
［３０］ＧｏｍｅｚＣＪ，ＪａｂｂａｒＭ，ＳａｉｎｉＮ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｈｙｐｏｇｌｙｃｅｍｉａｓｅｃｏｎｄａ

ｒｙｔｏｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｓｕｌｉｎａｕｔｏｉｍｍｕｎｅｓｙｎｄｒｏｍｅｉｎａ１６

ｙｅａｒｏｌｄＡｆｒｉｃａｎＡｍｅｒｉｃａｎｍａｌｅ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＤｉａｂｅｔｅｓ，２０１２，１３

（８）：６５２６５５．

［３１］ＱｉｎｇＹ，ＺｈｏｕＪＧ，ＹｕａｎＧ．Ｓｙｓｔｅｍｉｃｌｕｐｕｓｅｒｙｔｈｅｍａｔｏｓｕｓｐｒｅｓｅｎ

ｔｉｎｇａｓｈｙｐｏｇｌｙｃａｅｍｉａｗｉｔｈｉｎｓｕｌｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔｉｂｏｄｉｅｓａｎｄｉｎｓｕｌｉｎ

ａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ［Ｊ］．Ｌｕｐｕｓ，２００９，１８（５）：４５７４５９．

［３２］ＳｅｇａｌＴ，ＷｅｂｂＥＡ，ＶｉｎｅｒＲ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｓｅｃ

ｏｎｄａｒｙｔｏｉｎｓｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｉｍｍｕ

ｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓａｎｔＭＭＦ［Ｊ］．ＰｅｄｉａｔｒＤｉａｂｅｔｅｓ，２００８，９（３，１）：２５０

２５４．

［３３］ＧｒｅｅｎｆｉｅｌｄＪＲ，ＴｕｔｈｉｌｌＡ，ＳｏｏｓＭＡ，ｅｔａｌ．Ｓｅｖｅｒｅｉｎｓｕｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

ｄｕｅｔｏａｎｔｉｉｎｓｕｌｉｎａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：ｒｅｓｐｏｎｓｅｔｏｐｌａｓｍａｅｘｃｈａｎｇｅａｎｄ

ｉｍｍｕｎｏｓｕｐｐｒｅｓｓｉｖｅｔｈｅｒａｐｙ［Ｊ］．ＤｉａｂｅｔＭｅｄ，２００９，２６（１）：７９８２．

（收稿日期：２０１４０２１８）

作者简介：郭倩，女，硕士研究生在读，主要从事感染性疾病研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｚｈｕｃｈａｏｍｉｎ２０１３＠１６３．ｃｏｍ。

·综　　述·

儿童结核病的实验室检测进展
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　　在新诊结核病患者中，儿童患者占有较高比例，且多数生

