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γ干扰素释放试验在结核病诊断中的临床价值

周　政，李建英，韩　飞，王文昕，易兴鑫（重庆三峡中心医院，重庆万州　４０４０００）

　　【摘要】　目的　比较分析γ干扰素释放试验（ＩＧＲＡｓ）、结核菌素皮肤试验（ＴＳＴ）、抗酸染色和培养在结核病患

者中的诊断性能，评价ＩＧＲＡｓ用于结核感染诊断的临床价值。方法　用四种方法分别对６０例肺结核患者、５４例非

结核肺疾病患者和３５例健康体检者进行检测，以两两比较其诊断性能的差异。结果　ＩＧＲＡｓ对肺结核病的诊断

特异性为８９．９％，灵敏度为８８．３％（５３／６０），灵敏度显著高于 ＴＳＴ（６６．７％）、抗酸染色（３１．７％）和分枝杆菌培养

（４６．７％），而且对活动性肺结核的诊断灵敏度更是高达９３．８％。结论　ＩＧＲＡｓ具有灵敏度高、特异性高、检测快速

等特点，是一种逐渐替代传统ＴＳＴ方法的结核诊断的新的辅助试验。
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　　越来越多的学者开始关注结核病的诊断和治疗，而结核分

枝杆菌的实验室检测和药敏测定一直是研究的热点和难点。

传统的检测方法如结核菌素皮肤试验（ＴＳＴ）、抗酸染色涂片镜

检、分枝杆菌培养鉴定、结核菌核酸检测等方法由于其各自的

局限性，已逐渐不能完全满足临床实验室的需求，临床急需一

种灵敏度高、特异性高、报告时间短的新方法，用于结核病患者

的诊断和鉴别诊断。随着免疫学和分子生物学的发展，一种以

Ｔ淋巴细胞免疫应答为基础的γ干扰素（ＩＦＮγ）释放试验

（ＩＧＲＡｓ）逐渐被人们所认识。ＩＧＲＡｓ是一种新的辅助诊断结

核病的方法，它可以定性或定量检测出机体是否含有结核分枝

杆菌的特异性记忆Ｔ细胞，而这种Ｔ细胞对于机体是否感染

结核分枝杆菌有着很强的指示性。本文旨在通过比较分析

ＩＧＲＡｓ、ＴＳＴ、抗酸染色涂片镜检和分枝杆菌培养在结核病患

者中的诊断性能，初步评价ＩＧＲＡｓ用于结核病诊断的临床价

值，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　对象　选取２０１２年１月至２０１３年８月来本院就诊的肺

