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　　【摘要】　目的　探讨酶联免疫吸附试验、胶体金法和蛋白芯片法３种结核抗体检测方法在耐多药肺结核辅助

诊断中的价值。方法　收集重庆市公共卫生医疗救治中心检验科２０１２年２月１日至９月３０日耐多药肺结核患者

血清标本共１０６例，并同时采用３种方法检测结核抗体，统计检测结果并进行分析。结果　３种方法阳性率由高到

低依次为：胶体金法、蛋白芯片法、酶联免疫吸附试验。胶体金法和酶联免疫吸附试验两种方法 Ｋａｐｐａ系数最低，

酶联免疫吸附试验和蛋白芯片法差异无统计学意义意义（犘＞０．０５）。蛋白芯片法中脂阿拉伯甘露糖抗体和抗结核

３８ＫＤａ抗体阳性组合模式最常见。结论　结核金标法和蛋白芯片法联合检测血清中结核抗体对耐多药肺结核具

有较高的辅助诊断价值。

【关键词】　耐多药肺结核；　酶联免疫吸附试验；　胶体金法；　蛋白芯片法；　辅助诊断

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１４．１４．０２６ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１４）１４１９４９０２

　　耐药结核病已成为全球结核病控制工作面临的严峻挑战，

严重威胁人类身体健康。全球每年新产生耐多药结核病患者

约５０万，广泛耐药结核病患者约５万，耐药结核病对全球公共

卫生构成巨大威胁。近几年来随着结核分枝杆菌数种特异性

抗原的发现与纯化，实验技术不断发展与改进，采用酶联免疫

吸附试验、胶体金法或蛋白芯片法测定患者血清中结核抗体用

以辅助诊断活动性肺结核已在临床广泛使用，其敏感性和特异

性都在不断提高［１３］。因所用抗原及技术各不相同，各种方法

及试剂间仍有较大差异，而且在耐多药肺结核中评价多种方法

检测结核抗体的文献报道较少。本文探讨了３种结核抗体检

测方法在耐多药肺结核中应用的对比观察，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　标本来源　收集重庆市公共卫生医疗救治中心２０１２年

２月１日至９月３０日结核科住院患者（临床明确诊断为耐多

药肺结核）血清标本１０６例及实验相关资料，其中男７０例，女

３６例，年龄１５～７９岁，平均（４０．０±１３．５）岁。

１．２　仪器与试剂　结核抗体酶联免疫吸附试验诊断试剂盒由

成都永安制药公司生物制品部提供；结核分枝杆菌ＩｇＧ［包括

抗结核脂阿拉伯甘露糖（ＬＡＭ）抗体、抗结核１６ＫＤａ抗体和抗

结核３８ＫＤａ抗体］检测试剂盒（蛋白芯片）由南京大渊生物技

术公司提供；结核抗体胶体金法诊断试剂盒由上海奥普生物医

学有限公司提供。结核分枝杆菌蛋白芯片阅读仪由南京大渊

生物技术工程有限公司生产。ＧＦＭ３０００型酶标仪由山东彩

虹仪器有限公司生产。ＰＷ９６０型自动酶标洗板机由深圳市

汇松科技发展有限公司生产。

１．３　检测方法　对收集的１０６例血清标本分别采用３种方法

进行抗体检测，具体检测方法按说明书操作。

１．４　统计学方法　数据用ＳＰＳＳ１３．０软件进行分析，计数资

料采用χ
２ 检验，对不同方法两两进行比较，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义；Ｋａｐｐａ值反映不同级别的一致性。

