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  摘 要:目的 评估结核分枝杆菌-DNA荧光定量PCR(TB-DNA)、结核抗体胶体金法(TB-ab)、结核特异

性γ-干扰素释放试验(IGRA)、痰涂片抗酸染色法(AFS)、抗酸杆菌液基夹层杯涂片法(LBSC)这5种方法用于

结核分枝杆菌感染诊断的应用价值。方法 回顾性分析2019年1月至2022年6月于重庆大学附属中心医院

进行了这5项检测项目的患者资料,共5
 

411例,确诊为结核病793例,排除为结核病4
 

618例。以临床诊断为

参照标准,分别计算5种方法单项检测及5种方法联合检测的灵敏度、特异度,以用χ2 检验进行比较,且使用

Kappa一致性系数比较各个方法与临床最终诊断的一致性并评价各个方法的诊断价值。结果 5种方法用于

结核分枝杆 菌 感 染 的 诊 断 的 灵 敏 度 分 别 为71.21%、61.32%、78.16%、21.27%、37.94%,特 异 度 分 别 为

98.11%、63.64%、66.52%、99.59%、99.81%。联 合 检 测 灵 敏 度 最 高 的 组 合 是IGRA、LBSC 和 TB-ab
(95.24%),特 异 度 最 高 的 组 合 是 TB-DNA 联 合 LBSC(98.23%);约 登 指 数 最 高 的 单 项 检 测 为 TB-DNA
(0.693),联合检测为IGRA联合TB-DNA(0.722);Kappa一致性系数最高的单项为TB-DNA(0.453),联合检

测为IGRA联合TB-DNA(0.558);联合更多的检测方法对提高约登指数和Kappa一致性系数并无明显作用。
结论 

 

IGRA与TB-DNA联合检测结核分枝杆菌感染快速、灵敏,具有相对较高的诊断一致性;LBSC联合

TB-DNA操作简便易于开展,值得临床推广。
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Abstract:Objective To

 

evaluate
 

the
 

application
 

value
 

of
 

fluorescent
 

quantitative
 

PCR
 

of
 

tuberculosis
 

DNA(TB-DNA),colloidal
 

gold
 

method
 

of
 

tuberculosis
 

antibody
 

(TB-ab),interferon
 

gamma
 

release
 

assays
(IGRA),acid

 

fast
 

staining
 

of
 

sputum
 

smear(AFS),and
 

liquid-based
 

sandwich
 

cup(LBSC)
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

infection.Methods Retrospective
 

analysis
 

was
 

made
 

on
 

the
 

patient
 

data
 

of
 

the
 

five
 

testing
 

items
 

conducted
 

in
 

the
 

Central
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Chongqing
 

University
 

from
 

January
 

2019
 

to
 

June
 

2022.There
 

were
 

5
 

411
 

cases
 

in
 

total,793
 

cases
 

of
 

tuberculosis
 

were
 

diagnosed
 

and
 

4
 

618
 

cases
 

of
 

tuber-
culosis

 

were
 

excluded.Using
 

clinical
 

diagnosis
 

as
 

a
 

reference
 

standard,calculate
 

single
 

item
 

of
 

the
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

for
 

5
 

methods
 

and
 

the
 

combination
 

of
 

five
 

methods,in
 

order
 

to
 

χ2
 

tests
 

were
 

conducted
 

for
 

com-
parison,and

 

the
 

Kappa
 

consistency
 

coefficient
 

was
 

used
 

to
 

compare
 

the
 

consistency
 

of
 

each
 

method
 

with
 

the
 

fi-
nal

 

clinical
 

diagnosis
 

and
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

each
 

method.Results The
 

sensitivity
 

of
 

TB-DNA,
TB-ab,AFS,IGRA,LBSC

 

for
 

tuberculosis
 

diagnosis
 

were
 

71.21%,61.32%,78.16%,21.27%,37.94%,re-
spectively.The

 

