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  摘 要:目的 分析肺泡灌洗液Xpert结核分枝杆菌/利福平耐药检测(MTB/RIF)、宏基因组二代测序

(mNGS)与外周血结核感染T细胞斑点试验(T-SPOT.TB)在肺结核诊断中的关系。方法 选取2023年1月

至2024年12月该院送检肺泡灌洗液Xpert
 

MTB/RIF的患者共2
 

748例,分析Xpert
 

MTB/RIF阳性,并送检

mNGS和(或)T-SPOT.TB患者的检测数据。结果 共纳入324例肺泡灌洗液Xpert
 

MTB/RIF阳性患者,同

时送检外周血T-SPOT.TB
 

192例(59.3%),
 

肺泡灌洗液mNGS
 

检测69例(21.3%)。Xpert
 

MTB/RIF阳性

且同时送检T-SPOT.TB的192例患者中,不同
 

Xpert
 

MTB/RIF半定量分级与T-SPOT.TB的A斑点/阳性

对照、B斑点/阳性对照、A+B斑点/阳性对照均存在明显关联(P<0.05)。Xpert
 

MTB/RIF阳性且同时送检

mNGS的69例患者中,不同
 

Xpert
 

MTB/RIF半定量分级与 mNGS检出结核DNA序列数及相对丰度存在关

联,差异均有统计学意义(P<0.05);菌量等级越高,mNGS的检出序列数和相对丰度越高。mNGS未检出结

核DNA
 

9例(13.0%),均为Xpert
 

MTB/RIF微量菌量和极低菌量等级。mNGS同时检出其他可疑致病病原

体42例(60.9%),特殊病原体6例(8.7%)。结论 Xpert
 

MTB/RIF半定量分级与T-SPOT.TB的A斑点/
阳性对照、B斑点/阳性对照、A+B斑点/阳性对照,以及 mNGS检出结核DNA序列数、相对丰度之间存在关

联,临床怀疑肺结核患者,可进行外周血T-SPOT.TB检测,同时根据患者病情选择肺泡灌洗液Xpert
 

MTB/

RIF或mNGS作为确诊方法,避免不必要的联合检测。
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Abstract:Objective To

 

analyze
 

the
 

relationship
 

between
 

Xpert
 

Mycobacterium
 

tuberculosis/rifampicin
 

resistance
 

test
 

(MTB/RIF)
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid,metagenomic
 

next-generation
 

sequencing
 

(mNGS),and
 

peripheral
 

blood
 

tuberculosis
 

infection
 

T-cell
 

spot
 

test
 

(T-SPOT.TB)
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

pul-
monary

 

tuberculosis.Methods A
 

total
 

of
 

2
 

748
 

patients
 

who
 

underwent
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

testing
 

of
 

bron-
choalveolar

 

lavage
 

fluid
 

in
 

a
 

hospital
 

from
 

January
 

2023
 

to
 

December
 

2024
 

were
 

included.The
 

study
 

analyzed
 

the
 

detection
 

data
 

of
 

patients
 

who
 

tested
 

positive
 

by
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

and
 

were
 

additionally
 

tested
 

with
 

mNGS
 

and/or
 

T-SPOT.TB.Results A
 

total
 

of
 

324
 

patients
 

with
 

Xpert
 

MTB/RIF-positive
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

were
 

included
 

in
 

the
 

study.Among
 

them,192
 

cases
 

(59.3%)
 

simultaneously
 

underwent
 

peripheral
 

blood
 

T-SPOT.TB
 

testing,and
 

69
 

cases
 

(21.3%)
 

underwent
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

metagenomic
 

next-gener-
ation

 

sequencing
 

(mNGS).Among
 

the
 

192
 

patients
 

who
 

were
 

positive
 

for
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

and
 

simultaneously
 

sent
 

T-SPOT.TB
 

for
 

examination,different
 

semi-quantitative
 

grades
 

of
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

were
 

significantly
 

as-
sociated

 

with
 

the
 

A-spot/positive
 

control,B-spot/positive
 

control,and
 

A+B-spot/positive
 

control
 

of
 

T-
SPOT.TB

 

