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实时荧光核酸恒温扩增技术、
GeneXpert和BACTEC MGIT960液体

快速培养法对涂阴肺结核的诊断效能
王超  包训迪  徐东芳  王庆

 【摘要】目的  评估实时荧光核酸恒温扩增技术（SAT-TB）、GeneXpert MTB/RIF和液体快速

培养法（BACTEC MGIT960）对涂阴肺结核的诊断效能。方法  选取2018年10月至2021年10月于安

徽省胸科医院痰抗酸涂片镜检涂阴的疑似肺结核患者共178例，以SAT-TB、GeneXpert MTB/RIF和
BACTEC MGIT960此3种检测技术分别对样本进行单一、联合的MTB病原学检测，采用McNemar检

验和Kappa检验评估各检测方式单一、“二联”和“三联”检测对涂阴肺结核的诊断效能。结果  3种检

测技术单一检测结果与诊断金标准均存在差异[SAT-TB（χ2 = 20.833、P ＜ 0.001），GeneXpert MTB/

RIF（χ2 = 23.814、P ＜0.001），BACTEC MGIT960（χ2 = 12.014、P ＜ 0.001）]；联合检测评估显

示，SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF、SAT-TB + BACTEC MGIT960和“三联”检测与金标准差异无

统计学意义[SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF（χ2 = 2.083、P = 0.149），SAT-TB + BACTEC MGIT960

（χ2 = 3.500、P = 0.061），“三联”检测（χ2 = 0.100、P = 0.752）]，一致性分别达到0.835、0.810

和0.869，可作为涂阴肺结核患者的独立诊断证据。联合检测的灵敏度与特异度均达到90%以上，SAT-

TB + GeneXpert MTB/RIF灵敏度和特异度分别为93.08%和93.75%，SAT-TB + BACTEC MGIT960灵敏度和

特异度分别为91.54%和93.75%，“三联”检测灵敏度和特异度分别为95.38%和91.67%。SAT-TB + 

GeneXpert、SAT-TB + MGIT960“二联”检测与“三联”检测差异性检验显示，诊断结果差异无统

计学意义（SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF：χ2 = 1.778、P = 0.182，SAT-TB + BACTEC MGIT960：χ2 = 

2.083、P = 0.149），一致性达0.879和0.839。结论  SAT-TB、GeneXpert和MGIT960 3种检测方法单一

使用对涂阴肺结核独立检测效能偏低，而SAT-TB + GeneXpert或SAT-TB + MGIT960“二联”以上联

合检测可对涂阴肺结核进行独立诊断，且“二联”与“三联”检测效能相当，可在保持检测效能不降

低的前提下降低检测成本。
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【Abstract】Objective  To evaluate the diagnostic efficiency of tubercle simultaneous amplification 

and testing (SAT-TB), GeneXpert MTB/RIF and BACTEC MGIT960 assay for smear-negative pulmonary 

tuberculosis. Methods  Total of 178 suspected TB patients with negative result for acid-fast bacilli (AFB) 

sputum smear conducted in Anhui Chest Hospital between October 2018 and October 2020 were selected, 

SAT-TB, GeneXpert MTB/RIF and BACTEC MGIT960 assay were performed on sample specimens 

individually or in a combined fashion to evaluate the diagnostic efficiency of individual and double-
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combined and triple-combined testing for smear-negative TB detection with McNemar test and Kappa test. 

Results   All the three individual tests were statistically different from the gold standard [SAT-TB (χ2 = 20.833, 

P < 0.001), GeneXpert MTB/RIF (χ2 = 23.814, P < 0.001), BACTEC MGIT960 (χ2 = 12.014, P < 0.001)]. 

The evaluation of the combined testingshowed that SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF, SAT-TB + BACTEC 

MGIT960 and the triple-combined testing were not statistically different from the gold standard [SAT-TB + 

GeneXpert MTB/RIF (χ2 = 2.083, P = 0.149), SAT-TB + BACTEC MGIT960 (χ2 = 3.500, P = 0.061), triple-

combined testing (χ2 = 0.100, P = 0.752)], the consistencies reached 0.835 (SAT-TB + GeneXpert), 0.810 

(SAT-TB + MGIT960) and 0.869 (tripe-combined testing), which could be independent diagnostic evidence 

for patients with smear-negative TB. The sensitivity and specificity of three methods all reached over 90%, 

SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF were 93.08% and 93.75%, SAT-TB + BACTEC MGIT960 were 91.54% 

and 93.75%, triple-combined testing were 95.38% and 91.67%. The difference test of SAT-TB + GeneXpert, 

SAT-TB + MGIT960 double-combined testing results had no statistical difference from triple-combined 

testing (SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF: χ2 = 1.778, P = 0.182; SAT-TB + BACTEC MGIT960: χ2 = 2.083, P = 

0.149); the consistency reached 0.879 and 0.839, respectively. Conclusions   Individual SAT-TB, GeneXpert 

and MGIT960 performed low independent efficiency in detecting smear-negative TB, while SAT-TB + 

GeneXpert, SAT-TB + MGIT960 were equivalent to triple-combined testing in detection efficiency, which 

suggests double-combined testing could be considered as a cost effective substitute in diagnosing smear-

negative TB independently.

【Key words】Smear-negative pulmonary tuberculosis; Tubercle simultaneous amplification and 

testing; GeneXpert MTB/RIF; Liquid rapid culture

我国在全球结核病高负担国家中新发病例数

居第二位，2020年病例已达83.3万[1]。结核病呈现

出的高流行性、高病死率以及高耐药性等特点，

使其二级预防意义凸显[2-3]。结核病以肺结核最为

常见，其病原体为结核分枝杆菌（Mycobacterium 
tuberculosis，MTB），实验室诊断是结核病防治

工作的重要环节[4]。MTB细菌学诊断发展较早，涂

片法具有简易低价的优势，但敏感度及特异度不

高，无法区分结核与非结核分枝杆菌[5]；痰培养灵

敏度较高，但检测周期过长导致的诊断滞后性对

诊断时效产生制约[6]。为弥补细菌学检测的局限，

专家学者开始着眼于MTB分子生物学、免疫学和

病理学等诊断领域。现阶段较为成熟可靠的结核

病病原分子生物学检测技术包括实时荧光PCR、

恒温扩增、探针杂交、熔解曲线以及微阵列芯片

技术等[7]。

“涂阴”肺结核是指具有肺结核临床症状或

影像学表现，痰涂片镜检至少3次阴性的肺结核

疑似样本 [8]。本研究以“涂阴”肺结核为研究对

象，选取实时荧光定量PCR法中的MTB/利福平耐

药实时荧光定量基因扩增检测系统（GeneXpert 
MTB/RIF），恒温扩增法中的MTB核酸恒温扩

增检测（tubercle simultaneous amplification and 
testing，SAT-TB）技术，以及培养法中的BACTEC 
MGIT960液体培养法分别对其进行检测，比较3种
检测方式对涂阴肺结核样本的病原学诊断效能，现

报道如下。

资料与方法

一、一般资料

选取2018年10月至2021年10月于安徽省胸科

医院痰涂片镜检阴性的疑似肺结核患者178例；其

中男性124例（69.66%），女性54例（30.34%）；

年龄18～74岁，平均年龄（51.05 ± 10.16）岁。

纳入标准：①涂阴肺结核样本为涂片法3次痰

（即时痰、夜间痰和晨痰）涂片检测阴性，无痰患

者取咽拭子涂片3次阴性[9]；本次涂片法应用萋尼

氏抗酸染色。②最终确诊病例（金标准）均符合肺

结核诊断WS288-2017中相关诊断依据要求[10]，③

样本于检测前未进行抗结核治疗。

排除标准：①合并重大器官、系统疾病样

本；②妊娠、哺乳期样本；③相关检测项目不全的

样本。	
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本研究经安徽省胸科医院伦理委员会批准并

备案（审批号：K2022-022）。

二、方法

1. 收集患者资料：性别、年龄、病史、临床

表现、影像学检查资料和诊断结果等。

2. 标本采集：取患者干酪样或脓样痰液3份，

每份约2 ml于无菌痰杯内，4 ℃冷藏保存。

3. 标本检测：①SAT-TB检测：TB-RNA扩增

使用仪器为AutoSAT全自动核酸检测分析系统，

（上海仁度生物有限公司）。具体步骤：取2 ml待
测标本，加入核酸提纯仪，超声处理15 min，转入

检测仪，配置反应试剂并开始检测。②GeneXpert 
MTB/RIF检测：所有试剂均在使用期限内，操作严

格按照 GeneXpert MTB/RIF操作说明书流程。取2 
ml待测标本，按操作规程处理后，加入GeneXpert 
MTB/RIF试剂盒中，使用Cepheid实时荧光定量

