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　 　 结核病(tuberculosis,TB)是由结核分枝杆菌(Mycobacterium
 

tuberculosis,MTB)引起的慢性炎症性疾病,目前仍是全球
病死率最高的传染病[1] ,也是引起全球公共卫生安全问
题的主要原因之一。 成人 TB 多有报道,但儿童 TB 常常
未被及时诊断。 TB 是流行地区儿童发病和死亡的重要
原因,同时也是引起世界范围内< 5 岁儿童死亡的重要
原因[2] ,因此不应忽视儿童 MTB 感染的风险。 有研
究[3]表明,在低发病率地区,儿童 TB 仅占所有 TB 病例
的 5%,但在流行控制不良的地区,至少占所有 TB 病例
的 10%。 传统上全球公共卫生控制 TB 的重点是通过早
期发现病例和对最具传染性的病例进行有效治疗以减
少传播[4] ,但目前儿童 TB 治疗的难点在于诊断,特别是
早期诊断,因儿童 TB 缺乏快速和有效的诊断方法。 此
外,儿童相较于成人的配合度较低(低龄儿童缺乏咳痰
能力、标本采集时易哭吵烦闹等),常导致收集不到足够
且合格的标本。 儿童 TB 易进展为活动性 TB,甚至可进展
为重症浸润性肺结核、全身播散性结核等严重感染情况,
预后不理想[5] 。 对于儿童 TB,早期快速诊断有助于患儿
尽早获得规范治疗、改善预后及提高生存率,同时也有利
于控制疾病传播。 本研究系统地总结了儿童 TB 诊断方
法,以提高儿童 TB 早期确诊率,降低远期病死率。

1　 生物学检测

1. 1　 MTB 培养
MTB 是引起人类 TB 的主要病原体,一般认为对人

致病的 MTB 包括人型、牛型和非洲型。 MTB 是一种专
性需氧菌,抗酸染色阳性。 初次分离 MTB 需含有丰富营
养的培养基,其中罗氏( Lowenstein-Jensen) 固体培养基
较常用。 罗氏培养基内含蛋黄、无机盐和孔雀绿等,是
分离人 MTB 和大多数其他分枝杆菌的培养基[6] 。 培养
对结核诊断的特异性较高,被认为是诊断 TB 的金标准。
但 MTB 生长缓慢,一般需 6 ~ 8 周[7] ,周期太长,不利于
儿童 TB 早期诊断和治疗。 有研究报道,双相培养基可
提高罗氏培养基的检出率,在含菌量较低的标本中也有
较高的阳性检出率,还可缩短检出 MTB 时间,达到快速
检测目的,适用于我国基层医院对 TB 的诊断[8] 。

1. 2　 MTB 涂片检查

显微镜涂片检查是一种快速、价廉和简单的 MTB 检
测方法,将采集到的标本经萋-尼氏染色( Ziehl-Neelsen,
Z-N)后,于显微镜下检测,其特异度为 100%[9] ,可作为常
规检查方法,但由于其灵敏度不高、所需标本具有较高含
菌量(5

 

000~10
 

000
 

CFU / mL) [10] ,且显微镜涂片检查的敏
感性因观测者的经验水平与工作量不同而具有较大差
异[11] 。 目前痰液是检测 MTB 主要标本来源,但儿童痰液
采集困难、含菌量较少[5] ,故可能导致假阴性结果。

2　 影像学检查

X 线片具有价廉、操作简便等特点[12] 。 肖岚等[13]

研究显示,X 线片对儿童 TB 的检出率较高(78%),可作
为儿童 TB 的主要影像学筛查手段。 原发性 TB 是儿童
TB 最主要的类型,主要累及肺门和纵隔淋巴结,典型影
像学表现为“哑铃状双极影”,即一端为肺内实变影,另
一端为肿大的肺门淋巴结、纵隔淋巴结。 但目前小儿原
发性 TB 在 X 线片的表现多不典型,多为纵隔和肺门淋
巴结肿大[14] 。 儿童因免疫功能不成熟,MTB 常经肺内
血流播散,形成粟粒性肺结核,主要表现为双肺“三均
匀”(弥漫分布、密度一致、大小相似)的粟粒样非钙化小
结节[12] ,直径 1 ~ 3

