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结核高负担地区结核分枝杆菌快速诊断方法的研究进展
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　　人类患结核病的历史悠久，１８世纪科学家分离出结核分

枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ），随后抗结核药物

的使用使结核病得到有效控制。但２０世纪８０年代后期，世界

结核病疫情又开始回升，且日趋严重。根据最新统计，目前全

球每年约新增８７０万人感染活动性结核菌［１３％的患者同时感

染人类免疫缺陷病毒（ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓ，ＨＩＶ）］；

每年约有１４０万人死于结核病。在结核病患病率增高的同时，

多重耐药也成为抗结核治疗的一大难题。至２０１１年，全球共

报道３１万多重耐药结核病病例。其中有６０％以上发生在中

国、印度、南非等发展中国家［１２］。实现早期结核病治疗的基础

是早期快速诊断，结核病的确诊主要依据细菌学检测。目前实

验室对结核病诊断时间较长，这成为这些结核高负担国家结核

病控制的瓶颈之一，因此，快速、准确、灵敏、价格低廉的结核病

实验室诊断方法对结核病控制有着极为重要的意义。以下将

从直接诊断和间接诊断两方面简要介绍近几年结核病高负担

地区结核病实验室快速诊断的发展情况。

１　ＭＴＢ的染色涂片检测

目前在结核病高负担国家，采用萋尼抗酸染色，通过普通

光学显微镜直接检测（镜检）痰标本中的 ＭＴＢ，具有操作简单、

染液成本低、对显微镜要求低等特点，是诊断肺结核的常规方

法之一。但普通抗酸染色敏感性不高，这一直困扰基层结核病

防治工作者［３４］。荧光（金铵 Ｏ）染色的操作较抗酸染色更简

便，且敏感性大幅提高，为结核涂片镜检的发展提供了新的方

向，但由于荧光显微镜价格昂贵，限制了金铵Ｏ染色的应用。

随着发光二极管（ｌｉｇｈｔｅｍｉｔｔｉｎｇｄｉｏｄｅ，ＬＥＤ）技术的快速发展，

ＬＥＤ显微镜被用于痰涂片的 ＭＴＢ检测。有研究表明，该法的

敏感性较普通抗酸染色提高１０％以上
［５］，且ＬＥＤ光线稳定、

价格低、寿命长、不产生紫外线和热量，无需暗室观察及其他特

殊设备，具有较大的实用价值［６］，但其阳性率较低，仍需结合其

他检测方法进一步确证。标本预处理的改进对提高结核病患

者的检出率有重要的意义，如免疫磁珠捕获法可通过磁珠及特

异性结核抗体吸附 ＭＴＢ，从而提高痰涂片阴性的结核病诊断

效率，该法还具有特异性高、敏感性强的特点，无需昂贵的仪器

设备，适合基层检验机构使用［７］。

２　ＭＴＢ的快速培养

ＭＴＢ的分离培养作为结核诊断的“金标准”在临床中应用

广泛，但使用传统改良罗氏固体培养基培养操作繁琐、费时，影

响因素多，不能满足快速诊断的要求；而液体培养技术简便、快

捷、商业化程度较高，弥补了这些缺 陷。据 报 道 全 自 动

ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０培养系统（美国ＢＤ公司）、ＢａｃＴ／Ａｌｅｎ３Ｄ

全自动血培养仪（法国生物梅里埃公司）等依赖一种氧敏感荧

光化合物检测 ＭＴＢ的生长，无放射性污染，可将敏感性提升

至８８％，若同时用痰涂片检测 ＭＴＢ，可提高至９２％。液体培

养在提高检出率的同时，对微生物敏感性试验的报告时间比传

统培养基缩短１０ｄ以上，且具有更高的阳性检出率
［８］。目前，

ＷＨＯ已推荐在部分地区（主要为低收入国家）实行液体培养

基技术。

除此之外，目前还可将 ＭＰＴ６４的分泌作为 ＭＴＢ的生长

指标，通过采用商品化试纸检测液体培养基中的 ＭＰＴ６４间接

检测 ＭＴＢ
［９］。该方法具有高敏感性、高专一性，但其易被污

染的缺点有待改进。

对于多药耐药结核病（ｍｕｌｔｉｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，

