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  摘 要:结核分枝杆菌感染在全球范围内仍具有一定流行性,中国也面临着较大的疾病负担,实验室检测

对于结核分枝杆菌感染的诊断和治疗控制具有重要意义。该文总结了现有结核分枝杆菌感染的实验室传统经

典检测方法及未来有望应用于临床一线的新方向检测技术的诊断方法及相应的优缺点,包括病原学、免疫学、
分子生物学、新兴技术等。不同层次实验室可以根据相应条件及其自身特点选择适合的检测方法,以期对临床

结核分枝杆菌感染的早期诊断和有效控制提供参考。现有结核分枝杆菌感染的实验室检测方法总体耗时较

长,成本较高,未来需要研究人员加强实验室快速检测技术的研究并降低检测成本,探索不同实验室检测技术

的改进,完善并加以展望,实现及时、准确地诊断结核分枝杆菌感染对后续的个体化精准治疗提供一定帮助。
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Abstract:Mycobacterium

 

tuberculosis
 

infection
 

still
 

has
 

a
 

certain
 

prevalence
 

worldwide,and
 

China
 

is
 

also
 

facing
 

a
 

significant
 

disease
 

burden.Laboratory
 

testing
 

is
 

of
 

great
 

significance
 

for
 

the
 

diagnosis,treatment
 

and
 

control
 

of
 

mycobacterium
 

tuberculosis
 

infection.This
 

article
 

summarizes
 

the
 

traditional
 

and
 

classic
 

laboratory
 

detection
 

methods
 

for
 

tuberculosis
 

infection,as
 

well
 

as
 

their
 

corresponding
 

advantages
 

and
 

disadvantages
 

of
 

new
 

direction
 

detection
 

technologies
 

that
 

are
 

expected
 

to
 

be
 

applied
 

in
 

the
 

clinical
 

front
 

line
 

in
 

the
 

future,in-
cluding

 

microbiology,immunology,molecular
 

biology,emerging
 

technologies,etc.Laboratories
 

at
 

different
 

levels
 

can
 

choose
 

suitable
 

detection
 

methods
 

based
 

on
 

their
 

respective
 

conditions
 

and
 

characteristics,in
 

order
 

to
 

provide
 

reference
 

for
 

early
 

diagnosis
 

and
 

effective
 

control
 

of
 

clinical
 

tuberculosis
 

infection.The
 

existing
 

la-
boratory

 

testing
 

methods
 

for
 

tuberculosis
 

infection
 

are
 

generally
 

time-consuming
 

and
 

costly.In
 

the
 

future,re-
searchers

 

need
 

to
 

strengthen
 

the
 

research
 

on
 

rapid
 

laboratory
 

detection
 

technology
 

and
 

reduce
 

detection
 

costs,
 

explore
 

the
 

improvement
 

and
 

perfection
 

of
 

different
 

laboratory
 

detection
 

technologies,
 

and
 

provide
 

prospects
 

for
 

timely
 

and
 

accurate
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis
 

infection,
 

which
 

will
 

provide
 

certain
 

assistance
 

for
 

personal-
ized

 

and
 

precise
 

treatment
 

in
 

the
 

future.
Key

 

words:mycobacterium
 

tuberculosis; laboratory
 

testing; immunology; molecular
 

biology; e-
merging

 

technologies

  结核分枝杆菌(MTB)感染是严重危害全人类健

康的疾病之一,已经逐渐演变为世界级公共卫生的巨

大难题。MTB感染后能侵犯机体多个组织及器官引

发慢性传染病———结核病(TB),其中又以肺结核

(PTB)最常见。近年来PTB的发病率及病死率都保

持在较高水平,故对 MTB感染的早期诊断和有效控

制显得尤为重要[1]。目前TB的诊断手段有实验室检

测、影像学检查、临床特点及流行病学等多方面综合

分析判断,其中最主要的为 MTB实验室检测。MTB
实验室检测方法目前包括病原生物学、免疫学、分子

生物学等。MTB的早期诊断对TB患者的有效治疗

和病情控制具有重要意义,但目前临床诊断TB仍存

在一定漏诊率,所以研发新的 MTB检测技术尤为重

要。本文总结了近年来 MTB实验室检测领域的研究

进展,并介绍新兴的检测方向和技术,以期对临床实

验室开展 MTB检测提供一定帮助。
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1 病原生物学检测技术

