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分子检测技术诊断骨关节结核及其耐药性的研究进展

王桂荣
!

黄海荣

!摘要" 骨关节结核约占肺外结核的
$9:

#由于症状不典型#易导致漏诊*误诊+细菌学检查是结核病诊断的

金标准#但传统实验室方法诊断骨关节结核的敏感度低*耗时长#不能满足骨关节结核快速诊断的需要+近年来分

子诊断技术在结核病诊断中发挥越来越重要的作用#作者综述了基因芯片技术*线性探针技术和
R

J

BC@SOQ

"

IWX

技术诊断骨关节结核及其耐药性的研究进展#以便为选择骨关节结核实验室诊断方法提供依据+

!关键词"

!

结核#骨关节%

!

分子诊断技术%

!

结核#抗多种药物性%
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结核病&

@A7BC8A5",#,
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OQ

'是一种严重危害人类健康的

慢性传染性疾病#可累及全身几乎所有的器官和组织+结核

病在全球导致死亡的感染性疾病中排名第二#仅次于人类获

得性免疫缺陷综合征,

$

-

+据
gUP

3

/%$9

年全球结核病年

报4报告#

/%$;

年我国新增结核病患者
('

万例#其中
//:

为

肺外结核患者,
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+我国也是全球
/1

个耐多药结核病&
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SNI.OQ

'高负担国家之一#中

国的
SNI.OQ

患者例数占世界的
$1&'':

,

$./

-

+骨关节结核

绝大多数继发于肺结核#结核分枝杆菌通过血行或淋巴系统

传播至骨关节#发生于供血丰富*负重程度大的骨质或活动

较多的关节滑膜+骨关节结核占所有结核病患者例数的

':

"

9:

#占肺外结核患者例数的
$9:

,

'

-

+患者若长期得

不到有效治疗#会大大增加后遗症风险#如脊柱弯曲*棘突隆

起*背部(驼峰)畸形*截瘫等#这些后遗症将给患者造成终生

身体和精神上的痛苦,

;

-

+因此#在
SNI.OQ

高负担国家中#

快速诊断骨关节结核及其耐药性#对骨关节结核的早期诊断

和早期治疗#以及对结核病疫情的控制均具有重要意义+

由于骨关节结核临床表现不典型*病变位置深*标本不

易获得#加之病灶含菌量少#给骨关节结核的诊断带来了严

峻挑战+细菌学检查是结核病诊断的金标准#但传统实验室

诊断方法中脓液涂片抗酸染色阳性率为
$%:

"

'%:

,

9

-

#脓

液结核分枝杆菌培养阳性率为
$%:

"

)%:

,

)

-

#而且耗时较

长#不能满足骨关节结核快速诊断的需要+准确及时的结核

分枝杆菌耐药检测是指导临床早期开展个体化治疗*控制结

核病流行的前提+而传统药物敏感性试验&简称(药敏试

验)'#从培养到获得药敏试验结果需
0

"

$/

周#不能满足耐

药骨关节结核的早期治疗+以
M<I

技术为基础的分子诊断

技术在快速诊断结核病及其耐药性中已发挥重要作用#而且

该领域仍在不断改进和发展中#使其操作更加简便*成本更

加低廉+笔者将综述常用分子检测技术诊断骨关节结核及

其耐药性的研究进展+

一*基因芯片技术

基因芯片技术的基本原理是通过微阵列技术将多种

NF?

