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肺结核患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞表达与不同检测方法结果分析
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　　摘　要：目的　探讨肺结核患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达对不同方法检测结果的影响。方法　２１０例患者分别进行结核感

染Ｔ细胞γ干扰素释放试验、痰涂片找抗酸杆菌检测、结核分枝杆菌ＤＮＡ检测、痰培养结核分枝杆菌、外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对

数检测。结果　患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达对不同方法的检测结果有显著影响，其中ＴＢＤＮＡ阴性组及痰培养阴性组的患

者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达水平均高于ＴＢＤＮＡ阳性组及痰培养阳性组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　机体免疫状

态影响不同检测方法的检测方法，因此，根据患者免疫功能状态选择合适的检测方法，对不同检测结果的分析要结合患者的免疫

状况，以免影响临床诊疗。
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　　我国是全球第三大结核病高负担国家，结核病报告发病人

数始终位居法定报告甲、乙类传染病前列［１２］。结核病是由结

核分枝杆菌引起的慢性传染病，可侵及许多脏器，以肺部受累

形成肺结核最为常见［３］。目前检测肺结核的方法有很多种，以

痰涂片找抗酸杆菌检测、痰培养结核分枝杆菌较为多见。本研

究开展γ干扰素（γＩＦＮ）释放试验、结核分枝杆菌脱氧核糖核

酸（ＴＢＤＮＡ）检测并结合外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数等检测项

目，共同分析患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达与各检测方法结

果间的关系。

１　资料与方法

１．１　一般资料　收集２０１４年１－１０月苏州市第五人民医院

门诊及住院肺结核２１０例，其中男１５６例，女５４例；年龄１５～

９１岁，平均（４８．３±２０．４）岁。诊断符合结核病诊断标准
［４］。

对纳入的２１０例患者分别进行结核感染Ｔ细胞γＩＦＮ释放试

验、痰涂片找抗酸杆菌检测、ＴＢＤＮＡ检测、痰培养结核分枝

杆菌、外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数检测。

１．２　仪器与试剂

１．２．１　仪器　全自动酶免疫分析仪（爱康公司，中国深圳），

ＣＸ２１双目显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本），ＳＬＡＮ 荧光定量

ＰＣＲ扩增仪（宏石公司，中国上海），ＢＡＣＴＥＣＭＧＩＴ９６０结核

培养仪（ＢＤ公司，美国），ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（ＢＤ公司，

美国），ＸＥ２１００五分类血球仪（Ｓｙｓｍｅｘ公司，日本）。

１．２．２　主要试剂　结核感染Ｔ细胞γＩＦＮ释放试验检测试

剂盒由北京万泰生物药业股份有限公司提供；抗酸杆菌涂片试

剂由中国台湾地区珠海贝索生物技术有限公司提供；ＴＢＤＮＡ

检测试剂由北京博奥生物有限公司提供；结核培养配套试剂由

美国ＢＤ公司提供；ＣＤ３ＡＰＣ、ＣＤ４ＰｅｒＣＰ、鼠ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰ以

及溶血素均由美国ＢＤ公司提供。血常规检测试剂由日本

Ｓｙｓｍｅｘ公司提供。

１．３　方法

１．３．１　标本采集　检测ＣＤ４
＋Ｔ细胞及血常规标本采用乙二

胺四乙酸二钾真空采血管（ＢＤ公司），采集静脉血２ｍＬ，新鲜

标本６ｈ内做检测处理。检测结核感染Ｔ细胞γＩＦＮ释放试

验标本采用肝素锂真空采血管（ＢＤ公司），采集静脉血５ｍＬ，

新鲜标本４～８ｈ内做检测处理。痰涂片、ＴＢＤＮＡ检测及痰

培养标本采用一次性留样瓶留取清晨第１口深咳痰４瓶。

１．３．２　ＣＤ４
＋／ＣＤ３细胞表型的分析　（１）ＣＤ３ＡＰＣ、ＣＤ４

ＰｅｒＣＰ测定标本的处理：取对照与测定两管，分别加入全血

１００μＬ，对照管依次加入ＣＤ３ＡＰＣ１０μＬ，鼠ＩｇＧ１ＰｅｒＣＰ１０

μＬ，测定管依次加入ＣＤ３ＡＰＣ１０μＬ，ＣＤ４ＰｅｒＣＰ１０μＬ。室

温避光孵育１５ｍｉｎ，加入ＦＡＣＳ１∶１０稀释溶血素２ｍＬ，混

匀，室温避光反应１５～２０ｍｉｎ，依据细胞溶血效果而定。１３００

ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。加磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）２ｍＬ混

