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支气管肺泡灌洗液应用犜犅犔犃犕犘对菌阴肺结核的诊断价值
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［摘　要］　目的　评估支气管肺泡灌洗液（ＢＡＬＦ）应用结核分枝杆菌环介导等温扩增技术（ＴＢＬＡＭＰ）对菌阴肺

结核诊断中的应用价值。方法　收集某院２０１７年１２月—２０１８年１１月临床确诊为菌阴肺结核（３次痰涂片阴性

且痰培养阴性）的２５４例患者的资料，所有患者行支气管检查取支气管镜刷检物或ＢＡＬＦ标本，同时分为ＬＡＭＰ

组（进行涂片抗酸染色、罗氏培养、ＴＢＬＡＭＰ检测）、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组（进行涂片抗酸染色、罗氏培养、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ检测）。结果　ＬＡＭＰ组和ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组分别纳入９６例、１５８例菌阴肺结核患者，两组患者性别及年龄

比较，差异均无统计学意义（均犘＞０．０５）。ＬＡＭＰ组涂片抗酸染色、罗氏培养、ＴＢＬＡＭＰ检测阳性率分别为

４．１７％（４例）、１８．７５％（１８例）、５２．０８％（５０例）；ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组涂片抗酸染色、罗氏培养、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测

阳性率分别为３．８０％（６例）、１２．６６％（２０例）、５４．４３％（８６例）。ＴＢＬＡＭＰ、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ分别与涂片抗酸

染色、罗氏培养阳性率比较，差异均有统计学意义（均犘＜０．０５）。ＴＢＬＡＭＰ与ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对结核分枝

杆菌检测阳性率比较，差异无统计学意义。结论　ＢＡＬＦ应用ＴＢＬＡＭＰ对菌阴肺结核具有良好的诊断效能，且

具有快速、简单、准确及经济等特点，值得在临床进一步推广应用。
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［犓犲狔狑狅狉犱狊］　ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ；ｓｍｅａｒａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｎｅｇａｔｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ；ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ

ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ；ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　　结核病是由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌

犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊，ＭＴＢ）引起的慢性传染病，其中以肺结核

最常见，最主要的传播途径是经呼吸道传播［１］。根

据我国实行的结核病分类标准（ＷＳ１９６－２０１７）
［２］将

肺结核分为原发性肺结核，血行播散性肺结核，继发

性肺结核，气管、支气管结核，结核性胸膜炎。近年

来，由于糖尿病和获得性免疫缺陷综合征发病率的

增高，移民和流动人口的数量增加，多种耐药肺结核

患者的增多以及许多地区和国家对结核病控制的无

视等因素，导致全球结核病形势非常严峻［３４］。根据

中国疾病预防控制中心的数据统计，每年肺结核报

告数位于国家法定甲、乙类传染病的前列［５］。因此，

肺结核的预防与控制成为我国首要的公共卫生问题

之一。目前，由于痰涂片抗酸染色检测阳性率低，以

及痰培养法检测时间长、灵敏度低等缺点，肺结核的

诊断困难，其中约７０％为菌阴肺结核（３次痰涂片均

阴性且痰培养阴性），因此，肺结核漏诊、误诊等情况

容易在临床上出现，更使得结核病的控制成为

难题［６］。而怎样提高菌阴肺结核的阳性诊断率，成

为临床医生日益关注的问题。近年来越来越多的研

究表明，结核分枝杆菌环介导等温扩增技术（ｔｕｂｅｒ

ｃｕｌｏｓｉｓ ｌｏｏｐｍｅｄｉａｔｅｄ ｉｓｏｔｈｅｒｍａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ，

