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应用酶联免疫斑点试验检测入伍新兵结核潜伏感染
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［摘　要］　目的　应用酶联免疫斑点试验（ＥＬＩＳＰＯＴ）检测入伍新兵结核潜伏感染情况，评价ＥＬＩＳＰＯＴ在检测结

核潜伏感染中的价值。方法　以结核菌素纯蛋白衍生物 （ＰＰＤ）皮肤试验为对照，应用ＥＬＩＳＰＯＴ试剂盒检测３６６

例２００９年驻京部队入伍新兵外周血中分泌结核菌抗原特异性γ干扰素（ＩＦＮγ）的Ｔ淋巴细胞数。对ＰＰＤ和

ＥＬＩＳＰＯＴ均为阴性的入伍新兵接种卡介苗，１０个月后再做ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ，比较结果。结果　３６６例

入伍新兵中，ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ阳性率分别为４４．８１％和３１．６９％。２０２例ＰＰＤ皮肤试验阴性和１６４例

ＰＰＤ皮肤试验阳性者中，分别有５３例 （２６．２４％）和６３例（３８．４１％）ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，两者的一致率为５７．９２％

（２１２／３６６），两者的检测结果差异具有统计学意义（χ
２＝１４．３４，犘＜０．００１）。在接种过卡介苗者中，ＰＰＤ皮肤试验

阳性率为５８．５３％（１２７／２１７），ＥＬＩＳＰＯＴ阳性率为２９．０３％（６３／２１７），斑点形成细胞数为３２．４４±２６．５２；在未接种

卡介苗者中，ＰＰＤ皮肤试验阳性率为２４．８３％（３７／１４９），ＥＬＩＳＰＯＴ阳性率为３５．５７％（５３／１４９），斑点形成细胞数为

４１．８１±３０．４８。１１０例ＰＰＤ和ＥＬＩＳＰＯＴ均为阴性的入伍新兵接种卡介苗１０个月后，ＰＰＤ皮肤试验阳转率为

７８．１８％，而ＥＬＩＳＰＯＴ检测均为阴性。结论　ＥＬＩＳＰＯＴ具有较高的特异性和敏感性，能真实反映入伍新兵的结核

潜伏感染情况，可推广应用。
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［ＣｈｉｎＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１１，１０（４）：２４４－２４７］

　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）一直是人们关注的

一个全球性健康问题。据世界卫生组织（ＷＨＯ）估

计，全球约有１／３人口受到结核分枝杆菌（犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊）感染，全世界每年都有新发

结核病例８３０万以及死亡病例１８０万
［１］。我国肺

结核的发病率位于世界第２位，每年新增ＴＢ患者

约１５０万，受感染人数约５．５亿
［２］。结核潜伏感染

（ｌａｔｅｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ）通常是指体内存在结

核杆菌，但未出现明显的临床症状且痰中也无结核

菌，ＰＰＤ试验呈阳性
［３］。然而到目前为止，对结核

潜伏感染的诊断并无很好的手段。免疫学检查常用

的是结核菌素纯蛋白衍生物（ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖ

ａｔｉｖｅ，ＰＰＤ）皮肤试验，但由于与卡介苗 （Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ＣａｌｍｅｔｔｅＧｕｅｒｉｎ，ＢＣＧ）存在交叉反应，其特异性较

