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·论著·

基于85B mRNA的逆转录-实时定量聚合酶

链反应对肺结核分枝杆菌感染的诊断价值
张菊侠  杨万福

【摘要】目的  探讨痰液样本中检测结核分枝杆菌（MTB）85B mRNA的逆转录-实时定量聚合酶

链反应（RT-qPCR）对MTB感染的诊断价值。方法  分别纳入2016年1月至2016年12月陕西省结核病

防治院经痰培养法（BACTEC MGIT 960系统）确诊为MTB阳性患者60例为试验组，60例无MTB感染

的健康人为对照组。提取痰液样本核酸，分别采用TaqMan法检测MTB基因中编码16S rRNA的DNA序

列和RT-qPCR法检测MTB的85B mRNA，比较两种方法的诊断效能（敏感性、特异性、阳性预测值、

阴性预测值和准确性）。结果  TaqMan法诊断MTB感染的敏感性、特异性、阳性预测值、阴性预测值

和准确性分别为93.3%、83.3%、84.9%、92.6%和88.3%；RT-qPCR法分别为98.3%、95.0%、95.2%、

98.3%和96.7%。通过二元Logistics回归分析证实基于85B mRNA的RT-qPCR法对MTB感染鉴别能力更

强（OR = 19.924，95%CI：5.364～73.012，P ＜ 0.001）。结论  基于结核分枝杆菌85B mRNA的RT-
qPCR方法能够快速、有效诊断MTB感染。
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【Abstract】Objective  To investigate the diagnostic value of reverse-transcriptase quantitative polymerase 
chain reaction (RT-qPCR) targeting 85B mRNA of Mycobacterium tuberculosis (MTB) in sputum samples for 
MTB infection. Methods  Total of 60 cases with MTB infection in the experimental group by sputum culture 
method (BACTEC MGIT 960 system) in the Six Branch of Shanxi Tuberculosis Control Hospital from January 
2016 to December 2016 were selected as research group, while 60 healthy people without MTB infection were 
collected as control group. The nucleic acids were extracted from sputum samples. The DNA sequence encoding 16S 
rRNA of MTB was detected by TaqMan method and the 85B mRNA of MTB was detected by RT-qPCR method, 
then the diagnostic efficacy (including sensitivity, specificity, positive predictive value, negative predictive value, 
and accuracy) of the two methods were compared. Results  The sensitivity, specificity, positive predictive value, 
negative predictive value and accuracy of TaqMan method for the diagnosis of patients in research group were 
93.3%, 83.3%, 84.9%, 92.6% and 88.3%, respectively; which were 98.3%, 95.0%, 95.2%, 98.3% and 96.7% of 
RT-PCR, respectively. The binary Logistic regression analysis confirmed that RT-qPCR based on 85B mRNA was 
more optimal to diagonse MTB infection (OR = 19.924, 95%CI: 5.364-73.012, P < 0.001). Conclusions  RT-qPCR 
targeting 85B mRNA of MTB could rapidly and effectively diagnose the status of MTB infection.
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肺结核病诊断最常用的方法是出现可疑症状

和体征后采用抗酸染色显微镜下直接观察结核分

枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，MTB）进

行初步诊断，但其敏感性仅为50%～60%[1-3]。因

MTB增殖速度极度缓慢，作为金标准的痰培养法

（BACTEC MGIT-960系统）至少需2周以上时间

才能获得检测结果，常延缓治疗起始时机[4]。故目

前的诊断策略侧重于在保证诊断敏感性和特异性

的前提下尽可能缩短检测耗时，包括针对MTB的

DNA或核糖体RNA（ribosome RNA，rRNA）等核

酸检测，因选择的检测靶点不同，不同研究中心间
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的诊断效能一致性较差[5-6]。MTB在增殖过程中通

