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  摘 要:目的 本研究以结核菌多肽蛋白刺激全血细胞,建立化学发光技术检测血浆中基质金属蛋白酶8
(MMP-8)的表达水平,评价其区分活动性结核的诊断价值。方法 通过结核菌特异性多肽体外刺激全血并分

离血浆,用化学发光技术检测不同人群中血浆 MMP-8表达水平的差异。结果 建立化学发光方法检测血浆生

物标志物 MMP-8的表达水平,受试者工作特征(ROC)曲线分析显示,在区分痰涂片阳性肺结核(AFB+TB)患

者和健康对照(HC)者中曲线下面积(AUC)为0.95(95%CI:0.92~0.98),准确度0.85,灵敏度为0.94,特异

度为0.83。在区分痰涂片阴性肺结核(AFB-TB)患者和HC对照组AUC为0.89(95%CI:0.85~0.094),准

确度0.76,灵敏度为0.94,特异度为0.76。鉴别AFB+TB和结核潜伏感染(LTBI)者AUC为0.96(95%CI:

0.94~0.98),灵敏度0.83,特异度为0.98。区分 AFB-TB和LTBI者的 AUC为0.93(95%CI:0.90~
0.97),灵敏度为0.76,特异度为0.98。TB-DNA、痰结核菌培养、γ-干扰素释放试验(IGRAs)和 MMP-8方法

对AFB+TB患者的检出率分别为79.17%、52.08%、83.33%和85.42%。在 AFB-TB的检出率分别为

21.05%、15.79%、61.05%和75.78%。同时平行比较MMP-8和TB-DNA、痰培养、IGRAs
 

3种方法在AFB-
TB患者阳性率,其各组间差异有统计学意义(P<0.05)。结论 化学发光检测血浆生物标志物 MMP-8可辅

助预测活动性结核病的诊断,尤其在涂阴结核中预测具有显著优势和参考价值。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

matrix
 

metalloproteinase
 

8
 

(MMP-8)
 

in
 

differen-
tiating

 

active
 

tuberculosis
 

though
 

the
 

whole
 

blood
 

cells
 

stimulated
 

by
 

tuberculin
 

polypeptide
 

protein
 

were
 

used
 

to
 

establish
 

a
 

chemiluminescence
 

technique
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

MMP-8
 

in
 

plasma.Methods The
 

whole
 

blood
 

was
 

stimulated
 

by
 

tubercular
 

specific
 

peptides
 

in
 

vitro
 

and
 

plasma
 

was
 

separated.The
 

expression
 

of
 

MMP-8,a
 

biomarker
 

in
 

plasma,was
 

detected
 

by
 

chemiluminescence
 

technique
 

in
 

different
 

populations.Re-
sults A

 

chemiluminescence
 

method
 

was
 

established
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

the
 

plasma
 

biomarker
 

MMP-8,and
 

the
 

ROC
 

curve
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

AUC
 

was
 

0.95
 

(95%CI:0.92-0.98),the
 

accuracy
 

was
 

0.85,the
 

sensitivity
 

was
 

0.94,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.95
 

in
 

distinguishing
 

AFB+TB
 

from
 

HC
 

controls.In
 

distinguishing
 

phlegm
 

smear
 

negative
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

patients
 

(AFB-TB)
 

from
 

HC
 

control
 

group,

the
 

AUC
 

was
 

0.89
 

(95%CI:0.85-0.094),the
 

accuracy
 

was
 

0.76,the
 

sensitivity
 

was
 

0.94,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.76.The
 

AUC
 

for
 

distinguishing
 

AFB-TB
 

from
 

latent
 

infection
 

of
 

tuberculosis
 

(LTBI)
 

was
 

0.96
 

(95%
CI:0.94-0.98),the

 

sensitivity
 

was
 

0.83,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.98.The
 

AUC
 

for
 

distinguishing
 

AFB+
TB

 

from
 

LTBI
 

was
 

0.93
 

(95%CI:0.90-0.97),the
 

sensitivity
 

was
 

0.76,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.98.The
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detection
 

rates
 

of
 

TB-DNA,sputum
 

tuberculosis
 

culture,interferon
 

gamma
 

release
 

assay
 

(IGRAs)
 

and
 

MMP-
8

 