差［４］。酶联免疫斑点试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏ

ｓｐｏｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＰＯＴ）是一个新的建立于Ｔ细胞基

础上的γ干扰素（ＩＦＮγ）释放试验，对结核感染有

较好的特异性和敏感性［５］。本研究应用结核分枝杆

菌重组ＣＦＰ１０／ＥＳＡＴ６融合蛋白为刺激剂建立

ＥＬＩＳＰＯＴ新方法，检测入伍新兵结核分枝杆菌抗

原特异性ＩＦＮγ效应Ｔ细胞数，从而对入伍新兵

结核潜伏感染的现状进行调查，以发现高危人群，为

军队ＴＢ的预防与控制奠定基础。

１　材料与方法

１．１　研究对象　２００９年驻京部队入伍新兵３６６

例，均为男性，年龄１８～２３岁，平均年龄（１９．１４±

１．３９）岁；常规胸部Ｘ线检查均为阴性。

１．２　ＰＰＤ皮肤试验　吸取０．１ｍＬＢＣＧＰＰＤ（５０

ＩＵ／ｍＬ），采用曼图氏法注射于前臂掌侧皮内。于

注射后７２ｈ检查注射部位反应，并观察卡痕。硬结

的横径及纵径的平均数≥５ｍｍ为阳性，≥２０ｍｍ

为强阳性。

１．３　ＥＬＩＳＰＯＴ方法　采用上海铭源数康生物芯

片有限公司的结核分枝杆菌效应Ｔ细胞检测试剂

盒，按说明书操作，简述如下。

１．３．１　外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）分离及计数　

取４～５ｍＬ肝素抗凝血，用淋巴细胞分离液分离提

取单个核细胞，调节细胞浓度至２．５×１０６／Ｌ。

１．３．２　分泌ＩＦＮγ的Ｔ细胞检测　每份测试样本

做３孔（微孔板），阴性对照孔内加入无血清培养基

５０μＬ；阳性对照孔内加入阳性对照植物血凝素

（ＰＨＡ）５０μＬ；测试孔内加入ｒＣＦＰ１０／ＥＳＡＴ６融

合蛋白５０μＬ。分别在上述各孔内加１００μＬ（含有

２．５０×１０５个ＰＢＭＣ）细胞悬液，将微孔板置于３７℃

含５％ＣＯ２的孵箱中孵育２０ｈ；弃培养上清，洗板后

在每孔中加入１００μＬ生物素标记ＩＦＮγ检测抗体

（１∶２００稀释），置３７℃孵育１ｈ；洗板后加入１００μＬ

链亲合素－碱性磷酸酶（１∶２００稀释），置３７℃孵育

３０ｍｉｎ；洗板后每孔加入１００μＬ底物液（ＢＩＣＰ／

ＮＢＴ），置３７℃闭光显色７～１５ｍｉｎ，可见板底显示

蓝紫色斑点；中止反应后，用酶联斑点分析仪计数着

色的斑点，每一个点代表一个分泌ＩＦＮγ的Ｔ细

胞。当阴性对照孔斑点数＜１３，检测孔斑点数减去

阴性对照孔斑点数≥１３；或阴性对照孔斑点数≥１３，

检测孔斑点数为阴性对照孔斑点数２倍，可判定所

检测标本为阳性。

１．４　ＢＣＧ接种方法　现用ＢＣＧ为５人份／支的冻

干剂型，使用前加入０．５ｍＬ注射用水，静置１ｍｉｎ，

待溶解后，充分摇匀。接种部位为左手上臂三角肌

外下缘，用７５％乙醇消毒后待干，皮内注射ＢＣＧ

０．１ｍＬ
［６］。

１．５　统计分析　检测孔斑点数减去阴性对照孔斑

点数的结果以均数±标准差（狓±狊）表示。应用

ＳＡＳ６．１２软件处理数据，定性资料采用配对研究设

计的Ｒ×Ｃ表假设检验；定量资料采用方差分析；两

两比较用狇检验。

２　结果

２．１　入伍新兵ＰＰＤ皮肤试验结果　３６６例入伍新

兵中，ＰＰＤ皮肤试验阳性１６４例（４４．８１％），ＰＰＤ平

均直径≥１５ｍｍ者３４例（９．２９％），详见表１。
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表１　３６６例入伍新兵ＰＰＤ皮肤试验结果

犜犪犫犾犲１　ＲｅｓｕｌｔｓｏｆＰＰＤｓｋｉｎｔｅｓｔｉｎ３６６ｎｅｗｒｅｃｒｕｉｔｓ

ＡｖｅｒａｇｅｄｉａｍｅｔｅｒｏｆＰＰＤ（ｍｍ）Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ Ｐｏｓｉｔｉｖｅｒａｔｅ（％）

＜５ ２０２ ０．００

５－ １３０ ３５．５２

１５－ ２７ ７．３８

２０－ ７ １．９１

２．２　入伍新兵ＥＬＩＳＰＯＴ检测结果　３６６例入伍新

兵中，ＥＬＩＳＰＯＴ阳性者１１６例，阳性率３１．６９％。

２．３　入伍新兵ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测结

果比较　在１６４例ＰＰＤ皮肤试验阳性者中，６３例

（３８．４１％）为ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，１０１例为ＥＬＩＳＰＯＴ

阴性；在２０２例 ＰＰＤ皮肤试验阴性者中，５３例

（２６．２４％）为ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，１４９例为ＥＬＩＳＰＯＴ

阴性；两者的一致率为５７．９２％（２１２／３６６），两者的

检测结果差异具有统计学意义（χ
２＝１４．３４，犘＜

０．００１）。详见表２。

２．４　ＢＣＧ接种对ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测

结果的影响　根据手臂上是否有卡痕判断是否接种

了ＢＣＧ。３６６例入伍新兵中，２１７例（５９．２９％）有卡

痕，其中１２７例（５８．５３％）ＰＰＤ皮肤试验阳性，平均

直径为（１１．０９±４．１０）ｍｍ；６３例（２９．０３％）为

ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，斑点形成细胞数（ＳＦＣ）为３２．４４±

２６．５２。１４９ 例 （４０．７１％）无 卡 痕 者 中，３７ 例

（２４．８３％）ＰＰＤ皮肤试验阳性，平均直径为（１１．８９±

４．２９）ｍｍ；５３例（３５．５７％）为ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，ＳＦＣ

为４１．８１±３０．４８。详见表３。

表２　３６６例入伍新兵ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测结果

比较（例）

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｂｅｔｗｅｅｎＥＬＩＳＰＯＴａｓｓａｙａｎｄＰＰＤｓｋｉｎ

