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  摘 要:目的 探讨以淋巴细胞表面分子CD161为标识的流式细胞术对活动性肺结核的 诊 断 价 值。
方法 回顾性研究2020年4—12月在该院住院的活动性肺结核患者268例,其中痰涂片结果为阳性的患者

170例作为涂阳组,3次或以上痰涂片结果未见结核分枝杆菌(TB)的患者98例为涂阴组。另选取该院的体检

健康者138例为对照组。采用流式细胞术检测各组淋巴细胞、单核细胞和CD161阳性淋巴细胞比例。基于流

式细胞术建立深度学习网络模型对活动性肺结核进行诊断,并与GeneXpert、TB-DNA、酶联免疫斑点(Elispot)
试验的诊断效能进行比较。结果 各组淋巴细胞、单核细胞和CD161阳性淋巴细胞比例及OR 比较,差异有统

计学意义(P<0.05);GeneXpert、TB-DNA、痰培养、Elispot在涂阳患者中的检出率分别为87.65%、81.18%、
60.00%、85.29%,深度学习网络模型在涂阳结核、涂阴结核患者中的检出率分别为77.05%、71.42%;深度学

习网络模型鉴别涂阳组和对照组的受试者工作特征曲线下面积(AUC)为0.87(95%CI
 

0.84~0.91),准确率

为0.82,灵敏度为0.77,特异度为0.84,鉴别涂阴组和对照组的AUC为0.79(95%CI
 

0.73~0.85),准确率为

0.71,灵敏度为0.71,特异度为0.84。结论 以CD161为标识的流式细胞术结合深度学习网络模型可为辅助

诊断活动性肺结核提供新的方向,特别是在涂阴活动性肺结核的诊断中,并对指导临床抗结核治疗用药及预测

活动性肺结核复发有参考价值。
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Abstract:Objective To

 

explore
 

the
 

diagnostic
 

value
 

of
 

flow
 

cytometry
 

with
 

lymphocyte
 

surface
 

molecule
 

CD161
 

in
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis.Methods A
 

retrospective
 

study
 

was
 

conducted
 

on
 

totally
 

268
 

pa-
tients

 

with
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

who
 

were
 

hospitalized
 

in
 

this
 

hospital
 

from
 

April
 

to
 

December
 

2020.
Among

 

them,170
 

patients
 

with
 

positive
 

sputum
 

smear
 

results
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

smear
 

positive
 

group,and
 

98
 

patients
 

with
 

no
 

Mycobacterium
 

tuberculosis
 

(TB)
 

in
 

sputum
 

smear
 

results
 

for
 

three
 

or
 

more
 

times
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

smear
 

negative
 

group.Another
 

138
 

healthy
 

people
 

were
 

selected
 

as
 

the
 

control
 

group.Flow
 

cy-
tometry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

proportion
 

of
 

lymphocytes,monocytes
 

and
 

CD161
 

positive
 

lymphocytes
 

in
 

each
 

group.A
 

deep
 

learning
 

network
 

model
 

based
 

on
 

flow
 

cytometry
 

was
 

established
 

to
 

diagnose
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis,and
 

its
 

diagnostic
 

efficiency
 

was
 

compared
 

with
 

GeneXpert,TB-DNA
 

and
 

enzyme-linked
 

immu-
nospot

 

(Elispot)
 

test.Results There
 

were
 

significant
 

differences
 

in
 

the
 

percentages
 

of
 

lymphocytes,mono-
cytes

 

and
 

CD161
 

positive
 

lymphocytes
 

and
 

OR
 

among
 

the
 

groups
 

(P<0.05).The
 

detection
 

rates
 

of
 

GeneX-
pert,TB-DNA,sputum

 

culture
 

and
 

Elispot
 

test
 

in
 

smear
 

positive
 

patients
 

were
 

87.65%,81.18%,60.00%
 

and
 

85.29%,respectively.The
 

detection
 

rates
 

of
 

the
 

deep
 

learning
 

network
 

model
 

in
 

smear
 

positive
 

tuberculosis
 

and
 

smear
 

negative
 

tuberculosis
 

patients
 

were
 

77.05%
 

and
 

71.42%,respectively.The
 

area
 

under
 

the
 

receiver
 

operating
 

characteristic
 

curve
 

(AUC)
 

