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　　中国结核病发病人数居世界第二位，是２２个结核病高负

担国家之一［１］。结核分枝杆菌检测是结核病防治的重点和难

点［２］，传统的检测方法如结核分枝杆菌培养法，虽然具有很高

的特异性和准确性，但同时存在检测周期长，阳性率低等缺点

而不能满足快速诊断的需要［３］。目前临床实验室关于结核菌

的诊断方法主要包括全自动培养法、免疫学方法、分子生物学

方法、基因芯片法等，本文将对以上结核分枝杆菌快速检测新

技术进行综述。

１　全自动培养系统

全自动培养系统已进入临床应用，如ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０

系统、ＢＡＣＴＥＣ９０００ＭＢ系统、ＥＳＰ培养系统ＩＩ和 ＭＢ／ＢａｃＴ

系统等。ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０系统具有高容量、安全、无交叉

污染、无放射性污染、自动存储数据等优点。与之相比，

ＢＡＣＴＥＣ９０００ＭＢ系统由于 ＭＢ系统含有较多培养基而使标

本稀释，因而使检出率大大降低。ＥＳＰⅡ培养系统检测耗时

长，假阳性率高［４］。与传统培养法比，全自动培养系统提高了

分枝杆菌的分离率，缩短了培养时间，但仍不能完全取代传统

培养法，标本在首次分离中可以与传统培养法联合使用，以提

高检出率。全自动培养系统具有无交叉污染，无放射性，连续

监测标本，准确的数据处理系统等优点，是快速、敏感、高效的

分离分枝杆菌的有效方法，但其仪器昂贵，成本高，短时间很难

大范围推广，特别是基层医疗单位更难以推广。

２　免疫学新方法

２．１　免疫金标技术　该技术是２０世纪８０年代中后期发展起

来的新型标记和检测技术。该技术以结核菌特异性外分泌蛋

白 ＭＰＢ６４为测定对象，操作简便，短时间获得结果。陈俊林

等［５］试验报道利用此法检测结果与传统菌种鉴定实验的结果

符合性很高，敏感度为９９．１％，特异度为１００％。陈奎霖
［６］应

用胶体金法检测结核抗体阳性率为８２．０％，涂片阳性率为３５．

６％；涂片阴性结核患者血清结核抗体阳性率７５．８％。胶体金

法检测结核病患者血清中的结核抗体阳性率明显高于涂片法

和培养法，尤其是在结核早期感染细菌量少或化疗后细菌变

异、死亡难于培养时效果更明显。检测结核抗体阳性率为８２．

０％与ＥＬＩＳＡ法检测结核抗体相关报道相一致。

胶体金法的优点是对结核分枝杆菌能进行快速的菌种鉴

定，与传统的菌种鉴定方法相比，优点是操作简单，检测周期

短，缺点是不能进一步区分结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌。

该实验具有快速（３ｍｉｎ）、敏感、特异、简便的实验要求，具有一

定的早期辅助诊断价值，对肺外结核也具有辅助诊断意义，利

于基层医疗单位应用［６］。

２．２　酶联免疫斑点试验　酶联免疫斑点技术（ＥＬＩＳＰＯＴ）可

以用来测定Ｔ细胞表面特异的早期分泌抗原６（ＥＳＡＴ６）和培

养滤出液蛋白１０（ＣＦＰ１０），从而提高了检测的敏感度和特异

度。其缺点为很难自动化，因而不适合作为实验室常规诊断方

法［７］。国外实验室已将ＥＬＩＳＰＯＴ作为常规检测结核病，尤其

是早期和潜伏结核感染检测方法之一，但国内该方面的研究应

用较少。该方法可以实现自动化，操作简单，检测结果更加客

观可靠。ＥＬＩＳＰＯＴ不仅具有检测敏感、特异、快速等优势，而

且还能对结核潜伏感染病例进行及时的检测。检测过程中仅

需３７℃体外培养箱、酶标仪等实验室常规设备，在大多数医疗

卫生机构中都可以进行，是一种值得推广的检测方法［８］。

基于同样原理的体外酶联免疫斑点技术（Ｔ．ＳＰＯＴ）的主

要优点是：（１）敏感度及特异度高，该方法能从６００００个分泌

干扰素（ＩＮＦ）的细胞中检测出单个细胞，只有结核分枝杆菌和
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极少数非结核分枝杆菌才会出现阳性反应，而ＢＣＧ及环境中