  病原生物学检测 MTB感染是最经典、最传统的

技术,也是目前临床实验室应用最多的方法。
1.1 MTB镜检技术 目前 MTB的显微镜检查主要

有两种染色技术,第1种为经典的萋尼抗酸染色,利
用分枝菌酸抵抗盐酸乙醇的脱色原理,在光学显微镜

下使 MTB呈现红色其余细菌呈现蓝色;第2种为金

胺O荧光染色,原理为带有正电荷的金胺 O染料与

带有负电荷 MTB相结合,通过荧光二极管(LED)显
微镜观察到 MTB呈现出金胺 O染料的黄色。LED
镜检相对于普通光学镜检可在低倍镜下观察更多视

野,在一定程度上检出率有所提高。SHARMA等[2]

对萋尼抗酸染色与金胺O荧光染色的LED镜检结果

进行比较,发现LED镜检对于 MTB检测更为敏感,
且操作简便、耗时少,更有优势。自世界卫生组织

(WHO)开始推荐LED镜检后,LED镜检正逐渐取代

普通光学显微镜,LED镜检在提高灵敏度的同时可通

过增强质量控制、自动化流水线作业等提高 MTB检

测的准确度。MTB镜检技术具有对实验室要求较

低、价格便宜、耗时短、特异度较高等优点,但存在无

法判断 MTB存活状态及镜检结果受人工操作影响等

缺点,主要适用于基层医院和各级临床实验室进行初

步 MTB检测[3]。
1.2 MTB培养技术 MTB培养技术是目前最可靠

的检测方法之一,对于临床上高度怀疑TB患者应该

强烈推荐 MTB培养技术。MTB的培养技术主要包

括以罗-琴培养基为代表的固体培养法和以 Bactec
 

MGIT
 

960全自动培养系统为代表的液体培养法。固

体培养法细菌生长缓慢,导致报阳时间较长且阳性率

较低,不利于 MTB感染的早期诊断,但此法仍不能舍

弃,为提高检出率建议同时使用固体和液体培养法。
以Bactec

 

MGIT
 

960全自动培养系统为代表的液体

培养法,因其含有丰富营养物质使 MTB生长繁殖加

快,具有报阳时间短、阳性率高、检测样本量多等优

点。液体培养法除细菌培养效果较好外,在耐药性检

测中也表现出较好的应用前景。EL-MONAEM 等[4]

研究发现了一种BLM 培养基,无论在痰涂片阳性还

是阴性时其均比罗-琴培养基培养结果更为敏感且检

测耗时更短,故研发新型培养基对于 MTB培养技术

的发展具有一定意义。MTB培养技术是检测 MTB
的金标准,同时也是药敏试验所必需的,尤其液体培

养法无论在细菌培养还是耐药性检测中均表现出较

好的应用前景,应该在各类临床实验室推广使用,有
利于医务工作者对TB患者的诊断。
1.3 MTB药物敏感性试验(药敏试验) MTB的药

敏试验根据试验方法、培养基性质等因素可分为不同

类型。根据标本处理方式不同可分为直接法和间接

法:直接法报告时间较短,但是药敏试验结果不理想;