匀，１３００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液。加入ＰＢＳ５００μＬ重

悬，应用流式细胞仪ＣＥＬＬＱＵＥＳＴ软件，设门于淋巴细胞，再

以淋巴细胞为门圈出ＣＤ３＋、ＣＤ４＋Ｔ细胞。（２）同一管血采用

五分类血常规仪ＸＥ２１００测淋巴细胞，通过白细胞计数、淋巴

细胞比率，计算ＣＤ４＋Ｔ细胞的绝对数。

１．３．３　结核分枝杆菌感染Ｔ细胞γＩＦＮ释放试验　采用体

外释放酶联免疫法原理测定特异性抗原介导的细胞免疫反应

强度。按ＳＯＰ文件规范操作。

１．３．４　痰涂片　将标本高温高压消毒后，采用改良碱性复红

法，按ＳＯＰ文件规范操作。

１．３．５　痰培养　采用ＢＤ９６０液体培养仪，通过连续测定荧光

强度的方法检测分枝杆菌生长情况。严格按ＳＯＰ文件操作。

１．３．６　ＴＢＤＮＡ检测　采用多重聚合酶链反应结合Ｔａｑｍａｎ

技术。严格按ＳＯＰ文件操作。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为差

异有统计学意义。结果采用受试者工作特征（ＲＯＣ）曲线分析。

２　结　　果

２．１　各检测指标一致性分析　结核分枝杆菌感染Ｔ细胞γ

ＩＦＮ释放试验与痰ＴＢＤＮＡ、痰涂片、痰培养结果一致性分析，

见表１。ＴＢＤＮＡ、痰涂片及痰培养结果之间具有一致性，差异

有统计学意义（犘＜０．０５）；而γＩＦＮ释放试验检测结果与ＴＢ

ＤＮＡ、痰涂片及痰培养结果之间无明显关联。见表１。

·７８６·检验医学与临床２０１７年３月第１４卷第５期　ＬａｂＭｅｄＣｌｉｎ，Ｍａｒｃｈ２０１７，Ｖｏｌ．１４，Ｎｏ．５
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表１　　各检测指标一致性分析［Ｋａｐｐａ值（犘值）］

