
所以ＰＣＲ实验室防止污染最好的办法还是预防。研究者应高

度认识预防与抗污染的关系，应像预防传染病一样，提高思想

认识，以“预防为主，治疗为辅”［３］。对于实验室的消毒，要做到

不遗漏每一个角落，而且每个消毒环节都要做到位。在实际工

作中，一般操作台面是最容易污染的［４］，但对于加样枪、加热模

块、离心机这些重要环节也要十分注意。本实验室污染原因是

由离心机导致的，可能原因是离心机被离心时高浓度标本开盖

后产生的气溶胶污染了离心机盖了，再次离心时离心机盖子上

的气溶胶颗粒在离心机气流作用下进入到开盖的离心管中，进

入离心管后再在离心力的作用下进入离心管底部污染标本。

所以污染的解决还是严格按照《医疗机构临床扩增检验实验室

管理办法》中实验室工作导则规定进行工作，并对实验室内所

有设备、台面、空间进行每日消毒，才能真正保证把ＰＣＲ实验

室的污染降到最低。
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抗酸染色技术在结核病诊断中的应用

陈华根，陈宇宁，刘　冰，黄学斌，陈　涛（四川省成都市新都区人民医院　６１０５００）

　　【关键词】　抗酸染色技术；　结核病；　诊断
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　　抗酸染色技术是利用一些细菌细胞壁脂质含量高，菌体内

有分枝菌酸，被着色后而不易洗脱的原理来检测该类细菌，主

要用于检测分枝杆菌属和奴卡菌属细菌［１］。结核病是由结核

分枝杆菌所致的慢性传染病，结核分枝杆菌富含脂质和分枝菌

酸，因而可用抗酸染色技术进行检测。自 Ｋｏｃｈ１８８２年发现结

核分枝杆菌，并用美兰染色该菌，直到Ｚｉｅｈｌ和 Ｎｅｅｌｓｅｎ技术采

用（ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ抗酸染色），迄今已１００余年，ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ

