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［摘 要］ 目的：比较GeneXpert法和涂片抗酸染色法在多种样本来源的结核分枝杆菌检测中的准确性及有效性，为结核病的

诊断和治疗提供依据。方法：用GeneXpert法和涂片法对 766份结核及疑似结核患者的标本进行结核分枝杆菌检测，其中

460例同步进行了结核培养，并对各种方法的检出阳性率进行比较。结果：766份标本分别用涂片法和GeneXpert法进行检测，

涂片法的总体阳性率为24.0%，GeneXpert法的总体阳性率为40.1%，两者差异具有统计学意义（χ2=85.47，P < 0.001）。对不同

标本类型的检测结果进行统计分析，473例痰液的涂片法和GeneXpert法阳性率分别为 29.4%和 39.1%（χ2=24.60，P < 0.01）；

185例灌洗液涂片和GeneXpert阳性率分别为21.1%和53.0%（χ2=47.68，P < 0.01）；61例胸腹水涂片和GeneXpert阳性率分别为

3.3%和19.7%（χ2=8.10，P < 0.01）；47例其他标本类型（包括尿液、脑脊液、大便、脓液等）涂片和GeneXpert阳性率分别为8.5%
和25.5%（χ2=6.13，P < 0.05）；各种标本类型两种方法检测结果的差异均具有统计学意义。766份标本中两方法合并阳性率为

43.6%。对其中的 460例标本同时进行结核分枝杆菌培养，涂片法、GeneXpert法和培养法的阳性率分别为 28.5%、47.0%和

35.4%，3种方法之间两两比较均存在显著性差异。结论：GeneXpert法检测各种标本的阳性率明显高于涂片法，能更好地为临

床结核病的诊断提供实验室依据。

［关键词］ GeneXpert法；抗酸染色；结核分枝杆菌；比较研究

［中图分类号］ R378.91 ［文献标志码］ A ［文章编号］ 1007⁃4368（2022）01⁃129⁃04
doi：10.7655/NYDXBNS20220125

结核病是由结核分枝杆菌引起的慢性传染病，

由于耐药菌株的产生和社会流动人口的增多等生

物学和社会学因素，结核病已经成为严重危害人类

健康的公共卫生问题。据WHO报道，目前我国仍

为结核病高负担国家之一，2017年估算发病 91万

（全球总发患者数排第 2位的国家），实际登记发病

77.8万，约13.2万患者被遗漏，而我国登记的结核患

者中有病原依据的仅为31%［1］。因此如何快速而准

确地为临床提供病原学依据是结核患者发现、诊断

的最重要步骤之一，是结核病防治的重要前提［2］。

目前，结核病的病原学诊断主要依靠分枝杆菌的涂

片法、培养和药敏试验等传统的实验室检查技术。

涂片法灵敏度低、培养法耗时长，且不能区分结核

分枝杆菌与非结核分枝杆菌，不能满足临床诊疗的

需求，迫切需要引进新技术优化结核病的诊断。

2018年5月开始实行的肺结核诊断指南中将结核分

枝杆菌的分子生物学阳性作为结核病确诊依据［3］。

GeneXpert系统使用实时定量 PCR原理，整合并自

动进行样品纯化、核酸扩增、单一或复杂样品中的

目标序列测定。GeneXpert系统使用一次性的Xpert
检测匣，检测匣内装有 PCR反应试剂，可独立进行

PCR处理。该试剂盒采用自成一体的封闭设计，使得

样品之间的交叉污染减小到最低。GeneXpert技术

已在多个国家和地区应用，并被世界卫生组织推荐

为结核分枝杆菌和利福平耐药性的检测方法［4-5］。

本研究利用GeneXpert法对 766份不同类型的临床

样本进行了检测，并用传统的直接涂片抗酸染色镜

检法进行同步检测，比较两者对不同标本类型检测

阳性率的差异性，其中 460份标本同时进行了结核

分枝杆菌培养，发现GeneXpert的阳性率明显高于

其他方法。

1 材料和方法

1.1 材料

标本来自 2018年 2—7月于南京市第二医院就

诊的结核及疑似结核患者 766例，男 517例，女 249
例，年龄 7~92岁。其中痰标本 473例，灌洗液 185
例，胸腹水61例，其他标本包括尿液、脑脊液、大便、

脓液等 47例。分别对这些标本进行直接涂片抗酸

染色镜检法检测和GeneXpert检测，其中有460例标

本同步进行 960分枝杆菌快速培养，有 106例培养

阳性的样本进行了初步菌种鉴定。
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GeneXpert 检测仪器及配套试剂（Cepheid 公