specificity
 

of
 

them
 

were
 

98.11%,63.64%,66.52%,99.59%,99.81%.The
 

combination
 

with
 

the
 

highest
 

sensitivity
 

for
 

combined
 

detection
 

was
 

IGRA,LBSC
 

and
 

TB-ab(95.24%),while
 

the
 

combination
 

with
 

the
 

highest
 

specificity
 

is
 

TB-DNA
 

combined
 

with
 

LBSC(98.23%).The
 

single
 

test
 

with
 

the
 

highest
 

Yo-
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den
 

index
 

is
 

TB-DNA
 

(0.693),the
 

combination
 

term
 

was
 

IGRA
 

combined
 

with
 

TB-DNA(0.722),the
 

single
 

test
 

with
 

the
 

highest
 

Kappa
 

consistency
 

coefficient
 

was
 

TB-DNA
 

(0.453),and
 

the
 

joint
 

detection
 

was
 

IGRA
 

joint
 

TB-DNA
 

(0.558).Combining
 

more
 

detection
 

methods
 

did
 

not
 

have
 

a
 

significant
 

effect
 

on
 

improving
 

the
 

Yoden
 

index
 

and
 

Kappa
 

consistency
 

coefficient.Conclusion 
 

IGRA
 

combined
 

with
 

TB-DNA
 

detection
 

is
 

rap-
id,sensitive,and

 

has
 

high
 

diagnostic
 

consistency;Concentrated
 

bacteria
 

collection
 

test
 

combined
 

with
 

TB-DNA
 

is
 

simple
 

and
 

easy
 

to
 

carry
 

out,and
 

is
 

worthy
 

to
 

be
 

promoted
 

in
 

the
 

hospital.
Key
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  结核病的全球病死率高于艾滋病和疟疾,是传染

病中的首要死因,这在很大程度上是由于其诊断困

难。据统计,40%的结核病病例未能被识别和报告。
据世界卫生组织估算,全球每年新发结核病患者超过

1
 

000万例,死亡患者超过140万例;中国新发患者数

约占全球的8.4%,约83.3万,居全球第三位,仅次于

印度和印度尼西亚。中国估算结核病发病率为58/10
万(2018年61/10万),在30个结核病高负担国家中

估算结核病发病率排第28位,高于俄罗斯(50/10万)
和巴西(46/10万)[1]。在如此严峻的形势下,急需一

套灵敏而又特异的检测方案来加强对于结核分枝杆

菌感染者的筛查和诊断,以达到更高的医疗效率。目

前临床常用的结核分枝杆菌实验室检测方法有结核

抗体胶体金法(TB-ab)、结核分枝杆菌-DNA荧光定

量PCR法(TB-DNA)、抗酸染色涂片法(AFS)、液基

夹层杯抗酸染色法(LBSC)、结核特异性γ-干扰素释

放试验(IGRA)、结核菌素皮肤试验(TST)等,但各个

方法均有因其自身所导致的一定的局限性[2]。本研

究分析了2019年1月至2022年6月于重庆大学附属

中心医院(下称本院)进行 TB-DNA、TB-ab、AFS、
IGRA、LBSC这5种检测方法诊断的患者资料,以临

床最终诊断为金标准,对5种方法的结果进行对照和

联合分析,评估5种方法在结核分枝杆菌感染诊断中

的应用价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2019年1月至2022年6月在

本院分别进行 TB-DNA、TB-ab、IGRA、AFS、LBSC
这5种检测方法诊断的患者资料,结核病的临床诊断

参照中华人民共和国卫生行业标准(WS288-2017)[3],
结核病分类参照中华人民共和国行业标准(WS196-
2017)[4]。排除标准:(1)免疫功能缺陷或低下的患

