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口腔拭子在肺结核诊断中的作用*
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  摘 要:结核病全球负担加剧,传统痰液检测在肺结核诊断中存在诸多局限,如可能产生气溶胶传播危害、
对特定人群采样困难、部分检测手段侵入性强等。口腔拭子作为无创替代检测方法极具应用前景。该文从口

腔拭子的生物学依据、操作流程及诊断效能角度出发,系统总结其研究进展。当前研究存在标准化流程缺失、
特定人群研究不足、儿童检测灵敏度低等问题。未来需建立统一操作标准,扩大对儿童、人类免疫缺陷病毒患

者等特定人群的研究,并探索和改良检测方案以提升灵敏度。随着技术优化,口腔拭子有望成为肺结核诊断的

理想替代方案,助力实现世界卫生组织2035年消除结核病的目标。
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Abstract:The

 

global
 

burden
 

of
 

tuberculosis
 

(TB)
 

continues
 

to
 

rise,yet
 

traditional
 

sputum-based
 

diagnostic
 

meth-
ods

 

face
 

significant
 

limitations,which
 

include
 

risks
 

of
 

aerosol
 

transmission
 

during
 

sample
 

collection,challenges
 

in
 

obtai-
ning

 

specimens
 

from
 

specific
 

populations,and
 

the
 

invasiveness
 

of
 

certain
 

procedures.As
 

a
 

non-invasive
 

alternative
 

de-
tection

 

method
 

oral
 

swabs
 

have
 

great
 

application
 

prospects.This
 

article
 

comprehensively
 

reviews
 

the
 

biological
 

basis,
operation

 

procedures
 

and
 

clinical
 

diagnostic
 

performance
 

of
 

oral
 

swabs
 

in
 

tuberculosis
 

detection.Current
 

research
 

still
 

faces
 

several
 

challenges,including
 

the
 

absence
 

of
 

standardized
 

protocols,inadequate
 

investigations
 

on
 

specific
 

popula-
tion,and

 

suboptimal
 

detection
 

sensitivity
 

in
 

children.In
 

the
 

future,it
 

is
 

necessary
 

to
 

establish
 

unified
 

operation
 

guide-
lines,expand

 

research
 

on
 

specific
 

populations
 

such
 

as
 

children
 

and
 

human
 

immunodeficiency
 

virus
 

patients,and
 

im-
prove

 

testing
 

protocols
 

to
 

enhance
 

sensitivity.With
 

technological
 

advancements,oral
 

swabs
 

are
 

expected
 

to
 

become
 

an
 

ideal
 

alternative
 

solution
 

for
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

diagnosis,contributing
 

to
 

achieving
 

the
 

World
 

Health
 

Organiza-
tion's

 

goal
 

of
 

eliminating
 

tuberculosis
 

by
 

2035.
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  2023年全球结核病患者总数增至1
 

080万例,较
2022年明显增加,其中新增确诊病例数达820万,因
结核造成的死亡人数达125万;此外耐多药和利福平
耐药结核(MDR/RR-TB)依然是全球公共卫生危机,
仅有44%的 MDR/RR-TB 患 者 得 到 了 确 诊 和 治
疗[1]。这些数据表明,结核病的全球负担急剧上升,
突显了扩大结核病诊断覆盖、缩短诊断-治疗时间窗及
遏制疾病传播的迫切需求。

目前痰液检测仍是肺结核诊断的标准方法,尽管
痰培养作为肺结核细菌学确诊的金标准,但其成本
高、基础设施要求高且耗时长,在许多高负担国家中
并不作为主要检测手段;而痰涂片显微镜检查虽然快
速便捷,但由于灵敏度低和无法确定耐药性的缺点,
世界卫生组织(WHO)推荐使用其他快速诊断测试如
结核分枝杆菌及利福平耐药基因检测(Xpert

 

