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Abstract 
Tuberculosis (TB) is a notable disease as well as a major global health problem; it is also one of the 
major infectious diseases in our country. Early diagnosis and treatment is a key step in the process 
of stopping Tuberculosis. In recent years, with the development of biotechnology, the Tuberculo-
sis diagnosis methods have been fully improved, more and more new detection methods are con-
stantly emerging, especially the molecular biological techniques for timely diagnosis of Tubercu-
losis and pathological research is of great significance. This article summarizes the main domestic 
detection techniques from the traditional bacteriological, immunological and molecular biological 
detection aspects, to provide some suggestions and ideas for medical staff and researchers. 
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摘  要 

结核病是危害全球健康的一个重要的疾病，也是我国重大传染病之一，早期诊断和治疗是遏制结核病的

关键环节。近年来随着生物技术的发展，结核病的诊断方法得到充分完善，新的检测技术不断涌现，特

别是分子生物技术对于结核病的及时诊断以及病理研究具有重要意义。本文从传统细菌学检测、免疫学

检测以及分子生物学检测三方面入手，对国内主要的检测技术作一综述，以期对医务人员以及研究着提

供一些建议和思路。 
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1. 引言 

结核病是继艾滋病之后人类第二大杀手，由经常感染肺部的单一传染性病原体(结核分枝杆菌)引起，

是以呼吸系统感染为主的慢性传染病，被列为我国重大传染病之一。结核病通过空气在人与人之间传播。

根据世界卫生组织的统计，我国是全球 22 个结核病流行严重的国家之一，同时也是全球 27 个耐多药结

核病流行严重的国家之一。目前我国结核病年发病人数约为 130 万，占全球发病的 14.3%，位居全球第 2
位。近年来，每年报告的肺结核新发病人数约为 100 万，位居甲乙类传染病前 2 名，仅次于乙肝。活动

性肺结核的患病率为 459/10 万，其中涂阳肺结核患病率为 66/10 万、菌阳肺结核患病率 119/10 万[1]。 
由于缺乏有效疫苗，缺乏高特异性和敏感性诊断试剂，以及耐药性结核病的不断涌现等原因，该病

仍然是全球公共卫生的重大威胁，因此能够快速有效的诊断对于结核病的控制和传播至关重要。近年来

结核病的诊断新技术不断涌现，现对实验室结核病诊断技术作如下综述。 

2. 传统细菌学检测技术 

2.1. 痰涂片镜检法 

痰涂片镜检是结核分枝杆菌实验室检验最基本最直接的传统细菌学检测方法之一，也是目前许多国

家尤其是发展中国家仍依赖使用的结核病诊断重要依据。作为结核病诊断的传统手段，涂片镜检操作简

单、快速，成本低廉，在 2~4 h 即可获得诊断报告[2]。传统的萋尔–尼尔逊氏抗酸染色法灵敏度低，对

于传染性较低病例样本中菌含量少于 103 条/mL 时检测结果呈现假阴性，易产生漏检[3]。近年来，荧光

染色法、发光二极管、计算机识别法以及集菌痰涂片方法的应用较常规涂片镜检灵敏度有所提高[4] [5]。
然而无法实现活菌死菌、耐药性菌及非结核分枝杆菌的区分仍是涂片镜检的一大缺陷。 

2.2. 培养法 

传统的固体培养法以改良罗氏培养基最为常见，其灵敏度高于涂片镜检。然而结核分枝杆菌生长缓

慢，临床实验室报告时间可长达 8 周，漫长的检测周期限制了早期诊断，延迟了适当的治疗，难以满足

临床需要。上世纪 70 年代快速培养概念的提出，半自动和全自动分枝杆菌培养系统迅速涌入市场。常见

的 BACTEC 460 系统由 BectonDickenson 实验室研制，该系统采用放射性同位素液体培养法，检测培养

过程中释放的 CO2，操作简便，较固体培养检测周期短(通常在 2 周左右)，检测阳性率提高了 10%左右[6]；
此外该检测系统还可以进行分枝杆菌药敏试验及菌型鉴定，但微量放射性污染对操作人员及环境有一定

影响。随后的 BACTECMGIT 960 系统保留 BACTEC 460 快速培养的优点得同时以荧光代替放射元素进
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行检测[7]。 
法国生物梅里埃公司研制的 BacT/Alert 3D 全自动快速结核分枝杆菌培养检测系统，根据培养管中