PCR仪（美国赛沛）进行检测。反应结束后，于检

测系统窗口下直接读取MTB病原学检测结果。③ 
BACTEC MGIT960法检测：液体培养法仪器采用

BACTEC MGIT960分枝杆菌培养仪，严格按照实验

标准操作程序进行操作，待仪器报阳性结果后，培

养物行抗酸染色，结果为阳性即判读为分枝杆菌培

养阳性。

三、质量控制

基本质控流程参考《医疗机构临床基因扩增

检验实验室工作导则》相关要求
[11]，具有核酸检测

防污染措施，痰液标本选取黏液或干酪样痰，严格

按照流程要求进行样本处理。

四、统计学处理

应用SPSS 23.0建立数据库并进行统计分析，

单一、联合检测的检测结果与金标准对涂阴肺结核

患者MTB病原学诊断价值差异性采用McNemar检
验，一致性检验采用Kappa检验；“二联”与“三

联”检测对涂阴肺结核患者MTB病原学诊断价值

差异性检验采用McNemar检验，一致性检验采用

Kappa检验；计算检测效能指标灵敏度、特异度、

阳性预测值与阴性预测值，以P ＜ 0.05为差异具有

统计学意义。 

结    果

一、SAT-TB、GeneXpert MTB/RIF和BACTEC 
MGIT960对涂阴肺结核的诊断价值

178例疑似涂阴肺结核样本中最终确诊肺结核

（金标准）患者130例（73.03%），非肺结核患者

48例（26.97%），评估SAT-TB、GeneXpert MTB/
RIF和BACTEC MGIT960在涂阴肺结核人群中与

金标准的诊断一致性与差异性，McNemar检验结

果显示，3种检测方法单一检测结果与金标准差异

均具有统计学意义（P ＜ 0.05）；Kappa一致性

检验，SAT-TB、GeneXpert MTB/RIF、BACTEC 
MGIT960与金标准比较Kappa值分别为0.635、
0.496和0.166，见表1。

三种检测方法对涂阴肺结核患者MTB病原学

表 1  三种检测方法对涂阴肺结核的病原学诊断价值（n = 178）

检测方式 株数
金标准 [株（%）] McNemar检验 Kappa检验

阳性（n = 130） 阴性（n = 48） χ2值 P值 Kappa值 P值

SAT-TB 20.833 ＜ 0.001 0.635 ＜ 0.001

阳性 104       102（78.46）     2（4.17）

阴性 74 28（21.54） 46（95.83）

GeneXpert MTB/RIF 23.814 ＜ 0.001 0.496 ＜ 0.001

阳性 97 92（70.77）   5（10.42）

阴性 81 38（29.23） 43（89.58）

BACTEC MGIT960 12.014 ＜ 0.001 0.166      0.094

阳性 100 80（61.54） 20（41.67）

阴性 78 50（38.46） 28（58.34）
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诊断具体检测效能指标见表2。
 二、S AT- T B、G e n e X p e r t  M T B / R I F和

BACTEC MGIT960联合诊断对涂阴肺结核的病原

学定性诊断价值评估

McNemar检验结果显示，GeneXpert MTB/
RIF + BACTEC MGIT960联合诊断方式与金标准

诊断结果差异有统计学意义（P均＜ 0.05），其

他联合诊断方式与金标准诊断结果差异无统计学

意义（P均＞ 0.05）。两项联合检测与金标准一

致性检验，SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF、SAT-
TB + BACTEC MGIT960和GeneXpert MTB/RIF + 
BACTEC MGIT960的Kappa值分别为0.835、0.810
和0.687。“三联”检测与金标准一致性为0.869，
见表3。

联合检测对涂阴肺结核患者MTB病原学诊断

的具体检测效能指标见表4。
三、两种检测方法联合检测效能与三种检测

方法联合检测效能比较

因GeneXpert MTB/RIF + BACTEC MGIT960
联合诊断方式与金标准诊断结果差异有统计学意

义，故不能作为独立诊断方式用于涂阴肺结核患

者MTB病原学检测，现将另外两种“二联”检

测与“三联”检测方式对涂阴肺结核患者MTB
病原学诊断价值比较，McNemar检验结果显示，

所有“二联”检测与“三联”检测结果差异均

无统计学意义（P ＞ 0.05），其中，SAT-TB + 
GeneXpert MTB/RIF联合检测与三联检测一致性

较高（Kappa = 0.879），见表5。

表 4  联合检测对涂阴肺结核患者 MTB 病原学诊断效能（%）

检测方式 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF 93.08 93.75 97.58 83.33