活在亚洲和非洲［１２］，儿童结核病临床表现多样，使儿童结核病

的诊断十分困难。而早期诊断和治疗，对儿童结核病的预后有

着重要的意义，所以，人们一直在努力探索新的实验室检测方

法用来快速、准确、方便地检测结核分枝杆菌。本文就结核分

枝杆菌的细菌学检测、结核菌素皮肤试验（ＴＳＴ）、γ干扰素释

放试验（ＩＧＲＡ）、分子生物学检测的研究进展作一综述。

１　细菌学检测

抗酸染色镜检法和结核菌培养法是最传统的检测方法，但

仍然是诊断结核病的金标准。由于儿童痰液标本难以收集、儿

童结核病相对于成人排菌量低等原因，儿童结核病的结核分枝

杆菌检出率低。幼儿往往不能自行咳出痰液，常将痰液咽下，

所以采用清晨空腹抽取胃液作为标本，对于疑诊肺结核患儿，

应连续取样３ｄ以提高检出率
［３４］。临床上还可用脑脊液、浆

膜腔积液等体液标本来检测结核分枝杆菌［５］，同时也用多种方

法来获取含菌标本，其中，诱导痰（ＩＳ）用于儿童痰液标本的取

材比较方便，研究证实诱导痰方法用于儿童是安全有效的，甚

至１月龄的婴儿，相比清晨胃液可以提高４．３％的检出率
［６７］。

纤维支气管镜在诊断儿童肺结核上的价值存在争议，曾有报道

显示纤支镜灌洗液的培养阳性率低于连续３ｄ清晨抽取胃液。

细菌性检测包括以下方法［８］。

１．１　直接涂片法

１．１．１　抗酸染色法　最常用的萋尼氏染色（ＺＮ）法为经典方

法，现在实验室广泛应用，方便、经济、快捷、特异性高，但敏感

性低，无法鉴别死菌与活菌，无法鉴别结核分枝杆菌与非结核

分枝杆菌，并且需要标本中抗酸杆菌的数量大于１００００／ｍＬ。

１．１．２　荧光染色法　包括金胺“Ｏ”染色法和罗丹明Ｂ染色

（ＳＲＢ）法。与萋尼氏染色相比荧光染色法可提高镜检率，而且

镜检所需时间也明显缩短，还能鉴别是否为活菌［９］。不足之处

是荧光法成本较高，限制了其在基层的使用［１０１１］。

１．２　结核菌培养法

１．２．１　改良罗氏（ＬＪ）培养基　是长期以来广泛使用的传统的

结核菌固体培养基，含有促进结核分枝杆菌生长的甘油。该法

经济、方便，但培养周期长，需要４～８周。

１．２．２　ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０　液体培养基作为一种新的细菌

学检测方法，比固体培养基更灵敏、更快。其中，在ＢＡＣＴＥＣ

４６０基础上发展起来的ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０，是美国ＢＤ公司

生产的新一代分枝杆菌自动培养及药敏系统，已获得美国

ＦＤＡ的认证，其用于二线药物的敏感性诊断也被 ＷＨＯ认可。

１项多中心的研究显示，ＭＧＩＴ９６０对临床标本中的结核分枝

杆菌进行直接药敏试验，需６～１０ｄ
［１２］，但实验所需的培养基、

营养添加剂、杂菌抑制剂依赖进口，价格昂贵，需要专用的大型

培养仪，存在一定的污染率［１３］，以上均限制了在基层结核控制

机构的应用。

１．３　噬菌体生物扩增（ＰｈａＢ）法　是间接检测标本中结核分

枝杆菌活菌的一种快速诊断技术。１９９７年由 Ｗｉｌｓｏｎ等
［１４］建

立，并用于利福平和异烟肼的耐药性测定。ＰｈａＢ法的敏感度

和准确度均明显高于传统的罗氏培养法，在２ｄ内可得结

果［１５］，４ｄ即可获得耐药性测定结果，而且只检测活的结核分

枝杆菌，无需特殊的仪器设备，操作简单，非常适合基层推广使

用。Ｍｉｎｉｏｎ等
［１６］报道ＰｈａＢ法诊断结核病的灵敏度为８１％～

１００％，特异度为７３％～１００％。但该方法用于儿童时仍受小

儿结核的带菌量少的影响，细菌学检测方法不易检出。

２　ＴＳＴ

结核菌素（ＰＰＤ）是将结核分枝杆菌经培养、杀菌、过滤除

去菌体后纯化的纯蛋白衍生物，感染过结核分枝杆菌的抗体再

次接触到结核菌素中的抗原物质时发生的迟发型超敏反应。

体内活化的Ｔ细胞聚集在注射局部并释放淋巴因子，使局部

血管舒张、水肿、纤维素沉积，并使其他炎症细胞聚集，从而出

现硬结。以皮肤注射局部硬结的大小作为判断指标。现世界

上普遍的使用的有美国研制的 ＰＰＤＳ和丹麦研制的 ＰＰＤ

ＲＴ２３。我国使用从卡介苗制成的卡介菌纯蛋白衍生物（ＨＣＧ

ＰＰＤ）和从人型结核杆菌制成的结核菌纯蛋白衍生物（ＴＢ

ＰＰＤ），均采用０．１ｍＬ（５ＴＵ）皮内注射，在注射后４８～７２ｈ通

过测量注射处皮下结节的直径大小来判断试验结果。硬结平

均直径５～９ｍｍ为阳性反应（＋），１０～１９ｍｍ为（＋＋），≥２０

ｍｍ为（＋＋＋），如有双圈反应或水泡、淋巴管炎则数（＋＋＋

＋）
［５］。

而ＴＳＴ易出现假阳性和假阴性。除了对结果的判读错误

外，ＷＨＯ认为假阴性包括以下情况：结核菌素失效、ＨＩＶ感

染、病毒感染（如麻疹、水痘）、细菌感染（如伤寒、麻风病、百日

咳）、接种活病毒疫苗（６周内）、免疫抑制药物（例如皮质类固

醇）、营养不良、低蛋白状态、新生儿患者、原发性免疫缺陷、淋

巴组织疾病（如霍奇金病、淋巴瘤、白血病、结节病）、严重的结
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核病。这可能与这类患儿的年龄、体内的ＣＤ４细胞数量减少