of
 

the
 

deep
 

learning
 

network
 

model
 

for
 

identifying
 

subjects
 

in
 

the
 

smear
 

positive
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

0.87
 

(95%CI
 

0.84-0.91),the
 

accuracy
 

was
 

0.82,the
 

sensitivity
 

was
 

0.77,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.84.The
 

AUC
 

of
 

the
 

deep
 

learning
 

network
 

model
 

for
 

identifying
 

subjects
 

in
 

the
 

smear
 

negative
 

group
 

and
 

the
 

control
 

group
 

was
 

0.79
 

(95%CI
 

0.73-0.85),the
 

accuracy
 

was
 

0.71,the
 

sensitivity
 

was
 

0.71,and
 

the
 

specificity
 

was
 

0.84.Conclusion CD161
 

based
 

flow
 

cytometry
 

combined
 

with
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deep
 

learning
 

network
 

model
 

can
 

provide
 

a
 

new
 

direction
 

for
 

auxiliary
 

diagnosis
 

of
 

active
 

pulmonary
 

tubercu-
losis,especially

 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

smear-negative
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis,and
 

has
 

reference
 

value
 

for
 

guiding
 

clinical
 

anti-tuberculosis
 

treatment
 

and
 

predicting
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

recurrence.
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  结核病是危害全球公众健康的一种常见的慢性

传染性疾病,感染途径主要是通过呼吸道感染兼性胞

内致病结核分枝杆菌(TB)[1]。早期诊断和及时治疗

活动性肺结核,可阻止结核病患者在社区内的进一步

传播。然而,通过病原学诊断疑似结核病患者可能需

要很长时间,花费较高,导致临床诊断滞后和治疗延

误[2]。有研究表明,全球每年近1
 

040万例新发结核

病病例和180万例死亡病例[3],因此,改进和加快诊

断评估手段仍然是结核病患者的临床诊断和公共卫

生重点。
本课题组在前期工作中,利用流式细胞术对不同

类型的细胞表面分子和临床标本进行分析,发现活动

性肺结核患者CD161水平明显低于健康者和潜伏感

染者,并且流式细胞术能简单区分活动性肺结核患者

和健康者[4-5]。在此基础上,为更有效区分不同类型的

结核病患者,利用目前流行的深度学习网络建立分类模

型,探索CD161在活动性肺结核中的辅助诊断价值。
1 资料与方法

1.1 一般资料 回顾性分析2020年4—12月在本

院住院的268例确诊为活动性肺结核患者的临床资

料,其中痰涂片结果为阳性(涂阳)的患者170例为涂

阳组,3次或以上痰涂片结果未见TB(涂阴)的患者

98例为涂阴组,并对其中初治结核患者(47例)和耐

多药结核患者(37例)进行跟踪随访。另选取本院的

体检健康者138例为对照组。结核病患者诊断根据

相关标准执行[6],涂阳患者:痰涂片为阳性,诊断类型

为继发性;涂阴患者:细菌学阴性,初治无合并其他传

染病、自身免疫性疾病;结核治愈患者:正规抗结核治

疗时间6个月以上,病原学检测阴性,多次影像学胸

部CT检查无明显变化,停止抗结核治疗达到非活动

性肺结核或陈旧肺结核标准。体检健康者:均经胸部

X线或CT检查,排除肺部结核及肺外部位结核,既往

无结核史,无结核接触史,未服用过抗结核药物。
1.2 仪器与试剂 全自动荧光定量PCR仪(型号:
ABI-7500)购自美国赛沛公司,酶联免疫斑点(Elis-
pot)试验读板仪购自美国 CTL公司,细胞流式仪

CantoⅡ购自美国BD公司。TB-DNA核酸检测试剂

盒(批号:20200801)购自达安基因股份有限公司,
GeneXpert检测试剂盒(批号:1000166969)购自深圳

市同春和生物科技有限公司,γ干 扰 素 释 放 试 验

(IGRAs)试剂盒(批号:20200600905)购自北京同生

时代生物科技有限公司,流式CD161试剂盒(批号:
20200501)购自深圳市联合医学科技有限公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采用肝素锂抗凝管采集受试者新