ＭＤＲＴＢ）、广泛耐药结核病（ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒ

ｃｕｌｏｓｉｓ，ＸＤＲＴＢ）的检测，可用倒置显微镜观察薄层琼脂法，成

本较低，在１０ｄ内观察生长情况的同时，还可根据特定的杆状

表型初步鉴别 ＭＴＢ；与其他液体培养基比较，降低了潜在气溶

胶的危险性，为医用资源有限、不能应用复杂技术的国家提供

了一种合适的方法［１０］。

３　ＭＴＢ的分子生物学检测

对 ＭＴＢ核酸的检测已在文献中广泛报道，主要分为２

类。一类以聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＰＣＲ）扩

增技术为基础，检测靶标为ＤＮＡ的核酸检测技术。Ｍｅｔａ分析

显示，ＰＣＲ技术将总敏感性和总特异性分别提升至８５％和

９７％，但这些研究结果的差异较大，提示不同地区的ＰＣＲ仪器

及技术水平影响较大［１１］。

近几年，通过引物设计的发展和多重ＰＣＲ检测方法的改

进，出现了一些自动化程度高且操作简单的ＰＣＲ产物检测技

术平台，提高了ＰＣＲ检测试剂的商业化程度，也降低了结果的

差异性。如ＬｕｍｉｎｅｘｘＭＡＰ技术的新型生物芯片技术平台，

该平台主要利用液相芯片技术（又称为微球体悬浮芯片），是最

早通过美国食品和药物管理局（ｆｏｏｄａｎｄｄｒｕｇａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ，

ＦＤＡ）认证的可用于临床诊断的生物芯片技术，与同类型固体

芯片技术比较，具有操作简单、成本低、杂交快、应用灵活等优

点。研究表明，该法的检测周期为２ｈ，还可同时检测其他呼吸

道传染病。但其作为开放平台，在提高仪器利用率的同时，也

易造成污染［１２］。此外，Ｂｅｒｇｖａｌ等
［１３］报道的多重连接探针扩增

技术（ｍｕｌｔｉｐｌｅｘｌｉｇａｔｉｏｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐｒｏｂｅａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＭＬＰＡ）

也已被应用于肺结核及肺外结核的诊断，该法针对待检ＤＮＡ
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片段进行定性和半定量分析，在检测中通过连接反应确保结果

的高度特异性，从而鉴定 ＭＴＢ的感染，并获得准确的 ＭＴＢ分

型，筛查潜在的耐药菌株。分子信标（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｂｅａｃｏｎ，ＭＢ）

是基于ＰＣＲ技术的快速耐药检测技术，在近几年的结核诊断

领域发展迅速，其原理是两端分别共价结合含荧光基团和猝灭

基团的ＤＮＡ探针，呈茎环结构，导致两基团靠近而不发出荧

光，当其与互补序列杂交时，茎环结构被破坏，荧光基团与猝灭

基团分离而发出可见荧光。目前，美国Ｃｅｐｈｅｉｄ公司利用 ＭＢ

技术研发了基于实时ＰＣＲ检测的试剂盒ＸｐｅｒｔＭＴＢ，该方法

中每一标本在核酸提取、ＰＣＲ扩增、结果检测过程中均在一个

独立密封的容器中，降低了标本间的交叉污染。研究表明，对

于痰涂片阴性的结核病患者，多次ＸｐｅｒｔＭＴＢ检测可大幅度

提高检测的准确性［１４］。据报道，对于肺外结核感染的诊断，

ＸｐｅｒｔＭＴＢ检测的敏感性为８１％，特异性为９９．６％，同时该法

对 ＨＩＶ患者及儿童患者 ＭＴＢ感染的诊断也具有较高的参考

意义［１５１７］。

另一类 ＭＴＢ核酸检测以ＲＮＡ扩增技术为基础，是检测

靶标为ＲＮＡ的核酸检测技术。ＭＴＢ实时荧光核酸恒温扩增

检测（ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｔｅｓｔｉｎｇｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ＭＴＢ，ＳＡＴＴＢ）技术利用 ＭＴＢ特异的１６ＳｒＲＮＡ为检测靶

