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综合医院结核分枝杆菌感染实验室检查共识

中国医疗保健国际交流促进会临床微生物与感染分会中华医学会检验医学分会临 

床微生物学组中华医学会微生物学和免疫学分会临床微生物学组 
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【摘要】 综合医院结核分枝杆菌感染(结核病)的病原学诊断一直是业界焦点。编写组专家对综 

合医院结核分枝杆菌感染(结核病)的微生物学检查进行了讨论，撰写了专家共识，并对一些关键问题 

给出了推荐。本文包括涂片、培养、药敏试验等技术内容，希望能为临床处置、实验室工作提供合理、 

实用的帮助。
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【 Abstract 】 Etiological diagnosis of Myco 办 actenum twbercw/〇5/s infection [tuberculosis) in 
general hospitals has always been the focus. Experts discussed the microbiological examination, 
wrote this expert consensus, and gave the key recommendations. It involves smear, culture, 
antimicrobial susceptibility test and other technical contents. Hope to provide reasonable and 
practical help for clinical diagnosis, management, and laboratory work.
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结 核 分 枝 杆 菌 （ ， 

MTB)是经典致病菌，引起肺结核和肺外感染。结 

核病是目前全球感染性疾病死亡的主要原因。我 

国是“结核病大国”，初诊患者很多在综合医院就 

诊,但结核病在综合医院的病原学诊断、药敏试验 

等却不尽如人意。中国医疗保健国际交流促进会 

临床微生物与感染分会、中华医学会检验医学分会 

临床微生物学组、中华医学会微生物学和免疫学分 

会临床微生物学组组织专家撰写本共识，供综合医 

院结核病病原学检查参考。

一、术语

(一 ）结 核分枝杆菌复合群 （ Mycobacterium

tu bercu losis complex, MTBC)
该菌是细长、直或稍弯曲、两端圆钝的杆菌，长 

约丨~4 jim,宽约0.3~0.6 |xm，抗酸染色阳性，可致 

结核病。结核分枝杆菌复合群包括MTB、牛分枝杆 

菌、非洲分枝杆菌、卡内蒂分枝杆菌和田鼠分枝杆 

菌 等 。 非 结 核 分 枝 杆 菌 （non-tuberculous 
mycobacteria， NTM )是指分枝杆菌属中除结核分枝 

杆菌复合群及麻风分枝杆菌以外的菌种。

(二)活动性结核病

MTBC感染人体后，处于活动期，患者有结核 

病相关的临床症状和体征，有 MTB感染的病原学、 

病理学、影像学等检查证据。
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(三 ） 潜 伏 性 结 核 感 染 （ latent tuberculosis 
infection, LTBI)

机体感染MTBC后出现持久免疫应答但未发 

生活动性结核病的一种临床状态，临床上既无活动 

性结核病的症状、体征和明显的实验室检查异常， 

也无活动性结核病的影像学证据等。目前尚无公 

认的LTBI诊断方法。

(四) 肺外结核病

结核病变发生在肺脏以外的器官和部位，可能 

伴/不伴非特异性全身症状。如淋巴结、骨、关节、 

泌尿生殖系统、消化系统、中枢神经系统等部位。

(五 ） 多 重 耐 药 结 核 病 （ muhidrug resistant 
tuberculosis, MDR-TB)

MTB领域指该菌同时对异烟肼和利福平耐药。 

该菌所致疾病为MDR-TB。
( 六 ） 广 泛 耐 药 结 核 病 （ extensively 

drug-resistant tuberculosis, XDR-TB)
MTB领域指该菌对利福平和任何氟喹诺酮类 

药物以及贝达奎林和利奈唑胺中的一种具有耐药 

性。该菌所致疾病为XDR-TB。
(七 ） 准 广 泛 耐 药 结 核 病 （pre-extensively 

drug-resistant tuberculosis, pre-XDR-TB)
MTB领域指该菌对利福平和任何氟喹诺酮类 

耐药。

二、目的与适用范围

(一） 目的

鼓励综合医院开展结核病的病原学检查，规范 

结核病实验室诊断和鉴别诊断，提高综合医院结核 

病诊、治、防、控能力。

(二) 适用范围

对咳嗽、咳痰2周或2周以上，或痰中带血或咯 

血，或依据流行病学史、临床症状、影像学特征等， 

疑为结核病或需要排除结核病时，应开展结核病病 

原学检查。

对病原学阳性患者的密切接触者、人类免疫缺 

陷病毒感染者/艾滋病患者、透析或移植患者、硅肺 

患者等重点人群的主动筛查。

接受免疫抑制疗法的患者，如肿瘤坏死因子a 
拮抗剂、系统性皮质类固醇或器官移植后使用免疫 

抑制剂等，应开展结核病和潜伏性结核感染的筛查 

与监测随访。

本共识所列MTB实验室检测项目的相关建议 

适用于综合医院。结核病医院、收治结核病的感染 

病医院/传染病医院之外的其他专科医院，如果涉

及结核病，可以参考本共识。

三、中国结核病流行病学和综合医院在结核病 

微生物学诊断中的定位

(一) 结核病面临的挑战

结核病是由MTB感染引起的重要传染病，患 

病率高，社会负担重。MTB进入人体会引发以细胞 

免疫为主的免疫反应和迟发性变态反应，造成慢性 

炎症、干酪样坏死和空洞形成的病理改变，进展缓 

慢。肺结核的主要临床症状为咳嗽、体重减轻、盗 

汗、低热等，也可以无明显症状，隐匿起病;肺外结 

核的临床表现还有相应受累局部的炎症病变。 

2021 年世界卫生组织 （ World Health Organization, 
WHO)全球结核病报告显示,2020年全球估算新增 

结核病病例约990万，每 10万人中约有127例患 

病[1]。30个结核病高负担国家占全球所有估算病 

例的86%,前 3位国家为印度（26 % )、中国（8.5%) 

