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荧光定量聚合酶链反应检测在 

肺结核诊断中的应用价值

匡林芝 周峥珍 张丽琼 刘敏

【摘要】 目的 分析荧光定量聚合酶链反应（PCR）检测支气管肺泡灌洗液（BALF）中结核分枝杆菌

脱氧核糖核酸（TbDNA）在诊断肺结核中的应用价值。方法 选择 2018 年 1 月— 2020 年 1 月湖南省儿童

医院收治的 21 例肺结核患儿作为肺结核组，另外选择同时期 21 例排除肺结核感染的肺部疾病患儿作为非

肺结核组。全部患儿均行痰涂片抗酸染色镜检、纤维支气管镜（纤支镜）痰涂片抗酸染色镜检和 BALF 中

TbDNA 荧光定量 PCR 检测。比较 3 种检测方法对肺结核诊断的特异度、敏感度、阳性预测值（PPV）和阴

性预测值（NPV）。结果 痰涂片抗酸染色镜检、纤支镜痰涂片抗酸染色镜检和荧光定量 PCR 的敏感度分

别为 19.05%、14.29%、76.19%，特异度分别为 100.00%、100.00%、95.24%，PPV 分别为 100.00%、100.00%、

94.12%，NPV 分 别 为 55.26%、53.85%、80.00%。 荧 光 定 量 PCR 检 测 BALF 中 TbDNA 的 敏 感 度 明 显 高

于痰涂片抗酸染色镜检和纤支镜痰涂片抗酸染色镜检（76.19% 比 19.05%、14.29%），差异有统计学意义 

（P＜0.05）；3 种检测方法的特异度比较差异无统计学意义（P＞0.05）。结论 通过荧光定量 PCR 检测 BALF 

中的 TbDNA，具有快速、敏感度高、特异度高的特点，利于早期诊断肺结核，尤其是对于痰涂片检测呈阴性

及无典型影像学特征的患儿，可以明显提高确诊率，其结果能够作为诊断肺结核的主要指标。
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【Abstract】 Objective To analyze the value of fluorescence quantitative polymerase chain reaction  

(FQ-PCR) in the detection of Mycobacterium tuberculosis DNA (TbDNA) in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) in 

the diagnosis of pulmonary tuberculosis infection. Methods From January 2018 to January 2020, 21 children 

with pulmonary tuberculosis admitted in Hunan Children's Hospital were selected as tuberculosis group, and 

21 children with pulmonary diseases excluded from tuberculosis infection in the same period were selected as  

non-tuberculosis group. All patients were examined by sputum smear acid fast staining microscopy, bronchoscopy  

sputum smear acid fast staining microscopy and FQ-PCR detection of TbDNA in BALF. The specificity, sensitivity, 

positive predictive value (PPV) and negative predictive value (NPV) of three methods were compared. Results Using 

sputum smear acid fast staining microscopy, bronchoscopy sputum smear acid fast staining microscopy and FQ-PCR  

detection, the sensitivity was 19.05%, 14.29%, 76.19%, specificity was 100.00%, 100.00%, 95.24%, PPV was 

100.00%, 100.00%, 94.12%, and NPV was 55.26%, 53.85%, 80.00%. The sensitivity of FQ-PCR detection was 

significantly higher than those of sputum smear acid fast staining microscopy and bronchoscopy sputum smear acid fast 

staining microscopy (76.19% vs. 19.05%, 14.29%), with significant difference (P < 0.05), while the specificity of three 

methods had no significant difference (P > 0.05). Conclusions The detection of TbDNA in BALF by FQ-PCR 

is fast, sensitive and specific, which is helpful for the early diagnosis of pulmonary tuberculosis, especially for the 

children with negative sputum smear result and without typical imaging features. It can significantly improve the 

diagnosis rate, and the results can be used as the main basis for the diagnosis of pulmonary tuberculosis.
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 结核病作为世界范围内的重大传染性疾病，是

