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T细胞斑点试验在儿童结核病诊断中的应用价值
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  [摘要] 目的:探讨外周血结核分枝杆菌(Mycobacteriumtuberculosis,MTB)感染 T细胞斑点试验(T-
SPOT.TB)在儿童结核病诊断中的应用价值。方法:选取2015-08—2018-02在武汉市金银潭医院收治并确诊的

70例结核病患儿为观察组,随机选取同期在儿童医院就诊的70例非结核病患儿为对照组。对入组患儿分别做

T-SPOT.TB、结核分枝杆菌/利福平耐药基因检测(XpertMTB/RIF)、MTB蛋白芯片、结核抗体(MTBAb)、荧光

染色法和液体快速培养法检测,比较各项检测的应用价值。结果:观察组6种检测方法阳性率分别为58.57%、

41.43%、30.00%、30.00%、12.86%、27.14%。T-SPOT.TB阳性率高于其他5种方法,差异有统计学意义(P<
0.05)。T-SPOT.TB在肺内结核和肺外结核中检出的阳性率分别为63.41%和51.72%,差异无统计学意义

(P>0.05),均高于其他方法。结论:T-SPOT.TB采用外周血标本容易留取,能显著提高灵敏度,有较高的特异

度、阳性预测值、阴性预测值和诊断准确率,在肺内结核和肺外结核检测中均有较高的阳性率,有利于早期诊断和

治疗并可防止漏诊,对儿童结核病的诊断具有重要的辅助诊断价值。
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DiagnosticvalueofT-SPOTfortuberculosisinchildren
LIHongze CAOFeng FANYi

(DepartmentofClinicalLaboratory,JinyintanHospitalofWuhan,Wuhan,430023,China)
Abstract Objective:ToinvertigatethevalueofperipheralbloodT-SPOT.TBinthediagnosisoftuberculosis

inchildren.Method:Atotalof70childrenwhowereadmittedtoourhospitalandconfirmedwithTBbetweenAu-
gust2015andFebruary2018wereselectedasobservationgroup,70childrenwhowereexcludedTBinaChildren
'shospitalduringthesameperiodwereascontrolgroup.PeripheralbloodT-SPOT.TB,XpertMTB/RIF,protein-
chipofMycobacteriumtuberculosis(MTB),MTBAb,fluorescentstainingandrapidliquidcultureinthetwogroups
wereunderwentdetectiontoevaluatetheclinicalvalue.Result:Positiveratesofsixdifferentmethodsintheobser-
vationgroupwere58.57%,41.43%,30.00%,30.00%,12.86%and27.14%.ThesensitivityofT-SPOT.TBwas
significantlyhigherthanthatoftheotherfivemethods,andthedifferenceswerestatisticallysignificant(P<0.05).
PosititiveratesofT-SPOT.TBinpulmonarytuberculosisandertrapulmonarytuberculosiswere63.41% and
51.72%respectively,whichdifferentwasnotstatisticallysignificant(P>0.05),andbothwerehigherthanthatof
othermethods.Conclusion:T-SPOT.TBiseasytouseperipheralbloodspecimens,whichcanimprovethesensitivi-
tywithagoodspecificity,positivepredictivewalue,negativepredictivevalueanddiagnosticaccuracy,mayhelpear-
lydiagnosisandtreatmentandpreventmisseddiagnosis,andhaveimportantauxiliarydiagnosticvalueofTBa-
mongchildren.
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  2016年我国0~14岁的儿童结核病(tubercu-
losis,TB)发病人数为10万左右,占该年总发病人

数的11.17%(10万/89.5万)〔1〕。儿童结核病诊

断困难,缺乏诊断的金标准。既往三联征即结核菌

素皮肤试验(tuberculinskintest,TST)、典型的影

像学和临床表现、结核病接触史是诊断儿童结核病

最常用的方法〔2〕。TST是以结核分枝杆菌(myco-
bacteriumtuberculosis,MTB)、纯蛋白衍生物(pu-
rifiedproteinderivative,PPD)为抗原,经注射并刺