和印尼（8.4%)。2020年中国估算发病数84万，发 

病率59/10万。2020年中国登记的人类免疫缺陷 

病母(human immunodeficiency virus,HIV)感染者中 

结核阳性率1.4%,HIV阳性结核病发病数1.2万，实 

验 室 确 诊 的 MDR-T B和 利 福 平 耐 药 结 核 病

(rifampicin-resistant tuberculosis, RR-TB) 患 者  

1.6 万 ，pre-XDR-TB 和 XDR-TB 患者 1.2 万 。 

2020年，新型冠状病毒肺炎疫情影响全球结核病 

防控。全球用于结核病预防、诊断和治疗服务的费 

用下降9 %。WHO预计结核病作为单一传染病死 

亡原因从2019年第1位降至2020年第2位。

(二） 综合医院是发现结核病的主要场所和

前哨

结核病患者常常以呼吸道疾病表现为主，估计 

有超过5 0 %的结核感染者到综合医院首诊就医。 

建设综合医院结核病检测能力是提升结核病防治 

水平的首要任务。及时发现结核感染者，控制传染 

源是结核病防治工作的起点[2]，而结核病的临床实 

验室检测是诊断该病的重要支撑。结核病防治体 

系中传染病专科医院集中收治结核病患者,而综合 

医院已成为发现结核病的主要场所和前哨3]。 

WHO全球结核病报告显示，2020年全球病原学阳 

性证据率为58%。而我国登记的结核病数据显示 

2020年诊断结核病时5 5 %的患者具有病原学阳性 

证据:4]，比例低于全球水平，误诊和漏诊并不少见。 

另一方面，结核病的实验室诊断技术不断进步，从 

传统抗酸染色、MTB培养、体外药敏等经典细菌学 

检查发展成包括结核免疫学、分子生物学检测及结
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核病辅助检测等多方面的结核病临床检验体系，同 

时从手工到自动化，从定性到定量的变革，使综合 

医院可根据自身能力开展和优化结核病检测工 

作 ,为“健康中国2030”“2035终止结核流行”目标 

提供保障。

四、结核病实验室检查方法与结果解释

结核病实验室检查方法按方法学分类包括以 

下3种。（1)病原学诊断方法:如涂片显微镜检查与 

培养；（2)免疫学诊断试验：如结核菌素皮肤试验 

(tuberculin skin test,TST)、结核抗体检测与"y-干扰 

素释放试验（interferon-7 release assay, IGRA); (3) 