２　结　　果

２．１　３种方法检测１０６例血清标本结果比较　见表１。

表１　３种方法检测阳性结果（狀＝１０６）

检测方法 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

酶联免疫吸附试验 ７１ ３５ ６６．９８

蛋白芯片法 ７８ ２８ ７３．５８

胶体金法 ９０ １６ ８４．９１

２．２　３种方法检测１０６例血清标本的结果模式　见表２。

表２　３种方法检测１０６例血清标本的结果模式

酶联免疫吸附试验 蛋白芯片法 胶体金法 狀（％）

＋ ＋ ＋ ６５（６１．３２）

－ － － １３（１２．２６）

－ ＋ ＋ １１（１０．３８）

－ － ＋ １０（９．４３）

＋ － ＋ ４（３．７８）

＋ ＋ － ２（１．８９）

－ ＋ － １（０．９４）

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

２．３　３种方法检测１０６例血清标本的相关性和一致性分析结

果　见表３。

表３　３种检测方法相关性比较

检测方法 犘 Ｋａｐｐａ值

酶联免疫吸附试验＋蛋白芯片法 ＞０．０５（１．１１） ０．６３８

蛋白芯片法＋胶体金法 ＜０．０５（４．１３） ０．５１２

胶体金法＋酶联免疫吸附试验 ＜０．０５（９．３２） ０．４０１

２．４　蛋白芯片法检测１０６例结核分枝杆菌ＩｇＧ抗体的构成比

　见表４、５。

·９４９１·检验医学与临床２０１４年７月第１１卷第１４期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｊｕｌｙ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１４