ｔｅｓｔｉｎ３６６ｎｅｗｒｅｃｒｕｉｔｓ（ｃａｓｅ）

ＰＰＤｓｋｉｎｔｅｓｔ
ＥＬＩＳＰＯＴ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ Ｔｏｔａｌ

Ｎｅｇａｔｉｖｅ １４９ ５３ ２０２

Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １０１ ６３ １６４

Ｔｏｔａｌ ２５０ １１６ ３６６

表３　ＢＣＧ接种对入伍新兵ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测结果的影响（狓±狊）

犜犪犫犾犲３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＢＣＧｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎｏｎＰＰＤｓｋｉｎｔｅｓｔａｎｄＥＬＩＳＰＯＴａｓｓａｙｉｎｎｅｗｒｅｃｒｕｉｔｓ（狓±狊）

ＢＣＧ ＰＰＤｓｋｉｎｔｅｓｔ
ＰＰＤｓｋｉｎｔｅｓｔｄｉａｍｅｔｅｒ

Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ Ｄｉａｍｅｔｅｒ（ｍｍ）

ＥＬＩＳＰＯＴ

Ｎｏ．ｏｆｃａｓｅｓ ＳＦＣｖａｌｕｅ

Ｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ １２７ １１．０９±４．１０ ６３ ３２．４４±２６．５２

Ｎｅｇａｔｉｖｅ ９０ ０．９０±１．５９ １５４ ４．４６±３．５０

Ｔｏｔａｌ ２１７ ６．８６±６．０１ ２１７ １２．５９±１９．３１

Ｎｏｎｖａｃｃｉｎａｔｉｏｎ Ｐｏｓｉｔｉｖｅ ３７ １１．８９±４．２９ ５３ ４１．８１±３０．４８

Ｎｅｇａｔｉｖｅ １１２ ０．５１±１．２１ ９６ ４．００±３．６０

Ｔｏｔａｌ １４９ ３．３４±５．４７ １４９ １７．１９±２５．６１

　　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈＢＣＧｖａｃｃｉｎａｔｅｄｐｅｒｓｏｎｓ，犘＜０．０５

２．５　ＰＰＤ和ＥＬＩＳＰＯＴ均为阴性的入伍新兵接种

ＢＣＧ１０个月后ＰＰＤ皮肤试验阳转率和ＥＬＩＳＰＯＴ

检测结果比较　１１０例ＰＰＤ和ＥＬＩＳＰＯＴ均为阴性

的入伍新兵接种ＢＣＧ１０个月后，８６例ＰＰＤ皮肤试

验阳性，阳转率为７８．１８％；而ＥＬＩＳＰＯＴ检测均为

阴性。

３　讨论

ＴＢ是一种慢性呼吸道传染病，病程长，恢复

慢，对人体损害大，特别是其能通过空气传播等特

点，对生活、工作高度集中的部队人群具有较大的威

胁性。目前，通过检测结核菌抗原特异性ＩＦＮγ水

平来诊断结核感染已经被越来越多的学者所接受。

该技术最大的优势在于：一方面能显著增加检测的

敏感性和特异性，另一方面能区分结核菌感染和

ＢＣＧ接种引起的免疫应答反应。但是由于结核菌

抗原特异性ＩＦＮγ检测的进口商品化试剂盒（ＴＳ

ＰＯＴＴＢ和ＱｕａｎｔｉｆｅｒｏｎＴＢＧｏｌｄ）价格昂贵，限制

了该类技术在我国的应用。因此，建立和评价敏感、

特异、价廉的结核感染诊断方法对结核感染进行筛

查，具有更加迫切的现实意义。

本研究采用结核分枝杆菌效应Ｔ细胞检测试

剂盒对２００９年驻京部队３６６例入伍新兵进行检测，

同时以ＰＰＤ皮肤试验为对照，了解入伍新兵的结核

感染情况，同时评价ＥＬＩＳＰＯＴ技术在检测结核潜

伏感染中的应用价值。研究发现，３６６例入伍新兵

的ＰＰＤ皮肤试验阳性率为４４．８１％，与２００６年的

４９．９％
［７］和２００７年的４１％

［８］相近；而ＥＬＩＳＰＯＴ

的阳性率只有３１．６９％，显著低于ＰＰＤ皮肤试验
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阳性率（χ
２＝１３．３３，犘＝０．００）。在２０２例ＰＰＤ皮肤

