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荧光定量 ＰＣＲ检测病理组织中结核分枝杆菌的临床价值
余　琦，李　宁，宋业颖，李彩云，杨江辉　（解放军第３０９医院病理科，北京 １０００９１）

　　［摘　要］　目的　探讨应用荧光定量ＰＣＲ（ＦＱＰＣＲ）技术在病理组织中检测结核分枝杆菌 ＤＮＡ（ＴＢＤＮＡ）的临床应用价值。
方法　对１９６例临床诊断结核的穿刺病理活检标本进行石蜡包埋切片，采用实时荧光定量 ＰＣＲ技术检测 ＴＢＤＮＡ，并行抗酸染色
及组织病理学检查，对三种检测与临床诊断符合率进行比较。结果　在１９６例临床诊断结核的石蜡包埋组织中，荧光定量 ＰＣＲ检
测阳性１３６例，阳性率为６９．３９％，抗酸染色检测阳性６９例，阳性率为３５．２０％，组织病理学检查阳性１０２例，阳性率为５２．０４％，荧
光定量ＰＣＲ检测阳性率最高。结论　荧光定量ＰＣＲ技术简便、快捷，敏感性强、特异性高，可作为结核病分子病理诊断的重要检测
方法，具有较高的临床应用价值。
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　　结核分枝杆菌（ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）引起
的结核病为世界三大传染病之一［１］。近年来，我国结

核病发病率持续上升，肺结核患病人数居全球第二位，

结核病的发病率和死亡率在我国２７种法定传染病中
均占据首位。传统的结核杆菌检测法如细菌培养法、

抗酸染色法等检测时间周期较长，或阳性率低，漏检率

较高。为了克服以往检测方法的固有缺陷，需要发展

敏感性高、特异性强的结核杆菌快速检测技术［２］。随

着分子生物学技术的成熟发展，荧光定量 ＰＣＲ（ＦＱ
ＰＣＲ）技术已被广泛应用于各种临床病原体的检测。
本文采用ＦＱＰＣＲ检测法对石蜡包埋病理组织中的结
核分枝杆菌ＤＮＡ（ＴＢＤＮＡ）进行检测，并与抗酸染色
和组织病理形态学检查进行比较，评价其在结核分枝

杆菌检测中的临床应用价值［３］。

１　资料与方法

１．１　标本来源
　　２０１１年２月至２０１２年２月期间我院临床诊断肺结核的病
理组织石蜡包埋标本１９６例，其中肺穿刺活检组织标本６２例，
胸膜活检组织标本６０例，淋巴结穿刺活检标本３０例，支气管
活检组织标本４６例。

１．２　主要试剂与仪器
　　ＴＢＤＮＡ探针及引物试剂盒（北京新基永康基因科技有限
公司提供），ＳＬＡＮ全自动荧光定量ＰＣＲ检测仪（上海宏石医疗
科技有限公司提供），苯酚品红染液，４％ＮａＯＨ溶液。

１．３　ＰＣＲ检测方法
　　将蜡块组织切取５μｍ薄片装入ＥＰ管中，每切取１例标本
之后，即采用０．３％次氯酸钠消毒液清洁刀口及周围部分，防止
污染，将ＥＰ管中加入２２０μｌｂｕｆｆｅｒＴＬ，９０℃ １ｈ。室温放置
１ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，小心穿过石蜡层，吸取２００μｌ
液体（包含组织）转至新的１．５ｍＬＥＰ管，加入２０μｌＯＢ蛋白
酶，简短离心，收集管盖上液体。５５℃水浴２ｈ，以组织基本都
消化为准；中间每隔２０ｍｉｎ混匀１次；室温１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２
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ｍｉｎ，转移上清至新的１．５ｍＬ离心管，加入２２０μｌｂｕｆｆｅｒＢＬ和
４μｌｌｉｎｅａｒａｃｒｙｌａｍｉｄｅ，颠倒混匀，简短离心，收集管盖上液体，
７０℃水浴１０ｍｉｎ。加入２２０μｌ无水乙醇，颠倒充分混匀；转移
混合液至ＨｉＢｉｎｄ柱中，放置１ｍｉｎ；室温８０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，
弃去滤液；加入５００μｌＨＢｂｕｆｆｅｒ，放置１ｍｉｎ；室温８０００ｒ／ｍｉｎ
离心３０ｓ，弃去滤液；加入 ５００μｌＤＮＡｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，放置
１ｍｉｎ；室温８０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃去滤液；室温１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心２ｍｉｎ，以尽量去除ＤＮＡ吸附膜上的乙醇；将柱子装到新的
无菌１．５ｍＬＥＰ中，加入７０℃预热的Ｅｌｕｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ５０μｌ，室温
静置２ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ；将提取好的组织 ＤＮＡ与
配制好的ＰＣＲ扩增试剂混匀，按顺序置于ＰＣＲ仪上，编辑样本
信息，设定循环参数。

１．４　抗酸染色检测方法
　　石蜡包埋组织３μｍ切片，常规二甲苯脱蜡入水。将配制
好的苯酚品红溶液滴加在组织切片上，放入湿盒，常温下染色

１０ｍｉｎ。切片入流水冲洗３ｍｉｎ，常规酒精脱水，中性树胶封片。

１．５　病理组织学检测
　　以病理最终诊断报告中出现“符合结核病变”作为阳性结
果判定标准，否则判定为阴性结果。

１．６　统计学方法
　　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件进行统计分析，定性资料采用百
分率表示，组间比较采用 χ２检验，Ｐ＜０．０５为差别具有统计学
意义。