抗酸染色技术一直是结核病诊断实验室的首选技术。虽然抗

酸染色阳性涉及诸多菌种，并非结核分枝杆菌独有特性，但临

床上和流行病学中常用查见抗酸杆菌作为结核病诊断的依

据［２］。因此，规范操作抗酸染色技术，掌握技术环节重点，保证

检测结果准确，对于结核病的诊断具有重要意义。

１　标本的采集、保存和处理

抗酸染色诊断结核病所用标本有痰液、尿液、脓液、胸腔积

液、腹水、脑脊液和病理组织等。标本的采集是抗酸染色的第

１步，合格的标本是保证染色质量的重要环节。

１．１　痰液的采集　漱口后深咳肺部痰，盛于带旋口的塑料杯

内，勿用蜡质纸杯。可采集即时痰、夜间痰和晨痰，晨痰最佳，

连续３ｄ送检
［３４］。如果咳嗽困难，可用雾化吸入、支气管镜刷

检、支气管肺泡灌洗方法帮助采集，并能提高镜检阳性率［５］。

镜检阳性率由高到低的标本性状依次是干酪痰、黏液痰、血痰，

尽量不用唾液。集菌痰处理法，留取深咳痰标本或１２～２４ｈ

痰，如痰量少且黏稠时加适量蒸馏水（不超过１０ｍＬ），标本经

１２１℃高压灭菌１５ｍｉｎ，冷却后使用。

１．２　脓液的采集　注意防止污染菌混入。

１．３　尿液的采集　留全部夜尿，静置４～５ｈ后，取容器底部

尿液１０ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ后，留取沉渣。

１．４　胸腔积液及腹水和脑脊液的采集　处理方法同尿液标

本。

１．５　病理组织采集　研磨混匀后涂片。不能及时涂片染色的

标本，置４℃保存。

２　涂　　片

合格的涂片是抗酸染色的重要步骤，也是保证染色质量的

重要环节。涂片可分为直接涂片法和集菌涂片法，集菌涂片法

有两种方式，即漂浮集菌涂片法和离心集菌涂片法，（１）漂浮集

菌涂片法：处理的痰液５～１０ｍＬ入１００ｍＬ容积的玻璃瓶中，

加蒸馏水２０～３０ｍＬ（总量不超过瓶容积的１／３），加二甲苯０．３

ｍＬ，放振荡机上振荡１０ｍｉｎ（振荡机速率２４００ｒ／ｍｉｎ），取出

平放台上，加蒸馏水至满瓶口，把标号的载玻片盖于瓶口上，放

置１５～２０ｍｉｎ，取下玻片平放台上。（２）离心集菌涂片法：处理

后的痰液５～１０ｍＬ（不超过１０ｍＬ）置入５０ｍＬ离心管内，加

蒸馏水至５０ｍＬ，以６０００～８０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，取沉淀

物涂片。

用折断的竹签茬端或接种环，挑取标本于玻片正面右侧

２／３处均匀涂抹成２．０ｃｍ×２．５ｃｍ的卵圆形薄厚适宜的涂

膜，自然干燥固定。

涂片的厚度要适当，太薄太厚都会影响镜检。涂片必须使

用９５％乙醇擦拭脱脂过的清洁、干燥、无油污、无划痕的新载

玻片，一张玻片涂１份标本，且一次性使用。

３　染　　色

抗酸染色法多用ＺｉｅｈｌＮｅｅｌｓｅｎ染色，从试剂的配制到环

节操作技术，相关技术规范都有明确的要求［６］。染色步骤如

下：涂片平放染色架上，加染色剂盖满涂膜，微火加温至染液呈

现蒸汽，去火焰，染色５～１０ｍｉｎ（勿使染液呈现干涸）。水洗，

加脱色剂盖满涂膜，脱色３～５ｍｉｎ，至无红色。水洗，加复染剂

盖满涂膜，直接涂片复染３０ｍｉｎ，集菌涂片复染１～３ｍｉｎ，水

洗，干后，镜检。

染色时间要把握适当，温度偏高时染色时间可缩短，反之

则相反。脱色时间一定要把握好，脱色要彻底，否则片子呈红

色，无法查找抗酸杆菌，但是脱色时间过长，片子呈空白，也无

法镜检，要准确把握脱色时间。

也有实验报告认为，恒温水浴染色和常温染色效果优于推

荐的染色方法［７８］。

４　结果报告和质量要求

（１）镜下计数１００个视野（观察时间不少于４ｍｉｎ），未发现

抗酸菌者继续观察至３００个视野，仍未发现抗酸菌者报告抗酸

菌阴性（－）。（２）镜检１００～３００个视野找到抗酸杆菌１～２条

者，报告抗酸杆菌可疑（±），或重新涂片或另留痰标本复查。

·２８７２· 检验医学与临床２０１２年１１月第９卷第２１期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１２，Ｖｏｌ．９，Ｎｏ．２１