(P<0.05).Among
 

the
 

69
 

patients
 

who
 

were
 

positive
 

for
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

and
 

simultaneously
 

sent
 

mNGS
 

for
 

examination,different
 

semi-quantitative
 

grades
 

of
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

were
 

associated
 

with
 

the
 

num-
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ber
 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

tuberculosis
 

DNA
 

sequences
 

detected
 

by
 

mNGS,and
 

the
 

differences
 

were
 

statis-
tically

 

significant
 

(P<0.05).The
 

higher
 

the
 

bacterial
 

quantity
 

grade,the
 

higher
 

the
 

number
 

of
 

detected
 

se-
quences

 

and
 

relative
 

abundance
 

of
 

mNGS.Tuberculosis
 

DNA
 

was
 

not
 

detected
 

in
 

9
 

cases
 

(13.0%)
 

by
 

mNGS,

all
 

of
 

which
 

were
 

at
 

the
 

trace
 

and
 

very
 

low
 

levels
 

of
 

Xpert
 

MTB/RIF.mNGS
 

simultaneously
 

detected
 

42
 

cases
 

(60.9%)
 

of
 

other
 

suspected
 

pathogenic
 

pathogens
 

and
 

6
 

cases
 

(8.7%)
 

of
 

special
 

pathogens.Conclusion 
There

 

is
 

an
 

association
 

between
 

the
 

semi-quantitative
 

grading
 

of
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

and
 

the
 

A
 

spot/positive
 

con-
trol,B

 

spot/positive
 

control,A+B
 

spot/positive
 

control
 

of
 

T-SPOT.TB,as
 

well
 

as
 

the
 

number
 

and
 

relative
 

a-
bundance

 

of
 

tuberculosis
 

DNA
 

sequences
 

detected
 

by
 

mNGS.For
 

patients
 

clinically
 

suspected
 

of
 

having
 

pul-
monary

 

tuberculosis,peripheral
 

blood
 

T-SPOT.TB
 

testing
 

can
 

be
 

conducted.Meanwhile,the
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

or
 

mNGS
 

is
 

selected
 

as
 

the
 

diagnostic
 

method
 

according
 

to
 

the
 

patient's
 

condi-
tion

 

to
 

avoid
 

unnecessary
 

combined
 

tests.
Key

 

words:Xpert
 

Mycobacterium
 

tuberculosis/rifampicin
 

resistance
 

test; tuberculosis
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T-cell
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assay; metagenomic
 

next-generation
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  肺结核是全球最常见的传染病之一,对人类健康

造成了严重影响。传统的肺结核诊断方法包括痰涂

片、结核菌素试验、胸部计算机断层扫描、痰培养等,
存在灵敏度低、特异度低或耗时长等局限性,难以及

时、准确地诊断肺结核。近年来,免疫学和分子生物

学检测技术的兴起为肺结核的快速诊断和鉴别诊断

提供了新的手段。Xpert
 

结核分枝杆菌及利福平耐药

检测(MTB/RIF)采用实时荧光定量聚合酶链反应

(qPCR)技术,能够在短时间内检测结核分枝杆菌及

其利福平的耐药性,显著提高了结核病的诊断效

率[1-2]。结核感染T细胞斑点试验(T-SPOT.TB)通
过检测机体对结核分枝杆菌特异性抗原的T细胞免

疫反应,能够辅助诊断肺结核,但对活动性肺结核的

诊断效率不高[3]。宏基因组二代测序(mNGS)作为

一种高通量、无偏倚的病原体检测技术,能够在不同

的临床样本中快速、全面地检测多种病原体,同样适

合于怀疑肺结核等肺部感染性疾病的诊断。因此,本
研究分析 Xpert

 

MTB/RIF、mNGS与 T-SPOT.TB
检测在肺结核诊断中的关系,对于优化结核病诊断流

程、提高诊断水平、避免不必要的重复检测和降低医

疗成本具有重要意义。现报道如下。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2023年1月至2024年12月本

