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  摘 要:目的 研究通过DxH800血细胞分析仪的VCS技术分析淋巴细胞在活动性肺结核中的形态学变

化,评价其在辅助诊断活动性肺结核中的价值。方法 收集重庆地区活动性肺结核患者97例,潜伏性结核113
例和体检健康者101例(健康对照组),采用DxH800血细胞分析仪对淋巴细胞VCS参数进行检测,并对各参

数的受试者工作特征曲线(ROC曲线)的曲线下面积进行分析。结果 淋巴细胞平均体积(MLV)及其标准差

(MLV-SD)、淋巴细胞平均导电率标准差(MLC-SD)、中角度光散色标准差(MALS-SD)、高中角度光散色标准

差(UMALS-SD)、低中角度光散色标准差(LMALS-SD)、低角度光散射(LALS)及其标准差(LALS-SD)、轴向

光损耗测量标准差(AL2-SD)在活动性肺结核组显著高于潜伏性结核组和健康对照组(P<0.05);活动性肺结

核组的 MALS、LMALS明显低于潜伏性结核组和健康对照组(P<0.05)。ROC曲线分析显示,MLV-SD、

MLC-SD、UMALS-SD、LALS-SD、AL2-SD曲线下面积分别为0.775、0.900、0.802、0.860、0.785,同时测量这

5个参数获得曲线下面积高达0.920,其灵敏度为79.40%,特异度为92.90%。结论 淋巴细胞VCS多个参数

可辅助诊断活动性肺结核,且检测方便易行,可为临床诊断活动性肺结核提供帮助。
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Abstract:Objective To
 

study
 

the
 

morphological
 

changes
 

of
 

lymphocytes
 

in
 

active
 

tuberculosis
 

by
 

VCS
 

of
 

DxH800
 

blood
 

cell
 

analyzer,and
 

to
 

evaluate
 

its
 

value
 

in
 

the
 

auxiliary
 

diagnosis
 

of
 

active
 

pulmonary
 

tuberculo-
sis.Methods A

 

total
 

of
 

97
 

cases
 

of
 

active
 

tuberculosis,113
 

cases
 

of
 

latent
 

tuberculosis
 

and
 

101
 

cases
 

of
 

physi-
cal

 

examination
 

(healthy
 

control
 

group)
 

were
 

collected
 

in
 

Chongqing.The
 

VCS
 

parameters
 

of
 

lymphocytes
 

were
 

measured
 

by
 

DxH800
 

hematology
 

analyzer,and
 

the
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

was
 

analyzed.Results 
Lymphocyte

 

mean
 

volume
 

(MLV)
 

with
 

its
 

standard
 

deviation
 

(MLV-SD),lymphocyte
 

mean
 

conductivity
 

standard
 

deviation
 

(MLC-SD),medium
 

angle
 

light
 

scatter
 

standard
 

deviation(MALS-SD),upper
 

median
 

angle
 

light
 

scatter
 

standard
 

deviation
 

(UMALS-SD),lower
 

median
 

angle
 

light
 

scatter
 

standard
 

deviation
 

(LMALS-
SD),low

 

angle
 

light
 

scatter
 

(LALS)
 

with
 

its
 

standard
 

deviation
 

(LALS-SD),axial
 

light
 

loss
 

measurement
 

standard
 

deviation
 

(AL2-SD)
 

in
 

active
 

tuberculosis
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

the
 

latent
 

tuberculosis
 

and
 

the
 

healthy
 

controls
 

(P<0.05).The
 

medium
 

angle
 

light
 

scatter
 

(MALS)
 

and
 

lower
 

median
 

angle
 

light
 

scatter
 

(LMALS)
 

in
 

active
 

tuberculosis
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

latent
 

tuberculosis
 

group
 

and
 

the
 

healthy
 

controls
 

(P<0.05).The
 

area
 

under
 

the
 

ROC
 

curve
 

showed
 

that
 

the
 

areas
 

under
 

MLV-
SD,MLC-SD,UMALS-SD,LALS-SD,and

 