探针有序地*高密度地排列在玻璃片或纤维膜等载体

上#然后与标记的样品杂交#通过检测每个探针分子的杂交

信号强度#进而获取样品分子的数量和序列信息,

1

-

+基因芯

片技术作为一种高通量自动化检测技术#在病原微生物分子
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诊断方面可用于菌种鉴定*分型*诊断*耐药性检测等多个领

域#具有快速*准确*高通量*自动化程度高等优点+

Y=4-

D

等,

0

-评估了
<4

J

#@45Q#"

OS基因芯片诊断脊柱结核及其对利福

平和异烟肼的耐药情况#结果表明与
Q?<O2<SfWO()%

系统相比#

<4

J

#@45Q#"

OS基因芯片诊断脊柱结核的敏感度为

('&99:

#检测利福平耐药的敏感度为
00&(:

#特异度为

(%&1:

%检测异烟肼耐药的敏感度为
0%&%:

#特异度为

($&%:

+刘军兰等,

(

-报道基因芯片检测关节液中结核分枝

杆菌的准确率为
0)&;;:

+程鹏等,

$%

-报道采用基因芯片技

术对脊柱结核临床分离株进行检测#发现对链霉素*乙胺丁

醇*左氧氟沙星*阿米卡星和卷曲霉素耐药的敏感度分别为

(%&'):

*

)$&(%:

*

(;&9(:

*

))&%%:

和
)9&9/:

#其对应的特

异度分别为
1%&'1:

*

90&$$:

*

90&%%:

*

($&(9:

和
0%&9):

%

在
/)

株全敏感菌株中#对
9

种抗结核药物耐药检测的特异

度均为
$%%:

+可见基因芯片法诊断骨关节结核及结核分

枝杆菌对一线*二线抗结核药物耐药检测的敏感度*特异度

均较高+

基因芯片技术的优点!特异度强*敏感度高*检测快速*

可实现高通量检测%缺点!需要特殊仪器及相关软件分析系

统*结果判断需要较高水平的专业人员*自动化程度不够易

造成交叉污染等+与痰标本和结核分枝杆菌临床分离菌株

相比#骨关节结核临床标本具有异质性大*标本含菌量少*标

本处理难度大等特点#因此应用基因芯片技术诊断骨关节结

核及其耐药性时#标本的处理较复杂+目前#分子检测技术

在结核病尤其是耐药结核病的诊断中获得越来越多的重视#

然而分子检测技术仍无法完全代替传统方法+基因芯片技

术可与传统方法结合使用#指导临床开展早期*有效化疗+

二*线性探针技术

线性探针技术&

5#-B

J

C"7B4,,4

G

#

VM?

'的原理是通过应

用生物素标记的特异引物进行靶核酸&

NF?

'的扩增#并将

扩增产物变性后与固定在尼龙膜上的特异寡核苷酸探针杂

交#通过酶联免疫显色法显示结果#

$

次杂交可以检测多种

靶序列,
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-

+比较有代表性的线性探针技术试剂盒有
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WFFP.VM?

是最早应用

于临床的
VM?

试剂盒#可用于结核分枝杆菌临床分离株和

涂阳痰标本的结核分枝杆菌及其利福平耐药检测,

$/

-

+

fB-"O

GJ

BSOQNI

J

5A,

试剂盒可用于检测结核分枝杆菌及

异烟肼和利福平耐药#

/%%0

年
gUP

推荐
fB-"O

GJ

B

SOQNI

J

5A,

试剂盒用于涂阳肺结核患者的结核分枝杆菌及

其耐药性检测,

$'

-

+

fB-"O

GJ

BSOQNI,5

试剂盒可检测结核

分枝杆菌对氟喹诺酮类和二线注射类抗结核药物耐药情

况,

$;

-

+

?WN

试剂盒含有
'

个独立的检测模块#模块
$

可同

时检测利福平和异烟肼是否耐药#模块
/

可同时检测氟喹诺

酮类和乙胺丁醇是否耐药#模块
'

可同时检测卡那霉素*阿

米卡星和链霉素是否耐药,

$9

-

+

SB@4

分析显示
fB-"O

GJ

BSOQNI

J

5A,

试剂盒检测利

福平耐药的敏感度为
(0&$:

#特异度为
(0&1:

%检测异烟肼

耐药的敏感度为
0;&':

#特异度为
((&9:

,

$)

-

+

fA

等,

$1

-的

研究结果显示#以临床诊断参考标准为金标准#

fB-"O

GJ

B

SOQNI

J

5A,

试剂盒诊断骨关节结核的敏感度为
1/:

#特异

度为
$%%:

%以药敏试验结果为金标准#

fB-"O

GJ

BSOQNI

J

5A,

试剂盒检测利福平和异烟肼的敏感度分别为
0'&':

和

09&1:

#特异度均为
$%%&%:

+

S"5#-4.S"

G

4

等,

$0

-的研究结

果显示#

?WN

试剂盒与
Q?<O2<SfWO()%

系统检测异烟

肼*利福平*氟喹诺酮类*乙胺丁醇*卡那霉素或卷曲霉素*链

霉素耐药的一致性分别为
(0&':

&

9(

"

)%

'*

$%%&%:

&

)%

"

)%

'*

($&9:

&

9;

"

9(

'*

1/&(:

&

;'

"

9(

'*

$%%&%:

&

9$

"

9$

'

和
(0&%:

&

9%

"

9$

'+

QC",,#BC

等,

$;

-报道
fB-"O

GJ

BSOQNI,5

试剂盒&版本
/&%

'检测氟喹诺酮类*卡那霉素*阿米卡星*卷

曲霉素耐药的敏感度分别为
(;&0:

*

(%&9:

*

($&':

和
0'&%:

+

VM?

技术的优点!具有较高的敏感度和特异度#并可同

时检测结核分枝杆菌及其耐药性#而且有些试剂盒可检测二

线药物的耐药情况+缺点!

VM?

所含探针数量有限#不能检

测出一些基因区&如
71

@

F

*

W7D*

*

<

6A*

等'的突变#可能出现

假阴性结果,

$(

-

%对实验室环境及工作人员水平要求较高+

VM?

技术检测骨关节结核标本中结核分枝杆菌及其耐

药性的敏感度和特异度高#检测时间短#并且可同时检测结

核分枝杆菌及其耐药性#可用于早期诊断骨关节结核及其耐

药性+由于骨关节结核临床标本与痰标本性质差异较大#尽

量留取多种骨关节结核标本#并优化标本前处理过程#可获

得较好的检测结果,
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技术

R

J

BC@SOQ
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技术是以半巢式实时
M<I

技术为基

础的全自动核酸扩增检测技术#以
A

@

9$

基因为靶基因#可在

/=

内同时检测结核分枝杆菌和是否对利福平耐药,
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/%$%

年
gUP

推荐
R
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IWX

技术用于肺结核的诊

断#

/%$'

年
gUP

又推荐
R

J

BC@SOQ

"

IWX

技术用于肺外结

核的诊断,

/'./;

-

+

SB@4

分析显示
R

J

BC@SOQ

"

IWX

诊断肺外

结核的敏感度为
11:

"

0':

#特异度为
(1:

"

(0:

,

/9./)

-

+

国内外研究表明#

R

J

BC@SOQ

"

IWX

诊断骨关节结核的敏感

度为
)'&91:

"

(9&)%

#特异度为
()&/%:

"

$%%&%%:

%检测

骨关节结核利福平耐药的敏感度为
('&'':

"

$%%&%%:

#特

异度为
(;&$/:

"

$%%&%%:

,

$1

#

/1.'%

-

+
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IWX

技术的优点!自动化检测平台#操作简

便#对实验室人员的水平要求较低%检测时间短#

/=

即可报

告结果%准确率较高%全封闭系统#可降低交叉污染率#并可

降低生物安全风险+缺点!仪器和试剂较昂贵%仅能检测利

福平耐药+基因芯片技术*线性探针技术和
R

J

BC@SOQ

"

IWX

技术的特点见表
$

+

不同标本类型及不同标本处理方法均会不同程度地影

响检测的准确性#为尽可能减少误差#

gUP

对不同标本的

预处理方法做了推荐,

'$

-

#骨关节结核标本的预处理可参照

淋巴结和其他组织的推荐处理步骤#使
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BC@SOQ

"

IWX

技
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表
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各类项目在基因芯片*线性探针和
R