in
 

patients
 

with
 

active
 

smear-positive
 

tuberculosis
 

were
 

79.17%,52.08%,83.33%
 

and
 

85.42%,respective-
ly.The

 

detection
 

rates
 

of
 

smear-negative
 

tuberculosis
 

patients
 

were
 

21.05%,15.79%,61.05%
 

and
 

75.78%,

respectively.At
 

the
 

same
 

time,the
 

positive
 

rates
 

of
 

MMP-8
 

and
 

TB-DNA,sputum
 

culture,and
 

IGRAs
 

in
 

smear-negative
 

tuberculosis
 

patients
 

were
 

compared
 

in
 

parallel,and
 

the
 

differences
 

among
 

the
 

groups
 

were
 

significant
 

and
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

data
 

show
 

that
 

chemiluminescent
 

detec-
tion

 

of
 

plasma
 

biomarker
 

MMP-8
 

can
 

assist
 

in
 

predicting
 

the
 

diagnosis
 

of
 

active
 

tuberculosis,especially
 

in
 

smear-negative
 

tuberculosis,which
 

has
 

significant
 

advantages
 

and
 

reference
 

value.
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  结核病(TB)是全球单一传染源的大流行病,每年

有近1
 

040万新发 TB病例和180万例 TB患者死

亡[1]。据估计,全球三分之一的人口潜伏感染结核分

枝杆菌(MTB),其中约10%的人可能会发展成活动

性结核[1]。尽管近年来有一些新药研发,但仍需要新

的短程高效治疗手段和深入了解TB潜在的发病机

制。早发现早治疗是传染病的基本防控策略,也是降

低发病率和病死率的重要措施。
活动性肺结核(ATB)患者肺腔里存在肺组织的

损伤,其特点是 MTB载量高,大量巨噬细胞吞噬

MTB导致肉芽肿形成和气蚀破坏基质[2],从而使其

失去稳态保护作用和损伤后的组织重塑和修复能力,
并释放细胞外基质降解产物和侵蚀肉芽肿干酪化坏

死,肺组织空化和破坏持续扩散,导致 MTB进一步传

播[3]。基质金属蛋白酶(MMP)是结核组织破坏的关

键效应物[4]。抑制 MMP活性来阻止基质被破坏并

使结核相关的发病率和病死率降低,以及改善TB的

治疗效果[5-6]。MMP活性增加与多种感染以及非感

染性肺部疾病中的炎症反应有关[7]。
在前期工作中,本团队利用蛋白芯片和流式技术

比较不同类型的临床样本,筛选出多个血浆中生物标

志物,其中发现在ATB患者MMP-8的表达水平显著

高于健康对照者(HC)和结核感染潜伏者(LTBI)。
为了建立更为快速、便捷、应用广泛的检测方法,在此

基础上,本文采用化学发光法检测结核菌多肽刺激后

血浆中标志物MMP-8的表达水平,为ATB的辅助诊

断提供依据。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选择于2022年5-9月在本院肺病

医学部住院的 ATB患者143例,其中痰涂片阳性肺

结核(AFB+TB)患者48例,平均年龄(43±18)岁;痰
涂片阴肺性结核(AFB-TB组)患者95例,平均年龄

(42±16)岁;LTBI患者44例,平均年龄(44±11)岁。
另选取同期体检的HC

 

120例,平均年龄(42±12)岁。

各组间年龄比较差异无统计学意义(P<0.05),具有

可比性。诊断依据《肺结核诊断和治疗指南》中相关

标准,入组标准:年龄在18~68岁,无自身免疫性疾

病、未合并基础疾病。ATB判定标准:(1)细菌学包

括涂片抗酸杆菌检查阳性和结核分枝杆菌分离培养

阳性患者;(2)分子生物学仅分枝杆菌核酸检测阳性;
(3)影像学有胸部影像有 ATB相符的病变;(4)病理

学在肺组织病理符合TB病理改变。其中,AFB+TB
患者微生物细菌学痰、肺泡灌洗液涂片阳性或培养阳

性,AFB-TB患者细菌学阴性。LTBI入组标准:有
结核接触史,特异性结核分枝杆菌刺激γ-干扰素释放

试验(IGRAs)检测阳性,影像学胸部X线片正常,临
床表现无症状且痰涂片中无结核分枝杆菌。(3)HC
入组标准:均经胸部X线或CT

 