院送检肺泡灌洗液进行
 

Xpert
 

MTB/RIF的患者共

2
 

748例,重点分析同时送检T-SPOT.TB、mNGS患

者的临床数据。其中Xpert
 

MTB/RIF阳性324例,
利福平耐药基因阳性12例,利福平耐药基因阴性273
例,利福平耐药基因不明确39例,Xpert阴性2

 

424
例。Xpert阳性患者中同时送检 T-SPOT.TB

 

192
例,送检mNGS

 

69例。本研究已经通过本院伦理委

员会审批[审批号:(B)KY2025157]。

1.2 方法

1.2.1 Xpert
 

MTB/RIF Xpert
 

MTB/RIF 采 用

GeneXpert全自动核酸检测系统,通过qPCR技术,实
现结核分枝杆菌核酸的提取、扩增及利福平耐药基因

检测。样本经前处理后直接上机检测,系统可自动完

成核酸提取、扩增及结果判读。判读标准:当内对照

探针循环阈值(Ct)≤38时视为标本合格,反之则不合

格,提示标本的DNA提取不合格或含有qPCR抑制

物。5个探针中至少有2个探针的Ct≤38时,即判定

为检测到结核分枝杆菌,进一步按照Ct对结核分枝

杆菌进行半定量分级,Ct<16为高菌量,Ct在16~<
22为中菌量,Ct在22~<28为低菌量,Ct在28~34
为极低菌量,Ct>34为微量菌量。通过早期Ct和晚

期Ct之差,即ΔCt判读利福平耐药。ΔCt
 

>3.5提示

对利福平耐药,ΔCt≤3.5提示对利福平敏感。当早

期探针Ct>34.5或晚期探针Ct>38时,利福平耐药

结果为不确定。

1.2.2 T-SPOT.TB检测 分离患者外周血单个核

淋巴细胞,加入早期分泌抗原靶6(ESAT-6)/培养滤

液蛋白10(CFP-10)特异性抗原刺激,经γ-干扰素捕

获与酶联斑点显色,记录斑点形成数量。检测结果包

括
 

ESAT-6
 

刺激孔(A
 

孔)和
 

CFP-10
 

刺激孔(B
 

孔)的
反应强度,分别记为

 

A
 

斑点数、B
 

斑点数,二者之和为
 

A+B
 

斑点数。阳性对照孔和阴性对照孔用于判断实

验有效性。为反映结核特异性
 

T
 

细胞免疫应答的强

度,进一步计算
 

A
 

斑点/阳性对照、B
 

斑点/阳性对照

及
 

A+B
 

斑点/阳性对照的比值,用以表征结核特异

性T细胞反应水平。
 

1.2.3 mNGS检测 肺泡灌洗液经宿主脱氧核糖核

酸去除与核酸提取后,采用Illumina
 

CN500测序平台

进行单端测序(SE50,2
 

000万条读序列/样本)。通过

Fastp质控、人源序列过滤后,联合 Kraken2(基于k-
mer的快速物种分类算法)与

 

BWA-MEM(基于序列

比对的基因组覆盖度分析算法)双算法进行物种注

释。根据病原体数据库及质控阈值生成病原体报告,
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并记录结核分枝杆菌的
 

mNGS检出序列数和 mNGS
检出相对丰度,用以反映其在样本中的检出水平。

1.3 统计学处理 采用SPSS29.0软件进行数据处

理,计数资料以例数和百分率表示,组间比较行χ2 检

验;符合正态分布的计量资料以x±s表示,两组间比

较采用独立样本t检验,多组间比较采用单因素方差

分析;非正态分布的计量资料以M(P25,P75)表示,组
间比较采用 Kruskal-Wallis秩和检验。P<0.05表

示差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 患者基本情况 本研究共筛选2
 

748例患者,男
性1

 

