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·论著·

犜犛犘犗犜在儿童结核病诊断中的价值

刘思景，丁邦显，游　娟

（华中科技大学同济医学院附属武汉儿童医院，湖北 武汉　４３００１６）

［摘　要］　目的　探讨Ｔ淋巴细胞酶联免疫斑点法（ＴＳＰＯＴ）在儿童结核病（ＴＢ）诊断中的应用价值。方法　选

取２０１５年３月—２０１６年５月某院收治并确诊的ＴＢ患儿４３例作为结核组，随机选取同期在该院门诊及住院部排

除结核感染的患儿及健康儿童５０例作为对照组，分别对两组进行ＴＳＰＯＴ"ＰＰＤ"

结核抗体（ＭＴＢＡｂ）及涂片

抗酸染色等四种方法检测和对比分析，并对ＴＳＰＯＴ法在结核组不同感染部位、不同年龄段患者的阳性情况进行

亚组分析。结果　ＴＳＰＯＴ在灵敏度和阴性预测值方面高于其余三种方法（犘＜０．０５），特异度也高于ＰＰＤ法（犘＜

０．０５）；ＴＳＰＯＴ在肺内结核和肺外结核中检出的阳性率分别为８８．９％和８１．３％，差异无统计学意义（犘＞０．０５）；

在≤５岁和＞５岁儿童两组之间的检出率分别为７０．６％和９６．２％，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。采用ＴＳＰＯＴ

法和ＰＰＤ法两种方法进行并联模式的结核检测时的灵敏度为９５．３％，特异度为９８．０％，相比于单一方法检测均有

提高（犘＜０．０５）。结论　ＴＳＰＯＴ法在儿童ＴＢ检测方面相对于传统方法在灵敏度和特异度上均有优势，也适用

于肺外结核的检测，可作为儿童结核实验室诊断的主要方法，但在５岁以下儿童存在不确定性，应合理联合ＰＰＤ

法检测，才能更好发挥在儿童ＴＢ诊断中的价值。
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　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是由结核分枝杆菌

引起的慢性传染病，全身各个器官均可能累及，以肺

结核病最为常见。ＴＢ是全球主要的公共卫生问题

之一［１］，也是危害儿童身体健康的重要疾病。据世

界卫生组织（ＷＨＯ）报道，全球有近１／３人群感染

结核分枝杆菌［２］，其中有５％～１０％的人会发展成

活动性结核。２０１３年全球新发ＴＢ患儿５５万例，死

亡８万例，以发展中国家尤为突出
［３］。２０１５年我国

ＴＢ发病率为７０／１０万，居全球第二位，新发 ＴＢ

９３万，占全球１１％，死亡率３／１０万
［４］。目前国际社

会缺乏对儿童 ＴＢ的足够重视，对于儿童ＴＢ诊断

的相关研究也相对不足［５］。儿童作为高危人群，自

身免疫力较弱，因此感染结核分枝杆菌后容易进展

成活动性ＴＢ，同时儿童ＴＢ临床表现不典型，现行

的实验诊断方法存在很大的局限性，极易造成漏诊

和误诊［６］，因此，探索快速准确的检验方法对于儿

童ＴＢ的早期诊断具有重要意义。目前诊断ＴＢ除

了临床表现、影像学检查外，同样依赖各种实验室

检查。传统检查包括结核菌素（ＰＰＤ）试验、涂片镜

检、结核分枝杆菌培养以及结核抗体（ＭＴＢＡｂ）

检测等。近年来国内外大量研究表明，于２００１年由

Ｌａｌｖａｎｉ等
［７］发明的 Ｔ淋巴细胞酶联免疫斑点法

（ＴＳＰＯＴ）是一种快速、准确检测结核的新方法，迅

速得到美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）及欧盟、加

拿大、日本等管理机构认可而运用于临床［８］。该方

法源于由 Ｍａｈａｉｒａｓ等
［９］发现的ＲＤ１基因序列，该

序列仅存在于致病性结核分枝杆菌及堪萨斯分枝杆

菌、海分枝杆菌等极少数环境分枝杆菌中，因此，由

ＲＤ１编码产生的早期分泌抗原靶６（ＥＳＡＴ６）和培

养滤液蛋白１０（ＣＦＰ１０）可作为特异性抗原，刺激

ＴＢ患者血液中存在的结核特异性效应Ｔ细胞分泌

干扰素γ（ＩＦＮγ），再通过酶联免疫斑点技术快速检

测是否感染结核分枝杆菌。本研究通过对４３例ＴＢ

组和５０例对照组分别进行 ＴＳＰＯＴ、ＰＰＤ试验、

ＭＴＢＡｂ及抗酸染色等四种方法检测，并进行统计

学分析，从而探讨ＴＳＰＯＴ在儿童ＴＢ诊断中的价

值和意义，具体报告如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１５年３月—２０１６年５月

某院收治并确诊的ＴＢ患儿４３例作为结核组，随机

选取同期在该院门诊及住院部进行过各种结核分枝

杆菌检测并最终依据实验室数据
"

