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  摘 要:结核病是一类常见的感染性疾病,它具有传染性、隐匿性和慢性化的特点,早期诊断有利于阻断结

核病传播,并减少耐药结核发生率。目前应用于临床的结核病检测方法在早期诊断方面有明显的局限性。高

通量测序又称为二代测序或下一代测序(NGS),作为新兴的基因测序方法,有望提高结核病早期诊断率。NGS
不仅能快速检出结核分枝杆菌复合群,也能进行耐药结核菌的分子分型,这有助于制订有效的抗结核治疗方

案。由于缺少大规模临床研究和统一标准,高通量测序作为结核病的检测方法还需要进一步评估和规范。
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Abstract:Tuberculosis

 

is
 

a
 

kind
 

of
 

common
 

infectious
 

disease,which
 

has
 

the
 

characteristics
 

of
 

infectivity,
concealment

 

and
 

chronicity.Early
 

diagnosis
 

is
 

very
 

important
 

to
 

block
 

the
 

transmission
 

of
 

tuberculosis
 

and
 

re-
duce

 

drug-resistant
 

tuberculosis.However,the
 

current
 

detection
 

methods
 

are
 

not
 

ideal
 

for
 

the
 

early
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis.High-throughput
 

sequencing,also
 

known
 

as
 

second-generation
 

sequencing
 

or
 

next-generation
 

sequencing(NGS),as
 

a
 

new
 

method
 

of
 

gene
 

sequencing,is
 

expected
 

to
 

improve
 

the
 

rate
 

of
 

early
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis.It
 

can
 

not
 

only
 

quickly
 

detect
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

complex,but
 

also
 

carry
 

out
 

molecular
 

typing
 

of
 

drug-resistant
 

Mycobacterium
 

tuberculosis,which
 

is
 

helpful
 

to
 

develop
 

an
 

effective
 

anti-tuberculosis
 

treatment
 

plan.Due
 

to
 

the
 

lack
 

of
 

large-scale
 

clinical
 

studies
 

and
 

unified
 

standards,high-throughput
 

sequen-
cing

 

as
 

a
 

detection
 

method
 

for
 

tuberculosis
 

needs
 

to
 

be
 

further
 

evaluated
 

and
 

standardized.
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  结核病是结核分枝杆菌感染所致的疾病,人型结 核菌为人类主要致病型。结核分枝杆菌可以感染机
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体除毛发、指甲以外的任何部位,其中以肺部感染最

