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　　[摘要]　目的:比较荧光熔解曲线法和GeneXpertMTB/RIF技术对不同类型样本结核分枝杆菌复合群和利

福平耐药性的检测结果,旨在为临床不同类型样本如何选择试验方法提供参考,以提高检出率。方法:收集2019
年8月—2020年7月收治的疑似和确诊结核病患者的临床资料和实验室数据,回顾性分析荧光熔解曲线法和

GeneXpertMTB/RIF技术检测结核分枝杆菌复合群和利福平耐药情况。结果:荧光熔解曲线法共检测样本937
例,检出结核分枝杆菌复合群282例,阳性率30.10%(282/937);其中呼吸道样本、术后标本阳性率分别为

29.07%(252/867)、57.69%(30/52),其他类型样本未检测出阳性。GeneXpertMTB/RIF共检测样本3807例,
检出结核分枝杆菌复合群1315例,阳性率34.54%(1315/3807);其中呼吸道样本、术后标本、胸水、腹水、脑脊液、
其他体液、24h尿沉渣以及粪阳性率分别为36.05%(1099/2799)、75.09%(202/269)、14.34%(71/495)、9.62%
(5/52)、10.87%(15/138)、22.22%(4/18)、29.63%(8/27)和11.11%(1/9)。GeneXpertMTB/RIF技术检测结

核分枝杆菌复合群的阳性率明显高于荧光熔解曲线法(χ2=6.655,P=0.010),其中,呼吸道样本、术后标本的检

出率明显高于其他样本类型(χ2=29.584,P<0.01;χ2=6.584,P=0.017)。133例患者同时进行了荧光熔解曲

线法、GeneXpertMTB/RIF技术和结核菌培养及表型药敏试验,结果表明表型药敏检测利福平敏感率为68.42%
(91/133)、利福平耐药率为31.58%(42/133);荧光熔解曲线法检测结果为利福平敏感率为63.91%(85/133)、利
福平耐药率为30.83%(41/133);GeneXpertMTB/RIF技术检测结果为利福平敏感率为66.92%(89/133)、利福

平耐药率为31.58%(42/133);2种分子药敏检测结果与表型药敏检测结果比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
结论:GeneXpertMTB/RIF技术对于临床不同类型的样本结核分枝杆菌复合群的检出率明显优于荧光熔解曲线

法,但2种方法检测利福平耐药得到的结果与表型药敏无差异。特别是 GeneXpertMTB/RIF技术,因其操作高

度自动化,对结核分枝杆菌复合群的检出率较高,更加适合结核患者病原学快速诊断的需求。
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Abstract　Objective:Toprovidereferencesforoptionsofclinicaldetectionmethodsindifferentsamplesby
comparingtheresultsoffluorescencePCR meltingcurveandGeneXpertMTB/RIFondetectingMycobacterium
tuberculosiscomplex(MTC)andrifampicinresistance,soastoimprovethedetectionrateoftuberculosis.Meth-
ods:Clinicalandlaboratorydataofsuspectedandconfirmedtuberculosispatientsadmittedtoourhospitalfrom
August2019toJuly2020werecollectde,andthedetectionresultsofMTCandrifampicinresistancewhichdetec-
tedbyfluorescencemeltingcurveandGeneXpertMTB/RIFwereretrospectivelyanalyzed.Results:Atotalof937
samplesweredetectedbythefluorescencemeltingcurve,and282casesofMTCweredetectedwithapositiverate
of30.10%(282/937),ofwhichthepositiveratesofsamplesintherespiratorytractandpostoperativesamples
were29.07%(252/867)and57.69%(30/52),respectively.Therewasnopositiveresultinothersamples.Ato-
talof3807samplesweredetectedbyGeneXpertMTB/RIF,and1315casesofMTCweredetectedwithapositive
rateof34.54%(1315/3807).Thepositiveratesofsamplesintherespiratorytract,postoperativespecimens,

pleuralfluid,ascites,cerebrospinalfluid,otherbodyfluids,24-hoururinesediment,andfeceswere36.05%
(1099/2799),75.09% (202/269),14.34% (71/495),9.62% (5/52),10.87% (15/138),22.22% (4/18),

