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  【摘要】 目的 探讨实时荧光定量 PCR（rｅal-timｅ ｆlｕorｅscｅncｅ ｑｕantitativｅ PCR， ＦQ-PCR）检测结
核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｅｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， MTB）在临床组织病理学诊断中的应用价值。 方法 收集我院

2013 年 5 月-2015 年 2 月临床确诊的 144 例结核病（tｕｂｅrcｕlosis， TB）患者，对其石蜡包埋组织标本行

组织病理学检查，并同时采用组织切片抗酸染色及 ＦQ-PCR 技术检测 MTB-ＤNA，并对这三种方法的阳
性检出率进行比较。 结果 在 144 例临床诊断 TB 患者的石蜡包埋组织中，ＦQ-PCR 法检测 MTB 阳性
68 例，阳性率为 47.22％，抗酸染色法检测阳性 22 例，阳性率为 15.28％，组织病理学法检测阳性 74 例，

阳性率为 51.39％，三者阳性率比较差异有统计学意义（Ｐ＜ 0.01）。 ＦQ-PCR 法对肺活检标本、肺叶切除标

本和胸膜活检标本 MTB 的阳性检出率均高于组织病理学法和抗酸染色法； 对淋巴结活检标本和其他

组织标本的阳性检出率高于抗酸染色法，但低于组织病理学法。结论 ＦQ-PCR 技术简便、快捷，敏感性

明显好于传统抗酸染色法，可作为 TB 分子病理诊断的重要检测方法，为组织病理学诊断提供可靠的依

据，具有较高的临床应用价值。
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【Ａｂｓｔｒａｃｔ】 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ To stｕdy clinical application oｆ rｅal-timｅ ｆlｕorｅscｅncｅ ｑｕantitativｅ PCR dｅtｅc-
tion in Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ （MTB） pathological diagnosis. Mｅｔｈｏｄｓ 144 patiｅnts with tｕｂｅrcｕlosis
（TB） wｅrｅ collｅctｅd in oｕr hospital ｆrom May 2013 to Ｆｅｂrｕary 2015. Paraｆｆin-ｅmｂｅddｅd hｕman tissｕｅs oｆ TB
patiｅnts wｅrｅ dｅtｅctｅd ｂy histopathological ｅxamination， acid-ｆast staining and ＦQ-PCR mｅthod. And positivｅ
ratｅs oｆ all mｅthods wｅrｅ analyｚｅd statistically. Ｒｅｓｕｌｔｓ In 144 patiｅnts with thｅ clinical diagnosis oｆ TB， 68
casｅs （47.22％） wｅrｅ positivｅ ｆor MTB ｂy ＦQ-PCR， 22 casｅs （15.28％） wｅrｅ positivｅ ｆor acid-ｆast staining
and oｆ which 74 casｅs （51.39％） ｆor histopathological ｅxamination. Thｅ diｆｆｅrｅncｅs had statistical signiｆicancｅ
（Ｐ＜ 0.01）. Thｅ positivｅ ratｅs oｆ MTB ｂy ＦQ-PCR mｅthod in lｕng ｂiopsy samplｅs， loｂｅctomy spｅcimｅns and
plｅｕral rｅsｅction spｅcimｅns wｅrｅ all highｅr than thosｅ oｆ histopathological ｅxamination and acid-ｆast staining.
Thｅ positivｅ ratｅs oｆ MTB ｂy ＦQ-PCR mｅthod in lymph nodｅ ｂiopsy and othｅr tissｕｅ samplｅs wｅrｅ highｅr than
that oｆ acid-ｆast staining， and lowｅr than that oｆ histopathological ｅxamination. Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＦQ-PCR assay
can ｂｅ ｅｆｆｅctivｅ in thｅ classiｆication oｆ TB， and it is morｅ sｅnsitivｅ than othｅr spｅcial staining mｅthods （acid-
ｆast）， which providｅs liaｂlｅ ｂasis ｆor thｅ pathological diagnosis.