影像学
"

病原学

检查及临床表现排除结核感染的患儿及健康儿童

５０例作为对照组。病例组诊断主要参照中华医学

会儿科学分会呼吸学组的《儿童肺结核的临床诊断

标准和治疗方案》［１０］以及《诸福棠实用儿科学》［１１］

中的诊断标准。

１．２　实验方法　本研究中结核组和对照组均分别

进行ＰＰＤ试验"ＴＳＰＯＴ检测" ＭＴＢＡｂ检测及

痰涂片抗酸染色四种方法进行检测。

１．２．１　ＰＰＤ试验　ＰＰＤ试剂由成都生物制品研究

所生产提供。将０．１ｍＬ含５ＩＵ的卡介苗纯蛋白

衍生物稀释剂注入到研究对象左／右前臂掌侧中下

１／３交界处皮内，形成直径约６～１０ｍｍ皮丘，７２ｈ

后观察反应结果；测量硬结直径，结果判定标准如

下：（１）ＰＰＤ皮试硬结≥５ｍｍ并有以下情形者认为

是阳性：与ＴＢ患者有密切接触；影像学发现有活动

性肺结核表现；免疫功能低下；重症 ＴＢ确诊者。

（２）ＰＰＤ皮试硬结≥１０ｍｍ并有以下情形者认为是

阳性：年龄＜４岁；伴有淋巴瘤、营养不良、肾衰竭等

高危因素；出生在ＴＢ高发区。（３）ＰＰＤ皮试硬结≥

１５ｍｍ 者均 认为 是阳 性。（４）ＰＰＤ 皮 试 硬 结

＜５ｍｍ为阴性。

１．２．２　ＴＳＰＯＴ检测　ＴＳＰＯＴ试剂盒由上海复

星生物公司提供。具体操作严格按照试剂盒提供的

标准操作规程进行：肝素锂抗凝管取患儿外周血６

～８ｍＬ（２岁以下２～３ｍＬ），ＦｉｃｏｌｌＰａｑｕｅ法分离出

单个核细胞，用 ＡＩＭＶ培养液对分离的细胞进行

两次洗涤，通过显微镜细胞计数制备成２５００００／

１００μＬ的稀释细胞工作液；分别将５０μＬＡ 抗原

（ＥＳＡＴ６）和５０μＬＢ抗原（ＣＦＰ１０）加入到 Ａ和Ｂ

培养孔中，再分别加入配好的细胞悬液各１００μＬ，

在３７℃、５％ＣＯ２ 条件下孵育１６～２０ｈ。加酶标二

抗，２℃～８℃孵育１ｈ加显色液５０μＬ，室温避光反

应７ｍｉｎ中止反应，室温下干燥２ｈ计数斑点。实验

结果阳性的判别标准：空白对照孔斑点数为０～５个

时且（抗原Ａ或抗原Ｂ孔的斑点数）－（空白对照孔

斑点数）≥６；空白对照孔斑点数为６～１０个时且（抗

原Ａ或抗原Ｂ孔的斑点数）≥２×空白对照孔斑点

数。如果上述标准不符合且阳性质控对照孔正常时
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检测结果为“无反应性”。

