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结核感染
/

细胞斑点试验对结核病诊断的研究进展

贾文青 综述 刘
!

莹%审校

"郑州大学第一附属医院呼吸与重症医学科
!

('&&'"

$

!!

关键词"结核病#

!

结核感染
/

细胞斑点试验#

!

结核菌素试验#

!

诊断价值

!"#

!

!&#%@9@

"

A

#BCCD#!9$%,(!%&#"&!9#!!#&">

文献标识码"

1

文章编号"

!9$%,(!%&

"

"&!9

$

!!,!'!@,&(

!!

近年来全球结核病疫情呈明显上升趋势#据
g8<

估计全

球有
!

"

%

的人口感染结核分枝杆菌#每年约
>&&

万新发结核病

患者#

"&&

万人死于结核病*

!

+

(我国是全球结核病高负担国家

之一#

"&!&

年全国第
'

次结核病流行病学调查显示#我国现有

活动性结核患者
'"%

万#占全球发病的
!(#%̂

*

"

+

(早期确诊可

以有效控制结核#具有积极的临床意义(传统检测方法!$

!

&结

核分枝杆菌培养法(结核分枝杆菌培养法特异性高#而染色阳

性率低#培养需
(

$

>

周#可延误诊断#影响治疗($

"

&痰涂片法(

痰涂片法操作简单#但阳性率仅为
%&̂

$

9&̂

#因此不利于临

床结核病的诊断和治疗*

%

+

($

%

&组织病理学检查(组织病理学

检查是有创性操作#患者依从性差#花费高($

(

&结核菌素皮肤

试验$

/:/

&(

/:/

长期应用于结核感染的筛查#存在许多缺陷#

因其使用的结核菌素纯蛋白衍生物$

++4

&易与非
;/0

及卡介

苗$

06)

&发生交叉反应#导致其特异度及敏感度较低(

4BFR

等*

(

+的
;FIO

分析报道显示#

/:/

敏感度仅为
9$̂

$

$"̂

(此外

/:/

需要
$"J

后出结果#时间长#患者依从性差#且结果判读主

观性较强#从而影响结果的准确性($

'

&结核血清学检测(结核

血清学检测操作简单#用时较少#但存在假阳性和假阴性的问

'

@!'!

'

国际检验医学杂志
"&!9

年
9

月第
%$

卷第
!!

期
!

7DIY2O?;FP

!

YLDF"&!9

!

ZER#%$

!

5E#!!



题(如果患者存在免疫功能低下或者是处于疾病早期#机体不

能产生足够的抗体#就会出假阴性#接种过卡介苗#体内存在一

定水平的抗体#可能会出现假阳性(近年来#

-

,

干扰素释放试验

$

7)U1

&逐渐受到重视#目前全球有
!9

个国家陆续将其列入结

核病临床应用指南#以协助诊断结核*

'

+

(

7)U1

在我国仍然处

于研究阶段#国内常用的方法有
7)U1,.27:1

和结核感染
/

细

胞斑点试验$

/,:+</#/0

&(国内很多研究证实#

/,:+</#/0

可以帮助诊断结核病#目前已广泛应用于临床(本文将近几年

/,:+</#/0

对结核病诊断的临床应用价值进展情况进行分析#

综述如下(

A

!

/,:+</#/0

简介

!!

/,:+</#/0

是由酶联免疫斑点法$

.27:+</

&发展而来的

新型免疫酶技术#

.27:+</

源于
!@@9

年发现一段存在结核分

枝杆菌中名为 ,结核分枝杆菌差异区
!

$

U4!

&-的基因序列(相

对分子质量为
9[!&

% 的早期分泌靶向抗原$

.:1/,9

&和相对分

子质量为
!&[!&

% 的培养滤液蛋白$

6*+,!&

&是结核分枝杆菌

U4!