CO2 变化导致的 pH 改变，设计可以随着 pH 改变发生颜色改变的传感器进行检测[8]。该系统简便、快速，

同时也可用于普通细菌培养、药敏试验和初步菌种鉴定。虽然全自动培养系统无交叉污染，可连续检测，

简单快速，但价格昂贵，所需试剂依靠进口，成本高难以在临床得到广泛推广。 

3. 免疫学检查 

Nassau 等首次了利用酶联免疫吸附试验在结核患者血清检测到结核抗体，随后 Grange 等进一步证明

该结核特异性抗体为 IgG 类[9] [10]，由此开启了结核免疫学检测的新纪元，结核病免疫学检测成为结核

病辅助检测重要手段之一。 

3.1. 抗体检测 

目前结核病抗体检测技术日益成熟，检测方法也不断获得改进和优化，常见的有酶联免疫吸附试验

(ELISA)、斑点免疫渗滤试验(DIGFA)、斑点免疫层析试验(DICA)及免疫印迹试验(Westem blot)[11]。ELISA
是测定结核抗体研究和使用最多的技术之一，相对于传统检测方法其快速、简便 2~3 h 即可完成[12]。20 
世纪末建立的 DIGFA 和 DICA 全程只需 15~30 分钟，且结果肉眼可见，但检测费用较 ELISA 略高[13]。
免疫印迹试验在 ELISA 的基础上检测灵敏度和特异性都有极大提高。抗体检测常用的抗体种类主要包

括 IgG 类、IgM、IgA、IgE。IgM 在免疫两周后初次出现，而 IgG 则在免疫第 8 周后开始明显升高，且

持续时间很长。抗体免疫反应的延迟性导致早期结核病诊断结果易产生假阴性，同时共同抗原导致的

交叉反应以及不能区分非结核分枝杆菌都会导致假阳性患者接受不必要的治疗，耽误了真正治疗时机[3] 
[9]。 

3.2. 抗原检测 

机体受到感染后，首先出现的是结核抗原，因此从理论上讲对结核抗原的检测比抗体的检测更适合

于早期诊断。目前结核检测抗原种类繁多，足有 20 多种，包括脂阿拉伯甘露糖、Ag85、ESAT-65、A60
等[14]。双抗体夹心 ELISA 法是目前进行抗原检测的常用方法，利用吸附在固相介质上的结核抗原与待

测标本中的结核抗体，以及酶标抗体复合物结合，形成抗原–抗体–酶标抗体复合物，经底物显色反应

进行结果判别[10] [14]。尽管抗原检测具有早期诊断价值，但高活性的特异性结合抗体难制备，限制了其

在临床的应用。 

3.3. 细胞因子检测 

细胞免疫是非活动性结核病筛查的重要方法，主要由 T 细胞介导，机体首次受到感染后产生的记忆

T 淋巴细胞，经抗原再次刺激后增殖成效应 T 细胞，分泌细胞因子[15]。目前细胞免疫检测主要对 T 细

胞数目、细胞因子等进行检测，国内主要产品是 T-SPOT。该方法通过酶联免疫斑点技术(ELISPOT)检测

释放细胞因子 γ-干扰素的外周血单个核细胞的数量[16]。较其他免疫方法 T-SPOT 灵敏度更高，可以迅速

捕获细胞因子，可在单细胞水平上进行检测，相对而言 ELISA则需要至少 4000个T 细胞才能检测到[17]。
尽管 T-SPOT 在结核接触者调查、早期感染以及潜伏感染具有很大优势，但繁琐的检测步骤、高的试剂

及仪器费用不适合临床大规模使用。 

4. 分子生物学方法 

1998 年结核分枝杆菌全基因组测序工作的完成，给结核病诊断带来全新观念[18]。快速基因诊断技
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术的初步成功，对结核病的治疗和控制带来革命性变化，展示出广阔的前景[19]。 

4.1. 荧光定量 PCR 

聚合酶链式反应(PCR)自上世纪 80 年代问世以来在整个生物学领域得到广泛应用，尤其上世纪 90 年

代 Hance 利用 PCR 技术检测结核分枝杆菌，更是给结核病的临床诊断带来了革命性突破[20]。高灵敏度

和特异性，快的检测速度，使其在结核病诊断方面显现出巨大潜力，尤其对于含菌量少、菌发生 L 型变

异而被漏诊样本的诊断具有更高价值[21] [22]。交叉污染、假阳性以及致癌物溴化乙锭的使用等问题使常

规 PCR 不断被质疑[23]。在此基础上，通过技术改进实时荧光定量 PCR 在一定程度上弥补了常规 PCR
检测的不足。通过利用特异性引物和荧光探针，实时监测整个 PCR 进程并用标准曲线对结果进行定量分

析，荧光定量 PCR 使整个检测过程变得更加简单快速、安全可靠[24]。然而无论常规的 PCR 还是实时荧

光定量 PCR 都以 DNA 为模板，DNA 的稳定性使 PCR 检测结果不能辨别无活性菌及非结核分枝杆菌[23] 
[25]。同时 PCR 扩增产物为 DNA 存在交叉污染，由于样本中抑制物的抑制作用对检测结果的稳定性具