 基金项目：重庆市卫生局医学科研重点项目（２０１２１０８５）。

△　通讯作者：Ｅｍａｉｌ：９６０８２７７＠ｑｑ．ｃｏｍ。



表４　１０６例结核分枝杆菌ＩｇＧ抗体构成

ＬＡＭ抗体 １６ＫＤａ抗体 ３８ＫＤａ抗体 狀（％）

＋ － ＋ ６８（６４．１５）

－ － － ２８（２６．４１）

＋ ＋ ＋ ８（７．５５）

－ ＋ － ２（１．８９）

　　注：＋表示阳性，－表示阴性。

表５　蛋白芯片法检测１０６例结核分枝杆菌

　　　　ＩｇＧ抗体阳性结果

ＩｇＧ抗体 阳性例数 阴性例数 阳性率（％）

ＬＡＭ抗体 ７６ ３０ ７１．７０

１６ＫＤａ抗体 １０ ９６ ９．４３

３８ＫＤａ抗体 ７６ ３０ ７１．７０

３　讨　　论

耐多药结核病的增多是造成全球结核病疫情回潮的众多

原因之一，也是我国结核病疫情控制不利的主要原因。特异性

高、敏感性高、能早期检测并全程跟踪结核病的检测技术是最

理想的诊断方法。血清学抗体免疫检测技术是众多结核病诊

断方法中的一种，该技术简便快速、特异性和敏感性较高，对肺

结核、肺外结核的诊断与鉴别诊断具有重要参考依据。本文旨

在分析酶联免疫吸附试验、胶体金法及蛋白芯片法３种抗体检

测方法在耐多药肺结核中的辅助诊断价值。

结核抗体酶联免疫吸附试验诊断试剂盒采用酶联免疫间

接法检测样本中结核分枝杆菌特异性蛋白（ＴＢＳＡ）结核抗体

ＩｇＧ。ＴＢＳＡ是一种特异性较高的结核分枝杆菌分泌抗原，容

易被机体免疫系统识别而产生特异性抗体［４］。有学者利用

ＴＢＳＡ结核抗体检测诊断结核病的阳性率为６７．８％，特异性

为７６．６％，阳性预测值为８３．０％。有学者在检测活动性结核

病患者中，ＴＢＳＡ抗体检测阳性率为７４．８％，阳性预测值为

９２．３％。本文检测耐多药肺结核病阳性率为６６．９８％（表１），

与前２位学者的结果较接近。

血清ＴＢＳＡ抗体检测不受结核菌素试验的影响，在检测

结核病无痰或菌阴肺结核、肺外结核特异性高，有较大的应用

价值［５］。

结核抗体胶体金法采用的是斑点免疫金胶体渗滤技术。

该试剂盒原理是以结核特异性外膜成分ＬＡＭ 为标记抗原，点

样并固化在硝酸纤维素膜上，膜上的标记抗原捕获人血清中的

结核分枝杆菌抗体，被捕获的结核ＩｇＧ抗体可特异性结合葡萄

球菌Ａ蛋白胶体金缀合物标记呈色，形成红色斑点。莫凤明

等［６］采用胶体金法检测结核病的灵敏度及特异性分别是

５２．３％、８８．５％。有学者采用胶体金法检测复治肺结核患者血

清结核抗体阳性率为８１．３％，与胶体金法检测耐多药肺结核

病阳性率大致相同。

结核蛋白芯片法是近几年出现的新技术，临床上现已使用

较多。蛋白芯片法是以微孔滤膜为载体，利用微阵列技术将纯

化的ＬＡＭ、重组蛋白抗原１６ＫＤａ和３８ＫＤａ３种抗原固相于同

一滤膜上，当加入血清标本经抗原抗体反应后，加入显色系统，

再利用专门的芯片阅读仪和软件分析显色后的芯片，由不同抗

原点阵灰度值对多种结核抗体同步检测。蛋白芯片法操作简

单、快速，结果判读不受人为因素干扰，有相对客观的准确度。

ＬＡＭ、抗原１６ＫＤａ和３８ＫＤａ均为结核分枝杆菌特异性较高的

抗原，其中ＬＡＭ 是分枝杆菌属细胞壁的重要组成部分，其检

测灵敏度较高，抗原１６ＫＤａ和３８ＫＤａ是结核分枝杆菌复合群

所特有的抗原，与非结核分枝杆菌不存在交叉反应，其诊断特

异性较高。抗３８ＫＤａ蛋白抗体、抗ＬＡＭ抗体与结核活动性密

切相关，联合检测血清中抗３８ＫＤａ蛋白抗体和抗ＬＡＭ 抗体，

可将活动性肺结核和稳定性肺结核可靠区别开来［７］。利用蛋

白芯片法检测耐多药结核病对于传染性肺结核患者的分类收

治和科学管理，防止医院交叉感染、准确评估疗效和确保医疗

安全具有重要意义。

从本实验结果来看，耐多药肺结核在蛋白芯片法３种抗体

检测以 ＬＡＭ 和３８ＫＤａ最灵敏，１６ＫＤａ较差，联合检测以

ＬＡＭ和３８ＫＤａ二者阳性组合模式最为常见。朱同华
［８］在３７４

例各型肺结核血清结核抗体蛋白芯片检测的敏感度为８３．０％，

特异性为９６．５％。林秋等
［９］采用蛋白芯片法检测４０例已确

诊肺结核患者的敏感度为９２．５％，特异性为９５．０％。与前二

者比较，该方法结果稍低，这可能与本文检测的耐多药肺结核

患者免疫功能低下或免疫损害有关［１０］，导致假阴性产生。黄

绍梅等［１１］统计了９０例蛋白芯片法检测儿童结核病的灵敏度

为４６．７％，特异性为９０．０％，而且开展１６ＫＤ抗体的并列检

测，可以提高３８ＫＤａ指标检测的灵敏度
［１２］。因此，根据蛋白

芯片的组合结果可以区分是结核菌感染还是卡介苗接种导致

结核菌素试验产生阳性。有学者在２００例临床确诊结核患者

中，分别采用了由南京大渊生物技术工程有限公司提供的结核

分枝杆菌抗ＬＡＭ、抗１６ＫＤａ和３８ＫＤａ抗体蛋白芯片及检测

系统；由西安联尔科技有限公司提供的结核分枝杆菌抗

ＣＦＰ１０、ＥＳＡＴ６抗体蛋白芯片及检测系统，检测结果总敏感性

为３５．５％，但检测非结核患者的特异性达到９２．０％。竺澎波

等［１３］采用西安联尔科技有限公司提供的结核分枝杆菌抗

ＬＡＭ、抗１６ＫＤａ和３８ＫＤａ抗体蛋白芯片及检测系统，实验敏

感性为７１．２％，特异性为８４．８％。

由表１可见，胶体金法阳性率高于蛋白芯片法，酶联免疫

吸附试验最低。由表２可见，３种方法结果一致（皆阳性或皆

阴性）占７３．６％，任何两种方法结果一致占１６．０％，仅一种方

法阳性的病例比例最高的是胶体金法。在本研究中胶体金法

和酶联免疫吸附试验两种方法 Ｋａｐｐａ值最低，有一般的一致

性，酶联免疫吸附试验和蛋白芯片法差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。蛋白芯片法中 ＬＡＭ 抗体、３８ＫＤａ抗体阳性率均较

