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γ干扰素释放分析 T 细胞斑点试验在诊断 
结核感染中的应用进展

张建英

【摘要】 结核感染可危害全身多种器官，其中以肺部损伤风险最高，即肺结核，占比约为 80%。既往

在诊断结核感染时常应用结核菌素皮肤试验，但该方法在临床应用过程中逐渐暴露出较多的缺陷。因此，

为进一步优化结核感染的诊断效果，该文围绕结核感染 T 细胞斑点试验（T-SPOT.TB）诊断方法进行了应用

探讨，如果存在结核感染，免疫系统会产生针对性的记忆 T 细胞并释放 γ 干扰素。采用 T-SPOT.TB 诊断

不同类型结核感染时的敏感度和特异度有所差异，但基本不会低于 70%。该文旨在分析 T-SPOT.TB 诊断 

方法的应用进展，阐述了人体免疫屏障在结核感染后的应对方法，说明 T-SPOT.TB 的原理，并指出当空白

及阳性对照孔中的斑点数分别达到 10 以下和 20 以上时，T-SPOT.TB 实验有效 ；当空白对照孔的斑点数

不超过 6 时，任意实验孔的斑点数与之相减，结果大于 6 即为阳性；当空白对照孔的斑点数大于 6 时，任意

实验孔的斑点数与之比值大于 2 即为阳性，重点分析了 T-SPOT.TB 在活动性和潜伏性结核以及肺外结核

中的应用进展。
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【Abstract】 Tuberculosis infection may harm any organ in the body, but the risk of lung damage is the 

highest, accounting for about 80%, which is pulmonary tuberculosis. In the past, the tuberculin skin test was used 

to diagnose tuberculosis infection, but the method gradually exposed many defects during the application process. 

Therefore, in order to further optimize the diagnostic effect of tuberculosis infection, the article explores the 

application of T cell spot test (T-SPOT.TB) diagnostic method. If tuberculosis infection exists, the immune system 

will produce targeted memory T cells and release interferon-γ. According to the analysis of research results obtained 

by domestic scholars, the sensitivity and specificity of T-SPOT.TB in diagnosing different types of tuberculosis 

infections vary among different scholars, but they are generally not less than 70%. The purpose of the article is 

to analyze the application progress of T-SPOT.TB diagnostic method, elucidate the response methods of human 

immune barrier after tuberculosis infection, explain the principle of T-SPOT.TB, and point out that T-SPOT.TB  

experiment is effective when the number of spots in the blank and positive control wells reaches 10 or less and  

20 or more, respectively. When the number of spots in the blank control well does not exceed 6, subtracting the 

number of spots in any experimental well, and the result is greater than 6, it is considered positive. When the number 

of spots in the blank control well is greater than 6, and the ratio of the number of spots in any experimental well to it 

is greater than 2, it is considered positive. The application progress of T-SPOT.TB in active and latent tuberculosis, 

as well as extrapulmonary tuberculosis, was analyzed in detail.
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 结核感染是临床常见病之一，据不完全统计，

全球发生结核感染的人数不低于 20 亿例，每年因该

疾病死亡的患者数不少于 200 万例。结核感染对患

者体内各系统均有不良影响，特别是肺外结核感染

通常发病特征不明显［1］，不利于临床确诊。在结核

感染的诊断中临床常用结核菌素皮肤试验，虽然该

方法耗时短，但对免疫功能低下受检者的诊断敏感

度较低。近年来，T 细胞斑点试验（T cell spot test，

T-SPOT.TB）在结核感染诊断中的应用不断增多，为

了分析该技术的应用进展，本文分析结核感染后的
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免疫反应、γ 干扰素释放分析 T-SPOT.TB 的原理以