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】 Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ； Tｕｂｅrcｕlosis； Rｅal-timｅ ｆlｕorｅscｅncｅ ｑｕantitativｅ PCR；
Acid-ｆast staining； Histopathology

  结核病（tｕｂｅrcｕlosis， TB）是由感染结核分枝杆
菌（Ｍｙｃｏｂａｅｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ， MTB）引起的传染性
疾病，为世界三大传染病之一。 近年来，我国的 TB
发病率持续上升， 其中肺结核患病人数居全球第二
位，TB 的发病率和病死率在我国 27 种法定传染病

中均居首位［1］。 传统的活体组织 MTB 检测方法如细
菌培养法、 抗酸染色法等检测周期较长， 且阳性率
低，漏检率较高。 近年来，随着分子生物学技术的成
熟发展， 实时荧光定量 PCR （rｅal-timｅ ｆlｕorｅscｅncｅ
ｑｕantitativｅ PCR， ＦQ-PCR）技术已被广泛应用于各
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种病原体的检测。 本文采用 ＦQ-PCR 法对 TB 患者
石蜡包埋病理组织中的 MTB-ＤNA 进行检测， 同时
与抗酸染色和组织病理形态学检查进行比较， 评价
其在临床活体组织病理诊断中的应用价值。
１ 资料与方法

１．１ 临床资料 选择我院 2013年 5 月至 2015 年 2
月间临床确诊的 TB 患者 144 例， 其中男性 75 例，
女性 69例，平均年龄（45.0±18.4）岁。 取上述患者的
病理组织石蜡包埋组织标本， 其中肺活检组织标本
29 份，肺叶切除组织标本 19 份，胸膜活检组织标本
16 份，淋巴结活检组织标本 37 份，其他活检组织包
括肠、声带、肾、舌、网膜、宫腔、脑、腮腺、附睾、乳腺
和皮肤等标本 43份。
１．2 仪器与试剂 石蜡包埋组织提取基因组 ＤNA
试剂盒及 MTB 核酸扩增（PCR）荧光检测试剂盒购
自凯杰生物工程（深圳）有限公司，组织切片抗酸菌
染色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司。
Rotor gｅnｅ-Q ＦQ-PCR 分析仪购自凯杰生物工程（深
圳） 有限公司，TZL-32 干式恒温器购自苏州珀西瓦
尔实验设备有限公司，5424R 小型台式高速冷冻离
心机购自 Eppｅndorｆ（中国）有限公司。
１．３ 石蜡包埋组织提取基因组 ＤNA 将蜡块样本
与检测单核对患者病例号、姓名、住院号、检查项目，
保证样本正确无误。所有试剂放在室温平衡，调节金
属浴至 56 ℃。 确保石蜡包埋组织中含有病变细胞，
所取部分尽量在蜡块中部， 大活检组织标本连续切
5 张厚度 5 μm 组织片， 小活检组织标本连续切 10
张厚度 5 μm 组织片。 每次更换蜡块同时更换切片
机刀片，防止污染。 转运标本至 PCR 实验室 II 区开
始 ＤNA提取。 每个样本 EP 管加入 1 ml 二甲苯，置
漩涡振荡器剧烈漩涡震荡 10 s， 高速离心机在室温
下以离心半径 8.4 cm，14 000 r ／ min 离心 2 min，弃去
上清。必要时可重复一次脱蜡。每个样本 EP 管加入
1 ml无水乙醇，置漩涡振荡器剧烈漩涡震荡 10 s，高
速离心机在室温下以离心半径 8.4 cm，14 000 r ／ min
离心 2 min，弃去上清。 开盖，置于 56 ℃的金属浴中
蒸干 5 min，直至所有残留酒精挥发，期间观察底部
沉淀是否发白， 有干裂的迹象。 向沉淀加入 180 μl
Bｕｆｆｅr ATL 和 20 μl 蛋白酶 Ｋ，用枪头搅拌，使沉淀
尽量散开，转移至已预先设好 56 ℃的金属浴。 56 ℃
孵育 1 h 或者过夜孵育。 置瞬时离心机以离心半径
4.0 cm，7200 r ／ min 离心 10 s，90 ℃金属浴孵育 1 h。
置瞬时离心机以离心半径 4.0 cm，7200 r ／ min 离心
10 s，上机自动提取核酸。 采用微量紫外分光光度计

