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结核性脑膜炎实验室诊断技术研究进展
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　　 【摘要】　本文阐述了近５年来结核性脑膜炎实验室诊断技术方面取得的研究进展，从细菌学、免疫学、分子生
物学、生物化学及细胞学等角度进行分析、总结，认为虽然目前报道的结核性脑膜炎实验室诊断技术众多，但仍然缺

乏一种简单、快捷、经济、可靠的实验室诊断技术，而现有的实验室诊断技术各有优缺点；结核性脑膜炎的基础研究

方面还有很大发展空间，抗结核治疗后的临床随访对结核性脑膜炎实验室诊断技术的改良、创新有促进和启发作用。

　　 【关键词】　 结核，脑膜；诊断；临床实验室技术；综述
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　　在全球范围内，结核性脑膜炎在肺结核中占有很大比例，
其发病率和病死率均很高，尤其是在患儿和ＨＩＶ感染患者中。
由于结核性脑膜炎缺少特异性临床表现，因此确诊较难，目前

的实验室诊断技术对结核性脑膜炎的灵敏度和特异度也较

低［１－２］。早期诊断和治疗结核性脑膜炎可以挽救更多患者的生

命，近年来关于结核性脑膜炎治疗方面的研究已取得很大进

展，并可能在不久的将来影响相关指南的制定，而其实验室诊

断技术方面研究相对不足。有鉴于此，笔者结合近５年来相关
文献，就结核性脑膜炎实验室诊断技术在细菌学、免疫学、分

子生物学、生物化学、细胞学等［３］方面取得的进展进行综述

如下。

１　细菌学
脑脊液细菌学检查是诊断结核性脑膜炎的 “金标准”，其

研究进展主要体现在以下３个方面：

１１　脑脊液涂片　由于结核分枝杆菌是一种胞内病原体，脑
脊液中含量极少，因此采用常规的抗酸染色法检出脑脊液中结

核分枝杆菌常需要大量脑脊液标本，且检测阳性率极低。我国

第四军医大学西京医院开发的一种改良抗酸染色法采用细胞离

心涂片及Ｔｒｉｔｏｎ破膜技术进行标本处理，只需要０５ｍｌ脑脊
液，该方法不仅提高了细胞外结核杆菌阳性检出率，还能清晰

显示中性粒细胞、单核细胞及淋巴细胞等细胞内结核杆菌，其

较常规抗酸染色法更高效、更灵敏，是一项方便而准确的结核

性脑膜炎快速诊断技术［４］。此外，免疫细胞化学染色脑脊液

巨噬细胞胞质分枝杆菌抗原诊断结核性脑膜炎的灵敏度为

７３５％，特异度为９０７％［５］。

１２　脑脊液培养　采用固体培养基进行脑脊液结核杆菌培养
是传统的结核性脑膜炎诊断方法，但该培养过程需要４～７周，
常导致不恰当的抗结核治疗。在东京都立保健科学大学微生物

学系进行的一项纳入了１００例疑似结核性脑膜炎患儿的观察性
研究中，研究者利用 ＢＡＣＴＥＣ分枝杆菌生长指示管 （ＭＧＩＴ）
９６０系统作为一个快速验证工具进行脑脊液分析，培养结果为

·９·实用心脑肺血管病杂志２０１５年１月第２３卷第１期　　投稿网址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



阳性者行一线抗结核药物敏感试验，并与基于临床特征的诊断

结果进行对比，结果发现１００份脑脊液标本中只有１４份标本
培养结果为阳性，提示基于临床特征的结核性脑膜炎诊断结果

并不可靠；而ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０系统与脑脊液生化检查对结
核性脑膜炎的诊断价值间未发现统计学差异 （Ｐ＝２２６０），但
与脑脊液细胞学检查对结核性脑膜炎的诊断价值间存在统计学

差异 （Ｐ＝０００１），提示 ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０系统可作为一种
快速有效的肺外结核诊断技术［６］。