１．２．３　ＭＴＢＡｂ检测　试剂盒由南京大渊生物工

程有限公司提供，通过测定人血清中特异性的

ＬＡＭ、１６ｋＤ、３８ｋＤ抗体诊断ＴＢ。具体操作严格按

照胶体金试剂盒说明书进行操作。

１．２．４　涂片抗酸染色　用经典的萋尼氏染色（Ｚ

Ｎ）法对痰或脑脊液等体液进行抗酸染色后显微镜

镜检。

１．３　统计学方法　应用ＳＰＳＳ１９．０软件对数据进

行统计分析，计量资料以狓±狊表示，采用狋检验；计

数资料间比较采用χ
２ 检验，犘≤０．０５为差异有统计

学意义。

２　结果

２．１　一般情况　结核组共４３例患者，年龄３个月

～１５岁，平均年龄（６．１±１．８）岁，男性２８例，女性

１５例；对照组共５０例，年龄５个月～１４岁，平均年

龄（５．８±１．５）岁，男性３１例，女性１９例。两组之间

年龄（狋＝０．３７６，犘＞０．０５）和性别构成（χ
２＝０．１２５，

犘＞０．０５）无统计学差异。结核组中具有典型的临

床症状和影像学证据，同时经病原学或组织病理学

证实者，即为确诊病例，共１９例。具有典型的临床

症状和影像学证据，同时具有活动性 ＴＢ接触史、

ＰＰＤ试验阳性、抗结核治疗有效、排除其他肺部疾

病项中任意两者，即为临床诊断病例，共２４例。此

外，根据结核感染部位诊断分为肺结核２７例，肺外

结核１６例。

２．２　不同方法的灵敏度、特异度、阳性预测值和阴

性预测值的比较　在灵敏度、特异度、阴性预测值方

面，各方法间进行统计学比较，差异均有统计学意义

（χ
２ 值分别为６０．８５、２４．４６、１４．６８，均犘＜０．０５）；阳

性预测值的各方法间统计学比较，差异无统计学意

义（χ
２＝７．６９，犘＞０．０５）。ＴＳＰＯＴ在灵敏度和阴

性预测值方面高于其余三种方法；特异度和阳性预

测值与 ＭＴＢＡｂ和涂片抗酸染色相比差异无统计

学意义；ＰＰＤ在此两方面均低于其他各方法。见

表１。

２．３　不同感染部位和年龄段患者ＴＳＰＯＴ法检测

阳性率比较　ＴＳＰＯＴ在肺内结核和肺外结核中的

阳性率分别为８８．９％和８１．３％，差异无统计学意义

（χ
２＝０．４８８，犘＝０．４８５）；在≤５岁和＞５岁儿童两

组之间的阳性率分别为７０．６％和９６．２％，差异有统

计学意义（χ
２＝５．５９６，犘＝０．０１８）。见表２。

表１　ＴＳＰＯＴ、ＰＰＤ、ＭＴＢＡｂ和涂片抗酸染色的灵敏度、特异度、阳性预测值及阴性预测值比较（％）

犜犪犫犾犲１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ，ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ｐｏｓｉｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅ，ａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｐｒｅｄｉｃｔｉｖｅｖａｌｕｅａｍｏｎｇＴＳＰＯＴ，ＰＰＤ，

ＭＴＢＡｂ，ａｎｄａｃｉｄｆａｓｔｓｔａｉｎ（％）

项目 ＴＳＰＯＴ ＰＰＤ ＭＴＢＡｂ 涂片染色 χ
２ 犘

灵敏度 ８６．０（３７／４３） ６７．４（２９／４３） １８．６（８／４３） ７．０（３／４３） ６０．８５ ＜０．００１

特异度 ９４．０（４７／５０） ７６．０（３８／５０） ９８．０（４９／５０） １００．０（５０／５０） ２４．４６ ＜０．００１

阳性预测值 ９２．５（３７／４０） ７０．７（２９／４１） ８８．９（８／９） １００．０（３／３） ７．６９ ０．０５３

阴性预测值 ８８．７（４７／５３） ７３．１（３８／５２） ５８．３（４９／８４） ６７．６（５０／７４） １４．６８ ０．００２

表２　不同感染部位及年龄段的ＴＳＰＯＴ检测阳性情况比较

犜犪犫犾犲２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｐｏｓｉｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＴＳＰＯＴｉｎｄｉｆｆｅｒ