疾病患者，根据临床诊断分为肺结核组：根据我国《肺结核诊断

标准》（ＷＳ２８８２００８）确诊为活动性肺结核患者３２例、非活动

性肺结核患者２８例，其中男３６例，女２４例，年龄１５～６８岁，

平均（３２．５±２８．４）岁。非结核肺疾病组：根据临床症状、体征、

Ｘ线胸片、ＣＴ、肺功能试验等检查，确诊为肺炎患者１８例、慢

性阻塞性肺疾病２１例、肺气肿１０例、支气管扩张症５例，合计

５４例，其中男３２例，女２２例，年龄２０～７５岁，平均（４６．３±

２５．５）岁。健康对照组：３５例，均来自于本院健康体检者，其中

男１８例，女１７例，年龄１８～２２岁，平均（２０．２±１．７）岁。

１．２　实验方法

１．２．１　结核菌素皮肤试验　所有实验对象均做ＴＳＴ试验，采

用 Ｍｏｕｔａｘ法，在前臂的掌侧面皮内接种０．１ｍＬ（含５个结核

菌素单位）标准ＰＰＤ（购自成都生物制品研究所），７２ｈ后检查

反应结果，测量硬结直径。若硬结直径大于或等于１０ｍｍ，则

判定为ＴＳＴ试验阳性。

１．２．２　抗酸染色涂片　肺结核组患者就诊时被告知将做该试

验，取随机痰、夜间痰和第二日晨痰三个标本，按《全国临床检

验操作规程》（第三版）进行涂片、抗酸染色（购自珠海贝索生物

技术有限公司）和镜检。在１０×１００倍油镜下至少观察１００个

视野，结核分枝杆菌呈红色，其他细菌和细胞呈蓝色。按照

１９８４年国内统一标准进行报告：全视野（或１００个视野）未找

到抗酸菌报告“－”；全视野发现１～２个时报告抗酸菌的个数；

全视野发现３～９个报告“＋”；全视野发现１０～９９个报告“＋

＋”；每视野发现１～９个报告“＋＋＋”；每视野发现１０个以上

报告“＋＋＋＋”。

１．２．３　分枝杆菌培养　以肺结核组患者的晨痰作分枝杆菌培

养试验，采用全自动快速结核菌培养系统ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０

（购自美国ＢＤ公司）及其配套试剂，严格按仪器说明书进行操

作。仪器自动判断报阳，且经抗酸染色确认为阳性，即为该标

·３１２２·检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１６



本分枝杆菌培养阳性；若经２８日培养仪器判断为阴性，但抗酸

染色确认为阳性时，也报告该标本分枝杆菌培养阳性。

１．２．４　ＩＧＲＡｓ　所有实验对象均做ＩＧＲＡｓ，在采集全血标本

２ｈ内进行标本前处理。整个试验采用酶联免疫斑点试验

（ＥＬＩＳＰＯＴ），试剂盒购自英国牛津免疫公司，其原理是用结核

分枝杆菌特异性早期分泌靶向抗原６（ＥＳＡＴ６）和培养过滤蛋

白（ＣＦＰ１０）肽段分别和共同刺激Ｔ细胞产生免疫应答，再用

ＥＬＩＳＰＯＴ法计数分泌ＩＦＮγ的 Ｔ淋巴细胞的数量。试验严

格按试剂说明书进行操作。首先用绿头管（肝素抗凝，ＢＤ公司

提供）采集受试者４ｍＬ静脉血，在４ｈ内分离出外周血单个核

细胞（ＰＢＭＣｓ），然后用培养液调整至约２．５×１０６／ｍＬ左右，加

入到试剂盒的微孔板内。每例标本需要４个微孔板，分别加入

培养液（空白对照）、植物血凝集素（阳性对照）、抗原Ａ（ＥＳＡＴ

６）和抗原Ｂ（ＣＦＰ１０），然后于５％ ＣＯ２ 培养箱中孵育１６～２０

ｈ。第２天取出微孔板，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗脱，加入碱性磷

酸酶标记的γ干扰素特异性抗体，４℃孵育２ｈ，ＰＢＳ洗脱，以

酶联斑点显色，计数斑点形成细胞（ＳＦＣ）。当任一检测孔达到

以下标准即可判定为阳性：（１）空白对照孔的斑点数小于５个，

检测孔斑点数减去空白对照孔斑点数大于或等于６个；（２）空

白对照孔的斑点数大于或等于６个，检测孔的斑点数必须大于

空白对照孔斑点数的２倍。

１．３　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，计数资料的分

析采用χ
２ 检验，检验水准α＝０．０５。ＴＳＴ和ＩＧＲＡｓ的检测一

致性比较采用ｋａｐｐａ检验。

２　结　　果

２．１　４种方法的诊断性能比较　ＩＧＲＡｓ对肺结核病的诊断灵

敏度为８８．３％（５３／６０），与 ＴＳＴ（６６．７％，χ
２ ＝１２．８５，犘＜

０．０１）、抗酸染色（３１．７％，χ
２＝２５．６５，犘＜０．０１）和分枝杆菌培

养（４６．７％，χ
２＝１８．４３，犘＜０．０１）３种方法相比，差异具有统计

学意义。而特异性上，ＩＧＲＡｓ（８９．９％）也高于ＴＳＴ（７５．３％）。

因此总体来说，在４种方法中，ＩＧＲＡｓ对肺结核病的诊断性能

最高。ＴＳＴ和ＩＧＲＡｓ对肺结核感染一致性比较：结果见表１。

ＴＳＴ和ＩＧＲＡｓ对诊断肺结核的检测一致性较差，ＩＧＲＡｓ的诊

断灵敏度和特异性均显著高于ＴＳＴ。差异有统计学意义（犘＜

０．０５）。

表１　ＴＳＴ和ＩＧＲＡｓ对肺结核感染一致性比较四格表（狀）

组别 ＩＧＲＡｓ＋ ＩＧＲＡｓ－

ＴＳＴ＋ ４０ ２２

ＴＳＴ－ １２ ７５

２．２　ＩＧＲＡｓ对活动性肺结核的诊断性能　见表２。ＩＧＲＡｓ对

活动性肺结核的诊断灵敏度（９３．８％）显著高于非活动性肺结

核（８２．１％），差异有统计学意义（χ
２＝５．７４，犘＜０．０５）。

表２　ＩＧＲＡｓ对活动性肺结核的诊断性能表

肺结核分组
ＥＡＳＴ６刺激（ＳＦＣｓ）

平均数 Ｑ２５～Ｑ７５

ＣＦＰ１０刺激（ＳＦＣｓ）

平均数 Ｑ２５～Ｑ７５

ＥＡＳＴ６＋ＣＦＰ１０共刺激（ＳＦＣｓ）

平均数 Ｑ２５～Ｑ７５

灵敏度（％）

活动性肺结核（狀＝３２） ３６８／１０６ （１１５～６２３）／１０６ ４７９／１０６ （１３０～６９２）／１０６ ９２３／１０６ （１６８～７５０）／１０６ ３０（９３．８）