激宿主引起迟发型超敏反应,使其局部出现皮肤硬

结,根据硬结的平均直径来反应 MTB感染情况,
是临床常规检测之一。虽然其具有简便、价廉的特

点,但若机体免疫力低下可出现假阴性,使灵敏度

降低〔3〕。TST试验因受卡介苗接种的影响,特异

度较低〔4〕,影像学上也通常无特异性〔5〕。儿童TB
的临床表现常缺乏特异性,因此,寻找一种快速、敏
感性高的方法对于儿童TB的早期诊断显得尤为

重要。本文通过外周血结核感染T细胞斑点试验

(T-SPOT.TB)、结核分枝杆菌/利福平耐药基因检

测(XpertMTB/RIF)与 MTB蛋白芯片、结核抗体

(MTB-Ab)、荧光染色法、液体快速培养法比较其

敏感性、特异性、阴性预测值、阳性预测值和诊断准

确率,探讨 T-SPOT.TB在儿童 TB诊断的应用

价值。
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1 资料与方法

1.1 研究对象

选择2015-08—2018-02我院收治并确诊的70
例儿童TB患儿作为观察组,男34例,女36例;年
龄10个月~14岁,平均(11.46±2.86)岁,0~1岁

3例,10~14岁67例;其中肺结核41例,结核性胸

膜炎9例,淋巴结核9例,结核性脑膜炎8例,结核

性腹膜炎3例。纳入同期在儿童医院就诊的非TB
患儿70例为对照组,男38例,女32例;年龄4个

月~14岁,平均(10.59±3.03)岁,0~1岁5例,
10~14岁65例;其中大叶性肺炎26例,支气管肺

炎24例,急性上呼吸道感染16例,重症肺炎4例。
2组患儿在年龄(t=1.81,P>0.05)和性别构成

(χ2=0.46,P>0.05)差异均无统计学意义,具有

可比性。
1.2 纳入标准

①观察组所有患儿均符合《诸福棠实用儿科

学》〔6〕小儿结核病中的诊断标准;②选取同期在儿

童医院就诊通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70例作为对照组;③所有入

组儿童人类免疫缺陷病毒(humanimmunodefi-
ciencyvirus,HIV)检测均为阴性。
1.3 研究方法

1.3.1 外周血T-SPOT.TB检测 试剂盒购自英

国Oxford公司。用肝素钠抗凝管采集患者外周血

5mL,加入淋巴细胞分离液分离单个核细胞,用
MD-AIM-V细胞培养液将细胞浓度调整为2.5×
106/mL;在已包被抗γ干扰素单抗的微孔板上,由
上至下分别设定阳性对照孔、A孔、B孔、阴性对照

孔,在各孔分别加入50μL植物血凝素、ESAT-6、
CFP-10、AIM-V培养液;各孔加入100μL稀释好

的单个核细胞,孵育、洗板、显色,蒸馏水终止反应。
阳性结果判断:①阴性对照孔斑点数为≤5时,A
或B孔的斑点数-阴性对照孔斑点数≥6;②阴性对

照孔斑点数为≥6时,A或B孔的斑点数≥2倍阴

性对照孔斑点数。
1.3.2 XpertMTB/RIF检测 检测系统购自美

国Cepheid公司。根据患儿感染部位不同,分别无

菌留取痰液、支气管灌洗液、胸水、腹水、脓汁、脑脊

液〔7〕检测。标本前处理:①痰液和支气管灌洗液:
留取标本4mL,加入等体积的标本处理液,充分混

匀;②胸腹水:采集5mL乙二胺四乙酸(ethylene-
diaminetetraaceticacid,EDTA)抗凝的胸腔积液,
3000r/min离心10min,弃上清;加入2mL样本

处理液重悬沉淀物充分混匀;③脓汁:取1mL脓

汁标本加入2mL标本处理液,涡旋震荡10s,室温

孵育10min;再重复震荡步骤,室温孵育5min;

④脑脊液:取3mL脑脊液,转移至锥形离心管

3000r/min离心15min,用吸管吸掉并丢弃多于

2mL的上清液,涡旋震荡以充分混匀。然后使用

新的移液管将以上各2mL混匀标本加入试剂匣;
采用GeneXpertMTB/RIF检测系统进行自动检

测,于2h后读取 MTB检测结果。
1.3.3 MTB蛋白芯片检测 PBT-X4型生物芯

片识别仪和试剂盒由南京大渊生物技术工程有限

责任公司提供。阳性结果判断:3种 MTB特异性

抗原:脂阿拉伯甘露糖(LAM)、16kDa及38kDa
相对应的任一IgG抗体阳性判为阳性。
1.3.4 结核抗体(MTBAb)检测 MTBIgG/IgM
抗体检测试剂盒(胶体金法)来自北京健乃喜生物

