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ＤＮＡ与结核抗体联合检测对结核性胸膜炎的诊断意义

李玉明，郭明日，张　立

（天津市海河医院检验科，天津３００３５０）

　　摘　要：目的　探讨ＤＮＡ和结核抗体（ＴＢＡｂ）联合检测在结核性胸膜炎的临床诊断意义。方法　分别采用斑点金免疫渗滤

法和实时荧光定量ＰＣＲ法对９５例结核性胸腔积液患者及４５例非结核性胸腔积液患者进行ＴＢＡｂ和结核分枝杆菌ＤＮＡ检测，

并对结果进行分析比较。结果　结核性胸膜炎组结核分枝杆菌 ＤＮＡ检测阳性率为５６．８％，显著高于非结核性胸膜炎组

（４．４％），差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。结核性胸膜炎组ＴＢＡｂ检测阳性率为５８．９％，显著高于非结核性胸膜炎组（６．６％），

差异具有统计学意义（犘＜０．０５）。两项指标应用结核性胸膜炎组阳性率可提高为７８．９％，显著高于涂片镜检以及结核菌培养单

项检测阳性率，差异具有统计学意（犘＜０．０１）。结论　结核分枝杆菌ＤＮＡ与ＴＢＡｂ联合检测可明显提高结核性胸膜炎的阳性

检出率，而且快速、简便、易操作。

关键词：结核分枝杆菌；　聚合酶链反应；　抗酸染色；　ＤＮＡ；　结核抗体

犇犗犐：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１６７３４１３０．２０１４．１２．０３８ 文献标识码：Ａ 文章编号：１６７３４１３０（２０１４）１２１６１２０３

犛犻犵狀犻犳犻犮犪狀犮犲狅犳犮狅犿犫犻狀犲犱犱犲狋犲犮狋犻狅狀狅犳犇犖犃犪狀犱狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊犪狀狋犻犫狅犱狔犻狀狋犺犲犱犻犪犵狀狅狊犻狊狅犳狋狌犫犲狉犮狌犾狅狌狊狆犾犲狌狉犻狊狔

犔犻犢狌犿犻狀犵，犌狌狅犕犻狀犵狉犻，犣犺犪狀犵犔犻

（犇犲狆犪狉狋犿犲狀狋狅犳犆犾犻狀犻犮犪犾犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔，犎犪犻犺犲犎狅狊狆犻狋犪犾狅犳犜犻犪狀犼犻狀，犜犻犪狀犼犻狀３０００５０，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：犗犫犼犲犮狋犻狏犲　ＴｏｄｉｓｓｃｕｓｓｔｈｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＤＮＡａｎｄｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｎｔｉｂｏｄｙ（ＴＢＡｂ）ｉｎｔｈｅｄｉａｇ

ｎｏｓｉｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉｓｙ．犕犲狋犺狅犱狊　ＤｏｔｉｍｍｕｎｏｇｏｌｄｆｉｌｔｒａｔｉｏｎａｓｓａｙａｎｄｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅＰＣＲｍｅｔｈｏｄｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

ｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｃｔＴＢＡｂａｎｄＤＮＡｏｆ９５ｃａｓｅｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｐａｔｉｅｎｔｓ（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐ）ａｎｄ４５ｃａｓｅｓｏｆｐａ

ｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｏｕｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ（ｎｏｎ－ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐ）．Ｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅａｎａｌｙｚｅｄａｎｄｃｏｍｐａｒｅｄ．犚犲狊狌犾狋狊　Ｔｈｅ

ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓＤＮＡｉｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐｗａｓ５６．８％，ｗｈｉｃｈｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｎｏｎｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐ（４．４％），ｗｉｔｈｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍ（犘＜０．０５）．ＴｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆＴＢＡｂｉｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

ｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐｗａｓ５８．９％，ｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐ（６．６％），ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔ（犘＜０．０５）．ＣｏｍｂｉｎｅｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｏｆＤＮＡａｎｄＴＢＡｂ，ｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐｌｅｕｒｉｓｙｇｒｏｕｐｃｏｕｌｄｂｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｔｏ

７８．９％，ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅｓｏｆｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｔｅｓｔｏｆｓｍｅａｒｏｒｂａｃｔｅｒｉａｌｃｕｌｔｕｒｅ（犘＜０．０１）．犆狅狀犮犾狌狊犻狅狀　Ｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＭｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓＤＮＡａｎｄＴＢＡｂｃａｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｍｐｒｏｖｅｔｈｅｐｏｓｉｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒａｔｅｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒｉ

ｓｙ，ａｎｄｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓｆａｓｔ，ｓｉｍｐｌｅａｎｄｅａｓｙｔｏｏｐｅｒａｔｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；　ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ；　ａｃｉｄｆａｓｔｓｔａｉｎｉｎｇ；　ＤＮＡ；　ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｎｔｉｂｏｄｙ

　　近年来，我国结核病发病率逐年上升，大约３０％的人口感

染结核分枝杆菌，其中约１０％发展为活动性结核病
［１］，导致结

核性胸膜炎的发病率也呈逐年增高趋势。在我国，因胸腔积液

住院的患者中，结核性胸 腔 积 液 的 比 例 占 到 ４９．５％ ～

５４．５％
［２］。结核性胸膜炎是临床上一种常见的胸部疾病，其临

床体征及症状缺乏特异性表现，故确诊此疾病的难度较大［３］。

结核性胸膜炎的诊断主要依据临床结核中毒症状、胸部Ｘ线

提示胸腔积液、抗酸染色涂片及结核菌培养。痰涂片抗酸染色

阳性、细菌学培养阳性是结核病诊断的“金标准”，但痰涂片抗

酸染色阳性率较低（３３．７％），细菌培养的检出率相对略高，但

也不足５０％（４５．７％），而且需要６～８周才能报告结果，延误

临床治疗，使结核病很难早期确诊。为了加快结核性胸膜炎的

早期诊断和提高诊断率，本文探讨了结核分枝杆菌ＤＮＡ与结

核抗体（ＴＢＡｂ）联合检测对结核性胸膜炎的诊断意义，将９５

例已确诊的结核性胸膜炎患者和４５例非结核性胸膜炎患者的

胸腔积液标本进行ＴＢＡｂ检测，同时对痰标本进行实时荧光

定量ＰＣＲ检测，将各项结果对比研究，报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　回顾性分析本院２０１２年５月至２０１３年４月

结核科住院患者９５例（结核组），年龄２１～８６岁，平均４１岁，

其中男６１例，女３４例，胸腔积液由临床医师按照标准操作规

程留取，置于无菌标本盒中送检。结核性胸腔积液的留取标准

如下［４］：临床表现有结核中毒症状以及胸腔积液体征；影像学

胸部Ｘ线或ＣＴ检查发现胸腔积液，Ｂ超检查提示肺部有液性

暗区；实验室检查为胸腔积液常规提示为细菌性渗出液。同期

选取非结核性胸腔积液组患者共４５例（非结核组），男３０例，

女１５例，年龄２８～８１岁，平均５１岁，其中２９例肺癌患者均经

病理学检查确诊，其他原因１６例（含支气管扩张１１例、不明原

因性肺炎５例），均不存在既往以及现在活动性肺结核体征，影

像学未提示陈旧结核，无免疫增强剂治疗史，无放疗、化疗和手

术病史。

１．２　仪器与试剂　结核抗体（ＴＢＡｂ）试剂盒来自上海奥普生

物医药有限公司；痰标本结核分枝杆菌ＤＮＡ的检测采用 ＡＢＩ

７５００型实时荧光定量ＰＣＲ仪，试剂盒为广州达安基因股份有

限公司产品。

１．３　方法　ＴＢＡｂ检测采用斑点金免疫渗滤试验（ＤＩＧＦＡ），

利用纯化结核分枝杆菌细胞壁３８Ｋｄａ蛋白抗原来检测胸腔积

液中相应的ＩｇＧ抗体。痰标本结核分枝杆菌ＤＮＡ的检测采
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用ＡＢＩ７５００型实时荧光定量ＰＣＲ仪，荧光ＰＣＲ扩增程序按