过能量依赖途径分泌大量的抗原85复合物，该复

合物由3个分子量为30～32 kDa蛋白质组成，而其

中的85B蛋白存在于MTB所有亚型中，并具MTB
序列保守性和种属特异性[7-9]，更适用于MTB的诊

断和筛查。鉴于mRNA降解速度较rRNA或DNA更

快，故针对mRNA的检测更适合于MTB现症感染

的检测，因此本研究以MTB的85B mRNA为检测靶

点，通过逆转录-实时定量聚合酶链反应（reverse-
transcriptase quantitative polymerase chain reaction，
RT-qPCR）方法评估痰样本中85B mRNA检测对

MTB感染的诊断价值，现报道如下。

资料与方法

一、研究对象

本研究经陕西省结核病防治院伦理委员会讨

论通过[（2019）年临审第（2）号]，所有患者签

署知情同意书。纳入2016年1月至2016年12月于本

院确诊的肺结核病患者。

1. 纳入标准：①年龄≥ 18周岁；②经BACTEC 
MGIT-960全自动快速分枝杆菌培养鉴定仪检测并鉴

定为MTB感染；③符合临床症状咯痰＞ 2周、午后

发热、盗汗、体重减轻等症状，且经胸部影像学确

诊；④未经任何抗结核治疗。

2. 排除标准：①有抗结核病治疗史；②合并系统

性免疫疾病、肝肾功能不全；③贫血；④妊娠期等。

3. 本研究共纳入60例MTB痰培养阳性的肺结

核病患者作为试验组，平均年龄为（46.5 ± 12.3）
岁，其中男性36例、女性24例。同期选择60例按

年龄、性别一一匹配、且经BACTEC MGIT-960全
自动快速分枝杆菌培养鉴定仪确诊无MTB感染的

健康体检者为对照组，平均年龄为（46.5 ± 12.3）
岁，其中男性36例、女性24例。

二、检测方法

1. 痰液样本采集及保存：试验组患者于清晨

收集痰液标本，对照组为体检当日上午收集口腔

痰液或唾液标本。标本均留取5 ml，其中2 ml进行

BACTEC MGIT-960快速培养，剩余3 ml加入15 ml
离心管中，加入3 ml的4% NaOH，旋涡振荡混匀，

室温放置15～20 min。13 000 r/min离心5 min（离心

半径r = 6.0 cm），弃上清，再加入1 ml生理盐水重

悬洗涤，13 000 r/min离心5 min，弃上清。处理后的

标本分装为2份，储存于－80 ℃冰箱中，用于后续

DNA或RNA提取。

2. MGIT 960法：采用美国Becton Dickinson公司

生产的MACTEC-MGIT 960快速培养仪进行。将2 ml
痰液标本接种于MGIT培养管中进行培养，荧光强

度记忆探测器每隔60 min测定培养管内荧光强度，

以生长指数（growth index，GI）值报告结果。

3. TaqMan法检测DNA：通过口腔拭子基因组

DNA提取试剂盒（天根生化科技有限公司，北京）

提取痰样本中的DNA，使用市售COBAS TaqMan 48 
MTB试剂盒（罗氏公司，瑞士）在COBAS TaqMan 
48分析仪（罗氏公司，瑞士）中进行PCR检测反

应。每个PCR反应中加入50 μl的DNA提取物，数

据结果由COBAS TaqMan 48分析仪自动分析生成。

其中，TaqMan探针序列靶向于MTB基因组中编码

16S rRNA的保守DNA序列，探针序列为5′-FAM-
TCGAGTGACCCGGCATGGGAGCGT-Tamra-3′。

4. RT-qPCR法检测85B mRNA：通过Trizol
（Sigma公司，美国）法手工提取痰样本中总RNA，

并经Nanodrop 2000定量后利用PrimeScript™ RT Master 
Mix RNA逆转录试剂盒（TaKaRa公司，大连）将

1 μg总RNA于20 μl体系中逆转录成cDNA，并稀释

10倍，取5 μl cDNA产物采用TB Green™ Fast qPCR 
Mix试剂盒（TaKaRa公司，大连）进行RT-qPCR反
应，于LightCycler 480荧光定量PCR仪中检测、并