２　结果

　　在 １９６例临床诊断结核阳性样本中，应用 ＦＱＰＣＲ法
（图１）、抗酸染色法（图２）和组织病理学检测的阳性率分别为
６９．３９％、３５．２０％和５２．０４％，三者阳性率比较有统计学意义
（Ｐ＜０．０１），见表１。不同部位组织在不同检测方法中的阳性
例数见表２。

表１　三种方法对１９６例阳性样本的检测情况

检测方法 阳性例数（ｎ） 阳性率（％）

　　ＦＱＰＣＲ １３６ ６９．３９＃

　　抗酸染色 ６９ ３５．２０

　　组织病理学 １０２ ５２．０４

：与组织病理学比较，Ｐ＜０．０１；＃：与抗酸染色比较，Ｐ＜０．０１

表２　三种方法检测不同部位组织的阳性例数（ｎ）

组织标本 ＦＱＰＣＲ 抗酸染色 组织病理学

肺穿刺标本（ｎ＝６２） ５１ ３１ ４２

胸膜穿刺标本（ｎ＝６０） ３２ ２３ ３０

淋巴结穿刺标本（ｎ＝３０） １３ ０ １０

支气管活检标本（ｎ＝４６） ４０ １５ ２０

合计 １３６ ６９ １０２

ａ：阳性图形；ｂ：阴性图形
图１　荧光定量ＰＣＲ（熔解曲线法）检测结果

图２　支气管结核干酪样坏死中阳性杆菌（抗酸染色 ×４００）

３　讨论

　　结核病是结核分枝杆菌感染引起的一种慢性传染
病，已成为全球性公共卫生问题［４］。临床诊断工作中

通常需要病理诊断来确定病变是否为结核分枝杆菌感

染，从而确定治疗方案。抗酸染色检测法的优点是简

便、快速、价廉，缺点是特异性差，不能区分结核分枝杆

菌和非结核分枝杆菌［５］，容易造成漏诊和误诊。传统

组织病理学依据组织形态学改变，如肉芽肿病变、坏死

的特点等，在缺乏典型的组织形态特点时往往难以确

诊，不能及时有效地为临床治疗提供有利的诊断依据。

ＰＣＲ方法已广泛应用于微生物检测和研究［６］。近年

出现的ＦＱＰＣＲ技术，是将实时荧光监测与普通 ＰＣＲ
技术相结合，能够对目标微生物进行实时定量检测，已

被成功用于微生物快速定量检测［７８］。本研究采用分

枝杆菌菌种ＤＮＡ探针鉴定产品，检测试剂以Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ仪为平台，利用不对称 ＰＣＲ扩增技术，通过分析
比较特异的荧光标记寡核苷酸探针同与其完全互补单

链 ＰＣＲ产物（结核分枝杆菌）以及存在错配的单链
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ＰＣＲ产物（非结核分枝杆菌）结合所产生熔解曲线 Ｔｍ
值的变化，来检测标本中是否存在分枝杆菌感染，并区

分结核分枝杆菌（复合群）与非结核分枝杆菌（ＮＴＭ）。
当发生ＮＴＭ感染时，其熔解曲线峰所示的 Ｔｍ值与结
核分枝杆菌相比会有所降低。该方法将 ＴａｇＭａｎ探针
技术和实时荧光定量ＰＣＲ技术相结合，即能鉴定是否
有分枝杆菌感染，还能对菌株进行分型。按照结核分

枝杆菌与非结核分枝杆菌的特异性序列设计引物和探

针，分别标记不同的荧光。当反应体系中有目的基因

存在时，随着ＰＣＲ反应的进行，就会释放出荧光，通过
实时监测不同通道的荧光信号，可以进行结核分枝杆

菌与非结核分枝杆菌两者的区分鉴定。具有检测速度

快，灵敏度高，准确度高的特性。本研究还比对了不同

部位组织中用不同方法的阳性检出率，ＦＱＰＣＲ检测
法的阳性检出率均高于其他检测方法，这说明了荧光

探针杂交检测具有较高的特异性［９］，在李秀斌等［１０］报

道中病理诊断为结核者石蜡包埋组织ＴＢＤＮＡ阳性率
为９３．１４％，也支持了本研究的观点。
　　综上所述，ＦＱＰＣＲ检测石蜡切片组织标本的ＴＢ
ＤＮＡ，具有简便、灵敏、特异的优点，与病理学检查相结
合，可进一步提高病理组织中结核分枝杆菌感染诊断

的准确度和特异性，适合临床检验和实验室应用，在结

核病的早期诊断上具有临床实用价值［１１］。
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１：右前肾静脉；２：右肾动脉；３：右后肾静脉；４：输尿管；５：右副肾

动脉；６：下腔静脉；７：腹主动脉；８：肠系膜下动脉

图１　双肾静脉及副肾动脉

门入肾的动脉。副肾动脉发生率高达４１．８％，来源于肾动脉或

其初级干、腹主动脉、肾上腺中与下动脉、膈下动脉等［２］。本例

来源于腹主动脉。在行肾和肾上腺手术时，应注意副肾动脉，

如错误的结扎，则导致分布区肾缺血性坏死。副肾动脉起始端

管径平均１．８７ｍｍ［３］，本例起始端管径３．１０ｍｍ，粗大，较少见。

在肾移植手术中，要选择与受体相匹配的血管进行重建，从而

保证移植肾良好的血液供应。副肾动脉从下腔静脉前面越过，

使下腔静脉受压，导致受压处上、下静脉管径的扩张，严重的情

况下，会出现下腔静脉血流障碍而引起一系列的并发症。本例

变异，副肾动脉粗大，较少见，了解此变异可供肾脏疾病的诊

断、肾移植和病肾切除术中参考，并对解剖学形态变异资料的

收集及数值的增补有重要的意义。
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