分子生物学方法。其中，培养与分子生物学方法可 

用于结核病确诊。

(一)涂片显微镜检查

用于涂片显微镜检查的临床标本，包括但不限 

于呼吸道标本(痰、咽喉拭子、支气管肺泡灌洗液、 

支气管毛刷等）、胸腔积液、腹腔积液、尿液、脑脊 

液、胃液、脓液(分泌物、穿刺液等）、穿刺物、病理组 

织、粪便等。对于痰标本，采用5 % 次氯酸钠液化后 

离心浓缩,沉淀物涂片染色可有效增加阳性率，对 

于未采用分子生物学或培养等手段的实验室非常 

重要。对于体液标本，含有的MTBC的数量很少， 

涂片本身价值非常有限，一般推荐浓缩后涂片。但 

是浓缩过程存在生物安全风险，且 MTBC的比重与 

水相近，有一部分MTBC会存在于上清液中，离心 

未必有效提高检出率。因此在实验室有条件时应 

尽可能采用更灵敏的手段进行MTBC检测。目前 

较为实际的方法是，对肉眼所见清亮的体液标本， 

优选细胞离心甩片机浓缩制片，也可使用普通离心 

机。对于脑脊液，标本量充足时建议至少用5 ml标 

本。当标本混浊、血性或脓性，可直接涂片不离心。 

浓缩的标本在进行半定量报告时，建议备注为“浓 

缩标本”。胸腔积液时，优选胸腔活检组织用于 

MTBC微生物学检查。

1. 萋-尼抗酸染色和显微镜检查：该方法采用 

萋-尼抗酸染色液对临床标本涂片染色后，用普通 

光学显微镜或发光二极管显微镜进行观察。

2. 荧光染色和显微镜检查：该方法利用金胺 

“0 ”染料对抗酸杆菌进行染色。该方法阅片时间 

较短,一般为 l~ 3min，可减轻工作强度。荧光染色 

后的标本要立即观察，否则应将玻片标本置于2〜 
8 °C黑暗中以减少淬灭对结果的影响。结果分级 

报告标准见表1。
涂片镜检具有操作简单、检测迅速、对硬件设

施要求不高等优点，适合基层开展。但该方法敏感 

度较低，特别是儿童、艾滋病与肺外结核病患 

者 671。Tan等 *以 BD MGIT液体培养和/或 Xpert 
MTB/RIF分子生物学方法作为MTBC检测“金标 

准”，评估了自动涂片显微镜检查技术（自动系统） 

的敏感度和特异度，结果自动系统检出率为 

28.2%( 150/496)，明显高于人工涂片镜检 21.1% 

(111/4%，户<0.01)。 190份阳性标本中，自动系统 

检出 140份阳性，敏感度为73.7% ， 明显高于人工涂 

片镜检 55.3%(戶<0.01)。

此外，涂片镜检的缺点还包括:不能区分菌体 

的死活，无法开展后续的药物敏感性试验；只能检 

测标本中是否存在分枝杆菌，不能区分MTB和 

NTM,检测结果阳性还需进一步明确。我国“MTB 
分离株”中最后鉴定为NTM的比例约22.9%:9]。很 

多 NTM可呈现一定程度的抗酸性，其他如红球菌 

属 、诺卡菌属、米克戴德军团菌、隐孢子虫属的包 

囊 、等孢子虫、环孢子虫和微孢子菌属孢子,也有某 

些程度的抗酸性。< 10% 的快生长分枝杆菌有抗酸 

性但不被荧光素着色。因此,对于有肺结核症状和 

体征的患者，建议采用快速分子生物学方法（如 

Xpert MTB/RIF等）作为涂片的替代方法用于结核 

病及耐药结核病患者病原学检查的首选方法。

共 识 1:建 议 综合医院微生物学实验室开展涂  

片 镜 检 (萋-尼染色和/或 荧 光 染 色 ），辅助结核病诊  

断 。该 方 法 敏 感 度 与 特 异 度 较 低 。涂片抗酸染色  

镜检阳性 ,应报告为“抗酸杆菌阳性”，而非 “MTBC 
阳性”。应 考 虑 MTB或 NTM或 其 他 可 能 性 ，建议 

进 行 进 一 步 鉴 别 。结 核 病 患 者 呼 吸 道 标 本 涂 片 抗  

酸 染 色 阳 性 ，提 示 其 可 能 为 活 动 性 肺 结 核 ，其传染 

性 强 。 因 结 核 病 而 隔 离 的 人 群 ，如 连 续 3 次痰涂片 

(咳 痰 或 诱 导 痰 ，其 中 1份 标 本 为 晨 痰 ）抗酸染色阴 

性 ，可考虑解除感染控制措施 w 。

共 识 2:有 条 件 的 实 验 室 应 考 虑 用 快 速 的 分 子  

生物学方法作为结核病病原学诊断的首选方法 ;使  

用自动涂片显微镜检查技术。

共 识 3 :革 兰 染 色 后 M TBC不 着 色 ，可 呈 “鬼 

影 ”现 象 （须 连 续 细 致 观 察 ）。观 察 到 该 现 象 时 ，建 

议增加萋-尼染色和/或 荧光染色。

(二)免疫学诊断试验

1.结 核 菌 素 皮 肤 试 验 （ tuberculin skin test， 
TST):基于 IV型变态反应原理的皮肤试验。感染 

过 MTBC的患者，会产生相应的致敏淋巴细胞，对 

MTBC具有识别能力。一旦再次感染MTBC或者接
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表1 分枝杆菌萋-尼染色与荧光染色镜检结果分级报告标准

项目 萋-尼染色a 荧光染色11

显微镜视野 油镜 高倍镜

阴性 连续观察300个视野，未发现抗酸杆菌 0条/50视野

阳性(报告分枝杆菌数） 1~8条/300视野 1〜9条/50视野

1+ 3~9条/100视野，连续观察300个视野 10〜49条/50视野

2+ 1~9条/10视野，连续观察100个视野 1〜9条/I视野

3+ 1~9条/1视野 10〜99条/I视野

4+ >10条/I视野 100条及以上/I视野

注报告丨+时至少观察300个视野，报告2+至少观察100个视野 ,3+、4+时至少观察50个视野。注意细菌的形态和排列，报告时建议进行 

形态学描述。不典型抗酸菌(如 :颗粒体、丝状体、巨球体等）,按实际观察情况描述报告结果。例如 :萋-尼染色阳性颗粒体(2+)。h报告2+至 

少观察50个视野 .3+及以上的阳性结果至少观察20个视野

受结核菌素注射,致敏的T淋巴细胞受抗原刺激， 

释放出多种可溶性淋巴因子，在48~72h内局部出 

现红肿硬节，为阳性反应。常用的反应原是纯蛋白 

衍 生 物 （ purified protein derivative. P ro) ,含有

200余种抗原成分，与卡介苗和NTM有大量相同或 

相似的抗原成分，导致TST很容易发生交叉反应。 

但其操作简单，无需实验室与特殊设备，适用于各 

种环境，包括简陋条件。TST较早用于诊断潜伏感 

染及辅助诊断活动性结核病，但不能区分活动性结 

核病、LTBI、接种卡介苗引起的致敏反应以及NTM 
感染引起的交叉反应。对于部分特殊人群，包括营 

养不良、HIV感染等免疫抑制人群，容易因免疫应 

答不足造成假阴性。此外，TST的特异度受卡介苗 

接种策略的影响，加强免疫策略对TST结果影响更 

为显著持久。目前尚无充分数据说明出生后接种 

一次卡介苗对TST结果影响持续时间。目前我国 

已经注册新型重组结核分枝杆菌融合蛋白（指结核 

病早期分泌性抗原靶6 和培养滤液蛋白10)皮肤试 

验，即含有该融合蛋白的皮肤试验。国内推荐该融 

合蛋白用于紧密接触者、高风险者、重点人群 

筛查[1°]。

2.结核抗体检测:MTBC感染机体后生长繁殖， 

产生代谢产物，刺激免疫系统产生特异性抗体，检 

测这些抗体有助于结核病的诊断。但该方法特异 

度与灵敏度均较差，近年来已不推荐作为结核病的

实验室检查方法。

3. 7 干 扰 素 释 放 试 验 （interferon-7 release 
assays，IGRA):近年用于结核病辅助诊断的新型免 

疫学方法，通过MTBC特异抗原（主要为早期分泌 

性抗原靶6 和培养滤液蛋白10,也有的试剂包括 

TB7.7.)刺激T淋巴细胞释放7 干扰素来检测是否 

存在结核感染。部分NTM，如堪萨斯分枝杆菌、海

分枝杆菌、戈登分枝杆菌、苏氏分枝杆菌与MTBC 
存在相近的特异抗原片段1(region of difference 1， 
RD1)，可造成假阳性，但是也有研究并未发现这种 