非活动性肺结核（狀＝２８） １４５／１０６ （６２～２１４）／１０６ １７８／１０６ （７５～２４０）／１０６ ３６５／１０６ （８４～３１０）／１０６ ２３（８２．１）

　　注：Ｑ２５为２５分位数；Ｑ７５为７５分位数。

３　讨　　论

目前我国结核病年发患者数约为１３０万，占全球发病的

１４．３％，位居全球第２位，仅次于印度。尤其是近年来，结核病

疫情日益恶化，究其原因，一方面是艾滋病、肿瘤等疾病的逐渐

增多、器官移植的广泛开展、高强度免疫抑制剂和大剂量抗肿

瘤药物的使用，导致患者免疫功能逐渐低下，结核易感性增加；

另一方面是耐药性结核病患者尤其是耐多药（ＭＤＲ）结核病患

者数量的急剧上升。因此，结核病的诊断和治疗再次成为全球

性的医疗难题。

传统的结核菌检测方法有 ＴＳＴ、抗酸染色涂片检查和分

枝杆菌培养等。ＴＳＴ是近一个世纪来应用最广泛的传统方

法，但ＴＳＴ存在着皮内注射风险、观察结果需时较长以及给患

者带来不便等缺点，同时因使用纯化蛋白衍生物（ＰＰＤ）在鉴别

诊断结核分枝杆菌感染与非结核分枝杆菌感染及卡介苗

（ＢＣＧ）接种方面还存在特异性差的问题。抗酸染色涂片和分

枝杆菌培养是结核病诊断的病原学标准，但存在着取样困难、

阳性率低、操作繁琐、无法区分非结核分枝杆菌（如常见的牛分

枝杆菌等）感染等问题。随着分子生物学技术的快速发展，包

括ＰＣＲ、基因芯片、探针杂交、ＤＮＡ测序等在内的新兴分子学

手段也已直接用于结核病的检测，但存在着设备昂贵、操作复

杂、取样困难等问题，使其临床推广应用具有一定的局限性。

因此，临床迫切需要一种新的诊断性能高、简便快速的实验室

检测方法。

随着免疫学和分子生物学的发展，ＩＧＲＡｓ作为一种具有

高潜力的新诊断方法应运而生。ＩＧＲＡｓ是利用结核分枝杆菌

的特异性抗原在体外刺激受检者全血或外周血单个核细胞，使

Ｔ淋巴细胞产生大量ＩＦＮγ，然后用酶联免疫吸附法或酶联免

疫斑点法检测ＩＦＮγ浓度或计数分泌ＩＦＮγ细胞个数的方法。

ＩＧＲＡｓ的代表性试验有两种：一种是澳大利亚Ｃｅｌｌｅｓｔｉｓ公司

的ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮＴＢＧｏｌｄ（ＱＦＴＧ）和新一代 ＱｕａｎｔｉＦＥＲＯＮ

ＴＢＧｏｌｄＩｎＴｕｂｅ（ＱＦＴＩＴ）方法，利用酶联免疫吸附法检测外

周血淋巴细胞经结核分枝杆菌特异性抗原刺激后产生的ＩＦＮ

γ，已分别于２００５和２００７年被美国ＦＤＡ批准为结核筛查试

验；另一种是英国ＯｘｆｏｒｄＩｍｍｕｎｏｔｅｃｈ公司的ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检