区编码的相应抗原#该区只存在于结核分枝杆菌复合群和

少数致病性分枝杆菌基因组中#所有卡介苗菌株及大多数非致

病性分枝杆菌基因组中均缺乏该区域(当机体感染结核分枝杆

菌后#体内就会发生细胞免疫#产生特异的效应
/

淋巴细胞#其

在体外再次受结核菌特异抗原的刺激时会分泌
-

,

干扰素$

7*5,

-

&#通过计数分泌
7*5,

-

的外周血单个核细胞#可以了解机体是

否感染结核分枝杆菌(

.:1/,9

和
6*+,!&

作为特异性抗原刺

激机体特异性
/

细胞产生
7*5,

-

#

/,:+</#/0

就是利用
.27:,

+</

检测分泌
7*5,

-

的
/

细胞斑点数的技术#

!

个斑点代表
!

个效应
/

细胞(目前它是检测抗原特异性
/

细胞最敏感的方

法之一#可以检测出
!

"

!&&&&&

$

!

"

'&&&&

外周血单个核细胞中

特异性抗原刺激后释放
7*5,

-

的效应
/

细胞#从而帮助诊断结

核(

B

!

/,:+</#/0

临床应用进展

B#A

!

/,:+</#/0

对肺结核诊断价值
!

结核病严重危害我国居

民的健康#目前结核病的确诊主要依靠涂片)培养找到结核分枝

杆菌#但是肺结核患者痰涂片阳性率低#培养所用周期长#影响

早期诊断(肺外结核病变部位取材往往比较困难#依据病原学

确诊比较困难(菌阴性肺结核及肺外结核患者的快速诊断对临

床工作者来说是一项巨大挑战(近几年新兴起来的
/,:+</#

/0

技术所采用的特异性抗原$

.:1/,9

与
6*+,!&

&不存在于卡

介苗及绝大多数环境分枝杆菌中#保证了较高的特异性(我国

属于卡介苗广泛接种地区#这就使其在我国具有了独特的诊断

结核的价值(因此评价
/,:+</#/0

对肺结核尤其是菌阴肺结

核及肺外结核的诊断价值是非常有意义的(

+OD

等*

9

+报道
/,

:+</#/0

诊断肺结核的阳性率为
@!#%̂

#孙雯雯等*

$

+研究认

为#

/,:+</#/0

检测技术诊断肺外结核的敏感度在
>&#&̂

以

上)特异性在
9&#&̂

以上(其数据差异可能与不同结核感染部

位刺激人体产生
7*5,

-

的效应
/

细胞水平不同有关#但不管是

肺结核还是肺外结核#

/,:+</#/0

技术都具有较高的敏感度和

特异性#可以为临床诊断结核提供依据#是一种重要的免疫学检

查方法*

>,@

+

(符艳等*

!&

+进一步研究发现#

/,:+</#/0

对诊断活

动性结核的阴性预测值很高#而阳性预测值较低#这就提示#当

/,:+</#/0

值为阴性时#考虑排除结核诊断的可能性大#尤其

在免疫功能正常及临床上无结核感染症状的人群#但还是存在

一定的假阴性率(目前有研究认为#导致
/,:+</#/0

假阴性

的危险因素有高龄)体质量超标)入院前较长病程*

9

+

)接受类固

醇治疗*

!!

+

)结核性脑膜炎*

!"

+等(当患者有上述危险因素时#要

考虑是否会存在假阴性的可能(当
/,:+</#/0

结果为阳性时

就需要结合患者临床特征来判断解读其意义#如果患者有过结

核感染病史#而目前没有结核感染症状#不能认为患者处于活动

性结核的状态(由此可见#虽然
/,:+</#/0

具有较高的敏感

度及特异性#但是仍然需要临床医生对其结果作出慎重的判读(

石慧等*

!%

+国内学者对结核患者的胸腔积液和外周血分别

进行了
/,:+</#/0

检测#发现其对胸腔积液检测的敏感度和

特异性高于外周血(出现这种结果可能是由于结核感染部位存

在较多的效应
/

细胞#从而导致外周血效应
/

细胞减少(由此

提示#临床工作中必要时可对其感染灶部位的标本#如胸腔积

液)腹水)脑脊液)痰液)肺泡灌洗液进行
/,:+</#/0

检测(另

外
/,:+</#/0"(J

内出结果#可以早诊断#早治疗#具有良好的

应用前景(

/,:+</#/0

有望成为继金标准之外很有效的辅助

诊断结核的方法(

B#B

!

