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　　 【摘要】　２０世纪９０年代以来全球结核病疫情开始回升，而结核分枝杆菌耐药是导致结核病发病率升高的重要
原因之一，我国是全球３０个结核病高负担国家之一。近年来，由于诊断延迟、化疗不当或管理不善等而导致耐药结核
病增多，治疗难度增加，常需联合二线抗结核药物，但目前临床上所用二线抗结核药物不仅毒副作用较大、费用较昂

贵，且整体控制效果较差。近年来，随着分子生物学技术发展，结核病诊断技术尤其是耐药结核病诊断技术突飞猛进。

本文主要综述了耐药结核病实验室诊断方法的研究进展，旨在为耐药结核病的诊治提供参考。
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　　结核病是由结核分枝杆菌 （ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，
ＭＴＢ）感染引起的慢性传染病。 《２０１７全球结核病报告》指
出，２０１６年，结核病仍是头号传染病，是全球范围内第九大
致死性疾病。近年来，结核病患者由于诊断延迟、化疗不当或

管理不善等原因而导致越来越多的 ＭＴＢ对主流抗结核药物产
生了耐药性，给结核病防控工作带来严峻挑战［１－４］。耐多药结

核病 （ｍｕｌｔｉｄｒｕｇ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＤＲ－ＴＢ）是指 ＭＴＢ
至少同时对利福平和异烟肼耐药，其治疗难度增加，需联合二

线抗结核药物，但目前临床上所用二线抗结核药物不仅毒副作

用较大、费用较昂贵，且整体控制效果较差；更为严峻的是，

随着二线抗结核药物使用，广泛耐药结核病 （ｅｘｔｅｎｓｉｖｅｌｙｄｒｕｇ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＸＤＲ－ＴＢ）已悄然出现并持续增加及扩
散［３，５－６］，目前几乎无特效药物，且许多涂阳的耐药患者至死

仍具有传染性，耐药结核病已成为全球结核病防治的难题。近

年来，随着分子生物学技术发展，结核病尤其是耐药结核病的

诊断技术突飞猛进。本文通过检索相关文献，旨在对耐药结核

病实验室诊断方法的研究进展进行综述。

１　耐药结核病流行现状
世界卫生组织 （ＷＨＯ）与国际防痨和肺病联合会

（ＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌＵｎｉｏｎＡｇａｉｎｓｔＴｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓａｎｄＬｕｎｇＤｉｓｅａｓｅ，
ＩＵＡＴＬＤ）于１９９４年建立了全球性抗结核药物耐药监测计划，
２００８—２０１３年第５轮监测计划中提到，ＸＤＲ－ＴＢ已在全球
１００个国家报道，其中约９０％的 ＭＤＲ－ＴＢ为 ＸＤＲ－ＴＢ［７］；
截至２０１６年，抗结核药物耐药监测计划已覆盖１５５个国家及
地区，２０１５年全球新发结核病患者约１０４０万，其中约３９％
初治和２１０％复治结核病患者为ＭＤＲ－ＴＢ，耐利福平或耐多
药结核病 （ＭＤＲ／ＲＲ－ＴＢ）患者约为５８万，其中约９５％的
ＭＤＲ－ＴＢ为ＸＤＲ－ＴＢ。我国一直是全球结核病高负担国家，
结核病新发人数位居全球第三，ＭＤＲ－ＴＢ新发人数位居全球
第二，仅次于印度［８］。２００７—２００８年全国结核病耐药基线调
查报告显示，肺结核患者耐多药 （ＭＤＲ）率为８３２％，广泛
耐药 （ＸＤＲ）率为０６８％，估算每年新发ＭＤＲ肺结核患者为
１２万，每年新发ＸＤＲ肺结核患者为１万。全国第五次结核病
流行病学抽样调查报告显示，分离的 ＭＴＢ对二线抗结核药物
耐药率为 ２４６％，ＭＤＲ率为 ６８％，ＸＤＲ率为 ２１％［９－１１］。

