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分子生物学检测方法因其具有检测敏感度高0特异性强

和时效性高等特点#成为结核病快速诊断的重要检测手段1

对于分子生物学检测#寻找检测效率高且存在特异性的靶基

因尤为重要#分子检测靶基因的种属特异性和多拷贝序列是

确保检测结果准确性和高效性的重要因素1结核病分子生

物学病原诊断常用的诊断靶标有
BI=558
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G

和
/

N

-G

基因等#以上基因均属于管家基因1其中
BI=558

为

多拷贝基因#其用于病原学诊断敏感度高于单拷贝基因#但

是
BI=558

基因并非存在于所有结核分枝杆菌中#有的菌株

BI=558

基因缺失#可能造成假阴性结果*

(

+

1本研究对西安

市胸科医院收治的
(

例
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基因零拷贝菌株感染的结核

病患者病原学诊断过程及分离株测序结果进行分析#旨在为

临床诊断工作提供借鉴1

临床资料

患者#男#

4)

岁1因间断咳嗽0咳痰0胸闷0气促
()

个

月#伴发热
(

周#于
3)3)

年
-

月
(+

日入住西安市胸科医院1

患者
4

年前无明显诱因出现咳嗽0咳白色黏痰#未行特殊处

理1

3)(,

年
;

月
3:

日患者因胸闷0气促#就诊于当地医院#

诊断为'尘肺(#给予对症治疗后症状稍有好转#但活动后仍

感到气促#休息后可缓解#随着病程进展#气促症状逐渐加

重1患者于
3)3)

年
-

月
4

日出现发热#最高体温
+:*,z

#午

后明显#无畏寒0寒颤#就诊于山阳县中医医院#行胸部
?M

示双肺出现病灶并形成空洞#不排除肺结核可能#遂来我院

做进一步诊断治疗1患病期间#患者无咯血#无胸痛和心慌#

无恶心和呕吐#体质量
-

个月减轻
()V

W

1

入院时体格检查!体温
+:u

#脉搏
,3

次"
6'1

#呼吸频率

39

次"
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#血压
(9)

"

())66L

W

$

(66L

W

r)*(++VR7

%1患

者神志清楚#呼吸平稳#口齿清晰#全身皮肤黏膜无黄染#全

身浅表淋巴结无肿大)胸廓正常#无肋间隙增宽)双肺叩诊清

音#呼吸音粗#闻及干性音)心率
,3

次"
6'1

#节律齐#无杂

音)腹部柔软#无压痛0反跳痛)肝脾肋下未扪及)四肢活动正

常#双下肢未见浮肿1

实验室检查!白细胞$
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%均阴性#结核感染
M

细胞

斑点试验$

M2"R!M/MU

%阳性)降钙素原
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抗体阳性#培养滤液

蛋白
()

$

?PR2()

%抗体阳性#其余为阴性1痰标本涂片分枝

杆菌抗酸染色阳性$

[[[[

%1痰标本分枝杆菌复合群核

酸检测$双通道
R?_2

荧光探针法%结果为非结核分枝杆菌核

酸阳性1结核分枝杆菌核酸检测$

_JB

恒温扩增%结果为结

核分枝杆菌阳性1为进一步验证双通道
R?_2

荧光探针法的

假阴性及
_JB

恒温扩增检测假阳性的可能#用同一份标本

进行结核分枝杆菌核酸检测$恒温扩增荧光法%#结果为阴性)

QF1FY

Z

FGCHMU

"

_#P

检测$巢式探针
2

荧光定量
R?_

法%结

核分枝杆菌阳性#利福平野生型1同时对患者入院标本进行

分枝杆菌
UB?M5?HQ#M,-)

液体培养#

(

周后痰培养分枝

杆菌阳性#

HRU-9

单克隆抗体检测阳性1痰标本直接提取

的核酸样本及培养后细菌提取的核酸样本同时做分枝杆菌

菌种基因鉴定$

$JB

微阵列芯片法%结果均为结核分枝杆

菌1为进一步明确分子生物学检测结果不一致的原因#通过

痰标本直接提取核酸及培养后细菌提取核酸进行
BI=558

基

因测序#测序结果显示#该例患者感染的结核分枝杆菌为

BI=558

基因零拷贝菌株1对培养后的菌株进行结核分枝杆

菌药物敏感性$微孔板法%试验显示除异烟肼和帕司烟肼耐

药外#其余药品均敏感1

影像学检查!患者入院前查胸部
?M

$山阳县中医医院#
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图
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患者#男#