及 T-SPOT.TB 在诊断结核感染中的应用进展。

1 结核感染后的免疫反应

 基于对结核感染状态的分析，无感染、活动性

感染、潜伏性感染、感染后治愈这 4 种情况可囊括

所有人群。结核分枝杆菌是结核感染的主要细菌

类型，当其进入人体后，首先引发非特异性免疫应

答，在免疫应答过程中激活巨噬细胞，吞噬和消灭细 

菌［2］。但由于上述免疫反应的效果比较弱，一般结

核感染患者仅依靠这种免疫反应无法控制结核感染

病原体的发展。当病原体侵入巨噬细胞后，通过感

染机制会导致细胞程序性死亡，此时，由病原体产

生的特异性抗原会从细胞中释放出来，树突状细胞

可将其分解为小片段并呈递给特异性细胞如 CD4、

CD8、γδT 细胞以及 CD1 限制性 T 细胞，进而触发

适应性免疫。在结核免疫反应中，将抗原肽装载到

主要组织相容性复合体Ⅱ（major histocompatibility 

complex class Ⅱ，MHC Ⅱ）类分子上形成复合物，然

后使其与 CD4 特异性细胞结合，从而激活这种特异

性细胞，并促进其释放γ干扰素，使巨噬细胞发挥

抗结核作用［3］。CD8 特异性细胞可以产生肿瘤坏

死因子 α、干扰素 γ、颗粒酶和穿孔素，这些物质

作用于感染细胞可以获得细胞溶解的效果。对于免

疫功能正常的人群而言，大部分人在发生结核感染

后可以发挥适应性免疫的功能，这种免疫反应虽然

可以控制感染，但感染清除效果较差。发生结核感

染后部分结核分枝杆菌会被巨噬细胞吞噬，这类巨

噬细胞在纤维的包裹下逐渐变为肉芽肿，从而控制

感染。此时机体的结核感染状态为潜伏性感染，这

类感染者发生感染的概率约为 10%，并且由于该类

人群的体内存在活菌，所以一旦免疫功能减弱，就会

增加结核复发风险。

2 γ干扰素释放分析 T-SPOT.TB 的原理

 γ干扰素释放分析试剂的检测方法存在差异，

主要可分为两类，一类以英国某公司的 T-SPOT.TB

试剂为代表，一类以澳大利亚某公司的结核杆菌特

异性细胞免疫反应检测（Quanti FERON-TB gold test，

QFT）试剂和我国某公司的结核杆菌 γ干扰素体外

释放试验（interferon-γ release assay for tuberculosis， 

TB-IGRA）试剂为代表。分析上述两类试剂的应

用原理结果表明，二者的主要区别体现在受检者取

样以及刺激培养后的试验测定方法等方面［4］。前

者采集的样本为外周血单个核细胞，试验方法为酶

联免疫斑点技术（enzyme linked immunospot assay， 

ELISPOT）；后者采集的样本为外周血全血，测定方

法为酶联免疫吸附试验（enzyme linked immunosorbent  

assay，ELISA）。本文主要围绕 T-SPOT.TB 方法展开

研究，在原理分析中阐述该方法的具体情况。在诊

断中，观察酶与底物之间发生特异性反应后的颜色

变化，并利用 ELISPOT 系统进行分析计数，得到斑

点（细胞）数量，确定抗原特异性细胞的频率。20 世

纪 90 年代末期，Behr 等［5］在基因芯片技术的支持

下，对结核分枝杆菌进行了基因分析，围绕这种细

菌的标准株 H37Rv 和 BCG 进行了对比研究，结果

显示二者的开放读码框存在差异性，后者较前者缺

失了 129 个开放读码框，在进一步分析中，研究者将

其分为多个区域，并为每个区域赋予唯一编号，即

RD1～RD16。在分析单个区域时发现，RD1 区域中

共有 9 个开放读码框，经研究证实，该区域的所有开

放读码框均没有出现在卡介苗菌株中，从而可以推