MTB/

RIF)替代[2]。同时痰液标本的收集在一些特定人群
如儿童、老年人、干咳及人类免疫缺陷病毒(HIV)感
染患者中具有挑战性,并且在痰液收集过程中可能产
生对医护人员和其他患者有害的具有传染性的气溶
胶[3-4]。另一方面,尽管支气管肺泡灌洗液可以取代
痰液检测,但其作为一种有创的侵入性手段,并非适
用于所有患者,并且需要高昂医疗设备和专业人员培
训,在许多结核病高负担的低收入和中等收入国家中
并不普及[5]。

由于痰液标本检测的局限性,迫切需要寻找非侵
入性的即时诊断的非痰液检测方法,以实现 WHO到

2035年消除结核病的目标[6]。在成人 HIV感染患者
中 WHO推荐可检测尿液中的脂阿拉伯甘露聚糖来
替代痰液标本,但灵敏度有限并且不能检测出耐药
性[2];尽管在儿童患者中还可以使用核酸扩增检测手
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段检测粪便标本[7],但可能无法区分肺结核和肠结
核,并且尿液与粪便标本的采集需要在具备隐私性的
环境中进行。

相比之下,口腔拭子通过使用无菌刷子轻轻刮取
舌背、颊黏膜、牙龈或口咽部表面的细胞,具有操作便
捷、耗时短、非侵入性、不会产生气溶胶,以及适用于
各种医疗环境的优点。作为一种极具前景的非痰液
标本检测方法,口腔拭子在肺结核诊断领域展现出不
可忽视的潜力,有望为肺结核的诊断带来新的突
破[8]。本文对肺结核诊断中的口腔拭子检测进行了
总结和分析,重点围绕其生物学依据、采集处理流程、
临床诊断效能展开,旨在为结核诊断领域的无创非痰
液标本检测技术贡献全新见解。

 

1 口腔拭子用于肺结核诊断的生物学依据

  口腔中微生物群落的多样性仅次于肠道,容纳了
超过700种病原微生物,包括新型冠状病毒和结核分
枝杆菌,是人体的第二大微生物储存库;口腔分泌物
中还富含蛋白质、核酸、细胞外囊泡,以及内源性和外
源性代谢物等多种生物成分[9-11]。因此对口腔内生物
标志物、蛋白组学及微生物群变化的研究,在多种疾
病的研究领域得到了广泛应用,包括癫痫、癌症及传
染病等[12-14]。随着各种检测技术的发展,口腔拭子不
仅可以用来检测螺旋体、病毒、细菌等病原微生物的
遗传物质,还可以检测口腔中存在的抗体、抗原、细胞
因子等免疫分子[15-18]。此外,口腔拭子还可作为检测
肿瘤相关基因如乳腺癌易感基因(BRCA)[19]、视网膜
母细胞瘤易感基因1(RB1)[20]的血液替代来源。

作为人体与外界连接的主要通道,口腔是寻找传
染病病原微生物及生物标志物实用且方便、快捷的部
位。含有病原微生物的气溶胶主要经鼻腔、口腔单独
吸入,或经口鼻同时吸入进入呼吸道。舌位于口腔中
央,并且具有粗糙的表面结构,这一特点使得舌头不
仅可积聚来自呼吸道的微生物[21],结核分枝杆菌
(MTB)亦可在其表面的上皮细胞中定植[8]。而当人
体处于仰卧位时,口咽部同样会汇集来自鼻咽部和下
呼吸道经纤毛运动转运而来的分泌物[22]。在肺部感
染期间,痰液中的微生物则可能通过口腔黏膜损伤处
或血液循环途径进入口腔[23]。这些都意味着口腔能
以多种途径接触并留存各类病原微生物,为疾病检测
提供了丰富的标本来源。除肺结核外,口腔拭子检测
还在其他非口腔源性传染病诊断中展现出显著潜力,
如新型冠状病毒感染、疟疾及埃博拉出血热[21]。
2 口腔拭子采集与处理的操作流程