29.63%(8/27)and11.11%(1/9),respectively.ThepositiverateofGeneXpertMTB/RIFindetectingMTCwas
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significantlyhigherthanthatoffluorescentPCRmeltingcurve(χ2=6.655,P=0.010).Amongthem,thedetec-
tionrateofsamplesintherespiratorytractandpostoperativespecimenswassignificantlyhigherthanthatofother
samples(χ2=29.584,P<0.01;χ2=6.584,P=0.017).Atotalof133patientsweresimultaneouslydetected
byfluorescencemeltingcurve,GeneXpertMTB/RIFandtuberculosiscultureandphenotypicdrugsensitivitytest.
Theresultsshowedthattherateofrifampinsensitivitywas68.42%(91/133)andtherateofrifampicinresistance
was31.58%(42/133)inthephenotypicdrugsensitivitytest,andtherateofrifampicinsensitivitywas63.91%
(85/133)andtherateofrifampicinresistancewas30.83%(41/133)influorescencemeltingcurve.Andthere-
sultsshowedthattherateofrifampicinsensitivitywas66.92%(89/133)andtherateofrifampicinresistance
31.58%(42/133)inGeneXpertMTB/RIF.Theresultsbetweenthetwomoleculardrugsensitivitytestsandthe
phenotypicdrugsensitivitytesthadnostatisticaldifference(P>0.05).Conclusion:ThedetectionrateofGeneX-
pertMTB/RIFfordifferenttypesofclinicalsamplesofMTCissignificantlyhigherthanthefluorescencemelting
curve,andthereisnodifferencebetweentheresultsobtainedbythetwomolecularmethodsfordetectingrifampi-
cinresistanceandthephenotypicdrugsensitivity.Particularly,becauseofthehighlyautomatedoperationofthe
GeneXpertMTB/RIFanditshigherdetectionrateofMTC,itmaybemoresuitablefortheneedofrapidpatho-
genicdiagnosisintuberculosispatients.

Keywords　fluorescencemeltingcurve;GeneXpertMTB/RIF;mycobacteriumtuberculosiscomplex;rifam-
picin;drugresistance