１３　噬菌体生物扩增法 （ＰｈａＢ）　ＰｈａＢ的原理是分枝杆菌
噬菌体能够感染待检标本中活分枝杆菌 （结核分枝杆菌和少

数几种非结核分枝杆菌）并在菌体内增殖，而未进入感染菌

体内的噬菌体则被随后加入的灭活剂灭活，增殖的噬菌体将细

菌裂解后释放出的噬菌体可感染其他目标菌并将其裂解，导致

琼脂平板上出现噬菌斑，根据有无噬菌斑形成即可判定待检标

本中是否存在活分枝杆菌。ＰｈａＢ检测过程只需１～２ｄ，灵敏、
简便、价廉，还可同时进行临床标本的直接药敏试验［７］，其

已应用于结核分枝杆菌的快速检测和耐药性检测［８］，但未见

用于诊断结核性脑膜炎的报道，只是偶尔涉及体液标本中少量

脑脊液标本检查结果，因此其在结核性脑膜炎中的应用价值尚

不清楚，有待进一步研究。

２　免疫学
２１　细胞免疫　结核分枝杆菌基因组分析方面取得的研究进
展使得结核分枝杆菌特异性抗原得以发现，且这些抗原被发现

后不久即用于诊断结核菌感染，其中 ＥＳＡＴ－６和 ＣＦＰ－１０具
有很强的诱导致敏 Ｔ细胞释放干扰素 γ（ＩＦＮ－γ）作用，因
此结核分枝杆菌特异性抗原试验也被称为γ－干扰素释放试验
（ＩＧＲＡｓ）。由于所有卡介苗和大多数非结核分枝杆菌均不含
ＥＳＡＴ－６和 ＣＦＰ－１０，因此，ＥＳＡＴ－６和 ＣＦＰ－１０能准确鉴
别卡介苗接种者和大部分非结核分枝杆菌感染者。目前市面上

销售的ＩＧＲＡｓ试剂有两种，即 ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ－ＴＢＧｏｌｄ（在日
本称为ＱＦＴ－２Ｇ）和基于ＥＬＩＳＰＯＴ方法的Ｔ－ＳＰＯＴＴＢ，大多
数学者认为Ｔ－ＳＰＯＴＴＢ较 ＱＦＴ－２Ｇ诊断结核性脑膜炎的灵
敏度更高，但这两种试剂应用时间较短，仍存在一些问题亟待

解决：（１）ＩＧＲＡｓ不能区分活动性和潜伏性结核感染； （２）
ＱＦＴ－２Ｇ在血液标本以外标本中的应用及在 Ｔ细胞反应中作
用；（３）ＱＦＴ－２Ｇ在判断疾病预后方面的应用；（４）外周血
及炎性病灶对结核杆菌抗原的特异性免疫反应，有学者采用浆

膜腔积液标本进行 ＩＧＲＡｓ，可用于鉴别活动性结核性胸膜炎、
结核性腹膜炎、结核性脑膜炎及结核性心包炎； （５）ＩＧＲＡｓ
在免疫系统脆弱患者 （如婴儿及艾滋病患者）中的应用、化

疗药物的影响、对活动性结核患者预后的判断、试验质量保证

等，解决这些问题和改良 ＩＧＲＡｓ很重要，尚需基于基础免疫
学的研究［９］。

潜伏性结核感染的诊断和治疗是全球结核病控制面临的挑

战之一，结核菌素试验是目前广泛采用的潜伏性结核感染诊断

方法，但特异度较低，因此，寻找特异性抗原取代结核分枝杆

菌纯蛋白衍生物一直是国际研究重点。目前已确定的３种有诊
断潜力的特异性抗原为 ＥＳＡＴ－６、ＣＦＰ－１０和 ＴＢ７７，在欧
盟、美国和日本，这些抗原相关诊断试剂已经进入市场销售，

其有助于识别潜伏结核感染者和结核病全球防控。近年研究发

现，Ｔ－ＳＰＯＴＴＢ较基于临床特征的诊断标准对结核性脑膜炎
的诊断价值更高，脑脊液单核细胞 ＲＤ－１ＥＬＩＳＰＯＴ检测与其
他快速验证试验相结合 （革兰染色和隐球菌乳胶凝集试验）

