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肺泡灌洗液免疫荧光染色法在肺结核中的诊断价值*
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  [摘要] 目的 通过比较肺泡灌洗液免疫荧光染色法、抗酸染色法与靶向高通量测序(t-NGS)检测结核分

枝杆菌的效能,评价肺泡灌洗液免疫荧光染色法在肺结核诊断中的应用价值。方法 回顾性分析2023年12
月至2024年12月该院拟诊为肺部感染的149例患者临床资料。收集患者肺泡灌洗液,分别采用抗酸染色法、
免疫荧光染色法、t-NGS检测结核分枝杆菌。以t-NGS检测结果作为参考标准,比较抗酸染色法、免疫荧光染

色法与t-NGS的一致性,以及抗酸染色法、免疫荧光染色法诊断结核分枝杆菌的准确率、灵敏度、特异度、阳性

预测值、阴性预测值。结果 149患者中确诊71例肺结核,免疫荧光染色法的阳性例数为20例,阳性率为

28.17%,抗酸染色法的阳性例数为7例,阳性率为9.86%,二者阳性率比较差异有统计学意义(χ2=7.998,
P=0.005)。免疫荧光染色法与t-NGS检测结果比较差异有统计学意义(χ2=17.381,P<0.001),一致性

Kappa值为74.15;抗酸染色法与t-NGS检测结果比较差异有统计学意义(χ2=5.382,P=0.028),一致性

Kappa值为70.32。免 疫 荧 光 染 色 法 检 测 结 核 分 枝 杆 菌 的 灵 敏 度 为90.91%,优 于 抗 酸 染 色 法 的 灵 敏 度

87.50%(P<0.05),但二者特异度无明显差异(P>0.05)。结论 肺泡灌洗液免疫荧光染色法在辅助检测结

核分枝杆菌方面优于抗酸染色法,在基层疑诊肺结核患者诊断中具有重要的临床意义。
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  [Abstract] Objective To

 

evaluate
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

immunofluorescence
 

staining
 

for
 

Mycobacteri-
um

 

tuberculosis
 

in
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

by
 

comparing
 

its
 

performance
 

with
 

acid-fast
 

staining
 

and
 

tar-
geted

 

next-generation
 

sequencing
 

(t-NGS).Methods A
 

retrospective
 

analysis
 

was
 

conducted
 

on
 

the
 

clinical
 

data
 

of
 

149
 

patients
 

diagnosed
 

with
 

pulmonary
 

infection
 

in
 

the
 

hospital
 

from
 

December
 

2023
 

to
 

December
 

2024.Bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

samples
 

were
 

collected
 

and
 

tested
 

for
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

using
 

acid-fast
 

staining,immunofluorescence
 

staining,and
 

t-NGS.Using
 

t-NGS
 

results
 

as
 

the
 

reference
 

standard,the
 

concordance
 

between
 

acid-fast
 

staining,immunofluorescence
 

staining,and
 

t-NGS
 

was
 

compared.The
 

accuracy,
sensitivity,specificity,positive

 

predictive
 

value,and
 

negative
 

predictive
 

value
 

of
 

acid-fast
 

staining
 

and
 

immuno-
fluorescence

 

staining
 

for
 

diagnosing
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

were
 

analyzed.Results Among
 

the
 

149
 

pa-
tients,71

 

were
 

diagnosed
 

with
 

pulmonary
 

tuberculosis.Immunofluorescence
 

staining
 

detected
 

20
 

positive
 

cases
 

(positivity
 

rate
 

28.17%),while
 

acid-fast
 

staining
 

detected
 

7
 

positive
 

cases
 

(positivity
 

rate
 

9.86%).The
 

differ-
ence

 

in
 

positivity
 

rates
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=7.998,P=0.005).The
 

difference
 

between
 

immuno-
fluorescence

 

staining
 

and
 

t-NGS
 

results
 

was
 

statistically
 

significant
 

(χ2=17.381,P<0.001),with
 

a
 

consis-
tency

 