AL2-SD
 

curves
 

were
 

0.775,0.900,0.802,0.860
 

and
 

0.785,respec-
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tively.At
 

the
 

same
 

time,the
 

areas
 

under
 

the
 

curves
 

were
 

as
 

high
 

as
 

0.920,with
 

a
 

sensitivity
 

of
 

79.40%
 

and
 

a
 

specificity
 

of
 

92.90%.Conclusion Multiple
 

parameters
 

of
 

lymphocyte
 

VCS
 

can
 

assist
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

ac-
tive

 

tuberculosis,and
 

the
 

detection
 

is
 

convenient
 

and
 

easy,which
 

can
 

help
 

the
 

clinical
 

diagnosis
 

of
 

active
 

tuber-
culosis.
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  结核病是结核分枝杆菌引起的慢性感染性疾病。
据世界卫生组织统计,2017年大约有1

 

000万例新发

结核病,157万结核病患者死亡。而人群中1/3均为

结核杆菌感染者,其中5%~10%会发展为活动性结

核[1-3],我国是排在印度之后的第二大结核病高负担

国,面临的结核病防控形势非常严峻,缺乏有效的诊

断方法是困扰结核防控的重要原因。现有的结核相

关实验室检查如抗酸染色法、分离培养法是实验室诊

断金标准,但存在着阳性率低、检测时间长等缺陷,结
核菌素试验假阳性、假阴性都较高,γ干扰素释放试验

对结核杆菌感染具有较高的灵敏度和特异度,但不能

区分潜伏性结核和活动性肺结核[3-6],因此,临床上迫

切需要辅助诊断活动性肺结核的新指标。血液分析

仪的VCS技术通过检测细胞体积(Volume)、导电率

(Conductivity)、多个角度的光散射(Scatter),能准

确、快速地对8
 

000个白细胞的形态做全面评价[7-10]。
有研究发现[11-13],在病毒性感染性疾病及淋巴细胞相

关白血病中,淋巴细胞VCS参数可发生明显改变,目
前笔者查阅文献尚未见淋巴细胞VCS参数在结核诊

断中的研究。本研究分析淋巴细胞 VCS参数的变

化,以评估其在活动性肺结核诊断中的应用,包括高

中角度光散射(UMALS)、中角度光散射(MALS)、低
中角度光散射(LMALS)、低角度光散射(LALS)检测

细胞颗粒度和膜形貌轴向光损耗测量(AL2),分析细

胞透明度。同时获得与细胞形态直接相关的3个形

态参数对白细胞进行检测分析。在三维空间里,对细

胞体积、大小、颗粒度多少进行全方位检测获得一系

列参数,准确、快速地对白细胞内部、外部形态进行全

面评价[14]。机体受到结核分枝杆菌感染后,淋巴细胞

会被激活并释放细胞因子抑制结核分枝杆菌[15],其细

胞体积大小及导电率也会发生相应的变化。

1 资料与方法

1.1 一般资料 收集2017年7月至2018年6月重

庆市公共卫生医疗救治中心及陆军军医大学大坪医

院活动性肺结核患者97例,潜伏性结核113例,体检

健康者101例(健康对照组),对其淋巴细胞 VCS参

数进行检测。根据中华人民共和国卫生行业肺结核

诊断标准(WS
 

288—2017),活动性肺结核患者纳入标

准:痰培养、痰抗酸染色、分子诊断至少有1个阳

性[15],胸部X线片表现符合结核病影像学病变,所选

病例均无抗结核药物治疗史。潜伏性结核患者纳入

标准:γ-干扰素释放试验阳性,痰涂片和结核分枝杆

菌培养均阴性,无结核病的相关临床症状[16]。健康对

照纳入标准:无结核患者接触史,胸部X线片表现正

常,结核感染T细胞斑点检测(T-SPOT.TB)实验阴

性,肝功、肾功、乙型肝炎、血常规检查均正常。排除

标准:年龄<18岁、孕妇、HIV病毒感染、癌症、自身

免疫性疾病患者,正在接受免疫抑制剂或已接受抗结

核治疗者均不入选。

1.2 仪器与试剂 UniCel
 

Coulter
 

DxH800全自动

血液分析仪及原装配套试剂和质控品(美国Beck-
manculter公司);T-SPOT.TB

 