可用于结核病和艾滋病流行地区结核性脑膜炎的快速、准确诊

断［１０］，但在医疗资源匮乏地区，基于临床特征的诊断标准可

能对临床医生更为有用，因此，Ｔ－ＳＰＯＴＴＢ可能只需要用在
基于临床特征的诊断可能性低于预先设定标准时，其诊断准确

性仍需进一步研究证实［１１］。

２２　体液免疫　在结核性脑膜炎患者脑脊液标本中，除 ５０
ｋＤａ免疫球蛋白重链、２５ｋＤａ免疫球蛋白轻链条带外，还可看
到清晰的１２ｋＤａ、３０～３２ｋＤａ、７１ｋＤａ、８６ｋＤａ、９６ｋＤａ、１１０
ｋＤａ、１２０ｋＤａ条带及模糊的６９ｋＤａ人血清蛋白条带，正常对
照者脑脊液标本也显示免疫球蛋白和人血清蛋白条带，但无交

叉反应抗原条带，其中 １２ｋＤａ（７７％）、３０～３２ｋＤａ
（２３０％）、７１ｋＤａ（１９２％）、９６ｋＤａ（７７０％）、８６ｋＤａ
（５７５％）、１１０ｋＤａ（２３０％）及１２０ｋＤａ（１５４％）条带为
反应带，其结果要与反向被动乳胶凝集试验做对比。脑脊液中

至少出现１个分枝杆菌特异性抗原条带诊断结核性脑膜炎的阳
性率为８８４％，排除８６ｋＤａ特异性抗原后，免疫电泳斑点法
（ＥＩＴＢ）诊断结核性脑膜炎的特异度可达１００％，但该诊断技
术比较费时费力［１２］。有研究显示，阿拉伯甘露聚糖脂 （ＬＡＭ）
抗原检测诊断结核性脑膜炎的灵敏度为６４％、特异度为６９％
（ＬＡＭ法切割点０２２），而细菌学涂片诊断结核性脑膜炎的灵
敏度和特异度分别为０和１００％，ＰＣＲ诊断结核性脑膜炎的灵
敏度和特异度分别为９３％和７７％，ＬＡＭ抗原检测可作为高艾
滋病毒感染率地区快速诊断结核性脑膜炎的有效辅助手段［１３］。

目前，对应于结核分枝杆菌Ａｇ８５复合物特异性抗原表位
的４种肽 （Ａｇ８５肽１、２、３、４，均为７～１０个氨基酸长）已
被合成出来，且均能用于结核病和结核性脑膜炎患者血清和脑

脊液标本ＥＬＩＳＡ。有学者对这４种肽的血清和脑脊液标本的诊
断价值进行研究发现，Ａｇ８５肽１、３、４在肺结核患者中阳性
率最高，而Ａｇ８５肽１、２在结核性脑膜炎患者中阳性率很高，
Ａｇ８５肽ＥＬＩＳＡ是一项诊断肺结核及肺外结核的早期、敏感、
特异、快速、廉价、有效的免疫学技术，且该类合成肽较全抗

原更易重复产生［１４］。有学者报道，体液免疫反应 （包括 ＩｇＧ
和ＩｇＡ抗体）中１６ｋＤａ抗原介导的间接 ＥＬＩＳＡ诊断各类型肺
结核的灵敏度为７３８％ ～８１２％，诊断结核性脑膜炎的灵敏
度为４２８％，诊断结核性胸腔积液的灵敏度为６３３％，且均
具有很高的特异度 （９４７％左右）；而在所有的非疾病对照者
中，１６ｋＤａ抗原介导的间接ＥＬＩＳＡ结果均为阴性［１５］。

３　分子生物学
３１　ＰＣＲ　脑脊液涂片及培养是诊断中枢神经系统结核的
“金标准”，其诊断过程复杂、耗时，诊断结核性脑膜炎的灵

敏度较低。近年来，以分子生物学研究为基础的结核性脑膜炎

诊断技术取得较大发展，其中核酸扩增 （ＮＡＡ）检测技术
（特别是ＰＣＲ）由于快速、灵敏、特异而在中枢神经系统结核
的诊断方面具有较广阔的应用前景［１６］。ＰＣＲ较常规苯酚／三氯
甲烷提取法灵敏度更高 （８４２％比 ７３６％），检测过程更快

