
实验室诊断技术研究专题·临床探讨 DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2020.18.006
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  摘 要:目的 评价环介导等温扩增技术(LAMP)在肺结核诊断中的应用价值。方法 选取2016年1月

至2019年1月于长治市人民医院就诊的295例可疑肺结核患者为研究对象,所有病例均送痰标本进行LAMP
检测和涂片抗酸染色,分别计算LAMP及涂片抗酸染色法的阳性检出率、阳性预测值、阴性预测值等,并进行

统计学分析。结果 295例患者中,临床诊断肺结核180例,非肺结核115例,LAMP和涂片抗酸染色法的灵敏

度分别为83%、28%。与涂片抗酸染色法比较,LAMP的灵敏度明显高于涂片抗酸染色法。结论 LAMP具

有较高的特异度和灵敏度,对肺结核尤其是痰涂片阴性的肺结核有很好的临床诊断价值和应用前景。
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  由结核分枝杆菌感染引起的结核病是目前流行最

广的传染性疾病,全球每年新发结核病患者800万~
1

 

000万例,死于结核病的人数高达180万例。所以,如
何快速进行临床诊断是结核病防控的关键所在。传统

的检测技术灵敏度较差,阳性检出率低,容易漏诊。
结核分枝杆菌培养是诊断结核病最为直接和可靠的

依据,但是培养周期长,不利于结核病的及时诊断和

治疗。NOTOMI等[1]于2000年提出了环介导等温

扩增技术(LAMP),这是一种新的核酸扩增技术,在
恒温条件下即可快速完成核酸的扩增,而且无需购置

昂贵的核酸扩增仪,操作过程简单,不容易污染,近年

来已得到广泛的应用。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2016年1月至2019年1月在

本院感染性疾病科就诊的295例疑似结核病患者为

研究对象,其中男190例,女105例。
1.2 仪器与试剂 显微镜(日本奥林巴斯);低温高

速离心机(上海安亭飞鸽牌);生物安全柜(上海复兴

医学科技有限公司);PCR扩增仪(日本荣研);抗酸染

色试剂(珠海贝索生物制剂公司);LAMP试剂(日本

荣研,批号:96002)。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 嘱患者清晨漱口,咳深部痰于一

次性无菌杯中立即送检,每人送检2份或3份痰液标

本,随机抽取一份,共295份痰标本,进行涂片抗酸染

色并做LAMP试验,对试验结果进行分析和比对。
1.3.2 痰涂片抗酸染色 涂片、染色、显微镜检查操

作参照《中国结核病防治规划·痰涂片镜检标准化操

作及质量保证手册》进行。结核分枝杆菌涂片抗酸染

色镜检报告方式:至少检查300个视野未发现抗酸菌

(-),1~2个抗酸菌/300个视野为±,1~9个抗酸

菌/100个视野为+,1~9个抗酸菌/10个视野为+
+,1~9个抗酸菌/视野为+++,>9个抗酸菌/视

野为++++。
1.3.3 LAMP试验

1.3.3.1 DNA提取 试剂盒通过对标本中所含的

细菌进行破碎处理,使其所含的核酸游离到溶液中,
并将得到的溶液与吸附剂试剂管中的多孔介质混合,
把标本中所含的阻碍核酸扩增反应的物质去除,再通

过滴注盖薄膜滤器,使核酸溶液被提取出来。
1.3.3.2 LAMP扩增 确认恒温荧光核酸扩增仪温

度已达到67
 

℃,将反应试管放入扩增仪中,开始进行

扩增反应,反应时间为40
 

min[2]。
1.3.3.3 结果判读 扩增反应结束后,将反应试管

放在LF-160荧光目视检测装置上,从反应试管的侧

面进行观察;在确认阳性对照发出绿色荧光,阴性对

照没有发出荧光后,对所检测标本进行判定,发出绿

色荧光者为阳性,未发出荧光者为阴性。
1.3.4 肺结核诊断原则 肺结核的诊断是以病原学

(包括细菌学、分子生物学)检查为主,结合流行病史、
临床表现、胸部影像、相关的辅助检查及鉴别诊断等,
进行综合分析作出诊断,以病原学、病理学结果作为

确诊依据。
1.4 统计学处理 采用SPSS18.0软件进行统计学

分析,以临床诊断结果为标准,比较痰涂片抗酸染色

镜检法和LAMP的检测效能,计算灵敏度和特异度,
率的比较采用χ2 检验,以P<0.05为差异有统计学

意义。各检测方法与临床诊断结果的一致性评价采

用Kappa检验,Kappa值≤0.40时,两者一致性差;
Kappa值>0.40~<0.75时,两者中度一致;Kappa
值≥0.75时,两者一致性较高。
2 结  果