干扰[ %

目前IRGA有 2种较为成熟的方法，即检测：

(1)释放7 干扰素水平（结核感染T淋巴细胞免疫 

吸附检测）；（2)释放7 干扰素效应T淋巴细胞数量 

(酶联免疫斑点技术）。与TST相比，IGRA阳性结 

果可排除卡介苗接种及大部分NTM造成的假阳 

性，但均不能区分潜伏感染与活动性结核，只能提 

示患者体内存在结核感染[12]。目前新型重组结核 

分枝杆菌融合蛋白m期临床试验显示，健康人群筛 

查、结核病患者诊断中IGRA与该蛋白的检测结果 

具有较高一致性;在卡介苗接种对检测结果影响的 

研究中发现,T-SP0T.TB和该蛋白检测基本不受卡 

介苗影响[1°]。

用于辅助诊断活动性结核病时，IGRA须结合 

影像学、病原学、临床症状等综合分析，不能作为单 

独或是决定性的诊断结核病的确诊依据，也不能根 

据阳性检测数值判断结核病病情。另外不能排除 

少数NTM感染(表2)。IGRA阴性结果可以考虑排 

除结核病的诊断，尤其是在结核病高发地区、免疫 

功能正常人群;无可靠依据诊断结核病时，在可能 

的诊断排序上，结核病应列在其他疾病之后，但需 

要警惕因感染窗口期及免疫系统功能不全、基础疾 

病的情况（艾滋病、肿瘤患者、婴幼儿等）造成假 

阴性。

上述释放7-干扰素水平和释放7 干扰素效应T 
淋巴细胞数量两方法对诊断活动性结核病的综合 

敏感度和特异度报道不一，约为80%(95%C/75%~ 
84% )/79% (95%C/ 75%~82%)和 81 % ( 9 5 %C/ 78%~ 
84% )/59% (95%C/ 56%~62%)。 约 20% 的活动性
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表2 检测释放7干扰素水平试验、释放7 干扰素效应T 淋巴细胞数量试验与T S T比较