测法，主要测量经结核分枝杆菌特异性抗原体外刺激后能产生

ＩＦＮγ的外周血致敏 Ｔ淋巴细胞的数量，在２００８年被美国

ＦＤＡ批准作为ＩＧＲＡｓ的新方法
［１］。ＴＳＰＯＴ使用结核分枝杆

菌特有的片段即缺失区域（ＲＤ）基因编码的早期分泌靶抗原６

和培养过滤蛋白１０作为抗原特异性抗原，而ＱＦＴＧ另外还使

用ＴＢ７．７抗原
［２３］。由于这些抗原是非结核分枝杆菌感染和

卡介苗接种患者不会产生的，所以ＩＧＲＡｓ对于检测个体对结

核分枝杆菌感染的免疫应答，尤其是非结核分枝杆菌感染和卡

介苗接种患者的特异性高于传统的ＴＳＴ方法。这两种技术在

发达国家均得到很好的利用，特别是在涂片阴性的结核患者及

处于潜伏期的结核接触人群的筛选。有相关系统评价指出，对

于处于潜伏期的结核患者，ＱＦＴＩＴ技术检出的灵敏度可以达

到７０％以上，运用ＴＳＰＯＴ．ＴＢ检出的灵敏度更可高达９０％，

并且不受疫苗接种的影响。而从特异性角度来说，前者的特异

·４１２２· 检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１６



性在未接种疫苗人群特异性高达９９％，在接种了疫苗人群中

其特异性依旧高达９６％；而后者实验特异性也可达到９３％。

这些数据都提示，这个新的技术有助于提高结核的检出率。

在本研究中，ＩＧＲＡｓ对肺结核病的诊断灵敏度为８８．３％

（５３／６０），显著高于 ＴＳＴ（６６．７％）、抗酸染色（３１．７％）和分枝

杆菌培养（４６．７％），而其特异性也显著高于 ＴＳＴ（８９．９％∶

７５．３％），表明ＩＧＲＡｓ对肺结核病的诊断性能显著高于ＴＳＴ。

而抗酸染色和分枝杆菌培养从理论上来说，是结核病感染的病

原学标准，特异性应为１００％，但由于非结核分枝杆菌感染的

影响，其特异性也会降低。本实验由于实验对象的依从性问

题，没有对非结核肺疾病组和健康对照组进行该两项试验。从

表２中可以看出，ＩＧＲＡｓ对活动性肺结核的诊断灵敏度高达

９３．８％，显著高于非活动性肺结核（８２．１％）。整个研究结果与

国内外学者的结果相仿［４８］。Ｍｏｒｉ等
［９］研究表明，在２１６例有

卡介苗接种史而无结核菌暴露史的健康者中，其全血经ＥＳ

ＡＴ６和ＣＦＰ１０共刺激后，仅有４例显示阳性结果，特异性为

９８．１％，而在１１８例经分枝杆菌培养病原学证实的结核病患者

中，有１０５例出现了阳性结果，灵敏度达到８９％，其灵敏度与

本研究相仿，但特异性高于本研究结果。因此，从国内外报道

及本研究结果都可以看出，ＩＧＲＡｓ对肺结核感染具有较高的

诊断和鉴别诊断价值，特别是结核分枝杆菌与非结核分枝杆菌

属感染的鉴别诊断中。Ｌｅｉｎ等
［１０］报道，２７例肺结核患者中有

１６例（５９％）可诱导产生高浓度的ＩＦＮγ，而在８例鸟分枝杆菌

复合群性肺感染患者中未发现阳性结果。本研究中，由于病例

收集的原因，仅对肺结核患者进行了分析，对肺外结核感染未

涉及，而Ｃｈａｐｍａｎ等
［１１］报道证实ＩＧＲＡｓ在活动性肺结核、肺

外结核和潜伏性结核感染以及免疫抑制的结核患者中均可检

出。此外，当结核分枝杆菌被清除后，致敏Ｔ淋巴细胞就会消

失，此时检测致敏Ｔ淋巴细胞也可反映出机体是否清除了结

核分枝杆菌，从而进行临床疗效评估［１２１３］。

与ＴＳＴ相比，ＩＧＲＡｓ的灵敏度高、特异性高，检测时间较

短（２４～４８ｈ），不需受试者回访，而且不会激发记忆性免疫反

应等优点，因此已越来越多地被临床用于替代传统的 ＴＳＴ。

但同样需要看到，ＩＧＲＡｓ也存在着固有的一些缺点：（１）需要

的全血量大，对于婴幼儿患者很难采集到充足的标本量；（２）标

本处理需要及时，一般要求在２ｈ内就需要对标本进行前处

理；（３）在孵育过程中，可能会触发一些免疫功能，如Ｔ细胞增

殖、细胞因子的产生等，有可能对检测结果产生影响；（４）

ＩＧＲＡｓ对于实验室条件、操作人员、试验流程等要求较高，且

试剂成本高昂，对于临床的广泛推广应用具有一定的局限性。

另外，欧洲 ＣＤＣ 指南还特别提示，在大多数临床情况下，

ＩＧＲＡｓ阴性并不能完全排除活动性结核感染。

综上所述，ＩＧＲＡｓ具有灵敏度高、特异性高、检测时间短、

标本易于采集等特点，是一种逐渐替代传统ＴＳＴ方法的结核

诊断的新的辅助试验，可用于结核分枝杆菌感染的诊断、鉴别

诊断和疗效观察，但由于其临床意义的局限性，如何正确使用

和判断结果必须成为临床关注的问题。
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ｓａｙｓｆｏｒｄｅｔｅｃｔｉｎｇａｃｔｉｖｅＴＢ：ａｍｅｔａａｎａｌｙｓｉｓ［Ｊ］．Ｃｈｅｓｔ，

２０１０，１３７（４）：９５２９６８．

（收稿日期：２０１４０１０８　　修回日期：２０１４０３１２）

·５１２２·检验医学与临床２０１４年８月第１１卷第１６期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ａｕｇｕｓｔ２０１４，Ｖｏｌ．１１，Ｎｏ．１６