常见。结核病位列全球第13大死因,据《2021全球结

核病报告》显示,2020年全球结核潜伏感染人群接近

20亿,新发患者987万,发病率为127/10万;我国估

算的新发患者数为84.2万,发病率为59/10万,在30
个结核病高负担国家中我国高居第2位,仅次于印

度[1]。目前结核病的辅助诊断方法很多,涉及病原

学、影像学、分子生物学、免疫学以及病理学等,但诊

断效能欠佳。结核菌培养是确诊结核病的金标准,但
灵敏度仅为45%~60%[2-4],临床诊断往往需要联合

多种方法进行检测分析,并常常采取诊断性抗生素治

疗方式来辅助临床判断,导致结核病诊断的延误和治

疗的延后,因此提高检测方法的灵敏度和特异度对结

核病的防控意义重大。NGS采用基因测序方法能快

速检出病原微生物,本文就 NGS应用于结核病诊断

的研究进展进行综述。
1 NGS概述

  基因组测序共经历了三代技术发展。一代测序

的优点是准确度高、容易掌握,缺点是耗时长、过程复

杂、费用高。二代测序,也就是NGS,它以循环微阵列

法为原理,包括样本处理、核酸提取、基因文库生成和

生物信息学途径分析几个步骤[5]。NGS一次能对高

达几百万条的DNA分子测序,使物种的基因组或转

录组测序变得容易。NGS用于病原学的检测包括靶

向下 一 代 测 序 (tNGS)、宏 基 因 组 下 一 代 测 序

(mNGS)、全基因组测序(WGS)等。tNGS是对富集

后的目的DNA序列进行高通量测序,只能用于核酸

序列已知的病原体的检测;mNGS是直接提取样本中

全部微生物群落基因的DNA进行测序,理论上一次

性可以检出全部的微生物序列;WGS是对整个基因

组进行检测,可以检测编码区、非编码区、调控区,以
及一些结构变异。相对于一代测序,NGS的准确性略

有降低,但通量高、耗时短、成本低,更适用于临床使

用。三代测序是以单分子测序技术为基础的新一代

测序方式,不需要经过PCR扩增,主要分为单分子荧

光测序技术和纳米孔测序技术,近年来三代测序逐渐

控制了成本,但在精度上仍需进行更多的研究与验

证[6-7],目前较少应用于临床。
NGS包括DNA测序和RNA测序,DNA测序可

检测除RNA病毒以外的病原微生物,RNA测序可检

测RNA 病毒,同时还可以反映病原微生物转录活

性[8]。mNGS可以检测来自人类、动物、食品和环境

的各种标本,在不预先了解病原体类型的情况下能直

接检出所有微生物序列,包括病毒、细菌、真菌和寄生

虫。由于不同病原微生物有不一样的生长条件,常规

的标准培养往往不能培养出标本中的所有病原微生

物,所以NGS将来有可能成为微生物实验室的主导

技术[9-10]。NGS还能对艾滋病、结核病、流感、脊髓灰

质炎、疟疾等传染性疾病进行监测[11-12]。多项研究指

出,在感染性疾病中 mNGS的灵敏度高于传统培养

法[13-14],尤其是用于血液、支气管肺泡灌洗液和痰液

标本的检测[15]。在肺部感染性疾病的病原学检测中,
NGS比传统方法检测范围更广、检出率更高、耗时更

短,且能明显提高了真菌感染的诊断率[16-18]。相较于

普通病原菌,结核分枝杆菌更难培养,因此NGS用于

检测结核分枝杆菌的检测是极具前景的。
2 常用的结核病检测方法

  目前关于结核病的检测方法很多,包括涂片法、
培养法、病理活检、影像学检查以及结核分枝杆菌核

酸检测、纯化蛋白衍生物(PPD)试验、γ干扰素释放试

验(IGRA)、结核抗体检测等,确诊结核病常常需要上

述检测方法的联合使用[19]。
涂片法的依据是结核分枝杆菌的抗酸特性,是指

将样本进行涂片、染色,根据染色情况判定结果。该

法简便、快捷,但灵敏度受样本质量的影响大,且不能

鉴别结核分枝杆菌和非结核分枝杆菌[20]。培养法特

异度高,但由于结核分枝杆菌生长缓慢,不管是罗氏

固体培养基(2~4周)还是改良液体培养基(1~2
周),都无法避免培养周期长的问题,不能快速得到结

果[19]。阳性培养标本还需要进一步进行耐药表型分

析,即结核分枝杆菌药敏试验(DST),以了解结核分

枝杆菌是否存在耐药,但需耗时2~4周。在结核病

高负担国家,培养法的低效能限制了其在早期诊断中

的临床应用[12]。病理活检也是诊断结核病的方法之

一,结核病的病理改变表现为上皮细胞样肉芽肿性

炎,光学显微镜下可见大小不等、数量不同的坏死性

和非坏死性的肉芽肿,同时需要在病变区找到病原

菌,并采用抗酸染色方法来确定[19]。但部分患者活检

难度大,且增加了诊治风险,从而限制了临床上的广

泛开展。胸部X片是临床筛查肺结核的最常用方法,
但容易漏检,相比之下,胸部CT可以发现更小、更隐

匿的病灶。肺结核病灶具有多形性的特点,容易出现

空洞、硬结及钙化灶,常位于上叶尖后段及下叶背段,
但影像学不典型者也并非罕见,常常需要与其他病原

菌感染相鉴别,因此影像学检查只能作为诊断结核的

辅助证据。
核酸检测技术的发展在一定程度上弥补了传统

病原学检查的局限性,灵敏度和特异度均有所提高。
常用方法包括聚合酶链式反应(PCR)、环介导等温扩

增反应(LAMP)、利福平耐药快速检测(Xpert
 

MTB/
RIF)等。LAMP 无 法 对 检 测 结 果 进 行 耐 药 性 判

断[21],而Xpert
 

MTB/RIF可同时用于结核病的诊断

和耐 利 福 平 结 核 菌 的 判 断[1]。LAMP 与 Xpert
 

MTB/RIF在结核病的诊断中有较好的一致性,明显

优于涂片法[22-23];在临床诊断患者中,两者灵敏度与

培养法接近,特异度高于培养法;但在有抗结核活性
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药物暴露史的患者中,两者灵敏度优于培养法[22]。抗

结核药物通过抑制细胞壁、蛋白质、酶的合成等原理

降低结核分枝杆菌菌株活性[24-27],而核酸可以较长时

间保留在死亡菌株中,同时也说明分子生物学方法不

能替代结核菌培养用于药物疗效监测。由于LAMP
操作简单、成本低,当Xpert

 

