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肺结核病原位病理检测技术的应用价值 
李红娜  宋旭东 

(华北理工大学  河北唐山  063000) 

摘要：目前检测结核分枝杆菌常用的诊断方法主要包括细菌学检查、免疫学检查及分子生物学检查。但是，仍然有一些菌阴性肺结核病病

人漏诊。因此，为提高结核分枝杆菌检出率和减少漏诊，本研究主要讨论近几年常用的原位病理检测技术在早期肺结核病筛查中的诊断价

值。 
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一、形态学诊断 

结核病常规病理学诊断包括肉眼观察和显微镜下表现，肺结核

病典型病变肉眼表现为肺组织切面呈灰黄色、质地细腻；镜下见病

变中央伴干酪样坏死，周围为类上皮样细胞和多核巨细胞构成肉芽

肿[1]。虽然形态学诊断有一定的特异性，但是仍然无法准确鉴别肺

结核病与肉芽肿性疾病。因此，结核病常规病理学诊断并不能作为

该疾病诊断的金标准。 

二、细菌学检查 

1、抗酸染色 

又称萋尼氏染色法（Ziehl-Neelson），其原理是石碳酸复红能够

与抗酸杆菌菌体内的分枝菌酸结合形成复合物，使之不易被酸性溶

液脱色，后经亚甲基蓝溶液复染，最终使抗酸杆菌染成紫红色[2]。 

抗酸染色既可用于痰标本，又可用于石蜡包埋组织标本检测

MTB。抗酸染色灵敏度较低，且需要使用 100 倍油镜观察 300 个视

野，容易使病理医生造成视觉疲劳，进而漏诊。但又因其操作简便、

耗时短、实验条件要求低、特异性较好等优点使其作为目前大多数

医院检测 MTB 的主要方法。 

国内有报道称利用改良抗酸染色法可提高组织标本中抗酸杆

菌的阳性检出率[3]，改良抗酸染色法主要对胞内抗酸杆菌进行染色，

对于检测石蜡包埋组织中 MTB，改良抗酸染色法更优于传统萋尼氏

染色法。 

2、金胺 O 荧光染色 

原理是利用荧光显色和 MTB 嗜石碳酸的特性[4]，使抗酸杆菌着

色，而背景细胞不着色。金胺 O 荧光染色可用于检测痰涂片和组织

标本中的 MTB。Githui W 等[5]利用抗酸染色检测痰涂片中抗酸杆菌

阳性率为 65%，金胺 O 荧光染色阳性率为 80%。国内外大部分研

究中，金胺 O 荧光染色的阳性率均明显高于抗酸染色法。 

有学者发现，与传统抗酸染色检测 MTB 相比，金胺 O 荧光染

色灵敏度和阳性率更高，检测时间和诊断时间更短。而且荧光显微

镜在黑暗条件下，结核杆菌更易观察；但金胺 O 荧光染色的假阳性

率略高于抗酸染色[6]。 

三、免疫学检查 

目前常用的免疫学检查主要包括结核抗体血清学检测、γ-干

扰素释放试验、皮肤结核菌素试验（PPD）及免疫组化。结核抗体

血清学检查灵敏度和特异性较低，对于少菌性肺结核病易被漏诊。

γ-干扰素体外释放试验对于结核病合并 HIV 或其他免疫缺陷病患

者和儿童结核病中的敏感性较低[7]。PPD 试验不能有效区分 MTB 的

自然感染与卡介苗接种引起的免疫反应，并且容易出现假阴性结果
[8]。 

1、 免疫组化 

石蜡包埋肺结核病组织中，传统萋尼氏染色法及抗酸杆菌荧光

染色法都存在缺点，如假阴性率高，特异性较低等。因此，通过总

结国内外文献发现了一种可弥补其他方法不足的工具——免疫组

化检测肺结核病分泌性蛋白质。主要利用抗体检测 MTB 特异性抗

原，例如 Mpt64、6-kDa 早期分泌的抗原靶标（Esat6）、10-kDa 培

养滤液蛋白（Cfp10）和抗原 85（Ag85）复合物等[9]。 