（３）镜检１００个视野内找到抗酸杆菌３～９条者，报告抗酸杆菌

阳性（＋）。（４）镜检１０个视野内找到抗酸杆菌１～９条者，报告

抗酸杆菌阳性（＋＋）。（５）镜检每个视野内找到抗酸杆菌１～９

条者，报告抗酸杆菌阳性（＋＋＋）。（６）镜检每个视野内找到

抗酸杆菌多于９条以上者，报告抗酸杆菌阳性（＋＋＋＋）。在

痰涂片检查报告中应包括痰标本的性状和质量。

痰涂片镜检结果质量要求痰涂片阴性符合率在９５．０％以

上，涂片阳性符合率在９８．０％以上，总符合率在９６．５％以上。

“＋”以上的阳性痰片不允许出现假阴性。

５　临床应用评价

抗酸染色技术是诊断结核病最基本的细菌学检查方法，是

世界卫生组织推荐的全球结核病控制策略重要方案，不仅是发

现传染源的最主要的途径和手段，也是确定结核病诊治方案的

主要依据，更是考核疗效、评价防治效果的可靠标准。其优点

具有简便、快速和价廉，设备需求少，技术简单易于掌握，涂阳

病例是主要的传染源，当天出结果；缺点是敏感性低、特异性

差，无法辨别死菌与活菌，通常需每毫升５０００～１００００条菌才

能得到阳性结果。约４０％～６０％的涂阴结核患者不能及时发

现，无种特异性。

提高抗酸染色质量，有效促进结核病的防治，需要对实验

人员进行业务培训和技术指导，提高业务技术水平，使抗酸染

色技术达到科学化、标准化、规范化。
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１０６７例农村合作医疗农民健康体检血脂结果分析

张莉辉（云南省红河州红河县人民医院　６５４４００）
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　　高血脂是引起动脉粥样硬化造成冠心病的直接因素，尤其

是三酰甘油，根据近年来的专家研究考察，心血管疾病对人类

健康的威胁仅次于癌症，尤其是老年人受危害更大。本文对红

河县农村合作参保人员１０６７例进行血脂４项测定，检测结果

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择县城周边各乡镇长住农民，健康体检者

１０６７例，被检者平时身体健康，无心血管病史，年龄１４～８０

岁，男２５４例，女８１３例。

１．２　检测方法

１．２．１　所有检测者均采取清晨空服静脉血，分离血清。

１．２．２　血清总胆固醇和三酰甘油采用酶法测定，高密度脂蛋

白胆固醇和低密度脂蛋白胆固醇采用直接法测定。

２　结　　果

各年龄组４项检测结果见表１。

表１　各年龄组４项检测结果（ｍｍｏｌ／Ｌ）

年 龄

（岁）

总人数

男 女 合计

总胆固醇

男 女

三酰甘油

男 女

高密度脂蛋白胆固醇

男 女

低密度脂蛋白胆固醇

男 女

１４～２０ １１ １５ ２６ ３．２３ ３．４８ １．２０ ０．８５ １．２６ １．５４ ２．５１ ２．６０

２１～３０ ２４ １１６ １４０ ３．６２ ３．７１ １．６４ １．１６ １．４３ １．６２ ２．７７ ２．７８

３１～４０ ５８ ２１１ ２６９ ４．０１ ３．７８ １．６２ １．１７ １．４７ １．５２ ３．１７ ２．８１

４１～５０ ６４ ２２５ ２８９ ４．３１ ４．０４ １．９４ １．４５ １．４８ １．５１ ３．２６ ３．０１

５１～６０ ６１ １２６ １８７ ４．３９ ４．４２ １．２４ １．８１ １．７２ １．３８ ３．２１ ３．３５

６１～７０ ２６ ９１ １１７ ４．５５ ４．５５ １．６６ １．７２ １．６０ １．４８ ３．３０ ３．４４

７１～８０ １０ ２９ ３９ ４．６９ ５．２０ ０．９２ １．９４ ２．１６ １．３１ ３．７０ ３．０５

合计 ２５４ ８１３ １０６７ ４．１１ ４．１６ １．４６ １．４４ １．５９ １．４８ ３．１７ ３．１５

３　讨　　论

由表１可见，血脂水平是随着年龄的增长而逐渐增加的，

胆固醇的增加更明显，男性与女性均值血脂水平差异无统计学

意义，但高密度脂蛋白胆固醇男性高于女性。

作者认为，随着我国社会和经济的发展，农村地区人口结

构、经济水平、行为生活方式和膳食模式的改变，各地报告的健

康人群血脂水平极不一致。原因有饮食习惯、劳动强度和自然

环境的不同，血脂和脂蛋白的含量也会有较大的差异。一般来

说，喜食素食的人，血清脂质和脂蛋白的含量偏低，而喜食动物

性食物者，则血清中胆固醇、三酰甘油及极低密度脂蛋白会显
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