Kappa
 

value
 

of
 

74.15.The
 

difference
 

between
 

acid-fast
 

staining
 

and
 

t-NGS
 

results
 

was
 

also
 

statistically
 

significant
 

(χ2=5.382,P=0.028),with
 

a
 

consistency
 

Kappa
 

value
 

of
 

70.32.The
 

sensitivity
 

of
 

immunofluo-
rescence

 

staining
 

for
 

diagnosing
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

was
 

90.91%,superior
 

to
 

the
 

87.50%
 

sensitivity
 

of
 

acid-
fast

 

staining
 

(P<0.05),but
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

specificity
 

between
 

the
 

two
 

methods
 

(P>0.05).
Conclusion Immunofluorescence

 

staining
 

of
 

bronchoalveolar
 

lavage
 

fluid
 

is
 

superior
 

to
 

acid-fast
 

staining
 

for
 

2382 重庆医学2025年12月第54卷第12期



assisting
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

and
 

holds
 

significant
 

clinical
 

value
 

for
 

diagnosing
 

sus-
pected

 

pulmonary
 

tuberculosis
 

in
 

primary
 

healthcare
 

settings.
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staining

  肺结核为危害人类健康的重大疾病之一,具有高

发病率及高传染性,导致了较大的经济负担和社会负

担,肺结核传染源主要来自菌阳患者,故如何早期、快
速、准确识别菌阳患者,是减少肺结核传播的重要环

节[1]。肺结核以病原学或病理学结果作为确诊依

据[2]。传统的痰涂片抗酸染色检查方法虽然操作简

单、快速,但阳性率低。结核分枝杆菌培养法虽然敏

感性较高,但培养时间长、成本高,需要特殊设备,重
复性差。随着实验室诊断技术的发展,结核分枝杆菌

及利福平耐药情况快速检测(Xpert
 

MTB/RIF
 

Test,X-
pert

 

MTB/RIF)[3]、宏基因测序技术[4]、靶向高通量测

序(targeted
 

next-generation
 

sequencing,t-NGS)[5]检测

逐渐用于临床,其操作准确、快速、安全性高,可满足临

床检验需求,但检验价格昂贵,许多基层医院的实验室

不具备该检验设备。近年来逐渐有免疫荧光染色技

术辅助诊断肺结核的研究,但主要集中在痰液标本、
肺组织病理标本,在肺泡灌洗液中的检测报道较少。
由于痰液标本易污染且部分患者无痰或少痰、组织标

本多需要有创操作获取,因此,相较于痰标本、组织标

本,肺泡灌洗液获取病原学进行检测更准确且基本无

创伤。故本研究通过收集肺部感染者肺泡灌洗液行

抗酸染色法、免疫荧光染色法与t-NGS进行检测,探
讨肺泡灌洗液免疫荧光染色法在肺结核患者诊断中

的应用价值,为临床快速、准确地获得肺结核检测结

果提供依据。
1 资料与方法

1.1 一般资料

回顾性分析2023年12月至2024年12月本院临

床疑似肺部感染149例患者临床资料。纳入标准:
(1)有肺结核患者接触史;(2)咳嗽、咳痰≥2周,或痰

中带血或有咯血、发热、盗汗、纳差、乏力等症状;(3)
胸部影像学提示浸润影、空洞、干酪性肺炎等结核表

现,符合上述标准其中1条即可。排除标准:(1)不能

耐受电子支气管镜检查者;(2)无法采集标本或标本

采集量不足难以进行检测。本研究已通过本院伦理

委员会批准[审批号:意见(2024)-0104],免除患者知

情同意。
1.2 方法

患者均行电子支气管镜检查,结合胸部CT,在最

佳病变部位行生理盐水灌洗以获取肺泡灌洗液,灌洗

液随机分为3份,分别采用免疫荧光染色法、抗酸染

色法、t-NGS进行检测。抗酸染色法:用无菌容器收

集肺泡灌洗液,离心浓缩,沉淀物采用萋-尼法染色,载
玻片干燥后油镜下(100×)观察结果[6]。免疫荧光染

色法:用无菌容器收集肺泡灌洗液,离心浓缩,取标本

放置在载玻片上,滴加1滴
 

A
 

液(荧光素、罗丹明B、
甘油、水),使液体完全覆盖整个标本上,染色15

 