试剂盒(英国 Oxford
 

Immunotec公司);RPM1640
 

细胞培养液(中国天津

灏洋生物制品科技有限公司);人全血淋巴细胞分离

液和AIM-V􀆿
 

Medium
 

CTS􀆿
 

(AIM-V)培养液(中国

天津太平洋生物科技股份有限公司)。所用实验耗材

均需高压灭菌、干燥后才使用。

1.3 方法

1.3.1 VCS参数分析 各研究对象均抽取外周静脉

血3
 

mL于乙二胺四乙酸二钾(EDTA-K2)真空采血

管,立即颠倒混匀,所有样本在采集后4
 

h内完成检

测,使用 UniCel
 

Coulter
 

DxH800血液分析仪配套试

剂和质控品,标本无凝血及溶血。检测项目包括白细

胞计数(WBC)、淋巴细胞百分比(LY%)、淋巴细胞

VCS参 数。VCS 参 数 包 括 淋 巴 细 胞 平 均 体 积

(MLV)、淋巴细胞平均体积标准差(MLV-SD)、淋巴

细胞平均导电率(MLC)、淋巴细胞平均导电率标准差

(MLC-SD)、UMALS、UMALS 标 准 差 (UMALS-
SD)、MALS、MALS标准差(MALS-SD)、LMALS、

LMALS标准差(LMALS-SD)、LALS、LALS标准差

(LALS-SD)、AL2、AL2标准差(AL2-SD)。

1.3.2 T-SPOT.TB
 

实验和结果判读 各研究对象

使用肝素钠真空采血管抽取4~8
 

mL外周静脉全血,
按照试剂说明书,每份标本设置2个检测孔和2个质

控对照孔,分别为特异性抗原A检测孔(加入ESAT-
6溶液50

 

μL)、特异性抗原B检测孔(加入CFP-10溶

液50
 

μL)、阳性质控对照孔(加入PHA
 

50
 

μL)、空白

对照孔(加入AIM-V
 

50
 

μL),每孔加入按照说明书配
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置的标准细胞液100
 

μL。加样后将培养板放在37
 

℃
含%CO2 培养箱孵育16~20

 

h。用200
 

μL新鲜准备

的无菌PBS洗板4次。拍干后每孔加入酶标抗体

50
 

μL(1∶200倍稀释),置2~8
 

℃冰箱孵育1
 

h。取

出后再次PBS洗板,拍干后每孔加入显色液50
 

μL,
室温 避 光 反 应7

 

min,以 蒸 馏 水 终 止 反 应。置 于

37
 

℃,5%
 

CO2 孵箱2~3
 

h或室温过夜干燥培养板,
使用显微镜、放大镜或自动计数仪检测孔内结合在底

膜上的特异性斑点数(清晰的紫色斑点、中间色深、周
围有浅色晕的点)。结果判读:(1)判读为“有反应性”
(阳性),见于①空白对照孔斑点计数为0~5个时且

抗原A(或B)孔的斑点数减去空白对照孔的斑点数

后,数值≥6;②空白对照孔斑点数为6~10个时且抗

原A(或B)孔的斑点数≥2倍空白对照孔斑点数。
(2)判读为“无反应性”(阴性),见于不符合(1)的标准

且阳性质控对照孔正常时检测结果为“无反应性”。

1.4 统计学处理 应用统计软件SPSS25.0进行数

据处理。计量资料以x±s表示,首先进行正态性检

测,多组间比较采用单因素方差分析,进一步两两比

较采用LSD-t检验。计数资料以率(%)表示对各参

数进行受试者工作特征曲线(ROC曲线)下面积分

析。以P<0.05为差异有统计学意义。
 

2 结  果

2.1 肺结核患者中淋巴细胞VCS参数的变化
 

 活

动性肺结核组97例,年龄21~80岁,平均(49.800±
14.500)岁,男性53例,女性44例;潜伏性结核组113

例,年龄21~77岁,平均(50.200±17.700)岁,男性

48例,女性65例;健康对照组101例,年龄19~82
岁,平均(15.900±19.100)岁,男性51例,女性50
例。3组在年龄、性别上差异无统计学意义(P>
0.05)。