司，美国），BACTECTM MGITTM960分枝杆菌培养检

测系统及配套试剂（BD公司，美国），分枝杆菌药敏

罗氏培养基、抗酸染色液（珠海贝索生物技术有限公

司），Olympus CX23显微镜（奥林巴斯公司，日本）。

1.2 方法

1.2.1 直接涂片抗酸染色镜检法

取标本于玻片正面均匀涂抹成 10 mm×20 mm
的卵圆形薄膜，自然干燥后，置于染色架上，玻片间

距保持 10 mm以上；加热固定（5 s内将玻片来回过

火焰 4次）；滴加石碳酸复红溶液盖满玻片，加热至

出现蒸汽后，停止加热，保持染色 5 min，加热时勿

使染色液沸腾。流水自玻片一端轻缓冲洗，冲去

染液，沥干；滴加酸性酒精溶液盖满玻片，脱色 1~
2 min；如有必要，需流水冲去酸性酒精溶液后，再次

脱色至无可视红色为止；流水自玻片一端轻缓冲洗

10~20 s，冲去酸性酒精溶液，沥干；滴加亚基蓝溶液

染30~60 s；流水自玻片一端轻缓冲洗，冲去染液，沥

干，100倍油镜观察，在淡蓝色背景下，抗酸杆菌呈

红色，其他细菌及细胞呈蓝色。观察结果按规程要

求进行报告［6］。

1.2.2 GeneXpert法

痰标本：取 1 mL痰标本放置到旋盖锥形管中，

加入 2 mL样本处理液，使用涡旋仪震荡 10 s，室温

静置 10 min；再次使用涡旋仪震荡 10 s，室温静置

5 min，直至痰液充分液化，取2 mL完全液化的样本

缓慢加入检测匣的加样孔中，使用GeneXpert仪器

进行检测。

灌洗液：将灌洗液（多于5 mL）转移至锥形离心

管中，3 000 g离心15 min，弃上清，加入2 mL样本处

理液并涡旋震荡，重悬沉淀物，充分混匀，将2 mL经

过处理的样本加入试剂匣，GeneXpert进行检测。

胸腹水：将EDTA抗凝管收集的胸腹水转移至

锥形离心管中，3 000 g离心15 min，弃上清，加入2 mL
样本处理液并涡旋震荡，重悬沉淀物，充分混匀，将

2 mL经过处理的样本加入试剂匣，GeneXpert进行

检测。

GeneXpert 检测结果通过 GeneXpert System 测

量荧光信号和内设的算法来判定，由系统直接报告

结果，并在“预览结果”窗口显示。较低的CT值代表

了较高的DNA模板起始浓度；较高的CT值代表了较

低的DNA模板起始浓度。

1.2.3 960分枝杆菌快速培养

痰液、灌洗液：标本使用《大众健康真菌生物

学：实验室Ⅲ级指南》中推荐的NALC⁃NaOH方法进

行处理。

体液：用无菌方法采集的标本，即使不经过净

化处理也不会有其他细菌被接种到培养管中。若

预计标本中包含其他杂菌，则标本必须经过净化处

理。

粪便：挑取 1 g粪便放入 5 mL无菌生理盐水中

制备成悬浊液，将悬浊液放在涡旋器上涡旋震荡

5 s，再使用《大众健康真菌生物学：实验室Ⅲ级指

南》中推荐的NALC⁃NaOH方法处理标本。

标本处理 15~20 min 后，加 pH 值为 6.8 的磷

酸盐缓冲溶液将经过处理的标本混合液稀释至

50 mL。以 3 000 g离心 15 min后弃上清，然后使用

磷酸盐缓冲溶液 1~3 mL复溶沉淀物制成悬液，在

BBLTM MGITTM 分枝杆菌 7 mL培养管中加入 0.5 mL
悬液，并将 1滴（0.1 mL）悬液加入到分枝杆菌固体

培养基上。将 BBLTM MGITTM分枝杆菌培养管放入

BACTECTM MGITTM960分枝杆菌培养检测仪器，培养

管在仪器推荐的 42 d培养周期内将被自动检测。

将阳性培养管从仪器中取出，使用快速酸涂片染色

法进行复核，观察涂片和培养结果。

1.2.4 分枝杆菌绝对浓度法药物敏感性试验和菌

种初步鉴别试验

取培养阳性的分枝杆菌，调整至规定浓度，根

据需要接种到相应型号的罗氏培养基上，37 ℃恒温

培养28 d，如对照培养基上分枝杆菌生长良好，则根

据对硝基苯甲酸（PNB）和噻吩⁃2⁃羧酸肼（TCH）2种
鉴别培养基上分枝杆菌生长情况按规定报告初步