全球性的公共卫生问题，近年来呈现出发病率升高

的趋势［1］。据估计全球约有 1/3 人口感染了结核

分枝杆菌，每年约有 150～200 万患者因结核病死

亡［2］。结核病会累及全身多个器官，其中累及肺

部导致肺结核的情况最为常见［3］。结核病的防治

重点是早发现、早隔离和及早治疗活动性的肺结 

核［4］。目前，肺结核的病原学检查主要包括涂片和

培养，但涂片检测阳性率低，而培养耗时较长，加之

临床上肺结核的症状大多表现不典型，且影像学表

现特征性不足，因而肺结核患儿中仍有部分较难获

得早期确诊，甚至发生误诊和漏诊［5］。与常规检查

方法相比，荧光定量聚合酶链反应（polymerase chain 

reaction，PCR）检测的特异度和敏感度更高，能够检

测到 1～100 fg 的纯化结核分枝杆菌脱氧核糖核酸

（Mycobacterium tuberculosis DNA，TbDNA）［6］。 支气

管肺泡灌洗液（bronchoalveolar lavage fluid，BALF）从

远端气道及肺泡腔取材，该部位细菌含量较高，通

过荧光定量 PCR 检测 BALF 中的 TbDNA，可以辅

助传统方法对肺结核进行早期诊断［7］。本研究对

本院收治的 21 例肺结核患儿及同期 21 例排除肺结

核感染的肺部疾病患儿行痰涂片抗酸染色镜检、纤

维支气管镜（纤支镜）痰涂片抗酸染色镜检和 BALF

中 TbDNA 荧光定量 PCR 检测，旨在评估荧光定量

PCR 检测在肺结核诊断中的应用价值。

1 资料与方法 

1.1 研究对象及分组　选择 2018 年 1 月—2020 年 

1 月本院收治的 21 例肺结核患儿作为肺结核组，

患儿均符合《肺结核诊断和治疗指南》公布的诊断标 

准［8］，其中男性 15 例，女性 6 例；年龄 4 个月～16 岁，

平均（7.67±3.59）岁。另选同时期接受相关检查

和治疗且排除肺结核感染的 21 例肺部疾病患儿为

非肺结核组，其中男性 15 例，女性 6 例 ；年龄 4 个

月～16 岁，平均（9.01±3.05）岁；细菌性肺炎 12 例，

真菌性肺炎 6 例，支气管扩张症 2 例，脓胸 1 例。两

组患儿的性别、年龄等一般资料比较差异均无统计

学意义（均 P＞0.05），有可比性。

1.2 检测方法　全部患儿均行痰涂片镜检、纤支镜

痰涂片镜检和 TbDNA 荧光定量 PCR 检测。

1.2.1 痰涂片抗酸染色镜检　全部患儿均于漱口后

留取晨痰为痰标本，行抗酸染色后镜检，镜下观察到

结核分枝杆菌代表阳性，未观察到代表阴性。

1.2.2 纤支镜痰涂片抗酸染色镜检　全部患儿行支

气管镜依次观察大气道和左右各叶、段支气管，同

时吸取分泌物，涂片行抗酸染色。

1.2.3 荧光定量 PCR 检测　收集 BALF，对常规气

管镜下见异常或胸片及胸部 CT 提示相关病灶对应

的叶段支气管进行灌洗，并使用无菌灌洗液瓶收集

约 20 mL BALF，密封并立即送检，取 5 mL 进行荧光

定量 PCR 检测 TbDNA，如检测值≥500 拷贝 /mL 为

阳性，反之检测值＜500 拷贝 /mL 为阴性。荧光定

量 PCR 检测使用 TbDNA 试剂盒（中山大学达安基

因股份有限公司），严格按照试剂盒规程操作。

1.3 分析方法　以 a 表示真阳性例数，b 表示假阳

性例数，c 表示真阴性例数，d 表示假阴性例数 ；按

以下公式计算：敏感度＝a /（a+d）×100%；特异度＝ 

c /（c+b）×100%；阳性预测值（positive predictive value， 

PPV）＝a /（a+b）×100% ；阴 性 预 测 值（negative 

predictive value，NPV）＝c /（c+d）×100%。

1.4 伦理学　本研究符合医学伦理学标准，经本院

伦理委员会批准（审批号：HCHLL-2020-15），所有对

患儿的检测均获得过患儿家属的知情同意。

1.5 统计学方法　采用 SPSS 22.0 软件处理数据，

计数资料以例（百分比）表示，组间比较采用 χ2 检

验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结果 

2.1 不同检测方法结果比较　荧光定量 PCR 的阳

性率明显高于痰涂片抗酸染色镜检和纤支镜痰涂片

抗酸染色镜检（P＜0.05）。见表 1。

