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应用痰模型涂片法检测抗酸杆菌结果分析

刘庆福１，刘予东２，严秀丽２，邵德成３（１．山东省泰安市结核病防治中心参比实验室　２７１０００；

２．山东省泰安市泰山区疾病预防控制中心结核病防治科　２７１０００；３．山东省泰安市宁阳县

结核病防治所　２７１０００）

　　【摘要】　目的　评价痰模型涂片法检测抗酸杆菌的应用价值。方法　应用组、研究组分别收集初诊活动性肺

结核患者的痰标本７８０例、１０８９例，应用模型涂片法检测抗酸杆菌，两组检测结果采用χ
２ 检验进行比较。结果　

应用组与研究组应用痰模型涂片法检测抗酸杆菌的阳性检出率分别为２９．７４％（２３２／７８０）、３１．６８％（３４５／１０８９）

（χ
２＝０．７９９；犘＞０．０５），差异无统计学意义，５项质量指标合格率均较高，分别为痰细胞（９４．１０％～９４．２１％）、痰膜

大小（９８．７２％～９８．９９％）、厚薄（９５．６４％～９６．１４％）、染色（９３．７２％～９４．４９％）、痰膜脱落（９７．１８％～９７．４３％），两

组痰涂片５项质量指标差异均无统计学意义（犘值均大于０．０５），说明应用组与研究组检测结果差异无统计学意

义。结论　痰模型涂片法检测抗酸杆菌，实现了涂片标准化，提高了制片质量和阳性检出率，灵敏度高，重复性好，

实用性强，简单易行，特别适合于基层实验室应用。
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　　痰涂片检测抗酸杆菌作为发现传染源、选择化疗方案、考

核评价疗效的重要手段，在现代结核病控制工作中占有不可或

缺的位置。就方法学而言，痰涂片抗酸染色检测抗酸杆菌并不

复杂，关键是如何提高抗酸杆菌的阳性检出率，因此，加强痰标

本采集、染色剂制备、涂片制备、染色、显微镜镜检、结果报告等

环节的质量控制，特别是涂片制备是提高制片质量的关键环节

之一。为了提高制片质量和抗酸杆菌阳性检出率，及时发现传

染性肺结核患者，泰安市结核病防治中心刘庆福［１］带领的课题

组研发出了痰模型涂片法检测抗酸杆菌，它通过对照玻片下面

的标准膜，在玻片正面均匀涂抹成１０ｍｍ×２０ｍｍ椭圆形痰

膜，有效控制了痰膜涂抹大小，从而实现了制片标准化，提高了

制片质量和抗酸杆菌阳性检出率［１］。宁阳县结核病防治所

２０１０年１月至２０１２年６月初诊的活动性肺结核患者，作为应

用组应用痰模型涂片法检测抗酸杆菌，现将应用组检测结果与

刘庆福等［１］报道的研究组检测结果对比分析如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源

１．１．１　应用组　收集宁阳县结核病防治所２０１０年１月至

２０１２年６月初诊的活动性肺结核患者，经临床、放射、检验医

生会诊，挑选排菌可能性较大的肺结核患者为检测对象，如肺

·５８３·检验医学与临床２０１３年２月第１０卷第４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｆｅｂｒｕａｒｙ２０１３，Ｖｏｌ．１０，Ｎｏ．４