大多数结核病患者可通过早期诊断而得到合理治疗，病死率较

低，但估计新发结核病患者人数与报告登记患者人数缺口高达

４０％。因此，加强结核病尤其是耐药结核病的早期诊断刻不
容缓。

２　常规细菌学检测方法
目前，耐药结核病常规细菌学检测方法主要是建立在

ＭＴＢ培养阳性基础上，并根据 ＭＴＢ生长及代谢状态进行
判定。

２１　传统药敏试验　目前，耐药结核病的诊断仍主要依靠传

统药敏试验，主要分为直接法和间接法。直接法是指涂片镜检

确认阳性的临床标本，经处理后直接接种于含药培养基；间接

法是建立在ＭＴＢ培养阳性基础上，将培养出的ＭＴＢ接种于含
药培养基。直接法虽然较间接法报告结果快，但由于其接种量

不易液化、污染不易控制及可能存在涂阳培阴等情况而导致临

床应用受限。目前，临床常用的药敏试验方法是琼脂比例

法［１２］，其能准确计算对某种药物耐药的ＭＴＢ比例，且成本较
低，适合在基层医院应用；但由于 ＭＴＢ生长速度缓慢，传统
固体药敏试验通常需３个月才能获得结果，易延误耐药结核病
患者开展有效治疗；再者，抗结核药物浓度与耐药结果关系密

切，目前二线抗结核药物的药敏试验均存在可靠性及可重复性

不足等问题［１３］。

２２　ＢａｃＴ／ＡＬｅｒｔ３Ｄ全自动细菌／分枝杆菌培养监测系统　
ＢａｃＴ／ＡＬｅｒｔ３Ｄ全自动细菌／分枝杆菌培养监测系统由法国梅里
埃公司研发，是一种集 ＭＴＢ快速生长培养及药敏试验为一体
的全自动培养仪，其原理是利用微生物生长代谢过程中产生的

二氧化碳 （ＣＯ２），通过培养瓶底部特殊的激光器及固定的传
感器连续检测接种标本的培养瓶中的 ＣＯ２及其变化，从而判
断有无ＭＴＢ生长；药敏试验是将原始管分离的菌液倒入配置
含药的药敏培养基及空白对照培养基中，然后置于培养仪中，

根据 ＭＴＢ生长情况判断耐药性。ＢａｃＴ／ＡＬｅｒｔ３Ｄ全自动细菌／
分枝杆菌培养监测系统安全、环保、无放射性污染，且可自动

监测，与传统改良酸性罗氏培养法相比具有安全、快速、能减

少工作量等优点［１４］，但该系统投入成本较高，很难在基层医

院开展。

２３　ＢＡＣＴＥＣ－４６０ＴＢ检测系统　ＢＡＣＴＥＣ－４６０ＴＢ检测系统
由美国ＢＤ公司生产，其工作原理与 ＢａｃＴ／ＡＬｅｒｔ３Ｄ全自动细
菌／分枝杆菌培养监测系统基本相同，在培养系统中加入放射
性同位素１４Ｃ标记的棕榈酸，ＭＴＢ生长代谢过程中会特异性利
用被标记的棕榈酸，该检测系统可自动检测代谢产物１４Ｃ的放
射活性，换算成生长指数值后进行分析报告，一般１０～１４ｄ
可检测出阳性结果，同时还可进行相应的药敏试验。但

ＢＡＣＴＥＣ－４６０ＴＢ检测系统采用放射性培养基，存在放射污染，
目前已被ＭＴＢ生长指示管 （ＭＧＩＴ）９６０检测系统取代［１５］。

２４　ＭＧＩＴ９６０检测系统　ＭＧＩＴ９６０检测系统是指不含放射
性培养基的ＢＡＣＴＥＣ－４６０ＴＢ检测系统，其原理是通过监测培
养管底部能被氧分子抑制的荧光指示剂而观察ＭＴＢ生长状态，
当培养管中有ＭＴＢ生长时大量氧分子被消耗，原先被抑制的
荧光指示剂被激活，在３６５ｎｍ波长紫外光照射下出现荧光，
即可判断阳性结果。ＭＧＩＴ９６０检测系统不存在放射性污染，
且具有检出阳性率较高、耗时较短、特异性较高等优点，但因