  目前有关口腔拭子用于肺结核诊断的研究中,根
据采集部位主要分为牙龈拭子、颊拭子和舌拭子[24]。
当前口腔拭子的采集过程尚无统一标准,加之不同检
测方法的处理过程存在差异,导致在不同研究中,拭
子的采集和处理流程不尽相同。

由于进食会刺激口腔产生更多唾液,这些唾液一
方面会稀释口腔中的 MTB浓度,另一方面会导致

MTB随吞咽进入消化道,进一步降低了 MTB在口腔
中的留存数量[25]。因此多项研究要求受试者在拭子

采集前至少30
 

min内禁食禁饮,以及避免刷牙、漱口
等口腔活动[26-29],部分研究甚至将禁食时间延长至

4
 

h以上[30]。WANG等[26]研究则建议在清晨进行拭
子采集,这可能是因为夜间 MTB会在口腔中积聚,进
而使早晨口腔中的 MTB浓度升高,从而能提高检测
的灵敏度。

当进行舌拭子采集时,工作人员用无菌拭子在受
试 者 舌 背 前 2/3 部 位 用 力 来 回 擦 拭 10 ~
20

 

s[27-29,31-33];若进行颊拭子采集,则由工作人员用拭
子在两边脸颊内侧稍用力擦拭10

 

s[30,34-37];牙龈拭子
的采集过程则与颊拭子相似,但采样部位集中于牙龈
区域,重复刷取7~8次[38]。

拭子采集完毕之后,通常将拭子头转移至含缓冲
液的 无 菌 试 管 中,但 不 同 研 究 存 在 差 异。例 如

WOOD等[39]和CHILAMBI等[29]采用干燥试管保存
标本,而 WANG等[26]则选择含无菌生理盐水的试管
进行保存。多数研究将收集好的标本冷冻于-80

 

℃
超低温环境直至检测[32-34,39],也可以像 CHILAMBI
等[29]将其置于2~8

 

℃环境下保存但时间不能超过一
周。最后,依据不同的检测方法,按照相应检测协议
对标本进行处理。比如乌干达一项利用实时荧光定
量聚合酶链反应(qPCR)检测舌拭子的研究中[40],研
究人员将收集好的拭子依次进行涡旋、加热、再次涡
旋,随后取上清液用于qPCR检测。

标本质量是获取可靠且准确的诊断结果的关键。
值得注意的是,口腔内采集的标本与未经口腔采集的
标本在外观上极为相似,难以进行有效区分。在大规
模筛查的情况下,这种外观上的相似性可能会导致采
样不充分的情况出现,进而产生假阴性 的 检 测 结
果[41]。因此,为了增强口腔拭子检测的准确性和可靠
性,未来需要开展大量的研究工作,以明确并建立一
套科学、规范、统一的口腔拭子检测标准化流程。
3 口腔拭子在肺结核临床诊断中的运用

  现有针对肺结核人群开展的口腔拭子诊断效能
的研究结果存在明显差异,这主要是因为在对口腔拭
子的相关操作及检测过程中,存在诸多可变因素,各
研究中,不仅拭子的采集部位、类型、数量各不相同,
而且处理方法、检测技术和采用的参考标准也不尽一
致。CHURCH等[4]对过往研究中口腔拭子在成人和
儿童肺结核患者中的运用进行了全面总结,发现在成
人中口腔拭子的灵敏度为36%~91%,特异度则为

