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  摘 要:目的 回顾性分析GeneXpert
 

MTB/RIF结核分枝杆菌鉴定对结核病诊断的应用价值。方法 收

集2020年1-5月进行GeneXpert
 

MTB/RIF结核分枝杆菌鉴定的住院患者669例,与抗酸染色镜检、结核菌素试

验、结核分枝杆菌免疫球蛋白(Ig)G抗体检测、罗氏培养法、结核分枝杆菌基因(TB-DNA)扩增检测、γ-干扰素释放

(IGRA)试验的检测结果进行对比分析,评估灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值等指标。结果 GeneX-
pert

 

MTB/RIF试验的灵敏度为53.98%,与IGRA试验(83.33%)和结核菌素试验(38.89%)比较,差异无统

计学意义(P>0.05),但高于结核分枝杆菌IgG抗体检测(13.33%)、TB-DNA扩增检测(25.93%)和抗酸染色

镜检(8.11%),差异有统计学意义(P<0.05)。GeneXpert
 

MTB/RIF试验的特异度为99.64%,与罗氏培养法

(100.00%)、TB-DNA扩增检测(100.00%)、抗酸染色镜检(99.64%)比较,差异无统计学意义(P>0.05),但

高于IGRA试验(51.72%)、结核菌素试验(66.67%)和结核分枝杆菌IgG抗体检测(80.39%),差异有统计学意义

(P<0.05)。结论 GeneXpert
 

MTB/RIF试验具有较高的灵敏度和特异度,可作为结核病确诊依据。
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Abstract:Objective To

 

retrospectively
 

analyze
 

the
 

application
 

value
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

Mycobacte-
rium

 

tuberculosis
 

identification
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis.Methods A
 

total
 

of
 

669
 

hospitalized
 

patients
 

who
 

underwent
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

identification
 

from
 

January
 

to
 

May
 

2020
 

were
 

collected.The
 

results
 

of
 

acid-fast
 

staining
 

microscopic
 

test,tuberculin
 

test,Mycobacterium
 

tuberculosis
 

immunoglobulin
 

(Ig)G
 

antibody
 

test,Roche
 

culture
 

method,Mycobacterium
 

tuberculosis
 

gene
 

(TB-DNA)
 

amplification
 

test,and
 

gamma-interferon
 

release
 

(IGRA)
 

test
 

were
 

compared
 

and
 

analyzed.The
 

sensitivity,
specificity,positive

 

predictive
 

value
 

and
 

negative
 

predictive
 

value
 

were
 

evaluated.Results The
 

sensitivity
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

test
 

was
 

53.98%.Compared
 

with
 

IGRA
 

test
 

(83.33%)
 

and
 

tuberculin
 

test
 

(38.89%),
the

 

differences
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05),but
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculo-
sis

 

IgG
 

antibody
 

test
 

(13.33%),TB-DNA
 

amplification
 

test
 

(25.93%)and
 

acid-fast
 

staining
 

microscopic
 

test
 

(8.11%),the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).The
 

specificity
 

of
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

test
 

was
 

99.64%.Compared
 

with
 

Roche
 

culture
 

method
 

(100.00%),TB-DNA
 

amplification
 

test
 

(100.00%),acid-
fast

 

staining
 

microscopic
 

test
 

(99.64%),the
 

differences
 

were
 

not
 

statistically
 

significant
 

(P>0.05),but
 

high-
er

 

than
 

IGRA
 

test
 

(51.72%),tuberculin
 

test
 

(66.67%)
 

and
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

IgG
 

antibody
 

test
(80.39%),the

 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.05).Conclusion The
 

GeneXpert
 

MTB/RIF
 

test
 

has
 

high
 

sensitivity
 

and
 

specificity,and
 

can
 

be
 

used
 

as
 

a
 

basis
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis.
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  结核病是由结核分枝杆菌复合菌群引起的一种

慢性传染病,是我国的乙类传染病,以炎性渗出、增生

和干酪样坏死为主要病理变化。世界卫生组织发布

的《全球结核病报告》指出结核病是世界上最重要的

传染性疾病之一,被认为是全球十大死 亡 原 因 之

一[1]。早期发现结核病是成功治疗和减少疾病传播

的关键。全球结核分枝杆菌潜伏感染的人数约17
亿,占世界人口总数的1/4左右,每年新发结核病患
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者均在1
 