鉴别试验结果。如果2种鉴别培养基上均无分枝杆

菌生长报告为牛结核分枝杆菌，如果 2种鉴别培养

基上均有分枝杆菌生长报告为非结核分枝杆菌，如

果PNB培养基上无分枝杆菌生长而TCH培养基有

分枝杆菌生长报告为人型结核分枝杆菌。本文对

药敏结果不做讨论。

1.3 统计学方法

采用 Excel软件进行数据整理，使用 SPSS25.0
软件进行统计分析，计数资料采用例数和构成比或

率（%）进行描述，两种检测方法比较采用配对卡方

检验，P < 0.05为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 766例标本GeneXpert与涂片法检测结果比较

766例标本分别使用直接涂片抗酸染色镜检

法和GeneXpert检测结核分枝杆菌，其中涂片法和
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24.60
47.68
08.10
06.13

样本类别 例数 χ2值 P值

表2 不同类型标本GeneXpert与涂片检测结果的比较

痰标本

灌洗液

胸腹水

其他

473
185
061
0 47

< 0.01
< 0.01
< 0.01
< 0.05

涂片法阳性

119（25.2）
032（17.3）
002（3.3）
004（8.5）

涂片法阴性

66（13.9）
66（35.7）
10（16.4）
08（17.0）

涂片法阳性

20（4.2）
07（3.8）
00（0）
00（0）

涂片法阴性

268（56.7）
080（43.2）
049（80.3）
035（74.5）

GeneXpert阳性［n（%）］ GeneXpert阴性［n（%）］

GeneXpert 法均为阳性的有 157 例，涂片法阳性

GeneXpert 阴性的有 27 例，涂片阴性 GeneXpert 阳
性的有 150例，两种方法均为阴性的有 432例（表

1）。计算得出涂片法的阳性率为 24.0%，GeneXpert
法的阳性率为 40.1%，两者比较，χ2=85.47，P <
0.001，差异具有统计学意义，提示 GeneXpert法检

测结核分枝杆菌的总体阳性率高于涂片法。涂片

法和GeneXpert联合检测 766例标本，合并阳性率

为 43.6%，高于两种方法单独检测结核分枝杆菌的

检出率。

2.2 不同标本类型GeneXpert与涂片法检测结果比较

473例痰液的涂片阳性率为 29.4%，GeneXpert
阳性率39.1%，χ2=24.60，P < 0.01；185例灌洗液涂片

阳性率为 21.1%，GeneXpert 阳性率为 53.0%，χ2=

47.68，P < 0.01；61例胸腹水涂片阳性率为 3.3%，

GeneXpert阳性率为 19.7%，χ2=8.10，P < 0.01；47例

其他标本类型（包括尿液、脑脊液、粪便、脓液等）的

涂片阳性率为8.5%，GeneXpert阳性率为25.5%，χ2=
6.13，P < 0.05；各种标本类型使用两种检测方法得

出的阳性率差异均具有统计学意义（表2）。

表1 766例标本GeneXpert与涂片检测结果比较

阳性

阴性

合计

阳性

157
150
307

阴性

027
432
459

合计

184
582
766

GeneXpert
涂片法

（n）

2.3 460例标本GeneXpert与涂片法、培养法的结果

比较

460例标本同步进行 3种方法检测结核分枝杆

菌，涂片法的阳性率为 28.5%（131/460），GeneXpert
的阳性率为 47.0%（216/460），培养法的阳性率为

35.4%（163/460）。涂片法与 GeneXpert 比较，χ2=
55.15，P < 0.01；GeneXpert与培养法比较，χ2=21.12，
P < 0.01；培养法与涂片法比较，χ2=13.12，P < 0.01；3
种方法之间两两比较差异均有统计学意义，且涂片