min。
用清水冲洗标本,使 A液被冲洗干净,再滴加1滴B
液(盐酸、乙醇、水),使液体完全覆盖整个标本上,持
续1

 

min。用清水冲洗标本,盖上盖玻片,置于荧光显

微镜下观察。t-NGS:用无菌容器收集肺泡灌洗液,按
要求保存,送至专业的检验机构(广州金域医学检验

集团股份有限公司)检测。
1.3 观察指标

以t-NGS诊断结果为临床参考标准[7],统计免疫

荧光染色法、抗酸杆菌染色法检测结果,分析肺泡灌

洗液免疫荧光染色法与抗酸染色法两种诊断方法的

准确率、灵敏度、特异度、阳性预测值、阴性预测值。
1.4 统计学处理

采用SPSS27.0统计软件进行分析。计数资料以

例数或百分比表示,组间比较采用χ2 检验;一致性比

较采用 Kappa检验。以 P<0.05为差异有统计学

意义。
2 结  果

2.1 基本情况

149例患者中71例最终确诊为肺结核,另78例

为其他肺部感染(包括3例非结核分枝杆菌感染,其
余有肺真菌感染、一般细菌感染、病毒感染等)。

 

71例

肺结核患者年龄(57.81±19.63)岁,男48例,女23
例;合并症:2型糖尿病21例,慢性阻塞性肺疾病14
例,高血压13例,冠心病12例,陈旧性结核7例,支
气管扩张6例,慢性乙型肝炎6例,其他8例。

 

2.2 肺泡灌洗液不同检验方法检测结果

在确诊的71例肺结核患者中,免疫荧光染色法

的阳性例数为20例,阳性率为
 

28.17%,抗酸染色法

的阳性例数为7例,阳性率为9.86%,二者阳性率比

较差异有统计学意义(χ2=7.998,P=0.005)。免疫

荧光染色法与t-NGS检测结果比较差异有统计学意

义(χ2=17.381,P<0.001),一致 性 Kappa值 为

74.15,见表1。抗酸染色法与t-NGS检测结果比较

差异有统计学意义(χ2=5.382,P=0.028),一致性

Kappa值为70.32,见表2。
表1  免疫荧光染色法与t-NGS检测结果对比(n)

t-NGS
免疫荧光染色法

+ -
合计

+ 20 51 71

- 2 76 78
合计 22 127 149

2.3 两种方法检测结核分枝杆菌的效能
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免疫荧光染色法检测结核分枝杆菌的灵敏度为

90.91%,优于抗酸染色法的灵敏度87.50%(P<
0.05),但二者的特异度无明显差别(P>0.05),见
表3。

表2  抗酸染色法与t-NGS检测结果对比(n)