·０１· ＰＪＣＣＰＶＤ　Ｊａｎｕａｒｙ２０１５，Ｖｏｌ，２３　Ｎｏ１　　ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗｓｙｘｎｆｎｅｔ



速，技术要求更低，其中单管法程序简单，可以早期、可靠地

诊断结核性脑膜炎，是一项很有发展空间的实验室诊断技

术［１７］，而检测脑脊液中结核分枝杆菌 ｇｌｃＢ／ＨｓｐＸ抗原／ＤｅｖＲ
ＤＮＡ有可能提高目前的结核性脑膜炎诊断效能，并加快诊断
速度［１８］。

３２　定量巢式实时ＰＣＲ　有学者对４种脑脊液标本结核分枝
杆菌ＤＮＡ检测方法 〔实时 ＰＣＲ、ＱＩＡＧＥＮ（Ｒ）、ＡＭＰＬＩＣＯＲ
（Ｒ）、ＭａｇＮＡＰｕｒｅ（Ｒ）〕进行比较发现，实时 ＰＣＲ的灵敏度
高于其他方法，但无法检测出 ＜１００个结核分枝杆菌／ｍｌ
者［１９］。有学者采用蛋白 Ｂ、ＭＰＢ６４及 ＩＳ６１１０引物多重 ＰＣＲ
对１８例确诊结核性脑膜炎患者 （脑脊液培养阳性）、９２例疑
诊结核性脑膜炎患者、１００例非结核性脑膜炎患者进行检测发
现，多重 ＰＣＲ对确诊病例的灵敏度为 ９４４％，特异度为
１０００％，对疑诊病例的阳性检出率为 ８４７８％，镜检、脑脊
液培养、多重 ＰＣＲ诊断结核性脑膜炎的总体灵敏度分别为
１８％、１６７％、８６６％，特异度均１０００％［２０］；蛋白 ＢＰＣＲ
对确诊病例的灵敏度为９００％，特异度为１０００％，对疑诊病
例的阳性检出率为８１７％，镜检、脑脊液培养、蛋白 ＢＰＣＲ
诊断结核性脑膜炎的总体灵敏度分别为 １４％，１４３％、
８２８％，特异度均为１０００％［２１］。巢式 ＰＣＲ诊断结核性脑膜
炎的灵敏度依次较 ＢａｃＴ／Ａｌｅｒｔ、ＬＪ培养、镜检为高，但由于
巢式ＰＣＲ假阳性率和假阴性率较高，因此其不能单独作为启
动或终止抗结核治疗的标准，而应该结合临床、影像学、细胞

学和微生物学检查结果综合判断［２２］。

３３　环介导等温扩增技术 （ＬＡＭＰ）　有学者采用了６种识
别结核分枝杆菌 ＩＳ６１１０基因组序列的特异性引物 （１个正向
外引物、１个反向外引物、２个内引物、２个环引物）来快速
检测和诊断结核性脑膜炎，其设定的最佳反应温度和反应时间

分别为６３℃和６０ｍｉｎ，结果显示 ＬＡＭＰ诊断结核性脑膜炎的
灵敏度和特异度分别为８８２％和８００％，而巢式 ＰＣＲ分别为
５２９％和９００％［２３］。

３４　其他　目前，线性探针杂交 （ＬｉＰＡ）、基因芯片、Ｘｐｅｒｔ
Ｍｔｂ／ＲＩＦ检测技术、高分辨熔链曲线分析等最新结核分枝杆菌
检测技术已应用于实验室，但仍处于研发阶段，尚无应用于临

