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血性心肌细胞犤 ９ － １０ 犦。
血液流变学主要是针对血液黏滞性、凝固性的研

究，是评估患者疾病发展程度的重要参数，该指标如果
发生异常会加重细胞组织缺氧缺血，导致红细胞膜功能
障碍进一步加重，从而损伤组织细胞。心肌细胞缺血缺
氧可抑制ＮＯ释放，同时使冠状动脉进一步痉挛，加重
心肌受损。因此，ＮＯ含量可一定程度反映心肌受损程
度。ＭＤＡ是大量的氧自由基造成脂质过氧化损伤的产
物，可抑制前列环素合成酶活性，使血管收缩，加重心肌
损伤。血清中ＦＦＡ的含量与脂代谢、糖代谢、内分泌功
能有关，心肌缺血使 ＦＦＡ含量异常增加，会进一步加重
其缺血程度。本研究结果表明，三七总皂苷可显著减少
心肌缺血模型大鼠血清中ＭＤＡ，ＦＦＡ，ＮＯ含量，显著降
低血小板黏附率和红细胞比容水平，减少血液中纤维
蛋白原的含量。但本研究由于样本量较少，且仅限于血
清生化学和血液流变学指标，结果可能存在一定片面
性，后期还需增大样本量，同时在基因和蛋白水平层面
进行深入研究，为三七总皂苷的临床应用提供更有力
的依据。

综上所述，三七总皂苷对心肌缺血模型大鼠的血清
生化学和血液流变学指标有一定改善作用，其机制可能
与抗氧化和改善血液质量有关。
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线性探针技术检测肺结核患者耐药情况临床评价

侯 婧，韩 ，张 艳，孟 婧
（安徽省胸科医院，安徽合肥２３００２２）

摘要：目的评价线性探针（ＨＡＩＮ）技术用于临床抗结核治疗的价值。方法收集２５１例痰抗酸杆菌涂片阳性肺结核患者的痰标本，
以罗氏培养及药敏试验为“金标准”，采用ＨＡＩＮ技术检测异烟肼及利福平的耐药情况。结果ＨＡＩＮ技术对男性涂阳患者利福平
（χ２ ＝ ０． ６３４，Ｐ ＝ ０． ４２６）和异烟肼（χ２ ＝ ０． ９５１，Ｐ ＝ ０． ３２９）的耐药检测，对女性涂阳患者利福平（χ２ ＝ ０． １７４，Ｐ ＝ ０． ６７６）和异烟肼
（χ２ ＝ ２． ７９１，Ｐ ＝ ０． ０９５）的耐药检测，以及全部涂阳患者利福平（χ２ ＝ ０． ８０６，Ｐ ＝ ０． ３６９）和异烟肼（χ２ ＝ ０． ０１２，Ｐ ＝ ０． ９１４）的耐药性检测
效果与“金标准”比较，差异均无统计学意义牗 Ｐ ＞ ０． ０５ 牘。ＨＡＩＮ技术对利福平和异烟肼耐药检测的灵敏度分别为８７． ６９％和５７． ７３％，
特异度分别为９０． ８６％和８７． ２４％。结论ＨＡＩＮ技术能用于快速、准确地诊断利福平和异烟肼的耐药性，可作为辅助检测手段用于临床
结核病尤其是耐药结核病的诊治。
关键词：线性探针；利福平；异烟肼；耐药性检测；实验诊断
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利福平（罗氏法） 异烟肼（罗氏法）

耐药
敏感
合计

耐药
５７
８
６５

敏感
１７
１６９
１８６

耐药
２９
２６
５５

敏感
２５
１７１
１９６
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ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ（χ２ ＝ ０． ６３４，Ｐ ＝ ０． ４２６） ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ（χ２ ＝ ０． ９５１，Ｐ ＝ ０． ３２９） ｉｎ ｍａｌｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｍｅａｒ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ｉｎ
ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ（χ２ ＝ ０． １７４，Ｐ ＝ ０． ６７６）ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ（χ２ ＝ ２． ７９１，Ｐ ＝ ０． ０９５） ｉｎ ｆｅｍａｌｅ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｓｍｅａｒ －
ｐｏｓｉｔｉｖｅ，ａｎｄ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ（χ２ ＝ ０． ８０６，Ｐ ＝ ０． ３６９） ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ（χ２ ＝ ０． ０１２，Ｐ ＝ ０． ９１４） ｉｎ ａｌｌ ｐａｔｉｅｎｔｓ
ｗｉｔｈ ｓｍｅａｒ － ｐｏｓｉｔｉｖｅ（Ｐ ＞ ０． ０５）． Ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ＨＡＩＮ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｗｅｒｅ
８７． ６９％，５７． ７３％ ａｎｄ ９０． ８６％ ａｎｄ ８７． ２４％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＨＡＩＮ ｔｅｓｔ ｃａｎ ｑｕｉｃｋｌｙ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｉａｇｎｏｓｅ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ
ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ，ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ａｓ ａｎ ａｕｘｉｌｉａｒｙ ｔｅｓｔ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ａｎｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｆ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ｅｓｐｅｃｉａｌｌｙ
ｄｒｕｇ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ．
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表２ ＨＡＩＮ法与罗氏法药敏试验结果比较（例，ｎ ＝ ２５１）

