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  摘 要:目的 评价5种结核分枝杆菌检测方法对肺结核的辅助诊断价值。方法 统计2018年1-10月

在广州医科大学附属第一医院住院的患者,分为临床诊断肺结核患者和临床诊断非结核普通住院患者共209
例,用结核培养法、PCR-荧光探针法、结核感染T淋巴细胞酶联免疫斑点试验(T-SPOT.TB)法、抗酸染色法、
利福平耐药实时荧光定量核酸扩增检测技术(Xpert

 

MTB/RIF)法分别进行检测,比较这5种方法在临床诊断

中的价值。结果 结核培养法、抗酸染色法、PCR-荧光探针法、T-SPOT.TB法、Xpert
 

MTB/RIF法阳性率分

别为16.8%、23.4%、39.2%、53.0%、52.2%。结核培养法灵敏度为52.17%,特异度为100.00%;抗酸染色法

灵敏度为42.45%,特异度为96.67%;PCR-荧光探针法灵敏度为76.00%,特异度为97.98%;T-SPOT.TB法

灵敏 度 为 91.67%,特 异 度 为 79.80%;Xpert
 

MTB/RIF 法 灵 敏 度 为 99.09%,特 异 度 为 100.00%。
结论 Xpert

 

MTB/RIF法是最值得推荐的方法,也是唯一可以作为诊断结核感染的分子生物学方法,如果能

够联合这几种方法,可以快速、准确地对结核感染进行诊治。
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Abstract:Objective To
 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

five
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

detection
 

meth-
ods

 

for
 

tuberculosis.Methods A
 

total
 

of
 

209
 

patients
 

who
 

were
 

hospitalized
 

in
 

the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital
 

of
 

Guangzhou
 

Medical
 

University
 

from
 

January
 

to
 

October
 

2018
 

were
 

divided
 

into
 

209
 

clinically
 

diagnosed
 

pa-
tients

 

with
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

and
 

non-tuberculous
 

patients
 

with
 

clinical
 

diagnosis.The
 

tuberculosis
 

cul-
ture

 

method,PCR-fluorescent
 

probe
 

method,tuberculosis
 

infection
 

T
 

lymphocyte
 

enzyme-linked
 

immunospot
 

test(T-SPOT.TB)
 

method,antacid
 

staining
 

method,rifampicin-resistant
 

real-time
 

fluorescent
 

quantitative
 

nu-
cleic

 

acid
 

amplification
 

detection
 

technology(Xpert
 

MTB/RIF)method
 

were
 

separately
 

detected,the
 

value
 

of
 

these
 

5
 

methods
 

in
 

clinical
 

diagnosis
 

were
 

compared.Results The
 

positive
 

rates
 

of
 

tuberculosis
 

culture
 

meth-
od,antacid

 

staining
 

method,PCR-fluorescent
 

probe
 

method,T-SPOT.TB
 

method,and
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

meth-
od

 

were
 

16.8%,23.4%,39.2%,53.0%,and
 

52.2%,respectively.The
 

sensitivity
 

of
 

the
 

tuberculosis
 

culture
 

method
 

was
 

52.17%,the
 

specificity
 

was
 

100.00%;the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

acid
 

staining
 

method
 

was
 

42.45%,the
 

specificity
 

was
 

96.67%;the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

PCR-fluorescent
 

probe
 

method
 

was
 

76.00%,the
 

specificity
 

was
 

97.98%;and
 

the
 

sensitivity
 

of
 

the
 

T-SPOT.TB
 

method
 

was
 

91.67%,the
 

specificity
 

was
 

79.80%;the
 

sensi-
tivity

 

of
 

the
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

method
 

was
 

99.09%,and
 

the
 

specificity
 

was
 

100.00%.Conclusion The
 

Xpert
 

MTB/RIF
 

method
 

is
 

the
 

most
 

recommended
 

method
 

and
 

the
 

only
 

molecular
 

biological
 

method
 

that
 

can
 

be
 

used
 

to
 

diagnose
 

tuberculosis
 

infection.If
 

these
 

methods
 

can
 

be
 

combined,it
 

can
 

quickly
 

and
 

accurately
 

diag-
nose

 

and
 

treat
 

tuberculosis
 

infection.
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  结核病是由结核分枝杆菌感染引起的一种慢性

传染病,其传播性强,全球约20亿结核分枝杆菌感染

者,每年约有900万人患活动性结核,导致200万人

死亡[1]。在发达国家,结核病已基本被消灭,但中国

仍是世界范围内结核病的高发国家之一,中国的发病

率居全球第2[2],结核病已造成严重的社会负担,因
此,结核的早期诊断,对于预防疾病具有重要的意义。
早期诊断依赖于有效的检测手段,本研究分别应用5
种不同的检测方法进行比较,以期了解这5种方法在