SAT-TB + BACTEC MGIT960 91.54 93.75 97.54 80.36

GeneXpert MTB/RIF + BACTEC MGIT960 82.31 95.83 98.17 66.67

3种检测方式联合 95.38 91.67 96.88 88.00

表 3  三种方法联合检测诊断对涂阴肺结核的病原学定性诊断价值评估（n = 178）

检测方式 株数
金标准  [株（%）] McNemar检验 Kappa检验

阳性（n = 130） 阴性（n = 48） χ2值 P值 Kappa值 P值

SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF   2.083      0.149 0.835 ＜ 0.001

阳性 124 121（93.08）     3（6.25）

阴性 54       9（6.92） 45（93.75）

SAT-TB + BACTEC MGIT960   3.500      0.061 0.810 ＜ 0.001

阳性 122 119（91.54）     3（6.25）

阴性 56     11（8.46） 45（93.75）
G e n e X p e r t  M T B / R I F  + 
BACTEC MGIT960

16.000 ＜ 0.001 0.687 ＜ 0.001

阳性 109 107（82.31）     2（4.17）

阴性 69   23（17.69） 46（95.83）

3种检测方式联合 128   0.100      0.752 0.869 ＜ 0.001

阳性 124（95.38）     4（8.33）

阴性 50       6（4.62） 44（91.67）

表 2  三种检测方法对涂阴肺结核的病原学诊断效能（%）

检测方式 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值

SAT-TB 78.46 95.83 98.08 62.16

GeneXpert TB/RIF 70.77 89.58 94.85 53.09

BACTEC MGIT960 61.54 58.33 80.00 35.90
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讨    论

 
肺结核病原学诊断是一个多指标、多领域综

合检测评估的过程，其中包括症状、病史、影像

学、细菌学、分子生物学、分子病理学、血清学

以及免疫学等[12-14]。现阶段普遍仍以涂片法作为一

种重要的MTB初筛手段，将培养法作为MTB病原

学诊断的“金标准”，但涂片法诊断效能偏低，培

养法检测时效性差，已无法满足临床对于MTB病

原学诊断需求，血清学和免疫学对结核活动性评价

也缺乏敏感评估指标[15-16]。近年来，MTB分子生物

学检测技术发展迅速，根据“十三五”全国结核

病防治规划（2017）的相关要求，全国所有地市

定点医疗机构应具备开展MTB分子生物学诊断、耐

药性及菌种鉴定的实验室检测能力[17]；肺结核诊断

（WS288-2017）已将分子生物学诊断纳入其中[10]。

随着MTB分子生物学检测技术的发展，检测

方法愈发呈现多基因、多组学和高通量等特点[18]，

本研究重点分析液体培养法BACTEC MGIT960与两

种分子生物学检测方式SAT-TB和GeneXpert MTB/
RIF，在涂阴肺结核病原诊断方面具有的单一及联

合诊断价值。SAT-TB技术以MTB特异性16S rRNA
为靶标，RNA检测以其较大的模板量优势，敏感性

更高，因RNA随着菌体死亡而快速降解，对活菌诊

断和临床随访意义重大[19]。相关研究显示，MTB-
RNA检测技术对疗程结束后区分“死菌”与“活

菌”具有一定的辅助诊断价值[20-21]。GeneXpert法
属于半巢式定量PCR诊断技术，2011年WHO推荐

GeneXpert可结合影像学与细菌学检测，用于结核

病的早期诊断，于2014年提出GeneXpert替代细菌

学检测，用于肺外结核的快速诊断[22]。此种检测方

式的靶序列选取了rpoB基因利福平耐药核心区间的

81 bp片段，因此，在病原学诊断的同时，其对检

测样本利福平的耐药性水平也具有一定的检测效

能[23]。但GeneXpert法也存在局限性，即作为一种

MTB-DNA检测方式，无法区分死菌与活菌[20]。

本研究基于涂阴肺结核人群，首先单项检测

评估结果显示，两种分子生物学检测方法与金标

准检测结果一致性均低于0.65，培养法Kappa值
仅为0.166；且各检测方法独立诊断结果与金标

准差异均有统计学意义，灵敏度和阴性预测值相

对偏低，提示单一检测不能为涂阴肺结核患者的

病原学诊断提供足够证据。后经联合诊断并与金

标准结果进行一致性与差异性比较，GeneXpert 
MTB/RIF + BACTEC MGIT960“二联”诊断方

式与金标准诊断结果差异仍有统计学意义，故不

能作为独立诊断方式用于涂阴肺结核患者MTB
病原学检测。其他两种“二联”检测方式与金标

准差异无统计学意义，提示联合诊断可增加诊断

效能，SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF、SAT-TB + 
BACTEC MGIT960“二联”检测以及3种方式的