技术有限公司。阳性结果判断:IgG和IgM抗体任

一阳性判为阳性。
1.3.5 荧光染色法 染色液购自珠海贝索生物技

术有限公司。患儿留取痰液、支气管灌洗液、胸水、
腹水、脓液、脑脊液检测,所有标本检测均按“规
程”〔8〕操作及镜检报告方式。
1.3.6 液体快速培养法 ①痰液、支气管灌洗液

或脓汁:挑取约5ml标本至50ml离心试管中;加
等量的2% NALC-NaOH前处理液,强力旋涡振荡

20s,室温静置15~20min;加入无菌PBS(pH=
6.8)至50ml,盖紧盖子;3000r/min离心15min,
弃上清液,添加1~3mlPBS(pH=6.8)以制备成

悬浊液,接种至 MGIT培养管;②胸腹水、脑脊液:
将无菌标本直接接种 MGIT培养管内。然后将培

养管放入BACTECMGIT960System(美国BD公

司)中培养。培养提示为阳性结果时,从培养管底

部吸取部分标本进行涂片复检,抗酸染色证实为抗

酸分枝杆菌后报告抗酸分枝杆菌培养阳性;标本培

养42d系统提示为阴性结果时,报告抗酸分枝杆

菌培 养 阴 性。配 套 试 剂 包 括 MGIT 培 养 管、
GrowthSupplement生长补充剂、PANTA杂菌抑

制剂也来自美国BD公司。
1.4 统计学分析

所有数据均采用SPSS19.0软件分析,计量资

料采用t检验,计数资料间比较采用χ2检验,以
P<0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各种检测方法2组结果比较

观察组T-SPOT.TB阳性率高于其他5种方

法,差异有统计学意义(χ2=4.11,P<0.05;χ2=
11.58,P<0.01;χ2=11.58,P<0.01;χ2=31.86,
P<0.01;χ2=14.11,P<0.01)。XpertMTB/RIF
与 MTB蛋白芯片检测、MTBAb检测、液体快速培

养法阳性率差异无统计学意义(P>0.05),但这4
种方法阳性率均高于荧光染色法,差异有统计学意
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义(χ2=14.45,P<0.01;χ2=6.11,P<0.05;χ2=
6.11,P<0.05;χ2=4.46,P<0.05)。对照组阳性

率差异无统计学意义(P>0.05)。观察组各种检

测方法阳性率均高于对照组,差异有统计学意义

(P<0.05),见表1。

表1 6种方法检测2组结果比较

检测方法
观察组(n=70)

阳性数 阴性数 阳性率/%

对照组(n=70)
阳性数 阴性数 阳性率/%

T-SPOT.TB 41 29 58.57 1 69 1.43
XpertMTB/RIF 29 41 41.43 0 70 0
MTB蛋白芯片检测 21 49 30.00 1 69 1.43
MTBAb检测 21 49 30.00 3 67 4.29
荧光染色法 9 61 12.86 0 70 0
液体快速培养法 19 51 27.14 0 70 0

2.2 各种检测方法诊断效能比较

2.2.1 灵敏度 T-SPOT.TB的灵敏度均高于其

他方法,差异有统计学意义(P<0.05)。Xpert-
MTB/RIF的灵敏度高于荧光镜检法和液体快速

培养法,差异有统计学意义(P<0.05),但与 MTB
蛋白芯片检测和TBAb检测法比较,差异无统计学

意义(P>0.05)。
2.2.2 特异度 除了 MTBAb检测法,其他5种

方法比较,差异无统计学意义(P>0.05);Xpert-
MTB/RIF、荧光染色法和液体快速培养法的特异

度均大 于 MTBAb检 测 法,差 异 有 统 计 学 意 义

(P<0.05)。
2.2.3 阳性预测值 XpertMTB/RIF、荧光染色

法和液体快速培养法与T-SPOT.TB比较,差异无

统计学意义(P>0.05),但均大于 MTBAb检测和

MTB蛋白芯片检测法,差异有统计学意义(P<
0.05);MTB蛋白芯片检测法与 T-SPOT.TB比

较,差异无统计学意义(P>0.05),但均大于 MTB-
Ab检测,差异有统计学意义(P<0.05)。
2.2.4 阴性预测值 T-SPOT.TB阴性预测值比

荧光染色法高,差异有统计学意义(P<0.05),但
与其他4种方法比较,差异无统计学意义(P>
0.05)。
2.2.5 诊断准确率 T-SPOT.TB诊断准确率与

XpertMTB/RIF比较,差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),但高于其他4种方法,差异有统计学意义