ＴＢＬＡＭＰ）在结核病的诊断方面取得了良好效果，

使得ＴＢＬＡＭＰ成为了目前结核分子检测的有效

工具之一［１，７］。故通过收集某院临床确诊菌阴肺结

核患者的支气管肺泡灌洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖ

ａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ），分别应用ＴＢＬＡＭＰ和ＧｅｎｅＸ

ｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ技术对ＢＡＬＦ进行ＭＴＢ的检测，评

估不同方法ＬＡＭＰ在菌阴肺结核中的诊断价值。

１　对象与方法

１．１　研究对象　收集某院２０１７年１２月—２０１８年

１１月临床确诊为菌阴肺结核的患者２５４例。菌阴

肺结核最终诊断参照《中国结核病防治规划实施工

作指南（２００８版）》涂阴肺结核的诊断标准及中华人

民共和国卫生行业标准《肺结核诊断》ＷＳ２８８－

２０１７。研究对象纳入标准：（１）患者年龄为１３～８０

岁；（２）所有患者３次痰找抗酸杆菌（即时痰、夜间

痰、晨痰）均为阴性且１次痰培养阴性。２５４例患者

在行支气管镜检查前均未行抗结核治疗，均在签署

支气管镜检查知情同意书后行支气管镜检查，在病

变部位进行支气管肺泡灌洗，收集ＢＡＬＦ标本２５４

份。ＢＡＬＦ标本随机分为２组（ＬＡＭＰ组、ＧｅｎｅＸ

ｐｅｒｔ组），分别采用 ＴＢＬＡＭＰ、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／

ＲＩＦ技术进行 ＭＴＢ核酸检测，然后对所有患者进

行涂片抗酸染色和罗氏培养，收集资料进行统计学

分析。本研究均在医院伦理委员会监管下完成。

１．２　仪器与试剂　由荣研生物科技有限公司提供

ＴＢＬＡＭＰ检测试剂盒及恒温扩增仪，由美国

Ｃｅｐｈｅｉｄ公司提供ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测试剂

盒，由中国珠海贝索生物技术有限公司提供抗酸染

色液试剂盒，所有罗氏培养的培养基均按照《结核病

诊断实验室检验规程》制备。所有试剂均在有效期

内使用。

１．３　研究方法

１．３．１　涂片抗酸染色　将支气管镜刷检物进行涂

片，待其自然干燥后使用苯酚复红染液染色，５ｍｉｎ

后用流水冲洗染色液，沥干水分后滴入脱色液，等待

１ｍｉｎ后再滴加亚甲蓝溶液染色３０ｓ，最后水洗干

燥后进行镜检。

１．３．２　罗氏培养　将ＢＡＬＦ样本中加入等体积的

４．０％ＮａＯＨ溶液，振荡摇匀后室温静置１０ｍｉｎ，取

沉淀１ｍＬ接种到酸性罗氏斜面培养基上，使用

３７℃培养箱孵育，连续８周观察 ＭＴＢ生长情况，８

周后未见 ＭＴＢ生长则为阴性。若酸性罗氏斜面培

养基上见菌落生长，则需进一步行抗酸染色检测，检

测结果为阳性时，再采用对硝基苯甲酸 （ＰＮＢ）鉴定

菌落为非结核分枝杆菌（ｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｍｙｃｏｂａｃ

ｔｅｒｉｕｍ，ＮＴＭ）还是 ＭＴＢ
［８］。

１．３．３　ＴＢＬＡＭＰ　ＢＡＬＦ样本３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１５ｍｉｎ，弃上清液，取其沉淀３０μＬ用于ＴＢＬＡＭＰ

检测，按照ＬＡＭＰ试剂盒操作流程进行检测，４０ｍｉｎ

后由仪器自动判读结果。

１．３．４　ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ　ＢＡＬＦ样本３０００ｒ／ｍｉｎ

离心２０ｍｉｎ，弃上清液，取其沉淀１ｍＬ用于ＧｅｎｅＸ
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ｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ技术检测，按照 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／

ＲＩＦ检测操作流程进行检测，２ｈ后观察结果。

１．４　统计方法　应用ＳＰＳＳ２１．０进行统计学分

析，计量资料采用百分比描述，不同方法间配对计数

资料的比较采用 ＭｃＮｅｍａｒ检验，率的比较采用χ
２

检验，以犘≤０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　一般情况　共收集２５４例菌阴肺结核的患者，

其中男性１４６例，女性１０８例，平均年龄为（４９．０４±

１７．１８）（１３～８０）岁。ＬＡＭＰ组共９６例，其中男性

５３例，女性４３例，平均年龄为（５０．２３±１６．５７）（１３

～７９）岁。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组共１５８例，其中男性９３例，

女性６５例，平均年龄（４８．３２±１７．５０）（１３～８０）岁。

两组患者性别及年龄比较，差异均无统计学意义（均

犘＞０．０５）。

２．２　ＬＡＭＰ 组涂片抗酸染色、罗氏培养、ＴＢ

ＬＡＭＰ检测结果　对ＬＡＭＰ组９６例菌阴肺结核

患者均进行涂片抗酸染色、罗氏培养、ＴＢＬＡＭＰ，

阳性率分别为４．１７％（４／９６）、１８．７５％（１８／９６）、

５２．０８％（５０／９６），其中４例涂片抗酸染色阳性患者

中罗氏培养均阳性。ＴＢＬＡＭＰ与涂片抗酸染色、

罗氏培养 ＭＴＢ检测阳性率比较，差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５）。见表１。

表１　ＴＢＬＡＭＰ与涂片抗酸染色、罗氏培养 ＭＴＢ检测结

果比较（例）

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ ＭＴＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＢ

ＬＡＭＰ，ａｃｉｄｆａｓｔｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＬｏｗｅｎｓｔｅｉｎＪｅｎｓｅｎ

