犘＜０．００１）；双培

养组肺外分枝杆菌检出率高于液体组（犘＜０．００１）。

见表２。
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表２　不同培养法肺和肺外分枝杆菌检出情况

犜犪犫犾犲２　Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｎｄｅｘｔｒａｐｕｌｍｏｎａｒｙ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｔｈｏｄｓ

组别 总标本数（份） 培养阳性（份） 培养阴性（份） 培养阳性检出率（％） χ
２ 犘

固体培养组 １４．２３７ ＜０．００１

　肺 ２０５８ ６４ １９９４ ３．１１

　肺外 １１７６ １２ １１６４ １．０２

液体培养组 １２．２９０ ＜０．００１

　肺 １０８０ ６５ １０１５ ６．０２

　肺外 ８５８ ２３ ８３５ ２．６８

固－液双培养组 ０．５４１ ０．４６２

　肺 ８２７ ５９ ７６８ ７．１３

　肺外 ４９３ ３０ ４６３ ６．０９

２．３　涂片阴性培养阳性的标本类型分布　２５３例

涂片阴性培养阳性患者送检的标本中肺标本１８８

份，包括痰（３０．４４％）、纤支镜冲洗液（２４．９０％）和支

气管肺泡灌洗液（１８．９７％）；肺外标本６５份，主要由

肺外组织（１１．４６％）、创面分泌物（５．９３％）和胸腔积

液（３．１６％）构成。见表３。

２．４　２５３例患者的临床特征分析　２５３例涂片阴性

培养阳性患者中肺分枝杆菌病１８８例（７４．３１％）、肺

外分枝杆菌病６５例（２５．６９％）。两组患者的性别分

布比较，差异有统计学意义（犘＝０．０２５）。肺分枝杆菌

病组咳嗽咳痰的比率较肺外分枝杆菌病组高（７７．１３％

ＶＳ２１．５４％），差异有统计学意义（犘＜０．００１）。肺分

枝杆菌病组呼吸道疾病患者的比率较肺外分枝杆菌

病组高（８５．１１％ ＶＳ３８．４６％），差异有统计学意义

（犘＜０．００１）。肺分枝杆菌病组胸部ＣＴ表现有炎性

渗出的比例较肺外分枝杆菌病组高（９１．４９％ ＶＳ

７２．３１％），差异有统计学意义（犘＜０．００１）。肺分枝杆

菌病组结核感染Ｔ细胞斑点试验（ＴＳＰＯＴ）阳性检

出率高于肺外分枝杆菌病组（８７．２３％ ＶＳ７３．８５％），

差异有统计学意义（犘＝０．０１２）。见表４。

表３　涂片阴性培养阳性的标本类型分布

犜犪犫犾犲３　Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｍｅａｒｎｅｇａｔｉｖｅｂｕｔｃｕｌｔｕｒｅｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ

标本类型 检出份数 构成比（％）

肺 １８８ ７４．３１

　痰 ７７ ３０．４４

　纤支镜冲洗液 ６３ ２４．９０

　支气管肺泡灌洗液 ４８ １８．９７

肺外 ６５ ２５．６９

　肺外组织 ２９ １１．４６

　创面分泌物 １５ ５．９３

　胸腔积液 ８ ３．１６

　其他肺外标本 １３ ５．１４

合计 ２５３ １００．００

表４　肺分枝杆菌组与肺外分枝杆菌组患者的临床特征比较

犜犪犫犾犲４　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｌｉｎｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｂｅｔｗｅｅｎｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＰＭｇｒｏｕｐａｎｄＥＰＭｇｒｏｕｐ

基本特征
肺分枝杆菌组（狀＝１８８）

例数 构成比（％）

肺外分枝杆菌组（狀＝６５）

例数 构成比（％）
χ
２ 犘

性别 ５．０４６ ０．０２５

　男性 １１４ ６０．６４ ２９ ４４．６２

　女性 ７４ ３９．３６ ３６ ５５．３８

年龄（岁） ３．０３６ ０．３５６

　＜１８ １ ０．５３ ２ ３．０８

　１８～ ２１ １１．１７ ７ １０．７７

　４１～ ７１ ３７．７７ ２１ ３２．３１

　＞６５ ９５ ５０．５３ ３５ ５３．８５
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续表４　（犜犪犫犾犲４，犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