66%~100%;在儿童群体中,口腔拭子检测的特异度
为93%~100%,以微生物培养结果作为参考标准,其
灵敏度为8%~42%,而使用复合检测结果作为参考
标准时,其灵敏度为5%~42%。ZHANG等[8]在研
究中对肺结核患者进一步开展亚组分析,结果显示口
腔拭子在HIV阴性患者中的合并灵敏度为68%,合
并特异度达98%。针对涂片结果不同的肺结核患者,
口腔拭子的诊断效能也有所不同:在涂片阳性的患者
中,合并灵敏度为58%;而在涂片阴性的患者里,灵敏
度降至30%,不过2种情况下特异度均>95%。吴进
凤等[24]在研究中也发现了不同类型口腔拭子的诊断
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效能差异,其中舌拭子的灵敏度(73.0%)高于颊拭子
(52.0%)。此外,WANG等[42]通过 Meta分析得出,
利用核酸扩增技术检测口腔标本诊断肺结核时,合并
灵敏度为50%,合并特异度为97%。
3.1 口腔拭子在不同人群中的诊断效能 既往在青
少年和成人肺结核患者进行的研究中,舌拭子qPCR
检测展现出优异的诊断价值。STEADMAN等[40]在
乌干达坎帕拉的2个健康中心对397例咳嗽超2周
的青少年和成年人进行了舌拭子手动qPCR检测,结
果显示,与微生物学培养结果(参考标准)相比,舌拭
子qPCR检测的灵敏度达92.6%,特异度为99.1%,
与痰液Xpert

 

MTB/RIF
 

相当。在另一项于中国进行的
前瞻性多中心研究中,研究者对729名参与者的舌拭子
采用TB-EASY

 

qPCR检测,同样以微生物培养结果作
为参考标准,其灵敏度为87.4%,特异度为98.0%[26]。
以上2项研究均采用手动PCR检测方式,而 WOOD
等[39]在南非进行的研究中使用2个自动化PCR检测
平台对收集的舌拭子进行检测。结果显示,相对于微生
物参考标准,Xpert

 

MTB/RIF的灵敏度为75.5%,特异
度为100.0%;MTB

 

Ultima的灵敏度为71.6%,特异度
为96.9%。由于上述研究的开展地区不同、纳入人群
不同,且拭子采集时间、处理方法等多方面也存在差
异,因此,目前尚不能判定手动qPCR检测口腔拭子
的灵敏度优于自动化qPCR检测工具。

尽管上述研究均表明舌拭子具有良好的诊断性
能,但在儿童患者情况似乎并非如此。COX等[30]在
南非的两家医院开展研究,收集了291名年龄<15
岁、疑似患有肺结核的儿童的颊拭子和舌拭子,并运
用Xpert

 

MTB/RIF进行检测,同时以诱导痰的Xpert
 

MTB/RIF检测和培养结果作为参考标准,研究结果
显示,颊拭子检测的灵敏度仅为27.3%,舌拭子的灵
敏度更低,只有19.3%。亚组分析还发现,在

 

HIV阳
性儿 童 群 体 中,口 腔 拭 子 检 测 的 灵 敏 度 也 仅 有

33.3%。在 秘 鲁 开 展 的 另 一 项 研 究 中,FLORES
等[35]收集了疑似肺结核儿童的颊拭子,并采用qPCR
检测。研究发现,根据涂片和培养结果的不同,颊拭
子检测的灵敏度存在较大差异。在痰培养阳性的患
儿中,颊拭子检测的灵敏度为21.0%;同时痰涂片阳
性患儿的颊拭子检测灵敏度(57.0%)明显高于涂片
阴性患儿(5.9%)。然而,总体来看,这些检测的灵敏
度都不太理想,可能与儿童 MTB载量低、采样配合度
差有关,在接下来的研究中也许可以联合粪便检测以
提高灵敏度。

有研究对 HIV感染状态进行亚组分析,发现合
并HIV感染的结核病患者口腔拭子的qPCR信号比
未感染患者弱[38]。在乌干达坎帕拉进行的一项研究
中,对舌拭子进行Xpert

 

Ultra检测也发现合并 HIV
感染患者的拭子的Cq值更高[27]。不仅如此,在同一
研究中口腔拭子在HIV感染者中的灵敏度也随之降
低。如 在 ANDAMA 等[32]研 究 中,舌 拭 子 Xpert

 

MTB/RIF
 

相对于痰液Xpert
 

MTB/RIF检测的总体
灵敏度为

 