ＨＡＩＮ法

表１ ＨＡＩＮ法与罗氏法耐药性检测结果比较犤例（％）犦
利福平耐药 异烟肼耐药检测方法

ＨＡＩＮ法
罗氏法
χ２值
Ｐ值

男性
５８（３１． ０２）
５１（２７． ２７）
０． ６３４
０． ４２６

女性
１６（２５． ００）
１４（２１． ８８）
０． １７４
０． ６７６

合计
７４（２９． ４８）
６５（２５． ９０）
０． ８０６
０． ３６９

男性
４０（２１． ３９）
４８（２５． ６７）
０． ９５１
０． ３２９

女性
１４（２１． ８８）
７（１０． ９４）
２． ７９１
０． ０９５

合计
５４（２１． ５１）
５５（２１． ９１）
０． ０１２
０． ９１４

耐药肺结核患者的治疗周期长、治疗成本高、治愈
率低，该病患者的增多犤 １ 犦，进一步增大了传播概率，也加
重了社会的经济负担。然而，传统的罗氏培养法培养结
核分支杆菌需要 ８周犤 ２ 犦，进一步进行药物敏感性试验
牗简称药敏试验牘诊断约需３个月，无法满足及时诊断和
早期合理用药的需要 犤 ３ 犦。线性探针（ＨＡＩＮ）技术通过对
耐药相关基因的ＰＣＲ扩增和反向杂交，对利福平的耐
药基因ｒｐｏＢ和异烟肼的耐药基因ＫａｔＧ及ｉｎｈＡ进行检
测，从而可判断结核分枝杆菌对利福平、异烟肼的耐药
性，并能在２４ ｈ内上报结果，已被世界卫生组织（ＷＨＯ）
推荐为一线抗结核药药敏试验的“金标准”犤 ４ 犦。本研究中
以结核分枝杆菌的罗氏培养和绝对浓度药敏法为“金标
准”，对ＨＡＩＮ技术检测利福平和异烟肼耐药性的效果
进行评价，从而评估ＨＡＩＮ技术用于抗结核治疗的临床
价值。现报道如下。
１ 资料与方法
１． １ 一般资料

选取我院２０１６年１月至６月痰抗酸杆菌涂片阳性
的住院患者 ２５１例，年龄１５ ～ ８５岁，平均（４７． ６７ ±
１８． ３３）岁；男１８７例（７４． ５０％ ），平均年龄（５０． １７ ±
１７． ３２）岁；女６４ 例（２５． ５０％ ），平均年龄（４０． ３９ ±
１９． ４０）岁。
１． ２ 试剂及仪器

罗氏培养与药敏试验使用珠海贝索生物技术有限
公司固体罗氏培养基，结核分枝杆菌抗原采用杭州创新
生物检控技术有限公司试剂盒检测，并应用 Ｈａｉｅｒ公司
ＨＲ５０ －ⅡＡ２生物安全柜试验。扩增及杂交选用德国
Ｈａｉｎ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ公司的ＧｅｎｅＴｙｐｅＭＴＢＤＲ － Ｐｌｕｓ １． ０ Ｋｉｔ
试剂盒。ＤＮＡ杂交仪选用梅里埃公司的ＧＴ － Ｂｌｏｔ ４８全
自动微生物检测系统。严格按照试剂盒及相关仪器配套
说明书进行操作。
１． ３ 方法

患者晨起立即用清水漱口，采集其漱口后深咳出的
脓样、干酪样或脓性黏液样性质的痰液标本２份，一份采

用罗氏培养及药敏试验检测，一份应用ＨＡＩＮ技术检测。
传统罗氏培养及药敏试验：痰标本经２倍于标本量

的消化液（４％氢氧化钠）进行前处理，然后接种到酸性
罗氏培养基培养。用接种环取一环培养基上的菌落，研
磨后与标准麦氏管比对，制成质量浓度为１ ｇ ／ Ｌ的菌悬
液，梯度稀释为１０ － ２ ｇ ／ Ｌ和１０ － ４ ｇ ／ Ｌ，分别接种含异烟
肼（０． １ μｇ ／ ｍＬ）和利福平（０． ２ μｇ ／ ｍＬ）的药敏试验培养
基，放入细菌培养箱中，３７ ℃培养６ ～ ８周，观察结果。