000万例左右。而我国的结核病新发病例数

位列第二(9%),仅次于印度(27%),此外,肺外结核

的发病率也呈现逐年上升的趋势[2]。
结核病的治疗以化疗为主要手段,如今耐多药结

核病(MDR-TB)和广泛耐多药结核病(XDR-TB)对结

核病的防控带来了严峻的挑战。因此,早期诊断和治

疗结核病,以及采取有效的公共卫生措施,对结核病

患者预后至关重要。结核病发病率居高不下,这很大

程度上是因为结核病的诊断方法的局限性[3]。结核

病的诊断主要通过询问病史和症状体征,影像学、免
疫学和病原学检查等多种方法综合运用。结核病常

用的实验室检查方法有抗酸染色镜检、结核菌素试

验、罗氏培养法、γ-干扰素释放(IGRA)试验、血清结

核分枝杆菌免疫球蛋白(Ig)G抗体检测、结核分枝杆

菌基因(TB-DNA)扩增检测,以及近年来受到广泛应

用的GeneXpert
 

MTB/RIF结核分枝杆菌鉴定。本文

将GeneXpert
 

MTB/RIF结核分枝杆菌鉴定技术与几

种常用的检测方法进行比较,回顾性分析和评价几种

检测方法的效能。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取南方医科大学南方医院2020
年1-5月进行GeneXpert

 

MTB/RIF结核分枝杆菌

鉴定的住院患者669例为研究对象,其中男430例,
女239例;年龄2~92岁;检测住院患者标本中自然

咳痰363例,肺泡灌洗液266例,胸腔积液21例,脑
脊液6例,穿刺液4例,抽吸痰3例,引流液2例,粪便

2例,腹水1例,中段尿1例。经鉴定有113例住院患

者(男73例,女40例)诊断为结核病患者,556例(男
357例,女199例)诊断为非结核病患者,纳入和排除

标准均根据《肺结核诊断:WS288-201》相关标准执

行[4]。669例住院患者中39例进行了结核菌素试验,
66例进行了结核分枝杆菌IgG抗体检测,189例进行

了罗氏培养法检测,286例进行了 TB-DNA 扩增检

测,35例进行了IGRA试验,667例进行了涂片抗酸

染色镜检。
1.2 仪器与试剂 GeneXpert分子诊断系统购自美

国赛沛公司;IGRA检测试剂盒购自德国 Qiagen公

司;冷染法抗酸染色液试剂盒购自珠海贝索生物技术

有限公司;结核分枝杆菌IgG抗体检测试剂盒购自新

加坡 MP生物医学亚太公司;结核分枝杆菌复合群核

酸检测试剂盒购自德国Qiagen公司(PCR-荧光探针

法);结核分枝杆菌纯蛋白衍生物试剂、酶标仪购自北

京祥瑞生物制品有限公司。
1.3 方法

1.3.1 GeneXpert
 

MTB/RIF试验 吸取2
 

mL标本

处理液于前处理管中,加入1
 

mL标本(标本应不含食

物颗粒和血液),旋紧盖子后置于振荡器上充分混匀

10~20
 

s,直至标本充分液化,无肉眼可见的固体物质

存在。将2
 

mL处理后的标本缓慢加入Cartridge反

应盒内(防止气泡产生)。将 Cartridge反应盒放于

GeneXpert仪器中进行检测,仪器将自动完成核酸提

取、纯化、扩增等过程,待反应完成后,系统自动判读

结果。
1.3.2 结核菌素试验 75%乙醇消毒注射部位,用
1

 

mL注射器抽取0.1
 

mL
 

结核菌素(5
 

IU),注射于前

臂掌侧中下端1/3交界处,避开疤痕、血管和褶皱,注
射处呈直径约为6~10

 

mm的白色隆起,72
 

h后观察

结果。结果判断标准:无反应或仅有轻微红晕,硬结

直径<5
 

mm者为阴性;硬结直径≥5
 

mm或有水疱、
坏死、溃疡、双圈、淋巴管炎等均判断为阳性。
1.3.3 结核分枝杆菌IgG抗体检测(胶体金法) 将

25
 

μL血清标本加入加样孔,当标本迁移至蓝色指示

线时,加入3滴缓冲液至椭圆孔。拉出分离片,再加

入1滴缓冲液于加样孔,15
 

min后判读结果。判读结

果时,确保质控线处有紫色条带,如果在测试线处有

紫色条带则判读为阳性,若仅有质控线处有紫色条

带,则判读为阴性。
 

1.3.4 抗酸染色镜检 将标本充分混匀后,取适量

标本于玻片正面均匀涂抹成10
 

mm×20
 

mm左右的

形状。自然干燥后,用酒精灯火焰固定后进行萋-尼氏

染色。在高倍镜下,连续观察300个不同视野,采用

世界卫生组织的6层报告方式判读结果。
1.3.5 罗氏培养法 将痰液等标本做去污染处理后,
取标本0.1~0.3

 