J

BC@SOQ

"

IWX

技术中的特点

项目 基因芯片技术 线性探针技术
R

J

BC@SOQ

"

IWX

技术

检测药物 利福平*异烟肼
利福平*异烟肼*乙胺丁醇*氟喹诺

酮类*注射用二线药
利福平

核心技术 基因芯片技术 线性探针杂交技术 实时
M<I

技术

结果判读 自动 人工或自动 自动

配套仪器 专用 专用 专用

操作步骤 繁琐 繁琐 简便

检测时间&

=

'

) ) /

覆盖位点 少数热点突变 少数热点突变
A

@

9$0$7

J

耐药决定区

缺点
M<I

结束后需开管操作#易污染
M<I

结束后需开管操作#易污染
对同时含有耐药和敏感菌株的标本无

法判读

术应用于骨关节结核的诊断具有一定可行性+由于
R

J

BC@

SOQ

"

IWX

在骨关节结核快速诊断中敏感度和特异度高#检

测时间短#生物安全性好#并且可同时检测利福平耐药#适用

于骨关节结核及其耐药性的快速诊断+

总之#骨关节结核若能早期诊断*早期治疗#不仅可控制

病情进展#缩短治疗疗程#还可以减轻患者经济压力#减少或

避免脊柱畸形+在骨关节结核的诊断中应在传统实验室诊

断技术的基础上#辅以分子检测技术#相信随着检查方法的

不断进步#骨关节结核的诊断将会更快速*更准确+
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强化抗结核药物治疗对成人结核性脑膜炎预后的影响

UBB3,̂BĈ ?N

#

Q4-

D

FN

#

S4#FO

#

B@45+W-@B-,#K#B!?-@#@A7BC8A5",#,O=BC4

JG

#-?!A5@, #̀@=OA7BC8A5"A,SB-#-

D

#@#,+F2-

D

5>SB!

#

/%$)

#

'1;

&
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背景 结核性脑膜炎往往是致命的+尽管早期应用抗

结核药物治疗及糖皮质激素辅助治疗可提高生存率#但仍有

近
$

"

'

的患者死亡+本研究假设#强化抗结核药物治疗可以

促进脑内结核分枝杆菌的杀灭#并降低患者的死亡率+

方法 该研究为随机*双盲*安慰剂对照的临床试验#研

究对象为临床诊断为结核性脑膜炎的成年患者#包括部分并

发人类免疫缺陷病毒&

UWE

'感染患者+研究共纳入患者
0$1

例&包括
';(

例并发
UWE

感染患者'#其中
;%(

例接受标准的

治疗方案#

;%0

例接受强化治疗方案+两组患者在人口学特

征*

UWE

感染*耐药情况*结核性脑膜炎诊断分类&明确*极为

可能*可能*不太可能*其他情况'等方面差异无统计学意义#

具有可比性+所有患者均被送至指定的
/

家越南医院#并接

受标准口服抗结核药物治疗#包括!异烟肼&

93

D

$

^

D

c$

$

!

c$

#

每天最多
'%%3

D

'*利福平&

$%3

D

$

^

D

c$

$

!

c$

'*吡嗪酰胺

&

/93

D

$

^

D

c$

$

!

c$

#每天最多
/%%%3

D

'和乙胺丁醇

&

/%3

D

$

^

D

c$

$

!

c$

#每天最多
$/%%3

D

'#治疗
'

个月#随后

改为利福平和异烟肼相同剂量口服
)

个月+既往接受抗结

核药物治疗的患者在治疗前
'

个月加用链霉素&

/%3

D

$

^

D

c$

$

!

c$

#每天最多
$%%%3

D

'治疗+所有患者均在治疗的

前
)

"

0

周接受地塞米松联合治疗+强化治疗以标准的
(

个

月治疗方案为基础#在治疗前
/

个月增加利福平&

$93

D

$

^

D

c$

$

!

c$

'剂量并加用左氧氟沙星&

/%3

D
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