ｅｎｔｉｎｆｅｃｔｉｏｎｓｉｔｅｓａｎｄａｇｅｇｒｏｕｐｓ

分组 例数
ＴＳＰＯＴ

阳性数

阳性率

（％） χ
２ 犘

感染部位 ０．４８８ ０．４８５

　肺内 ２７ ２４ ８８．９

　肺外 １６ １３ ８１．３

年龄段（岁） ５．５９６ ０．０１８

　≤５ １７ １２ ７０．６

　＞５ ２６ ２５ ９６．２

２．４　ＴＳＰＯＴ、ＰＰＤ联合诊断试验　 结核组４３例

样本中 ＴＳＰＯＴ 法和 ＰＰＤ 法同时检测阴性的

共２例，同时检测阳性的共２５例，阳性符合率为

５８．１％（２５／４３）；对照组５０例样本中两种方法同时检

测阳性的共１例，同时检测阴性的共３６例，阴性符合

率为７２．０％（３６／５０）。同时采用ＴＳＰＯＴ法和ＰＰＤ

法两种方法进行联合诊断试验，采用并联模式，即以

其中任意方法检测为阳性的样本认定为阳性，同时检

测为阴性的样本认定为阴性。该联合检测法的灵敏

度为９５．３％（４１／４３），特异度为９８．０％（４９／５０），Ｔ

ＳＰＯＴ、ＰＰＤ法及联合检测方法比较，联合检测方法的

灵敏度和特异度高于其他两种单一检测方法（χ
２ 值分

别为１２．２８、１４．４１，均犘＜０．０５）。见表３。
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表３　ＴＳＰＯＴ、ＰＰＤ法及联合检测的灵敏度、特异度比较

（％）

犜犪犫犾犲３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙａｍｏｎｇ

ＴＳＰＯＴ，ＰＰＤ，ａｎｄｃｏｍｂｉｎｅｄｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（％）

ＴＳＰＯＴ法 ＰＰＤ法 联合检测 χ
２ 犘

灵敏度 ８６．０（３７／４３）６７．４（２９／４３） ９５．３（４１／４３） １２．２８０．００２

特异度 ９４．０（４７／５０）７６．０（３８／５０） ９８．０（４９／５０） １４．４１０．００１

３　讨论

当前我国儿童患ＴＢ的数量逐渐增多，已占总

ＴＢ患者的五分之一，且儿童重症肺结核及肺外结

核增长尤为明显，原因之一是未能及时发现和诊

断［１２］。能否早期快速诊断是制约儿童 ＴＢ诊疗的

关键。目前实验室的ＴＢ检测方法虽然有ＰＰＤ试

验
" ＭＴＢＡｂ"

涂片抗酸染色
"