mL,接种于罗氏固体斜面培养基上。
体液类标本离心后直接接种于罗氏培养基上。将接种

好的罗氏培养基置于37
 

℃、5%CO2 的温箱中培养。
1.3.6 IGRA试验 将肝素锂抗凝全血1

 

mL分别

加至测试管、阳性对照管、阴性对照管中,于37
 

℃孵

育24
 

h。离心后取上清液,通过酶联免疫吸附试验检

测γ-干扰素,450
 

nm波长的条件下读取各孔吸光度

值,按试剂盒说明书要求对结果进行判读。
1.3.7 TB-DNA扩增检测 标本中加入适量NaOH
溶液,摇匀后置室温下液化至无固态物质,取1.0

 

mL
于小型离心管中,12

 

000
 

r/min离心5
 

min,留沉淀加

1
 

mL生理盐水混匀。相同条件离心5
 

min。1
 

mL水

洗涤沉淀,再次离心。留沉淀加50
 

μL样品提取液充

分混匀。100
 

℃水浴15
 

min后,离心5
 

min。上清液

作为PCR反应模板。PCR反应后取样品管于荧光仪

中分析,记录数据。
1.4 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件对数据

进行处理和分析,计数资料以例数和百分率表示,组
间比较采用χ2 检验;采用诊断性试验比较GeneXpert

 

MTB/RIF试验、IGRA试验和TB-DNA扩增检测这

3种检测方法对结核分枝杆菌感染的诊断价值;绘制

受试者工作特征(ROC)曲线评估其诊断效能。以

P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 各种结核分枝杆菌检测方法的诊断评价 以临
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床最终诊断为金标准,7种检测方法的灵敏度排前三

位的是IGRA试验(83.33%)、GeneXpert
 

MTB/RIF
试 验 (53.98%)和 结 核 菌 素 试 验 (38.89%);与

GeneXpert
 

MTB/RIF试验灵敏度比较,IGRA试验、
结核菌素试验灵敏度差异均无统计学意义(χ2=
1.987、1.417,P>0.05),结核分枝杆菌IgG抗体检

测、TB-DNA扩增检测、抗酸染色镜检灵敏度均较低

(χ2=8.754、11.625、54.849,P<0.05)。
7种检测方法的特异度从高到低依次是罗氏培养

法/TB-DNA扩增检测、GeneXpert
 

MTB/RIF试验/
抗酸染色镜检、结核分枝杆菌IgG抗体检测、结核菌

素试验、IGRA试验。与 GeneXpert
 

MTB/RIF试验

特异度比较,罗氏培养法、TB-DNA扩增检测、抗酸染

色镜检特异度差异均无统计学意义(χ2=0.541、
0.837、0.000,P>0.05),IGRA试验、结核菌素试验、
结核分枝杆菌IgG 抗体检测特异度均较低(χ2=
237.881、143.289、89.313,P<0.05)。GeneXpert

 

MTB/RIF试验具有较高的准确度,而结核菌素试验

的准确度最低。见表1、2。
2.2 GeneXpert

 

MTB/RIF试验、IGRA试验和TB-
DNA扩增检测结核分枝杆菌的 ROC曲线分析 

GeneXpert
 

MTB/RIF试验、IGRA试验和 TB-DNA
扩增检测的曲线下面积(AUC)分别为0.769、0.738、
0.636,见图1。

表1  各种结核分枝杆菌检测方法的结果(n)