2.1 2种方法对结核分枝杆菌的阳性检出率比较 
在295例研究对象中,LAMP的阳性检出率为51%
(150/295),显著高于痰涂片抗酸染色法的17%(51/
295),差异有统计学意义(χ2=23.65,P<0.001)。
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2.2 2种方法对结核分枝杆菌的检测效能评价 在

本院感染性疾病科就诊的295例疑似结核病患者中,
临床诊断肺结核的患者为180例,非肺结核患者为

115例。以临床诊断为标准,痰涂片抗酸染色法灵敏

度为28%(50/180),特异度为99%(114/115),阳性

预测值为98%(50/51),阴性预测值为53%(114/
214),Kappa值为0.17;LAMP检测灵敏度为83%
(149/180),特异度为99%(114/115),阳性预测值为

99%(149/150),阴性预测值为79%(114/145),Kappa
值为0.70。LAMP检测的灵敏度显著高于痰涂片抗酸

染色法,差异有统计学意义(χ2=12.31,P<0.001)。
2.3 LAMP在痰涂片抗酸染色阴性标本中检测结核

分枝杆菌的效能评价 以临床诊断结果为标准,在244
例痰涂片抗酸染色阴性的标本中,LAMP的阳性检出

率为40%,灵敏度为77%,特异度为99%,Kappa值为

0.90。
3 讨  论

目前,我国结核病防控形势严峻,提高结核病的

诊断及治疗能力,对结核病的防治工作具有重要意

义。传统的检测方法,虽然成本较低,但是灵敏度较

低、特异性较差,检测周期长、检出率低,这些都限制

了其诊断效能。LAMP作为一种快速分子检测方法

初步应用于本省各级结核病实验室,这对于提高本省

的肺结核患者病原学阳性检出率具有重要意义[3]。
本研究结果显示:以临床诊断为标准,LAMP的

阳性检出率为51%,明显高于痰涂片抗酸染色法的

17%,LAMP诊断肺结核的灵敏度(83%)显著高于痰

涂片抗酸染色法(28%),这与国内外研究结果一致。
痰涂片抗酸染色主要是以典型的杆状形态为病原学

报告依据,因为环境和个体差异等因素影响,结核分

枝杆菌形态呈现多样化,球状、短杆状、丝状、细胞壁

缺陷的L型等,除了形态多样化,检验人员的识别能

力,阅片的时间和范围,染片的质量等等都会影响结

果的判读,故可能出现假阴性的情况,灵敏度较低[4]。
有文献报道痰标本的细菌载量在5

 

000~10
 

000/mL
时,涂片镜检才会报告阳性[5]。LAMP具有许多优

点,使用高效的DNA聚合酶和2对引物,识别靶基因

的6个不同区域,特异性强,灵敏度高,检测时间短,
无需昂贵的核酸扩增仪和检测设备,在等温条件下即

可完成扩增反应[6-8],产物易检测,同时整个反应始终

在密闭的环境进行,仪器自动判断结果,实验室交叉

污染风险低,适用于基层医院结核病的诊断[9]。
以临床诊断为标准,LAMP与临床诊断结果中度

一致(Kappa值=0.70),痰涂片抗酸染色与临床诊断

结果一致性差(Kappa值=0.17),由此可见,LAMP
对结核病的诊断有着重要的意义。本研究表明,在痰

涂片抗酸染色阴性的244例患者中,LAMP检测的灵

敏度和特异度分别是77%、99%,与临床诊断结果相

比,一致性较高(Kappa值=0.90),在痰涂片抗酸染

色阴性的患者中阳性检出率达40%,比国内报道

LAMP对痰涂片抗酸染色阴性标本的阳性检出率在

20%~30%的结果略高,以上数据提示LAMP对于

检测痰涂片抗酸染色阴性标本肺结核患者也具有一

定的技术优势[10]。
综上所述,在诊断肺结核时,LAMP具有较高的

应用价值,阳性检出率和灵敏度均明显高于痰涂片抗

酸染色,尤其在痰涂片抗酸染色阴性的结核病诊断中

有较高的临床应用价值。但本研究具有标本来源单

一、样本量少等局限性,可能在一定程度上对研究结

果造成影响,在评估LAMP试验的临床应用价值时,
还需增加样本数量并进一步研究。多种检测方法联

合应用降低漏检率和误诊率,才能有效诊断结核病。
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