者;(2)临床未给出准确诊断的患者;(3)无完整病历

资料的患者。根据标准,排除181例患者,最终共收

集5
 

411例患者,其中男3
 

356例,女2
 

055例,年龄

(62±18)岁,其中确诊为结核病793例。确诊患者

中,非活动性肺结核141例;活动性肺结核652例,其
中活动性肺结核497例,活动性肺外结核155例。
1.2 材料与方法

1.2.1 TB-DNA 取患者清晨第一口痰,立即保存

送检。采用圣湘生物结核分枝杆菌核酸检测试剂盒

(PCR-荧光探针法)和杭州安誉PCR仪 AGS4800进

行检测和分析,按照试剂盒说明书标准规程操作,根
据Ct值是否≤39判断结核分枝杆菌DNA是否为阳

性。
1.2.2 IGRA 采集患者清晨空腹静脉血,使用万泰

结核分枝杆菌特异性细胞免疫反应检测试剂盒分别

吸取1
 

mL分装为样本、阴性对照、阳性对照3管,37
 

℃孵育24
 

h,放入优迈科Caris200全自动化学发光免

疫分析仪进行检测并判断结果。
1.2.3 LBSC 采用天骑医学抗酸染色液-Ⅰ和天骑

医学夹层杯-Ⅰ,将检测标本(痰液、胸腔积液、腹水、脑
脊液)消化后离心,去上清液并烘干,对杯底的高分子

膜及其附着在膜上的有效成分进行抗酸染色,按照说

明书标准规程操作,通过显微镜观察是否为抗酸杆菌

阳性。
1.2.4 TB-ab 采用艾博生物医药结核分枝杆菌

IgG抗体检测试剂盒(胶体金法),对患者血清进行检

测,根据试纸条检测线和质控线是否出现紫红色条带

判断患者是否存在结核分枝杆菌IgG抗体。
1.2.5 AFS 采用庞通医疗器械抗酸染色液(Ⅲ
型),将痰液均匀涂片后,进行抗酸染色,通过显微镜

观察是否抗酸杆菌阳性。
1.3 统计学处理 采用IBM

 

SPSS
 

Statistics
 

24和

MedCalc20.022软件包完成数据的统计描述以及分

析,以临床诊断为金标准,计算出各检测方法及方法

组合的阳性率、灵敏度、特异度,以约登指数评价检测

方法的优劣,以Kappa一致性系数评价检测方法与临

床诊断的一致性,Kappa≥0.75,说明两种方法诊断结

果一致性较好,0.40≤Kappa<0.75,说明两种方法诊

断结果一致性中等,Kappa<0.40,说明两种方法诊断

结果一致性较差。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各检测方法单独使用及联合使用对结核分枝杆

菌感染的诊断的真实性指标 根据各个方法的检测结

果,以临床诊断为金标准,计算相应的阳性率、灵敏度、
特异 度 和 Kappa值 一 致 性 系 数。TB-DNA、TB-ab、
IGRA、AFS、LBSC这5种方法用于结核分枝杆菌感染

的诊断的灵敏度分别为71.21%、61.32%、78.16%、
21.27%、37.94%;特异度分别为98.11%、63.64%、
66.52%、99.59%、99.81%;Kappa值分别为0.453、
0.111、0.360、0.247、0.392。单项检测中,灵敏度最

高的 是IGRA(78.16%),特 异 度 最 高 的 是 LBSC
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(99.81%);阳性预测值最佳的为LBSC(95.65%),阴
性预测值最高的为IGRA(92.83%),约登指数最高的

是TB-DNA(0.693),Kappa值最高的为 TB-DNA
(0.453),见表1。

依据各方法联合使用时的检测结果,采用平行试

验原则,即多种方法联合使用时其中一种方法检测为

阳性则判断为阳性,以临床诊断为金标准,计算相应

的阳性率、灵敏度、特异度、约登指数和Kappa值一致

性系数。联合检测灵敏度最高的组合是IGRA+LB-
SC+TB-ab

 