断出这些开放读码框最有可能成为特异性抗原，并

被免疫系统识别和利用［6］。发生结核感染后，患者

体内会产生具有抗原特异性的 T 细胞，且该种细胞

可长期存在不会消失，一旦遇到抗原刺激，会在短时

间内激活并增殖，释放γ干扰素。基于上述原理支

持，Lalvani 等［7］利用结核杆菌特异性抗原提出了一

种诊断结核感染的新方法。在研究中，根据 RD1 编

码构建了肽段库，库中主要涉及 ESAT-6、CFP-10，

将其作为刺激原，然后将这些肽段加入结核感染患

者的外周血样本中，检测 T 淋巴细胞是否因识别这

些抗原而释放γ干扰素，如果 γ干扰素测定值较大，

则可以确定结核感染的存在。

 在 T-SPOT.TB 实验中设置两组实验孔，并将研

究中构建的肽段库作为刺激原，然后进行实验分析。

在判断实验是否有效时，主要考虑空白对照孔内斑

点数是否 < 10、阳性对照孔内斑点数是否 > 20，如

果两种指标同时满足 < 10、> 20 的要求，则表明实

验有效。以空白对照孔的斑点数为对照，在斑点数

≤6 的情况下，如果实验孔—空白对照孔的斑点数

> 6，即判定 T-SPOT.TB 实验阳性 ；在空白对照孔斑

点数 > 6 的情况下，如果实验孔 / 空白对照孔的斑

点数 > 2，即判定 T-SPOT.TB 实验阳性。

3 T-SPOT.TB 在诊断结核感染中的应用进展

3.1 活动性结核病诊断　Lalvani 等［8］分析 T-SPOT.

TB 对活动性结核的诊断效果，研究中共涉及 94 例

研究对象，在痰培养结果为阳性的人群中筛选出部
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分活动性结核患者纳入病例组，并对病例组设置对

照组，分析 T-SPOT.TB 检测结果，两组的敏感度和

阳性率差异均有统计学意义，且病例组的检测结果

更理想。此外，对比 T-SPOT.TB 和结核菌素皮肤试

验效果，结果显示前者的阳性率更高。Dominguez

等［9］围绕活动性肺结核患者进行病例研究，主要

应用 ESAT-6 和 CFP-10 特异性抗原，结合诊断结

果计算阳性率为 90.1%。此外，Meier 等［10］也进行

了类似研究，得到的阳性率为 100%。但是也有研

究以重症、非重症、活动性和潜伏性结核患者作为

研究对象，结果表明这几种结核感染形式的 T 细胞

斑点数的重叠范围较大，如果只参考 T-SPOT.TB 阳

性结果，难以确诊活动性结核感染。Schepers 等［11］ 

研究表明，培养滤过蛋白 -10-γ干扰素释放试验

（culture filtering protein-10 interferon-γ release assay， 

CFP-10-IGRAs）与结核分枝杆菌蛋白纯化衍生物

（purified protein derivatives，PPD）试验或 PPD 试验

与 IGRAs 联合，都可以筛查出患有活动性结核感染

疾病的患儿。该研究中 CFP-10-IGRAs 的特异度为

96%，并且调查结果还表明，研究对象的免疫系统对

结核分枝杆菌的 CFP-10 抗原有强烈的免疫应答反

应，这是判断患者患有活动性结核的重要证据之一。

3.2 潜伏性结核感染诊断　近百年来，在潜伏性结

核感染的诊断中唯一可以发挥诊断效能的是结核

菌素皮肤试验。该方法是在皮内注射试剂，观察结

核菌蛋白衍生物是否会对注射部位的皮肤产生影

响（如有无红肿现象）［12-13］，通过观察注射后周围皮

肤的状态推断患者有无感染。但是该方法的敏感

度和特异度都不理想。随着新型诊断方法 T-SPOT.

