
书书书

专家论坛!感染性疾病

结核分枝杆菌实验室检测产品和技术应用进展

逄!宇!!王玉峰!!高兴辉!!汤一苇

基金项目! 国家自然科学基金项目"编号!"#$%##&'#

作者单位! ($((&)!北京$首都医科大学附属北京胸科医院细菌免疫室"逄!宇$王玉峰$高兴辉$汤一苇#% #$$''*!上海$丹纳赫诊断

平台赛沛商贸"上海#有限公司医学事务部"汤一苇#

作者简介! 逄!宇"()"# +#$男$博士$教授$研究员$博士研究生导师$研究方向!结核病耐药机制及分子流行病学研究& ,-./01!2/3-

456276389(:';<7.

通讯作者! 汤一苇$男$复旦大学上海医学院医学学士'流行病学硕士$美国范德堡大学微生物学和免疫学博士$美国微生物学院院士$

美国传染病协会会士$美国微生物学会新冠病毒资料馆馆员& 研究方向!临床微生物检测& ,-./01!50+=>0;?/349<>2@>08;<7.

!!汤一苇!复旦大学上海医学院医学学士"流行病学硕士!美国范德堡大学微生

物学和免疫学博士!美国微生物学院院士!美国传染病协会会士!美国微生物学会

新冠病毒资料馆馆员# !"#$%&'"()'*%*+&',*+$"-*"'"./共同主编"!"#$%&'"(,"'0+#'&$

1*&.%"23*+2和450$.*%. ,*+$"-02&%6 7%(0+3*"% 副主编# 现任赛沛A丹纳赫诊断平台

中国首席医学官# 兼任美籍华人临床微生物学会主席"美国临床和实验室标准研

究所分子诊断专家组委员# 曾是美国疾病控制中心访问学者"梅约医学中心住院

医师"范德堡大学医学院教授"美国纪念斯隆凯特琳肿瘤医院主任医师和临床微

生物科主任"康奈尔大学医学院教授# 发表相关科研论文"综述和专著逾 '$$ 篇#

!!逄!宇!博士研究生!首都医科大学附属北京胸科医院细菌免疫室!教授!研

究员!博士研究生导师!主要从事结核病耐药机制及分子流行病学研究# 任中华

医学会结核病学分会副秘书长!中华医学会结核病学分会青年委员会常务副主任

委员!中华医学会结核病学分会临床检验专业委员会副主任委员!中国防痨协会

基础专业分会秘书长!中华医促会结核病学分会基础学组副组长# 主持国家自然

科学基金项目"传染病重大专项等多项课题!获得省部级奖励 * 项!入选北京市百

千万人才工程人才!荣获北京市$科技新星%!北京市组织部$青年拔尖人才%"$登

峰人才%等多个荣誉称号# 在国际知名期刊以第一作者或通讯作者发表 BCD收录

文章 (($ 余篇!影响因子达到 &'$ 分#

!!"摘要#!结核病是全球面临的重大公共卫生问题$结核病患者的早期快速检测对提高患者的疗效$并有

效阻断结核人际传播至关重要& 结核病诊断能力不足是导致发现率和报告率较低的根本原因$尤其在患者面

对交通'经济负担等一系列问题时$进一步加剧患者的漏诊& 然而传统的结核分枝杆菌实验室检测方法已无

法满足临床的实际需求$亟待在结核病高负担国家使用和推广新型诊断技术$近年来随着免疫学'分子生物

学'质谱等新兴技术发展$涌现出一批结核病快速检测产品& 该文对不同类型的结核分枝杆菌实验室检测产

品和技术进行回顾和分析&
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!!结核病是全球面临的重大公共卫生问题& 据世界

卫生组织估计$#$() 年全球新发结核病患者 ( $$$ 万

例$死亡 (&( 万例(()

& 结核病患者的早期快速检测

对提高患者的疗效$并有效阻断结核人际传播至关

重要$但目前病例发现率和报告率仍然较低$特别是

在结核病高负担国家$估算超过 (A' 的病例并未被

登记报告(($#)

& 结核病诊断能力不足是导致这一现

象的根本原因$尤其在患者面对交通'经济负担等一

系列问题时$进一步加剧患者的漏诊(')

& 此外$当

患者感染利福平耐药或耐多药"同时对利福平和异

烟肼耐药#的结核分枝杆菌时$患者的临床管理将

更为复杂$但是全球仅有 ''V的新发菌阳结核患者

开展了抗结核药物敏感性检测$提高对结核病和耐

药结核病的快速诊断迫在眉睫(($&)

& 然而传统的病

原学检测方法已无法满足临床的实际需求$亟待在

结核病高负担国家使用和推广新型诊断技术& 近年

来随着分子生物学及免疫学的发展$涌现出一批结

核病快速检测产品和技术"见表 (#

(* W%)

$本文就这

些产品的主要研究应用进展进行系统回顾&

表 (!结核病诊断路径!翻译和修改于参考文献":#的图 ($

测试分度 !早期发展 !后期或完成的开发 世界卫生组织评估的途径
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!续表 (

测试分度 !早期发展 !后期或完成的开发 世界卫生组织评估的途径

低复杂度测试 抗原'抗体和生物标志物-检测
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Z-1/<?/./J>M>27M?>M"]17L/1Z07Y0/437J?0<J#

:7传统病原学实验室检测

直接观察到结核分枝杆菌或者分离到结核分枝

杆菌是结核诊断的重要方法$特别是痰涂片和痰培

养在结核病防治历程中发挥了重要的作用$然而受

限于痰涂片的灵敏度以及痰培养时效性$限制了其

在结核诊断中的应用$如何充分发挥其优势服务临

床检测是传统病原学诊断的基础& 近年来结核特有

的抗原也可作为结核诊断的重要标志物之一$其在

特殊人群的应用得到世界卫生组织的认可和推荐$

下面主要对四类技术进行系统介绍&

:;:7痰涂片镜检7痰涂片镜检作为结核病诊断的

主要手段$应用时间已经超过 (#$ 年(")

& 它操作相

对简单且对实验室的要求较低$目前仍是许多结核

病高负担国家的主要诊断技术& 大多数实验室采用

直接涂片联合萋尼氏染色的方法& 通过收集晨痰'