(P<0.05)。XpertMTB/RIF诊断准确率高于荧

光镜检法,差异有统计学意义(P<0.05),但与其

他3种方法比较,差异无统计学意义(P>0.05)。
见表2。

表2 6种方法诊断效能对比 %

检测方法 灵敏度 特异度 阳性预测值 阴性预测值 诊断准确率

T-SPOT.TB 58.57 98.57 97.624) 70.41 78.57
XpertMTB/RIF 41.431) 100.004) 100.004)5) 63.06 70.71
MTB蛋白芯片检测 30.001) 98.57 95.454) 58.47 64.291)

MTBAb检测 30.001) 95.71 87.50 57.76 62.861)

荧光染色法 12.861)2)4)5) 100.004) 100.004)5) 53.441) 56.431)2)

液体快速培养法 27.141)2)3) 100.004) 100.004)5) 57.85 63.571)

  与T-SPOT.TB比较,1)P<0.05;与XpertMTB/RIF比较,2)P<0.05;与荧光染色法比较,3)P<0.05;与 MTBAb检测

法比较,4)P<0.05;与 MTB蛋白芯片检测法比较,5)P<0.05。

2.3 6种方法在肺内结核和肺外结核结果比较

2.3.1 肺 内 结 核  T-SPOT.TB 的 阳 性 率 与

XpertMTB/RIF比 较 差 异 无 统 计 学 意 义(P>
0.05),但均高于其他4种方法,差异有统计学意义

(χ2=8.26,P<0.05;χ2=12.68,P<0.01;χ2=
14.41,P<0.01;χ2=5.90,P<0.05)。Xpert-
MTB/RIF阳性率与 MTB蛋白芯片检测和液体快

速培养法比较,差异无统计学意义(P>0.05),但

均高于 MTBAb检测和荧光染色法,差异有统计学

意义(χ2=6.27,P<0.05;χ2=7.57,P<0.05)。
MTB蛋白芯片检测、MTBAb检测、荧光染色法和

液体快速培养法阳性率比较,差异无统计学意义

(P>0.05)。
2.3.2 肺 外 结 核  T-SPOT.TB、XpertMTB/
RIF、MTB蛋白芯片检测和 MTBAb检测阳性率

比 较,差 异 无 统 计 学 意 义 (P>0.05),但 T-

·619· 临床血液学杂志 第31卷



SPOT.TB阳性率高于液体快速培养法,差异有统

计学意义(χ2=9.47,P<0.05)。其他5种方法的

阳性率均高于荧光染色法,差异有统计学意义

(χ2=20.23,P<0.01;χ2=9.28,P<0.05;χ2=
9.28,P<0.05;χ2=13.57,P<0.01;χ2=4.30,
P<0.05)。
2.3.3 组 间 比 较  T-SPOT.TB、XpertMTB/

RIF、MTB蛋白芯片检测均在肺内结核检测阳性

率高于肺外结核组,MTBAb检测在肺外结核检测

阳性率高于肺内结核,但以上2组阳性率比较差异

均无统计学意义(均P>0.05)。荧光染色法和液

体快速培养法在肺内结核检测阳性率均高于肺外

结核,2组阳性率比较差异有统计学意义(χ2=
7.31,P<0.05;χ2=4.46,P<0.05)。见表3。

表3 不同感染部位6种方法检测阳性情况比较

检测方法
肺内结核(n=41)

阳性数 阴性数 阳性率/%

肺外结核(n=29)
阳性数 阴性数 阳性率/%

T-SPOT.TB 26 15 63.41 15 14 51.72
XpertMTB/RIF 21 20 51.22 8 21 27.59
MTB蛋白芯片检测 13 28 31.71 8 21 27.59
MTBAb检测 10 31 24.39 11 18 37.93
荧光染色法 9 32 21.95 0 29 0
液体快速培养法 15 26 36.59 4 25 13.79

3 讨论

儿童TB的诊断困难较多,如主诉不清,不能

配合体检等,尤其是不能正确配合留痰制约了儿童

肺结核的诊断〔9〕。2006年以来,一些TB诊断的新

方法被相继开发和评估,其中包括 XpertMTB/
RIF和干扰素-γ释放试验(interferon-γrelealseas-
say,IGRA)〔10〕。T-SPOT.TB属于IGRA的一种。
该法主要利用结核特异性抗原(EAST-6,CFP-10)
通过酶联免疫斑点技术(enzyme-linkedimmunos-
potassay,ELISPOT)检测 MTB特异性抗原刺激