TB 的出现，上述诊断方法面临的问题可以得到进一

步的改善。在 T-SPOT.TB 诊断中主要用到 ESAT-6

和 CFP-10 特异性抗原，而二者均位于 RD1 区域中，

并且该区域的所有开放读码框均没有出现在卡介

苗菌株中，特异性比较突出。Zhang 等［14］在北京某

医院医务工作者中筛选出 101 例配合调查，为突出

T-SPOT.TB 方法的研究效果，利用结核菌素皮肤试

验进行了对比分析，并且分析了这两种诊断方法的

相关性，结果显示相关性较高。在与结核感染疾病

患者有过接触的小组中，以阳性率为对照分析指标，

分析统计结果可知，T-SPOT.TB 的表现更好。

 在关于潜伏性结核感染诊断的研究中对两类人

群的研究较多。① 免疫抑制人群 ：该人群的结核

感染状态从潜伏性演变为活动性的风险较高［15-16］。 

人类免疫缺陷病毒（human immunodeficiency virus，

HIV）感染患者的免疫功能较低，是免疫抑制中的

一种常见类型，因此 Ramos 等［17］以患有 HIV 感染

的潜伏性结核感染患者作为研究对象，针对 QFT、

T-SPOT.TB 和结核菌素皮肤试验，从敏感度、免疫抑

制相关性等方面进行了对比分析，在敏感度对比中，

IGRAs 的表现更优，且 γ 干扰素与免疫抑制程度有

关。在潜伏性结核诊断中，与单一诊断方法相比，

联合应用 IGRAs 和结核菌素皮肤试验的效果更好。

② 肿瘤坏死因子治疗人群 ：对风湿相关疾病患者而

言，抗肿瘤坏死因子治疗会诱发结核感染，诱发率约

为 80%，而且感染速度较快。Minguez 等［18］对 58 例 

类风湿相关疾病患者提供英夫利昔单抗治疗方案，

并调查 T-SPOT.TB 和结核菌素皮肤试验的实施情

况，结果显示治疗前 12 例患者结核菌素皮肤试验结

果呈阳性，只有 1 例患者 T-SPOT.TB 诊断结果呈阳

性。在 51 例重复进行 T-SPOT.TB 和结核菌素皮肤

试验的患者中，结核菌素皮肤试验结果呈阳性的患

者增加了 7 例，新增活动性结核患者 2 例，表明利用

T-SPOT.TB 可以弥补结核菌素皮肤试验的不足，提

高治疗的安全性。

3.3 肺外结核诊断　在腹膜炎诊断中，周乐亮等［19］

对 55 例疑似结核性腹膜炎患者进行多项检测，在敏

感度比较中，T-SPOT.TB 优于结核菌素皮肤试验、腺

苷脱氨酶（adenosine deaminase，ADA）等方法。有

研究对比 31 例结核性脑膜炎患者和 82 例非结核性

脑膜炎患者的诊断情况，结果显示，外周血单核细胞

（peripheral blood mononuclear cell，PBMC）-ELISPOT 

对结核性脑膜炎具有较高的诊断敏感度（88%），但

特异度较低（58%）。虽然特异度低可能导致假阳性

结果，但该方法仍具有指导抗结核治疗的意义。外

周血 ELISPOT 斑点的数量可以作为参考指标，辅助

判断患者是否患有结核性脑膜炎，并决定是否启动

抗结核治疗［20-21］。在胸膜炎诊断中，Zhang 等［22］以

187 例患者为研究对象，采集了研究对象的浆膜腔

积液，并利用 T-SPOT.TB 进行检测。结果显示，其

中有 74 例患有结核性浆膜炎。研究指出，如果浆膜

腔积液中的斑点数〔以斑点形成细胞（spots forming 

cells，SFCs）计数表示〕达到 56 个，则可判定为结核

性浆膜炎。

4 结语

 综上所述，T-SPOT.TB 的出现有效弥补了结核

菌素皮肤试验的不足，为潜伏性结核的诊断提供了
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更可靠的支持，对二者的对比分析结果表明，前者并

不会受卡介苗接种的影响，可以有效减少假阳性结

果的出现。本文通过汇总当前关于 T-SPOT.TB 的

研究文献，综述了该方法在诊断活动性结核、潜伏

性结核以及肺外结核中的应用进展。但是，没有充

分的证据证明该方法可以辨别活动性结核与潜伏性

结核，针对这一情况，有关研究者提出可以通过研发

新型的 γ 干扰素释放分析试剂进行区分，因此，在

后续研究中，可以从试剂研发的角度进行更进一步

的探索。
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