夜痰和即时痰等方式提高患者发现率$但是由于需

要多次往返医疗机构$世界卫生组织建议在医院采

集两份质量良好的痰标本也可满足检测要求& 多种

对涂片和染色方法的改进$包括离心集菌'荧光染

色'添加漂白剂等$可以提高痰涂片的检测灵敏度())

&

但是痰涂片检测阳性的标本需要痰中菌的浓度达到

($ $$$ 个结核杆菌A.1$对于含菌量较少的患者$如

儿童结核'SD̀AKZ双感'肺外结核患者$痰涂片诊

断能力较差(($)

& 来自不同研究结果表明$痰涂片镜

检在培养阳性的肺结核患者中的阳性率为 #$V W

%$V

((()

$提示不同实验室人员能力对于痰涂片镜检

产生明显的影响& 痰涂片显微镜还有多项其他缺

点$包括不能区分菌体的死活$不能区分结核和非结

核分枝杆菌$无法开展后续的药物敏感性试验"以

下简称药敏试验#等& 因此$世界卫生组织推荐采

用快速的分子生物学方法作为痰涂片的替代方法用

于结核病及耐药结核病的患者筛查((# W(&)

&

:;<7分枝杆菌培养7结核分枝杆菌最快分裂增殖

速度为 (" @一代$培养时长一般为 # W: 周$因此结

核分枝杆菌的分离培养时间相比普通微生物耗时更

长& 此外$由于生物安全原因$分枝杆菌的培养需在

生物安全
!

级及以上级别实验室才可以开展& 在中

低收入国家$一般在结核病参比实验室开展培养$主

要包括固体培养法和液体培养法"O]DK#两种$从采

集样本至报告阳性培养结果$固体培养法一般需 & W

:周$而O]DK由于培养基营养丰富$可能提前到 ( W

# 周上报阳性结果((*)

& 我国大多数结核病实验室

使用罗氏固体培养基培养分枝杆菌$在结核病可疑

症状者中阳性率为 #"V W'&V$其所需时间较长$

不利于早期发现肺结核病患者和早期诊断耐药肺结

核病患者((:)

& ZM6.等((%)评估了O]DK'#$ 诊断结核

病的价值$在涂片阳性的患者中$固体培养和 O]DK

的报阳时间分别为 (%F' 8 和 "F" 8$在涂片阴性的

患者中分别为 #&F( 8和 ('F# 8& 可见O]DK诊断结

核病阳性率更高$用时更短$在结核病早期诊断非常

有效&

:;=7药敏试验7表型药敏试验 " 2@>37?520<8M64

J>3J0?0P0?5?>J?$ ŶBK#是在含一定药物浓度的固体培

养基上接种一定数量的分枝杆菌$当分枝杆菌能在

该培养基上生长时被界定为耐药菌株$反之则定为

敏感菌株& 目前结核分枝杆菌 ŶBK方法有绝对浓

度法'固体比例法'液体药敏法以及 %S($ 或 %S((

琼脂法& 固体法药敏试验根据操作方法不同分为绝

对浓度法和比例法$丁北川等((")按照世界卫生组织

规定的绝对浓度法进行药敏试验$结果与比例法差

异无统计学意义& 刘宇红等(())研究表明比例法和

国内绝对浓度法结果存在明显差异的药物是异烟

肼'乙胺丁醇$而浓度界限接近的利福平则差异不明

显$有差异的菌株最低抑菌浓度".030./103@0L0?7M5

<73<>3?M/?073$ODC#均在比例法和绝对浓度法浓度

界限之间& 说明两种检测方法之间主要差异是耐药

界限& 液体药敏试验作为比例法药敏试验的一种$

因培养和药敏检测到出报告的时间大大缩短$而被

越来越多的实验室采用& 但液体药敏试验需专用设

备和专用试剂$成本较高$因此$限制了液体药敏方法

的广泛推广$尤其是在中低收入国家或地区(%)

& 目

前$世界卫生组织推荐用于结核分枝杆菌药敏检测

**#*
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的方法中$可进行 O]DK液体法药敏的检测药物为

(( 种$多于其他 Qi固体法和 %S($A%S(( 法& 目前

基于O]DK的液体药敏是诊断二线抗结核药物$特

别是贝达喹啉'利奈唑胺等药物耐药性的核心方法&

:;>7结核抗原检测!脂阿拉伯糖"1027/M/L037./33/3$

QHO#是分枝杆菌细胞壁脂多糖的组成成分$其核

心骨架为甘露聚糖$侧链为甘露糖'阿拉伯糖单位$

分子以磷脂酰肌醇锚定在胞质膜上$具有高免疫原

性& 具有免疫缺陷症状的 SD̀-KZ共感染患者的尿

液中可检测到 QHO抗原$使用酶联免疫吸附测定

">3U5.>-103R>8 0..637J7ML>3?/JJ/5$,QDBH#方法或

者KZ-QHO检测试纸条$这种检测试纸条造价便宜

且在 '$ .03 内可以获得结果(#$$#()

& 在 SD̀-KZ共

感染'免疫缺陷"CY& j#$$ 个A

"

1#人群$其诊断结

核病灵敏度超过 %$V

(%)

& ZM74>M等(##)研究了检测

感染SD̀患者使用便携式的商业化QHO检测试剂盒

进行尿检$发现改进后的 BDQ̀HÔ -QHO在检测CY&

细胞数量
!

($$ 个A

"

1时灵敏度为 "%F(V")*V)7!

%)F'V W)'F:V#$高于未改进的Qa-QHO检测方法$

同时比较了感染 SD̀ 患者 CY& 细胞数量分布为
!

($$个A

"

1$($( W#$$个A

"

1和k#$$个A

"

1时 BDQ̀HÔ -

QHO检测灵敏度$发现在 CY&

!

($$ 个A

"

1时灵敏

度最高& 世界卫生组织推荐其用于 SD̀ 阳性住院

患者有结核病症状$伴 CY&

!