3项(95.24%),特异度最高的组合是TB-

DNA+LBSC(98.23%);约登指数最高的组合项为

IGRA+TB-DNA(0.722),Kappa值一致性系数最高

的组 合 项 是IGRA+TB-DNA(0.558)。IGRA+
DNA的约登指数和 Kappa值高于单项和其他组合

项,在此基础上联合更多的检测方法对于提高诊断效

能和诊断一致性并无明显作用。LBSC+DNA组合

的约登指数和Kappa值虽不如IGRA+TB-DNA,但
仍相对较高,考虑检测价格及开展条件,此组合仍值

得推广。

表1  各方法单独使用及联合检测对结核病诊断的真实性指标

方法
阳性率

(%)
灵敏度

(%)
特异度

(%)
阳性预测值

(%)
阴性预测值

(%)
约登指数 95%CI Kappa值

TB-DNA 18.38
 

71.21
 

98.11
 

87.78
 

84.27
 

0.693
 

0.648~0.705 0.453

TB-ab 17.38
 

61.32
 

63.64
 

46.92
 

69.08
 

0.250
 

0.212~0.291 0.111

IGRA 22.36
 

78.16
 

66.52
 

41.33
 

92.83
 

0.447
 

0.413~0.479 0.360

AFS 14.41
 

21.27
 

99.59
 

86.49
 

86.68
 

0.209
 

0.178~0.233 0.247

LBSC 14.61
 

37.94
 

99.81
 

95.65
 

89.98
 

0.378
 

0.347~0.412 0.392

IGRA+TB-DNA 48.85
 

82.56
 

89.63
 

65.28
 

93.44
 

0.722
 

0.684~0.765 0.558

TB-ab+LBSC 46.86
 

73.27
 

59.14
 

27.87
 

91.83
 

0.324
 

0.292~0.355 0.204

TB-ab+AFS 43.84
 

69.93
 

66.11
 

31.31
 

90.87
 

0.360
 

0.325~0.393 0.204

LBSC+TB-DNA 11.40
 

62.04
 

98.23
 

87.50
 

88.01
 

0.603
 

0.568~0.637 0.541

IGRA+LBSC 47.06
 

73.76
 

65.03
 

45.09
 

92.75
 

0.388
 

0.352~0.422 0.354

IGRA+TB-ab 67.09
 

93.63
 

51.44
 

33.01
 

96.92
 

0.451
 

0.423~0.479 0.222

IGRA+AFS 46.09
 

71.67
 

67.42
 

40.82
 

91.26
 

0.391
 

0.348~0.432 0.389

AFS+TB-DNA 9.12
 

45.44
 

98.20
 

84.85
 

84.45
 

0.436
 

0.385~0.485 0.236

TB-ab+TB-DNA 48.78
 

74.60
 

58.70
 

34.23
 

89.10
 

0.333
 

0.294~0.371 0.236

AFS+LBSC 7.59
 

31.25
 

98.13
 

86.23
 

84.79
 

0.294
 

0.249~0.345 0.404

IGRA+LBSC+TB-DNA 51.03
 

87.67
 

81.50
 

43.84
 

93.57
 

0.692
 

0.647~0.751 0.536

TB-ab+IGRA+TB-DNA 68.96
 

93.55
 

56.66
 

37.83
 

94.23
 

0.502
 

0.449~0.542 0.237

AFS+IGRA+TB-DNA 46.00
 

80.40
 

80.20
 

62.94
 

88.89
 

0.606
 

0.643~0.667 0.421

TB-ab+LBSC+TB-DNA 54.87
 

83.33
 

63.12
 

39.47
 

90.40
 

0.465
 

0.416~0.509 0.283

TB-ab+LBSC+IGRA 69.29
 

95.24
 

45.29
 

34.48
 

94.16
 

0.405
 

0.362~0.446 0.220

