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·检验技术与方法·

结核感染Ｔ淋巴细胞斑点实验临床检测分析

张成林，刘　杰，张守信，孙成铭△

（烟台毓璜顶医院生物芯片实验室，山东烟台２６４０００）

　　摘　要：目的　探讨结核感染Ｔ淋巴细胞斑点实验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）在临床检测结核病中的应用价值。方法　利用ＴＳＰＯＴ．

ＴＢ方法检测结核疑似患者，进行科室分布分析，同时与抗酸杆菌涂片、结核抗体实验、结核分枝杆菌ＤＮＡ检测进行对比。结果

　３１７例结核疑似患者中，７６例ＴＳＰＯＴ．ＴＢ阳性，阳性率２４．０％。潜伏性结核筛查科室阳性率为９．１％～２５％；肺结核及肺外

结核检测诊断中，阳性率为２０．７％～６６．７％。与其它实验室检测方法对比，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法具有明显优势。结论　ＴＳＰＯＴ．ＴＢ

是灵敏和特异的快速检测结核分枝杆菌感染的方法，在结核疑似患者筛查与诊断中具有较大临床应用价值。
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　　结核病一直严重危害中国人民身体健康，据统计国内每年

结核病患者数达一百多万。对结核分枝杆菌的快速检测是控

制结核病的有效手段。传统的临床诊断结核的实验室方法有

限，极易误诊漏诊［１］。因此，发展快速敏感的检测技术十分

必要。

结核感染Ｔ淋巴细胞斑点实验（ＴＳＰＯＴ．ＴＢ）是一种能

够快速检测结核分枝杆菌感染的实验室检测技术，利用结核特

异抗原（ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０），通过酶联免疫斑点试验（ＥＬＩＳ

ＰＯＴ）检测结核效应Ｔ细胞产生的ＩＦＮγ。由于结核特异抗原

是卡介苗（ＢＣＧ）和绝大多数环境细菌所没有的，不受先前卡介

苗接种的影响，较结核菌素皮下试验（ＴＳＴ）更具特异性。笔者

利用ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法检测临床标本，同时与其他结核实验室

检测方法进行比较，探讨相关检测技术在临床中的应用价值。

１　资料与方法

１．１　一般资料　对本院疑似结核患者３１７例进行ＴＳＰＯＴ．

ＴＢ检测，男１５０例，女１６７例，年龄１６～８８岁。

１．２　仪器与试剂　ＮＡＰＣＯ６５００二氧化碳培养箱购自法国

ＪＯＵＡＮ公司，生物安全柜购自苏净安泰公司，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ试

剂盒（Ｏｘｆｏｒｄ，ＩｍｍｕｎｏｔｅｃＬｔｄ）由上海复星公司提供。

１．３　方法　取肝素抗凝静脉血４ｍＬ，用淋巴细胞分离液进行

密度梯度离心获得外周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ），与结核特异

抗原（ＥＳＡＴ６、ＣＦＰ１０）分别加入预包被抗γ干扰素抗体的反

应孔中，孵育过夜。ＰＢＳ洗涤，加入二抗，再次洗涤后，加入底

物显色。计数显色斑点数。结果判定：当空白对照孔内斑点数

低于６个时，任一实验孔斑点数减去空白孔斑点数大于６个，

结果即为阳性；若空白对照孔斑点数大于６个，任一实验孔斑

点数大于空白孔斑点数的２倍，结果也为阳性。

１．４　统计学处理　检测结果均用阳性率表示。数据用

ＳＰＳＳ１６．０软件处理。

２　结　　果

２．１　ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测结果　在全部３１７例结核疑似患者

中，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测阳性者７６例，阳性率为２４．０％。笔者对

患者科室分布情况进行了统计，见表１。

表１　　科室分布情况

项目 不孕不育科 风湿科 呼吸内科 胸外科 血液病科 神经内科 肾病内科 脊柱骨科 肿瘤内科 其他科室

疑似例数（狀） ８８ ４３ ３９ ２９ ４４ １８ ８ ６ ８ ３４

阳性例数（狀） ２０ ６ ２０ ６ ４ ８ ３ ４ ２ ３

阳性率（％） ２２．７ １４．０ ５１．３ ２０．７ ９．１ ４４．４ ３７．５ ６６．７ ２５．０ ８．８

２．２　不同结核检测实验结果比较　在７６例ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检

测阳性患者中，结核抗体检测３１例，抗酸杆菌涂片检测３８例，

结核分枝杆菌ＤＮＡ检测５例，检查阳性率见表２。

表２　　不同检测方法结果比较

项目 结核抗体 抗酸杆菌 结核分枝杆菌ＤＮＡ

检测例数（狀） ３１ ３８ ５

阳性例数（狀） １３ ４ １

阳性率（％） ４１．９ １０．５ ２０．０

３　讨　　论

目前临床对结核病的实验室检测方法主要有抗酸杆菌涂

片、结核抗体及结核分枝杆菌ＤＮＡ检测。这些检测方法在临

床中存在敏感性低、特异性差、操作复杂、检测周期长等缺点，

常规结核病实验室检测阳性率低于６０％。结核分枝杆菌培养

是诊断结核病的金标准，培养周期需２个月时间，阳性率取决

于采集标本中细菌的数量，不利于早期诊断和治疗。影像学检

查仅对活动性肺结核诊断具有参考价值，对肺外结核诊断存在

困难。因此，寻找一种敏感度高、特异度高、快速、简便的结核

诊断方法成为人们研究的焦点。
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结核分枝杆菌是胞内寄生菌。人体感染后是否发病与感