($$ 个A

"

1或者重症

SD̀阳性患者(#')

&

<7免疫学检测

传统病原学检测方法效果有限$无法真正满足

临床需求$基于宿主和病原相互作用的免疫学检测

技术在结核病辅助诊断中可能具有重要作用$传统

的检测方法包括结核抗体'结核菌素皮肤试验"KBK#'

#

干扰素释放试验"03?>MN>M73-

#

M>1>/J>/JJ/5$D]EH#

等$其中后两种方法对于区分潜伏感染和健康人群

具有重要价值$近年来基于转化医学的新型宿主诊

断标志物的筛选和应用为结核病免疫学诊断提供了

新的思路$下面主要对此类技术进行介绍&

<;:7结核抗体检测7基于血液标本的活动结核诊

断产品已应用多年$特别是在结核病高负担国家&

世界卫生组织于 #$$" 年对不同国家报送的 () 种结

核病血清学快速诊断产品进行系统评估$结果表明$

与痰培养相比$这些试剂盒在涂阳患者中检测的灵

敏度在 (V W:$V之间$特异度在 *'V W))V之

间(#&)

& 在涂阴患者和 SD̀ 阳性患者的灵敏度和特

异度比涂阳患者平均低 ##V左右& 后续的对抗体

检测方法的荟萃分析也表明这类检测方法准确性偏

低$因此$世界卫生组织不建议将抗体检测方法用于

活动性结核的诊断(#*)

& 尽管有学者认为这种灵敏

度的差别是由于结核感染的不同阶段分泌不同的蛋

白从而产生不同抗体$并建议使用多种抗体的组合

以提升试剂盒检测的灵敏度$但是这种改良方法在

提高灵敏度的同时$导致检测特异度的显著下降$因

此$对基于抗体的免疫学诊断方法需要不断的改进

和优化&

<;<7KBK!在 D]EH出现前$KBK一直是诊断潜伏

感染及辅助诊断活动性结核病的金标准(#:)

& 借助

皮下注射结核分枝杆菌复合群菌株蛋白衍生物$观

察人体对其免疫应答$从而判断患者是否被结核分

枝杆菌复合群感染& 早期使用的KBK是牛型分枝杆

菌的蛋白衍生物$因此无法有效区分卡介苗"ZC]#接

种与结核分枝杆菌感染造成的阳性结果& 近来$出

现了以人型结核分枝杆菌制备的蛋白衍生物$可以

有效排除 ZC]接种造成的假阳性结果& 但是 KBK

对于部分特殊人群$包括营养不良和 SD̀ 感染引起

的免疫抑制人群$容易由于免疫应答不足造成假阴

性的情况(#%$#")

& 此外$注射方式及判读结果等都可

能影响最终的检测结果$&" W%# @ 后的判读方式可

能会影响KBK在人群中的使用范围&

<;=7D]EH!D]EH是近 ($ 余年新型的一种潜伏感

染人群的免疫诊断方法& 通过检测受试者外周血中

是否存在结核抗原特异性的记忆淋巴细胞$此方法能

够精准鉴定其结核感染状态(#))

& 相比于 KBK$D]EH

具有更高的特异性$可能区别结核自然感染和 ZC]

疫苗诱发的细胞免疫反应& 然而其在临床中使用的

主要问题在于无法区分潜伏感染和活动性结核$因此$

D]EH阳性结果不能作为活动性结核的确诊标准('$)

&

尽管有研究表明结核抗原特异性的
#

干扰素释放

水平随着治疗过程明显下降$但是世界卫生组织在

相关指南中不建议在结核病高负担国家诊断活动性

结核$同时反对用于预测结核病患者的治疗转归或

者疫苗接种后的保护效力评价('()

& 然而$D]EH对

于部分菌阴结核'儿童结核等缺乏病原学依据的活

动结核病患者的临床诊断存在一定的价值&

<;>7结核宿主反应7结核感染人体后$宿主的免疫

系统启动一系列应答反应应对结核分枝杆菌的入

侵$寻找基于宿主特异性的诊断标志物成为解决菌

阴结核诊断难题的突破口& 多项研究利用转录组学

的方法探究活动性结核患者全血细胞转录组图谱$

鉴定出干扰素诱导的多个基因标志物可用于诊断活

动性结核$这些标志物仅在活动性结核患者中高表

*:#*

C@03>J>i76M3/17NX>=C1030</1O>80<03>$i/36/M5#$#($ 7̀16.>(&$X6.L>M(!!



达$可有效排除健康人群及潜伏感染者('#)

& 一项小

范围的病例对照研究显示$aC]E(Z基因仅在活动

性结核患者外周血中高表达$且与CY:&'QKa']Ẑ*

和]bOH四个基因联合应用时$对于活动性结核和

潜伏感染者的鉴别诊断灵敏度和特异度分别达到

)&V和 )%V$具有良好的应用前景('')

& 此外$[/N7M76

和其合作者研究了活动性结核'潜伏感染和其他疾

病的外周血转录组后$筛选获得 && 个基因组成的标

志物组合$在病原学阳性的结核病患者和其他患者的

鉴别诊断中$其灵敏度为 ($$V$特异度为 ):V

('&)

&

上述结果均表明$基于宿主的免疫学诊断标志物将成

为结核病诊断的重要组成部分('*)

& 结核-宿主免疫

互作机制的深度挖掘和大队列的临床验证将帮助我

们建立诊断活动性结核的新方法& 英国Z>MM5等(':)

学者应用转录芯片技术对众多结核患者血中 ')' 种

转录因子水平进行系统分析& 结果发现有 ": 种转

录因子水平在活动性结核与其他炎症或感染性患者

之间有明显区别& 美国斯坦福大学 B=>>3>5团队分

析筛选了来自 ((个国家的 (&个独立队列的 # *%#例

结核患者全血中结核感染相关的转录因子的表达水

平$结果发现 ' 个基因表达水平在活动性结核与其

他患者之间有显著不同& 其中]Ẑ* 和YeB '̂ 两个

因子在活动性结核患者中表达上调$而另一个[Qa'

表达则下调('%)