１６ＫＤａ抗体高，ＬＡＭ和３８ＫＤａ抗体阳性组合模式最常见。有

学者研究指出，肺结核组结核蛋白芯片阳性率为６６．４％，在结

核病中３项蛋白芯片抗体指标灵敏性依次为抗ＬＡＭ、３８ＫＤａ

抗体和抗１６ＫＤａ抗体，本研究结果可见抗ＬＡＭ 和３８ＫＤａ抗

体灵敏度相似，这种情况可能与二者选择的检测对象范围不同

有关系。有学者认为ＣＴ显示多个肺野结核的蛋白芯片阳性

率高于单个肺野结核，有基础疾病较无基础疾病检出率低，前

者可能与病变范围大小有关，范围越大，变态反应越强，产生的

抗体滴度越高有关；后者与有基础疾病患者免疫力有关，免疫

力相对较低时产生的抗体滴度就越低。

综上所诉，结核抗体酶联免疫吸附试验（下转第１９５３页）
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表６　脐带血中ＣＤ３４
＋细胞和 ＨＰＣ细胞检测结果（％）

项目
样本

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

ＣＤ３４＋ ０．４３０．１３０．７７０．２８０．３７０．１５０．６２０．２６０．３００．５６

ＨＰＣ ０．２６０．０６０．５７０．１３０．２１０．０７０．４９０．１３０．１５０．３６

３　讨　　论

按照ＩＳＯ１５１８９质量体系认可的要求，在仪器应用于临床

前必须对仪器的可靠性进行评估，这是ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００全自

动血细胞分析仪应用于临床的质量基础。作者实验室通过试

验设计，对ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００全自动血细胞分析仪手动与自动

模式进行了性能评估。从试验结果看，ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００全自

动血细胞分析仪具有良好的稳定性。首先ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００

全自动血细胞分析仪重复性、批内批间精密度都达到性能标

准。其次线性良好，ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＰＬＴ相关系数全部

在０．９９９０以上。再是ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００全自动血细胞分析仪

携带污染率小，项目 ＷＢＣ、ＲＢＣ、Ｈｂ、ＨＣＴ、ＰＬＴ的携带污染率

均小于１％。该性能降低了样本间的交叉污染，使检测结果更

加稳定。更重要的是ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００全自动血细胞分析仪

不正确度（偏倚）小，可确保检测标本的正确性。

目前常用检测外周血干细胞的方法是用流式细胞仪检测

ＣＤ３４＋细胞，因其是对造血干细胞的直接检测，可得到高度可

靠的数据。然而采用流式细胞仪对ＣＤ３４＋细胞进行检测成本

高，需要特殊的仪器，用ＩＭＩ通道检测外周血干细胞是间接通

过检测原始细胞、幼稚细胞实现的。本试验初步判断二者具有

很好的相关性，ＩＭＩ通道可以用来评估 ＣＤ３４＋ 细胞的数量，

（由于本试验样本量较少，相关性可能还需长期评估）这对判断

外周血干细胞的数量可提供帮助。

综上所述，ＳｙｓｍｅｘＸＥ２１００五分类全自动血细胞分析仪

性能符合要求，为临床结果的可靠报告提供了坚实的基础。

ＩＭＩ通道可用来评估脐带血造血干细胞的数量，为其进一步评

估外周血造血干细胞数量提供了基础支持。
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操作较复杂、耗时，且阳性率较低。胶体金法操作简单、快速，

阳性率较高，但人为判断结果可能会产生误差。蛋白芯片法吸

取了前两种方法的优点，而且同时能检测３种抗体。因此，在

耐多药肺结核患者中开展结核金标法和蛋白芯片法联合检测

血清中结核抗体具有较高的辅助诊断价值。
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