Ag85 复合物主要是通过阻止巨噬细胞吞噬溶酶体的形成来逃

避宿主的免疫反应，其中 Ag85B 是 MTB 分泌最多的蛋白，占总分

泌蛋白的 6%[10]，在 MTB 致病过程中起至关重要的作用。2016 年车

南颖团队[11]报道利用自制多克隆抗体 Ag85B 检测淋巴结结核组织中

的阳性信号来证实 MTB 的存在。免疫组化虽然可提高 MTB 检测的

敏感性、并且定位 MTB；但其阳性信号微弱时无法与背景染色和粉

尘颗粒相鉴别，因此造成假阴性的结果。 

4 分子病理学检查 

4.1 原位杂交技术 

原位杂交（in situ hybridization，ISH）技术是一种快速、准确、

经济的检测结核分枝杆菌复合体的方法，它允许寡核苷酸探针在组

织和培养物中鉴定结核分枝杆菌，并且允许在病理组织学背景下直

接观察细菌分布和形态[12]。它具有很高的敏感性，可用于多种不同

的标本中检测 MTB。而且具有特异性高、操作简单、速度快等优点，

并且可准确定位 MTB 分布。 

并且有研究表明寡核苷酸探针在合适的体系中将作为一种更

优选的探针替代肽核酸探针检测 MTB，并且该方法适用性强，可极

大的帮助病理医生快速、准确诊断早期肺结核病。 

4.2 RNAscope 原位杂交技术 

RNAscope 技术是一种新颖的 RNA 原位杂交技术，具有独特的

探针设计，可同时进行信号放大和背景抑制，实现对单个细胞

mRNA 水平进行检测，同时保留组织形态，并且该技术主要用于福

尔马林固定、石蜡包埋的组织标本[13]。RNAscope 原位杂交技术可在

放大背景的目标特定信号，比起原位杂交技术和传统 PCR 技术，
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RNAscope 原位杂交技术更能显著提高信噪比。 

RNAscope 探针还可用于人乳头瘤病毒、EB 病毒、巨细胞病毒

等[14-16]多种病毒 RNA 的检测。有实验表明利用 RNAscope 原位杂交

技术可检测小鼠呼吸道中共生细菌 mRNA[17]。综合以上文献，利用

RNAscope 原位杂交技术检测肺结核病组织中的 MTB 似乎成为一种

可能的想法。 

4.3 原位聚合酶链反应 

原位 PCR 技术（ In situ polymerase chain reaction，IS PCR）是

将原位杂交与 PCR 技术相结合，在原位基础上扩增目的 DNA 片段

和基因产物。它可直接对组织或细胞内的 mRNA 进行定位，在兼顾

原位杂交和传统聚合酶链反应两大技术的优点的同时，不改变细胞

和组织的完整形态[18]。。 

与传统 PCR 技术相比，原位 PCR 技术可在不破坏组织和细胞

完整形态的情况下，与组织中的结核杆菌特异性多拷贝基因序列

IS6110 基因组结合，最终达到检测结核分枝杆菌的目的。该技术敏

感性和特异性较高，但对于细菌量少的石蜡组织，无法准确判断其

准确性。 

5 总结 

近年来，分子生物学技术的蓬勃发展，使肺结核病的诊断越来

越容易，如实时荧光定量聚合酶链反应、Xpert MTB/RIF 检测等，

但由于菌阴性肺结核病和耐药肺结核病人的大幅度增加，一些传统

检测手段已无法满足临床需要。因此，我们主要采用几种常用的原

位病理诊断技术对早期肺结核病进行快速、准确的筛查，为临床和

病理医生诊断肺结核病找到最优辅助工具，更好的阻断肺结核病的

传播。 
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