法与GeneXpert之间的差异高于GeneXpert与培养

法和培养法与涂片法之间的差异。

对上述培养阳性的 106例样本进一步用分枝

杆菌药敏罗氏培养基进行菌种初步鉴定试验，

得出 25 例为非结核分枝杆菌，81 例为结核分枝

杆菌。25 例非结核的GeneXpert和涂片结果分别

是：GeneXpert 阳性 2 例，阴性 23 例；涂片阳性 15
例，阴性 10例。81例结核的GeneXpert和涂片结果

分别是：GeneXpert阳性 77例，阴性 4例；涂片阳性

58例，阴性 23例。由此可得GeneXpert法的灵敏度

和特异度分别为 95.1%（77/81）、92.0%（23/25），涂

片法的灵敏度和特异度分别为 71.6%（58/81）、

40.0%（10/25）。

3 讨 论

检查结核分枝杆菌传统的实验室方法主要有

抗酸染色镜检法和培养法。镜检法虽简单、价廉，

但其对标本的采集和标本含菌量的浓度要求比较

高，标本含菌量在 5 000~10 000条/mL才可检出阳

性，故其灵敏度较低，并且无法区分结核分枝杆菌

和非结核分枝杆菌。再者，人为因素会影响涂片镜

检的质量，容易造成漏诊和误诊。培养法较抗酸染

色镜检法灵敏度和特异度都高，是目前诊断结核病

的“金标准”方法之一，但其培养过程需1~2个月，不

能满足临床快速诊断的需求，并且对标本的前处理

要求较高，存在一定的污染率［7］。新版的肺结核诊

断指南中将结核分枝杆菌的分子生物学阳性作为

病原学阳性的诊断依据［3］，因此许多分子生物学方

法如GeneXpert、等温扩增技术（LAMP）、线性探针

技术（HAIN)等在结核病的诊断中得到了应用［8］。

GeneXpert 用于检测结核分枝杆菌和利福平耐药

具有操作简单（仅需 1个步骤的准备工作）、快速

（110 min就能同时报告结核分枝杆菌及利福平耐

药的结果）和灵敏度高等优点［9⁃10］。

GeneXpert系统可检测的样本类型有痰液、胸腹
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水、肺泡灌洗液、脑脊液、胃液、手术组织、关节脓

液、尿液、大便等。本文对766例不同标本类型分别

用涂片法和GeneXpert法进行检测，检出结核分枝

杆菌的阳性率GeneXpert法明显高于涂片法。对其

中460例标本同步进行培养，结果显示GeneXpert法
阳性率明显高于培养法，可能是因为培养法只能检

测出活菌，其对样品的采集和前处理有较高的要

求。分别对痰液、灌洗液、胸腹水及其他标本类型

进行分析，结果发现GeneXpert法的阳性率均明显

高于涂片法，差异均具有统计学意义。灌洗液、胸

腹水相对于痰液，GeneXpert阳性率与涂片法阳性率

的差异更大，这可能是由于本研究在对灌洗液、胸

腹水进行直接涂片时未离心，而进行GeneXpert检
测使用的是离心之后的标本，未离心样本中结核杆

菌浓度低于离心后样本。总之，检测痰液、灌洗液、

胸腹水及其他标本类型中的结核杆菌，GeneXpert法
比涂片法的敏感性更高。若将GeneXpert法与涂片

法联合使用，能进一步提高结核杆菌的检出率，对

于结核病的快速诊断和早期防控具有重要意义。

本文对106例培养阳性的标本进行了初步的菌

种鉴定，比较其 GeneXpert法与涂片法结果，发现

GeneXpert法对于鉴别结核与非结核分枝杆菌的准

确度可达92%以上，与培养法菌种鉴定结果符合率

很高。涂片阳性GeneXpert阴性的 27例，其中包括

20例痰标本和 7例灌洗液，经分子生物学方法或培

养法鉴定，其中17例痰液和5例灌洗液为非结核分

枝杆菌，5例未经鉴定。因为GeneXpert系统只能检

测结核分枝杆菌，而不能检测非结核分枝杆菌，这

就提示临床医生涂片阳性且GeneXpert阴性的患者

可能为非结核分枝杆菌感染，应及时进行非结核分

枝杆菌的相关检查，以便及时调整治疗方案［11］。

同时本研究也存在一定的局限性，首先，未对所有

的研究标本进行结核培养，仅有 106例培养阳性的

标本进行了初步菌种鉴定，无法全面反映GeneXpert
法的准确性；其次，本文中作为金标准的罗氏培养

基初步菌种鉴定试验无法排除结核杆菌与非结核

分枝杆菌混合感染的情况，因此当初步菌种鉴定

结果为非结核分枝杆菌且GeneXpert法阳性时，无

法判断 GeneXpert 法为假阳性，因此本文获得的

GeneXpert法特异度指标可能存在误差。

目前GeneXpert技术在我国正处于推广阶段，

但其昂贵的经济成本成为患者和医务工作者不得

不考虑的因素，也制约了该项技术的大力推广，并

且GeneXpert无法区分结核分枝杆菌是否为活菌，

所以还需分枝杆菌培养等方法进行联合诊断，以获

得更为全面的实验室依据。
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