结核病诊断中的价值。

1 资料与方法

1.1 一般资料 选取2018年1-8月在广州医科大

学附属第一医院住院的患者分为2组,研究组按照肺

结核诊断标准(WS
 

288-2017)经临床确诊为肺结核,
对照组为临床确诊为非结核普通住院患者。

1.2 仪器与试剂 酸性罗氏培养基购自法国梅里埃

公司;抗酸染色液购自中国珠海贝索公司;PCR-荧光

探针法试剂购自中国深圳凯杰生物工程有限公司;T
淋巴细胞酶联免疫斑点试验(T-SPOT.TB)试剂盒购

自英国Oxford
 

Immunotec公司;实时荧光定量核酸

扩增检测技术(Xpert
 

MTB/RIF)试剂盒和仪器购自

美国 Cepheid 公 司;荧 光 PCR 检 测 仪 型 号 为

ABI7000。

1.3 方法

1.3.1 结核培养法 按照《结核病诊断实验室检验

规程》进行。

1.3.2 PCR-荧光探针法 严格按照试剂说明书进行

处理、扩增试剂准备、加样、PCR扩增,每次扩增设立

阴性、临界阳性、强阳性对照,反应体系为40
 

μL,荧光

信号 采 集 通 道 为 Fam 荧 光 素,荧 光 信 号 收 集 在

60
  

℃。

1.3.3 T-SPOT.TB检测 采集新鲜外周静脉血

5
 

mL,用肝素抗凝,按照试剂说明书进行操作,计数每

个活化的结核特异效应T细胞。

1.3.4 抗酸染色涂片法 按照《全国临床检验操作

规程》第4版及试剂说明书进行操作。

1.3.5 Xpert
 

MTB/RIF 按照试剂说明书进行,主
要操作步骤包括取患者痰液加入处理液,振荡器上涡

旋振荡15~30
 

s,常温静置液化,并将标本严格本加

入反应试剂盒中,进行检测并输出分析结果。

1.3.6 试验流程 纳入对象:分别用结核杆菌培养

法、抗酸染色法、Xpert
 

MTB/RIF法、PCR-荧光探针

法和T-SPOT.TB法对可疑结核杆菌患者标本进行

检测。209例患者进入最终研究,其中PCR-荧光探针

法缺失10例患者,T-SPOT.TB检测方法缺失26例,
抗酸染色法缺失4例,结核杆菌培养法缺失66例。

1.4 统计学处理 采用R
 

project
 

v3.4.1进行分析,

计量资料以x±s表示,计数资料以频数表示,描述数

据的基本分布,计算百分比。计算灵敏度、特异度、阳
性预测值和阴性预测值,并绘制韦恩图展示不同检测

方法与金标准培养法之间真实值所占比例以评估不

同检测方法的诊断效能。

2 结  果

2.1 患者的基本临床信息 209例患者中,男性136
例,女性73例,平均年龄为(41.82±21.74)岁,临床

诊断为肺结核的患者有110例。其中,继发性肺结核

有78例(37.3%),浸润性肺结核6例(2.9%),淋巴

结肺 结 核 5 例 (2.4%),其 他 类 型 肺 结 核 21 例

(10.0%)。临床诊断为除肺结核外其他呼吸系统疾

病的患者有99例,其中肺炎、支气管扩张并感染和慢

性阻 塞 性 肺 疾 病 患 者 占 比 最 高,分 别 为16.3%、

11.0%和9.1%。

2.2 不同肺结核检测技术检测结果 结核培养法有

24例(16.8%)患者检测为阳性,119例(83.2%)患者

为阴性;抗酸染色法有48例(23.4%)患者检测为阳

性,157例(76.6%)患者为阴性;PCR-荧光探针法有

78例(39.2%)患者检测为阳性,121例(60.8%)患者

为阴性;T-SPOT.TB法有97例(53.0%)患者检测为

阳性,86例(47.0%)患者为阴性;Xpert
 

MTB/RIF法

有109例(52.2%)患者检测为阳性,100例(47.8%)
患者为阴性。

2.3 不同肺结核检测技术的检验效能评估 以临床

确诊为结核作为标准,评估其他检测方法的效能。结

果发现,灵敏度从高到低依次为Xpert
 

MTB/RIF、T-
SPOT.TB、PCR-荧光探针法、结核培养法、抗酸染色

法。特异度从高到低依次为Xpert
 

MTB/RIF和结核

培养法(并列)、PCR-荧光探针法、抗酸染色法、T-
SPOT.TB。韦恩图结果显示,以临床确诊为结核作

为标准,Xpert
 

MTB/RIF法中,209例患者中有208
例患者结果与临床诊断一致;PCR-荧光探针法中,199
例患者中有173例患者结果与临床诊断一致;抗酸染

色法中,205例患者中有141例患者结果与临床诊断

一致;结核培养法中,143例患者中有121例结果与临

床诊断一致;T-SPOT.TB法中,183例患者中有156
例患者结果与临床诊断一致。见表1、图1。

表1  5种检测方法灵敏度和特异度分析(%)

项目
Xpert

 

MTB/

RIF

PCR-荧光

探针法

抗酸

染色法

结核

培养法
T-SPOT.TB

灵敏度 99.09 76.00 42.45 52.17 91.67

特异度 100.00 97.98 96.67 100.00 79.80

阳性预测值 100.00 97.44 93.75 100.00 79.38

阴性预测值 99.00 80.17 61.15 81.51 94.05
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  注:A表示Xpert
 