& h/MJ03JR>等('")进一步将这 ' 个转

录因子的表达因子相加减创建了一个 '-基因结核

分数"'-4>3>KZJ<7M>#$可以在临床上用于隐匿性

结核感染和活动性结核的鉴别诊断以及治疗效果的

快速准确监测& 赛沛 c2>M?OKZSE产品将这一技

术移植到 ]>3>c2>M?系统中$该试剂盒采用 $F( .1

末梢或采集静脉血$随到随测$可以在 '$ .03 完成

检测& 结果直接应用 ' 个因子的 CK值加减获得$

期望在结核病的快速筛查'鉴别诊断以及治疗监测

上起到一定作用('))

&

=7基因检测与分子耐药检测产品

随着分子生物学技术的不断发展$使结核分枝

杆菌的检测'鉴定和药敏试验技术取得了很大的进

展& 分子生物学技术可特异性扩增结核分枝杆菌的

目标基因$直接检测痰液'支气管肺泡灌洗液等样

本$快速得到检测结果$极大缩短了结核病诊断时

间$提高了结核病诊断的准确性和效率& 目前应用

在结核分枝杆菌基因检测与分子耐药检测方面的产

品主要有实时 ĈE产品'等温扩增产品和基因测序

产品等"见表 ##

(&$)

&

表 #!世界卫生组织支持肺结核检测和药物敏感性检测的分子检测产品!翻译和修改于参考文献"&$#的表 ($

!测试技术名称
认可
时间

方法原理 预期用途
敏感性
"V#

特异性
"V#

使用目标
设定

周转时间
"@#

是否能接受
快速检测和治疗

政策指导参考

c2>M?OKZAEDa #$($ T ĈE

OKZ诊断及EDa

耐药性检测
"*"合并#$

):"EDa耐药性#

))"OKZ检测#$

)""EDa耐药性#

地区或街道
实验室

j#

是$尤其是在
f.30平台上

hSf#$#$"#(#$

hSf#$(:""&#

c2>M?OKZAEDae1?M/ #$(%

T ĈEA熔解
曲线分析

OKZ诊断及EDa

耐药性检测
)$"合并#$

)&"EDa耐药性#

):"OKZ检测#$

)""EDa耐药性#

地区或街道
实验室

j#

是$尤其是在
f.30平台上

hSf#$#$"#(#

一线探针测试 "如
]>37K52>OKZYE216J

/38 XD̂Ef#

#$$" ĈE$杂交
EDa和DXS

耐药性的诊断
)""EDa耐药性#$

"&"DXS耐药性#

))"EDa耐药性#$

k))"DXS耐药性#

参考实验室 * 否 hSf#$$""(&#

二线探针测试 "如
]>37K52>OKZYEJ1#

#$(: ĈE$杂交
aQg和 BQDY

耐药性的诊断
":"aQg耐药性#$

"%"BQDY耐药性#

))"aQg耐药性#$

))"BQDY耐药性#

参考实验室 * 否 hSf#$(:"(*#

Q772/.2-OKZC测试 #$(:

环介导等
温扩增

OKZ诊断 %""合并# )""OKZ检测# 外围实验室 j# 是 hSf#$(:"(:#

KM6>3/?OKZ216J #$#$

微量
EK-̂CE

OKZ诊断 "$"合并# ):"OKZ检测# 外围实验室 j#

是$在KM6>1/L

平台上
hSf#$#$"#(#

KM6>3/?OKZ-EDaY\ #$#$

微量
EK-̂CE

EDa耐药性诊断 "&"EDa耐药# )%"EDa耐药性# 外围实验室 j#

是$在KM6>1/L

平台上
hSf#$#$"#(#

!注!OKZ!结核分枝杆菌%aQg!氟喹诺酮%DXS!异烟肼%EDa!利福平%EK-̂CE!逆转录酶 ĈE%BQDY!二线注射药物%hSf!世界卫生组织

=;:7实时定量 ĈE产品!实时定量 ĈE技术是通

过荧光基团标记的特异性探针或分子信标对基因扩

增产物进行标记跟踪$实时在线监控反应过程$结合

相应软件对产物进行分析& 与传统的细菌学检查相

比$实时定量 ĈE技术具有灵敏度高'检测快'特异

性强'可重复性好'可自动化且通量高等优点& 目前

实时定量 ĈE主要用于临床标本是否存在结核分

枝杆菌复合群及其对药物的耐药性$主要有赛沛的

c2>M?OKZAEDa'c2>M?OKZAEDae1?M/'c2>M?OKZAcYE

产品$罗氏的C7L/JK/TO/3 OKZ产品$雅培的E>/1-

K0.>OKZ和OKZEDaADXa产品$S/03公司的]>37-

?52>OKZYE216J']>37?52>OKZYEJ1'a167M7K52>OKZYE

产品$ZY公司的OHc-OYE-KZ产品$厦门致善公司

的O>1?̂M7-KZ产品等&

*%#*
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'F(F(!赛沛 c2>M?OKZAEDa产品!这是一种基于

巢式实时荧光定量 ĈE方法$能自动进行核酸提取

扩增检测$可直接从痰液标本中检测结核分枝杆菌

及其对利福平的耐药性$整个过程在密闭环境中进

行$手动操作时间不超过 ( .03$对操作者和周围环

境安全$全程约 (($ .03 即获得结果& 在结核分枝

杆菌检测方面$c2>M?OKZAEDa的灵敏度约为 ""V$

特异度约为 ))V

(&$)

%对涂片阳性'培养阳性患者有

较高的敏感性"灵敏度为 )"F#V#$显著高于涂片阴

性'培养阳性患者"灵敏度为 %#F*V#

(&()

%在SD̀阴

性患者中灵敏度约为 ""V$SD̀ 阳性患者中灵敏度

约为 "(V$特异度在两种人群中约为 )"V

(&#)

& 在

*% 项利福平耐药检测研究中$其灵敏度约为 ):V$

特异度约为 )"V

(&#)

& 在 (* 项儿童肺结核研究中$

与培养相比$其在咳痰或诱导痰样本中检测结核分

枝杆菌的合并灵敏度和特异度分别为 :#V和 )"V%

在胃液中合并灵敏度和特异度分别为 ::V和 )"V&

相比涂片镜检$其检测结核分枝杆菌的灵敏度提高了

':VW&&V& 其在检测利福平耐药方面合并灵敏度

和特异度分别为 ":V和 )"V

(&'$&&)