间接法是在 MTB培养后进行药敏试验,能较好控制

细菌接种量,但培养时间需3~4周,报告时间较长。
间接法又可分为琼脂比例法和绝对浓度法,琼脂比例

法为检测 MTB耐药的金标准,其原理为将不同浓度

的菌液接种在含有药物的琼脂格和对照无药琼脂格,
比较药物琼脂格和对照琼脂格二者细菌生长比例并

确定测试菌株对此药物的耐药性,此方法能控制细菌

接种量使结果更为准确。绝对浓度法原理为将同一

菌液接种在不同浓度的药物培养基上,根据含有药物

培养基上的菌落数量判断结果,此方法拥有标准化接

种量和药物浓度梯度等特点。以上两种传统固体法

药敏试验耗时费力,以Bactec
 

MGIT
 

960全自动培养

系统为代表的药敏试验是以液体培养为基础进行耐

药性分析,相对于以往药敏报告时间有所缩短。液体

培养药敏试验虽报告时间有所缩短但仪器昂贵,耗材

成本高,目前大多在结核专科医院使用。
1.4 噬菌体裂解技术 噬菌体裂解技术原理是依靠

一种可感染 MTB的噬菌体进行检测,MTB噬菌体感

染范围仅限于存活状态的 MTB,若检测标本中没有

MTB,加入消毒剂后 MTB噬菌体直接被灭活,此时

再加入反应指示细胞,因 MTB噬菌体已被灭活故指

示细胞呈现正常生长状态,反应液中无噬菌斑出现;
若检测标本中存在 MTB,MTB噬菌体感染 MTB后

可避免消毒剂杀伤,此时在加入指示细胞会被 MTB
噬菌体感染使其破裂形成噬菌斑[5]。噬菌体裂解技

术具有耗时短、灵敏度较高等优点,但操作复杂且难

度较大并不适用于在基层医院开展。
2 免疫学检测技术

2.1 血清学试验 血清学试验主要是指在机体的外

环境下对 MTB的抗原或 MTB刺激人体后产生的抗

体进行测定,常用的实验室检测方法有酶联免疫吸附

试验和胶体金免疫试纸条等技术。血清学试验具有

操作简便、价格低廉等特点,曾被临床实验室广泛使

用,但后来因其参考意义极为局限,目前仅有部分医

院作为初筛使用。
2.2 结核菌素皮肤试验(TST) TST原理是将结核

菌素作为异物性抗原通过皮内注射刺激机体形成迟

发型超敏反应,以出现的红斑硬结大小作为判断标

准。目前已采用结核菌素纯蛋白衍生物(PPD)代替

结核菌素进行皮肤试验,故TST又称PPD试验。此

试验已有百年历史,是检测 MTB感染的重要辅助手

段,但易与卡介苗或非结核分枝杆菌形成交叉反应,
同时也受机体免疫状态影响,进而造成PPD试验特

异度偏低。目前,针对 MTB皮肤试验的新型变应原

也有一定进展。RUHWALD等[6]研究发现一种新型

的C-Tb皮肤试验,采用双抗原(CFP-10和ESAT-6)
结合注射刺激机体,发现在人群中的诊断特异度明显

高于TST。新型变应原的研究对于皮肤试验的发展
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具有重要意义。TST具有对实验室要求较低、操作简

便、准确度和灵敏度较高等优点,但其特异度不高且

不能判断 MTB潜伏感染及活动性结核,因此适用于

TB高发地区和经济欠发达地区的基层结核防控机构

进行 MTB感染筛选。
2.3 γ干扰素(IFN-γ)释放试验(IGRA) IFN-γ会

在机体再次接触 MTB时由效应T淋巴细胞高水平

释放,是 MTB感染的标志物之一,对于 MTB感染的

早期诊断和筛查具有重要辅助作用[7]。IGRA主要是

通过检测机体IFN-γ水平来判断是否感染 MTB。
IGRA传统检测方法包括酶联免疫吸附试验和酶联免

疫斑点试验等,IGRA相对于TST特异度较高,但操

作也相对复杂。近年来新兴的生物传感器和微流控

技术也应用在IFN-γ的检测之中。SÁNCHEZ-TI-
RADO等[8]发明了一种检测唾液中IFN-γ水平的三

明治结构电化学免疫传感器,利用IFN-γ抗原抗体特

异性结合原理进行检测。LIU等[9]研制了一种利用

磁性纳米颗粒形成检测平台的微流控装置,可以实现

对细胞培养液或血清IFN-γ水平的连续检测。IGRA
可排除卡介苗和非结核分枝杆菌的干扰,其特异度和

灵敏度较高,但机体免疫功能较低时其试验结果易受

影响,一般要与其他诊断方法相结合,现已逐渐成为

筛查和辅助诊断 MTB感染的重要手段。
3 分子生物学检测技术

  