检测方法 检测结果
临床诊断

结核 非结核

GeneXpert
 

MTB/RIF试验 阳性 61a 2

阴性 52 554

结核菌素试验 阳性 7 7

阴性 11 14

结核分枝杆菌IgG抗体检测 阳性 2 10

阴性 13 41

罗氏培养法 阳性 1 0

阴性 38 150

TB-DNA扩增检测 阳性 14 0

阴性 40 232

IGRA试验 阳性 5 14

阴性 1 15

抗酸染色镜检 阳性 9 2

阴性 102 554

  注:a 为含2例 GeneXpert
 

MTB/RIF试验检测利福平耐药基因

阳性。

表2  各种结核分枝杆菌检测方法对结核感染的诊断价值评价

检测方法
 

灵敏度(%) 特异度(%) 阳性预测值(%) 阴性预测值(%) 诊断准确度(%) 约登指数

GeneXpert
 

MTB/RIF试验 53.98 99.64 96.83 91.42 91.93 0.54

结核菌素试验 38.89 66.67 53.85 50.00 56.00 0.06

结核分枝杆菌IgG抗体检测 13.13 80.39 16.67 75.93 65.15 -0.06

罗氏培养法 2.56 100.00 100.00 79.79 79.89 0.03

TB-DNA扩增检测 25.93 100.00 100.00 85.29 86.01 0.26

IGRA试验 83.33 51.72 26.32 93.75 57.14 0.35

抗酸染色镜检 8.11 99.64 81.82 84.45 84.41 0.08

图1  3种检测方法的ROC曲线

3 讨  论

  结核菌素试验、结核分枝杆菌IgG抗体检测与

IGRA试验这3种检测方法,都是以机体的免疫反应

来检测是否感染了结核分枝杆菌。本研究中IGRA
试验 的 阴 性 预 测 值 和 灵 敏 度 分 别 为 93.75% 和

83.33%,是3种方法中检测效果最佳的,这与相关研

究一致[5]。然而,这3种检测方法的阳性结果并不能

确诊活动性结核病,只能反映感染过结核分枝杆菌。
此外,接种卡介苗也会使结核菌素试验和结核分枝杆

菌IgG抗体检测呈现阳性结果,阴性也不能排除未感

染结核分枝杆菌,仍有较多情况导致假阴性结果的出

现,如感染初期机体还未产生免疫应答或免疫缺陷,
可能会使患者细胞免疫功能降低。而IGRA试验使

用的是结核分枝杆菌的特异性抗原ESAT-6和CFP-
10来刺激体内激活的特异性T淋巴细胞,这在很大

程度上保证了结果的特异度,且接种卡介苗不会引起

假阳性反应[6]。虽然IGRA试验的灵敏度和阴性预

测值均较高,但依然有一定的漏诊率。研究发现,高
龄和外周血淋巴细胞数目过低是导致IGRA试验假

阴性的重要因素[7]。甚至有部分IGRA试验阴性结果

是由于这类人群对结核分枝杆菌未产生任何适应性免
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疫反应,或是产生独立于干扰素的免疫反应[8]。另外,
IGRA试验不能区分活动性结核病和结核分枝杆菌潜

伏感染,但在这3种检测方法中,推荐IGRA试验为首

选的结核病检测方法,IGRA试验阴性预测值可以用来

对结核病进行排除性诊断,当检测结果为阳性时,还需

结合其他辅助检查和临床表现来综合判断。
GeneXpert

 

MTB/RIF 试 验、罗 氏 培 养 法、TB-
DNA扩增检测和抗酸染色镜检同属于病原学检测手

段,其检测特异度均较高[9]。抗酸染色镜检方便快

捷,该方法的阳性结果对结核病的诊断有极大的参考

价值,但其灵敏度低,每毫升标本中至少含5
 

000~
10

 

000个细菌时才能呈现抗酸染色镜检阳性结果。
本研究669例患者中,有667例同时进行了抗酸染色

镜检和GeneXpert
 

MTB/RIF试验,两种方法的检测

结果差异有统计学意义(P<0.05),但抗酸染色镜检

阳性不能确定标本中的细菌即为结核分枝杆菌。本

研究中罗氏培养法灵敏度仅为2.56%,在189例同时

进行了罗氏培养法检测和GeneXpert
 

MTB/RIF试验

的患者中,罗氏培养法检测结果只有1例为阳性。另

外,罗氏培养法虽然含有孔雀石绿等成分可抑制杂菌

生长,但其污染率仍较高,导致培养结果受到干扰[10]。
GeneXpert

 

