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流式细胞术检测CD161对结核病的诊断效能*
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  摘 要:目的 探讨流式细胞术检测CD161对活动性肺结核的诊断效能,并比较其与其他检测方法的差

异。方法 采用流式细胞术检测138例体检健康者(健康对照组)和178例结核病患者(结核病组)全血细胞中

CD161的表达,同时比较CD161检测技术、GeneXpert、结核分枝杆菌(TB)-DNA、痰涂片和γ-干扰素释放试验

(IGRAs)对结核病的检测阳性率,以及在菌阴性肺结核患者和菌阳结核患者中的阳性率。结果 CD161诊断

活动性肺结核患者的灵敏度为72.47%,特异度为71.01%;CD161检测技术、GeneXpert、TB-DNA、痰涂片和

IGRAs方法在检测结核患者中的阳性率分别为72.47%、50.34%、40.62%、33.33%、67.46%;在菌阳性肺结

核患者中,GeneXpert检测阳性率最高,为97.96%,在菌阴性肺结核患者中,CD161检测技术阳性率最高,为

72.64%。结论 流式细胞术检测CD161对活动性肺结核有很高的诊断价值,可用于健康人群的体检筛查。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

efficacy
 

of
 

CD161
 

by
 

flow
 

cytometry
 

in
 

the
 

diagnosis
 

of
 

active
 

tu-
berculosis,and

 

to
 

compare
 

the
 

difference
 

between
 

CD161
 

and
 

other
 

detection
 

methods.Methods Flow
 

cytom-
etry

 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expression
 

of
 

CD161
 

in
 

peripheral
 

blood
 

of
 

138
 

healthy
 

people
 

(healthy
 

control
 

group)
 

and
 

178
 

tuberculosis
 

patients
 

(tuberculosis
 

group).The
 

positive
 

rates
 

of
 

CD161
 

test,GeneXpert,TB-
DNA,sputum

 

smear
 

and
 

γ-interferon
 

release
 

test
 

(IGRAs)
 

were
 

compared
 

for
 

tuberculosis,as
 

well
 

as
 

positive
 

rates
 

in
 

negative
 

and
 

positive
 

tuberculosis
 

patients.Results The
 

sensitivity
 

and
 

specificity
 

of
 

CD161
 

for
 

active
 

pulmonary
 

tuberculosis
 

were
 

72.47%
 

and
 

71.01%,respectively.The
 

positive
 

rates
 

of
 

CD161,GeneXpert,TB-
DNA,sputum

 

smear
 

and
 

IGRAs
 

were
 

72.47%,50.34%,40.62%,33.33%
 

and
 

67.46%
 

respectively.The
 

pos-
itive

 

rate
 

of
 

GeneXpert
 

(97.96%)
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

bacteria
 

positive
 

patients
 

and
 

CD161
 

(72.64%)
 

was
 

the
 

highest
 

in
 

bacteria
 

negative
 

patients.Conclusion Flow
 

cytometry
 

detection
 

of
 

CD161
 

has
 

a
 

good
 

diagnostic
 

value
 

for
 

active
 

tuberculosis,which
 

could
 

be
 

used
 

in
 

physical
 

examination
 

of
 

healthy
 

people.
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  结核病仍然是当前危害人类健康最严重的传染

病之一。造成结核病流行的现状有多个方面的原因,
其中缺乏快速、有效的早期结核感染诊断技术是重要

原因之一。因此,结核分枝杆菌(TB)早期诊断对结核

病防治具有重要意义。本文利用流式细胞仪检测全

血细胞中CD161的表达,并与现有结核病诊断的实验

室方法进行对比,评价其在临床应用的效能。
1 资料与方法

1.1 一般资料 选取本院收治的活动性肺结核患者

178例作为结核病组。其中男126例,女52例,年龄

(52.32±1.34)岁。根据临床症状、胸部X线、抗酸杆

菌痰涂片、痰结核菌培养及对抗结核治疗反应等诊断

为活动性肺结核,均接受抗结核治疗。另选取本院体

检健康者138例作为健康对照组。男97例,女41
例,年龄(52.61±1.27)岁,均经胸部X线拍片或者

CT检查,排除肺部结核及肺外其他部位结核,既往无

结核病史,无服用过抗结核药物。
1.2 仪器与试剂 7500型PCR仪购自 ABI公司,
全自动荧光定量PCR仪Cepheid

 

工作站购自美国赛

沛公司,斑点 Elispot读板仪购自美国 CTL公司,
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Canto
 

Ⅱ流式细胞仪购自美国BD公司。TB-DNA核

酸检测试剂盒(批号:20191001)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,IGRAs试剂盒

(批号:20190800905)购自北京同生时代生物科技有

限公司,流式细胞术CD161试剂盒(批号:20190901)
购自深圳市联合医学科技有限公司;全血用红细胞裂

解液及抗
 

CD3(SY7)、抗CD4(SY3)、抗
 

CD45(2D1)
购自美国BD公司,抗CD161(191B8)购自美国Beck-
man

 

Coulter公司。
1.3 方法

1.3.1 标本采集 采集两组研究对象肝素锂抗凝外

周血,采用于流式细胞仪检测CD161。收集活动性肺

结核组患者清晨痰液标本,并进行痰涂片、TB-DNA
等检测。
1.3.2 全血细胞染色及流式细胞术分析 取100

 

μL
全血用红细胞裂解液裂解红细胞,离心后收集细胞,
采用抗

 

CD3、抗CD4、抗
 

CD45和抗CD161等抗体进

行表面染色,室温避光孵育
 

15
 

min后,以磷酸盐缓冲

液(PBS)清洗2遍并进行流式细胞仪检测。分析单核

细胞百分比、淋巴细胞百分比、淋巴细胞CD161百分

比,计算各标本的RF值。RF值=淋巴细胞百分比/
单核细胞百分比×淋巴细胞CD161百分比。
1.4 统计学处理 应用GraphPad

 