& c2>M?OKZAEDa

不仅在肺结核得到广泛应用$而且也可用于肺外结

核病及非痰标本的结核分枝杆菌检测和耐药检测&

但其研究结果尚不一致$部分灵敏度欠佳$但其特异

度较高$总体上显示上较好的诊断效能(&$$&'$&*)

&

'F(F#!赛沛 c2>M?OKZAEDae1?M/产品!通过改进

试剂盒设计' ĈE和突变检测$提高对低细菌负荷

肺疾病和肺外疾病的结核患者检出率和改善利福平

耐药检测$同时检测时间缩短为 "$ .03& 在结核分

枝杆菌检测方面$e1?M/比OKZAEDa更灵敏"""V PJ

"'V#$但特异度略差")"V PJ):V#%在利福平耐药

方面$两者的灵敏度和特异度是相似的$分别为 )*V

和 )"V& 在痰标本中$e1?M/的灵敏度为 "%F*V$而

OKZAEDa为"(V%在痰涂片阴性e1?M/灵敏度为 %"F)V$

OKZAEDa为 ::F(V$两者的特异度均为 )"F%V$且两

者在利福平耐药性检测结果一致(&#$&:)

& 世界卫生组

织在全球结核病报告中强烈推荐了 c2>M?OKZAEDa

和e1?M/技术的临床应用& c2>M?OKZAEDa和 e1?M/

被强烈推荐作为有肺结核症状和体征的成人及儿童

的初始检测%在有肺结核体征和症状或胸片存在肺

部异常或两者兼有的普通成人中被推荐作为肺结核

初始检测%被推荐作为有肺结核症状和体征的成人

和儿童的重复检测%被推荐作为成年人和儿童怀疑

OYE-KZ感染或并发 SD̀ 感染的首选检测方法$从

而替代传统的涂片镜检'培养和药物试验方法%被推

荐对疑似肺外结核患者的肺外标本如脑脊液'淋巴

结和其他组织进行检测%还被推荐用于痰标本镜检的

后续检测$特别是对于痰涂片检测阴性的患者(($&%)

&

'F(F'!赛沛c2>M?OKZAcYE产品!它可检测对异

烟肼"靶基因!03@H启动子'R/?]'N/L]('/2@C-7\5E

基因间区#'乙氧酰胺"03@H启动子#'氟喹诺酮类

"45MH和45MZ#以及二线注射药阿米卡星'卡那霉

素'卷曲霉素"MMJ和 >0J启动子#的耐药性$并被定

位为OKZAEDa或e1?M/检测到利福平耐药患者的附

加检测& 在结核分枝杆菌阳性痰标本与临床分离株

中$以 ŶBK为参考标准$异烟肼检测耐药性的灵敏

度和特异度分别为 )"F'V和 )*V%氟喹诺酮类耐药

性的灵敏度和特异度分别为 )(F&V和 )"F*V%阿米

卡星耐药性的灵敏度和特异度分别为 )(V和 ))V%

卡那霉素耐药性的灵敏度和特异度分别为 )"F(V

和 )%V%卷曲霉素耐药性的灵敏度和特异度分别为

%$V和 ))F%V%乙氧酰胺耐药性的灵敏度和特异度

分别为 :*F&V和 )%F'V& 当以测序结果为参考标准

时$其灵敏度为!异烟肼 ))F%V$氟喹诺酮类 )%F*V$

阿米卡星 ($$V$卡那霉素 ):F*V$卷曲霉素 )&F(V$

乙氧酰胺 ""F*V%除了乙氧酰胺特异度为 )%F'V$其

他药物的特异度均为 ($$V

(&"$&))

& c2>M?OKZAcYE

旨在作为结核分枝杆菌阳性标本的反射试验$并作

为诊断结核分枝杆菌A广泛耐药结核中存在的主要

耐药类型的辅助诊断& 为应对全球耐多药结核病危

机和加快诊断$世界卫生组织确定扩大快速检测和

检测耐药结核病是当务之急& 获得快速'敏感和安

全的基因型检测方法$如 c2>M?OKZAEDa'e1?M/和

c2>M?OKZAcYE$这些方法通过识别已知的突变来

检测大多数临床菌株对一线和二线药物的抗药性$

将最大限度地减少生物危害$并将样品制备减少到

几个手动步骤$更便于在护理点使用& 当与 c2>M?

OKZAEDa或 e1?M/联合使用时$c2>M?OKZAcYE可

将结核病检测和耐药性检测扩展到医疗服务不足的

人群(*$)

&

'F(F&!罗氏C7L/JK/TO/3 OKZ产品!这是一种基

于实时定量 ĈE技术'针对 (:B EXH基因的高通量

检测试剂盒& 由于标本需要用 XHQC-X/fS进行液

化'去污和浓缩$容易出现假阴性的结果& 与培养方

法相比$该产品在呼吸道标本中的灵敏度为 ""F&V$

特异度为 )"F"V%非呼吸性标本中灵敏度为 :'F:V$

特异度为 )&F:V

(*($*#)

&

'F(F*!雅培E>/1K0.>OKZ和OKZEDaADXa产品

E>/1K0.>OKZ也是一种基于实时定量 ĈE的检测

*"#*
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方法$可与全自动 YXH提取平台接口$可以从痰或

支气管肺泡灌洗液中检测结核分枝杆菌& ) 项研究

发现其在检测结核分枝杆菌的合并灵敏度为 ):V$

特异度为 )%V& & 项研究表明雅培 OKZEDaADXa

产品对利福平和异烟肼的合并灵敏度为 ""V$合并

特异度为 ))V$同时未发现偏倚(*')

&

'F(F:!S/03公司]>37?52>OKZYE216J']>37?52>OK-

ZYEJ1'a167M7K52>OKZYE产品!S/03 公司的]>37-

?52>OKZYE216J产品是基于 ĈE-线性探针杂交技

术$检测结核分枝杆菌及其异烟肼和利福平耐药性

的分子诊断试剂盒& 多个研究表明其对利福平与异

烟肼的灵敏度分别为 "'F&V')&F:V$特异度分别为

))F:V')"F#V$而 c2>M?OKZAEDa对利福平的灵敏

度和特异度更高$分别为 ):F"V和 )"F&V

(*&)