标，经过恒温ＲＮＡ扩增技术扩增靶标片段，使荧光标记的探

针与靶标片段的扩增产物杂交后释放荧光信号，并实时检测荧

光信号，以快速、准确判断待检样本中是否存在 ＭＴＢ，是否存

在耐药基因。ＳＡＴＴＢ以ＲＮＡ为检测靶标，克服了ＰＣＲ检测

易污染问题，在检测中不需特殊仪器，在一般实验室用常规配

备的实时定量ＰＣＲ仪即可进行检测，检测时间仅需１ｈ，操作

简单，但需全程注意避免ＲＮＡ酶的污染
［１８１９］。

４　ＭＴＢ特异性抗原的检测

现阶段，实验室结核诊断技术主要分为细菌学、分子生物

学、免疫学３种。免疫学诊断又包括２种：一是依据机体对

ＭＴＢ诱发的免疫应答反应进行检测，分为体液、细胞免疫检

测；另一个是针对 ＭＴＢ的特异性抗原进行检测。机体受到

ＭＴＢ感染后，体内首先出现 ＭＴＢ特异性抗原，这些抗原的检

测可作为 ＭＴＢ感染存在的直接证据，避免了由于结核病患者

免疫应答低下导致的体液免疫检测或细胞免疫检测的假阴性，

因此，检测 ＭＴＢ特异性抗原可作为结核病早期、快速、敏感、

特异的诊断方法。

ＭＴＢ自身抗原主要可分为２种：一种是 ＭＴＢ菌体的抗

原物质，如脂阿拉伯甘露聚糖（ｌｉｐｏａｒａｂｉｎｏｍａｎａｎ，ＬＡＭ）是一

类存在于分枝杆菌表面的糖脂，作为构成分枝杆菌细胞壁的主

要成分，是结核病感染过程中重要的免疫反应调节因子，同时

也是目前应用最广泛的结核特异性抗原之一［２０］，主要原因在

于该法检测的标本来源广，在血清、尿液、痰液、脑脊液等标本

中通过检测ＬＡＭ，对结核病的诊断均获得理想结果，特别是痰

和尿标本［２１２３］。Ｌａｗｎ等
［２４］开发出一种酶联免疫吸附试纸以

检测尿液标本中 ＭＴＢ的特异性成分抗原 ＴＢＬＡＭ，即 ＴＢ

ＬＡＭ试纸。通过试纸进行的一项描述性研究显示其具有较高

的敏感性，适合筛查 ＣＤ４偏低的 ＨＩＶ 感染患者是否感染

ＭＴＢ。ＴＢＬＡＭ试纸在３０ｍｉｎ内可显示结果，具有操作简

单、高效，成本低的优点，适于大范围筛查。另一种 ＭＴＢ自身

抗原为 ＭＴＢ分泌蛋白，是 ＭＴＢ在对数生长早、中期分泌并释

放于菌体外的一组蛋白，主要游离于培养基或存在于感染细胞

的吞噬小体内，可诱发机体保护性细胞免疫应答。目前常用于

临床的 ＭＴＢ分泌蛋白主要包括 ＭＴＢ早期分泌性抗原靶６

（ｅａｒｌｙｓｅｃｒｅｔｏｒｙａｎｔｉｇｅｎｉｃｔａｒｇｅｔ６，ＥＳＡＴ６）、培养滤液蛋白１０

（ｃｕｌｔｕｒｅｆｉｌｔｒａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ１０，ＣＦＰ１０）、微量转铁蛋白（ｍｉｃｒｏ

ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎｕｒｉａ，ＭＴＦ）６３、ＭＰＴ６４、Ａｇ８５复合物等。多抗原联