ＨＡＩＮ技术检测：利用超声波水浴破坏细菌，提取
ＤＮＡ；应用热启动Ｔａｑ酶扩增目的ＤＮＡ片段；将ＰＣＲ
扩增产物与试纸条上固定的探针进行杂交显色；利用酶
显色反应对结果进行判读。以罗氏培养和药敏试验作为
“金标准”，检测ＨＡＩＮ技术下药物的耐药程度、敏感程
度分别计算其敏感度、特异度。
１． ４ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ １３． ０统计学软件分析，耐药率比较采用
χ２检验。Ｐ ＜ ０． ０５为差异有统计学意义。
２ 结果

结果见表１至表２。以罗氏法为标准，ＨＡＩＮ技术对
利福平及异烟肼耐药检测的灵敏度分别为８７． ６９％和
５２． ７３％，特异度分别为９０． ８６％和８７． ２４％。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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３ 讨论
耐多药（同时对利福平和异烟肼耐药）结核病具有

诊断难、治疗难、传播风险大的特点，是我国当前结核病
控制的重点和难点。早期诊断可尽早控制耐药结核病的
传播，同时能及时给予合理、有效的抗结核治疗。传统的
罗氏培养法检测结核分枝杆菌的药物敏感性耗时长、工
作量大，且在耐药性检测期间，只能根据经验应用抗结
核药物，可能导致实施不合理的抗结核治疗方案。显然，
寻找快速检测结核分枝杆菌耐药性的方法已成为耐药
结核病控制的关键环节犤 ５ 犦。基因型方法在检测速度、操
作标准化、潜在高通量及较低的生物安全条件等方面具
有较大优势，更适于大规模检测耐药结核犤 ６ 犦。ＨＡＩＮ技术
能通过进行反向探针杂交技术快速检测样本中的结核
分枝杆菌复合群（ＭＴＢＣ），并通过同时检测ｒｐｏＢ，ｋａｔＧ，
ｉｎｈＡ ３种基因，可在较短时间内检测利福平和异烟肼的
耐药性，近几年已在全世界广泛应用 犤 ７ － ９ 犦，该检测整个
周期仅为２４ ｈ，能快速得到耐药性结果，确保更多结核
病患者能得到快速、准确的诊断和治疗犤 １０ 犦。

本研究中采用 ＨＡＩＮ技术对不同性别及全部痰抗
酸杆菌涂片阳性肺结核患者利福平、异烟肼的耐药性进
行检测并与罗氏培养及药敏试验“金标准”进行比较，差
异均无统计学意义（Ｐ ＞ ０． ０５），说明２种检测方法具有
较好的一致性。但本研究中ＨＡＩＮ技术检测利福平、异
烟肼耐药的敏感度及特异度均低于屈亚虹等犤 １１ 犦、李强
等犤 １２ 犦报道的结果。究其原因，一方面，本研究中采用的是
痰标本直接检测，而其他研究多采用实验室分离菌株进行
检测；另一方面，本研究中纳入样本数量较少，结果可能存
在一定的选择偏倚；此外，分子生物学技术对标本质量的
要求较高，样本中结核分枝杆菌数目较少或样本中存在抑
制ＤＮＡ扩增的物质等，均可能影响检测效果犤１３犦。

本研究中，少数患者利福平耐药检测结果与文献报
道不一致，考虑原因为存在ｒｐｏＢ以外的基因突变犤 １４ 犦，呈
假阴性；另外，部分结核菌株的ｒｐｏＢ基因突变位点为沉
默或无效基因，此类基因不表达或低表达犤１５犦，呈假阳性。

本研究中，ＨＡＩＮ技术对异烟肼耐药性检测的灵敏
度及特异度均明显低于利福平。考虑可能是由于结核菌
对利福平耐药仅由ｒｐｏＢ单基因突变引起，而ｋａｔＧ，
ｉｎｈＡ，ａｈｐＣ等多个基因突变均可导致异烟肼的耐药，
ＨＡＩＮ技术仅检测ｋａｔＧ和ｉｎｈＡ ２个基因判断异烟肼的

耐药性，对ａｈｐＣ
等其他可能导致
耐药的基因未进
行检测。有研究
表明，ａｈｐＣ突变

可导致自身基因表达增强，进而补偿ＫａｔＧ基因突变所
导致的过氧化氢－过氧化物酶的缺乏，异烟肼活化不受
影响，表型为敏感 犤 １６ 犦。ＨＡＩＮ技术检测的利福平耐药率
高于罗氏培养法，可能由于ＨＡＩＮ技术结果由肉眼直接
读出，会造成主观偏倚犤 １２ 犦，同时操作过程中可能造成污
染导致假阳性犤 １７ 犦。两种检测方法所得耐药率均高于国
内全国结核病耐药性基线调查结果（８． ３２％）犤 １８ 犦，考虑
可能是由于我院为安徽省的结核病诊疗中心，收住的复
治及重症肺结核患者较多，故耐药率较高。