& ]>37-

?52>OKZYEJ1产品是一种用于检测结核分枝杆菌

复合体中与氟喹诺酮类和二线注射药物耐药相关的

特异突变检测试剂盒& 多项研究发现其在氟喹诺酮

耐药性方面性能!直接检测$其灵敏度和特异度分别

为 )%V和 )"V%涂阳标本!"$V和 ($$V& 二线注射

药物方面!直接检测$其灵敏度和特异度分别为 ")V

和 )$V%涂片阳性标本!"$V和($$V& 广泛耐药结核

病!直接检测$其灵敏度和特异度分别为 %)V和 )%V%

涂片阳性标本!*$V和 ($$V

(**)

& a167M7K52>OKZYE

产品在涂片阳性和涂片阴性标本中检测结核分枝杆

菌复合物的灵敏度分别为 )"V和 )#V& 涂片阴性

标本对利福平耐药的灵敏度和特异度分别为 ($$V

和 )%V%异烟肼耐药性的灵敏度和特异度分别为

($$V和 )"V%耐多药结核病的灵敏度和特异度分

别为 ($$V和 ($$V& 同时能鉴定M27Z'R/?]和03@H

启动子突变的灵敏度分别为 )"V')%V和 )%V& 该

产品可用于利福平和异烟肼的快速药敏试验$此外

能同时识别 M27Z'R/?]和 03@H启动子中几乎所有

突变的能力$可能对个体化治疗有用(*:)

&

'F(F%!ZY公司 OHc-OYE-KZ产品!这是一款检

测临床标本中结核分枝杆菌复合物并同时检测异烟

肼和利福平耐药性的分子平台& 与培养相比$该产

品的总体灵敏度和特异度分别为 ":F:V和 ($$F$V%

涂片阳性和涂片阴性标本的灵敏度分别为 ($$V和

:&F*V& 与 ŶBK相比$异烟肼和利福平耐药的灵敏

度和特异度分别为 *"F'V'))F'V和 ($$V')"F#V%

与]>37?52>OKZYE216J相比$异烟肼和利福平耐药

的灵敏度和特异度分别为 ($$V'))F&V和 ($$V'

))F&V

(*%$*")

&

'F(F"!厦门致善公司 O>1?̂M7-KZ产品!这是一种

基于熔融曲线分析的实时 ĈE检测方法$有结核分

枝杆菌检测和利福平'异烟肼'链霉素和氟喹诺酮等

耐药突变检测等多种产品& 耐药检测产品可检测痰

标本的耐多药和广泛耐药$以 ŶBK为参考标准$该

产品检测利福平耐药的灵敏度为 )&F#V$异烟肼耐

药的灵敏度为 "&F)V%二线药物耐药氧氟沙星灵敏度

为 "'F'V$阿米卡星耐药的灵敏度为 %*F$V$卡那霉

素耐药灵敏度为 :'F*V& 总体而言$O>1?̂M7-KZ法检

测耐多药结核分枝杆菌和广泛耐药结核分枝杆菌具

有良好的性能$其灵敏度分别为 ":F%V和 %(F&V

(*))

&

链霉素耐药突变检测产品在临床菌株种的检测灵敏

度和特异度分别为 ""F"V和 )*F"V

(:$)

& 在疑似脊

柱结核的患者中$O>1?̂M7-KZ检测结核分枝杆菌的

灵敏度为 *%F:"V$高于培养法"*(F%#V#和涂片法

"#&F&*V#$但显著低于c2>M?OKZAEDa""*F#%V#

(:()

&

O>1?̂M7-KZ法业已作为我国检测耐多药和广泛耐药

结核病例的可选择方法&

=;<7等温扩增产品7等温扩增技术基于其独特的

扩增原理$其灵敏度高但特异度相对较低$对防污染

措施要求严格$其自动化程度越高$检测结果可信度

越高& 常见的等温扩增技术有环介导核酸等温扩增

技术"1772-.>80/?>8 0J7?@>M./1/.210N0</?073$QHÔ #'

交叉引物扩增技术"<M7JJ2M0.>M/.210N0</?073$ĈH#

等& QHÔ 的特点是针对靶基因的 :个区域设计 & 种

特异引物$利用一种链置换YXH聚合酶在等温条件

下保温 '$ W:$ .03$即可完成核酸扩增反应& ĈH

可在恒定的温度条件下$通过特殊设计的引物和探

针$高效扩增指定的目标核酸& 与常规 ĈE相比$

恒温扩增技术不需要模板的热变性'温度循环'电泳

及紫外观察等过程& QHÔ 和 ĈH是全新的核酸

扩增方法$具有简单'快速'特异性强的优点$主要用

于检测临床标本中是否存在结核分枝杆菌复合群&

'F#F(!KZ-QHÔ 产品!日本荣研株式会社KZ-QHÔ

产品是利用环介导等温扩增技术$快速'高效'特异

性检测结核分枝杆菌复合群新型分子诊断产品& 在

'%* 例结核培养阳性痰标本中$KZ-QHÔ 检出率为

%*F:V$其中涂阳肺结核样本检出率为 )%F)V$痰涂

片阴性结核样本检出率为 &:F:V& &%% 例未接受结

核病治疗的培养阴性受试者特异度为 )"F%V

(:#)

& 另

一项研究发现以培养作为参考标准时$KZ-QHÔ 的

总体灵敏度为 ))V$特异度为 )&V$而c2>M?OKZAEDa

灵敏度和特异度更高$分别为 ))F(V和 ):V$说明

KZ-QOĤ 有较高的灵敏度和特异度(:')

& 世界卫生

组织推荐 KZ-QHÔ 或许可替代显微镜检查"有条

*)#*

!!中国临床新医学!#$#( 年!( 月!第 (& 卷!第 ( 期



件推荐#$以帮助诊断有结核病症状和体征的成人

肺结核& 对于有肺结核症状和体征的成人$特别是

痰涂片阴性标本需要进一步检测时$或许也可考虑

作为显微镜检查的后续检查((')

& 但KZ-QHÔ 不能

代替快速分子试验来检测 KZ和利福平耐药$尤其

是OYE-KZ高危人群((')