3.1 基于核酸扩增检测技术 实时荧光定量聚合酶

链反应(PCR)是目前在分子生物学中检测 MTB感染

应用最多的技术。分子生物学检测技术已逐渐成为

MTB 实 验 室 检 测 的 主 要 方 法 之 一。GeneXpert
 

MTB/
 

RIF(简称Xpert)是实时荧光定量PCR技术的

主要代表,是一种以rpoB为检测靶基因进行全自动

核酸扩增的快速检测技术。Xpert可在2
 

h内完成

MTB检测及分析利福平耐药情况,具有操作简便、报
告时间短、特异度和灵敏度较高等优点[10]。RIMAL
等[11]将Xpert与 MTB培养结果进行对比,发现二者

诊断 MTB感染的一致性高达90.91%,因此可判断

二者检测性能几乎相当,故在痰涂片阴性标本中

Xpert检测结果具有可信性。Xpert
 

MTB/
 

RIF
 

Ultra
(简称Ultra)是新一代检测技术,为增强检测系统的

灵敏度添加了2种新的靶基因即靶标IS1081和靶标

IS6110,使 MTB的检测下限大幅度下降;Ultra同时

为提高检测样本量增加了核酸扩增室极大提高了工

作效率[12]。KAY等[13]研究发现 GeneXpert系统的

灵敏度和特异度会因标本来源不同而发生变化,在
Xpert中以检测胃内容物标本的灵敏度最高,检测痰

液和粪便标本的灵敏度依次降低,其检测鼻咽标本的

灵敏度最低,但所有标本的特异度可达到98%以上,
在痰液中Ultra相对于Xpert表现出更高的灵敏度,
但其特异度略低。

恒温扩增检测是一种保持相同温度的扩增,可脱

离传统梯度温度的循环。环介导恒温扩增(LAMP)
为目前的主要代表,LAMP对实验室要求较低,其结

果可通过紫外荧光进行肉眼观察,整个扩增过程不超

过2
 

h。LAMP具有多样性靶标,其中以高灵敏度和

高特异度的靶标IS6110应用最多[14]。KIM 等[15]的

一项 Meta分析表明,LAMP对PTB患者诊断的特异

度高达94%,诊断的灵敏度为89.6%。LAMP操作

简单,无需复杂试剂,对实验室要求较低,且通过肉眼

观察荧光即可直接判断结果,建议基层临床实验室或

经济欠发达地区选择使用,因其检测快速即时未来有

望应用于床旁检测。
3.2 核酸分子杂交检测 线性探针检测(LPA)是以

多重PCR核酸扩增为基础,其扩增产物与预先固定

在膜上的特异性DNA寡核苷酸探针进行杂交,最后

经酶联免疫比色通过肉眼即可观察结果。LPA除检

测 MTB感染外,也可分析其耐药性。LIN等[16]的一

项 Meta分析表明,LPA对于检测 MTB感染表现出

较高的准确度,其灵敏度为89%,但特异度可高达

94%;检测利福平耐药性TB灵敏度为96%,特异度

为99%;检测异烟肼耐药性TB灵敏度为91%,特异

度为99%。
3.3 基因测序 宏基因组二代测序(mNGS)是通过

对病原微生物的DNA序列进行高通量测序从而实现

的检测技术。研究人员发现在痰涂片阴性或疑似

PTB但痰液稀薄较少的标本检测中,mNGS的灵敏度

为89.13%,高于常规技术,其特异度为98.36%,与
常规技术相似,故 mNGS在检测痰涂片阴性或疑似

PTB但痰液稀薄较少的标本中可能表现出更高的诊

断效能[17]。YU等[18]的一项 Meta分析表明,mNGS
对于 肺 外 结 核 的 结 核 性 脑 膜 炎 检 测 的 灵 敏 度 为

27%~84%,特异度为96%~100%,mNGS表现出

中等灵敏度和极高特异度,可作为结核性脑膜炎的早

期诊断技术。