　　结核病属于临床较为常见的传染病之一,是由

结 核 分 枝 杆 菌 (mycobacterium tuberculosis,
MTB)复合群感染引起的以肺部为主的多器官慢

性感染性疾病。我国结核病发病率位于世界第二,
感染率约为44.5%,目前已成为十大致死原因之

一[1]。因此,尽早诊断、治疗对于控制结核病十分

关键。目前,细菌学检查仍然是结核病诊断的“金
标准”。

近年来,随着检验医学的发展,分子诊断在结

核病诊断中的灵敏度、特异性表现出较高的优

势[2]。荧光聚合酶链反应(PCR)探针熔解法作为

高效基因扩增方式,通过熔解分析,对特定耐药基

因熔点变化进行监测,已在临床上广泛应用[3]。巢

式实时荧光 PCR 法(GeneXpertMTB/RIF技术)
是一种基于实时聚合酶链反应,操作简单,既能检

测出结核分枝杆菌,还能对利福平耐药性进行分

析[4],且与体外药敏试验检测利福平耐药具有较高

的一致性[5]。本研究旨在探讨采用荧光熔解曲线

法和 GeneXpertMTB/RIF技术2种分子检测方

法对结核分枝杆菌 DNA 和利福平耐药性检测结

果的比较,为其他临床实验室结核病诊断的方法选

择上提供数据支撑。
1　材料与方法

1.1　样本来源

2019年8月—2020年7月在我院结核病区住

院患者(包括肺结核、结核性胸膜炎、肺外结核)
3807例,其中男 2532 例,女 1275 例;平 均 年 龄

(45.63±18.43)岁。所有入选病例均符合中华人

民共和国卫生行业标准《肺结核诊断》[6]中疑似病

例、确诊病例、肺外结核诊断标准。
1.2　试剂和材料

厦门致善生物科技股份有限公司的结核分枝

杆菌利福平耐药突变检测试剂盒(荧光熔解曲线

法);美国赛沛公司 GeneXpertMTB/RIF试剂盒

(巢 式 实 时 荧 光 PCR 法);BD 公 司 BACTEC
MGIT960全自动结核培养系统;安图生物结核分

枝杆 菌 药 敏 试 剂 盒;珠 海 贝 索 分 枝 杆 菌 罗 氏

培养液。
1.3　检测方法

1.3.1　荧光熔解曲线法　将样本加入适量4%
NaOH 进行处理,震荡后静置15~30min进行充

分液化。取250μL试剂盒提供的 TBDNA 提取

液,封口后99℃加热20min,降温后14000×g 离

心10min,取上清液为PCR扩增模板。反应体系

为20μLPCR反应液 A/B加5μL提取样品。扩

增程序按照试剂盒说明书设置。通过比较待测样

品与阳性对照之间熔解曲线的熔点(Tm 值)的差

异来判断待测样品中是否发生突变。当4个通道

中样品的熔点与阳性对照的熔点均一致时,即为野

生株,说明样品中检出了结核分枝杆菌,且对利福

平敏感。当4个通道中出现某一个通道的熔点低

于阳性对照时,说明这个区域内发生了突变,即为

利福平耐药株。当试验扩增产物浓度太低时,会出

现提示耐药不明确的结果。
1.3.2　GeneXpertMTB/RIF　采取膜过滤法提

取核酸,通过超声破碎细胞,然后通过滤膜来分离

蛋白和核酸。视不同样本情况先进行前处理,如痰

样本过于黏稠,可先加入适量4% NaOH,震荡混

匀后静置15~20min,待样本充分液化后进行操

作。组织样本需先加入少量生理盐水后研磨,至样

本为均匀悬液样,再取待测样本约0.5mL加入试

剂盒提供样本处理液1.5mL中,来回振摇10~20
次,使其充分混匀后,静置15min,取液化后样品

(尽量不含颗粒和块状物)加入反应盒指定孔,避免

气泡,尽快上机进行试验。试验结束后可软件自动

判读结果,判断待测样本中是否检出结核分枝杆菌

·311·
刘 ,等.荧光熔解曲线法和 GeneXpertMTB/RIF技术对结核分枝杆菌复合群

和利福平耐药检测结果的比较第2期 　



复合群,如果检出,同时判断是否检出 RifResist-
ance。当样本中含有结核分枝杆菌复合群时,5个

目的片段分别扩增,当5根探针均为阳性时,即为

检出结核分枝杆菌复合群且对利福平敏感。如果

这5个目的片段有突变,就会有相应探针的扩增失

败,单根探针的结果为阴性,则提示检出结核分枝

杆菌复合群且对利福平耐药。系统软件同时设定

探针中较低的Ct值为模板起始浓度,如果某根探

针扩增阳性,但 Ct值跟起始浓度差大于系统设定

范围,也会被判定为利福平耐药。当扩增产物浓度

过低,系统计算值会处于灰区,出现耐药不明确的