试剂和检测仪器昂贵而难以在基层医院开展［１６－１７］。

２５　Ｅｔｅｓｔ法　Ｅｔｅｓｔ法实际是一种改良琼脂扩散试验，其原理
是将药物以ｌｏｇ２梯度稀释成不同浓度，并用特殊技术固定于
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特制的塑料条 （５ｍｍ×５０ｍｍ）上，然后将药条贴于处理过
的含ＭＴＢ的改良培养板表面并观察其抑菌圈。Ｅｔｅｓｔ法是一种
定量检测方法，能同时测试多种药物，５～１０ｄ可以报告其药
敏结果；但该方法易受到其他因素影响，阴性率与假阳性率较

高［１８］，目前国内尚未有该方法用于诊断ＭＴＢ的报道。
２６　微量快速显色药敏检测法　微量快速显色药敏检测法的
原理是ＭＴＢ在变色培养基基础液中生长，当加入一定量结核
药物作用一定时间后，对药物敏感的 ＭＴＢ减少，故不能使变
色剂变色；对药物耐药的 ＭＴＢ活力无明显降低，仍能增殖，
使变色剂变色。微量快速显色药敏检测法通过观察培养基颜色

及比较对照孔变化来判断药物敏感性，２～６ｄ可获得结果；
但该方法对菌液浓度要求较高，不易操作，精确性易受影

响［１９］，须专业人员在无菌条件下进行。

３　分子生物学检测方法
分子生物学检测方法主要包括ＭＴＢＤＮＡ提取、针对结核

药物耐药位点设计引物、通过聚合酶链反应 （ＰＣＲ）扩增与耐
药性有关的基因片段及分析ＰＣＲ扩增产物进行耐药性判断等。
３１　普通 ＰＣＲ技术　ＤＮＡ直接测序是检测基因突变的最客
观、最直接的方法，即从ＭＴＢ中提取 ＤＮＡ，设计相应药物所
对应基因片段的引物，ＰＣＲ扩增后测序，与 Ｈ３７ＲＶ标准菌株
基因组比较并判断有无基因突变。普通 ＰＣＲ技术可准确检测
突变基因及突变类型，但费用较高、操作繁琐、易出现假阳

性，需特定的实验室设备及专业人员进行，目前多用于科学

研究。

３２　ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ检测系统　ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ检测系统由美国
Ｃｅｐｈｅｉｄ公司研发，其原理是将样本加入 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ反应盒后
自动进行样品纯化、核酸扩增、目标序列测定。ＸｐｅｒｔＭＴＢ／
ＲＩＦ检测技术作为 ＷＨＯ推荐的一种耐药基因突变检测方法，
采用了 ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ检测系统，是针对 ＭＴＢ利福平耐药基因
ｒｐｏＢ的８１ｂｐ利福平耐药决定区设计引物、探针，在检测有无
ＭＴＢ的同时检测是否发生基因突变，从而判断 ＭＴＢ是否对利
福平耐药［２０］。ＢＯＥＨＭＥ等［２１］研究结果显示，ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ
检测技术检测利福平耐药性 ＭＴＢ的灵敏度和特异度分别为
９７６％、９８１％。王霄等［２２］应用 ＸｐｅｒｔＭＴＢ／ＲＩＦ检测技术诊
断肺外结核 （浅表淋巴结结核）的阳性率为 ７８１％。Ｘｐｅｒｔ
ＭＴＢ／ＲＩＦ检测技术操作简单，耗时较短，交叉污染较小，对
环境和实验室人员安全；但ＧｅｎｅＸｐｅｒｔ检测系统仅能检测利福
平耐药情况，且该技术属于国外进口，费用较昂贵，缺乏我国

自主知识产权。超级 Ｘｐｅｒｔ（ＸｐｅｒｔＵｌｔｒａ）作为第二代 Ｘｐｅｒｔ
ＭＴＢ／ＲＩＦ检测技术，与液体培养灵敏度相当，检测菌量极限
可低至１０ｃｆｕ／ｍｌ，能更准确地检测利福平耐药情况，但目前
尚缺乏多中心研究进一步证实［８，２３］。