ｃｕｌｔｕｒｅ

ＴＢＬＡＭＰ

涂片抗酸染色

阳性 阴性

罗氏培养

阳性 阴性

阳性 ４ ４６ １７ ３３

阴性 ０ ４６ １ ４５

２．３　ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组涂片抗酸染色、罗氏培养、

ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测结果　对ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组

１５８例菌阴肺结核患者均进行涂片抗酸染色、罗氏

培养、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ，ＭＴＢ检测阳性率分别

为３．８０％（６／１５８）、１２．６６％（２０／１５８）、５４．４３％（８６／

１５８），其中６例涂片抗酸染色阳性患者中罗氏培养

均阳性。ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ与涂片抗酸染色、

罗氏培养 ＭＴＢ检测阳性率比较，差异均有统计学

意义（均犘＜０．０５）。见表２。

表２　ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ与涂片抗酸染色、罗氏培养

ＭＴＢ检测结果（例）

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＭＴＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ，ａｃｉｄｆａｓｔｓｔａｉｎｉｎｇａｎｄＬｏｗｅｎｓｔｅｉｎＪｅｎ

ｓｅｎｃｕｌｔｕｒｅ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ）

ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ

涂片抗酸染色

阳性 阴性

罗氏培养

阳性 阴性

阳性 ６ ８０ １８ ６８

阴性 ０ ７２ ２ ７０

２．４　ＴＢＬＡＭＰ与 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测结

果比较　ＴＢＬＡＭＰ与ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ对菌

阴肺结核患者检出 ＭＴＢ阳性率分别为５２．０８％、

５４．４３％，两种方法阳性率比较，差异无统计学意义

（χ
２＝０．１３，犘＞０．０５）。见表３。

表３　ＴＢＬＡＭＰ与 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦＭＴＢ检测结果

比较（例）

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆ ＭＴＢｄｅｔｅｃｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆＴＢ

ＬＡＭＰａｎｄＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ（Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ）

方法 标本份数 阳性份数 阴性份数 阳性率（％）

ＴＢＬＡＭＰ ９６ ５０ ４６ ５２．０８

ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ １５８ ８６ ７２ ５４．４３

合计 ２５４ １３６ １１８ ５３．５４

３　讨论

众所周知，我国是全世界结核病高发国家之一。

根据２０１８年 ＷＨＯ估计，全世界约有１０００万新发

结核病患者，我国新发结核病患者约８８．９万，约占

全世界病例数的９％，而各地区结核病发病率存在

明显差异，其中以农村区域为主；另外，结核病在全

球疾病死因中占第９位，也是单一病原体感染造成

死亡的首要原因之一，造成死亡人数高于人类免疫

缺陷病毒（ＨＩＶ）感染／艾滋病
［６］。因此，提高结核病

快速诊断方式以及有效控制结核病的传播是治疗结

核病的关键［９］。目前在基层结核病诊疗机构中，以

痰涂片抗酸染色以及痰 ＭＴＢ培养作为诊断肺结核

的主要依据［１０］，但涂片抗酸染色找 ＭＴＢ的阳性率

约２０％，痰 ＭＴＢ培养阳性率约３０％
［１１］，且 ＭＴＢ

培养耗时长，一般需要４～８周，无法满足结核病快

速诊断的要求。因此，对于我国这样的发展中国家，

·５４６·中国感染控制杂志２０２０年７月第１９卷第７期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１９Ｎｏ７Ｊｕｌ２０２０