Prism
 

V7软件进

行数据统计分析,计量资料以x±s表示,采用非配对

t检验。采用受试者工作特征(ROC)曲线分析灵敏度

和特异度,以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 CD161对活动性肺结核的诊断效能 结核病组

患者RF值(127.9±8.6)低于健康对照组(224.2±
8.3),差异有统计学意义(P<0.001)。为进一步明确

CD161分辨结核患者和健康对照者的效能,绘 制

ROC曲线,结果显示其曲线下面积(AUC)为0.80。
当RF 值<150时,灵 敏 度 为72.47%,特 异 度 为

71.01%。
2.2 CD161检测方法与其他结核病实验室检测方法

比较 现有的结核病常规检查方法主要包括CD161
检测技术、痰涂片、GeneXpert、TB-DNA、γ-干扰素释

放试验(IGRAs),其检测阳性率分别为72.47%(129/
178)、33.33%(53/159)、50.34%(74/147)、40.62%
(52/128)、67.46%(85/126)。
2.3 不同方法学在菌阳、菌阴性肺结核患者中检测

效率比较 根据痰涂片结果将结核患者分为菌阴性

肺结核患者(77例)和菌阳性肺结核患者(53例),进
一步比较 GeneXpert、TB-DNA、IGRAs、CD161检测

方法的阳性率,结果显示在菌阳性肺结核结合患者

中,GeneXpert检测阳性率最高,在菌阴性肺结核患者

中,CD161检测技术阳性率最高。见表1。

表1  不同方法学检测在菌阳、菌阴性肺结核患者中的

   检测效率比较

项目 n 检测例数(n) 阳性(n) 阳性率(%)

菌阳性肺结核患者 53

 GeneXpert 49 48 97.96

 TB-DNA 43 36 83.72

 IGRAs 43 36 83.72

 CD161 53 39 73.58

菌阴性肺结核患者 77

 GeneXpert 93 26 27.96

 TB-DNA 82 16 19.51

 IGRAs 77 43 55.84

 CD161 106 77 72.64

3 讨  论

  结核病在传染性疾病中病死率排名第一,也是世

界第九大死因疾病。自2018年以来,结核病病死率

进一步增加,其中以人类免疫缺陷病毒(HIV)合并

TB感染为主,耐多药结核其次。结核病控制最有效

的方法是早期诊断和干预,但缺乏简单、经济、有效的

诊断工具会妨碍结核病的准确检测。据报道,近1/3
 

HIV感染者合并TB感染,合并感染携带者更易发展

为活动性肺结核[1]。早期发现和诊断对防控结核病

传播尤为关键。目前结核病的诊断实验室方法主要

有
 

GeneXpert、痰涂片、TB-DNA及IGRAs等,但这

些方法在诊断目前还不能完全满足临 床 的 需 要。
GeneXpert可快速诊断结核病并且可以检测利福平耐

药性,并且在菌阳性肺结核患者中的阳性率比较高,
在本研究中,53例菌阳性肺结核患者中GeneXpert检

测的阳性率为97.96%。然而,该方法无法区分死细

菌和活细菌中的DNA[2]。抗酸杆菌痰涂片方法无法

区分TB与其他抗酸杆菌,并且当每毫升痰液的细菌

载量少于10
 

000个细菌时,灵敏度大大降低[3];TB-
DNA、IGRAs方法则无法区分活动性肺结核患者和

潜伏感染者[4]。另外,在本研究的138例健康人群

中,同时用IGRAs和CD161方法检测的效能相当,
IGRAs目前是健康人群是否结核病潜伏感染的常用

方法,但受其细胞免疫影响,手工操作繁琐等,使得检

测结果时间较长。
CD161是C型凝集素样受体,可由多种细胞表

达,这些细胞包括CD4+
 

T细胞、CD8+
 

T细胞、γδ+
 

T
细胞、自然杀伤(NK)细胞、与黏膜相关T(MAIT)细
胞[5]。表达CD161分子的细胞在抗EB病毒(EBV)、
巨细胞病毒(CMV)以及流感病毒等微生物免疫方面

有重要作用[6]。但是其参与了类风湿关节炎、多发性

硬化症、克罗恩病及原发性干燥综合征等自身免疫性

疾病的病理过程[7-10]。CD161分子被认为是辅助性T
细胞17(Th17细胞)的标志物[11-12],Th17细胞分泌的

白细胞介素17A(IL-17A)和IL-17F两种前炎症因子
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在结核菌清除起到重要作用[13]。因此,流式细胞术检

测CD161方法在结核病的诊断中具有重要意义。本

研究中,流式细胞术检测CD161方法可有效鉴别活动

性肺结核患者与健康对照者,与已发表的研究一

致[5]。在判断结核病患者和健康对照者的灵敏度和

特异度均为72%左右。在菌阳、菌阴性肺结核患者中

流式细胞术检测 CD161方法检测阳性率明显高于

GeneXpert、TB-DNA及IGRAs方法,且CD161方法

更适用于对菌阴性肺结核患者的诊断。
另外,利用流式细胞术检测CD161的方法有其显

著的优势:(1)该技术检测标本是外周血,与GeneX-
pert、TB-DNA等检测标本痰液相比,CD161方法检

测不受标本限制;(2)检测用血量少(1
 

mL),有利于在

老年人或儿童等特殊场景的中应用;(3)检测方法简

便、操作步骤容易掌握,有利于临床推广;(4)检测时

间短,1
 

h即可出结果。
综上所述,利用流式细胞术检测CD161对活动性

肺结核有很高的诊断价值,可用于健康人群的体检

筛查。
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