/,:+</#/0

对免疫抑制患者合并结核的诊断
!

当机体受

到结核分枝杆菌感染时会启动细胞免疫过程#

/

细胞在结核病

的临床免疫过程中扮演着重要角色(因此免疫力低下特别是细

胞免疫力低下的患者
/

细胞功能下降)数量减少#势必会增加

机体结核易感率(如糖皮质激素因其强大的抗炎)抗过敏作用

广泛应用于临床#但同时又有免疫抑制的作用#可诱导
/

细胞

凋亡#抑制抗体生成#此时若受到结核分枝杆菌入侵#易感染而

发病(另外高血糖)肿瘤患者生存期延长)

87Z

感染等往往也会

造成患者免疫功能下降#易导致结核感染#这类患者合并结核感

染时其结核中毒症状不明显#有时往往易被原发病掩盖#容易误

诊#危及患者生命(传统
/:/

由于患者免疫应答被抑制#结核

菌素反应减弱#在免疫力低下患者中阳性率仅为
!9#$̂

*

!(

+

(

6JFD

等*

!'

+报道
/,:+</#/0

诊断免疫功能低下患者合并结核

感染的敏感度为
$$#(̂

#特异性为
9%#!̂

#可见在免疫功能低

下的患者中
/,:+</#/0

仍然有较高的敏感度#与
/:/

相比#

/,

:+</#/0

具有较大的优势(

87Z

感染"艾滋病$

174:

&患者的

细胞免疫功能受到破坏#

/

细胞尤其是
64(

a

/

细胞明显减少#

国际上衡量
87Z

感染患者免疫状态的金标准为
64(

a

/

细胞计

数(关于该类患者的免疫状态是否会影响
/,:+</#/0

的结果

目前争议比较大#付津平等*

!9

+对
"&

例确诊
87Z

感染"
174:

合

并结核感染的患者进行研究发现#

64(

a

/

细胞的减少不影响

/,:+</#/0

结果#

/,:+</#/0

不受免疫状态的影响#这主要是

因为
/,:+</#/0

分离定量的外周血淋巴细胞在一定程度上可

避免免疫状态的影响(也有研究认为#

87Z

感染"
174:

患者细

胞免疫功能受到严重损害#影响
/,:+</#/0

的敏感度#导致
/,

:+</#/0

结果易出现假阴性*

!$

+

(出现这种结果的原因可能是

因为
87Z

感染"
174:

患者细胞免疫功能低下#抗原刺激不足以

引起有效的免疫应答#

.:1/,9

和
6*+,!&

的反应受到影响#导

致了
/,:+</#/0

的敏感度降低(目前尚无大规模的研究探讨

/,:+</#/0

是否受人体免疫状态的影响#这是临床上需要深入

研究的问题(

B#C

!

/,:+</#/0

对潜伏性和活动性结核的鉴别诊断
!

目前我

国潜伏性结核感染人群数量巨大#新增活动性结核患者每年约

!('

万人#控制活动性结核患者必须从控制潜伏性结核感染做

起(

/

细胞斑点数在一定程度上可反映体内结核分枝杆菌的负

荷#结核分枝杆菌负荷越高#刺激机体产生
7*5,

-

的效应
/

细胞

'

&"'!

'
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年
9

月第
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越多#产生斑点数越多#越倾向于活动性结核(鉴于
/,:+</#