照试剂盒说明书进行。结核分枝杆菌荧光ＰＣＲ检测参数：９３

℃２ｍｉｎ；９３℃４５ｓ，５５℃６０ｓ，１０个循环；９３℃３０ｓ，５５℃

４５ｓ，３０个循环。荧光检测点在５５℃４５ｓ。荧光ＰＣＲ检测结

果判定：若Ｃｔ＝３０，则实验结果为阴性；如果Ｃｔ＜３０，则实验结

果为阳性，具体数值由仪器自带软件计算得出。涂片镜检采用

萋尼氏抗酸染色法，为减少假阴性，所有患者均重复３次留痰

检查。胸腔积液标本取离心后沉渣涂片镜检。结核分枝杆菌

培养是采用快速培养法，在全自动快速结核菌培养系统进行，

培养结果按照《结核病诊断实验室检验规程》［５］进行判定。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计，组间差异

比较采用狋检验，以犘＜０．０５表示差异有统计学意义。

２　结　　果

痰标本和胸腔积液标本的涂片镜检和细菌培养检测结果

分别见表１～２。ＴＢＡｂ和结核分枝杆菌ＤＮＡ检测结果比较，

见表３。相关性分析显示，结核组患者痰标本结核分枝杆菌

ＤＮＡ检 测 阳 性 率 （５６．８％）和 胸 腔 积 液 ＴＢＡｂ 阳 性 率

（５８．９％）与涂片镜检阳性率（３３．７％）、细菌培养检测结果的阳

性率（４５．３％）比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＴＢＡｂ与结

核分枝杆菌ＤＮＡ联合检测的阳性率（７８．９％）显著高于涂片镜

检、细菌培养单项检测阳性率，差异有统计学意义（犘＜０．０１）。

表１　　痰标本涂片镜检和细菌培养检测结果［狀（％）］

组别 狀 涂片阳性 细菌培养阳性

结核组 ９５ ３２（３３．７） ４３（４５．３）

非结核组 ４５ ０（０．０） ０（０．０）

表２　　胸腔积液标本涂片镜检和结核菌培养

　　　　　检测结果［狀（％）］

组别 狀 涂片阳性 细菌培养阳性

结核组 ９５ ８（８．４） １８（１８．９）

非结核组 ４５ ０（０．０） ０（０．０）

表３　　ＴＢＡｂ和结核分枝杆菌ＤＮＡ检测结果比较［狀（％）］

组别 狀 ＴＢＡｂ阳性 ＴＢＤＮＡ阳性 联合检测阳性

结核组 ９５ ５８．９（５６） ５６．８（５４） ７８．９（７５）

非结核组 ４５ ６．６（３） ４．４（２） １１．１（５）

　　：ＴＢＡｂ、结核分枝杆菌ＤＮＡ其中１项或２项均阳性即视为联

合检测阳性标本。

３　讨　　论

结核性胸膜炎是临床中结核病的常见症状，在机体抵抗结

核分枝杆菌的过程中，各种免疫细胞及其分泌的细胞因子错综

复杂的相互作用决定了感染的结局［６］。相关文献报道，体内Ｂ

淋巴细胞产生的ＩｇＧ类抗结核抗体是人体内最主要的特异性

抗体，其特点是浓度较高，体内持续时间较长，作为结核病血清

学诊断首选的测定抗体［７］，对诊断肺结核病尤其是肺外结核例

如骨结核、结核性脑膜炎、淋巴结核等疾病具有重要意义，肺外

结核涂片阳性率低，不易进行细菌培养，所以对于这类结核病，

ＴＢＡｂ检测具有不可比拟的优越性。但是，本研究中，在诊断

非结核性胸腔积液的患者中出现部分病例（３例）假阳性，考虑

可能是由结核分枝杆菌存在交叉抗原的细菌所致。卡介苗预

防接种以及ＰＰＤ试验，均可能诱导机体对结核抗原产生自身

免疫应答而出现ＴＢＡｂ的假阳性情况。同时笔者也注意到，

部分结核性胸膜炎病例初期ＴＢＡｂ检测为假阴性，在诊断性