 基金项目：山东省泰安市科技发展计划（编号：２０１１３０６０）。



空洞、肺实变、支气管播散等患者共计２６０例，诊断标准见文献

［２］。其中肺空洞２１例，男１１例，女１０例，年龄１７～７２岁，平

均（３７±１０．２）岁；肺实变６７例，男３２例，女３５例，年龄１９～８１

岁，平均（５０±１３．９）岁；支气管播散１７２例，男９８例，女７４例，

年龄１４～６９岁，平均（３６±１２．７）岁。每位患者按要求留取当

日即时痰、夜间痰、次日晨痰３份痰标本送检，共计７８０份，留

痰前的健康教育由检验人员采用示范法［３］指导患者留痰，即语

言加动作给患者示范漱口刷牙、轻咳弃去咽喉部异物、深吸气

猛咳等整个留痰过程。当日即时痰为患者就诊时深咳出的痰

液，次日晨痰为次日晨起后用力深咳出的痰液，夜间痰为当日

晚至次日晨在夜间深咳出的痰液。

１．１．２　研究组　收集泰安市结核病防治院、泰安市泰山区疾

病预防控制中心在２０１０年１～１２月初诊的活动性肺结核患

者，经临床、放射、检验医生会诊，挑选排菌可能性较大的肺结

核患者为研究对象，如肺空洞、肺实变、支气管播散等患者，诊

断标准见文献［２］。其中肺空洞２９例，男１６例，女１３例，年龄

１８～７０岁，平均（３９±１１．５）岁；肺实变８７例，男４８例，女３９

例，年龄２１～８７岁，平均（５２±１４．６）岁；支气管播散２４７例，男

１２９例，女１１８例，年龄１６～７３岁，平均（３６±１２．７）岁。每位

患者按要求留取当日即时痰、夜间痰、次日晨痰３份痰标本送

检，共计１０８９份。留痰方法同应用组。

１．２　实验方法　应用组与研究组实验方法完全相同。

１．２．１　模型涂片法　涂片时将洁净的玻片放入旋转式抗酸杆

菌涂片标准模型板玻片槽内，用折断的竹签茬端挑取痰标本的

脓样、干酪样、黏液样等可疑部分约０．０５～０．１ｍＬ，对照玻片

下面的标准膜，在玻片正面均匀涂抹成１０ｍｍ×２０ｍｍ椭圆

形痰膜。

１．２．３　染色镜检　染色在旋转式抗酸杆菌涂片标准模型板上

进行，往痰膜上加石碳酸复红溶液，加热至有蒸气出现，切不可

沸腾，染５ｍｉｎ，旋转９０°弃去复红染液并用水冲洗干净，加３％

的盐酸乙醇脱色至红色完全脱去，旋转９０°弃去盐酸乙醇并用

水冲洗干净，加亚甲蓝复染１ｍｉｎ，旋转９０°弃去亚甲蓝染液并

用水冲洗干净。干后油镜读片，读片时从左向右观察相邻的视

野，当玻片移动至痰膜一端时，纵向向下转换一个视野，然后从

右向左观察，依次类推。

１．２．４　结果判断　分级报告标准依据《中国结核病防治规划

实施工作指南（２００８年版）》
［４］。抗酸杆菌阴性：连续观察３００

个不同视野，未发现抗酸杆菌；报告抗酸杆菌菌数：１～８条抗

酸杆菌／３００视野；抗酸杆菌阳性（１＋）：３～９条抗酸杆菌／１００

视野；抗酸杆菌阳性（２＋）：１～９条抗酸杆菌／１０视野；抗酸杆

菌阳性（３＋）：１～９条抗酸杆菌／视野；抗酸杆菌阳性（４＋）：抗

酸杆菌大于或等于１０条／视野。

１．３　质量控制

１．３．１　室内质控　新配制染色剂用泰安市结核病防治中心制

备的已知结果的阳性和阴性质控片进行检测，质控片制备和染

色剂检测方法见文献［５］；报告阳性结果由３名实验室工作人

员同时确认，阴性结果由２名实验室工作人员同时阅片确认。

１．３．２　室间质控　应用组、研究组均由泰安市结核病防治中

心参比实验室盲法抽取痰涂片进行复检。应用组抽样方法：根

据样本量表确定抽取痰涂片５０张，抽样间距＝痰涂片总数

７８０／抽片数５０＝１６，查随机数字表确定第一张涂片序号为５，

在应用组７８０张痰涂片中，从第５号起，每间隔１６抽取１张涂

片，直到抽满５０张。研究组抽样方法：根据样本量表确定抽取

痰涂片８０张，抽样间距＝痰涂片总数１０８９／抽片数８０＝１４，

查随机数字表确定第一张涂片序号为３，在研究组１０８９张痰

涂片中，从第３号起，每间隔１４抽取１张涂片，直到抽满８０

张。

１．３．３　痰涂片质量控制标准　痰细胞数平均大于或等于１０

个／视野，痰膜大小１０ｍｍ×２０ｍｍ±５％，痰膜厚薄每视野平

均２～３层，痰膜脱落小于或等于１０％痰膜面积，染色背景着

色，痰膜呈均匀亮蓝色，无红色斑块。

１．３．４　阳性符合率和阴性符合率的计算公式　阳性符合率

（％）＝原始结果阳性数／复检结果阳性数×１００；阴性符合率

（％）＝原始结果阳性数／复检结果阳性数×１００。

１．４　统计学方法　模型涂片法应用组与研究组阳性检出率、

痰涂片制备和染色合格情况比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　痰标本的性状　应用组在送检的７８０份痰标本中，干酪