试验阴性和１６４例ＰＰＤ皮肤试验阳性者中，分别有

５３例（２６．２４％）和６３例（３８．４１％）ＥＬＩＳＰＯＴ阳性，

两者的一致率为５７．９２％，但两者的检测结果差异

具有统计学意义（犘＜０．００１），这与以往的报道
［９－１０］

相一致，ＰＰＤ试验与ＥＬＩＳＰＯＴ无相关性。

同时研究也发现，在接种过ＢＣＧ者中，ＰＰＤ皮

肤试验阳性率为５８．５３％，ＥＬＩＳＰＯＴ 阳性率为

２９．０３％；在未接种过ＢＣＧ者中，ＰＰＤ皮肤试验阳

性率为２４．８３％，ＥＬＩＳＰＯＴ阳性率为３５．５７％。前

者说明ＥＬＩＳＰＯＴ的特异性比ＰＰＤ皮肤试验高，后

者说明ＥＬＩＳＰＯＴ的敏感性比ＰＰＤ皮肤试验好。

我们对ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测均为

阴性的入伍新兵采取了预防策略———接种ＢＣＧ，１０

个月后再次进行ＰＰＤ皮肤试验和ＥＬＩＳＰＯＴ检测，

发现ＰＰＤ皮肤试验阳转率为７８．１８％，而ＥＬＩＳＰＯＴ

检测均为阴性。这一结果再次证明了接种ＢＣＧ可

致ＰＰＤ皮肤试验阳性，同时也说明ＥＬＩＳＰＯＴ检测

技术具有较好的特异性。我们对ＰＰＤ平均直径≥

１５ｍｍ或ＥＬＩＳＰＯＴ阳性的新兵将监测１８～２４个

月，以及时发现发展为活动性结核者，尽早给予治

疗。

总之，我们的研究结果表明，ＥＬＩＳＰＯＴ具有较

高的特异性和敏感性，能更真实反映驻京部队入伍

新兵的结核潜伏感染情况。ＥＬＩＳＰＯＴ的普及和推

广，对于部队乃至全国的ＴＢ预防和控制工作具有

重要意义。
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［９］　ＷｕＸ，ＹａｎｇＹ，ＺｈａｎｇＣ，犲狋犪犾．Ｌａｔｅｎｔｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ａｍｏｎｇｎｅｗｒｅｃｒｕｉｔｓｔｏｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅａｒｍｙ：ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆＥＬＩＳ

ＰＯＴａｓｓａｙａｎｄｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎｓｋｉｎｔｅｓｔ［Ｊ］．ＣｌｉｎＣｈｉｍＡｃｔａ，２００９，

４０５（１－２）：１１０－１１３．

［１０］ＭｅｉｅｒＴ，ＥｕｌｅｎｂｒｕｃｈＨＰ，ＷｒｉｇｈｔｏｎＳｍｉｔｈＰ，犲狋犪犾．Ｓｅｎｓｉｔｉｖ

ｉｔｙｏｆａｎｅｗｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｐｏｔａｓｓａｙ（Ｔ

ＳＰＯＴＴＢ）ｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｉｎｃｌｉｎｉｃａｌｐｒａｃｔｉｃｅ［Ｊ］．

ＥｕｒＪＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔＤｉｓ，２００５，２４（８）：５２９－５３６．

［１１］ＦｅｒｒａｒａＧ，ＬｏｓｉＭ，Ｄ’ＡｍｉｃｏＲ，犲狋犪犾．Ｕｓｅｉｎｒｏｕｔｉｎｅｃｌｉｎｉｃａｌ

ｐｒａｃｔｉｃｅｏｆｔｗｏｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｂｌｏｏｄｔｅｓｔｓｆｏｒｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｗｉｔｈ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊：ａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｓｔｕｄｙ［Ｊ］．

Ｌａｎｃｅｔ，２００６，３６７（９５１９）：１３２８－１３３４．

［１２］ＬａｌｖａｎｉＡ，ＰａｔｈａｎＡＡ，ＤｕｒｋａｎＨ，犲狋犪犾．Ｅｎｈａｎｃｅｄｃｏｎｔａｃｔ

ｔｒａｃｉｎｇａｎｄｓｐａｔｉａｌｔｒａｃｋｉｎｇｏｆ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉犮狌犾狅狊犻狊ｉｎ

ｆｅｃｔｉｏｎｂｙｅｎｕｍｅｒａｔｉｏｎｏｆａｎｔｉｇｅｎｓｐｅｃｉｆｉｃＴｃｅｌｌｓ［Ｊ］．Ｌａｎｃｅｔ，

２００１，３５７（９２７３）：２０１７－２０２１．
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