&

'F#F#!Y>a/J?;KZ产品!广州迪澳公司的Y>a/J?;KZ

结核分枝杆菌复合群核酸检测试剂采用恒温扩增法&

在初诊肺结核患者中其检出率为 &"F&V$高于涂片

法%对涂阳患者的总检出率为 )$F#V$对涂阴患者

的检出率为 (*F&V

(:&)

&

'F#F'!,/J5XHKKZ-ĈH产品!优思达的,/J5XHK

KZ-ĈH产品是基于交叉引物恒温扩增技术$检测

结核分枝杆菌YXH试剂盒$用于结核分枝杆菌感染

的辅助诊断& 研究发现与培养法相比$该产品的灵

敏度为 ::F%V$对涂片阴性和培养阳性患者的灵敏

度仅为 ($V$对培养阳性患者的特异度为 ($$V

(:*)

&

在结核性淋巴结炎儿童中$以培养和"或#细胞学综

合参考标准$c2>M?-OKZAEDa和 ,/J5XHK的灵敏度

和特异度分别为 *"V和 )'V'()V和 ($$V

(::)

&

=;=7基因测序分析7基因测序是通过对结合分枝

杆菌的靶标基因中基因序列的测定$并与国际核酸

数据库中的标准序列进行比对$实验对结合分枝杆

菌及其耐药性的精准检测$目前主要用于分枝杆菌

病原菌的耐药检测和菌种鉴定& 应用于结核检测方

面的测序分析主要有 B/34>M测序'焦磷酸测序'二

代测序"3>\?-4>3>M/?073 J>T6>3<034$X]B#等&

'F'F(!B/34>M测序!这是根据核苷酸在某一固定

的点开始$随机在某一个特定的碱基处终止$并且在

每个碱基后面进行荧光标记$产生以H'K'C']结束

的四组不同长度的一系列核苷酸$然后在尿素变性

的聚丙烯酰胺凝胶上电泳进行检测$从而获得可见

YXH碱基序列的一种方法& B/34>M测序是最为经

典的一代测序技术$目前仍是获取核酸序列最为常

用的方法& 与YBK方法相比$B/34>M测序在耐多药和

广泛耐药结核中检出率分别为 "&F'(V和 "'F''V$

其中利福平'异烟肼和氟喹诺酮耐药性的灵敏度和特

异度分别为 ):F)#V和 )"F'*V'":F")V和 ))F#$V'

%%F*V和 )%F#:V

(:%)

& 同时 B/34>M测序法也用于

结核耐药表型结果和基因结果不一致时确认(:")

&

'F'F#!焦磷酸测序!这是利用引物链延伸时所释

放的焦磷酸基团激发荧光$通过峰值高低判断与其相

匹配的碱基数量& 由于使用了实时荧光监测的概念$

焦磷酸测序实现了对特定位点碱基负荷比例的定量$

因此在 BX̂ 位点检测'等位基因"突变#频率测定'细

菌和病毒分型检测方面应用广泛& 通过 (:B MEXH

焦磷酸测序检测肺结核患者痰液标本$发现其中的

微生物群比健康人多$且发现许多外来细菌$如狭养

单胞菌'铜绿假单胞菌'嗜热菌'鞘氨醇单胞菌'甲基

杆菌'发汗杆菌'单胞菌和运动菌等$这些细菌都是

肺结核患者特有的(:))

& 用 (:B MEXH焦磷酸测序法

检测了结核病感染患者的痰菌群发现硬壁菌'蛋白

细菌'拟杆菌'放线杆菌和梭杆菌是五大细菌门$它

们共同构成了 )"V以上的微生物群落& 结核标本

中蛋白质细菌和类杆菌较多$对照组中硬壁菌更为

突出& 在所有结核病标本中均发现放线菌'梭杆菌'

瘦肉杆菌'普雷沃特菌'链球菌和维管束菌$可能代

表了结核痰菌群的核心属& 用高通量焦磷酸化测序

技术分析了结核病患者痰中微生物群的组成和多样

性& 它为研究不同微生物群在结核病发病和发展中

的潜在作用奠定了框架$并最终促进了结核病治疗

的进展(%$)

&

'F'F'!X]B!其最大特征是通量高$可测定几百万

甚至上亿条YXH或者 EXH序列$大大加快了宏基

因组测序的速度$从而可以极大地降低单个碱基测

序的成本& X]B还提供了更大的检测能力$通过深

度测序发现新的或罕见的变体& X]B 诊断传染病

的灵敏度和特异度分别为 *$F%V和 "*F%V$优于培

养法$尤其对结核分枝杆菌诊断优势比达到 &$但也

存在假阳性结果$可能是定植'潜在感染等原因导

致(%()

& 同时X]B更多应用于结核分枝杆菌耐药性

测定$为指导耐药结核病合理治疗提供准确的依据&

通过X]B获得的数据使得检测结核分枝杆菌遗传

变异的能力无与伦比$通过对数据的分析有助于重

建结核分枝杆菌的系统发育$这有助于我们更好地

了解结核分枝杆菌的全球分布(%#)

& X]B 已被用来

解答有关结核病传播的问题$并将在不久的将来成

为结核分枝杆菌分型的常规方法$因为它比传统的

分型方法具有更高的分辨率& X]B 的高分辨率能

够区分结核的复发和再感染(%')

& 这对于准确评估

治疗和预防方案至关重要& X]B 已被用于了解结

核高负荷环境下的传播动力学$证明了这种方法在

确定高负荷环境下结核分枝杆菌传播动力学方面确

实具有最大的影响(%&$%*)

& X]B 分析得出一线和二

线药物的易感结果$这些数据也可能是了解各国结

核病流行病学的宝贵资源& X]B 已成功地用于乌

干达的一项耐药性调查$该调查使用X]B 分析了一

小部分对异烟肼和利福平具有表型抗性的菌株$以

*$'*
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尝试了解耐药性的程度& 随着技术的迅速发展$X]B

的成本继续下降& 然而$这项技术仍然昂贵$而且对

于高负担'低收入的环境来说是不可能的& 预计在不

久的将来$结核分枝杆菌X]B 将适用于低收入'高负

担的环境中$用于定期进行耐药性监测$以了解耐药

机制$并为设计更廉价的分子诊断提供依据(%:$%%)