基本特征
肺分枝杆菌组（狀＝１８８）

例数 构成比（％）

肺外分枝杆菌组（狀＝６５）

例数 构成比（％）
χ
２ 犘

症状

　咳嗽咳痰 １４５ ７７．１３ １４ ２１．５４ ６３．９２２ ＜０．００１

　发热 ５２ ２７．６６ １６ ２４．６２ ０．２２８ ０．６３３

基础疾病

　呼吸道疾病 １６０ ８５．１１ ２５ ３８．４６ ５３．４７１ ＜０．００１

　糖尿病 ２８ １４．８９ １３ ２０．００ ０．９２７ ０．３３６

　心血管疾病 ６６ ３５．１１ ２４ ３６．９２ ０．０７０ ０．７９２

　消化道疾病 ３８ ２０．２１ ７ １０．７７ ２．９４６ ０．０８６

　肾疾病 ４３ ２２．８７ １９ ２９．２３ １．０５６ ０．３０４

　肝疾病 ４０ ２１．２８ ９ １３．８５ １．７０８ ０．１９１

　神经系统疾病 １４ ７．４５ ８ １２．３１ １．４３７ ０．２３１

　恶性肿瘤 ３８ ２０．２１ ８ １２．３１ ２．０２９ ０．１５４

胸部ＣＴ表现 １３．２５６ ＜０．００１

　有炎性渗出 １７２ ９１．４９ ４７ ７２．３１

　无炎性渗出 １６ ８．５１ １８ ２７．６９

结核ＤＮＡ（ＴＢＤＮＡ） ０．８５５ ０．６５２

　＜５００ １３９ ７３．９４ ４５ ６９．２３

　５００～ ２８ １４．８９ １０ １５．３８

　＞１００００ ２１ １１．１７ １０ １５．３８

ＴＳＰＯＴ ６．３７５ ０．０１２

　阴性 ２４ １２．７７ １７ ２６．１５

　阳性 １６４ ８７．２３ ４８ ７３．８５

３　讨论

结核分枝杆菌是ＴＢ的病原体，因感染部位不

同，可分为肺结核（ｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＰＴＢ）和

ＥＰＴＢ，大多数感染表现为无临床症状、被控制的状

态，称为潜伏性结核感染（ＬＴＢＩ）；小部分感染者出

现有症状的活动性 ＴＢ
［５］。中国在 ＷＨＯ结核病负

担最高的国家中排名第三（８．４％）
［１］，因此，早期ＴＢ

的检测与诊断对感染的预防与控制具有重要意义。

涂片镜检（萋－尼染色法）可辅助分枝杆菌病的

诊断，其操作简单快速，对设施要求不高，检查费用

低，是普筛的首选方法，但因敏感度不足、涂片质量

不稳定等局限性，可能会延误诊断。培养作为诊断

分枝杆菌病的金标准，目前大部分实验室常用的培

养方法有固体培养法和液体培养法。固体培养法成

本较低、操作简单，通过肉眼观察菌落形态即可得到

初步的鉴别，广泛适用于各级实验室，但培养时间

长，阴性结果需连续观察８周，阳性检出率受限于标

本含菌量、培养前处理等。液体培养法敏感度相对

较高，培养基添加的促生长因子能为分枝杆菌的生

长提供充分的营养，检出率可提高１０％，阳性ＴＴＤ

仅约１４ｄ，但污染率偏高
［６７］，因此，需防止操作过程

的污染。此法通过自动化检测设备，可以降低实验

室生物安全风险，但同时也增加检查费用［８９］。

加拿大结核病标准第七版［１０］指出，每份送涂片

镜检的标本都应设置在一种固体培养基和一种液体

培养基中进行培养。Ｚｈａｏ等
［１１］研究结果显示，

ＭＧＩＴ９６０系统的平均ＴＴＤ（１１．７８±５．１６）ｄ短于

罗氏培养。本研究中，固体组ＴＴＤ为３４．６５（２４．３７，

４３．１０）ｄ，液体组为１０．４５（５．３３，１８．０８）ｄ，双培养组

为９．８９（５．７３，１９．０９）ｄ，液体组和双培养组的ＴＴＤ

均低于固体组，差异有统计学意义（均犘＜０．００１）；

而液体组与双培养组比较，差异无统计学意义（犘＝

０．９８４）。因双培养组大部分以液体培养先检出，故

ＴＴＤ与液体组差异不大。液体组分枝杆菌检出率
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为４．５４％，优于固体组的２．３５％，固－液体双培养

组分枝杆菌检出率为６．７４％，表明在本研究设计的

双培养流程中样本前处理的优化也能提高传统固体

培养的检出率。

对２５３例涂片阴性培养阳性患者的临床资料分

析发现，肺分枝杆菌病患者中男性、咳嗽咳痰、患呼

吸道基础疾病、胸部ＣＴ炎性渗出和ＴＳＰＯＴ阳性

的比例较肺外分枝杆菌组高。肺外分枝杆菌病患者

临床表现不典型，以椎体病变（疼痛和压痛）较为多

见，其次为胸膜（发热）、肾及膀胱（尿频和尿痛）等。

ＰＴＢ患者早期临床体征也不明显，常表现干咳无

痰，送检标本不合格导致涂片阴性，涂片阴性的ＴＢ

在无规范诊断方案的情况下，误诊率可高达３５％～

５２％，而ＥＰＴＢ临床表现多变，准确检测及诊断更

具挑战性［１２１３］。固体组、液体组肺分枝杆菌阳性检

出率均高于肺外组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

本研究中液体培养组肺分枝杆菌检出率较固体培养

肺组高，与 Ｔｈａｎｇａｖｅｌｕ等
［１４］研究结果一致。固－

液体双培养组肺外分枝杆菌检出率较另两组高，且

耗时最短，固－液体双培养组中肺外分枝杆菌阳性

检出率与肺组比较，差异无统计学意义，因此，优化

标本培养前处理及工作流程可明显提高分枝杆菌检

出率，尤其是肺外分枝杆菌的检出。Ｇｒｓｃｈｅｌ等
［１５］

调查结果显示，美国青少年ＴＢ发病率为１．０／１０万

人，本研究结果显示青少年组ＴＢ患者数少，这与研

究单位为大型综合医院中老年住院患者居多，导致入

组年龄分段差距大有关。Ｓｎｏｗ等
［１６］研究指出，青少

年患病占全球所有新发ＰＴＢ病例的１７％，因此，加

强关注青少年生理、心理环境，对该病的研究和防控

有重要作用［１７１８］。

目前，我国分枝杆菌病诊疗现状是９０％以上病

患在综合医院首诊，在患者肺标本涂片找到分枝杆

菌或培养阳性后即需转至专科医院完成鉴定及药敏

试验方能确诊治疗。期望随着当代质谱、分子生物

学等诊断技术的高速发展，未来综合医院乃至基层

实验室在做好生物安全防护的基础上，都能快速完

成分枝杆菌的鉴定及药敏试验，尽早对患者进行确

诊治疗，有效遏制疾病的医院及社区传播。
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