合检测可在保持检测方法特异性基础上进一步提高血清诊断

学敏感性，竺澎波等［２５］报道多种抗原联合检测的阳性率较痰

培养高。多抗原联合检测有望成为今后血清学检测的主要发

展方向之一。

机体感染 ＭＴＢ后主要依靠细胞免疫抵抗感染，所以研究

ＭＴＢ分泌蛋白对预防和诊断结核病具有重要意义。酶联免疫

斑点法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔｓｐｏｔ，ＥＬＩＳＰＯＴ）是在单

细胞水平检测分泌抗体或细胞因子的细胞的一种免疫学技术，

该方法所使用的特异性分泌蛋白ＥＳＡＴ６及ＣＦＰ１０由卡介苗

菌株及非致病性分枝杆菌基因组均缺乏的ＲＤ１区Ｒｖ３８７５和

Ｒｖ３８７４编码
［２６］，因此，不受卡介苗和非 ＭＴＢ的影响，在诊断

结核潜伏性感染（ｌａｔｅｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＬＴＢＩ）较传统结

核菌素皮肤试验（Ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎｓｋｉｎｔｅｓｔ，ＴＳＴ）有更高的敏感性

和特异性。Ｔ淋巴细胞斑点法对 ＭＴＢ感染的检测（ＴＳＰＯＴ

ｔｅｓｔｆｏｒＭＴＢｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）在定性的同时还可以定

量，Ｚｈａｎｇ等
［２７］报道在抗结核治疗１、３、６个月后，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ

阳性率逐月降低，分别为９４．４％（５１／５４）、８６．４％（１９／２２）及

６１．５％（８／１３），监测效果明显。除了外周血单个核细胞，支气

管肺泡灌洗液、浆膜腔积液也可提取单个核细胞行ＴＳＰＯＴ．

ＴＢ。另一项基于ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０刺激单个核细胞释放干扰素

γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）的检测方法是ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ?ＴＢＧｏｌｄ

Ｔｅｓｔ（ＱＦＴＧ），该法通过刺激外周全血，其分泌的ＩＦＮ１释放

入血，然后收集血浆进行全血酶联免疫吸附测定（ｅｎｚｙｍｅ

ｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）。目前，结核病高负担地

区的结核病防治难题之一是存在大量ＬＴＢＩ患者，美国疾病控

制与预防中心（ＣｅｎｔｅｒｓｆｏｒＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌａｎｄＰｒｅｖｅｎｔｉｏｎ，

ＣＤＣ）已将ＱＦＴＧ定为ＬＴＢＩ的重要辅助指标以诊断ＬＴＢＩ，

并对其进行选择性预防治疗，从而合理运用资源以及减少患者

的负担和痛苦，Ｂｒｏｄｉｅ等
［２８］对此进行了相关的阐述与研究。

ＭＴＢ抗原在人体内表达的种类、数量常随个体免疫背景及身

体状况的不同而有差异，这仍需进一步改进。

５　结　　语

随着分子生物学、免疫学及仪器学等的快速发展，更多新

技术被应用于 ＭＴＢ感染的诊断。在进行痰涂片及常规培养

等的同时，核酸及特异性抗体的快速检测逐渐成为全球，特别

是结核高负担地区的重要诊断依据。在今后的研究中，可通过

更多特异性抗原的结合使用，进一步提高该方法的准确性，避

免假阴性的出现；同时还可结合纳米技术［２９］，提高抗体与

ＭＴＢ的亲和性，从而提高检测的敏感性与特异性。现阶段使

用的检测技术一般为定性或半定量试验，随着电化学方法的飞

速发展，可将该方法与结核的诊断技术相结合，为临床诊断提

供更加快速、准确、细致的结果，指导临床治疗，从而缓解结核

高负担地区的结核诊治压力。
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氏不动杆菌菌血症治疗困难，患者病死率上升［４］。

目前，采用ＫＢ法检测不动杆菌属对替加环素的敏感性

不是最佳选择，也无批准折点，本研究参照美国ＦＤＡ的判断标

准。ＫＢ法检测８７株鲍氏不动杆菌对替加环素的敏感性显

示：敏感率为２．４％，中介率为４０．５％，耐药率为５７．１％。ＭＩＣ

法与 ＫＢ法比较，检测结果完全相反，ＭＩＣ法的敏感率为

５７．１％，而ＫＢ法的耐药率为２．４％。考虑该结果与检测方

法、药物自身特性、培养基、菌种（不动杆菌、黏质沙雷菌、肺炎

链球菌、化脓性链球菌等易受外界因素影响）、折点判定、结果

判读等有关。总之，以 ＭＩＣ法的参考结果较ＫＢ法具有较好

的准确性。
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