项目 释放7 干扰素水平试验 释放7 干扰素效应T淋巴细胞数量试验 TST
方法学 酶联免疫吸附试验 酶联免疫斑点试验 迟发型超敏反应

细胞介导的免疫 
反应检测目标

CD4+和CD8+细胞释放的IFN-y水平 CD4+和CD8+细胞释放的IFN-7细胞数 皮肤硬结大小

鉴别LTBI与活动 
性结核

不能 不能 不能

预测活动性结核 
进展

不能 不能 不能

NTM交叉反应 海分枝杆菌、苏氏分枝杆菌、堪萨斯分枝杆菌 海分枝杆菌、苏氏分枝杆菌、堪萨斯分枝 
杆菌、戈登分枝杆菌

多种NTM

标本 肝素抗凝全血 肝素抗凝全血
胸腔积液、腹腔积液、脑脊液等无菌体液

无

刺激抗原 ESAT-6
CEF-10

ESAT-6
CEF-10

>200结核分枝杆菌蛋白

报告结果时间(h) 24-48 24-48 48-72
适用范围 实验室条件要求相对较低、检测通量相对较大而更 

适用于流行病学调查和重点人群筛查
粒细胞缺乏患者中敏感度更佳 小于 5 岁免疫功能正常 

的个体敏感度更佳

注 :TST为结核菌素皮肤试验, LTBI为潜伏结核分枝杆菌感染，CD为分化抗原，IFN为干扰素，NTM为非结核分枝杆菌，ESAT-6为早期分

泌性抗原靶6，CEF-10为培养滤液蛋白10

结核病患者IGRA为阴性[|3]。IGRA在健康人群中 

阴性预测值较高，而HIV感染人群则较低。在结核 

低发病率国家，有超过5 0 %的HIV感染者进行2种 

试验方法均为阴性，而后来发展为活动性结核病。 

IGRA对进展为结核病的预测能力并不优于TST。 
释放7 干扰素水平增高，或释放7 干扰素效应T淋 

巴细胞数量增加，也不意味着发展为活动性结核病 

的风险就更大。1GRA阳性值水平与罹患结核病的 

风险之间不具有相关性。不同免疫状况的人群中， 

IGRA阳性未来罹患活动性结核病的风险存在差 

异。IGRA数值的变化与治疗效果之间未发现明确 

的相关性[|3)。

5岁以上免疫功能正常的个体，IGRA对于结核 

病的检测敏感度常优于TST，尤其是已接种卡介苗 

的人群。与此相反，对于小于5岁免疫功能正常的 

个体，IGRA敏感度常不如TST。对于免疫功能受 

损的个体，IGRA与TST的敏感度均低于健康人群， 

前者优于后者，且患者的免疫状况对IGRA的释放 

7 干扰素效应T淋巴细胞数量影响较小。对免疫功 

能低下的高危人群，依次或同时使用IGRA和TST, 
可提高结核病和潜伏感染者的敏感度，任何一个阳 

性均可能有临床指导意义。

除了辅助结核病的诊断，IGRA也广泛用于在 

高危人群排除活动性结核病后定义潜伏感染，指导 

结核病预防性治疗。如 HIV/AIDS、实体器官移植、 

硅肺、慢性肾功能衰竭/透析、激素应用等患者， 

LTBI活化为活动性结核病的几率增加。此外，近 

年来随着生物制剂在中国不断广泛应用，明显改善

了免疫性疾病患者的临床进程及预后，改善了患者 

的生活质量。但与此同时，用药安全性的问题也愈 

发受到重视。对此类人群除了排除活动性结核病 

外，还应进行IGRA的检测或监测，必要时采用抗结 

核药物预防活动性结核病114]。

共识4 :建议IGRA用于结核感染的诊断。该 

检查不能区分潜伏感染、活动性结核、陈旧结核。 

辅助诊断活动性结核病时，须结合临床表现、影像 

学、检验医学等综合判断分析，不能作为单独或是 

决定性的结核病确诊依据。

共识5 :对于需要接受各类免疫抑制治疗的 

IGRA阳性患者，原因确定前，须慎重实施免疫抑 

制治疗，警惕结核感染风险。5 岁以上免疫正常人 

群进行IGRA检查，结果阴性常可排除活动性结 

核，但免疫系统功能不全、有基础疾病的情况应结 

合临床。

共识6:不建议将IGRA用于疗效监测。在治 

疗活动性结核过程中，IGRA数值变化幅度不反映 

抗结核疗效。结核病治愈患者IGRA可阳性。

共识7 :无结核病风险的人群，不建议常规筛 

查 IGRA或TST。对生物制剂（如肿瘤坏死因子拮 

抗剂）治疗的患者，建议采用IGRA进行下呼吸道 

M TB感染的筛查与监测随访。

共识8:对于卡介苗接种人群结核感染的特异 

度，IGRA常优于TST,但与接种策略有关。

共识9:部分NTM感染人群，存在的交叉抗原 

可致IGRA阳性。

共识10:不建议将结核抗体检测用于结核病
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诊断，不建议实验室开展该检测。

(三)病原学检测

1. MTB培养:作为结核病诊断金标准，分枝杆 

菌培养是结核病诊治的重要检测手段。通过培养 

获得的菌株可用于后续的药敏检测、基因测序、进 

化分析等。目前培养方法最低检出限约为10~100 
CFU/ml 15]，固体培养敏感度约为67%， Bactec MGIT 
960敏感度约80 %，特异度均约98 %，高于抗酸染 

色 MTBC生长缓慢，因此对有菌部位来源的 

标本和培养过程均需去污染处理。注意去污染对 

MTBC生长亦有影响[_ 。

固体培养可能有2%~5%的污染率。污染率超 

过 5 % 时，可提高前处理中NaOH的浓度至4%  18。 

过低的污染率可能有去污染处理过度的可能，会降 

低阳性检出率，增加检出时间(2°]。降低污染率的措 

施常包括延长NaOH作用时间、小幅度增加NaOH 
浓度、增加N-乙酰-L-半胱氨酸浓度等，但改变前处 

理方法时需评估，以免影响MTBC生长。

液体培养方案中采集的标本包括非无菌标本 

和无菌体液标本。非无菌标本主要指痰液，以及其 

他有菌部位标本，如脓液、胃引流液、支气管灌洗 

液、喉部拭子、开放伤口组织、尿液等。无菌体液标 

本包括血液、胸腔积液、腹腔积液、关节炎、脑脊液 

等 。 Bactec MGIT960系统对非无菌标本和无菌体 

液 标 本 均 适 用 。 Bactec F X血 培 养 系 统 和  

VersaTREK培 养 系 统 适 用 于 无 菌 体 液 标 本 。 

Bactec MGIT 960液体培养基中含有特殊复合物， 

随着培养基中分枝杆菌的生长，氧气消耗，复合物 

荧光增强，从而监测分枝杆菌生长。通常，液体培 

养基加人复合抗生素抑制杂菌。MTBC在液体培 

养基中生长呈颗粒状聚集。液体培养基中促 

MTBC生长的营养因子更为丰富，因此培养阳性率 

比固体培养高约 10% 「2n，且检测时限更短（约 

14 d)[22],但同时污染率也升高(7%~8%)。

固体培养是目前较为成熟的分离培养方法，对 

结核菌分离效果较好，但对NTM分离效果不佳，有 

各种改良方法供NTM培养使用。固体培养时间较 

长,培养菌可直接用于药敏检测。液体培养因其快 

速、自动化的特点为实验室初次分离和传代培养的 

最常用方法。通常认为要更好地分离结核菌，可使 

用液体培养联合一种或多种固体培养方法,但会增 

加实验成本。通常实验室根据自身条件、操作习 

惯、工作量等因素,选择培养方式并进行优化。

无论液体培养还是固体培养，培养物都需要经

过抗酸染色证实。抗酸阳性标本可以通过胶体金 

方 法 检 测 结 核 抗 原 —— 结核分枝杆菌蛋白  

64(MPT64)、荧光定量扩增结核特异基因检测、基 

质 辅 助 激 光 解 析 电 离 时 间 飞 行 质 谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization 
time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)检 

测或对硝基苯甲酸（P-nitrobenzoic acid，PNB)生长 

试 验 法 进 一 步 区 分 MTBC和 NTM。 MPT6 4 为 

MTBC早期分泌的特异蛋白，可作为MTBC的鉴定 

指示，敏感度和特异度约为98.5%和 100.0%i23。荧 

光定量扩增结核特异性基因检测可区分MTBC和 

NTM，敏 感 度 和 特 异 度 约 为 97.0%和 98.9%。 

MALDI-T0 F质谱鉴定技术对抗酸阳性培养物可鉴 

定到种水平，总体鉴定率大于99%[24i，但前处理过 

程尚需标准化。PNB生长试验为分枝杆菌属初步 

分 型 的 传 统 生 化 反 应 ，与 噻 吩 -2-竣 酸 肼  

(2-thiophene carborylic acid hydrazide，TCH)生长试 

验配合，用于抗酸阳性培养物以及人型、牛型MTB 
的鉴定。该方法检测MTBC的敏感度和特异度分 

别为 100.0% 和 96.9%®]。

共识11:为更好分离MTBC，实验室可根据自 

身条件，选择固体培养和/或液体培养。固体培养 

孵育至少8周，液体培养孵育至少6周，方可报告阴 

性培养结果。MTB属于高致病性病原微生物，分 

离培养须在风险评估后，并采取相应的防护措施后 

进行操作。

共识12:培养阳性时，建议进行抗酸染色镜 

检，以确认培养物是否为抗酸染色阳性。抗酸染色 

阳性者建议报告抗酸菌生长，而不是MTBC生长。 

条件具备时进行菌种鉴定。

2.分子生物学方法:WS 288-2017《肺结核诊断 

标准》增加了分子生物学检查检测出MTBC核酸作 

为确诊依据之一 [ 2 5 ]。 美国CDC建议在怀疑MTBC 
感染患者中，将 MTBC核酸扩增试验 （ nucleic acid 
amplification test,NAAT)作为初始检测手段[26]。分 