TB-ab+LBSC+AFS 53.85
 

73.70
 

52.50
 

32.53
 

86.11
 

0.262
 

0.251~0.312 0.186

TB-ab+AFS+TB-DNA 48.92
 

78.70
 

62.50
 

35.29
 

87.32
 

0.412
 

0.363~0.457 0.186

TB-ab+AFS+IGRA 67.87
 

90.00
 

51.12
 

38.30
 

91.01
 

0.411
 

0.362~0.458 0.222

AFS+LBSC+TB-DNA 12.77
 

48.13
 

95.71
 

75.00
 

82.72
 

0.438
 

0.376~0.499 0.416

IGRA+AFS+LBSC 47.92
 

70.00
 

62.50
 

46.67
 

81.63
 

0.325
 

0.267~0.371 0.280

TB-ab+IGRA+LBSC+TB-DNA 70.27
 

94.23
 

53.10
 

37.69
 

94.54
 

0.473
 

0.412~0.531 0.235

TB-ab+IGRA+AFS+TB-DNA 67.69
 

87.50
 

52.11
 

30.77
 

88.10
 

0.396
 

0.334~0.457 0.215

TB-ab+IGRA+AFS+LBSC 73.68
 

83.33
 

40.77
 

35.71
 

80.00
 

0.241
 

0.195~0.284 0.104

TB-ab+AFS+LBSC+TB-DNA 51.47
 

78.95
 

59.18
 

42.86
 

87.88
 

0.381
 

0.317~0.442 0.303

IGRA+LBSC+TB-DNA+AFS 47.92
 

74.70
 

71.29
 

47.83
 

76.00
 

0.460
 

0.395~0.519 0.241

TB-ab+IGRA+LBSC+TB-DNA+
AFS

66.67
 

80.00
 

58.74
 

42.86
 

78.57
 

0.387
 

0.322~0.450 0.174
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2.2 各检测方法及IGRA+TB-DNA对不同结核病

类型检测的阳性率对比 根据结核病的状态和部位,
将参照中华人民共和国卫生行业标准(WS288-2017,
WS196-2017)确诊为结核病的患者分为3组:活动性

肺结核组、非活动性肺结核组、活动性肺外结核组。
检测方法单独使用时,3组中都是IGRA的阳性率最

高,分别为83.6%、74.2%、83.8%,而当IGRA联合

TB-DNA使用时,活动性肺结核组和活动性肺外结核

组的阳性率相比IGRA单独使用都有所提升,分为

92.4%、84.6%,而非活动性肺结核组则有所下降,为
66.7%。见表2。

表2  各检测方法对不同结核类型的阳性率(%)

组别 n TB-ab IGRA TB-DNA AFS LBSC IGRA+TB-DNA

活动性肺结核 497 53.1 83.6 52.5 18.1 41.2 92.4

非活动性肺结核 141 53.2 74.2 3.3 0.0 0.0 66.7

活动性肺外结核 155 48.9 83.8 10.8 2.6 2.9 84.6

3 讨  论

控制传染源并及早地发现和治疗结核病患者,尤
其是开放性的肺结核患者是结核防治的重要手段,结
核分枝杆菌的检测是防治的基础,因此,及时准确的

检测方法尤为重要。然而,目前临床使用的检测方法

包括结核菌素皮肤试验、涂片镜检、免疫学试验,均存

在不足之处。结核菌素皮试及TB-ab常出现假阳性,
卡介苗接种人群可呈阳性;虽然AFS及LBSC快速简

单,但检出率低,且其他分枝杆菌的感染抗酸染色也

呈阳性;许多有症状的结核病患者因为无法取到高质

量或带菌的标本,从而导致 AFS无法检测到结核分

枝杆菌[5];IGRA虽可排除标本采集的影响,但其假阳

性较高;虽然培养方法被认为是结核病诊断和耐药性

检测的“金标准”,但是需要4~12周才可获得最终确

认报告[6]。因各种实验室检测方法的局限性,导致结

核感染的诊断存在一定困难,而这与结核病在全球范

围内死灰复燃具有相关性。因此需要从传统的疾病

诊断方法和管理方法转变方式,引入新的检测工具或

策略,从而到达尽早尽快地管控的目的。
本研究通过对5

 