 

淋巴细胞 VCS参数的 MLV、MLV-SD、MLC-
SD、MALS-SD、UMALS-SD、LMALS-SD、LALS-SD、

AL2-SD及LALS在活动性肺结核组显著高于潜伏性

结核组和健康对照组(P<0.05),但 MALS、LMALS
在活动性肺结核组明显低于潜伏性结核组和健康对

照组(P<0.05),淋巴细胞VCS参数的所有指标在潜

伏性结核组与健康对照组间差异无统计学意义(P>
0.05)。见表1。

2.2 淋巴细胞 VCS参数诊断活动性肺结核的灵敏

度与特异度 根据约登指数选择最佳临界值,即

ROC曲线上所有点的灵敏度和1-特异度之间差异

最大时所取数值。进行多指标联合诊断时,有任何一

项为阳性即可判断为阳性结果。通过对淋巴细胞

VCS参数区分活动性肺结核与潜伏性结核感染的灵

敏度 与 特 异 度 分 析,MLV-SD、MLC-SD、UMALS-
SD、LALS-SD、AL2-SD获得比其他参数更高的曲线

下面积,分别为0.775、0.900、0.802、0.860、0.785,见
表2。同 时 测 量 MLV-SD、MLC-SD、UMALS-SD、

LALS-SD、AL2-SD可获得曲线下面积高达0.920,并
且其区分活动性肺结核与潜伏性结核感染的灵敏度

和特异度分别为79.40%和92.90%。见表2、图1。

表1  3组淋巴细胞VCS参数的变化(x±s)

VCS参数 活动性肺结核组(n=97) 潜伏性结核组(n=113) 健康对照组(n=101) P1 P2

WBC(×109/L) 6.920±2.847 7.108±2.498 7.086±2.746 0.731
 

0 0.777
 

1

LY% 20.630±8.905 22.670±9.949 21.230±10.250 0.134
 

0 0.689
 

0

MLV(fL) 89.190±4.457 87.770±3.671 87.980±4.162 0.049
 

6 0.045
 

0

MLV-SD 17.550±3.883 14.510±1.736 15.310±2.534 <0.000
 

1 0.000
 

3

MLC 119.600±3.204 119.600±2.811 120.400±3.021 >0.999
 

9 0.168
 

8

MLC-SD 13.090±2.558 9.056±1.958 9.225±2.191 <0.000
 

1 <0.000
 

1

MALS 61.270±6.314 64.650±6.221 64.530±7.477 <0.000
 

1 0.000
 

1

MALS-SD 19.650±2.614 17.720±1.063 17.590±1.808 <0.000
 

1 <0.000
 

1

UMALS 64.130±8.007 65.800±8.738 66.000±9.197 0.016
 

0 0.024
 

0

UMALS-SD 21.810±2.050 19.520±1.803 19.410±1.508 <0.000
 

1 <0.000
 

1

LMALS 54.030±5.828 58.790±4.735 58.430±6.191 <0.000
 

1 0.000
 

1

LMALS-SD 21.670±2.818 20.490±1.580 20.360±1.664 0.000
 

1 <0.000
 

1

LALS 39.850±4.814 37.910±2.346 37.650±2.692 <0.000
 

1 0.000
 

2

LALS-SD 14.590±2.347 11.830±1.574 11.690±1.637 <0.000
 

1 <0.000
 

1

AL2 75.760±3.785 75.270±2.282 75.230±2.807 >0.999
 

9 >0.999
 

9

AL2-SD 12.650±2.577 10.750±1.167 10.940±1.366 <0.000
 

1 <0.000
 

1

  注:P1 表示活动性肺结核组与潜伏性结核组比较;P2 表示活动性肺结核组与健康对照组比较。
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表2  淋巴细胞VCS参数诊断活动性肺结核的灵敏度和特异度
 