３３　高分辨熔解曲线技术 （ＨＲＭ）　ＨＲＭ由美国犹他大学
与美国Ｉｄａｈｏ公司共同合作开发，是ＰＣＲ扩增技术与熔解曲线
分析技术结合形成的新技术［２４］，其依据不同核酸分子 ＧＣ含
量、ＧＣ分布不同及解链时所形成的熔解曲线不同的原理，在
ＰＣＲ扩增完成后通过高分辨率仪器检测扩增产物中饱和荧光
染料的荧光强度变化而获得特征性熔解曲线，通过与野生型熔

解曲线比较而判断序列是否突变及区分单个碱基的序列差

异［２５－２６］。ＨＲＭ无需序列特异性探针，已有相关商品化产品用
于检测包括异烟肼、利福平、乙胺丁醇、链霉素、喹诺酮类药

物在内的抗结核药物，该技术属于我国自主研发产品，已逐步

用于耐药结核病分子诊断，但目前仍缺少系统的临床研究。

３４　线性探针 （ＬＰＡ）　ＬＰＡ通过设计被生物素修饰的特异
性引物，经过多重 ＰＣＲ扩增而使扩增产物携带生物素，然后
将扩增产物变性，使扩增产物与特异探针进行杂交，采用酶免

疫显色法判定结果。ＬＰＡ最短６ｈ可诊断出耐药结核病，故被
ＷＨＯ推荐作为诊断耐药结核病的主要方法之一［８］，与传统药

敏试验比较，其可极大地缩短耐药结核病报告时间，且灵敏度

和特异度较高；但受膜上探针限制而不能检测所有类型耐药结

核病，目前已知的有德国 ＨＡＩ公司 ＧｅｎｏＴｙｐｅＭＴＢＤＲ和
ＧｅｎｏＴｙｐｅＭＴＢＤＲｓｌ检测试剂盒。商业化的 ＬＰＡ试剂盒价格较
高，且ＬＰＡ检测对实验室条件及实验室人员要求严格，故该
技术在基层实验室推广使用受限［２７－２９］。

３５　基因芯片技术　基因芯片技术是一种新型核酸检测方法，
其基本原理是将大量不同的生物信息分子以高密度密集的方式

有序地固定在玻璃上形成微阵列，当荧光标记的靶分子与芯片

上的探针结合后，通过扫描即可进行量化分析。基因芯片技术

可快速检测 ＭＴＢ耐利福平和异烟肼 ３个基因 （ｒｏｐＢ、ＫａｔＧ、
ｉｎｈＡ）的常见突变位点［３０－３１］，准确率高，但只能检测常见的

突变基因，且费用较昂贵，需特定的实验室设备及专业人员进

行，目前多应用于科学研究。

３６　全基因组测序 （ＷＧＳ）　ＷＧＳ是一种高通量测序技术，
能更全面、精准地分析ＭＴＢ全基因组的碱基序列［３２］，充分了

解其所包含的遗传信息，如耐药、分型等，并通过与不同个体

或群体比对发现二者之间的遗传特性及基因突变特点，从而加

深对耐药结核病发生、发展的认识，并制定相应的治疗策略，

提高其检出率；ＷＧＳ已成为药物敏感性检测的另外一个策略。
但ＷＧＳ目前仅用于培养分离株，并未用于痰标本，且工作量
较大、费用较高，测序后生物信息学分析更是错综复杂，故尚

难以在临床上推广，多应用于科学研究［３３］。

４　小结与展望
目前，ＭＴＢ传统药敏试验仍是耐药结核病的诊断金标准，

但其耗时较长、成本较高，有待进一步改进。近年来随着分子

生物学技术快速发展，涌现出大量 ＭＴＢ耐药基因检测技术，
可快速、准确地检测出针对某种抗结核药物的突变基因，但并

不是所有突变均提示耐药，也不是所有耐药均存在基因突变，

目前还有许多抗结核药物耐药相应突变基因及其耐药机制尚未

明确。因此，结核病的防治工作尤其是耐药结核病诊治任重道

远，需全社会共同努力。
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