/0

检测的斑点形成细胞数与结核活动程度存在一定的正相关

趋势#可以期望找到
/,:+</#/0

的一个界值来区分活动性结

核和潜伏性结核感染(

2OIEGGF

等*

!>

+认为#以
/

细胞斑点数作

为鉴别活动性结核与潜伏性结核感染的最佳界值为
'&

(但

6JFF

等*

!@

+的研究表明#

/,:+</#/0

可以帮助诊断结核分枝杆

菌感染#然而对是否可以区分活动性还是潜伏性结核感染意义

不是很大#这主要是因为
/

细胞斑点数在这两类结核感染中有

较大范围重叠(引起这种现象的原因可能是因为对潜伏性结核

感染者来说其免疫功能较好#较少的抗原刺激就激发出活跃的

保护性免疫#其
/,:+</#/0

值高#而对活动性结核患者来说其

免疫功能低下#大量的抗原刺激也不足以激起有效的细胞免疫#

其
/,:+</#/0

值就会降低(是否可以将
/,:+</#/0

检测技

术应用于潜伏性和活动性结核的鉴别仍然需要临床采集大量标

本进行研究(

B#D

!

/,:+</#/0

对结核治疗效果监测的价值
!

当结核患者接

受抗结核药物治疗时#临床医生目前主要依靠患者临床症状及

影像学检查来评估疗效#但是这两种方法主观性太强(最近研

究表明#

/,:+</#/0

有望成为抗结核疗效观察的客观指标(

/,

:+</#/0

反应性主要受抗原载量)宿主免疫状态的影响#但具

体哪个因素对
/,:+</#/0

结果影响较大#目前还少有研究(

直观来看#不考虑患者免疫因素是当结核患者接受抗结核药物

治疗时#由于效应
/

细胞存活期比较短#一般在结核杆菌被消

灭后可迅速减少#

/,:+</#/0

反应性也会随之降低#因而斑点

数结果可出现下降甚至阴性的结果#因此
/,:+</#/0

可定量

监测抗结核治疗效果(

gBRQBDCED

等*

"&

+对结核病患者进行了研

究#发现在抗结核治疗
!

年后
/,:+</#/0

斑点数明显下降#

''̂

的患者甚至转为阴性(但是#一些胞内结核抗原可能会在

机体循环中释放出来#很难确定抗结核治疗是否会减少
/,

:+</#/0

斑点数值(普遍认为#

/,:+</#/0

斑点数值代表分

泌
7*5,

-

的效应
/

细胞数量#斑点数反映了机体是否受过结核

分枝杆菌的感染#与机体的细胞免疫功能直接相关(

/,:+</#

/0

的斑点数与效应
/

细胞呈对应关系#即
!

个斑点数可以代表

!

个效应
/

细胞#但结核杆菌与效应
/

细胞即斑点数之间是否

有对应关系#对于这其中的机制研究并不是很清楚(在这种机

制不是很清楚的情况下#如果认为
/,:+</#/0

可以监测抗结

核治疗预后是有些草率(而且国外有研究发现#活动性结核患

者往往合并有免疫功能低下#当行抗结核治疗一段时间后免疫

功能较前恢复#此时结核效应
/

细胞增多#导致
/,:+</#/0

结

果增高*

"!

+

(

1PFIBNO

等*

""

+研究发现#对未接受治疗的潜伏结核

感染者在不同时间进行
/,:+</#/0

#发现斑点数有自然下降的

规律(因此#目前虽然没有足够的证据表明
/,:+</#/0

可以

作为一种结核治疗的监测方法#但可以认为
/,:+</#/0

对结

核治疗效果评价及患者的预后还是有一定的提示意义(未来

/,:+</#/0

动态检测是否可用于评价患者对抗结核治疗的反

映#还需要更大规模)更全面的临床研究加以阐明(

C

!

结
!!

语

!!