抗结核治疗大约２周后，随着症状缓解，ＴＢＡｂ出现由阴转阳

现象，其原因可能是因为抗结核药物的使用，诱导结核分枝杆

菌菌体破碎，进入淋巴血液循环，强化了对患者免疫系统的刺

激，同时机体免疫机能增强，所以在血清与积液中出现 ＴＢ

Ａｂ
［８９］。本文中结核组 ＴＢＡｂ的阳性率仅为５８．９％，虽然

ＴＢＡｂ的阳性率较低，但显著高于传统方法痰涂片镜检

（３３．７％）与细菌培养（４５．３％）的阳性率，血清ＴＢＡｂ阳性对

防止涂阴肺结核和肺外结核的漏诊还是很有意义的。２００６年

卫生部制定的《初治涂阴活动性肺结核患者免费治疗管理指南

（试行）》也明确将血清ＴＢＡｂ阳性作为涂阴活动性肺结核病

以及肺外结核的主要辅助诊断指标之一［９］。

如今，实时荧光定量ＰＣＲ技术已实现了对结核分枝杆菌

ＤＮＡ的自动化检测，该技术已经很完善。实时荧光定量ＰＣＲ

对排菌量少的结核病例的早期诊断及减少漏诊两方面有不可

逾越的优越性，郭明日等［１０］报道了对于不同类型结核病抗酸

染色阳性率为３２．６％，而实时荧光定量ＰＣＲ检测的阳性率为

４６．５％。实时荧光定量ＰＣＲ在常规ＰＣＲ基础上进行了改进，

首先使模板ＤＮＡ变性，然后寡核苷酸引物退火到模板单链

ＤＮＡ的相应互补序列上，延伸采用ＤＮＡ聚合酶介导的引物，

可以使结核分枝杆菌特异性片段在很短时间内扩增到指数级，

因此实时荧光定量ＰＣＲ的灵敏度很高。该技术属于分子和基

因水平上的一种诊断结核分枝杆菌的方法，具有特异、灵敏、不

需长时间培养等优势，已经在临床得到大范围使用，是目前结

核病诊断的重要辅助检验方法。本文表３结果显示，结核组患

者中，实时荧光定量ＰＣＲ检测痰标本结核分枝杆菌ＤＮＡ的阳

性率达５６．８％，而在非结核组的阳性率为４．４％。非结核组患

者出现２例假阳性，可能与结核杆菌ＤＮＡ提取纯化方法复杂

而影响其敏感性有关，也可能与实验室污染有关。痰标本结核

分枝杆菌ＤＮＡ检测在活动性肺结核中的敏感性略低于ＴＢ

Ａｂ，但仍有一部分菌阴肺结核患者通过实时荧光定量ＰＣＲ获

得可能的阳性率诊断，可能原因如下：（１）患者排菌量低、间断

排菌、患者属于非开放性结核；（２）反应体系的原因，模板ＤＮＡ

裂解不彻底导致ＤＮＡ模板不足、结核分枝杆菌碎片抑制ＰＣＲ

反应体系；（３）患者感染的可能不是结核分枝杆菌
［１１］。由表

１～３中的数据可见，结核组患者与非结核组患者相比，痰标本

结核分枝杆菌ＤＮＡ阳性检出率显著高于涂片法（３３．７％）和

细菌培养法（４５．３％），差异具有统计学意义（犘＜０．０５），说明

对于结核的诊断，实时荧光定量ＰＣＲ技术阳性率虽然不高（仅

５６．８％），但与传统方法涂片以及细菌培养相比，阳性检出率还

是有显著提高。

综上所述，结核性胸膜炎的诊断目前主要是基于胸膜组织

学检查或胸腔积液抗酸染色涂片及细菌培养阳性，而这些检查

的灵敏度都有限，从而为诊断带来了困难［１２］。本研究发现，

ＴＢＡｂ和结核分枝杆菌ＤＮＡ检测对结核病均具有一定的辅

助诊断价值，但其单项检测阳性率偏低，不能作为独立的诊断

标准，二者联合检测能明显提高结核性胸膜炎的阳性检出率，

对于提高结核病的早期诊断率具有重要意义。
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２．２　在所检标本中，有１例标本采用金标法检测为强阳性，