77.8%,而在 HIV感染者中灵敏度降到了

68.5%。但在肯尼亚进行的一项研究中显示,口腔拭
子信号强度与HIV感染状态无关[36]。造成以上研究
结论相矛盾的原因可能是在肯尼亚进行的那项研究
中样本量更小、MTB载量更高,此外也不能排除检测
方法和拭子类型差异所造成的影响。未来研究应统
一方法学并控制混杂因素以明确影响机制。
3.2 口腔拭子检测阳性率的影响因素 口腔拭子在
不同人群中均展现出一定潜力,但诊断效能受多种因
素影响。不同采样部位和样本处理方式均对诊断结
果有显著影响。如LUABEYA等[38]发现,同品牌的
舌拭子信号比颊拭子或牙龈拭子更强,牙龈拭子表现
则不如颊拭子;与此同时还发现清晨采集的舌拭子信
号强于前一天任意时间点采集的舌拭子。ANDAMA
等[32]的研究则发现,拭子采集数量也会影响检测下
限,在他们的研究中发现双拭子法的检测限低于单拭
子法(76.5

 

CFU
 

vs.
 

101.7
 

CFU)。样本处理方法也
至关重要,如CHILAMBI等[29]的研究表明,不同处
理条件下舌拭子 Xpert

 

MTB/RIF检测限不同,将
Xpert

 

MTB/RIF样本试剂和TET缓冲液按1∶1比
例处理的拭子检测限最低,为22.7

 

CFU/700
 

μL。患
者自身因素同样不可忽视。在多项研究中均发现,通
过痰液检测的半定量结果评估,痰液中 MTB载量较
高的患者,其口腔拭子阳性率越高,口腔拭子中培养
出 MTB 的 可 能 性 也 越 大[26-27,32,36]。在 MESMAN
等[34]的研究中,通过单变量分析发现痰涂片阳性和/
或有空洞性疾病的患者的口腔拭子标 本,检 测 出

MTB的可能性更大,患糖尿病也可能影响 MTB检测
结果。因此,口腔拭子的诊断效能是多因素共同作用
的结果,在实际应用中,需综合考虑这些因素,以提升
其诊断准确度。
4 总结与展望

4.1 口腔拭子的应用前景 口腔拭子因操作方便、
无创且重复性高的特点,已在不同人群的结核病诊断
中崭露出应用前景。口腔拭子不仅适用于门诊及住
院患者,还可以用于肺结核密切接触者的自我检测,
并可作为社区大规模筛查的工具,为社区肺结核的防
控及管理提供另一种思路。
4.2 目前存在的问题与挑战 尽管多项研究已经表
明了口腔拭子在肺结核诊断中的潜力,然而其在临床
环境和社区筛查中的应用方面仍面临着以下几个问
题:(1)当前在口腔拭子的采集、处理及检测等关键环
节,尚未形成一套标准化的操作流程,导致不同研究
得出的灵敏度和特异度数据波动较大。因此未来迫
切需要开展大量系统性的研究工作,以制订出统一且
规范的标准。(2)目前仍缺乏对特定人群如 HIV感
染者、儿童的大规模研究,限制了口腔拭子在这些患
者中的推广和实施。为验证口腔拭子的临床普遍适
用性,研究者们还需针对这些人群开展更多研究。
(3)现有的数据显示,在儿童患者中口腔拭子检测结
核病的灵敏度欠佳。为了突破这一困境,在未来的研
究中,可以考虑采用联合检测的策略,将口腔拭子与
其他非痰无创标本(如粪便、尿液等)相结合进行检
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测,或者综合分析多种生物标志物及采用病原体富集
技术等,从而提高检测的灵敏度。
4.3 展望 随着检测技术的持续优化,口腔拭子凭
借其无创方便及减少气溶胶传播风险的优势,正逐渐
成为肺结核检测的理想样本类型。口腔拭子还适用
于无痰/少痰患者,有望替代传统痰液检测,实现肺结
核的早期发现,有效阻断 MTB在人群中的传播,为
WHO实现2035年减少结核病的目标提供有力支持。
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