和传统的
/:/

比较#

/,:+</#/0

不受机体免疫状态)卡介

苗接种的影响#

/,:+</#/0

是从单细胞水平进行检测#可及时

捕获细胞分泌于表面的细胞因子#在检测结核分歧杆菌感染方

面具有较高的敏感度和特异性#能够在短时间内帮助快速诊断

结核病#在预防)控制和辅助诊断结核病方面具有重要意义(

/,

:+</#/0

优势在于直接检测人体细胞因子分泌细胞#具有较高

的敏感度和特异性(

/,:+</#/0

有助于肺内)肺外结核的诊

断#在不同结核中诊断价值不同#但总的来说
/,:+</#/0

对于

结核的诊断有很好的辅助价值(虽然目前根据
/,:+</#/0

结

果还不能完全判定是潜伏性还是活动性结核感染#但通过斑点

数可以提供鉴别依据(

/,:+</#/0

目前在临床上已经逐步开

始广泛应用#但也存在一定的假阳性与假阴性#临床医生可以将

其作为一个参考指导下一步诊断及治疗#但是不能盲目依赖其

结果#需要结合患者的具体临床情况综合作出判断(此外
/,

:+</#/0

价格昂贵#操作复杂#限制了它在经济落后地区的

使用(

综上所述#

/,:+</#/0

是诊断结核的一种具有广泛应用

前景的免疫学方法#但仍然需要更多大规模)针对不同人群的

研究来验证(今后需要对
/,:+</#/0

的临床应用价值进行

更科学准确的评价#从而得出
/,:+</#/0

对结核病诊断最有

效的应用原则#更好地利用
/,:+</#/0

辅助结核的诊断(
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乙型肝炎病毒相关性肾炎实验室检查方法研究进展
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乙型肝炎$下称乙肝&病毒相关性肾炎$

80Z,)5

&是
80Z

诱发的肾小球肾炎#由于我国
80Z

感染较高#人群中
80Z

携

带率高达
!&̂

#由此引起的肾脏损害亦非常常见(史文丽

等*

!

+研究显示#

80Z,)5

约占肾活检
&#"'̂

(

80Z,)5

的发

病机制较为复杂#涉及多种学说!包括免疫复合物介导)

80Z

直接感染肾脏)

80Z

诱发的自身免疫)免疫缺陷)遗传因素

等*
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(目前国内在
80Z,)5

的诊断上还有待深入研究讨论#

而国外由于
80Z

感染的低发生率#没有制定相应的标准#现

在很多医院临床大夫仍在沿用
!@>@

年
80Z,)5

座谈会制定

的初步诊断标准*

%

+

(

"&&!

年全国肾活检病理诊断研讨会制定

了
80Z,)5

诊断标准*

(

+

!通过免疫组化方法在肾小球内检测

出
80Z

抗原$

80Z,1

=

&阳性#方可诊断为
80Z,)5

(

"&&(

年

黎磊石院士也提出了关于
80Z,)5

的诊断标准(由于一些学

者在血清
80Z

标志物阴性儿童的肾脏中检测到
80Z

标志

物#并且结合临床表现可以诊断
80Z,)5

#所以修订了
80Z,

)5

的标准*

',9
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(多数学者认为#肾组织中
80Z

抗原阳性的患

者#结合肾脏典型病理表现#可以诊断为
80Z,)5

#而对于血

清
80Z,1

=

阳性#肾组织
80Z,1

=

阴性的患者则不能诊断

80Z,)5

(所以肾组织
80Z

标志物的检测对于
80Z,)5

的

诊断意义重大(

80Z

标志物在肾脏中的检测一直存在问题#

实验室关于肾组织
80Z

标志物的检测#目前主要包括免疫荧

光法)免疫组织化学法$下称免疫组化法&)核酸分子检查这
%

种方法#现将这
%

种实验室检查方法原理及优缺点综述如下(
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免疫荧光法

!!

!@9!

年
4BWED

开始在肾脏疾病中应用免疫荧光技术#对

肾脏病的病理诊断提供了重要帮助(肾组织中
80Z,1

=

的检

测主要采用间接免疫荧光法#即先用鼠抗人一抗与
80Z,1

=

反应#形成复合物#然后用荧光素标记的羊抗鼠二抗与复合物

反应#发出荧光#在荧光显微镜下观察(目前实验室免疫荧光

的检查主要是通过冰冻切片组织和石蜡切片组织来完成(冰

冻切片免疫荧光具有操作时间短#步骤简单#组织抗原保护好

等优点*
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(但是冰冻间接免疫荧光染色要求实验人员做到!

$

!

&切割后的新鲜肾组织要迅速放入含有生理盐水的一次性塑

料管中#随后放至冰冻切片机内#进行包埋切片%$
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&免疫荧光
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