鲜外周血8
 

mL用于Elispot试验,采用乙二胺四乙酸

二钾抗凝管采集受试者新鲜外周血2
 

mL用于流式

CD161检测,结核病患者留取有效晨痰3~4份标本

用于细菌学检测。
1.3.2 流式细胞术 流式结果用软件FlowJo进行分

析,分 别 圈 出 单 核 细 胞(CD45+CD64+)、淋 巴 细 胞

(CD45+ CD64- )、CD161+ 细 胞 (CD45+ CD64-

CD161+),最后得出单核细胞比例(M%)、淋巴细胞比

例(L%)和CD161阳性淋巴细胞比例(CD161+%)。
1.3.3 深度学习网络模型的构建及运算 跟据深度

学习网络模型的训练机制,将数据集按照4∶1的比

例随机划分为训练集和测试集,以拟合出网络模型对

该数据的最佳性能。深度学习网络模型的构建采用

用TensorFlow的 Keras数据库,建立4层序贯式神

经网 络。输 入 层 为 3 个 维 度,即 M%、L% 和

CD161+%;隐藏层包括3层全连接层,激活函数均为

修正线 性 单 元(ReLu),其 中 第 2 层 为 随 机 失 活

droupout层[5];最后1层为输出层,激活函数为sig-
moid,优化器为Adam,输出类别为TB。模型默认以

0.45为判断值,即每个标本预测概率值(OR)≥0.45
为结核病患者,否则为健康者。模型性能评判指标包

括受试者工作特征(ROC)曲线、灵敏度、特异度、准确

率等。
1.4 统计学处理 采用GraphPad

 

Prism
 

5.0软件进

行数据处理和分析。呈正态分布的计量资料以x±s
表示,组间比较采用t检验;计数资料以例数和百分

率表示,组间比较采用χ2 检验;采用ROC曲线分析

诊断效能。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 不同检测方法在活动性肺结核中的诊断效

能 结果显示,GeneXpert在涂阳组和涂阴组中的检

出率分别为87.65%、28.57%,TB-DNA的检出率分

别为81.18%、20.41%,痰 培 养 的 检 出 率 分 别 为

60.00%、24.48%,Elispot试 验 的 检 出 率 分 别 为

85.29%、64.28%。见表1。
表1  不同检测方法在活动性肺结核中的诊断效能[n(%)]

组别 n 痰培养 GeneXpert TB-DNA
Elispot
试验

对照组 138 - - - 23(16.67)

涂阳组 170 102(60.00) 149(87.65) 138(81.18) 145(85.29)a

涂阴组 98 24(24.49)b 28(28.57)b 20(20.41)b 63(64.29)ab

  注:与对照组比较,aP<0.05;与涂阳组比较,bP<0.05;-为此项

无数据。

2.2 基于流式细胞术的深度学习网络模型的构建与
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运算 结果显示,各组L%、CD161+%、M%、OR 比

较差异有统计学意义(P<0.05),见表2。通过大量

数据在训练集上构建深度学习网络模型,发现模型能

很好鉴别涂阳组和对照组,测试集的ROC曲线下面

积(AUC)为0.87(95%CI
 

0.84~0.91),准确率为

0.82,灵敏度为0.77,特异度为0.84;鉴别涂阴组和对

照组的AUC为0.79(95%CI
 

0.73~0.85),准确率为

0.71,灵敏度为0.71,特异度为0.84。见表3、图1。

表2  各组L%、M%、CD161+%、OR 比较

组别 n L% M% CD161+% OR

涂阳组 170 72.36±13.07 25.35±12.32 30.94±9.77 0.74±0.30

涂阴组 98 71.47±14.11 25.72±12.65 31.29±8.34 0.65±0.27

对照组 138 77.57±6.09 20.62±7.01 34.97±0.25 0.25±0.15

P <0.001 <0.001 0.003 <0.001

表3  深度学习网络模型对各组的诊断效能

项目 AUC(95%CI) P 准确率 灵敏度(95%CI) 特异度(95%CI)

对照组vs.涂阳组 0.87(0.84~0.91) <0.001 0.82 0.77(0.70~0.83) 0.84(0.79~0.91)

对照组vs.涂阴组 0.79(0.73~0.85) <0.001 0.71 0.71(0.69~0.84) 0.84(0.77~0.90)

图1  深度学习网络模型对各组的诊断效能

2.3 深度学习网络模型在抗结核治疗指标的评

估 Elispot试验在涂阳结核、涂阴结核和结核治愈患

者中的检出率分别为85.29%、64.28%、61.50%,而
深度 学 习 网 络 模 型 的 检 出 率 分 别 为 77.05%、
71.42%、16.84%。

 

为了验证深度学习网络模型在抗结核治疗中的

动态表现,随访了84例活动性肺结核患者,其中初治

结核47例,耐药结核37例。在治疗0、3、6个月时检

测L%、M%和 CD161+%,并在测试集上验证,阈
值≥0.45为阳性。结果显示,初治结核患者0、3、6个

月时OR 均值分别为0.741、0.433、0.304,检出率分

别为82.97%、46.80%、19.10%;耐药结核患者OR
均值 分 别 为0.683、0.520、0.525,检 出 率 分 别 为

72.90%、48.64%、51.35%。见表4。
表4  深度学习网络模型在抗结核治疗指标的评估

项目 n
治疗0个月OR
均值/检出率

治疗3个月OR
均值/检出率

治疗6个月OR
均值/检出率

初治结核 47 0.741(82.97%) 0.433(46.80%) 0.304(19.10%)