&

>7总结与展望

结核分枝杆菌培养及其耐药性检查等表型方法

技术仍然是结核病诊断中的金标准& 但由于其操作

复杂'周转时间冗长'生物安全要求比较高等难以在

结核病诊疗中发挥主导作用& 分子生物学技术以及

宿主反应检测具有快速敏感的特点$但特异性有待

提高"见表 '#

(:)

& 在研发中的一系列结核病的新技

术方法中$以定性或定量检测感染后的结核病原体

以及宿主反应的代谢产物的代谢质谱技术值得关

注(%")

& #$(&年C@70等(%))教授应用]/JDJ7?72>E/?07

质谱技术建立呼吸实验快速测定异烟肼药物的敏感

性& 来自南非的O/@/2/?M/等("$)利用液相质谱方法

检测患者尿液中特异代谢产物去早期判断治疗效

果& 来自巴西的学者("()采用基于质谱的代谢组学

技术检测并鉴别敏感'多重和广泛耐药结核菌落&

这一系列结果提示组学技术检测结核菌感染后代谢

产物可能成为结核感染诊断以及治疗效果监测的新

兴重要技术&

表 '!开发能够满足需求的创新结核病技术的转化挑战!翻译和修改于参考文献":#的表 '$

试验指示 当前使用的技术 现有技术的局限性 理想的新技术 新技术开发的转化挑战

分类测试以确认
疑似结核病患者

(F结核病症状"如 # 周咳嗽#

#F胸部c光
(F症状缺乏敏感性和特异性$

尤指艾滋病毒感染人群和儿童
#F胸部c光很敏感$但不对结
核特异性

一种简单'低成本的分诊
测试$供首次接触的卫生
保健提供者作为排除测
试使用$非常适合社区卫
生工作者使用

缺乏有效的生物标志物

活动性肺结核的
诊断

(F痰涂片镜检
#F核酸扩增试验
'F培养

(F涂片镜检缺乏敏感性$不能
检测耐药性
#F核酸扩增检测价格昂贵$不
易在外围部署
'F培养价格昂贵$需要生物安
全 ' 级"ZBQ'#实验室$结果需
要时间

痰涂片镜检替代试验一
种基于非痰标本的生物
标志物检测方法$适用于
所有类型的结核病$非常
适合在显微镜下使用

虽然正在为显微镜中心
开发几种核酸扩增检
测$但它们需要在实地
条件下进行评估$以便
制定政策& 对于非痰结
核检测$最大的挑战是
缺乏有效的生物标志物

肺外结核与儿童
结核病的诊断

(F痰涂片镜检
#F核酸扩增试验"XHHK#

'F培养

(F儿童和肺外结核患者通常不
会产生痰& 侵入性样本通常是
必要的& 显微镜检查缺乏敏感
性$不能检测耐药性
#FXHHK价格昂贵$不易在外围
部署& 肺外结核患者样品的灵
敏度较低
'F培养是昂贵的$需要ZBQ'实
验室$结果需要时间

一种基于非痰标本的生
物标志物检测方法$适用
于所有类型的结核病$非
常适合在显微镜下使用

对于非痰结核检测$最
大的挑战是缺乏有效的
生物标志物

药敏试验"YBK# (F核酸扩增试验
#F培养

(F目前的XHHK不能可靠地检
测出所有的突变$对利福平以
外的药物的敏感性很低
#F培养是昂贵的$需要ZBQ'实
验室$结果需要时间& 二线药
物的表型可靠性较差

一种用于显微镜中心水
平的新分子 YBK$它可以
评估对利福平'氟喹诺酮'

异烟肼和吡嗪酰胺的耐
药性$并能够选择最佳的
药物方案

缺乏关于突变与表型结
果和临床结果的相关性
以及与交叉耐药性的关
联的良好数据& 还需要
将新出现的结核病药物
方案与伴随诊断相结合

潜伏性结核感染
的诊断

(FKBK

#F干扰素
#

释放分析"D]EH#

KBK和 D]EH均不能将潜伏性
感染与活动性疾病区分开来&

这两种测试都不能准确地确定
那些最有可能发展为活动性疾
病的人

一项能够确定结核病谱的
测试$并确定潜在感染者
中最有可能发展为活动性
疾病并将从预防性治疗中
获益的人群

缺乏有效的生物标志物

治愈试验"治疗
监测#

(F连续涂片镜检
#F连续培养

(F涂片缺乏敏感性$不能区分
活杆菌和死杆菌
#F连续培养既昂贵又耗时

一种准确的治疗测试$可
用于改变治疗方法"如改
变治疗方案或YBK#

缺乏有效的生物标志物
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(#) C7@>3 H$ O/?@0/J>3 Ỳ$ B<@l3 K$ >?/1;K@>417L/12M>P/1>3<>7N

1/?>3??6L>M<617J0J! /J5J?>./?0<M>P0>=/38 .>?/-/3/15J0J(i);,6M

E>J20Mi$ #$()$ *&"'#!()$$:**;

(') Ql33M7?@ [$ C/J?M7[]$ C@/R/5/iO$ >?/1;K6L>M<617J0J<73?M71

/38 >10.03/?073 #$($-*$! <6M>$ </M>$ /38 J7<0/18>P>172.>3?(i);

Q/3<>?$ '%*")%#"#!("(& +("#);

(&) ]/38@0XE$ X633 $̂ Y@>8/[$ >?/1;O61?08M64-M>J0J?/3?/38 >\?>3-

J0P>158M64-M>J0J?/3??6L>M<617J0J! /?@M>/??7417L/1<73?M717N?6L>M-

<617J0J(i);Q/3<>?$ #$($$'%*")%#"#!("'$ +("&';

(*) h/110JEB$ /̂0O$ O>3U0>JY$ >?/1;Z07./MR>MJ/38 80/437J?0<JN7M

?6L>M<617J0J! 2M74M>JJ$ 3>>8J$ /38 ?M/3J1/?073 03?72M/<?0<>(i);

Q/3<>?$ #$($$'%*")%#)#!()#$ +()'%;
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