有很大影响[26] [27]。 

4.2. 环介导等温扩增技术(LAMP) 

LAMP 技术是 2000 年日本学者 Notomi 开发的一项可取代 PCR 的新 DNA 扩增检测技术[28]。该技

术利用在恒温条件下，通过 Bst DNA 多聚酶作用进行链置换后获得模板进行扩增，扩增产物可直接在紫

外灯下判别或加入染料反应液可发出绿色荧光，使反应管呈肉眼可见的绿色[28]-[30]。该检测技术在 1 h
内即可完成检测，特异性和敏感性高，4 种根据 6 个区域设计的并具有 3 个串联序列的特异性引物[31]。
扩增过程不需要改变温度，不依赖任何专门的仪器设备，直接用肉眼进行结果判定，简单高效成本低，

在一定程度上避免了实验室的交叉污染。但由于其检测靶目标仍是 DNA，往往由于不能辨别死菌活菌而

产生假阳性[32]。 

4.3. 实时荧光核酸恒温扩增检测技术(SAT) 

基于 DNA 的体外扩增其模板既可以来自于活菌也可来自死菌，不能作为结核分枝杆菌活菌的诊断。

RNA 由于其为单链结构，容易降解，在死菌中不易被检测到同时也不宜造成污染。由美国 Gen-Probe 公

司开发的 TMA 技术是逆转录酶介导的体外特异性扩增 rRNA 直接进行检测一项新的检测技术[33]。rRNA
即核糖体 RNA，是细菌核糖体的主要成分，在每个原核生物中存在约 103~104 个拷贝。 

国内 SAT 技术在 TMA 技术进行进一步改良。其基本原理如下：SAT 技术以 rRNA 为靶标，在 M-MLV
反转录酶作用下产生一条 cDNA 链，M-MLV 反转录酶的 RNase H 酶活性将杂合的 RNA/DNA 中 RNA 降

解，再经 M-MLV 反转录酶作用产生一个 cDNA 拷贝，随后 T7 RNA 多聚酶以反转录的 DNA 为模板扩增

产生 100~1000 个 RNA 拷贝，每一个 RNA 拷贝从反转录开始再一次进入扩增循环，同时扩增产生的 RNA
拷贝与优化的探针特异结合产生荧光信号，由荧光检测仪捕获荧光信号进行分析[34]。SAT 技术在恒温

42℃经 40~60 钟即可获得理想的实验结果。由于扩增产物为 RNA，减少了 PCR 过程中对实验仪器和环

境造成的污染，避免了交叉污染及假阳性。此外为了减少样本的抑制反应，SAT 对于样本的制备采用磁

珠吸附法，特异性捕获靶标确保了高特异性的提取，通过水相洗涤最大程度地去除各种杂质，进而避免

了假阴性结果的出现。SAT 扩增效率极高，30 min 即可获得 109 倍的扩增，再通过实时检测，2.5 h 即可

完成诊断，提高了检测的灵敏度。同时特异性提取、特异性引物以及特异性探针保证了检测结果的高特

异性和准确性。该技术敏感性好、特异性高、操作简便，在实验室污染控制方面与各项 DNA 分子诊断技

术相比，有其独特的优势；其与目前使用的传统痰涂片抗酸染色检测方法，传统的改良罗氏培养法及液
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体培养法比较，能显著提高结核分枝杆菌的阳性检出率，对早期发现传染性肺结核患者，控制结核病传

染源都有重要意义。作为一项成熟的检测技术，SAT 目前已成功地应用于结核分枝杆菌、肠道病毒以及

性病等临床检测[35] [36]。 

5. 展望 

结核病一直是困扰整个人类的严重问题，近几年其死亡率和发病率一直居高不下，尤其伴随着耐药

性结核分枝杆菌的出现，结核病的防治变得十分艰巨。这也促进了结核病实验室诊断的快速发展，大量

基础研究及成品试剂盒不断应用于临床应用研究。传统的细菌学检测被认为是结核病诊断的金标准然而

由于其灵敏度低，培养周期长都不利于结核病的及时诊断；抗体免疫反应的延迟性在一定程度上也限制

了免疫学检测；分子诊断技术的作为一项简单、快捷、高效廉价的检测技术受到越来越多的青睐，开启

了全球结核病诊断和治疗方面的一个新里程碑，为面临罹患结核病和耐药疾病最高危险的数百万人带来

了新福音。尤其是以 RNA 为靶标的恒温扩增检测技术更有可能在结核病诊断、菌种鉴定、耐药检测及机

理研究等结核病流行病学方面获得巨大成功。 
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