833
 

例(66.7%)、女性915例(33.3%),平均

(57.4±13.7)岁。Xpert
 

MTB/RIF 阳 性 324 例

(11.8%),其中男性203例(62.7%),女性121例

(37.3%),平均(56.6±15.2)岁。利福平耐药阳性检

出12例(3.7%),利 福 平 耐 药 结 果 不 确 定 39 例

(12.0%)。Xpert
 

MTB/RIF半定量分级结果以低菌

量和极低菌量为主(35.2%、31.5%)。不同年龄患者

Xpert
 

MTB/RIF半定量分级比较,差异无统计学意

义(P>0.05)。不同性别患者Xpert
 

MTB/RIF半定

量分级比较差异有统计学意义(P<0.05),男性患者

低菌量占比显著高于女性患者。见表1。
 

2.2 Xpert
 

MTB/RIF阳性且同时送检T-SPOT.TB
患者结果分析 Xpert

 

MTB/RIF阳性且同时送检T-
SPOT.TB的192例患者中,男性123例(64.1%),女
性69例(35.9%)。Xpert

 

MTB/RIF半定量分级以

低菌量和极低菌量为主,性别及年龄在不同 Xpert
 

MTB/RIF半定量分级间比较差异均无统计学意义

(P>0.05)。见表2。

  不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的
 

A斑点/阳

性对照比值、B斑点/阳性对照比值和A+B斑点/阳

性对照比值比较差异有统计学意义(P<0.05)。见表

3。两两比较发现,Xpert
 

MTB/RIF半定量分级中菌

量的A斑点/阳性对照比值、B斑点/阳性对照比值、

A+B斑点/阳性对照比值显著高于微量菌量和极低

菌量(P<0.05),Xpert
 

MTB/RIF半定量分级低菌量

的A 斑点/阳性对照比值、B斑点/阳性对照比值、

A+B斑点/阳性对照比值显著高于极低菌量(P<
0.05)。

表1  324例患者不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的年龄、性别分布[x±s或n(%)]

项目 微量菌量(n=29) 极低菌量(n=102) 低菌量(n=114) 中菌量(n=59) 高菌量(n=20) F/χ2 P

年龄(岁) 55.8±13.8 54.5±15.1 59.5±14.7 55.6±16.2 55.2±16.5 1.650 0.161

男性 12(5.9) 65(32.0) 82(40.4) 35(17.2) 9(4.4) 12.796
 

0.012

女性 17(14.0) 37(30.6) 32(26.4) 24(19.8) 11(9.1)
 

表2  192例患者不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的年龄、性别分布[x±s或n(%)]

项目 微量菌量(n=18) 极低菌量(n=57) 低菌量(n=65) 中菌量(n=41) 高菌量(n=11) F/χ2 P

年龄(岁) 63.8±16.1 53.4±16.1 57.5±14.1 54.5±15.1 59.3±10.5 2.031 0.092

男 13(10.6) 35(28.5) 45(36.6) 22(17.9) 8(6.5) 3.736 0.443

女 5(7.2) 22(31.9) 20(29.0) 19(27.5) 3(4.3)

表3  不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的T-SPOT.TB比较[M(P25,P75)]

项目 微量菌量(n=18) 极低菌量(n=57) 低菌量(n=65) 中菌量(n=41) 高菌量(n=11) H P

A斑点/阳性对照 0.039(0.003,0.192) 0.037(0.006,0.088) 0.067(0.017,0.136) 0.108(0.036,0.212) 0.071(0.047,0.108) 13.6820.008

B斑点/阳性对照 0.026(0.005,0.098) 0.062(0.004,0.177) 0.096(0.025,0.297) 0.200(0.050,0.343) 0.066(0.009,0.252) 14.0290.007

A+B斑点/阳性对照 0.062(0.015,0.269) 0.119(0.031,0.303) 0.198(0.049,0.422) 0.320(0.103,0.519) 0.193(0.108,0.381) 16.1750.003

2.3 Xpert
 

MTB/RIF阳性且同时送检 mNGS患者

结果分析 Xpert
 

MTB/RIF阳性且同时送检 mNGS
的69例患者中,男 性46例(66.7%),女 性23例

(33.3%)。Xpert
 

MTB/RIF半定量分级中,高菌量

病例仅3例,与中菌量合并为中菌量+高菌量。各分

级中以低菌量和极低菌量为主。mNGS未检出结核

分枝杆菌9例患者均为微量菌量和极低菌量。
 

69例

不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的性别占比比较,
差异无统计学意义(P>0.05)。见表4。