全基因组测序(WGS)是对微生物的所有基因组

进行DNA序列检测,包括基因编码及非编码区等。
WGS目前已在TB的菌种鉴定、耐药性分析、基因分

型和流行病学调查中成功应用,但其对实验设备要求

较高且成本昂贵,目前尚未推广使用[19]。近年来,
WGS的发 展 使 得 临 床 工 作 者 能 够 更 全 面 地 了 解

MTB的遗传变异和耐药机制,随着研究的不断进展,
WGS有望作为耐药性TB的早期诊断方法[20]。
4 新兴检测技术

4.1 质谱分析检测技术 基质辅助激光解吸电离飞

行时间质谱法(MALDI-TOF
 

MS)检测原理为不同的

离子拥有不同的质量,在同一电场中不同质量的离子

飞离时间不同,根据质荷比即可进行离子分离从而达

到检测细菌的目的[21]。MALDI-TOF
 

MS在MTB的
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菌种鉴定中表现出较好的检测性能,具有检测快速及

较高的灵敏度和特异度的优点。MALDI-TOF
 

MS
的劣势为检测仪器的成本较高及设备维护技术较难,
并不适用于基层临床实验室开展 MTB检测[22]。
4.2 显微拉曼光谱技术(MRS) MRS是运用光学

显微镜和拉曼光谱技术相结合的拉曼显微镜以实现

对细菌的检测,当光源照射到标本后经散射被 MRS
物镜收集,通过探测器孔径进入到拉曼光谱仪,产生

的光谱信号会和数据库中的光谱数据进行对比分析,
快速检索匹配后即可实现对细菌的鉴定[23]。目前,
MRS已被应用在 MTB的菌种鉴定,现有PCR检测

技术虽具有较高灵敏度但无法判断细菌存活状况,
MRS除鉴定外还可判断细菌存活状态,且 MRS主要

是通过对活细菌内部的蛋白质和氨基酸等进行分析

检测,表现出超高灵敏度和分辨率,是一种对 MTB检

测快速且无损害的技术,随着研究的不断深入,MRS
有望作为 MTB感染检测的临床实验室新手段[24]。
4.3 生物传感器技术 近年来生物传感器技术在

MTB检测中发展迅速,不断涌现出各类的新型生物

传感器。CHATURVEDI等[25]研发了一种三元纳米

材料(还原氧化石墨烯、聚多巴胺和金纳米颗粒)的电

化学生物传感器,原理是通过将 MTB的DNA探针

固定在三元纳米材料所覆盖的电极上从而进行检测,
这种传感器响应时间迅速且具有较高的灵敏度和较

强的稳定性。各类生物传感器技术呈现出检测耗时

短、所需样本量少、成本较低、稳定性好,且具有高灵

敏度和高特异度等特点,适合经济欠发达地区和偏远

山区进行 MTB筛查检测。
5 结论与展望

  综上所述,本文从病原学、免疫学、分子生物学、
新兴技术等不同方向介绍了现有 MTB感染的实验室

检查现状及最新进展,MTB实验室检测技术的不断

发展和创新为TB的早期诊断、耐药性检测和流行病

学调查提供了有力支持。然而,尽管现有的检测方法

已取得了显著进展,但仍存在一些挑战:MTB实验室

检测的灵敏度及特异度的不断提高;实验室检测成本

的降低及检测人员要求的提高;满足在资源有限地区

的应用等。近年来随着 MTB分型及耐药机制的不断

进展,分子生物学检测技术已逐渐表现出其优势并逐

渐成为 MTB实验室检测的主流。因此,未来的研究

应继续探索新的 MTB检测方法,并加强 MTB检测

技术的标 准 化,以 实 现 更 准 确、更 快 速、更 可 靠 的

MTB实验室检测。
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