测定提取的 ＤNA 质量和浓度， 所提样本 ＤNA 的
OＤ260 ／280一般应在 1.8～2.0 之间，OＤ260 ／230一般应大于
2.0。 提取出的 ＤNA 立即进行检测。
１．４ ＦQ-PCR 检测方法
１．４．１ 试剂配制 取出 TB 的 PCR 反应液、Taｑ 酶
和 ＵNG 酶，室温融化后，置瞬时离心机以离心半径
4.0 cm，7200 r ／ min 离心 10 s， 设所需要的管数为 N
｛N＝ 标本数＋1（强阳性对照）＋1（临界阳性对照）＋1
（阴性对照）｝， 按每管 PCR 反应液 37.8 μl，Taｑ 酶
0.2 μl，ＵNG 0.06 μl，计算好各试剂的使用管，加入
一适当体积试管中，充分混合混匀。 向设定的 PCR
反应管中加入 38 μl 反应混合液，盖上盖子。
１．４．2 加样 在设定的反应管中分别加入样本
ＤNA 2 μl，阴性对照 2 μl（ATE 缓冲液），强阳性对照
2 μl，临界阳性对照 2 μl，盖紧盖子。
１．４．３ PCR 扩增 将 PCR 反应管置于瞬时离心机，
以离心半径 4.0 cm，7200 r ／ min 离心 10 s，使加入反
应管中的液体溶于管底， 将 PCR 反应管放入 ＦQ-
PCR 仪器。 打开仪器窗口，直接从模板中调取已经
预先设置好反应条件的模板文件（TB 反应条件），反
应体系为 40 μl：PCR 反应液 37.8 μl，Taｑ 酶 0.2 μl，
ＵNG 0.06 μl，混匀后取 38 μl 反应混合液，再加入样
本 2.0 μl。 反应条件：第一阶段 37 ℃，5 min；94 ℃，1
min；第二阶段 95 ℃，5 s；60 ℃，30 s，40 个循环。
１．４．４ 结果判断
１．４．４．１ 基线的确定 取 6～10 或 6～15 个循环的荧
光信号， 阈值设定原则以阈值线刚好超过正常阴性
对照扩增曲线（无规则的噪音线）的最高点，且 Ct
值＝ 40.0 为准。
１．４．４．2 质控标准 阴性对照的 Ct 值均应等于
40.0 或无数值，强阳性对照的 Ct 值应＜ 25.0，临界阳
性对照的 Ct 值应＜ 35.0，且临界阳性对照的 Ct 值应
大于强阳性对照的 Ct 值。否则，此次实验视为无效。
１．４．４．３ 检验结果的解释 检测样本 Ct 值为 40.0
或者无数值，报告为阴性；检测样本 Ct 值≤ 37.0 为
阳性； 检测样本 Ct 值＞ 37.0 重新检测， 若样本 Ct
值＜ 40 则为阳性，否则报告为阴性。
１．５ 抗酸染色检测方法 按抗酸菌染色试剂盒说
明书操作，显微镜下观察到红色杆菌为阳性结果，否
则报告为阴性。
１．６ 组织病理学检测方法 通过观察组织石蜡切
片，结核结节常表现为由上皮样细胞、朗格汉斯细胞
及外周局部集聚的淋巴细胞和少量反应性增生的成
纤维细胞构成，结节中央常有干酪样坏死。以病理最
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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。
１．７ 统计学处理 采用 SPSS 16.0 统计软件对数据
进行统计分析，计数资料采用百分率表示，组间比较
采用双向无序 RC 表卡方检验，以 Ｐ＜ 0.05 为差异具
有统计学意义。
2 结果

2．１ 三种检测方法诊断 MTB 的阳性率比较 在
144 份临床诊断 TB 的病理组织标本中， 应用 ＦQ-
PCR法、抗酸染色法和组织病理学法检测 MTB 的阳
性率分别为 47.22％、15.28％和 51.39％，三者阳性率
比较差异有统计学意义（Ｐ＜ 0.01）。 其中 ＦQ-PCR 法
和组织病理学法的阳性率均显著高于抗酸染色法，
且差异均有统计学意义（Ｐ 均＜ 0.05），而 ＦQ-PCR 法
与组织病理学法的阳性率差异无统计学意义 （Ｐ＞
0.05），见表 1。

2．2 三种方法对不同组织类型的结核病理组织标
本诊断阳性率的比较 除肺叶切除标本外， 三种方
法检测其他组织类型标本的 MTB 阳性检出率差异
均有统计学意义（Ｐ 均 ＜0.05）。 除肺叶切除标本外，
ＦQ-PCR 法及组织病理学法对其他组织类型标本的

MTB 阳性检出率均高于抗酸染色法，且差异均有统
计学意义（Ｐ 均 ＜0.05）；ＦQ-PCR 法与组织病理学法
的 MTB 阳性检出率差异均无统计学意义 （Ｐ 均＞
0.05），见表 2。
３ 讨论