  Xpert
 

MTB/RIF阳性且同时送检 mNGS的69
例患 者 中,不 同 Xpert

 

MTB/RIF 半 定 量 分 级 的

mNGS检出序列数及 mNGS检出相对丰度比较,差
异均有统计学意义(P<0.05)。两两比较结果显示,
中菌量+高菌量的mNGS检出序列数及 mNGS检出
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相对丰度显著高于微量菌量、极低菌量和低菌量(P<
0.05);低菌量的mNGS检出序列数及mNGS检出相

对丰度显著高于微量菌量和极低菌量(P<0.05)。见

表5。
 

表4  69例不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级的性别分布[n(%)]

性别 微量菌量(n=13) 极低菌量(n=22) 低菌量(n=21) 中菌量+高菌量
 

(n=13) χ2 P

男 9(19.6) 14(30.4) 15(32.6) 8(17.4) 0.498 0.919

女 4(17.4)
 

8(34.8)
 

6(26.1) 5(21.7)
 

表5  69例患者不同Xpert
 

MTB/RIF半定量分级 mNGS检出序列数、相对丰度分布[M(P25,P75)]

项目 微量菌量(n=13) 极低菌量(n=22) 低菌量(n=21) 中菌量+高菌量(n=13) H P

mNGS检出序列数 0.0(0.0,7.0) 6.0(1.5,26.5) 48.0(20.0,437.0) 5
 

562.0(3
 

467.5,28
 

784.5)36.284 <0.001

mNGS检出相对丰度 0.0(0.0,0.1) 0.1(0.1,0.1) 0.1(0.1,0.4) 4.4(2.0,64.8) 35.133 <0.001

2.4 mNGS检出其他病原菌体分布 Xpert
 

MTB/

RIF阳性和同时送检mNGS患者69例中,42例患者

检测出其他病原体(60.9%),分别是阴性菌21例

(30.4%)、病毒21例(30.4%)和真菌15例(21.7%,
包 括 曲 霉 4 例、酵 母 菌 11 例)、阳 性 菌 13 例

(18.8%)、特殊病原体6例(8.7%,包括鸟分枝杆菌
 

1
例、人型支原体1例、新生隐球菌1例、惠普尔养障体

1例、耶氏肺孢子菌2例)。
 

3 讨  论

  肺结核仍然是临床常见病和疑难病之一,临床可

通过痰液抗酸染色、痰培养、T-SPOT.TB、胸部计算

机断层扫描、mNGS等检查方法辅助诊断,但上述检

查都有各自优劣性,并且在不同层级医院开展情况不

一,如何更好地诊断肺结核,同时避免不必要的联合

检测,是临床需要关注的问题。

Xpert
 

MTB/RIF具有快速、灵敏度高、特异度

高、可检测耐药性等优点,极大提升了结核病及耐药

结核的早期诊断能力[1-2]。本研究共筛选2
 

748例患

者,Xpert
 

MTB/RIF阳性324例,阳性率较低,提示

临床认可 Xpert
 

MTB/RIF对肺结核诊断的重要价

值,但需要适当减少不必要的送检,以提高检测阳性

率。本研究利福平耐药检出12例(3.7%),与文献

[4]结果一致。既往研究表明,Xpert
 

MTB/RIF半定

量分级与患者的临床表现及影像学严重程度具有一

定相关性,高菌量患者更可能出现典型的肺结核影像

学表现,并具有较高的传染性,而在极低菌量样本或

存在非典型突变的情况下,检测结果可能出现假阴性

或假阳性[5-8]。本研究mNGS未检出结核分枝杆菌9
例患者均为微量菌量和极低菌量,提示微量和极低菌

量等级的Xpert
 

MTB/RIF阳性对于肺结核的诊断意

义有限。Xpert
 

MTB/RIF报告中的“利福平耐药结