检查,排除肺内外结

核菌感染。既往无TB史,未服用抗结核药物。本研

究获得本院伦理委员会批准。

1.2 研究方法

1.2.1 试剂与仪器:TB-DNA检测试剂(达安基因股

份有限公司),PCR扩增仪ABI-7500;痰培养试剂、全
自动快速结核分枝杆菌培养仪BD-960;IGRAs检测

试剂盒(北京同生时代生物科技有限公司);斑点Elis-
pot读板 仪(美 国 CTL 公 司);化 学 发 光 试 剂 盒、

MMP-8试剂、化学发光仪器i2000(新产业生物医学

工程股份有限公司)。

1.2.2 标本采集:用肝素锂抗凝管采集各受试者10
 

mL全血,避免溶血。IGRAs检测:取5
 

mL全血分离

外周血单个核细胞(PBMC),PRMI1640培养基洗涤

并计数细胞总数,终浓度为2×106/mL,每个样本设

阳性对照、空白对照和抗原检测孔。全程严格按说明

书执行。MMP-8检测:取2
 

mL全血加入结核分枝杆

菌特异性多肽PB、P8、P10(结核分枝杆菌多肽实验室

制备)5
 

μg/mL,混匀放置37
 

℃培养箱孵育16~18
 

h,离心收集上清用于化学发光检测。

1.3 统计学处理 采用GraphPad
 

Prism
 

V7.0统计
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学软件进行数据分析,计数资料采用百分率表示,采
用χ2 检验,通过受试者工作特征(ROC)曲线确定最

佳阈值,计算曲线下面积(AUC)及95%置信区间

(95%CI),以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 基于MMP-8化学发光检测建立用于ATB诊断

的预测 通过ROC曲线分析标志物表达水平对TB、

LTBI和 HC组的鉴别能力。阈值为10.84
 

ng/mL
(超过阈值)时,MMP-8检测结果能较好鉴别AFB+
TB和HC,AUC为0.95(95%CI:0.92~0.98),准确

度为0.85,灵敏度为0.94,特异度为0.83。在区分

AFB-TB和 HC对照组中 AUC为0.89(95%CI:

0.85~0.94),准确度为0.76,灵敏度为0.94,特异度

为0.76。此外,鉴别 AFB+TB和LTBI的 AUC为

0.96(95%CI:0.94~0.98),灵敏度为0.83,特异度

为0.98。区分 AFB-TB和LTBI的 AUC为0.93
(95%CI:0.90~0.97),灵敏度为0.76,特异度为

0.98。见图1。

2.2 不同检测方法诊断 AFB-TB、AFB+TB的效

能评估 基于血浆多肽刺激的生物标志物在诊断应

用的比较,本文评估了 TB-DNA、痰培养、IGRAs和

MMP-8检测等方法对AFB-TB、AFB+TB患者的

诊断效能。AFB+TB的检出率分别为79.17%、

52.08%、83.33%和85.42%。在 AFB-TB的检出

率为21.05%、15.79%、61.05%和75.78%。同时,
平行比较AFB-TB中 MMP-8标志物检测与其他3
种方法在诊断效能方面,其各组间比较差异有统计学

意义(P<0.05),见表1。

图1  ROC曲线分析 MMP-8表达水平在各组间鉴别

ATB中的预测

表1  不同检测方法在AFB-TB、AFB+TB的诊断效能[n(%)]