 

mm[15] 。 小儿 TB 在 X 线片的表现多
样,与肺炎不易区分,可能延误诊治,故应结合患儿临床
表现进行诊治,怀疑结核感染者,需加做胸部 CT 检查,
提高诊断率。 有研究表明,低剂量 CT 与正常剂量 CT 对
肺结核患儿的成像质量相当,且诊断效能基本一致,但
低剂量 CT 可降低对儿童的辐射剂量,减少对儿童生长
发育 的 影 响, 推 荐 使 用 低 剂 量 CT 辅 助 诊 断 儿 童
TB[16-17] 。 但影像学结果的解读易受临床医师个人经验
影响,且当病变不典型时,易误诊或漏诊[18] 。

3　 病理学检测

组织病理学是诊断 TB 的主要方法之一,尤其在痰
涂片阴性 TB 及肺外结核的诊断中具有重要作用[19] 。
TB 的特征性病理变化是结核肉芽肿(80. 7%) [20] ,其中
央为干酪样性坏死,常有钙化或纤维化[21] ,周围为上皮
样细胞、朗格汉巨细胞及淋巴细胞等。 但非结核分枝杆
菌(NTM)也可产生类似肉芽肿,不易与 TB 区分。 目前,
分子病理学的快速发展有效地提升了组织标本中 MTB
检出率,还可区分 NTM 与 MTB 感染,以及辅助诊断耐药
结核病(drug-resistant

 

tuberculosis,DR-TB),帮助实现 TB
病理学的精确诊断[22] 。 高分辨溶解曲线( high

 

resolution
 

melting,HRM)技术可检测组织标本中分枝杆菌的种类
及 MTB 耐药性[23] ,可快速鉴定 NTM 对评估潜在的人畜
共患病风险有重要作用[24] ,对于快速鉴定 NTM 感染具
有较高灵敏度(99%)和特异度(100%) [25] ,但目前在儿
童 TB 中的研究数据较少。

4　 免疫学检测

4. 1　 结核菌素皮肤试验

结核菌素皮肤试验(tuberculin
 

skin
 

test,TST)是指通
过在个体前臂皮内注射纯化蛋白衍生物( PPD),根据注
射部位的皮肤变化情况判断是否有 MTB 感染迹象,故
又称 PPD 试验。 该试验操作简便且价廉,是一种重要的
结核诊断方法[26] ,临床应用广泛,尤其是在发展中国
家[27] 。 由于 TST 和卡介苗(BCG)具有交叉免疫反应,且
结果易受非 MTB 影响,易造成假阳性[28-29] ,故 TST 阴性
不能除外结核诊断。 重组结核杆菌融合蛋白( EC)是一
种融合基因,由高效表达 MTB 早期分泌抗原靶 6(ESAT-
6)与培养滤液蛋白(CFP-10)基因的大肠埃希菌发酵、分
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离和纯化后行成[30] ,是目前新型结核诊断试剂。 目前有
研究表明,EC 对 TB 患者有良好的敏感性,对非 TB 患者
及 NTM 感染者具有较高的阴性率[31] 。 与 TST 相比,EC
皮试不易受 BCG 和大多数 NTM 影响[32] ,具有较高的特
异性,故可早期、快速、准确地检测 MTB 感染[33] 。 EC 和
TST 联用可排除 BCG 的影响,区分人群 MTB 感染状
态[30] 。

4. 2　 干扰素释放试验( IGRA)
IGRA 的基本原理是机体感染 MTB 后,外周血中的记

忆 T 淋巴细胞再次接触到 MTB 特异性抗原(如 ESAT-6、
CFP-10 等)时,可激活并释放相应细胞因子,而干扰素
(IFN)-γ 就是其中一种[34] , 通过酶联免疫斑点试验
(ELISPOT)或酶联免疫吸附试验( ELISA)检测 IFN-γ 水
平,进而判定是否感染 MTB。 相对于 TST, IGRA 不受
BCG 和 NTM 影响[34-35] ,具有较高灵敏度和特异度,且能
更特 异 性 地 识 别 潜 伏 结 核 感 染 ( latent

 

tuberculosis
 

infection,LTBI),故美国儿科学会推荐 < 2 岁儿童使用
IGRA 诊断 MTB 感染[36] 。 QFT-G

 

Plus 是第四代 IGRA 试
剂盒,其既能诱导 CD4+

 

T 细胞产生应答,还能诱导 CD8+ T
细胞产生应答,获得更广泛的 T 细胞亚群表达,从而提
高 IGRAs 检测效能[31] 。 卢永辉[37] 研究显示, QFT-G

 

Plus 灵敏度、 特异度分别为 75. 00%、 97. 50%, 与 T-
SPOT. TB 检测结果具有一致性,且明显高于培养与涂片
结果。 IFN-γ 诱导蛋白 10( IP-10) 是一种可替代 IFN-γ
的生物标志物,其表达水平远高于 IFN-γ,故可检测
IP-10 表达水平进而检测机体感染 MTB。 有研究显示,
IP-10 蛋 白 检 测 特 异 度 为 98%, 灵 敏 度 为 87%, 与
Quantiferon-TB