MTB/RIF;B表示PCR-荧光探针;C表示抗酸染

色;D表示结核培养;E表示T-SPOT.TB。

图2  5种检测方法韦恩图对比

3 讨  论

本文的研究结果显示,抗酸染色法虽然简单、快
速,但阳性率差(23.4%)、灵敏度低(42.45%),与国

内文献报道基本一致[3-4];由于非结核分枝杆菌抗酸

染色也阳性,所以此方法不能有效区分结核和非结核

分枝杆菌;另外只有在结核病痰标本菌数量>5
 

000
条/mL才能得到阳性结果[5],所以对标本的要求比较

高,这也是抗酸染色阳性率低的原因之一,另外取材

和涂片的质量,人工镜检的经验和态度对结果都有影

响,易造成误诊和漏诊[6-7],传统的涂片抗酸染色法,
阴性结果要求至少观察300个视野,耗时费力[8]。结

核培养法是诊断结核的金标准,可反映结核杆菌存活

能力,并能做菌种鉴定和药敏试验,这是其他方法无

法代替的,但是结核杆菌生长缓慢,培养周期长,一般

需要4~8周,且对实验室的生物安全级别要求较

高[6]。本研究显示结核培养法的阳性率在5种方法

中最低,灵敏度只比涂片法稍更高,且在研究中发现

会有一部分快速生长的非结核分枝杆菌在培养过程

中报阳,这时需要结合结核报阳时间和其他检测手段

进行判断,否则极易造成临床的诊治延误[7]。

PCR-荧光探针法具有快速、灵敏度较强、特异度

高等优点,但该法的检测阳性率不高,操作繁琐,对设

备和试验区的条件要 求 较 高 且 易 污 染。而 Xpert
 

MTB/RIF法是一种由巢式PCR技术发展而来的基

因扩增技术,能在2
 

h内针对rpoB基因81
 

bp利福平

耐药核心区间设计引物、探针,检测其是否发生c'cv
突变,进而用于诊断结核及检测利福平耐药(rpoB序

列存在突变)[9-10]。Xpert
 

MTB/RIF法在本研究中灵

敏度(99.09%)和特异度(100.00%)最好,只有1例

与临床诊断不符。目前Xpert
 

MTB/RIF法作为世界

卫生组织唯一推荐的快速检测结核分枝杆菌及其利

福平耐药性的手段,它具有快速、操作简单、污染小、
灵敏度高、特异性强的特点[11]。Xpert

 

MTB/RIF法

实验过程中基本不产生气溶胶,减少了标本中结核分

枝杆菌生物危害的风险,即使在高湿度的环境中也无

影响,试剂盒放在独立的空间,减少了DNA的污染机

会[12-13],该法还能检测标本中的死菌和活菌,不过价

格昂贵。世界卫生组织建议将Xpert
 

MTB/RIF技术

应用于利福平耐药患病率较低的人群进行耐药诊断,
而对于诊断为利福平耐药的患者则需要使用传统药

敏试验或其他分子生物学检测进一步验证,以避免假

阳性 的 发 生[14-15]。T-SPOT.TB 检 测 ESAT-6 和

CFP-10
 

2个抗原刺激T淋巴细胞释放γ干扰素来诊

断是否由结核感染[16],因为检测的是效应淋巴细胞,
所以不易受人体免疫力状态的影响。本研究显示此

法阳 性 率 最 高,灵 敏 度 高(91.67%)仅 次 于 Xpert
 

MTB/RIF法。但此法主要用于潜在的结核杆菌感染

检测,而不能区分是否为活动性结核杆菌。T-SPOT.
TB阴 性 排 除 结 核 感 染 的 可 能 性 大,阴 性 预 测 值

(94.05%)也仅次于Xpert
 

MTB/RIF法。

4 结  论

总之,此5种方法各有优缺点,但 Xpert
 

MTB/

RIF法是最值得推荐的方法,也是唯一可以作为诊断

结核感染的分子生物学方法,但是对于涂阴、培阴患

者,还需结合临床进行综合诊断。但是,现代的分子

生物学方法仍然无法代替传统的结核诊断方法,临床

医生需要联合运用,才能对结核感染进行快速、准确

的诊治。
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微缺失综合征进行诊断,这9种微缺失综合征在活产

婴儿中的综合发生率约为1/1
 

600[14],本研究中BoBs
检测出的4例染色体微缺失/微重复综合征,染色体

核型分析结果显示未见异常。
BoBs

 

技术较为简单,仪器成本低,通量高,每个

反应可检测92份标本。BoBs技术与核型分析比较,
BoBs

 

技术比核型分析能更快速获得结果,是较为理

想的产前诊断补充工具。对于新发展的产前诊断实

验室,开展
 

BoBs技术的成本效益较高。
4 结  论

BoBs技术能够高效检出常见染色体非整倍体和

微缺失综合征,因其快速、精确、操作简便、通量高等

优势,满足临床的需求,值得推广。
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