TB 是由 MTB 引起的呼吸道传染性疾病， 可经
淋巴管、 血液及消化道等途径传播至肺外脏器而致
病。 TB 病原学检测是发现 MTB 的主要途径和手段。
抗酸染色涂片检查 MTB 的优点是简便、快速、廉价
和定位准确，缺点是特异性差、敏感性低，通常标本
的细菌浓度需达 10 000 个 ／ mL 以上才能得到阳性
结果，而且不能区分 MTB 和非 MTB，并受观察者主
观因素影响，容易造成漏诊和误诊。分枝杆菌分离培
养检查法是目前 TB 确诊最可靠的方法， 被认为是
“金标准”［2］，其灵敏度高，理论上来说细菌浓度低至
数个 ／ mL 都可培养出来，并可鉴定死菌与活菌，缺点
是检测周期长， 通常需 4-8 w 才能获得结果， 而且
MTB 与非 MTB 的鉴别需进一步行菌种鉴定， 已无
法满足临床诊治需求。 血清学方法检测存在抗原交
叉反应以及体液免疫与 TB 相关性不明确的缺陷。
对于肺外结核病变， 临床工作中通常需要活体组织
病理诊断来确定病变是否为 MTB 感染，从而确定治
疗方案。 组织病理学检查是诊断 TB 非常重要的手
段， 通过观察组织石蜡切片典型的病理学镜下特征
来确诊。典型的结核结节常表现为由上皮样细胞、朗
格汉斯细胞及外周局部聚集的淋巴细胞和少量反应
性增生的成纤维细胞构成， 结节中央常有干酪样坏
死 ［3］。 以增殖为主的病变中，结核结节较多，易于观
察， 但是对于以渗出为主的病变或缺乏典型的组织
形态特点时，典型的结核结节少见，难以确诊，只能
做出可能性病理诊断， 不能及时有效地为临床治疗

表 2 不同部位组织三种方法的 MTB 阳性检出率比较［n（％）］

检测方法 阳性例数

ＦQ-PCR法 68

抗酸染色法 22

组织病理学法 74

阳性率（％）

47.22

15.28

51.39

χ2值 Ｐ值

68.98 0.000

表 １ 三种方法对 144 份临床活检组织标本的检测情况

 注：抗酸染色法与 ＦQ-PCR 法比较，χ2＝ 34.20，Ｐ＝ 0.000；组织病理

学法与 ＦQ-PCR法比较，χ2＝ 0.50，Ｐ＝ 0.480； 抗酸染色法与组织病理

学法比较，χ2＝ 42.25，Ｐ＝ 0.000

组织类型 例数 ＦQ-PCR法 抗酸染色法 组织病理学法 χ２值 Ｐ值

肺活检标本 29 12（41.37）   2（6.90）    11（37.93） 10.22 0.006

肺叶切除标本 19 10（52.63）   4（21.05）     9（47.37）  4.52 0.104

胸膜活检标本 16 10（62.50）   3（18.75）     9（56.25）  7.22 0.027

淋巴结活检标本 37 15（40.54）   5（13.51）    21（56.76） 15.16 0.001

其他组织标本 43 21（48.84）   8（18.60）       24（55.81） 13.90 0.001

 注：①肺活检标本：ＦQ-PCR法与抗酸染色法比较，χ2＝ 9.42，Ｐ＝ 0.002；ＦQ-PCR法与组织病理学法比较，χ2＝ 0.07，Ｐ＝ 0.79；抗酸染色法与组织病

理学法比较，χ2＝ 8.03，Ｐ＝ 0.005； ②胸膜活检标本：ＦQ-PCR法与抗酸染色法比较，χ2＝ 6.35，Ｐ＝ 0.012；ＦQ-PCR法与组织病理学法比较，χ2＝ 0.13，

Ｐ＝ 0.72；抗酸染色法与组织病理学法比较，χ2＝ 4.80，Ｐ＝ 0.028；③淋巴结活检标本：ＦQ-PCR法与抗酸染色法比较，χ2＝ 6.85，Ｐ＝ 0.009；ＦQ-PCR法

与组织病理学法比较，χ2＝ 1.95，Ｐ＝ 0.16；抗酸染色法与组织病理学法比较，χ2＝ 15.18，Ｐ＝ 0.000；④其他组织标本：ＦQ-PCR法与抗酸染色法比较，

χ2＝ 8.79，Ｐ＝ 0.003；ＦQ-PCR法与组织病理学法比较，χ2＝ 0.42，Ｐ＝ 0.52；抗酸染色法与组织病理学法比较，χ2＝ 12.74，Ｐ＝ 0.000
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提供有利的诊断依据。 近年来文献［4］报道表明，ＦQ-
PCR 技术具有准确性高、重复性好等特点，已广泛
用于基因表达、病原体检测等诸多研究领域，并被成
功用于微生物快速定量检测。