子生物学方法可在2 h内得到结果，相比传统培养 

方法明显缩短了检测时间，提高了敏感度和特异 

度。同时，分子生物学方法可进行菌种鉴定和耐药 

基因检测，利于结核病的快速诊断和及时治疗。目 

前实验室开展的分子生物学检测包括实时荧光定 

量聚合酶链反应 、GeneXpert MTB/RIF、线性探针分 

析(line-probe assays,LPA)以及恒温扩增技术等，主 

要靶标为MTB基因组中保守的管家基因（如 

16srRNA 和 IS6110)。



中华检验医学杂志2022年4 月第4 5卷第 4 期 Chin J Lab Med，Apri丨2022, Vo丨.45. No. 4 . 3 4 9  •

实时荧光定量PCR:实时荧光定量PCR技术的 

原理主要是通过荧光基团标记的特异性探针 

(Taqman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，并结合相应软件 

对产物进行分析25]。检测靶基因常为IS6110,可检 

测临床各类型标本，包括痰液及肺外结核标本，针 

对实验室在用试剂盒适用范围外的标本类型，应进 

行性能验证。常用核酸提取方法包括热裂解、手动 

提取和核酸提取全自动设备。结果阳性表示标本 

中含有MTBC,检测限约为100 CFU/ml,对结核检 

测的敏感度为64%~81 % , 特异度为95%~96%[27]。 

该技术的开展需实验室严格分区，并做好实验室分 

子诊断试剂耗材的质控，定期采取有效的防污染措 

施，保证检测质量。实时荧光定量PCR所需设备及 

试剂成本较低，但无法同时检测利福平耐药突变。

Xpert MTB/RIF: Xpert MTB/RIF 基于半巢式 

PCR反应，通过荧光标记探针检测信号，扩增 

基因上的利福平耐药决定区域(81 bP)。该方法通 

过超声裂解和微流体技术将核酸提取、扩增及检测 

集成在一个反应盒，整个过程在封闭系统中完成， 

可进行标本直接检测，具有快捷性、易操作性和安 

全性。该方法具有较高的检测敏感度和特异度，最 

低检测限约为131CFU/ml:25:。WHO多中心研究表 

明该方法在肺结核检测中总敏感度和总特异度为 

88% 和99%,在淋巴结、脑脊液中的敏感度和特异 

度分别为8 5 %、92.5%和79.5%、98.6%,在胸腔积液 

中的敏感度较低(43.7%)[28]。WHO建议对于怀疑 

肺结核感染的成人和儿童、MDR-TB感染或H1V共 

感染人群 ， Xpert MTB/R丨F应作为初始检测。对肺 

外结核 ， Xpert MTB/RIF检测淋巴结和脑脊液效果 

良好，对胸腔积液须结合其他项目综合判断。在利 

福平耐药性检测性能上 ， Xpert MTB/RIF敏感度和 

特异度为9 5 %和9 8 % % 。

线性探针分析：该方法为WHO推荐的方法之 

一[21]，可用于临床标本和培养物中分枝杆菌菌种鉴 

定以及利福平和异烟肼耐药突变检测。LPA具有 

高检测通量的优势，以培养法为基础，使用线性探 

针检测培养物的敏感度> 9 5 % ,对利福平和异烟肼 

耐药性检测敏感度约为9 7 %和 85% 21*。

恒温扩增技术：该类技术敏感度高、仪器要求 

低，易实现POCT化。主要包括环介导等温扩增 

(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)、交 

叉 引 物 恒 温 扩 增 （ cross priming isothermal 
amplification，CPA)等。一项 Meta 分析显7K LAMP

应用于呼吸道标本MTBC的检测敏感度和特异度 

为 8 9 . 6 %和 9 4 %  3°:。 CPA检 测 位 点 为 MTBC的 

IS61 10。通过特异性扩增引物、荧光探针以及链置 

换特性的DNA聚合酶，在恒定温度条件下一次性 

完成 MTBC检测。恒温扩增技术可用于结核病 

RNA检测。它利用耙标RNA在逆转录酶作用下合 

成双链DNA,T7 RNA聚合酶以这条双链DNA为模 

板进行1:100~1 000倍的转录，转录出RNA与分子 

信标结合发出荧光,实现高效扩增。因逆转录、转 

录 和 检 测 同 时 进 行 ，故称同时 扩 增 检 测 法  

(simultaneous amplification and testing,SAT)〇

综上，实验室可根据条件开展分子检测。实时 

荧光定量PCR方法具有良好敏感度和特异度，且设 

备及试剂成本较低，易于基层医院开展，推荐实验 

室作为首选方法。Xpert MTB/RIF敏感度和特异度 

均优于实时荧光定量PCR,操作更为简单、安全、快 

速，不需要实验室严格分区，同时可检测利福平耐 

药，但检测成本较高，推荐具有条件的实验室可开 

展此项检测。LPA操作复杂、耗时较长，易污染，需 

要一定的技术积累，但可同时检测利福平、异烟肼 

耐药，适用于有经验的实验室开展。恒温扩增方法 

对检测环境和条件的要求低,可作为结核病实时检 

查项目。此外，高通量测序在结核病检测中也有 

应用:3134]。

共 识 13:分 子 生 物 学 方 法 具 有 较 高 的 敏 感 度  

和 特 异 度 ，能 有 效 缩 短 MTBC鉴 定 和 耐 药 性 检 测  

的时间。条 件 具 备 ，建议进行分子生物学检测。

共 识 14:分 子 生 物 学 检 测 阳 性 时 ，如果患者临 

床 症 状 相 符 ，建议考虑结核病诊断。分子生物学检 

测 中 可 能 出 现 假 阳 性 ，在 排 除 核 酸 污 染 的 情 况 下 ， 

多由标本中死亡的 MTBC核酸片段引起。

共 识 15:多 次 分 子 生 物 学 检 测 阴 性 ，而抗酸染 

色 或 培 养 为 阳 性 时 ，建 议 考 虑 包 括 NTM、诺卡菌等 

在内的抗酸阳性菌感染。分 子 生 物 学 检 测 阴 性 时 ， 

不能排除结核感染。

(四)药物敏感性试验

表型药敏试验是MTB药物敏感性的金标准 

根据WHO指南，开展MTB表型药敏试验最基本的 

检测药物应包括:利福平、异烟肼、乙胺丁醇和吡嗪 

酰胺;对于MDR-TB和RR-TB， 优先推荐在4 种药物 

基础上加做贝达喹啉、利奈唑胺、氟喹诺酮类药物 

(左氧氟沙星或莫西沙星）；可选做氯法齐明、环丝 

氨酸、阿米卡星、链霉素、乙硫异烟胺和对氨基水杨 

酸。国内常用的表型药敏检测方法分为比例法（固
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体）、绝对浓度法（固体）、液体法和最低抑菌浓度法 