“三联”检测，可作为涂阴肺结核患者的病原学

诊断依据。SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF、SAT-
TB + BACTEC MGIT960与金标准检验一致性可

达0.835和0.810；“三联”检测Kappa值更是达到

了0.869，灵敏度、特异度、阳性预测值和阴性

预测值也分别达到95.38%、91.67%、96.88%和

88.00%。进一步比较“二联”与“三联”检测对

菌阴肺结核患者MTB病原学诊断价值，结果发现

SAT-TB + GeneXpert MTB/RIF、SAT-TB + BACTEC 
MGIT960与“三联”检测结果差异均无统计学意

义，即“二联”检测对涂阴肺结核患者的病原学诊

表 5 “二联”与“三联”检测对涂阴肺结核患者 MTB 病原学诊断价值（n = 178）

检测方式 株数
3种方式联合检测 [株（%）] McNemar检验 Kappa检验

阳性（n = 128） 阴性（n = 50） χ2值 P值 Kappa值 P值

SAT-TB+ GeneXpert MTB/RIF 1.778 0.182 0.879 ＜ 0.001

阳性 123 121（94.53）     2（4.00）

阴性 55       7（5.47） 48（96.00）

SAT-TB + BACTEC MGIT960 2.083 0.149 0.839 ＜ 0.001

阳性 122 119（92.97）     3（6.00）

阴性 56       9（7.03） 47（94.00）
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断效能可媲美“三联”检测。同时，在部分区县

级结核病实验室中，因受经济成本等因素限制，

并没有配备GeneXpert MTB/RIF试剂及仪器设备，

为达到更高的性价比，可以SAT-TB + BACTEC 
MGIT960代替“三联”检测，以达到拥有较高检测

灵敏度的同时却又不牺牲较大特异度，且经济性较

好，为不同等级实验室对于涂阴肺结核快速诊断选

择适宜的技术或技术组合提供参考。

另发现，本研究与《全国结核病耐药性基线

调查报告》[24]研究结果差别较大，100例培养阳性

病例仅80例最终诊断为肺结核，20例鉴定为其他

细菌感染，可能与本院为呼吸系统疾病专科医院

有关，大多数患者为呼吸系统感染疾病，对剩余

20例最终排除肺结核诊断的病例进行追踪发现，

此部分病例多为非结核分枝杆菌（nontuberculous 
Mycobacteria，NTM）、奴卡菌以及放线菌等抗酸

或弱抗酸杆菌感染，与第五次全国结核病流行病学

调查结果中NTM分离率为22.9%一致[25]，而本研究

采用液体培养，属于增菌培养基，标本中的分枝

杆菌均能生长，且NTM属于快速生长菌，相较于

MTB的生长速度，NTM属于优势生长菌，极其微

量NTM也能经过较短的时间报告培养阳性。以上

可能是本研究有20例培养阳性但临床诊断为非肺

结核患者的原因。同时，本研究中SAT-TB的病原

学阳性率略高于GeneXpert，有别于多数同类文献

中的相关数据，分析可能有以下原因：①与标本

的前处理方式有关。SAT试验前处理过程中有高速

离心集菌的过程，而GeneXpert试验中标本在简单

前处理后即直接上机检测；②RNA片段在结核分

枝杆菌中的初始拷贝数可达104，显著高于DNA拷

贝数，SAT-TB以16S rRNA为靶标，扩增效率更高

（30 min内扩增10亿倍），从而大大提高了检测灵

敏度[26-27]。

综上，分子生物学诊断结果仍需结合结核

患者症状体征、病史、肺部影像学呈现出的活动

性、稳定性以及不确定征象，以“趋势评价”的

原则从病理学与影像学等多方面持续评估诊断[28]。

MTB分子生物学检测围绕MTB核酸及耐药基因进

行研究，缩短了检测周期，兼具较高的灵敏度和

特异度，以及批量的自动化检测模式，使其应用

可行性大大增加[29-30]。随着我国“十四五”结核病

防治规划的实施，自动化分子生物学检测技术的

发展将为2035年最终实现终止结核病流行目标提

供更多助力。
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