t-NGS
抗酸染色法

+ -
合计

+ 7 64 71

- 1 77 78

合计 8 141 149

表3  两种检查方法诊断肺结核的效能

检测方法
灵敏度

(%)
特异度

(%)
阳性预测值

(%)
阴性预测值

(%)
Youden
指数

免疫荧光染色法 90.91 59.84 28.17 97.44 50.75

抗酸染色法 87.50 54.61 9.86 98.72 42.11

3 讨  论

  据《2024年全球结核病报告》,2023年全球新增

结核病患者1
 

080万例,中国新增74.1万例,在30个

结核病高负担国家中排第3位。全球结核病死亡人

数约125万例,中国结核病死亡数估算为2.7万

例[8]。目前,中国结核病负担重,故早诊早治非常重

要,尤其在基层医院,因此本研究拟寻找一种相较于

传统抗酸染色法更快、更准确的检测手段。
本研究结果显示,肺泡灌洗液免疫荧光染色法检

测结核分枝杆菌的准确率、阳性率、灵敏度、Youden
指数均优于传统的抗酸染色法,但特异度无明显差

别。从两种试验方法的操作原理分析,传染的抗酸染

色法是在加热条件下,分枝杆菌细胞壁中的分枝菌酸

与复红染料牢固结合成复合物,经盐酸乙醇处理后不

脱色,再用亚甲蓝复染后分枝杆菌仍呈现为红色,进
而与背景和其他杂菌呈现出的蓝色相区别。免疫荧

光染色法是将荧光素与标本中抗酸分枝杆菌细胞壁

相应抗原结合,在荧光显微镜激发光下呈亮黄色。因

此,在操作流程上免疫荧光染色法较传统的抗酸染色

法简便,免疫荧光染色过程可避免加热产生气溶胶,
操作者不易被感染,安全性更高。免疫荧光染色法仅

需20×物镜观察,镜检速度快,而抗酸染色法需在

100×油镜下观察,视野小,镜检速度较慢[9]。同时免

疫荧光染色法在含菌量低时能够明显提高阳性的检

出率,降低漏诊率,结果判读快速准确,可节省时间和

精力[10]。
吴殿水等[11]研究发现,在痰液结核分枝杆菌检测

中免疫荧光染色法的阳性率、灵敏度、特异度、准确率

均明显高于抗酸染色法。赵慧等[9]研究结果表明,免
疫荧光染色法镜检的灵敏度比抗酸染色法镜检提高

15%,特异度并没有明显降低。练亿香等[12]研究显

示,免疫荧光染色法与结核分枝杆菌DNA检测法检

测结果一致性高,其灵敏度、阴性预测值均优于传统

的抗酸染色法。痰液极易污染,在部分痰少或无痰的

患者诊断应用上有缺陷,肺组织多需要通过有创操作

获取,安全性不如支气管肺泡灌洗。多项研究[13-16]已

经证实,肺泡灌洗液相比于痰液,抗酸杆菌的检出率

明显升高。本研究选择肺泡灌洗液,最终得出的试验

结论与上述结论一致。
本研究有3例诊断为非结核分枝杆菌,其中2例

免疫荧光染色阳性或抗酸染色阳性。抗酸分枝杆菌

包括结核分枝杆菌、非结核分枝杆菌、奴卡菌,结核分

枝杆菌占比最高。结核和非结核分枝杆菌为同属,有
很多共同抗原或二者之间的抗原结构相似度高,比如

细胞壁成分中脂阿拉伯甘露聚糖、热休克蛋白,故导

致抗体无法准确区分[6]。这是免疫荧光染色技术在

肺结核诊断中的局限性,因此临床上需要结合其他更

为靶向的方法作为补充以提高其鉴别性,比如结核菌

培养[17]、宏基因测序[18]、靶向测序[19]。从3种技术方

法的试验原理来分析,抗酸染色法基于细胞壁结构,
免疫荧光染色法基于抗原,t-NGS基于结核基因片

段,三者都不依赖细菌的活性,所以均无法区分死菌

和活菌。故临床上,需密切结合患者症状、胸部影像

学等最终进行决策。本研究中有7例t-NGS阳性患

者既往有肺结核病史,最终结合症状、胸部影像学考

虑为结核复发。对该7例患者临床资料进行分析发

现男性占比高,且大多合并易导致免疫功能减退的基

础疾病。虽本试验收集到的数据量少,但仍与其他研

究结果一致[20-25]。因此,对于肺结核初治的患者,需
重视健康教育及合并症,尤其是糖尿病的控制,以及

加强营养支持,以预防肺结核的复发。
在肺结核诊断中肺泡灌洗液免疫荧光染色技术

诊断效能总的来说优于传统的抗酸染色,但仍存在一

定的局限性,如不能区分结核分枝杆菌和非结核分枝

杆菌、活菌和死菌。但对于一些需要快速做出决策的

场所,如重症监护室、急诊病房,且一些因患方因素拒

绝行分子检测,免疫荧光染色技术是一项快速有效、
经济实惠的检测方式。但在临床中,呼吸科医生需建

立“免疫荧光染色-分子验证-临床决策”三位一体的诊

断体系,避免误诊、过度诊断的发生。
 

后续可将肺泡灌

洗液与痰液免疫荧光染色法进行分组对比,以验证肺

泡灌洗液检测结核分枝杆菌优于痰液,当然需要更大

的样本量及多中心的研究来进一步验证。
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