411例进行了TB-DNA、TB-ab、
AFS、IGRA、LBSC的患者的检测结果进行分析,探讨

5种检测方法单独使用及联合使用对结核分枝杆菌感

染的诊断价值。为了评价并对比各检测方法及方法

组合的诊断价值,本研究将几种方法联合检测的结果

进行逻辑回归,得到多种方法联合的预测概率值,以
此综合反映其诊断能力,通过对各检测方法单独及联

合使用的诊断价值进行比较分析发现,LBSC联合

TB-DNA使用的诊断一致性与IGRA联合TB-DNA
的诊断结果一致性相当,均高于IGRA单独使用,但
在此基础上再增加其他方法联合使用并没有获得更

高的诊断价值。
本研究中AFS、LBSC和TB-DNA等以痰为标本

的细菌学和分子生物学检测方法在单独使用和联合

使用时,都表现出了高特异度和低灵敏度的特点,而
这与临床标本取样质量、患者结核病状态和部位、标

本的处理过程等众多因素都有所相关。因此,这些方

法单独用于早期结核分枝杆菌感染的诊断的价值有

限[7-8]。
TB-ab和IGRA这两种以血清为标本的免疫学

检测方法在本次研究中也呈现出不同的特点。TB-ab
的灵敏度和特异度都比较低,IGRA虽然特异度较低,
但灵敏度高于其他4种检测方法。TB-ab简单易行,
价格低廉,但非结核分枝杆菌感染和卡介苗(BCG)的
接种也会导致假阳性,免疫缺陷患者中检出率也较

低,因此不建议单独用于结核分枝杆菌 感 染 的 确

诊[9]。IGRA不受卡介苗的影响,受非结核分枝杆菌

的影响也较小,较少出现假阴性,但其假阳性较多,因
此推荐作为结核分枝杆菌感染的补充检测[10],2017
版的结核病诊断标准中也新增了此项作为诊断依据。

本研究显示约登指数最高的组合为IGRA+TB-
DNA,在此基础上联合更多的检测方法对诊断价值的

提高并无明显作用。Kappa值最高的组合IGRA+
DNA只有0.558,按照 Kappa值对于诊断试验的判

断标准,达到0.75以上才算诊断一致性较高[11]。出

现这种情况,可能是由于本研究筛选的患者虽然去除

了免疫低下或缺陷的患者,但仍然存在一部分免疫力

有缺陷患者可能并没有在病历中描述清楚从而导致

免疫学方法失效。同时,由于潜伏期结核感染缺乏金

标准,因此存在潜伏期结核感染并没有被临床医生诊

断的情况。并且,确诊患者中存在非活动性肺结核和

肺外结核,这些患者的痰中存在病原体的概率较小,
导致细菌学方法和分子生物学方法对其的诊断效能

大大下降[12]。
在本研究中,AFS、LBSC和 TB-DNA等以痰为

标本的细菌学和分子生物学方法对非活动性肺结核

和肺外结核的阳性率较低,最高只有10.8%,这与文

献[13-15]研究结果相似,阳性率在0.0%~20.0%。
对于活动性肺结核IGRA的阳性率高达83.6%,其余

4种方 法 的 阳 性 率 最 高 只 有53.1%,有 研 究 显 示

IGRA 检 测 活 动 性 肺 结 核 非 常 高 的 阳 性 率,在
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85.0%~90.0%[16-17]。而将IGRA和TB-DNA联用

时,虽然非活动性肺结核的阳性率有所下降,但活动

性肺结核和肺外结核的阳性率均有所提高,达到了

92.4%、84.6%。因此,临床医生可以根据临床情况

合理选择检测方式以提高诊断效率。
在对结核分枝杆菌感染的诊断试验的检测结果

进行分析时,需注意假阳性和假阴性的原因。例如,
非结核分枝杆菌感染的患者进行AFS和LBSC检测

时因为也是抗酸染色阳性,容易被误认是结核分枝杆

菌,同时因为临床症状和结核病也比较相似,也易被

诊断为结核病[18]。免疫学方法TB-ab和IGRA则容

易受到患者的免疫状态影响,同时输入带有结核抗体

的血液制品也会导致TB-ab出现假阳性[19]。
IGRA联合TB-DNA的检测时间短,灵敏度、特

异度都相对较高,在一定程度上区分结核和非结核分

枝杆菌感染,诊断优势明显优于其他方法联合。对于

不能进行结核分枝杆菌培养和非结核分枝杆菌鉴定

的医院来说,IGRA联合TB-DNA在结核分枝杆菌感

染的诊断价值值得临床医生重视;结核病的流行病学

调查显示其发病率与经济发展呈负相关,除了检测方

法本身的优劣,经济条件也是需要考虑的重要因素,
LBSC联合TB-DNA检测的灵敏度虽然不如IGRA
联合TB-DNA,但特异度较高,阳性预测值也优于后

者,加之该方法简单易行成本较低,在基层医疗机构

具有较好的应用前景。
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