染细菌的数量及其毒力等因素相关，也与人体免疫功能相关。

人体免疫功能包括细胞免疫和体液免疫，其中抗结核免疫主要

是细胞免疫，决定细胞免疫强弱的主要是Ｔ淋巴细胞亚群数

量及功能。结核分枝杆菌诱导细胞免疫反应，体内产生相应的

致敏Ｔ淋巴细胞。当人体再次被结核分枝杆菌感染，致敏的

Ｔ淋巴细胞就会迅速活化为效应Ｔ淋巴细胞，识别结核分枝

杆菌特异性抗原并产生高水平的ＩＦＮγ。因此，ＩＦＮγ的测定

可以作为诊断结核病和潜伏性结核感染的一项指标。

ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法能够在体外快速检测结核效应Ｔ淋巴

细胞产生的ＩＦＮγ。该方法源于 Ｍａｈａｉｒａｓ等
［２］在１９９６年发现

的一段结核分枝杆菌特异的ＲＤ１基因序列，该基因不存在于

卡介苗菌株和大部分环境分枝杆菌中。ＲＤ１基因 编码产生２

种蛋白：早期分泌型抗原靶蛋白（ＥＳＡＴ６）和培养滤过蛋白１０

（ＣＦＰ１０），作为特异性抗原刺激人体特异性效应Ｔ细胞产生

ＩＦＮγ．ＴＳＰＯＴ．ＴＢ技术是分离收集结核分枝杆菌感染者外

周血单个核细胞（ＰＢＭＣｓ），ＰＢＭＣｓ、结核特异性的抗原Ａ和抗

原Ｂ（分别为ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０部分多肽片段），与阴阳对照

品加入预先包被抗体的微孔培养板进行培养。当ＰＢＭＣｓ中

存在结核特异性 Ｔ淋巴细胞时，结核异性抗原刺激下分泌

ＩＦＮγ，抗体捕获后，加底物显色成色素斑点。每个斑点代表１

个结核特异性Ｔ淋巴细胞，从而实现对结核分枝杆菌感染的

辅助诊断。

基于ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０特异抗原的ＥＬＩＳＰＯＴ实验在结

核分枝杆菌感染检测中具有更高灵敏度和特异度［３４］，以及操

作快速、简便，提示它能为全球结核病的控制发挥巨大作用。

该法已经在欧洲和加拿大批准使用，亦获得了美国食品药品管

理局的批准。在某一学校的爆发流行中，该新方法的结果同结

核菌素实验结果相比，与结核病暴露率更有相关性联系，这表

明在隐性感染人群中 ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法有更高的诊断灵敏

度［５］。

对于处于免疫抑制状态的患者，从潜伏性结核发展到活动

性肺结核的危险性要高于普通人群［６７］，所以正确识别那些已

感染结核的患者非常重要。由于免疫抑制状态患者发展成为

活动性肺结核的高风险性，对于他们而言，筛查和治疗潜伏性

结核是最重要的目标［８］。

该研究中相关科室对潜伏性结核筛查结果表明，不孕不育

科筛查阳性率为２２．７％，风湿科筛查阳性率为１４．０％，血液病

科为９．１％，肿瘤内科为２５．０％。ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检测结果有利

于医生对患者进行预防性用药，对防止进展为活动性肺结核具

有重要意义。

在肺结核及肺外结核检测诊断中，呼吸内科阳性率为

５１．３％，胸外科为２０．７％，神经内科为４４．４％，肾病内科为

３７．５％，脊柱骨科为６６．７％。较高的阳性率结果表明 Ｔ

ＳＰＯＴ．ＴＢ方法完全能够辅助医生的临床诊断，具有较高临床

价值。

在７６例 ＴＳＰＯＴ．ＴＢ阳性患者中，结核抗体阳性率为

４１．９％，抗酸杆菌阳性率为１０．５％，结核分枝杆菌ＤＮＡ阳性

率为２０．０％。相对降低的阳性率结果表明，ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法

明显优于其他结核检测技术，这也与相关文献结果一致。

ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法在结核检测临床应用中不断扩大。

Ｄｏｓａｎｊｈ等
［９］研究了ＥＬＩＳＰＯＴ技术在预测活动性肺结核应用

方面的进展，ＩＦＮγ作为效应 Ｔ淋巴细胞分泌的一种细胞因

子，不但能够反映人体结核的细胞免疫情况，还与体内结核分

枝杆菌的抗原含量密切相关。另外，利用ＥＬＩＳＰＯＴ技术可以

在结核性关节炎、结核性腹膜炎、结核性心包炎等方面都进行

相关应用研究［１０１２］。下一步笔者计划在结核检测方面进一步

扩大ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法应用范围，充分发挥ＴＳＰＯＴ．ＴＢ方法

检测优势。
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