结核分枝杆菌培

养等多种方法，但这些方法都有很大的局限性。

ＰＰＤ试验与接种的卡介苗（ＢＣＧ）存在交叉反应，特

异性低；涂片及 ＭＴＢＡｂ检测敏感性较低；结核分

枝杆菌培养虽然是ＴＢ诊断的金标准，但存在着培

养周期太长的问题，不利于快速诊断和早期治疗。

因此，探索出一种快速有效的ＴＢ诊断方法已是当

务之急。ＴＳＰＯＴ是近年来国际上开始采用的一种

快速检测结核感染的新型免疫检测技术，引起了国

内外广泛的关注，并被逐渐应用于临床。该试验通

过检测ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０两个抗原刺激Ｔ细胞释

放γ干扰素来诊断是否存在结核感染。ＥＳＡＴ６是

从结核分枝杆菌短期培养滤液（ＳＦ—ＣＦ）中纯化分

离出的一种低分子量的可溶性早期分泌性蛋白，

ＥＳＡＴ６其编码基因Ｒｖ３８７５位于ＲＤ１区，而ＲＤ１

是卡介苗和结核分枝杆菌毒株的基因组相比较的一

组缺失序列，根据Ｓｗｉｓｓｐｒｏｔ和ＧｅｎＢａｎｋ等数据库

资料分析，ＥＳＡＴ６基因仅存在于结核分枝杆菌复

合群和４种非结核分枝杆菌（即堪萨斯分枝杆菌、海

分枝杆菌、微黄分枝杆菌和苏加分枝杆菌）基因组

中，卡介苗和其他非结核分枝杆菌缺失［１３］。ＣＦＰ１０

也是卡介苗所缺失的，其基因产物存在于结核分枝

杆菌早期培养滤液中，是一种编码１００个氨基酸、具

有免疫原性的分泌性蛋白。ＥＳＡＴ６和ＣＦＰ１０具

有较强的辅助性Ｔ细胞表位
［１４］，既有Ｔ细胞抗原

决定簇，又有Ｂ细胞抗原决定簇，因此，能同时引起

细胞免疫应答和体液免疫应答，并产生大量γ干扰

素，用其作为结核分枝杆菌感染的特异性Ｔ细胞刺

激抗原，诊断结核感染的特异性较高。

本研究采用ＴＳＰＯＴ、ＰＰＤ、ＭＴＢＡｂ和涂片抗

酸染色四种方法分别对结核组和对照组进行结核检

测，分析发现结核组中ＴＳＰＯＴ的阳性率最高，其

次为ＰＰＤ，而ＭＴＢＡｂ和涂片抗酸染色的阳性率极

低，仅为１８．６％及７．０％。在非结核对照组方面Ｔ

ＳＰＯＴ的假阳性率为６．０％，和涂片抗酸染色则分

别为２．０％和０，而ＰＰＤ的假阳性率高达２４．０％。

通过对灵敏度、特异性、阳性预测值和阴性预测值四

个指标的对比发现，ＭＴＢＡｂ和涂片染色两种方法

的特异度和阳性预测值高，但在灵敏度方面较差，因

此，这两种检测方法作为ＴＢ常规检测效果非常不

理想，主要原因可能是 ＭＴＢＡｂ受抗原处理方法免

疫分析方法和机体的免疫状况的影响［１５］，以及儿童

免疫功能相对较低，产生抗体的能力差有关，而涂片

抗酸染色灵敏度低则主要由于儿童的痰及体液标本

难于收集，及儿童结核排菌量低等，该方法仍为ＴＢ

检测的金标准，因此，需要连续采集检测以提高检出

率。ＰＰＤ在特异度方面差于其他三种方法，但灵敏

度高于 ＭＴＢＡｂ和涂片抗酸染色。ＰＰＤ特异度相

对较差的原因主要是由于无法有效区分卡介苗和非

结核分枝杆菌感染所致的 ＰＰＤ交叉反应。关于

ＰＰＤ阳性结果的判读目前主要依靠硬结的平均直

径来判断，但有研究表明硬结直径并不是一个准确

的诊断指标［１６］。ＴＳＰＯＴ法在灵敏度"

特异度等

方面均优于另外三种方法，与Ｌａｌｖａｎｉ等
［７］研究的

结果一致。在阴性预测值方面也高于其他方法，提

示ＴＳＰＯＴ结果阴性时排除结核感染的可能性较

高，与时春虎等［１７］研究结果相符。ＴＳＰＯＴ在肺内

结核和肺外结核中的检出率均较高，目前已有大量

报道［１８］表明ＴＳＰＯＴ在结核性胸／腹膜炎"

结核性

脑膜炎
"

骨关节结核等肺外结核中的重要诊断价

值，同时在诊断淋巴结结核
"

结核性心包炎等方面

的少量报道，但相关的临床研究仍然较少，尚需大量

临床样本试验进一步证实，因此，未来几年感染部位

体液的ＴＳＰＯＴ检测成为肺外结核实验室诊断研

究和探索的热点，并有望成为肺外结核诊断的高敏

感性、特异性的临床辅助诊断方法。ＴＳＰＯＴ在结

核组＞５岁儿童中检出率高于≤５岁儿童，提示该方

法对于５岁以上儿童的结核诊断价值优于５岁以下

儿童，有相关研究［１９］表明 ＴＳＰＯＴ阴性对于儿童

（＜５岁）不能排除ＴＢ。２００９年美国儿科学会红皮

书关于儿童结核感染诊断的指南［２０］建议５岁以上

免疫功能正常的儿童可用ＴＳＰＯＴ替代ＰＰＤ诊断

ＴＢ或隐性结核感染，美国２０１０最新指南中也强调
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ＰＰＤ诊断５岁以下儿童结核感染的价值高于 Ｔ

ＳＰＯＴ，而日本相关指南
［２１］也提出不建议应用 Ｔ

ＳＰＯＴ诊断５岁以下儿童的隐性结核感染，但可作

为活动性结核的辅助诊断。鉴于目前国际上关于这

方面的研究相对较少，而由于本研究中结核组病例

数不太多，且≤５岁儿童及＞５岁儿童两组间的例数

相差较大，研究结果可能与实际情况存在一定偏差，

因此，今后须收集更多实验标本进一步研究。本研

究还表明同时采用ＴＳＰＯＴ法和ＰＰＤ法两种方法

进行并联模式的结核检测时的灵敏度为９５．３％，特

异度为９８．０％，高于两种方法进行单一检测。

总之，ＴＳＰＯＴ作为近年来新开展的一种 ＴＢ

诊断方法，在灵敏度
"

特异度等多方面都优于传统

的结核检测方法，在肺外结核方面也逐步体现了价

值，但在５岁以下儿童特别是隐性结核感染诊断方

面还存在一定的不确定性，且该方法操作较为繁琐，

试验成本较高。传统的ＰＰＤ法虽然简单快速，灵敏

度也较高，但存在假阳性较多的问题。因此结合我

国国情，将 ＴＳＰＯＴ与ＰＰＤ两种检测方法合理组

配，特别是５岁以下高危潜伏性结核感染儿童必须

联合检测，才能更好保证儿童ＴＢ的早期快速诊断。
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