的多数非结核分枝杆菌却不分泌ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０蛋白，因

此本检测方法可区别ＢＣＧ接种后出现的阳性反应。（２）应用

范围广，在潜伏性结核感染、肺外结核、活动性肺结核和免疫抑

制的结核患者均能检测。（３）早期快速诊断，但 ＴＳＰＯＴ．ＴＢ

存在实验条件要求高，检测步骤繁琐，所需试剂和仪器昂贵等

缺点［７］。

２．３　干扰素释放试验　干扰素释放试验（ＩＧＲＡ）就是利用

ＭＴＢ抗原于可疑感染者全血或单个核细胞体外３７℃孵育过

夜，测定致敏Ｔ细胞受抗原刺激后ＩＦＮα释放水平，从而判断

是否有 ＭＴＢ感染。ＩＧＲＡ的刺激抗原通常分为特异 ＭＴＢ和

ＰＰＤ抗原两类。多项研究表明，ＭＴＢ特异抗原可区分活化感

染和潜伏感染以及判定疗效等。其中，ＭＰＢ６４抗原被发现只

存在于 ＭＴＢ培养滤液中，在ＢＣＧ培养滤液中缺乏。ＥＳＡＴ６

和ＣＦＰ１０基因仅存在于 ＭＴＢ中。ＩＧＲＡ除特异度较高外，还

具有结果客观，２４～４８ｈ可完成检测，不会激发记忆性免疫反

应等优点，但其最大的缺点是价格贵，短时间内难以普遍推

广［９］。

３　分子生物学方法

３．１　核酸探针检测法　迄今为止，ＤＮＡ探针直接检测临床标

本的敏感度并不理想，多数探针只能检出１０６ＣＦＵ／Ｌ以上的

标本，需依赖培养扩增，因此其临床应用受到了很大的限制。

有研究显示，ＤＮＡ探针直接检测ＴＢ患者痰标本的阳性率为

２２．２％，低于涂片抗酸染色检查。近年来，在基因探针的基础

上研发了一种荧光染料标记肽核酸（ＰＮＡ）的原位杂交方法，

可直接用于临床标本的检测［１０］。有学者在实验中与探针杂交

的靶序列选择多拷贝的ＩＳ６１１０插入序列，比单拷贝的靶基因

更容易检出，其显色方法应用了化学发光法，由此提高了核酸

探针检测的敏感度。而且该检测方法具有操作简便、结果直观

易判定等特点，适用于常规结核分枝杆菌检测［１１］。

３．２　ＰＣＲ检测法　有研究显示ＰＣＲ扩增结核分枝杆菌ＤＮＡ

应用于结核病诊断的准确性为９８．８％，特异度为１００．０％，敏

感度为７４．１％，且其敏感度明显高于培养法（４３．９％）与涂片

法（２４．９％），而且ＰＣＲ检测结核分枝杆菌ＤＮＡ仅需６～８ｈ。

另外，ＰＣＲ检测不但可以扩增能着色的活菌，还可以扩增已死

亡的、但ＤＮＡ尚未降解的细菌
［１２］。然而该技术存在假阴性，

假阳性和污染等问题，随着ＰＣＲ技术的不断改进和完善，新的

ＰＣＲ及其衍生技术不断建立，在一定程度上提高了ＰＣＲ方法

的敏感度和特异度［１１］。

３．３　基因芯片检测　有试验结果显示基因芯片法的特异度为

１００．０％，明显高于金标法（ＤＩＣＡ）法和结核菌素纯蛋白衍生物

皮试（ＰＰＤ）法。敏感度方面基因芯片法灵敏度为８１．６％，明

显高于其他方法。其试验中使用的基因芯片集芯片技术与

ＰＣＲ技术为一体，具有较好的灵敏度和特异度，而且芯片背景

干净清晰，能特异性地鉴别１７种结核分枝杆菌，检测过程仅需

６ｈ即可完成，有效解决了传统基因芯片应用过程中，需要大

型检测设备、不便于临床推广应用的瓶颈问题，是一种可靠的

新型结核分枝杆菌检测技术［１３］。

另外，同属基因芯片范畴的蛋白芯片也有着广泛的应用。

杨新军和樊宇［１４］利用微数组技术将纯化的结核分枝杆菌脂阿

拉伯甘露糖（ＬＡＭ）、基因工程生产并纯化的结核分枝杆菌蛋

白１６×１０３ 和３８×１０３ 三种抗原固定在同一膜上，以免疫金为

标记物在膜上直接显色，通过芯片识别和分析。其研究结果显

示结核分枝杆菌蛋白芯片检测肺结核有较高的灵敏度和特异

度，误诊率和漏诊率较低，是结核病辅助诊断的好方法，值得推

广。崔鲂等［１５］首先将检测菌的ＤＮＡ提取出来，对样品中的靶

基因进行扩增和荧光标记，将扩增并荧光标记的基因与芯片上

的探针进行杂交反应，最后芯片扫描成像，用配套软件进行判

读，可在６ｈ内得出鉴定结果。其试验结果具有良好的特异度

和灵敏度。张立群等［１６］利用痰液、骨脓、胸腹水、脑脊液等标

本的研究发现标本灭活后的液化对检出率有一定的影响，液化

对提高检出率和检测结果的准确性至关重要。而ＰＣＲ扩增对

保证结核分枝杆菌的检出尤为重要，经过ＰＣＲ扩增后，即使原

标本的结核分枝杆菌含量极其微小，也能够用基因芯片法检

出。

４　结　　语

综上所述，结核分枝杆菌感染诊断方法很多，但各有利弊。

全自动培养系统仪器昂贵，成本高，检测周期相对较长。ＰＣＲ

技术及基因诊断方法作为临床诊断需要特殊的仪器设备，技术

相对复杂，对实验条件和操作人员的要求较高，短期很难大范

围推广。相信新的实验诊断技术会不断出现，正在研究和应用

的免疫学和基因芯片诊断技术将会克服现有不足，在灵敏度、

特异度、简便、快速、标准化等方面满足结核分枝杆菌快速准确

诊断的需求。作为医学检验工作者要充分掌握新知识、新技

术，在实践中灵活运用，优势互补，找到准确度高、特异性好、敏

感度高、简便快捷、经济的结核分枝杆菌检测新方法。
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