(minimum inhibitory concentration，MIC)。固体药

物敏感试验简单、经济，不需要特殊仪器，易于推 

广，但耗时较久，便于标本量较小的实验室开展[19]。 

美国食品药品监督管理局在2002年批准BACTEC 
MGIT.™ 960法用于MTB对链霉素、异烟肼、利福平、 

乙胺丁醇和吡嗪酰胺的药物敏感试验，该方法在阳 

性检出率和培养时间上具有明显优势，缩短了结果 

报告时间，操作简便，具备相应条件的实验室优先 

推荐。WHO还推荐液体法对贝达喹啉、利奈唑胺、 

氯法齐明和德拉马尼这类新型抗结核药物进行药 

物敏感试验135]。最低抑菌浓度法操作简便,且体积 

小，适用于标本量较大的实验室。

分子生物学方法可以对MTB的药物敏感性进 

行快速检测。对于没有条件开展表型药敏试验的 

综合医院，分子药物敏感性试验可作为补充方法。 

目前，临床运用非常广泛的Xpert MTB/RIF同时检 

测 MTB和利福平耐药的方法。其操作简便，结果 

报告时间短，适用于综合医院开展。对于有Xpert 
MTB/RIF检测平台的实验室，推荐使用，可用于对 

RR-TB进行筛查。国内已有基于荧光PCR熔解曲 

线法检测MTB对利福平、异烟肼、乙胺丁醇、链霉 

素和氟喹诺酮类耐药突变的试剂盒，该技术较为方 

便、快捷，检测时间短，且有自动判读结果的软件， 

因此较适用于临床推广[36]。对于合并其他感染或 

临床诊疗不理想时，可采用测序技术作为补充。 

WHO于2021年 6 月发布了 MTBC耐药突变目录， 

有 助 于 解 释 MTB耐药基因突变与耐药性的  

关联[37]。

共 识 16:进 行 表 型 药 敏 试 验 时 ，建议实验室满 

足加强型生物安全二级要求。方 法 涉 及 活 菌 时 ，操 

作须严格遵守生物安全要求。

共 识 17 :固 体 比 例 法 是 检 测 除 吡 嗪 酰 胺 以 外  

其他抗结核药物敏感性试验的参考方法，在符合生 

物安全条件的情况下，建议开展表型药敏试验。

共 识 18:表 型 药 敏 试 验 为 金 标 准 方 法 ，分子药 

物 敏 感 性 试 验 可 作 为 补 充 方 法 。建议综合医院优  

先采用分子药物敏感性试验。建议使用复杂度低、 

自动化程度高的分子药物敏感性试验检测方法。

(五)生物安全、质量控制与临床会诊

1.生物安全：由于MTB主要通过呼吸道传播， 

有效控制气溶胶产生可以增加生物安全性。个人 

防护推荐N95 口罩、一 次性隔离衣、酌情佩戴护目 

镜[38]。开展项目前应做好生物安全风险评估。

共 识 19:建 议 实 验 室 根 据 自 身 生 物 安 全 条 件  

选 择 适 合 实 验 室 的 项 目 。分 子 检 测 及 涂 片 抗 酸 染  

色检测应在生物安全二级实验室开展，培养及表型 

药敏必须在加强型生物安全二级实验室开展。

共 识 20:条 件 有 限 无 法 完 全 满 足 要 求 的 实 验  

室 ，在 生 物 安 全 风 险 评 估 基 础 上 ，建议通过强化防  

护 意 识 、提 高 个 人 防 护 措 施 、规 范 防护行为等方式  

减少生物安全风险。

共 识 21:M TB的 培 养 和 表 型 药 敏 检 测 开 展 实  

验 室 间 比 对 时 ，标 本 的 运 输 应 满 足 《可感染人类的  

高 致 病 性 病 原 微 生 物 菌 （毒 ）种或样本运输管理规  

定》要求。

2. 质量控制:实验室对开展的MTB的检测方法 

都应建立完整的质量控制体系，包括人员、设施、环 

境条件、实验室设备、试剂、耗材、检验前过程、检验 

过程、检验后过程及结果报告。同时，应制定详细 

的室内质量控制程序，对于分子生物学检测方法， 

应有针对核酸检测防污染的具体措施。对每一项 

针对 MTBC检测方法，实验室也都应开展室间质 

评。如无法参与则可采用实验室间比对方式来保 

证实验室检测质量。对每一批次的新试剂都需要 

进行验证，验证结果合格才可以进行临床标本 

检测。

此外实验室还应针对MTBC细菌学检测项目 

进行监测，监测内容应包括但不限于:标本总量、涂 

片阳性培养阳性数/率、涂阴培阴数/率、培养阳性标 

本中MTB和非结核分枝杆菌数量及所占比率、平 

均培养阳性时间、污染率、阴性质控等。这些监测 

指标应在实验室设置的范围内保持相对稳定。实 

验室监测指标中涂片阳性培养阳性率应在9 0 %以 

上[39]。另外良好的环境控制(如生物安全柜性能保 

证、培养箱温湿度的保证等）和人员培训及人员比 

对等都是保证实验室检测质量的重要措施。

共 识 2 2 :实 验 室 对 每 一 项 M T B 的检测方法都  

应 开 展 室 内 质 控 ，参 与 室 间 质 评 ；没 有 质 控 时 ，须完 