MTB/RIF由于条件限制

不能开展时,LAMP可以取代涂片显微镜检查,提高

结核病诊断能力[22]。此外,核酸检测技术还应用于耐

药结核的基因型分析,包括基于反向杂交的线探针分

析(LPA)和半定量Xpert
 

MTB/RIF[28],但临床上的

应用不如表型分析广泛。
结核分枝杆菌感染人体后会发生一系列免疫反

应,基于此的检验方法有PPD试验和IGRA。PPD试

验是基于Ⅳ型超敏反应的皮肤试验,根据硬结及水泡

的情况在试验后72
 

h判定结果,该法干扰因素较多,
有出现假阳性或假阴性可能,且不能区分活动性感染

与潜伏感染,灵敏度较低。IGRA包括结核菌感染T
细胞 斑 点 试 验 (T-SPOT)和 酶 联 免 疫 吸 附 测 定

(ELISA),它们都有很高的灵敏度,且T-SPOT法特

异度稍高于ELISA法,且同样不能区分活动性感染

与潜伏感染[29]。血清结核分枝杆菌抗体在体内存在

时间很长,即使结核病痊愈后仍可以检测到,尽管检

测敏感度在70%左右,但并不能作为判断结核病活动

性的指标[30]。
3 NGS在结核病诊断中的应用

3.1 NGS检测结核分枝杆菌 多项研究报道,NGS
检测结核分枝杆菌的特异度高达98%以上,而灵敏度

明显优于传统培养法和Xpert
 

MTB/RIF[31-33]。NGS
在不同部位来源的样本检测中也存在差异,肺样本的

检测灵敏度明显高于肺外样本,分别为58.5%和

43.1%;痰液检测灵敏度为52.3%,略低于培养法的

60.9%;但在培养阴性的支气管肺泡灌洗液和浆膜腔

液体样本中,NGS阳性检出率仍有28.8%,提示NGS
有利于菌阴结核病的诊断[32],且NGS对肺外结核的

诊 断 效 率 仍 高 于 传 统 培 养 法 和 Xpert
 

MTB/
RIF[32-36]。NGS检测需要32~36小时,液体培养基

培养法需要14~55天,虽然涂片法只需1~2天,但
它的灵敏度及特异度均不如NGS,因此NGS有利于

活动性肺结核的早期诊断[32]。
WGS通过检测单核苷酸多态性(SNP)的多寡,

可以用来评估和鉴别结核病患者是否合并感染、复发

或者再感染。如果变量位置显示具有不同等位基因

的群体共存,则可以在大量测序数据中检测到合并感

染[37-38]。对复发结核患者前后两次的标本进行检测,
也可判断是复发还是再次感染。一项摩尔多瓦的研

究对患者进行基因测序显示,在多个耐药结核样本之

间的SNP差异不超过10个,从基因层面证实了人与

人之间的传播[39]。痰液和支气管肺泡灌洗液都可以

作为NGS检测的样本,但痰液更容易被污染,在变异

分析中会引入更大的偏差,出现不真实的SNP。对于

痰稀少的疑似肺结核病例,支气管肺泡灌洗液或肺组

织是更好的结核分枝杆菌检测标本,但这类标本都包

含大量的人类基因,需进行严格的质量控制以减少宿

主基因组的影响[40]。由于部分标本的黏液含量高,结
核分枝杆菌可能发生聚集而分布不均,导致结核菌计

数不准确,因此样本需要预处理,通过耗尽其他细胞

DNA来 均 化 和 富 集 结 核 杆 菌,以 提 高 NGS诊 断

率[41]。除此之外,抗结核治疗会显著降低 NGS的检

出率,这提示NGS样本需要在经验性治疗前收集,并
且样本如果在检测或运输过程中被污染同样会降低

NGS诊断率[33-34]。另外,由于结核分枝杆菌是胞内

菌,体液中的病原体含量较少,在检测过程中需对细

胞进行破壁处理,这可能会破坏遗传物质,导致检出

率降低。
3.2 NGS对耐药结核菌的识别 结核病疫情难控制

的原因和耐药菌株的增加密切相关,耐药结核患者数

量增加的主要原因是不适当的治疗和耐药结核分枝

杆菌分离株的社区传播。在基因组水平上,结核分枝

杆菌的耐药性是由单个或多个结核分枝杆菌基因的

遗传变异造成的。NGS用于鉴别结核分枝杆菌分离

株的分子分型技术,有基于IS6110的限制性片段长

度多态性分析(IS6110-RFLP)、分枝杆菌散布重复单

位-可变数 目 串 联 重 复 序 列 测 定(MIRU-VNTR)、
WGS等。IS6110-RFLP分型在20世纪90年代是公