ＬｉＣＡ法检测为阳性，但ＥＬＩＳＡ法检测为阴性，用乙肝五项胶

体金快速检测板复查显示 ＨＢｓＡｇ强阳性、ＨＢｅＡｇ阳性、ＨＢ

ｃＡｂ阳性，为传染性强的大三阳标本，后采用ＥＬＩＳＡ法双孔复

检，经１０倍稀释血清的吸光度（Ａ）值均超过１．０００，分析导致

ＥＬＩＳＡ法初检假阴性的可能是因为标本血清中抗原量较大，

远远超过抗原抗体反应的最适浓度范围，考虑为钩状（ＨＯＯＫ）

效应所致。

２．３　有１例标本，经金标法、ＬｉＣＡ 法检测均为阴性，但

ＥＬＩＳＡ法检测为弱阳性（Ａ值为０．１～０．４），后经ＥＬＩＳＡ法双

孔复检为阴性。分析导致ＥＬＩＳＡ法初检阳性的原因可能是操

作过程中：（１）加样污染，将阳性标本溅到其周围微孔中造成假

阳性；（２）加酶污染，将酶滴到微孔之间的板架上，洗板、扣板时

未能完全去除，加显色剂时再将其带入微孔中形成阳性反应；

（３）微孔中存在纤维蛋白块可能使洗板机吸针孔堵塞，致使无

法将酶洗净，严重时污染周围微孔［５］。

２．４　有２例标本经ＥＬＩＳＡ法检测为弱阳性（Ａ值为０．１～

０．４）、ＬｉＣＡ法检测为弱阳性（检测值介于０．５～１ｎｇ／ｍＬ之

间），而金标法检测为阴性。分析导致金标法阴性的主要原因

是由于金标法灵敏度低，当 ＨＢｓＡｇ≥１ｎｇ／ｍＬ时才可检出，而

ＥＬＩＳＡ试剂对于 ＨＢｓＡｇ≤１ｎｇ／ｍＬ的部分样本也可以检

出［６］，博阳试剂商提供的ＨＢｓＡｇ的检测下限为０．２ｎｇ／ｍＬ，两

者的灵敏度都比金标法要高。

２．５　有２例标本经金标法和ＥＬＩＳＡ法检测均为阴性，而Ｌｉ

ＣＡ法检测为弱阳性，后经ＬｉＣＡ法双孔复检仍显示弱阳性，检

出值均介于０．２～０．５ｎｇ／ｍＬ之间。分析主要原因是由于Ｌｉ

ＣＡ法的灵敏度要比金标法、ＥＬＩＳＡ法高。

３　讨　　论

　　金标法具有简便、快速、特异性高、试剂稳定，无需检测仪

器的特点，对抗原量过大的标本未出现“钩状效应”现象等优

点，为了缩短患者的等待时间，减少术中交叉感染的概率，满足

急诊、内窥镜检查、术前患者 ＨＢｓＡｇ的初步筛查，金标法快速

筛查无疑是目前最好的选择，但其灵敏度低于ＥＬＩＳＡ法和Ｌｉ

ＣＡ法，易造成低浓度 ＨＢｓＡｇ标本的漏检，不适合大批量标本

的检测［７］。

　　ＥＬＩＳＡ法是临床上传统的 ＨＢＶ感染诊断方法，由于其操

作步骤多受人为因素的影响常有假阳性、假阴性出现，酶标仪

检测的数值也不能客观反映 ＨＢｓＡｇ的真实浓度，不适合 ＨＢ

ｓＡｇ的定量检测
［８］，但该方法操作简单、灵敏度高且成本低廉，

只要严格把控操作的每一个环节，还是非常适合大批量样本的

检测的［９］。

　　ＬｉＣＡ法为全自动系统，由于使用了全自动仪器及配套试

剂，使人为影响因素减至最低，提高了方法的稳定性和结果的

可重复性，使批内差异与批间差异都较小。ＬｉＣＡ技术采用了

纳米级颗粒，这不仅大大增加了生物分子的包被面积，同时借

助于链霉亲和素生物素分子连接放大系统，使单位体积反应

体系中含有更高浓度的生物分子，为实现超高灵敏度、减少样

本和试剂用量奠定了基础［１０］，并且这种纳米颗粒在液相中保

持稳定的悬浮状态，实现了均相、免清洗检测［１１］。ＬｉＣＡ法具

有高灵敏度、高通量、高稳定性等特点，重复性好、结果可靠，适

合 ＨＢｓＡｇ的定量检测，能够较好地满足临床需求
［１２］。
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