痰、脓痰、血痰、黏液痰等合格标本７２４份，占９２．８２％，唾液、

口水等不合格标本５６份，占７．１８％。研究组在送检的１０８９

份痰标本中，干酪痰、脓痰、血痰、黏液痰等合格标本１０３６份，

占９５．１３％，唾液、口水等不合格标本５３份，占４．８７％。应用

组、研究组痰标本性状见表１。

表１　应用组、研究组痰标本性状

标本性状
应用组

痰标本数（狀） 占有率（％）

研究组

痰标本数（狀） 占有率（％）

干酪痰 １４１ １８．０８ ２１５ １９．７４

脓痰 １８９ ２４．２３ ２４３ ２２．３１

血痰 ３８ ４．８７ ４６ ４．２３

黏液痰 ３５６ ４５．６４ ５３２ ４８．８５

唾液 ３６ ４．６２ ２６ ２．３９

口水 ２０ ２．５６ ２７ ２．４８

合计 ７８０ １００ １０８９ １００

２．２　应用组、研究组模型涂片法制作的痰涂片镜检结果　模

型涂片法制作的痰涂片应用组阳性检出率为２９．７４％（２３２／

７８０），研究组阳性检出率为３１．６８％（３４５／１０８９），应用组比研

究组阳性检出率低１．９４％，无统计学意义（χ
２＝０．７９９，犘＝

０．３７１），两组阳性检出率差异无统计学意义。应用组、研究组

应用模型涂片法制作的痰涂片镜检结果见表２。

表２　两种痰涂片方法的镜检结果（狀）

组别 阴性
阳性

１～８条 １＋ ２＋ ３＋ ４＋ 合计

应用组 ５４８ １８ ９６ ５０ ４１ ２７ ２３２

研究组 ７４４ ３９ １３１ ６３ ７１ ４１ ３４５

合计 １２９２ ５７ ２２７ １１３ １１２ ６８ ５７７

２．３　应用组、研究组模型涂片法痰涂片制备和染色情况　应

用组与研究组应用模型涂片法制作的痰涂片痰细胞、痰膜大

小、厚薄、染色、痰膜脱落５项质量指标合格率均较高，两组痰

涂片５项质量指标差异均无统计学意义（犘值均大于０．０５），

差异无统计学意义。不同质量指标应用组、研究组痰涂片制备

和染色结果比较见表３。

２．４　室间质控情况　泰安市结核病防治中心参比实验室盲法

抽取应用组模型涂片法制作的痰涂片５０张，复检结果为定性、
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分级准确，原始结果与复检结果阳性符合率１００．００％，阴性符