床诊断结核性脑膜炎的研究报道［２４］。

４　生物化学
４１　腺苷脱氨酶 （ＡＤＡ）　目前，已有较多文献报道脑脊液
ＡＤＡ用于诊断结核性脑膜炎，但脑脊液ＡＤＡ诊断结核性脑膜
炎的界值还没有达成共识，大多数学者认为９５Ｕ／Ｌ是脑脊液
ＡＤＡ鉴别诊断结核性脑膜炎的最佳临界值，同时监测结核性
脑膜炎患者脑脊液 ＡＤＡ变化可为评价抗结核治疗效果提供参
考［２５］；但考虑到脑脊液ＡＤＡ不能准确鉴别结核性脑膜炎和细
菌性脑膜炎［２６］，而疑诊患者可能会接受不必要的抗结核治疗，

为提高诊断灵敏度和特异度，有学者建议将脑脊液 ＡＤＡ的最
佳临界值定为１０５Ｕ／Ｌ［２７］。有学者通过研究发现，把鉴别诊
断结核性脑膜炎和非结核性脑膜炎的血清 ＡＤＡ水平定为 １５
Ｕ／Ｌ时，其灵敏度为８４％、特异度为８２％，联合脑脊液 ＡＤＡ
≥１０Ｕ／Ｌ和血清 ＡＤＡ≥１５Ｕ／Ｌ时，其特异度可达 ９２％ ～
９７％。因此，脑脊液和血清 ＡＤＡ检测是鉴别诊断结核性脑膜

炎的一项简单、可靠的实验室诊断技术［２８－２９］。

４２　神经元特异性烯醇化酶 （ＮＳＥ）　ＮＳＥ是一种神经组织
损伤特异性生化标志物，有学者认为其较脑脊液／血清ＮＳＥ对
早期结核性脑膜炎的诊断效能更高［３０］。

４３　其他　也有文献报道将定量蛋白质组学［３１］、可溶性 ＤＬＬ
－１等用于诊断结核性脑膜炎，但其实用价值尚有待进一步
研究。

５　细胞学
结核性脑膜炎患者脑脊液细胞数为１００～１０００个／μｌ，并

以淋巴细胞为主；有文献报道结核感染者外周血或脑脊液

ＣＤ＋４ Ｔ细胞、ＣＤ
＋
８ Ｔ细胞、γδＴ细胞均明显增加，并与疾病

严重程度及患者预后密切相关。但细胞学检查易受到多种因素

影响，诊断结核性脑膜炎的特异度欠佳［３２］。

６　小结
综上所述，虽然目前报道的结核性脑膜炎实验室诊断技术

众多，但仍然缺乏一种简单、快捷、经济、可靠的实验室诊断

技术，而现有的实验室诊断技术各有优缺点：（１）脑脊液细
菌学检查出结核分枝杆菌仍是诊断结核性脑膜炎的 “金标

准”，但脑脊液涂片阳性检出率低，培养周期长，改良抗酸染

色法及ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０系统对传统脑脊液涂片方法有所改
进；（２）以 Ｔ－ＳＰＯＴＴＢ为代表的免疫学检查技术诊断结核
性脑膜炎的灵敏度和特异度均很高，但其不能有效鉴别潜伏期

感染及是否受到结核药物等因素的影响，尚需进一步研究；

（３）目前ＰＣＲ技术已非常成熟，且应用广泛，其诊断结核性
脑膜炎的特异度接近１００％，但由于灵敏度较高，核酸扩增过
程中产生的假阳性问题亟待解决； （４）脑脊液／血清 ＡＤＡ、
ＮＳＥ等生化指标检测对诊断结核性脑膜炎有一定帮助，但特
异度较低；（５）实验室技术人员技术水平参差不齐，其检测
效能和质量控制高低不一。

笔者总结认为：（１）各级医院应根据当地实际情况选择
性开展结核性脑膜炎实验室诊断技术，并结合临床以提高结核

性脑膜炎诊断效率；（２）实验室技术人员需进行规范培训及
系统学习，并对目前的实验室诊断技术进行系统评价和比较，

以了解各项诊断技术的优缺点； （３）开展多部门、多学科协
作，进行结核性脑膜炎诊断技术的创新性开发；（４）结核性
脑膜炎的基础研究方面还有很大发展空间，抗结核治疗后的临

床随访对结核性脑膜炎实验室诊断技术的改良、创新有促进和

启发作用。
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