结果。
1.3.3　结核菌培养　待检样本按比例使用4%
NaOH 进行液化处理,充分震荡后静置 15~20
min,加入磷酸盐缓冲液 PBS至50mL,颠倒混匀

后4℃ 3000 ×g 离心 20 min,弃去上清液,加

入2~3mLPBS重悬,加500mL至 MGIT960结

核菌培养系统液体培养管,培养管中预先加入配套

添加剂和杂菌抑制剂,放入自动培养仪培养。待机

器阳性报警后取出阳性培养管,吸取底部培养液

0.5~1.0mL,加到罗氏培养管,转到35℃培养箱

继续生长。
1.3.4　表型药敏试验　将罗氏培养基上新鲜的阳

性菌落,磨菌稀释至0.5麦氏浓度,取100μL加入

到试剂盒配套液体培养液中,颠倒混匀20次左右,
加样到药敏板,放入封口袋,35℃培养箱培养,1周

后观察对照孔生长情况,超过培养孔1/2,即可作

为对照观察含药孔的生长情况,记录结果,同时记

录PNB、TCH 孔结果,以确定菌株是否为结核分

枝杆菌复合群。
1.4　统计学方法

采用统计学软件SPSS20.0进行数据处理,计
量资料先进行Shapiro-Wilk正态性检验,均确认近

似服从正态分布,以 ■X±S 表示,组间比较行独立

样本t检验,计数资料以例(%)表示,采用χ2 检

验,无特殊说明均以P<0.05代表差异有统计学

意义;相关性分析采用Spearman相关性模型。
2　结果

2.1　荧光熔解曲线法/GeneXpertMTB/RIF技术

检测结核分枝杆菌复合群结果

荧光熔解曲线法共检测样本937例,检出结核

分枝杆菌复合群282例,阳性率30.10%。GeneX-
pertMTB/RIF技术共检测样本3807例,检出结

核分 枝 杆 菌 复 合 群 1315 例,阳 性 率 34.54%,
见表1。

2种检测方法对所有类型样本的阳性检出率

有显著差异,GeneXpertMTB/RIF技术检测阳性

率明显高于荧光熔 解 曲 线 法 (χ2 =6.655,P =
0.010)。2种检测方法对呼吸道样本的阳性检出

率有显著差异,GeneXpertMTB/RIF技术检测阳

性率明显高于荧光熔解曲线法(χ2=29.584,P<
0.01);2种检测方法对术后标本的阳性检出率有

显著差异,GeneXpertMTB/RIF技术检测阳性率

明显 高 于 荧 光 熔 解 曲 线 法 (χ2 =6.584,P =
0.017)。除呼吸道样本、术后标本外,GeneXpert
MTB/RIF在其他样本如胸腹水、脑脊液、尿、粪及

其他体液样本中的阳性检出率亦明显高于荧光熔

解曲线法。

表1　2种检测方法检出结核分枝杆菌复合群的阳性率

样本类型
荧光熔解曲线法

检测数 阳性数 阳性率/%
GeneXpertMTB/RIF技术

检测数 阳性数 阳性率/%
呼吸道样本 867 252 29.07 2799 1099 36.05
术后标本 52 30 57.69 269 202 75.09
胸水 10 0 / 495 71 14.34
腹水 4 0 / 52 5 9.62
脑脊液 3 0 / 138 15 10.87
其他体液 / / / 18 4 22.22
尿 1 0 / 27 8 29.63
粪 / / / 9 1 11.11
合计 937 282 30.1 3807 1315 34.54

　　吸道样本包括痰及肺泡灌洗液;术后标本(包括肺组织、淋巴结、脓液、分泌物等);其他体液包括关节腔液、胸腔积液、腹
腔积液、心包积液、引流液。

2.2　荧光熔解曲线法、GeneXpertMTB/RIF技术

检测利福平耐药结果

133 例 患 者 同 时 进 行 了 荧 光 熔 解 曲 线 法、
GeneXpertMTB/RIF以及结核菌培养及表型药敏

试验,结果表明表型药敏检测利福平敏感率为

68.42%(91/133)、利福平耐药率为31.58%(42/
133);荧 光 熔 解 曲 线 法 检 测 利 福 平 敏 感 率 为

63.91%(85/133)、利福平耐药率为30.83%(41/
133)、耐药性不确定株占5.26%(7/133);GeneX-
pertMTB/RIF技术检测利福平敏感率为66.92%
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(89/133)、利福平耐药率为31.58%(42/133)、耐
药性不确定株占1.50%(2/133)。统计学分析表