果为不确定”通常指检测到细菌RNA聚合酶β亚基

(rpoB)基因区域存在突变,但突变类型无法明确归类

为已知耐药突变,或检测信号处于临界值(如探针延

迟扩增等情况)[9]。本研究利福平耐药检出12例

(3.7%),利福平耐药结果不确定39例(12.0%)。

Xpert
 

MTB/RIF仅用于检测利福平耐药性,无法检

测其他抗结核药物的耐药性[10],因此,Xpert
 

MTB/

RIF对于临床诊断肺结核,特别是判读肺结核的耐药

性方面仍存在局限性。

T-SPOT.TB
 

检测通过分离患者外周血单个核

淋巴细胞,经结核分枝杆菌特异性抗原
 

ESAT-6
 

和
 

CFP-10
 

刺激,促使特异性
 

T
 

细胞分泌干扰素-γ。干

扰素-γ经酶联斑点显色反应形成可见斑点,斑点形成

数量用于反映结核特异性
 

T
 

细胞免疫应答的强度。

T-SPOT.TB检测不能区分活动性结核和潜伏性结核

感染,但结合临床表现、影像学和其他实验室检查时,
可为活动性结核的诊断提供重要参考;对于免疫功能

低下者,T-SPOT.TB检测的灵敏度和特异度优于结

核菌素试验;对于既往接种过卡介苗的人群,其诊断

价值更高;对于严重免疫抑制患者,可能出现假阴性;
对于无症状但有结核感染风险的人群,T-SPOT.TB
检测可用于潜伏性结核感染的筛查及预防性治疗决

策。本研 究 Xpert
 

MTB/RIF 阳 性 且 同 时 送 检 T-
SPOT.TB的192例患者中,不同Xpert

 

MTB/RIF半

定量分级的
 

A斑点/阳性对照比值、B斑点/阳性对照

比值和A+B斑点/阳性对照比值比较差异有统计学

意义(P<0.05)。因此,对于A斑点/阳性对照、B斑

点/阳性对照或A+B斑点/阳性对照较高的患者,临
床可进一步选择纤支镜肺泡灌洗液送检Xpert

 

MTB/

RIF或mNGS检测,以进一步明确诊断。mNGS检

测为感染性疾病的精准诊断提供了强有力的工具,尤
其在复 杂、疑 难 和 危 重 病 例 中 显 示 出 独 特 优 势。

mNGS检出序列数和mNGS检出相对丰度是评估病

原体的重要指标。mNGS检出序列数越多,说明该微

生物在样本中的丰度越高,结果越可靠;mNGS检出
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相对丰度反映该微生物在样本中占比,有助于判断其

是否为主要致病菌[11-12]。本研究发现 mNGS检出结

核DNA 序列数和相对丰度与灌洗液 Xpert
 

MTB/

RIF半定量分级存亦在明显关联,这提示对于临床单

纯考虑肺结核的患者,两种检查选择一种即可。既往

研究报道,结核合并其他病原体感染或定植的发生率

较 高,包 括 细 菌、真 菌、病 毒 及 其 他 特 殊 病 原 体

等[13-18]。本研究 Xpert
 

MTB/RIF阳性和同时送检

mNGS患者69例中,42例患者检测出其他病原体

(60.9%)。因此,在解读 mNGS检测结果时,需结合

其他临床特征评估病原体的诊断价值。
本研究发现,Xpert

 

MTB/RIF半定量分级与T-
SPOT.TB的斑点值、mNGS检出结核DNA序列数

及相对丰度之间存在关联,这为临床合理选择上述检

测方法,避免不必要的 mNGS与Xpert
 

MTB/RIF半

定量分级联合检测提供了理论依据。本研究的不足

之处是选取的研究人群仅为Xpert
 

MTB/RIF阳性患

者,未充分结合临床和其他检测指标来涵盖所有肺结

核患者。在后续研究中,应纳入更广泛的肺结核人

群,以全面评估不同检查指标在临床中的意义。
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