自动分析结果。RT-qPCR方法检测85B mRNA的引

物为：正向5′-TCAGGGGATGGGGCCTAG-3′，反向

5′-GCTTGGGGATCTGCTGCGTA-3′，PCR产物长度为

130 bp。
三、统计学处理

采用SPSS 23.0软件进行统计分析。患者例数

（%）均为计数资料，统计分析采用秩和检验，并

计算TaqMan法和RT-qPCR法在试验组和对照组中

针对MTB感染的诊断敏感性、特异性、阳性预测

值、阴性预测值和准确性。以二元Logistics回归分

析比较TaqMan法和RT-qPCR法对MTB感染的诊断

价值。以P ＜ 0.05为差异有统计学意义。

结    果

一、TaqMan法、RT-qPCR法与MGIT 960法的

检测结果

TaqMan法对MTB感染的诊断阳性率为93.3%，
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低于金标准BACTEC MGIT 960系统（100%），差

异具有统计学意义（χ2 = 4.138、P = 0.042）；RT-
qPCR法的诊断阳性率为98.3%，与BACTEC MGIT 
950系统所检测的阳性率差异无统计学意义（χ2 = 
1.008、P = 0.135）。对照组标本RT-qPCR对结核

分枝杆菌的阴性诊断率（95.0%）高于TaqMan法
（83.3%），差异具有统计学意义（χ2 = 4.227、P = 
0.040），见表1。

二、TaqMan法和RT-qPCR法的诊断效能 
RT-qPCR对MTB感染的敏感性、特异性、

阳性预测值、阴性预测值和准确性均显著高于

TaqMan法，见表2。
三、TaqMan法和RT-qPCR法的诊断价值

诊断价值是进一步比较两种方法的诊断效

能，通过年龄、性别校正后的结果比较。基于85B 
mRNA的RT-qPCR法能够有效鉴别结核分枝杆菌

感染者（OR = 19.924，95%CI：5.364～73.012，
P ＜ 0.001），而TaqMan法的诊断价值较低（P = 
0.095），见表3。

讨    论

WHO在2015年的全球结核病报告中指出，全球

约有1 040万例新增结核病患者，其中48万例为多药

耐药结核病，而结核病死亡人数上升至140万人，成

为全球十大死因之一[10]。潜伏性MTB感染者进展至

活动性肺结核病的风险极高，故建议MTB感染潜伏

期患者接受预防性化疗等在内的感染控制方案以降

低活动性肺结核发病风险[11-13]。目前针对肺结核病的

有效管理包括及时诊断结核病[14]。痰培养法是肺结

核病诊断的金标准，理论上也是药物治疗监测的金

标准，但痰培养法耗时较长，延误肺结核的早期治

疗时机[15-16]。故快速、有效、尽早诊断MTB感染对

肺结核的早期治疗具有极其重要的临床指导价值。

本研究确定基于MTB的85B mRNA的RT-qPCR
检测方法诊断肺结核病的灵敏度和特异度分别为

98.3%和95.0%。Montenegro等[17]评估基于85B mRNA
检测的RT-qPCR法在肺结核病诊断中的价值，通过

分析56例肺结核病患者在抗结核治疗前的痰培养和

RT-qPCR结果后发现，仅有51份痰培养阳性、而52
份RT-qPCR检测阳性，提示RT-qPCR的诊断价值不

劣于痰培养。而在Therese等[18]对肺结核病患者的301
份痰标本使用半定量RT-PCR检测后发现85B mRNA
检测的特异性达100%、敏感性达69.1%，其中有82
例肺结核病痰培养呈阴性但RT-PCR检测阳性。Chen
等