2.2 不同检测方法诊断肺结核的敏感度、特异度和

预测值比较　荧光定量 PCR 的敏感度明显高于痰

涂片抗酸染色镜检和纤支镜痰涂片抗酸染色镜检

（P＜0.05），3 种方法的特异度比较差异无统计学意

义（P＞0.05）。见表 2。

表 1 两组患儿痰涂片抗酸染色镜检、纤支镜痰涂片抗酸染色镜检与荧光定量 PCR 检测结果比较

组别
例数

（例）

痰涂片抗酸染色镜检〔例（%）〕 纤支镜痰涂片抗酸染色镜检〔例（%）〕 荧光定量 PCR〔例（%）〕

阳性 阴性 阳性 阴性 阳性 阴性

肺结核组 21 4（19.05） a 17（  80.95） 3（14.29） a 18（  85.71） 16（76.19）   5（23.81）

非肺结核组 21 0（  0） 21（100.00） 0（  0） 21（100.00）   1（  4.76） 20（95.24）

注 ：与本组荧光定量 PCR 比较，aP＜0.05
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3 讨论 

 目前，肺结核是临床上常见的慢性传染性疾病，

找到一种可以在疾病早期快速、准确诊断肺结核的

方法是治疗结核病的关键［9］。在肺结核的诊断中，

检测痰液、BALF 和浆膜腔积液中的结核杆菌是最

为有效的方法 ；这是由于结核分枝杆菌的细胞壁中

脂类含量丰富，较难着色，而延长染色时间并加温处

理后，使用酸性脱色剂就会较难被脱色。根据这一

原理，在临床上对于疑似肺结核的患儿通过痰涂片

行抗酸染色镜检，操作简便、快速，是一种应用广泛

的肺结核诊断方法［10］。本研究结果显示，通过痰涂

片抗酸染色镜检诊断肺结核的敏感性仅有 19.05%，

而纤支镜痰涂片抗酸染色镜检诊断肺结核的敏感性

仅有 14.29%，与吴淑红等［10］的研究结果相似，这可

能与痰标本收集不当、排菌量少等因素有关，因此，

痰涂片及纤支镜痰涂片抗酸染色镜检均无法满足临

床早期诊断的要求。

 在全国肺结核流行病学调查及实际临床中，肺

结核患者中痰涂片镜检结果为阴性者占全部结核

病患者的 50%～70%［11］。随着分子生物学的日益

发展，荧光定量 PCR 开始在肺结核诊断中应用。荧

光定量 PCR 优势显著，其敏感度和准确度高，操作

简便，安全快速且定量范围广，可以广泛应用于外周

血、痰标本及 BALF 检测，尤其是针对含菌量低的

待测标本。BALF 直接从远端气道及肺泡腔取材，

其接触病灶的范围较广，细菌的含量较高，污染概率

较低，而灌洗会刺激患儿发生咳嗽，促进局部支气管

中的分泌物引流。本研究显示，荧光定量 PCR 检测

BALF 中 TbDNA 的敏感度、特异度、PPV、NPV 分别

为 76.19%、95.24%、94.12%、80.00%，其敏感度明显

高于痰涂片镜检、纤支镜痰涂片镜检方法。荧光定

量 PCR 检测 BALF 中的 TbDNA 通常可在 1 d 内得

到结果，具有敏感、快速、特异的优点，值得在临床

上推广。出现假阴性的原因可能有 ：① 个体免疫差

异较大，取材标本内 Taq 酶抑制因子含量较高而影

响 PCR 扩增进程 ；② 部分患儿感染的结核分枝杆

菌中缺失 IS6110 序列 ；③ 患儿病程较短 ；④ 用药

影响等。本研究非肺结核组中有 1 例患儿发生假阳

性，可能是因为标本间污染，患儿存在其他病灶，而

此法无法区分死菌和活菌，扩增了潜伏感染的结核

分枝杆菌［12-15］。因此对病情的判断仍应结合其他

检查结果综合判断。

 综上所述，通过荧光定量 PCR 检测 BALF 中的

TbDNA，具有快速、敏感度高、特异度高的特点，利

于早期诊断肺结核，尤其对于痰涂片检测呈阴性及

无典型影像学特征的患儿，可以明显提高确诊率，其

结果能够作为诊断肺结核的主要依据指标。
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表 2 不同方法诊断肺结核的敏感度、特异度及预测值比较

检测方法 敏感度（%） 特异度（%） PPV（%） NPV（%）

痰涂片镜检   19.05 a 100.00 100.00 55.26
纤支镜痰涂片镜检   14.29 a 100.00 100.00 53.85
荧光定量 PCR 76.19   95.24   94.12 80.00

注 ：与荧光定量 PCR 比较，aP＜0.05