组别 n TB-DNA 痰培养 IGRAs MMP-8 P

AFB+TB 48 38(79.17) 25(52.08) 40(83.33) 41(85.42) 0.422
 

5a,<0.000
 

4b,0.778
 

6c

AFB-TB 95 20(21.05) 15(15.79) 58(61.05) 71(75.78) <0.000
 

1a,<0.000
 

1b,0.043
 

4c

  注:a为两组TB-DNA、MMP-8比较;b为两组痰培养、MMP-8比较;c为两组IGRAs、MMP-8比较。

3 讨  论

TB是全球主要的公共卫生问题,特别是在发展

中国家。TB高发的国家,耐多药TB、糖尿病合并TB
和人类缺陷病毒(HIV)合并TB等患者逐年增多,其
临床症状并不典型,即便联合多种方法检测临床诊断

依然困难,是结核感染者死亡的诸多原因之一[1]。
大多数TB诊断依赖于细菌学结核分枝杆菌涂片

和培养,也是诊断TB的金标准[2-3];其中分子生物学

Gene
 

Xpert、TB-DNA检测快速具有较高的灵敏度和

特异度[7-8],但检测受样本限制;IGRAs检测结核分枝

杆菌特异性抗原刺激产生γ-干扰素,只能鉴别是否为

MTB感染[9-10]。流式CD161检测技术在菌阴、HIV
合并感染、部分 TB患者无痰或儿童可提高辅助诊

断[11-12]。另一种基于尿液的生物标志物脂阿拉伯甘

露聚糖(LAM)被世界卫生组织推荐床旁快速有效,在

HIV合并 TB患者 CD4<200个/微升,尿液检出

LAM有较好的特异性[13-14]。临床微创支气管纤维镜

检查的开展,更直观了解 MTB引起的肺部病灶,其中

病理组织学检测和肺泡灌洗液的结核分枝杆菌培养

可提高无痰患者、AFB-TB患者的检出率[15]。然

而,即使采用上述多种检测方法,ATB的检出率也不

足50%,其主要原因为受样本限制、高端检测平台无

普及优势、价格高昂、辅助性诊断局限等。这提示对

诊断和预测标志物的深入研究是合理的,检测血清或

血浆中的生物标志物作为痰标本的替代方法,被认为

是高危人群TB诊断的有效辅助方法[16]。因此,研发

针对ATB的快速,有效的非痰诊断和预测方法以提

高涂阴及不典型ATB诊断是目前面临的重要挑战。

MMP是一个蛋白水解酶家族,属于锌依赖性蛋

白酶,结合链内切酶,具有多种生理作用,在酶催化中

发挥着至关重要的作用[17];MMP的分泌主要受NF-
κB、P38和 MAPK信号通路的调节,参与组织细胞外

基质和基底膜各种蛋白分解以及随之而来的 MTB释

放到气道[18]。破坏细胞侵袭的组织学屏障,避免导致

组织破坏、疾病传播和死亡的酶[19-20]。MMP和组织

基质金属蛋白酶抑制剂(TIMP)是 ATB免疫病理学
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的潜在调节剂[21]。也是肺结核(PTB)和肺外结核

(EPTB)的 非 基 于 痰 标 本 的 生 物 标 志 物 的 候 选

者[22-24]。另外,本研究基于蛋白芯片检测的结果筛

选,通过化学发光法检测血浆 MMP-8水平建立判断

方法,其检测结果更为稳定直观、高效、便捷、特异、准
确、实用,可为提高TB诊断提供有利支持。

化学发光法检测血浆中 MMP-8水平,能有效分

辨出ATB患者及HC,其辨别AFB+TB和 HC效能

的灵敏度、特异度为0.94和0.83,AFB-TB和 HC
的灵敏度、特异度为0.94和0.76,在区分AFB+TB
和LTBI效能的灵敏度、特异度为0.83和0.98,AFB
-TB和LTBI的灵敏度、特异度为0.76和0.98。该

检测技术在涂阴结核的阳性率为75.78%,显著高于

其他检测方法。本研究结果显示,在 AFB+TB和

AFB-TB患者,MMP8检测均能很好区分肺结核和

健康人群。但目前临床患者疾病类型复杂,包括细菌

性肺炎疾病、非结核分枝杆菌感染和肺炎合并LTBI
等炎症反应与ATB患者非常相似,临床常常难以区

分LTBI或ATB(特别是AFB-TB者)。MMP-8检

测在AFB+TB和LTBI感染者鉴别中有较高诊断效

率;但在AFB-TB和LTBI感染者中鉴别区分能力

的特异性相对略低,可能存在肺组织部分感染或非感

染性疾病引起的炎症反应产生的非特异性影响。菌

阴结核者在各结核检测方法中比较,MMP-8检测阳

性率乃高于其他方法,在对提高AFB-TB的诊断有

辅助效能。
综上所述,本研究结果表明以结核分枝杆菌多肽

刺激血浆 MMP-8为标志物检测可作为提高无痰或

AFB-TB阳性率的辅助诊断技术,并在区分活动性

结核和LTBI者具有较好的辅助效能。未来临床抗结

核治疗用药指导和EPTB的预测有待进一步研究。
本研究为小样本量数据结果,还需扩大样本量进行多

中心检测进行下一步研究。
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