[19]针对MTB的IS6110 DNA检测的诊断价值研究中

发现，41例肺结核病患者中有70%患者在治疗开始

后4周才提示DNA检测阳性，而痰培养阳性率仅为

32%。本研究也证实了基于MTB基因组中保守DNA
序列检测的TaqMan法诊断肺结核病的灵敏度和特

异度均低于基于85B mRNA的RT-qPCR法。进一步

将MGIT 960法诊断结果作为因变量、TaqMan或RT-
qPCR法结果作为自变量进行二元Logistic回归分析后

证实基于MTB 85B mRNA的RT-qPCR法能够有效诊

断MTB感染（OR = 19.924，95%CI：5.364～73.012，
P < 0.001）。因mRNA的降解速度极快，阳性检测结

果反映活菌感染状态，在有效抗结核治疗后转为阴

表 1  TaqMan 法、RT-qPCR 法与 MGIT 960 法检测 MTB 感

染的阳性率 [ 例（%）]

检测方法
试验组

（60例）

对照组（

60例）
χ2值 P值

MGIT 960法 120.000 ＜ 0.001
    阳性 60（100.0）     0（0.0）
    阴性       0（0.0）    60（100.0）
TaqMan法   71.246 ＜ 0.001
    阳性   56（93.3） 10（16.7）
    阴性       4（6.7） 50（83.3）
RT-qPCR法 104.650 ＜ 0.001
    阳性   59（98.3）     3（5.0）
    阴性       1（1.7） 57（95.0）

表 2  TaqMan 法和 RT-qPCR 法的诊断效能（%）

指标 TaqMan法 RT-qPCR法
敏感性 93.3 98.3
特异性 83.3 95.0
阳性预测值 84.9 95.2
阴性预测值 92.6 98.3
准确性 88.3 96.7

表 3  TaqMan 法和 RT-qPCR 法诊断价值的二元 Logistics 回归分析

检测方法 B值 SE值 Wald χ2值 P值 OR值 95%CI
常量 2.473 1.715   2.080       0.149 11.858 0.872～19.242
TaqMan法 1.204 0.720   2.794       0.095   3.332 0.812～13.669
RT-qPCR法 2.992 0.670 19.968 ＜ 0.001 19.924 5.364～74.012

注：常量为校正年龄、性别后基线统计值 
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性[20]，故笔者认为基于85B mRNA检测方法更适合于

诊断MTB的活菌感染状态和疗效评估。

文献报道，85B mRNA检测已用于肺结核病或

肺外结核病的疗效评估[21]。因结核分枝杆菌增殖速

度缓慢，基于DNA的检测手段往往不能及时区分活

菌或死菌。Li等[22]比较MTB 85B mRNA、16S rRNA
和IS6110 DNA检测对抗结核疗效的时效预测，结

果发现85B mRNA在抗结核治疗开始后即出现降低

趋势，且治疗有效患者在治疗第7天时85B mRNA
检测呈阴性，但16S rRNA的检测转阴时间长于85B 
mRNA，而IS6110 DNA在治疗7天后仍表现为强阳

性，提示痰标本中MTB的85B mRNA的快速消失不

仅是反映MTB活力的有效指标，也是快速评估药

物应答的有效指标。

抗原85B参与MTB的细胞壁生物合成，因而作

为潜在的免疫应答靶点。Wilkinson等[23]报道，细

胞内MTB感染的24 h内，85B mRNA水平迅速增加

54倍以上，而16S rRNA仅升高14.6倍。通过抗原

85B的DNA或纯化的抗原85B蛋白可诱导机体产生

抗原特异性较强的CD4+ T细胞，从而通过增加干

扰素的分泌而预防结核病[24-26]。

综上，本研究证实了基于结核分枝杆菌85B 
mRNA的RT-qPCR方法能够快速、有效诊断肺结核

MTB感染，对肺结核病的病原学诊断和早期治疗

具有重要的指导价值。
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