耐药结核 37 0.683(72.90%) 0.520(48.64%) 0.525(51.35%)

3 讨  论

早发现、早治疗是所有传染性疾病的防控策略,
是消除疾病和降低疾病病死率的重要手段。然而目

前的医学研究水平对于结核病的早期快速诊断和短

程高效治疗略有延迟或不足,流行病学调查结果显

示,新增感染、耐多药结核例数及结核病病死率逐年

增长有诸多因素,但缺乏快速、早期诊断结核病感染

的方法是关键的原因之一[6]。无法早期有效治疗和

有效控制传染源,可导致结核病快速间接或直接传播

扩散。
     

研究结核病早期、快速、特异、灵敏且低费用的检

测方法和手段是实验室的终极目标。目前临床为准

确诊断结核病,联合多指标、多手段来解决诊治难的

问题。其中分子生物学 GeneXpert检测技术具有较

高的特异度和灵敏度,TB-DNA等方法可极大提高有

痰液结核病患者的确诊率[7-8]。在检出涂阳患者的各

种方法学中,GeneXpert特异度较高,但缺点是临床有

部分无痰液患者无法检测[9];IGRAs法检测标本易

得,可以区分健康者和潜伏感染者,但无法鉴别活动

性肺结核和潜伏感染者[10-11];微创支气管纤维镜能使

临床医生更直观了解TB引起的肺部病灶,其中肺泡

灌洗液的TB培养可提高无痰患者、涂阴患者的检出

率[12-13]。因此,联合诊断可提高检出率,减少漏检,但
高昂费用和检测平台的建立并无普及优势。
CD161被认为是Th17细胞的标志物[14-15],Th17

细胞分泌的白细胞介素-17A和白细胞介素-17F两种

前炎症因子在TB清除中起到重要作用[16-17]。CD161
表达细胞另一个重要的基团是黏膜相关恒定的T淋

巴细胞(MAIT)[17-19],在宿主病原体防御中发挥重要

作用,尤其是与重症患者细菌感染炎症密切相关[20]。
本研究基于CD161流式细胞术结果,通过人工智能算

法建立判断方法,其检测结果更为客观。目前的研究

认为单指标的诊断有较大的局限性,其灵敏度和特异

度还有待提高。因此,研究人员尝试通过组合不同的

标志物建立人工智能分类模型提高检出率。而作为

机器学习的分支,深度学习网络模型在复杂问题上更

具优势,且不需要太关注特征工程相关工作[21]。研发

高效、人工智能化、快速、灵敏、特异、准确、经济实用

的检测方法可为结核病的防控提供有力的支持。
利用流式细胞术检测CD161、淋巴和单核细胞的

比例,结合深度学习网络模型,能有效分辨出健康者

及结核病患者,其鉴别健康者和涂阳患者的灵敏度、
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特异度分别为0.77、0.84,鉴别健康者和涂阴患者的

灵敏度、特异度分别为0.71、0.84,在涂阴患者中的准

确率(即检出率)为0.71。而痰培养、GeneXpert、TB-
DNA、Elisopt 在 涂 阴 患 者 中 的 检 出 率 分 别 为

24.49%、28.57%、20.41%、64.29%,提示该技术在

涂阴结核中的检出率明显高于其他检测方法的检出

率。这些结果提示,该检测方法对于涂阴结核患者的

诊断有辅助效能。
目前关于结核病治疗效果的判断,临床上主要依

靠临床症状的改变及影像学的变化判断,因此非常依

赖临床医生的经验。本研究发现CD161流式细胞术

对于结核病治疗疗效有一定的指导意义,其CD161评

分(OR 均值)在结核治愈患者(治疗6个月)较结核病

患者(治疗0个月)降低,提示结核治愈患者中CD161
可随体内TB的清除,而降至正常水平。其中初治患

者在抗结核治疗3个月OR 均值开始明显下降,6个

月降至正常范围。然而,耐药结核患者OR 均值维持

在较高水平,与患者病情保持一致。因此,通过监测

CD161的变化可以提示在结核病治疗中的不同人群

是否已达到治愈或非活动性肺结核标准,减少抗结核

药物对各组织器官带来的损伤。
综上所述,本研究结果表明以CD161为标识的流

式细胞术结合深度学习网络智能模型可作为辅助诊

断技术,在指导临床抗结核治疗用药时间及非活动性

肺结核复发预测中具有参考价值。当然本研究只是

小样本的检测结果,下一步需要扩大样本进行多中心

的检测证实研究的可行性。
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