 

gold( QFT) 检测水平相当[38] 。 但也有文
献[39] 报道年龄小、体质量超标、低蛋白血症等可能与
IGRAs 假阴性结果有关,对于有免疫抑制、营养不良或
严重 TB 患儿,可能会出现假阴性结果。

5　 分子生物学检测

5. 1　 MTB 核酸检测
聚合酶链反应(PCR)是最早应用于儿童 TB 的核酸

检测方法,可在不同临床标本中快速诊断儿童肺结
核[40] 。 Oya

 

A 等[41] 报道 PCR 检测的灵敏度为 77%,高
于涂片和培养。 国内外多项研究表明,儿童胃液载菌量
较高,PCR 检测的灵敏度高于自然排痰的涂片及培养结
果,胃液在儿童 TB 检测中越来越被重视[5-6,10,42] 。 实时
荧光恒温扩增检测技术( simultaneous

 

amplification
 

and
 

testing,SAT)是新一代的核酸检测技术,具有高灵敏度、
高特异度、低污染、反应稳定等优点。 杨翰等[43] 报道的
SAT 技术敏感度为 78. 83%,与传统的痰培养具有高度
的符合率和一致性。 有研究[44] 显示,SAT 技术用于超声
引导下的经支气管镜针吸活检的标本检测,可识别活动
性 MTB 感染,特异性为 100%,可鉴别痰菌阴性结核与
结节病,敏感度、特异性和诊断准确性分别为 77. 78%、
100%和 94. 44%。

5. 2　 环介导等温扩增技术 gu(LAMP)
LAMP 的原理是针对 GYRB、IS6110 两种靶基因上的

6 个区段设计 4 个不同的引物, 利用链置换反应在
64

 

℃ [7] 下进行高效特异性扩增反应, 与 PCR 比较,

LAMP 检测 MTB 的能力提高了数倍[45] 。 印度一项关于
LAMP 的先导性研究显示,LAMP 敏感度高于 PCR 和
MTB 培养,且具有较高特异性,联合培养或 PCR 可提高
检测的总体敏感性。 此外,LAMP 对培养阴性的标本灵
敏度更高[11] 。 也有研究表明,LAMP 在培养阴性时,阴
性预测率为 100%,提示 LAMP 在少菌情况下对 TB 也具
有较高的灵敏度,而儿童 TB 的本质就是少菌性的,表明
LAMP 对儿童 TB 的诊断有一定前景。 有研究[46] 报道,
在 TB 负担高、资源和基础设施匮乏的发展中国家,
LAMP 可帮助快速诊断儿童肺外结核,其灵敏度和特异
度分别为 79. 6%、78. 0%。 但目前国内研究较少,且在儿
童 TB 中的应用还缺乏大量数据支持。

5. 3　 Xpert
 

MTB
 

/
 

RIF
 

Ultra(Xpert
 

Ultra)
GeneXpert 是利用分子信标技术建立的半巢氏 PCR

扩增检测技术,可自动扩增 MTB
 

rpoB 基因的 81bp 核心
区域,直接从痰液中检测 MTB 及利福平耐药性,检出下
限为 112. 6

 

cfu / mL,2
 

h 内即可获得结果[47-49] 。 Xpert 在
少菌标本下敏感度不足,限制了其在痰涂片阴性、肺外
结核及人类免疫缺陷病毒( HIV) 患儿中的应用,Xpert

 

Ultra 正是基于这一限制而建立的新一代检测方法。 相
较于 Xpert,Xpert

 

Ultra 有一个更大的 DNA 扩增室(从 25
 

μL 增至 50
 

μL),且采用了两种不同的多拷贝扩增目标
(IS6110 和 IS1081),这些技术的改进旨在提高 Xpert 敏
感度,减少或避免在少菌性疾病患儿中检测利福平耐药
性出现假阳性的结果[48-51] 。 有研究报道,改进后的 Xpert

 

Ultra 较 Xpert 降低了痰液 MTB 菌株的检出下限 ( 约
15. 6

 

CFU / mL),检测能力提升了 8 倍,对痰涂片阴性而
培养阳性标本,敏感度提高了约 13% [49] 。 一项系统评价
和 Meta 分析显示,Xpert

 