MTB/RIF试验和 TB-DNA 扩增检

测都 是 应 用 PCR 原 理 的 检 测 手 段。GeneXpert
 

MTB/RIF试验的灵敏度明显高于 TB-DNA扩增检

测[11],且 GeneXpert
 

MTB/RIF试验自动化程度高、
检测时间短、操作难度小、安全性高,能够针对性地检

出是否含有利福平耐药基因,是其他几种方法所不具

备的优势。但GeneXpert
 

MTB/RIF试验仅对利福平

耐药基因rpoB是否突变进行检测,针对常见的异烟

肼耐药基因inhA 和katG,该方法并不能检出,对
MDR-TB和XDR-TB可能会漏诊[12],这很大程度上

限制了该方法的应用。此外,GeneXpert
 

MTB/RIF
试验的灵敏度还有待提高。研究发现,在肺外结核

中,GeneXpert
 

MTB/RIF试验的灵敏度和特异度不

够理想[13]。尤其是在结核性脑膜炎中,GeneXpert
 

MTB/RIF试验的阴性结果并不能很好地排除结核,
这可能与脑脊液标本中的含菌量较少有关[14]。本研

究中未能收集到人类免疫缺陷病毒与结核分枝杆菌

双重感染的患者标本,人类免疫缺陷病毒与结核分枝

杆菌双重感染的患者由于自身免疫系统受损,往往结

核的免疫学检测会出现假阴性而导致漏诊,但过去的

研究表明GeneXpert
 

MTB/RIF试验在这类患者中也

有良好的表现[15]。由于本院并非结核病定点医院,结
核病标本数量,尤其是耐药性结核病标本数量较少,
本研究未能对GeneXpert

 

MTB/RIF试验诊断耐药性

结核病的效能进行评价。但有研究表明该方法对利

福平耐药检测的阳性预测值不高[13],因此是否需要对

该方法检测的利福平耐药结果进行传统方法的验证,
还需进一步研究。

综上所述,在免疫学检测方法中,因IGRA试验

的灵敏度和阴性预测值均较高,推荐使用其进行结核

病的初筛,通过IGRA试验进行疑似结核病的排除能

起到较好的效果。而在病原学检测方法中,GeneX-
pert

 

MTB/RIF试验具有良好的特异度和准确度,推
荐使用其作为结核病的确诊手段[16]。为提高检测方

法的灵敏度,良好的标本采集、运输和保存等环节对

结果起着至关重要的作用。如留取痰液标本时,受检

者应清晨以清水漱口后,用力咳出的深部痰(脓样、干
酪样或脓性黏液样性质的痰液)为较合格的标本,以
3~5

 

mL为宜。肺外结核病应留取病变部位的穿刺

液、引流液等。另外,影像学方法对结核病的诊断也

十分重要。影像学、实验室检验方法和临床表现在结

核病的诊断上均有着关键作用,需要综合分析才能对

结核病进行早诊断、早治疗。
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CALML3与CALML3甲基化及胃癌患者OS呈正相

关。LI等[10]对基于TCGA的RNA测序和甲基化数

据进行综合分析并建立肝癌预后风险模型,同样发现

CALML3甲基化程度和表达水平与肝癌患者预后具

有相关性。为了明确CALML3表达水平是否与肺癌

患者预后具有相关性,本研究采用GEPIA数据库分

析发 现 CALML3与 LUSC、LUAD 患 者 的 OS和

DFS不具有相关性。
CALML3在LUSC和LUAD中的鉴别作用报

道极少,且其在肺癌中的表达和功能更鲜为人知。
ZHAN等[3]通过对TCGA数据库中的RNA测序数

据进行分析发现,CALML3在LUSC中表达水平改

变倍数相当于LUAD的71.17倍,且CALML3鉴别

LUSC和 LUAD 的 AUC 为 0.964。随 后 ZHAN
等[3]进一步通过免疫组化染色对CALML3进行分析

发现,CALML3在LUSC和LUAD中的表达分布明

显不同,CALML3鉴别LUSC、LUAD的灵敏度和特

异度分别为90%和98%。为了进一步验证CALML3
在LUSC和LUAD中的表达情况,以及CALML3对

LUSC和LUAD的鉴别作用,本研究通过qPCR对

LUSC和LUAD组织中的CALML3
 

mRNA进行检

测发现,CALML3在LUSC组织和LUAD组织中的

相对表达水平高于其癌旁正常组织,且CALML3在

LUSC组织中的相对表达水平改变倍数是LUAD组

织的 3.653 倍。此 外,本 研 究 发 现 CALML3 在

LUSC中的AUC为0.837,灵敏度为0.720,特异度

为0.860,其能够作为鉴别LUSC和LUAD的潜在生

物标志物。
综上所述,CALML3可作为鉴别LUSC和LU-

AD的一个潜在的生物标志物,但其在肺癌中的表达、
功能及临床实用价值有待进一步研究。后期也将继续

研究CALML3在肺癌患者血液及其他体液中的潜在价

值,以明确CALML3的实际临床应用,以及能否作为一

个无创的生物标志物用于肺癌亚型的鉴别诊断。
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