外周血单个核细胞分泌干 扰 素-γ(interferon-γ,
IFN-γ)的T细胞数,可作为结核病早期临床诊断

的辅助方法〔11〕。据文献报道,其诊断价值不受患

者的性别、年龄、肿瘤、免疫抑制等影响,不仅可用

于肺外TB的诊断,还可以作为治疗效果评估,具
有较高的应用价值〔12〕。XpertMTB/RIF是一种

新型的 MTB感染及利福平耐药性分析的分子诊

断技术,可以通过PCR检测MTB〔13〕。其主要优点

是自动化,能减少非特异性扩增。该系统通过独立

的一次性试剂盒自动完成全部检测,2h内出报告,
同时能避免人为操作带来的污染,具有非常高的特

异性,是 WHO推荐使用的诊断平台〔14〕。但该系

统的缺点是灵敏度不够理想,可以排查非肺结核患

者,但可能发生漏诊。
本研究显示,T-SPOT.TB的灵敏度显著高于

其他5种方法,具有较高的特异度和阳性预测值。
MTB感染人体后可以诱导很强的细胞免疫,但体

液免疫强度较弱〔15〕。T-SPOT.TB属于细胞免疫

检测,而 MTB蛋白芯片和 MTBAb属于体液免疫

检测。而且T-SPOT.TB以外周血作为标本,患儿

留取标本更容易,这些可能是其灵敏度高于其他5

种方法原因之一。其阴性预测值和诊断准确率也

较高,提示T-SPOT.TB为阴性时,MTB感染的可

能性较小〔16〕。MTB蛋白芯片和 MTBAb的灵敏

度均低于 T-SPOT.TB,但特异度较高,与黄绍梅

等〔17〕报道一致。二者阳性预测值、阴性预测值和

诊断准确率低于 T-SPOT.TB。这两种方法虽然

也是以外周血为标本,具有取样方便,耗时短等优

点,但作为TB常规检测效果非常不理想,主要原

因可能是它们受抗原处理免疫分析方法和机体的

免疫状况的影响〔18〕,及儿童免疫功能相对较低,产
生抗体能力差有关〔19〕。XpertMTB/RIF的灵敏

度显著高于液体快速培养法和荧光染色法,这3种

方法的特异度和阳性预测值均是100%,因此,若
该检测阳性基本不排除 MTB感染〔20〕。但 Xpert
MTB/RIF灵敏度、阴性预测值、诊断准确率均低

于T-SPOT.TB检测。结核分枝杆菌培养虽然是

TB诊断的金标准,但存在着培养周期长、阳性率低

等问题,不利于早期诊断和治疗。荧光染色法虽然

具有特异性高、操作简便快速、价格便宜等优点,但
其阳性 率 最 低。主 要 原 因 是 由 于 XpertMTB/
RIF、荧光染色法和液体快速培养法均以患儿的痰

及体液为标本,这些标本难于收集以及儿童结核排

菌量低〔21〕,这也制约了这些方法在儿童TB诊断中

的应用。
本研究显示,T-SPOT.TB在肺外结核和肺内

结 核 的 阳 性 率 均 高 于 其 他 方 法。而 且 T-
SPOT.TB只需留取外周血即可检测不同感染部

位TB。特别是儿童肺外结核,T-SPOT.TB相对

XpertMTB/RIF、荧光染色法和液体快速培养法,
标本留取更容易,有利于早期诊断和治疗。陆迪雅

等〔22〕表明T-SPOT.TB在结核性胸/腹膜炎、结核

·719·李虹泽,等.T细胞斑点试验在儿童结核病诊断中的应用价值第12期  



性脑膜炎、骨关节结核等肺外结核中的重要诊断价

值。因此,建议在儿童肺外 TB诊断中首选 T-
SPOT.TB检测。

T-SPOT.TB检测不受卡介苗接种的影响而

具有很高的特异度,可有效筛查儿童潜伏结核感

染,特别是有卡介苗接种史及活动性密切接触史的

儿童〔23〕,其优越性明显高于TST〔24〕。吕云峰〔25〕认

为T-SPOT.TB对于5岁以上儿童的结核诊断价

值优于5岁以下儿童,本研究所选取的儿童大都是

10岁以上,因此今后须收集更多5岁以下儿童进

行研究比较。
综上所述,T-SPOT.TB采用外周血标本,容

易留取,能显著提高灵敏度,有较高的特异度、阳性

预测值、阴性预测值和诊断准确率,在肺内结核和

肺外结核检测中均有较高的阳性率,有利于早期诊

断和治疗并可防止漏诊,对儿童结核病的诊断具有

重要的辅助诊断价值。
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