4)

岁1胸部
?M

扫描$

3)3)2):2)-

%显示#双肺弥漫分布粟粒状0斑片状

及条索样密度增高影#边界欠清晰#密度不均匀#双肺上叶近肺门处病灶实变#以右肺为

著#局部伴空洞形成#右肺上叶部分支气管变窄)双肺门可见增大的淋巴结#伴钙化)双侧

胸膜增厚0粘连

管血管束增重0紊乱#双肺弥漫性粟粒状0

斑片状及条索状密度稍高影#双肺上叶后

段可见较大不规则厚壁空洞#边缘毛糙#

壁内凹凸不平#不光整#心影形态大小未

见异常1入院后在我院查胸部
?M

$

3)3)2

):2)-

%!双肺多叶多段有散在分布微小结

节密度增高影并空洞形成)尘肺)双侧胸

腔积液及胸膜增厚粘连$图
(

"

9

%1

治疗情况!患者住院初期分子诊断已

明确为结核分枝杆菌感染#而培养结果未

出#无法进行药物敏感性检测#且患者病

情复杂#病灶较重#遂给予左氧氟沙星加

强抗结核治疗#联合
L2_2X25

$

L

!异烟肼)

_

!利福平)

X

!吡嗪酰胺)

5

!乙胺丁醇%方案

行抗结核治疗#并常规辅以预防性保肝治

疗1入院
(4%

后分枝杆菌培养阳性#微孔

板药物敏感性检测结果提示患者对异烟

肼和帕司烟肼耐药#胸部
?M

检查$

3)3)2):2)-

%结果显示治

疗效果不理想1经过评估#对该例患者治疗方案进行修正#

继续给予左氧氟沙星加强抗结核治疗#联合
_2X252B6

$

B6

!阿米卡星%方案行抗结核治疗#并转至耐药科继续治

疗#患者诉因家庭原因坚持出院#于
3)3)

年
:

月
;

日办理

出院1

讨
!!

论

结核分枝杆菌复合群是引起肺结核的主要病原体#

#"-(()

是结核分枝杆菌基因组中的一段多拷贝保守序列#

含有
(+-(E

Z

核苷酸和
3;E

Z

的反向末端的重复序列#只存

在于结核分枝杆菌复合群中*

3

+

1对于我国广泛流行的北京

基因型结核分枝杆菌*

+

+

#根据菌株基因组核转录因子$

1D=8F7G

CG710=G'

Z

C'&1T7=C&G0

#

JMP

%区域中是否存在结核分枝杆菌特

异性插入序列$

'10FGC'&10F

<

DF1=F

#

#"

%

-(()

#可分为北京基因

型古代株和北京基因型现代株
3

个亚型*

9

+

1北京基因型古

代株的
JMP

区中没有
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#而北京基因型现代株
JMP

区中至少含有
(

个
BI=558

1

近年来#基于针对结核分枝杆菌特定序列的
#"-(()

0

@0

Z

-4

0

(-"G_JB

0

/

N

-G__$_

区域0

;4U

抗原0

+;V$7

抗原

的某些序列的聚合酶链反应$

R?_

%扩增#已经开发了许多结

核病分子诊断方法1虽然大多数结核分枝杆菌分离株中

BI=558

基因为高拷贝基因#但谢彤等*

4

+报道天津地区
4(:

例临床分离株中
:)

株为
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基因缺陷株#其检出率高达

(+*4>

#所以临床应用中要警惕单拷贝或零拷贝分离株对以

BI=558

为靶点的分子检测可能造成假阴性结果的可能1

BI=558

在结核分枝杆菌检测中具有特异性0稳定性及高拷

贝性#相比于单拷贝的其他序列如
HRU-9

0

HMR9)