合率１００．００％，痰涂片质量符合国家标准。同时盲法抽取研

究组模型涂片法制作的痰涂片８０张，复检结果为定性、分级准

确，原始结果与复检结果阳性符合率１００．００％，阴性符合率

１００．００％，痰涂片质量符合国家标准。应用组、研究组模型涂

片法制作的痰涂片原始结果与复检结果对照情况见表４。

表３　不同质量指标应用组、研究组痰涂片

　　　制备和染色结果比较

质量指标
应用组（狀＝７８０）

合格（狀）合格率（％）

研究组（狀＝１０８９）

合格（狀）合格率（％）
χ
２值 犘值

痰细胞 ７３４ ９４．１０ １０２６ ９４．２１ ０．０１０ ０．９１９

大 小 ７７０ ９８．７２ １０７８ ９８．９９ ０．３０３ ０．５８２

厚 薄 ７４６ ９５．６４ １０４７ ９６．１４ ０．２９４ ０．５８８

染 色 ７３１ ９３．７２ １０２９ ９４．４９ ０．４９４ ０．４８２

脱 落 ７５８ ９７．１８ １０６１ ９７．４３ ０．１０９ ０．７４２

表４　应用组、研究组模型涂片法制作的痰涂片原始结果

　　　与复检结果对照情况（狀）

组别 结果 阳性 阴性
痰细

胞数

痰膜

大小

痰膜

厚薄

染色背景

着色

痰膜

脱落

应用组 原始结果 １４ ３６ ４７ ５０ ４８ ４７ ４９

复检结果 １４ ３６ ４８ ５０ ４９ ４７ ４９

研究组 原始结果 ２８ ５２ ７６ ８０ ７７ ７６ ７８

复检结果 ２８ ５２ ７７ ８０ ７８ ７６ ７８

　　（注：应用组、研究组模型涂片法制作的痰涂片初检与复检时，阳

性、阴性痰涂片张数，痰细胞数、痰膜大小、痰膜厚薄、染色背景着色、痰

膜脱落分别符合质量控制标准的痰涂片张数）

３　讨　　论

痰涂片检测抗酸杆菌操作简单，快速、价廉，特异性较高，

是最普及、最经济的方法，也是中小实验室和基层实验室的主

要检验方法。但是目前开展的目测涂片法制片质量和阳性检

出率低，这已是不争的事实，国内也有诸多相关报道［６］。要提

高痰涂片检测抗酸杆菌的阳性检出率，留取合格的痰标本是前

提，制作高质量的痰涂片是提高阳性检出率的关键［７］。从表１

可以看出，应用组、研究组分别留取了９２．８２％、９５．１３％的合

格痰标本，为提高阳性检出率打下了良好基础，在挑取痰标本

可疑部分０．０５～０．１ｍＬ的前提下，涂片时涂抹过大，可导致

痰膜过薄，痰细胞数量过少，镜检时观察相同数量的视野，就会

降低阳性检出率，反之，涂抹过小，导致痰膜过厚，继而引起染

色不均，痰膜脱落，镜检模糊不清，也会降低阳性检出率。如何

提高制片质量和阳性检出率，成为痰涂片检测抗酸杆菌亟待解

决的问题，应用组应用刘庆福等研发的痰模型涂片法检测抗酸

杆菌结果显示，模型涂片法可有效控制影响因素，提高制片质

量和阳性检出率。

３．１　模型涂片法提高了阳性检出率　从表２可以看出，应用

组、研究组模型涂片法阳性检出率分别为２９．７４％、３１．６８％，

均明显高于国内相关报道［８］。分析原因：一是为了评价模型涂

片法检测抗酸杆菌的应用价值，挑选了初诊的活动性肺结核患

者，即临床认为排菌可能性较大的肺结核患者为研究对象，这

应该是提高幅度过大的主要原因［９］。二是检验人员示范法指

导患者留取了合格的痰标本以及仔细挑取了可疑标本涂片；三

是模型涂片法提高了阳性检出率。应用组应用结果显示模型

涂片法有效控制了痰涂片检查抗酸杆菌的实验程序，提高了制

片质量，从而提高了阳性检出率。

３．２　模型涂片法实现了涂片标准化　模型涂片法是在挑取痰

标本一定量（０．０５～０．１ｍＬ）的前提下，对照玻片下面的标准

模（１０ｍｍ×２０ｍｍ）涂抹，控制了痰膜的面积，既然痰量、面积

都已固定，也就控制了痰膜厚薄，与此同时，由于痰膜厚薄适

宜，也就提高了染色效果，避免了痰膜脱落，提高了制片质量。

另外，可根据工作量大小制作数量不等的痰膜模型，在旋转式

抗酸杆菌涂片标准模型板上染色，通过染色板旋转，实现了水

洗同步，避免了痰片之间染色时间上的差异，大大提高了工作

效率和染色效果［１０］。

从表３可以看出，应用组与研究组应用模型涂片法制作的

痰涂片痰细胞、痰膜大小、厚薄、染色、痰膜脱落５项质量指标

合格率均基本一致，两者差异无统计学意义，说明该方法重复

性好，精密度高，减少了人为误差，实现了涂片标准化。

３．３　模型涂片法制作的痰涂片符合国家标准　痰涂片室间质

控最重要的意义是保证检验质量的准确可靠。从表４可以看

出，盲法抽取应用组与研究组应用模型涂片法制作的痰涂片，

原始结果与复检结果的阳性、阴性和痰涂片５项质量指标都具

有很高的符合率，各项指标均符合国家标准，说明模型涂片法

的检测结果是准确可靠的。

总之，痰模型涂片法检测抗酸杆菌，实现了涂片标准化，提

高了制片质量和阳性检出率，灵敏度高，重复性好，实用性强，

简单易行，特别适合于基层实验室应用。
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