参数 临界值 灵敏度(%) 特异度(%) 曲线下面积(95%CI)

MLV-SD <16.68 91.96 55.67 0.775(0.711~0.839)

MLC-SD >10.20 89.69 79.48 0.900(0.858~0.942)

UMALS-SD <20.07 67.86 83.51 0.802(0.742~0.861)

LALS-SD <12.96 81.25 79.38 0.860(0.809~0.910)

AL2-SD <11.02 71.43 81.44 0.785(0.720~0.849)

MLV-SD+MLC-SD+UMALS-SD+LALS-SD+AL2-SD - 79.40 92.90 0.920(-)

  注:-表示无数据。

图1  淋巴细胞VCS参数ROC曲线

3 讨  论

  结核病位列传染病死因第1位,缺乏有效的诊断

方法是其重要原因之一。γ干扰素释放实验可有效诊

断结核感染,但不能有效区分活动性肺结核与潜伏性

结核。人体受到结核分枝杆菌感染后会启动巨噬细

胞和致敏的淋巴细胞参与免疫反应,激活的T淋巴细

胞释放出γ干扰素、肿瘤坏死因子-α、白细胞介素12
等细胞因子抑制结核杆菌的生长[17],淋巴细胞形态在

抗结核免疫过程中发生明显的改变。本研究通过

DxH800血液分析仪的VCS技术直接对活动性肺结

核患者外周血中淋巴细胞的形态特征进行检测,结果

证实活动性肺结核组中 MLV、MLV-SD、MLC-SD、

UMALS-SD、LALS-SD、AL2-SD显著高于潜伏性结

核组和健康对照组。这些变化提示结核感染后,激活

的淋巴细胞体积增大,体积异质性增加。细胞核/细

胞质比例偏高(核幼稚程度更高),部分淋巴细胞参与

抗结核免疫反应,细胞质内颗粒增多,膜形态等发生

显著改变,这与本研究结果相吻合,细胞受到结核分

枝杆菌感染后,MLV及 MLV-SD与潜伏性结核感染

相比,明显增大。MLC虽然没有变化,但其 MLC-SD
已经提示细胞存在异质性,由于受感染细胞被激活,
分泌各种细胞因子,细胞质内颗粒增多,从而导致细

胞各角度的光散射不同程度地在活动性肺结核组与

潜伏性结核组、健康对照组间有显著的差异,其异质

性如 UMALS-SD、LALS-SD、AL2-SD明显增加。并

且通过ROC曲线分析显示,MLC-SD、UMALS-SD、

LALS-SD
 

的曲线下面积均达0.800以上,同时测量

这5个参数,获得曲线下面积高达0.920,灵敏度为

79.40%,特异度为92.90%,可以作为潜在的参考指

标用于辅助诊断活动性肺结核,且该指标可用于区分

活动性肺结核与潜伏性结核。
研究提示,在脓毒血症、菌血症等细菌性感染中,

中性粒细胞 VCS参数发生显著变化[18-20],结核感染

主要通过激活巨噬细胞和淋巴细胞发挥抗结核免疫

作用,本研究结果提示淋巴细胞参与抗结核免疫,其
细胞体积及内部结构、所含颗粒均在结核病患者与健

康人群中差异显著,淋巴细胞 VCS参数可区分活动

性肺结核和潜伏性结核感染,对临床诊断不同感染状

态的结核有重要意义。
本研究受到样本量小和选择范围很大的限制,这

些限制可能导致掺入偏差过高估计所研究参数的诊

断能力。因此,需要更大规模的前瞻性队列研究来进

一步验证VCS参数。

4 结  论

  淋巴细胞形态学参数通过血常规分析仪很容易

获得,检测成本低,并且这些参数能快速、准确、客观

地反映细胞的内在生物学特征,有潜在的临床应用价

值。特别是在γ干扰素释放实验阳性结果的基础上,
联合淋巴细胞 VCS参数分析,为临床辅助诊断活动

性肺结核提供有意义的参考。
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