等具有

更高的敏感度和特异度#因此
BI=558

是目前临床分子生物

学结核分枝杆菌诊断最常用的扩增靶点*

-

+

1

但是
BI=558

低拷贝甚至零拷贝的结核分枝杆菌将会对

以
#"-(()

为检测靶点的检测方法的阳性率及准确性造成一

定影响1我国已有文献报道
#"-(()

缺失菌株$北京基因古

代株%在中国不同地区的流行率为
(+*4>

"

3+*4:>

*

4

#

:

+

1

裴秀英等*

;

+对
(-

株分离自上海的结核分枝杆菌菌株应用

_PSR

技术进行研究#发现
(

株
#"-(()

零拷贝株和
(

株

#"-(()

单拷贝株1然而#目前对于中国大部分地区
#"-(()

拷贝数分布的研究还不足#低拷贝或零拷贝菌株对临床诊断

的影响还需要进一步探究1

本例患者入院初期应用以
BI=558

和
"9

N

=7

为靶基因的

分枝杆菌复合群核酸检测方法$双通道
R?_2

荧光探针法%#

结果为非结核分枝杆菌阳性#而以结核分枝杆菌复合群
(-"

G_JB

序列特异性片段为靶标的结核分枝杆菌核酸检测方

法$

_JB

恒温扩增%结果为结核分枝杆菌#出现两种分子生

物学检测结果不一致的情况1为进一步验证检测结果的准

确性#笔者又应用以
BI=558

为单靶基因的结核分枝杆菌核

酸检测方法$恒温扩增荧光法%#结果为结核分枝杆菌阴性#

而以
/

N

-G

基因
;(E

Z

利福平耐药核心区域$

__$_

%为靶基

因的
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Z
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检测$巢式探针
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法%#结果为结核分枝杆菌#利福平敏感1基于
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子生物学检测试剂得到的检测结果存在差异#通过分析各种

检测试剂的检测原理及检测靶点#怀疑为
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基因缺失

菌株#最后通过测序技术鉴定该例患者感染菌株为
BI=558

基因缺失1

本例患者出现两种分子生物学检测结果不一致的情况#

对针对
#"-(()

单靶点的
R?_

方法在结核分枝杆菌检测方

面的可靠性会造成影响#导致假阴性结果的出现#而低拷贝

菌株因其多态性有限#也同样会影响其在基因分型中的鉴定

能力1因此#在结核病诊断方面需联合其他的基因靶点#如

HRU-9

0

HMR9)

0

(-"G_JB

0

@0

Z

-4

等组成多重
R?_

法提高

临床标本中分枝杆菌检测的准确性1

除了选择合适的靶基因#不同原理的分子生物学检测技

术对结核分枝杆菌核酸检测阳性率也有一定的差异1本例

患者应用
9

种方法对结核分枝杆菌进行核酸检测#在实际应

用中都有可能出现假阳性或假阴性的情况#无法对原始标本

中结核分枝杆菌拷贝数实现绝对定量1数字聚合酶链式反

应$
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W
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Z

&8

O

6FG70F=@7'1GF7=C'&1

#

%R?_

%是一项基于单分

子目标基因
R?_

扩增的绝对定量技术#比标准实时反转录
2

聚合酶链反应$
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Z
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O

6FG70F=@7'1GF7=2

C'&1

#

_M2R?_

%具有更高的敏感度和准确性#且
%R?_

具有

无需循环
?M

值和标准曲线即可实现样品中
$JB

分子绝对

定量的优点*

,

+

#未来可能对于低浓度和低拷贝的结核分枝杆

菌核酸检测具有广泛的应用前景#但还需进行更多的研究加

以证实1

综上#基于目前结核分枝杆菌的分子生物学检测诊断试

剂的广泛应用#要警惕单拷贝或者零拷贝分离株对以
#"-(()

为靶点的分子检测可能造成假阴性结果的可能1实验室检

测人员需要对不同检测试剂的检测原理进行熟练掌握#当不

同试验的检测结果出现不一致时#要积极协助临床进行分

析#以免出现错误判断#延误患者的诊断与治疗1
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