成 实 验 室 间 比 对 。没 有 质 控 、没 有 比 对 ，或质控不 

合 格 、比对不合格时，不建议 开 展 相 应 检 测 ，不能发 

出报告。

3. 临床会诊:建议医务部门、相应临床科室安 

排涉及MTBC微生物学检查或结核病等会诊工作 

时，邀请临床微生物学同事参与。建议微生物学实 

验室工作人员参与临床会诊。参与人员名单在医 

务部门提前备案。参与人员是实验室资深同事即 

可，不必拘泥于是否有临床医师执照。参与后对微
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生物学检查结果(涂片、培养、IGRA、分子生物学检 

查 、药物敏感性试验等）进行解释，对结核病和 

LTBI进行判断，对进一步处置给出建议。

五、总结与展望

目前，MTBC培养仍是诊断结核病、药物敏感 

性检测所必需，且为金标准。对于没有条件开展 

MTBC培养的综合医院，应开展MTB检测的分子生 

物学技术，可优先使用自动化程度高的分子检测方 

法。MALDI-TOF-MS在分枝杆菌的鉴定上也有较 

好应用前景，但其临床应用价值还是主要依赖于其 

数据库的建立[4M2]，对于有相应平台的综合医院可 

将其用于分枝杆菌鉴定 ； Xpert MTB/RIF Ultra在国 

外已获得批准用于临床检测，提高了 MTB的检测 

敏感度，特别是在检测脑脊液、胸腔积液等肺外结 

核 标 本 ,在未来也有望给综合医院提供新的诊 

断工具。二代测序技术和全基因组测序技术在结 

核病检测方面还面临一些挑战;45< 。如何将新型 

结核病实验室诊断技术真正应用于临床，值得关 

注。目前，很多新型技术还未获得医疗器械注册 

证。此外，实验室自建检测今后也将是MTB实验 

室诊断的方向。在 MTB药物敏感性检测方面，分 

子药物敏感试验的应用范围会越来越广，除了基于 

PCR的各种分子药物敏感检测技术外，核酸质谱技 

术检测MTB对抗结核药物的耐药性也将得到很好 

地应用,特别是基于纯培养的全基因组测序技术在 

MTB分子药物敏感检测方面更具有临床应用价值。 

综合医院应利用现有的实验室平台及条件，在做好 

生物安全防护的基础上，努力做到MTB不漏检、不 

错检。对于有条件的综合医院，建议开展分子生物 

学检查和药物敏感性检测。
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附:2 0 2 2年 继 续 教 育 单 项 选 择 题 (七 ）

1. 涂片抗酸染色镜检阳性，应报告为（ ）

A. 抗酸杆菌阳性

B . 结核分枝杆菌阳性

C. 非结核分枝杆菌阳性

D. 诺卡菌阳性

2. »y干扰素释放试验能否用于结核感染的诊断（ ）

A. 能用于诊断：阳性可以直接确诊

B . 能 用于诊断。辅助诊断活 动 性 结 核 病 时 ，须结合临  

床 表现、影 像学、检验医学等综合判断分析

C . 不 能用于诊断，因 为 该检查不能区分潜伏感染、活 

动性结核、陈旧结核

D. 不能用于诊断。因为有假阳性。中国普遍接种卡介  

苗 ，影响结果

3 . 关于分子生物学方法，下列说法正确的是（ ）

A. 分子生物学检测，不会出现假阳性

B . 多次分子生物学检测阴性，而抗酸染色或培养为阳  

性 时 ，依然要考虑结核分枝杆菌

C . 该 方 法 具 有 较 高 的 敏 感 度 和 特 异 度 ，能有效缩短  

MTBC鉴定和耐药性检测的时间。条件具备，建议进行分子

生物学检测

D.分子生物学检测阴性时，可以排除结核感染

4 .  关于结核分枝杆菌药物敏感试验 .下列说法正确的

是 （ ）

A. 进 行 表 型 药 敏 试 验 时 ，建议实验室满足生物安全一  

级要求

B. 固体比例法是检测吡嗪酰胺敏感性试验的参考方法

C. 综合医院必须优先采用分子药物敏感性试验

1).表型药敏试验为金标准方法，分子药物敏感性试验  

可作为补充方法

5 . 疑似或需要排除结核 分 枝 杆 菌 感 染 时 ，关于临床会  

诊 ，下列说法正确的是（ ）

A . 医务部门安排涉及该菌的微生物学检査或结核病等  

会 诊 时 ,不必邀请临床微生物学参与

B. 微生物学实验室工作人员不能参与临床会诊

C . 参与人员是实验室资深同事即可，不必拘泥于是否  

有临床医师执照

D. 参与后对微生物学检查结果进行解释 .但禁止对结  

核病诊断和治疗给出建议

【编后】 经全国继续医学教育委员会批准,本刊全年选择10篇文章作为继续教育文章,文后附 

5道单选题.读者阅读后可扫描标签二维码答题，每篇可免费获得II类继续教育学分0.5分，全年最多可 

获得5 分。
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