Ultra 诊断 TB 的综合灵敏度为
87. 2%、综合特异度为 96. 5%, 优于 Xpert 的敏感性
(72. 5%)。 一项南非开普敦的研究表明,Xpert

 

Ultra 对
同一痰诱导标本的总体灵敏度和特异度为 75. 3% 和
96. 9%,当以 Xpert、Xpert

 

Ultra、MTB 培养和临床资料为
综合参考时, Xpert

 

Ultra 灵敏度 ( 73. 7%) 优于 Xpert
(63. 2%) [52-53] 。 Sabi

 

I 等[54] 研究表明,在经 MTB 培养确
诊的儿童中,Xpert

 

Ultra(64. 3%)较 Xpert(53. 6%)具有
更高的灵敏度,在涂阴结核患者中,两种检测技术的灵
敏度差异更加明显( Xpert

 

Ultra
 

44. 4%、Xpert
 

27. 8%)。
此外,在诊断利福平耐药方面,Xpert 综合灵敏度与 Xpert

 

Ultra 相近(95. 1%),而综合特异度为 98. 5%,低于 Xpert
 

Ultra 的 98. 9% [55] 。 提示 Xpert
 

Ultra 具有较好的诊断灵
敏度,有助于儿童 TB 早期诊断和治疗。

5. 4　 线性探针法(LPA)
LPA 是利用 DNA 扩增-杂交反应,将特定的寡核苷

酸固定在膜上已知位置,与生物素标记 PCR 产物杂交,
通过检测形成的杂交体获得序列信息。 LPA 具有快速、
准确、技术要求较低等优势,主要优点是可直接用于痰
等临床标本的检测,但由于探针的限制,不能检出所有
耐药基因[56-57] ,此外,LPA 所需费用较传统药敏试验更
高。 一项 Meta 分析显示,LPA 检测利福平耐药的灵敏
度为 91%、特异度为 98%,检测异烟肼耐药的灵敏度和
特异度分别为 80%、98% [58] ,灵敏度和特异度均较高,被
世界卫生组织(WHO)推荐用于痰涂片和 MTB 培养阳性
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标本的利福平和异烟肼耐药性检测[59] 。 一项尼日利亚
的研究表明, LPA 对胃液及痰标本的检出率分别为
41. 8%和 58. 1%,提高了对儿童 TB 的诊断率[60] 。

基于 LPA 原理制成的商业试剂种类较多,如 GenoType
 

MTBDR、GenoType
 

MTBDRplus、GenoType
 

MTBDRsl 等。 其中
Genotype

 

MTBDRsl 可在 48 ~ 72
 

h 内进行氟喹诺酮类及
二线注射药物耐药检测,有助于早期诊断广泛前耐药
TB 和 广 泛 耐 药 TB[61] 。 Genotype

 

MTBDRsl
 

V2. 0 较
Genotype

 

MTBDRsl
 

V1. 0 增加了包含 gyrB 和 eis 基因相
关突变的探针[62] ,对氟喹诺酮类及卡那霉素等二线注射
药物耐药检测的灵敏度有所提升[61,63] 。

6　 基因检测

二代测序技术( next-generation
 

sequencing,NGS) 是
在传统 Sanger 测序技术上发展而来的高通量测序技术,
每次可测定大量 DNA 序列,可确定患者的基因组和参
照基因组之间 DNA 序列的改变和拷贝数变异情况,在
快速准确鉴别细菌种类及耐药基因检测方面具有较大
临床应用潜力[64-65] 。 Illumina

 

MiSeqTM 是目前主要使用
的 NGS 技术,采用合成测序方法检测核酸序列,但 NGS
平台操作复杂,需操作者获得较多培训,故不利于其在
低资源地区的应用。 Oxford

 

Nanopore
 

MinION ( 简称
MinION)携带便携,主要通过测量分子链通过生物纳米
孔时产生的电导率的变化识别 DNA 碱基。 由于不同核
苷酸具有不同形状,当碱基通过纳米孔时,每个不同的
核苷酸对离子电流变化的影响可被识别出来。 有研究
报道,MinION 与 Illumina

 

MiSeqTM 对 9 种抗结核药物(如
吡嗪酰胺、异烟肼、乙胺丁醇、利福平、卡那霉素、链霉
素、阿米卡星、氟喹诺酮类药物和乙硫胺等)表型耐药预
测的一致性为 98. 1%,检测所需时间相近,但 MinION 每
个样本花费更低,其成本更有竞争力,操作也较 Illumina

 