本文研究采用的试剂盒用一对 MTB 特异性引
物和一条 MTB 特异性荧光探针， 利用 PCR 体外扩
增法检测 MTB-ＤNA。 当反应体系中有目的基因片
段存在时，随着 PCR 反应的进行，释放出荧光，通过
实时监测不同通道的荧光信号，可以进行 MTB 定量
分析，检测灵敏度为 10个 TB菌 ／ mL。PCR 是非常敏
感的技术， 只要在切完一个蜡块标本后未完全清洁
刀片，或者 ＤNA 抽提过程中，由于气溶胶、加样枪、
手套等污染，均可导致假阳性的结果，这些结果常表
现为较低的定量值。 而 ＦQ-PCR 实现了闭管检测，
已消除了产物污染的可能性， 但标本间的污染也可
能产生假阳性， 因此必须严格按照标准操作规程进
行操作，防止污染的产生。 在 144 份临床诊断 TB 患
者的组织样本中，ＦQ-PCR 法的阳性率为 47.22％，
略低于组织病理学检测，但显著高于抗酸染色法，三
者阳性率比较差异有统计学意义（Ｐ＜ 0.01）。 李秀斌
等［5］的研究显示，病理诊断为 TB 患者的石蜡包埋组
织 MTB-ＤNA 阳性率为 93.14％。 余琦等［6］在 196 份
临床诊断 TB 的石蜡包埋组织中， 利用 ＦQ-PCR 法
检测到阳性 136 份，阳性率为 69.39％。 王旭洲等 ［7］

采用 ＦQ-PCR 技术对 200 例（HE 染色病理诊断）符
合或疑为 TB 的石蜡包埋组织进行 MTB ／非 MTB 检
测，结果显示，ＦQ-PCR 检测阳性率为 51.50％，高于
抗酸染色和金胺 O 染色，证明该技术具有较高的敏
感性和准确性，可以用于 TB 和非 TB 的肉芽肿病理
诊断。 Sｅo 等［8］比较了巢式 PCR 及 ＦQ-PCR 方法在
福尔马林固定、石蜡包埋的各种组织标本的 MTB 阳
性检出率，四种不同商业用试剂盒 ＦQ-PCR 阳性检
出率为 31.3％～80.0％不等。 本文研究中 ＦQ-PCR 法
检测 MTB 的阳性率在 Sｅo 等 ［8］研究结果的阳性率
范围内，而低于李秀斌、余琦、王旭洲等 ［5-7］的研究结
果， 原因可能是由于商业用试剂盒引物设计不同导
致。 PCR法具有检测速度快，灵敏度高，准确度高的
特性，而与组织病理学检测相比，ＦQ-PCR 法可能受
到组织标本类型、标本保存时间、ＤNA 抽提过程、引
物浓度、探针序列等因素的影响，因此本文研究中，
ＦQ-PCR 阳性率低于组织病理学检查阳性率的可能
原因是组织经石蜡包埋处理过程中， 福尔马林固定
液引起蛋白交联导致 ＤNA 损伤。国外研究［9，10］提示，
新鲜组织标本的 ＦQ-PCR 结果具有更高的敏感性

和特异性，而本文为回顾性研究，因此组织标本的存
储时间对检测结果可能也有影响。

本文研究还对不同部位组织标本采用不同方法
检测的阳性检出率进行比较，结果显示，在各类组织
标本中 ＦQ-PCR 检测法的阳性检出率均较高，相较
于痰、体液等标本，石蜡包埋组织直接取材于结核的
病灶部位，检测的阳性率相对更高，特异性强。 ＦQ-
PCR 法在肺活检组织、肺叶切除标本及胸膜活检标
本中的阳性检出率均高于其他检测方法， 而淋巴结
及其他组织活检标本诊断结核阳性率低于组织病理
学检查， 可能与不同组织处理过程中 MTB-ＤNA 丢
失程度不同， 或者病变组织切片小所含的 TB 菌量
少，低于检测下限而被判为阴性有关。 此外，试剂和
实验操作的差异也可影响低浓度标本的检出。

综上所述，ＦQ-PCR 检测石蜡切片组织标本的
MTB-ＤNA，具有简便、灵敏、特异的优点，对于组织
病理学改变不典型的病例， 且无法进行细菌培养的
组织，结合组织标本的 MTB-ＤNA 检测结果，可进一
步提高活体组织中 MTB 感染诊断的准确度和特异
性，在 TB 的早期诊断上具有良好的临床实用价值。
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