简单快速、高效经济的结核病检测方法在临床中具

有重要意义。

ＬＡＭＰ是由Ｇｅｌａｗ等
［１２］发现的一种新型核酸

扩增技术，该技术的引物组由两个外部（Ｆ３和Ｂ３）

引物、两个内部引物（前向内部引物ＦＩＰ和向后内

部引物ＢＩＰ）和环状引物（环向前和环向后）组成，四

个不同特异性的引物结合到六个不同区域的靶基因

使其具有很高的特异性。ＬＡＭＰ反应可以简单地

在等温条件下进行高效的链置换 ＤＮＡ 聚合酶反

应，通过链置换ＤＮＡ合成的自我循环使靶序列长

度在３００ｂｐ以内，最后形成不同长度的茎－环结构

的ＤＮＡ链，使其具有高灵敏度。ＬＡＭＰ技术具有

高效性是由于双链 ＤＮＡ 的扩增不需要预先热变

性，核酸反应均可在１ｈ内完成且产物可以扩增至

１０９ 倍
［１３１５］。最后，可以通过目测其荧光颜色和／或

浊度的变化来判读结果，而不需要凝胶电泳或其他

检测仪器标记的探针，且ＴＢＬＡＭＰ技术全程均使

用封闭系统，从而最大限度地降低了污染的风险。

本研究中２５４例菌阴肺结核患者行支气管检查

取支气管镜刷检物或ＢＡＬＦ标本进行涂片抗酸染

色、罗氏培养、ＴＢＬＡＭＰ或ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ

检测，结果显示，在临床诊断为菌阴肺结核的２５４例

患者中，涂片抗酸染色阳性 １０ 例 （阳 性 率 为

３．９４％），罗氏培养阳性３８例（阳性率为１４．９６％），

其中１０例涂片抗酸染色阳性患者的罗氏培养均为

阳性；由此可见，临床上考虑可疑菌阴肺结核患者可

以进一步行支气管检查取支气管镜刷检物或ＢＡＬＦ

标本，进行涂片抗酸染色及 ＭＴＢ罗氏培养，以提高

菌阴肺结核的诊断率。２５４份ＢＬＡＦ标本随机分为

两组（ＬＡＭＰ组、ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ组），在ＬＡＭＰ组９６例

患者中，ＴＢＬＡＭＰＭＴＢ检测阳性率为５２．０８％，

其中４例涂片抗酸染色阳性患者中 ＴＢＬＡＭＰ均

阳性；１８例罗氏培养阳性患者中有１例ＴＢＬＡＭＰ

阴性，导致罗氏培养阳性而ＴＢＬＡＭＰ阴性的原因

考虑与ＬＡＭＰ操作人员采集标本部位以及标本量

相关［１６］。

本研究菌阴肺结核患者进一步行涂片抗酸染

色、罗氏培养、ＴＢＬＡＭＰ及ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ

ＭＴＢ检测阳性率分别为３．９４％（１０／２５４）、１４．９６％

（３８／２５４）、５２．０８％（５０／９６）、５４．４３％（８６／１５８）。因

此，菌阴肺结核患者行支气管镜肺泡灌洗采集

ＢＡＬＦ标本，做涂片抗酸染色、罗氏培养、ＴＢ

ＬＡＭＰ及ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测均可以提高结

核病的诊断率。相关研究［１７］指出，通过支气管镜获

得的支气管镜刷检物标本或ＢＡＬＦ标本对其进行

涂片抗酸染色或 ＭＴＢ罗氏培养阳性率高于痰标本

阳性率，且对结核病诊断的灵敏度有所提高，本研究

结果与此一致。由 ＷＨＯ推荐的新型结核分枝杆

菌快速检测方法 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测技术，

通过荧光定量核酸扩增方法检测 ＭＴＢ利福平耐

药基因狉狆狅Ｂ的８１ｂｐ耐药核心区是否发生突变，

可以在快速检测 ＭＴＢ同时还可以检测利福平

耐药［１８］。本研究通过对 ＴＢＬＡＭＰ与 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ

ＭＴＢ／ＲＩＦ技术进行比较，评估ＴＢＬＡＭＰ的效能，

研究结果显示ＴＢＬＡＭＰ及ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ

ＭＴＢ检出阳性率分别为５２．０８％、５４．４３％，两者比

较，差异无统计学意义（犘＞０．０５），与陈伊等
［１９］研究

结果相同。

与涂片抗酸染色相比，首先ＴＢＬＡＭＰ不需要

通过专业技术人员进行镜检，其次灵敏度及特异度

均高于涂片抗酸染色，最重要的是还可以区分 ＭＴＢ

与ＮＴＭ
［２０］；与罗氏培养相比较，ＴＢＬＡＭＰ阳性率

高于罗氏培养，而且ＴＢＬＡＭＰ具有检测过程操作

简单、快速等优点；与 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ相比，

ＴＢＬＡＭＰ是一种等温ＤＮＡ扩增技术，不需要提

供专门的核酸扩增设备，同时也不需要高难度的技

术支撑，并且在检测设备费用及设备环境要求方面

均较低，从而给发展中国家或地区的结核病防治减

轻压力［２１］。因此，ＴＢＬＡＭＰ为结核病的快速高

效诊断提供了替代方法，对于临床诊断肺结核有重

要意义。但ＴＢＬＡＭＰ在检测 ＭＴＢ利福平耐药方

面欠缺，因而仅能用于对低风险耐药结核患者进行

检测［２２］，在临床工作应用中有一定的不足。

另外，近年来越来越多的研究报道ＴＢＬＡＭＰ

与ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ技术在痰标本检测中的应

用，也取得了良好的效果［２０，２３］，但通过ＢＬＡＦ标本

行ＴＢＬＡＭＰ检测 ＭＴＢ目前仍缺乏进一步探究。

本研究发现在临床诊断的菌阴肺结核患者中，ＴＢ

ＬＡＭＰ阳性率明显高于涂片抗酸染色以及罗氏培

养，且与ＧｅｎｅＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测具有一致性，可

为临床上结核病的诊断提供新方法，值得在临床中

进一步推广应用。
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