认的结核病基因分型的金标准[42],但它费力耗时,对
操作人员要求高,而且对IS6110拷贝数在5个或以下

的菌株没有足够的分辨能力[43]。2009年欧洲疾病预

防和控制中心(ECDC)提出将 MIRU-VNTR作为结

核病基因分型的金标准。MIRU-VNTR分型结果格

式简单,以DNA扩增为基础,不需要对结核分枝杆菌

进行培养,并缩短了实验室检测时间[44]。2019年,
ECDC提议在一些优先病原体的监测和暴发调查中

使用 WGS。一项评估 WGS在实验室诊断分枝杆菌

性能的研究显示,93%的分枝杆菌与常规实验室鉴定

结果一致,93%的结核分枝杆菌复合群药敏预测与

DST结果相符合[45]。WGS用于分子分型可获得高

分辨能力的精确遗传信息,但目前微生物数据库尚缺

乏广度和精度,且没有统一的解读标准,因此普及推

广面临着挑战[43,46]。
由于结核病耐药是由结核分枝杆菌基因突变引

起的,因此使用 NGS进行耐药 监 测 有 很 大 优 势。
NGS的成本与DST相当,且耗时短,它可以识别所有

可能导致耐药的突变,不管是已知的还是未知的,同
时还可以区分改变表型的耐药突变和不改变表型的

沉默 突 变[28,41,47]。在 利 福 平 耐 药 的 检 测 上,Xpert
 

MTB/RIF检测耐利福平结核菌的特异度(99.5%)比
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NGS高,但灵敏度较低(61.8%)[34]。一项研究采用

NGS检测了1000多份痰菌阳性样本,发现结核病患

者对利福平、氟喹诺酮、吡嗪酰胺的耐药率低,但对利

福平敏感患者对异烟肼的耐药率较高。如果使用

Xpert
 

MTB/RIF检测利福平耐药性,将导致漏诊很

多耐异烟肼结核病患者[34]。这也说明了传统的分子

技术不足以评估全部的耐药突变,需要进行多重分

析。NGS检测一线抗结核药物和部分二线抗结核药

物耐药性的准确率很高[48],表型结果与基因型结果的

一致性较好,但由于抗药性遗传基础不完全清楚,故
基因型方法还不能完全取代传统的表型方法[12,48-49]。
有报道分析了88株再培养的耐多药肺结核病(MDR-
TB)菌株,比较 NGS和一代测序对于吡嗪酰胺耐药

的突变检测,两者结果符合率为89%,NGS不仅证实

了一代测序检测到的吡嗪酰胺耐药的主要突变基因,
即pncA基因,还发现了几个新的混合菌株突变,解决

了部分基因型与表型结果不一致的问题[50]。随着

NGS更多应用于结核病的耐药性检测,以及基因序列

数据信息的不断补充和完善,NGS有望用于结核病耐

药的定量解释,以指导制定后续治疗方案[51]。与

DST相比,WGS可以了解不同地区的结核分枝杆菌

耐药模式和在传播过程中不断获得的耐药性信息,这
更有利于结核病疫情的控制[52]。
4 总结和展望

  我国是结核病高负担国家,由于传统检测方法的

局限性,结核病的早期诊断和防控仍面临很大挑战。
NGS检测特异度高,且灵敏度高于培养法和 Xpert

 

MTB/RIF,能快速检测样本中所有的微生物序列,在
结核病的早期诊断和鉴别诊断上有很大 的 价 值。
NGS可以对多种样本进行检测,对肺结核和肺外结核

的诊断都有很大帮助;同时还能鉴别结核患者是合并

感染、复发或者再感染;能识别所有可能导致耐药的

突变,确定耐药菌株的传播模式,有利于阻断结核病

的传播。
目前NGS缺乏全面且高精度的数据库,对检测

出的基因阈值不能进行量化分级,对检测结果没有统

一的解读标准,对操作没有统一的流程,这些都是

NGS广泛推行面临的问题。虽然NGS在结核菌感染

中的研究日益增多,但高中低风险区都缺乏多中心和

大规模的前瞻性研究,使其诊断效能和可信度都大打

折扣。NGS是医学、分子生物学、生物信息学等多学

科发展进步的成果,目前用于结核病的早期诊断和耐

药结核的鉴定还欠成熟,其发展和完善还需要多学科

的共同努力和协作。
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