有关［１７］。但一些学者认为患儿的营养状态并不影响 ＴＳＴ的

结果，Ｐｉｅｉｒｏ等
［１８］采用 ＭｃＬａｒｅｎ分类方法对１０７４名儿童进

行营养分级，结果证实营养状况与 ＴＳＴ结果无相关性，而

Ｐｉｅｉｒｏ等
［１９］另一项研究表明寄生虫感染不影响 ＴＳＴ结果。

ＷＴＯ认为假阳性包括以下情况：接种卡介苗、感染非结核分

枝杆菌［１７］。另一研究认为，对在不同的年龄阶段接种卡介苗

的儿童进行比较，其中在婴儿期接种对ＴＳＴ结果的影响是最

小的，尤其是在儿童１０岁之后，婴儿期接种的卡介苗对 ＴＳＴ

结果的影响更是微小［２０］。而在婴儿期之后接种卡介苗则常常

会对孩子的ＴＳＴ结果产生较大的影响
［２１］。

结合上述情况，不同国家和组织根据当地的卡介苗接种情

况、高危因素等制订了不同的儿童 ＴＳＴ 阳性标准。其中，

ＷＴＯ指南对阳性的定义为：用０．１ｍＬＰＰＤ皮内注射（含５

ＴＵＰＰＤＳ或者２ＴＵＰＰＤＲＴ２３）后观察结果，在ＨＩＶ阳性或

严重营养不良（有临床证据）的儿童，ＰＰＤ直径大于或等于５

ｃｍ即为阳性；其余儿童ＰＰＤ直径大于或等于１０ｃｍ为阳性

（无论是否接种卡介苗）［１７］。我国对阳性的定义与 ＷＨＯ基本

相同：在原发或继发免疫功能低下、营养不良、重症结核病的儿

童，ＰＰＤ直径大于或等于５ｃｍ，而其他一般人群ＰＰＤ直径大

于或等于１０ｃｍ，同时能够除外卡介苗接种后的免疫反应，是

临床诊断儿童肺结核的重要依据［５］。

３　ＩＧＲＡ

结核感染后，患者体内长期存在抗原特异性的记忆Ｔ细

胞，当再次遇到结核特异性抗原（常用抗原为 ＥＳＡＴ６和

ＣＦＰ１０）刺激时，记忆Ｔ细胞能迅速活化增值为效应Ｔ细胞，释

放干扰素，整个过程类似于ＴＳＴ在体外完成。不同的是，卡介

苗株以及非结核杆菌不具有编码ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０的ＲＤ１区基

因［２２］，所以ＩＧＲＡ与ＴＳＴ相比，能避免卡介苗和非结核杆菌的

影响。所以在接种过卡介苗的人群中，ＩＧＲＡ比ＴＳＴ的特异性

高。并且ＩＧＲＡ可在２４ｈ内出结果，可大大减少了诊断时间。

但ＩＧＲＡ同样不能区分潜伏结核感染和活动性结核病
［２３］。

目前有澳大利亚Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ公司生产的 ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮＴＢ

ＧｏｌｄＩｎＴｕｂｅ（ＱＦＴＧＩＴ）和英国Ｉｍｍｕｎｏｔｅｃ公司生产的 Ｔ

ＳＰＯＴＴＢ两种商业化的检测试剂盒。前者使用ＥＬＩＳＡ来检

测γ干扰素的量，后者使用酶联免疫斑点技术（ＥＬＩＳＰＯＴ）检

测。美国ＦＤＡ已批准两种试剂盒用于检测临床标本。Ｄｅｔｊｅｎ

等［２４］研究显示：ＱＦＴＩＴ 和 ＴＳＰＯＴＴＢ 的特异度分别为

１００％和９８％，敏感度均为９３％；而ＴＳＴ的特异度为５８％，敏

感度为 １００％。此外，１ 项 Ｍｅｔａ分析显示，ＱＦＴＩＴ 和 Ｔ

ＳＰＯＴＴＢ的敏感度为８１％和８８％，而联合ＴＳＴ检测时，敏感

度升至８４％和８９％，特异度分别为９９％和８６％（ＴＳＴ的特异

度为７０％），故ＩＧＲＡ较ＴＳＴ有更高的特异性
［２５］。但以上研

究均是在结核感染率比较低的发达国家进行的，这些国家已经

把ＩＧＲＡ纳入结核诊断指南
［２６］。然而，中低收入国家比高收

入国家的结核感染率高，在结核及 ＨＩＶ 发病率高的地区

ＩＧＲＡ的敏感性较低，所以 ＷＨＯ现不支持ＩＧＲＡ在中低收入

国家用于常规检测结核感染［２７］。在儿童结核病检测方面，关

于ＩＧＲＡ的研究很少，尚没有与儿童年龄相关性的研究，特别

是在婴幼儿和有免疫缺陷的儿童的诊断价值有待进一步研究。

另一项对２３７名儿童的研究显示，ＩＧＲＡ对年幼的儿童及有免

疫缺陷者的测试结果并不确定［２８］。此外，ＩＧＲＡ对成本和技术

的要求高，也限制了其在发展中国家的广泛应用，现在尚不推

荐用ＩＧＲＡ替代ＴＳＴ作为常规检测方法
［２９］。

４　分子生物学检测

ＰＣＲ技术在儿童结核培养阳性的病例中阳性率为９５％～

１００％，而在结核培养阴性的病例中阳性率５０％～６０％。但儿

童痰液标本中含菌量少这一特点也限制了ＰＣＲ的阳性率，同

样ＰＣＲ技术不能分辨出活菌和死菌，在有效的抗结核治疗后

仍会持续阳性［３０］。

４．１　实时荧光定量技术　这项技术越来越多用于临床，不仅

有低的交叉污染，而且可以用于利福平耐药的鉴定。研究最多

的ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测试剂盒是采用荧光定量ＰＣＲ技术对

患者的新鲜痰液进行结核杆菌的检测和结核分枝杆菌的耐药

性检测。该试剂盒为自动操作，检测时间小于２ｈ。在１项成

人的大型研究中，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测利福平耐药的敏感度

为９８％
［３１］。这项技术用于儿童的敏感度较成人低，但较细菌

涂片和培养相比仍有较高的阳性率［３２］。Ｒａｃｈｏｗ等
［３３］对１６４

例疑似结核儿童进行研究，结果显示Ｘｐｅｒｔ技术显示出与结核

菌培养相似的准确度，并且 ＨＩＶ感染不会影响到Ｘｐｅｒｔ诊断

的准确度。

４．２　线性探针检测（ＬｉＰＡｓ）　作为另一种ＰＣＲ技术，可以同

时检测结核感染和耐药扩增片段，此方法可同时检测结核杆菌

与利福平、异烟肼、链霉素、乙胺丁醇的耐药相关的狉狅狆犅、

犽犪狋犌、狉狆狊犔、狉狉狊、犲犿犫犅基因。ＷＨＯ推荐ＬｉＰＡｓ可在结核高负

担国家作为一项快速诊断耐多药结核的检测［３４］。

５　小　　结

为了更快、更准确地诊断儿童结核感染，人们一方面对传

统的诊断方法进一步的解读和优化，另一反面也在努力探索新

的诊断手段，取得了一定的成效。但由于儿童结核病的体液和

组织中带菌量少，诊断起来仍然十分困难。很多研究表明多种

方法联合应用可提高检测的阳性率，但会造成诊断所需费用的

增加。我国作为一个结核病高负担的发展中国家，找到一种快

速、准确、经济、方便的诊断方法十分必要。
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　　慢性病性贫血（ＡＣＤ）又称为炎症性贫血，多为慢性感染、

炎症、恶性肿瘤、自身免疫性疾病或者创伤等疾所引起。ＡＣＤ

的发病与铁代谢异常有着密切的关系，主要为网状内皮系统铁

异常增高，临床上表现为血清铁和总铁结合力降低，血清铁蛋
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