MiSeqTM 更简便,有利于在低资源及发展中国家中普及。
儿童 TB 具有含菌量少、取样困难、临床表现不典型

等特点,且 MTB 涂片及培养阳性率较低,其早期和准确诊
断仍面临较大挑战,尤其是在 TB 高负担地区,故为提高
检测的灵敏度,应尽量选取含菌量较多的部位多次取样,
如胃液、诱导痰等。 同时,应重视免疫学及分子生物学的
检测结果,IGRA 具有较高的灵敏度和特异度,对 MTB 感
染有提示意义,还能识别潜伏结核感染;分子诊断技术可
快速地提供病原学诊断依据,提高儿童 TB 检出率。 但无
论哪种检测技术都有其优劣,为早期准确诊断儿童 TB,还
应联合多种检测技术及结合患儿临床表现。
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　 　 A 族链球菌(group
 

A
 

Streptococcus,GAS)又称化脓性
链球菌,是自然界中一种常见的致病菌,可引起多种疾
病,包括浅表性感染、侵袭性感染、毒素介导的疾病以及
感染后免疫反应性疾病等[1] 。 风湿热是 GAS 感染相关

免疫性疾病的典型代表,近年来研究发现,GAS 感染还
与过敏性紫癜[2] 、川崎病[3] 、幼年特发性关节炎[4] 等多

种风湿性疾病发病有一定关联,本文主要就 GAS 感染与
儿童风湿性疾病发病机制进行阐述。

1　 GAS感染简述

GAS 是革兰阳性球菌,常定植在人类鼻咽部和皮
肤,其主要致病机制[5] :(1)GAS 的菌体成分及其分泌的

多种毒力因子,促使链球菌粘附于宿主细胞表面,侵入
宿主组织,破坏宿主防御机制,导致疾病的发生;( 2)
GAS 的某些抗原作为交叉反应抗原,通过分子模拟机
制,触发对宿主组织的自身免疫反应。 抗链球菌溶血素
O(anti-streptolysin

 

O,ASO)是机体感染 GAS 后产生的相
应抗体,其血清水平一般于感染 1 周后开始上升,3~6 周后
达到峰值,常用于 GAS 感染后继发疾病如风湿热的辅助
诊断[1] 。

临床上,β-内酰胺类抗生素是治疗 GAS 感染的首选
药物。 虽然目前未发现对青霉素耐药的 GAS[6] ,但最近

研究表明,GAS 可能通过青霉素结合蛋白 2x( penicillin
 

binding
 

protein
 

2x,PBP2x)基因突变降低对 β-内酰胺类

抗生素的敏感性[7] 。 对于青霉素过敏者,大环内酯类和
林可酰胺类抗生素是常用的替代药物。 自 20 世纪 90 年
代以来,我国 GAS 对大环内酯类药物和克林霉素耐药率
一直相对较高[8] ,原因可能与 GAS 通过 ermB 或 ermA 亚
型 ermTR 编码的红霉素核糖体甲基化酶靶点修饰,以及
mef 基因编码的主动外排泵对大环内酯类、林可霉素类
抗生素产生耐药性有关。 此外,GAS 对四环素类耐药的
原因主要与核糖体保护基因(如 tetM、tetO)和外排泵基
因( tetK)相关[1] 。

GAS 疫苗的开发历史悠久,但至今尚未获批上市。
GAS 疫苗研发工作存在许多障碍,包括疫苗可能诱发自身
免疫性疾病风险、GAS 血清型众多、缺乏合适 GAS 感染的
动物模型进行疫苗评估、GAS 流行病学的复杂性等。

目前 GAS 疫苗主要分为 M 蛋白相关疫苗和非 M 蛋白
相关疫苗。 全球范围内 M 蛋白相关疫苗主要包括
StreptAnova、StreptlnCor、J8/ S2

 

combivax、P∗17/ S2
 

combivax、
PMA-P-J8、 BP-p ∗ 17-S2 等[9-10] 。 其中 StreptAnova 覆盖
30 个 GAS 血清型,于 2020 年已完成Ⅰ期临床试验。 试
验结果显示其具有良好的耐受性和免疫原性,同时没有
诱发自身免疫性疾病的临床证据[11] 。 StreptlnCor 是由
来自 M 蛋白 C 末端区域的 55 个氨基酸组成,计划于
2023 年底前开始临床试验。 J8 / S2

 

combivax 及 P ∗17 /
S2

 

combivax 是 M 蛋白抗原表位(J8 和 P∗17)与化脓性
链球 菌 细 胞 包 膜 蛋 白 酶 ( Streptococcus

 

pyogenes
 

cell
 

envelope
 

proteinase,SpyCEP)的 B 细胞表位结合而成,已
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