明,荧光熔解曲线法、GeneXpertMTB/RIF技术检

测利福平耐药与金标准(表型药敏)相比,检出率差

异无统计学意义(P>0.05)。
2.3　2种检测方法对利福平耐药的检测与表型药

敏比较

以表型药敏检测为标准,荧光熔解曲线法与表

型药敏结果均为利福平敏感者84例,结果均为耐

药者38例,荧光熔解曲线法结果为敏感而表型药

敏为耐药者1例,荧光熔解曲线法结果为耐药而表

型药敏为敏感者3例,荧光熔解曲线法与表型药敏

的 符 合 率 为 91.73% (122/133)。GeneXpert
MTB/RIF技术与表型药敏结果均为利福平敏感

者89例,结果均为耐药者35例,GeneXpertMTB/
RIF 技 术 检 测 结 果 为 耐 药 而 表 型 药 敏 为 敏 感

者7例,GeneXpertMTB/RIF技术与表型药敏的

符合率为93.23%(124/133)。统计学分析表明,
荧光熔解曲线法、GeneXpertMTB/RIF技术检测

利福平耐药结果与金标准(表型药敏)比较,差异无

统计学意义。
与表型药敏检测结果比较,荧光熔解曲线法和

GeneXpertMTB/RIF技术与表型药敏检测结果相

符者分别有122例和124例,不相符者分别有11
例和9例。不相符的结果中,以表型药敏结果为参

考标准,敏感株13株,其中荧光熔解曲线法结果为

敏感者5株,结果提示耐药性不明确者5株,提示

利福平耐药3株;GeneXpertMTB/RIF技术结果

为敏感4株,提示检出值低,考虑耐药2株,提示利

福平耐药7株;且2种方法均提示耐药有3株。表

型药敏结果为耐药3株,其中荧光熔解曲线法结果

为敏感者1株,结果提示耐药性不明确者2株;
GeneXpertMTB/RIF技术全部提示为耐药。
3　讨论

结核病以呼吸道传播为主,在过去的10年间

通过全球结核病控制工作的有效实施,但是随着结

核杆菌多重耐药株的增多、结核合并 HIV 感染以

及人口流动增大等问题的出现,使得结核病防控形

势又变得异常严峻,更凸显出了对结核病进行快

速、有效诊断的重要性[7]。目前的结核病诊断方法

中,细菌学检查和表型药敏试验仍然是结核病诊断

的金标准,但是敏感性较低且耗时长。目前,已报

道国内外多种分子诊断检测方法在检测时间和灵

敏度上具有一定的优势,逐步在临床上广泛应用。
PCR探针熔解法通过熔解分析,对特定耐药

基因熔点变化进行监测。因此在荧光熔解曲线法

中,首先需满足4个通道都有扩增产物的检出,说
明样本中检出结核分枝杆菌复合群,才能通过4个

通道的熔点对比,来判断这株菌株是否对利福平产

生耐药。GeneXpertMTB/RIF技术是一种基于实

时聚合酶链反应,可同步检测出结核分枝杆菌并对

利福平耐药性进行分析[8]。GeneXpertMTB/RIF
技术中,当样本中含有结核分枝杆菌复合群时,5
个目的片段分别扩增,需要产物中同时有5根探针

的目标模板为阳性,及5个序列同时存在,才可确

定为结核分枝杆菌复合群敏感株[9]。当其中有一

个及以上的序列片段为阴性时,以及有某个片段

CT值较高,与该样本起始浓度相差大于系统设定

值,即被判定为结核分枝杆菌复合群耐利福平株。
本研究结果显示,GeneXpertMTB/RIF技术

在各种样本类型中结核分枝杆菌复合群的检出率

明显高于荧光熔解曲线法。其中,2种方法在不同

类型的样本中检出率最高的是术后标本,其次为呼

吸道样本,显著高于目前广泛使用的痰涂片检

查[10]。在其他类型的样本中,GeneXpertMTB/
RIF技术均有检出,有明显优势。因2020年1月

至4月作为武汉市新冠定点收治医院其他患者收

治受到大幅度影响,荧光熔解曲线法检测的样本数

据较少,后期笔者将持续进行大数据观察。
目前,结核病的治疗中,耐药结核的治疗非常

棘手。利福平是结核治疗最常用的一种广谱抗菌

药,其主要药理作用为与结核分枝杆菌核糖核酸聚

合酶结合,在细菌染色复制过程中起抑制作用从而

杀灭细菌[11]。目前,临床上主要结核病耐药检测

方法大致可分为表型耐药检测和基因型耐药检测

2类,表型耐药检测方法作为金标准,存在耗时长

的问题,临床上容易导致病情延误,危及患者生命

安全。荧光熔解曲线法和 GeneXpertMTB/RIF
技术也是目前临床检验科普及范围较大的2种分

子检测方法。本研究结果显示,133例患者中荧光

熔解曲线法、GeneXpertMTB/RIF技术2种方法

与表型药敏试验相比,检测出的利福平敏感率、耐
药率无显著差异,进一步分析也发现,2种方法检

测与表型药敏的符合率也无显著差异,但在检测时

间上明显快于表型药敏。同时发现,2种检测方法

虽与表型药敏结果相比较,也存在耐药结果不相符

的情况,提示临床检验人员要结合患者情况仔细分

析。2种分子检测方法都基于样本中目标模板的

提取,受样本特性的影响较大,在目标模板浓度较

低 时,会 导 致 出 现 “耐 药 性 不 确 定”的 结 果。
GeneXpertMTB/RIF技术在目标模板浓度极低时

还会出现将利福平敏感株误判定为耐药株的可能

性,这也是方法学上遇到检测下限时不可避免的,
所以当遇到结核分枝杆菌复合群检出阳性但含量

低或者含量极低时,需要做第二次检测。
综上所述,本研究发现 GeneXpertMTB/RIF

技术在呼吸道样本、术后标本以及其他样本如胸腹

水、脑脊液、尿、粪等中结核分枝杆菌复合群的阳性
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检出率亦明显高于荧光熔解曲线法,2种方法检测

利福平耐药得到的结果与表型药敏一致性较好,但
在操作的自动化程度、结果报告时间以及实验室生

物安全方面,GeneXpertMTB/RIF技术更具优势,
更适用于结核患者病原学早期诊断以及利福平耐

药快速检测的需求。
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