综上所述，ＨＡＩＮ技术诊断的准确性、敏感度和特
异度均较高，且能用于快速判断利福平、异烟肼的耐药
性，可为早期发现耐多药肺结核提供诊断依据，具有较
大的临床意义。临床工作中在等待罗氏培养结果期间，
可以ＨＡＩＮ技术作为辅助检测手段，从而让患者尽早得
到合理、有效的抗结核治疗。
参考文献：
犤 １ 犦全国第五次结核病流行病学抽样调查技术指导组． ２０１０年
全国第五次结核病流行病学抽样调查报告犤Ｊ犦 ． 中国防痨杂志，
２０１２，３４（８）：４８５ － ５０８．

犤２ 犦 ＷＳ２８８ － ２０１７，肺结核诊断标准犤 Ｓ 犦 ．
犤３ 犦王小平，陆峰．应用线性探针技术（ＨＡＩＮ）对临床结核菌分离株
进行快速耐药性分析犤Ｊ犦．江苏预防医学，２０１６，２７（３）：２６５ －２６７．

犤４ 犦 ＬＥＮＧ ＸＦ，ＣＨＥＮ ＭＷ，ＸＩＡＮ Ｌ，ｅｔ ａｌ． Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍＲ
ＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＲＣＣ１，ＢＡＧ － １，ＢＲＣＡ１，ＲＲＭ１ ａｎｄ ＴＵＢＢ３
ｔｏ ｐｒｅｄｉｃｔ ｐｒｏｇｎｏｓｉｓ ｉｎ ｐａｔｉｅｎｔｓ ｗｉｔｈ ｎｏｎ － ｓｍａｌｌ ｃｅｌｌ ｌｕｎｇ ｃａｎｃｅｒ
ｗｈｏ ｒｅｃｅｉｖｅｄ ａｄｊｕｖａｎｔ ｃｈｅｍｏｔｈｅｒａｐｙ 犤 Ｊ 犦 ． Ｊ Ｅｘｐ Ｃｌｉｎ Ｃａｎｃｅｒ Ｒｅｓ，
２０１２，３１：２５．

犤５ 犦菅记涌，王嫩寒，易俊莉． ＭＴＢＤＲ ｐｌｕｓ方法快速检测北京地
区临床结核分枝杆菌分离株利福平和异烟肼耐药性效果评
价犤 Ｊ 犦 ． 中国防痨杂志，２０１０，３２（１０）：６１１ － ６１４．

犤６ 犦范齐文，郭建，张慧涨． Ｍ ／ ＸＤＲ － ＴＢ的快速分子检测和耐
药特征分析犤 Ｊ 犦 ． 中华微生物和免疫学杂志，２０１１，３１（１２）：
１１３３ － １１３７．

犤７ 犦 ＬＡＣＯＭＡ Ａ，ＧＡＲＣＩＡ － ＳＩＥＲＲＡ Ｎ，ＰＲＡＴ Ｃ，ｅｔ ａｌ． ＧｅｎｏＴｙｐｅ
ＭＴＢＤＲｐｌｕｓ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ ａｎｄ ｉｓｏｎｉ
ａｚｉｄ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ
ｓａｍｐｌｅｓ 犤 Ｊ 犦 ． Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００８，４６（１１）：３６６０ － ３６６７．

犤８ 犦 ＢＡＮＧ Ｄ，ＢＥＮＧＡＲＤ ＡＮＤＥＲＳＥＮ Ａ，ＴＨＯＭＳＥＮ ＶＯ． Ｒａｐｉｄ
ｇｅｎｏｔｙｐｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｎ － ａｎｄ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ － ｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｄｉｒｅｃｔｌｙ ｉｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｓｐｅｃｉｍｅｎｓ 犤 Ｊ 犦 ．
Ｊ Ｃｌｉｎ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００６，４４（７）：２６０５ － ２６０８．

犤９ 犦陆琛，马远征． 分子线性探针测定法在结核病诊断中的研
究进展犤 Ｊ 犦 ． 中国防痨杂志，２０１６，３８（３）：２１８ － ２２１．

犤１０ 犦 ＺＵＭＬＡ Ａ，ＧＥＯＲＧＥ Ａ，ＳＨＡＲＭＡ Ｖ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ＷＨＯ ２０１４
ｇｌｏｂａｌ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ｒｅｐｏｒｔ － ｆｕｒｔｈｅｒ ｔｏ ｇｏ犤Ｊ犦 ． Ｌａｎｃｅｔ Ｇｌｏｂ Ｈｅａｌｔｈ，
２０１５，３（１）：１０ － １２．

犤１１ 犦屈亚虹，李卫彬，振亚，等． ＭＴＢＤＲ ｐｌｕｓ线性探针技术快