项目 γＩＦＮ释放试验 ＴＢＤＮＡ 痰涂片 痰培养

γＩＦＮ释放试验 １．００（＜０．０１） －０．１１７（０．０９４） －０．０９８（０．１２４） －０．０９８（０．１３４）

ＴＢＤＮＡ － １．００（＜０．０１） ０．６２３（＜０．０１） ０．３３２（０．００３）

痰涂片 － － １．００（＜０．０１） ０．３７９（＜０．０１）

痰培养 － － １．００（＜０．０１）

　　注：－表示无数据。

２．２　各方法检测结果的ＣＤ４
＋Ｔ细胞水平比较　各方法检测

结果的患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞表达水平的统计学分析，见表

２。γＩＦＮ释放试验阳性组ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达明显高于阴性

组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＴＢＤＮＡ阴性组ＣＤ４＋Ｔ细

胞的表达高于阳性组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；痰培养

阴性组ＣＤ４＋Ｔ细胞的表达明显高于阳性组，差异有统计学意

义（犘＜０．０５）；痰涂片是否阳性或不同阳性程度与ＣＤ４＋Ｔ细

胞的表达无关联（犘＞０．０５）。

表２　　各方法检测结果的ＣＤ４
＋Ｔ细胞水平比较（狓±狊，％）

项目 狀 ＣＤ４＋Ｔ细胞水平 狋 犘

γＩＦＮ释放试验 ３．８２９ ＜０．０１

　阳性 １３１ ３７７．９９±２００．７４

　阴性 ２０ ２１７．９１±１１０．５９

ＴＢＤＮＡ ２．００４ ０．０４５

　阳性 ５９ ３３３．５７±１６３．１６

　阴性 ４８ ４０４．９６±１８２．８７

痰涂片 ５．６７５ ０．３３９

　阴性 ８９ ３８８．８４±２０８．５５

　１～７条 ８ ３９８．９３±１０６．１５

　＋ ２３ ３６４．９８±１９７．２０

　＋＋ ２２ ３６２．３３±１３０．８３

　＋＋＋ ２８ ２８７．６８±１５１．７９

　＋＋＋＋ ２８ ３４４．８４±１７４．６２

痰涂片 ０．９６９ ０．３３３

　阳性 １０９ ３４１．９１±１６２．９９

　阴性 ８９ ３８８．４４±２０８．５６

痰培养 ３．０１１ ０．００３

　阳性 １０１ ３２９．２９±１７３．３９

　阴性 ４９ ４２５．６７±１９０．６１

　　注：痰涂片结果，每３００视野１～７条分枝杆菌，实报条数。每１００

视野３～９条，报＋；每１０个视野１～９条，报＋＋；每个视野１～９条，

报＋＋＋；每个视野≥１０条，报＋＋＋＋。

３　讨　　论

　　结核病是由结核分枝杆菌引起的慢性传染病，可侵及多个

脏器，以肺部受累形成肺结核最为常见。随着临床研究的不断

深入，目前检测肺结核的方法有很多种，以痰涂片找抗酸杆菌

检测、痰培养结核分枝杆菌较为多见，本研究开展γＩＦＮ释放

试验、ＴＢＤＮＡ检测、外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数检测，并进行

综合分析，发现在机体感染结核分枝杆菌时期，上述检测方法

的结果与机体免疫状态存在显著相关性。肺结核存在细胞免

疫功能低下，免疫功能抑制［５］，而文献［６］报道ＣＤ４＋Ｔ细胞对

结核分枝杆菌感染起保护性免疫作用，因此可通过患者ＣＤ４＋

Ｔ细胞绝对数检测对这些测定方法的结果进行一个可行性评

价，并为患者的临床免疫治疗提供依据。

本文通过分析γＩＦＮ释放试验、痰涂片找抗酸杆菌检测、

ＴＢＤＮＡ检测及痰培养结核分枝杆菌与外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞

绝对数分析，发现γＩＦＮ释放试验阳性组ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数

水平明显高于阴性组，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＴＢＤＮＡ

阴性组ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数水平显著高于阳性组，差异有统计

学意义（犘＜０．０５）；痰培养阴性组ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数水平明

显高于阳性组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；未发现痰涂片

是否阳性或阳性程度不同与ＣＤ４＋Ｔ细胞绝对数水平有关联

（犘＞０．０５）。

研究已证实，结核病的发生、发展和转归与宿主细胞的免

疫功能有密切关系［７８］。ＣＤ４＋Ｔ细胞在结核分枝杆菌的细胞

免疫应答中占有重要位置，ＣＤ４＋Ｔ细胞表达降低可能是结核

病病情加重、排菌数量增加的原因之一［９］；细胞凋亡增强是与

结核分枝杆菌反应性Ｔ细胞数目的减少或缺失同时发生的，

从而导致宿主淋巴细胞对结核分枝杆菌的反应低下，也可能导

致结核分枝杆菌在宿主体内长期存在［６，１０］；ＣＤ４＋Ｔ细胞比例

明显降低时结核分枝杆菌难以局限于病灶内［１１］，与本研究结

果一致。因此，通过对结核病患者外周血ＣＤ４＋Ｔ细胞水平的

检测，及时了解患者的免疫功能异常变化对结核病临床检验和

免疫治疗十分必要。根据患者的免疫状况选择相适应的检测

方法对临床诊断非常重要，以避免由于实验方法选择的不恰当

造成临床诊断差错。
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·临床探讨·

血清及尿液特定蛋白检测在糖尿病肾病早期诊断中的意义

范　瑾

（上海中医药大学附属曙光医院血库，上海２０００２１）

　　摘　要：目的　分析血清及尿液特定蛋白检测在糖尿病肾病早期诊断中的意义。方法　选取６２例２型糖尿病且尿常规检测

蛋白阴性患者（单纯糖尿病组），６２例糖尿病肾病患者（糖尿病肾病组）为研究对象，采集静脉血检测血清β２微球蛋白（β２ＭＧ）、尿

微量清蛋白（ＭＡ）、尿α１微球蛋白（α１ＭＧ）、尿β２ＭＧ、尿素氮（ＢＵＮ）、肌酐（Ｓｃｒ）等指标。另选取５０名健康体检者作对照研究。

结果　单纯糖尿病组、糖尿病肾病组血β２ＭＧ、尿β２ＭＧ、ＭＡ、α１ＭＧ水平均明显高于健康对照组，差异有统计学意义（犘＜

０．０５）；糖尿病肾病组血β２ＭＧ、尿β２ＭＧ、ＭＡ、α１ＭＧ水平均明显高于单纯糖尿病组（犘＜０．０５）；糖尿病肾病组血β２ＭＧ、尿β２

ＭＧ、ＭＡ、α１ＭＧ、ＢＵＮ、Ｓｃｒ阳性率均明显高于单纯糖尿病组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　血清及尿液中特定微量蛋白

检测能早期发现肾损伤，可为临床早期诊断、治疗糖尿病肾病，减少疾病迁延提供参考依据。

关键词：糖尿病肾病；　β２微球蛋白；　尿α１微球蛋白；　尿微量清蛋白；　尿素氮

犇犗犐：１０．３９６９／犼．犻狊狊狀．１６７２９４５５．２０１７．０５．０３４ 文献标志码：Ａ 文章编号：１６７２９４５５（２０１７）０５０６８９０２

　　糖尿病肾病（ＤＮ）是糖尿病最常见的慢性并发症之一，是

终末期肾衰竭的主要原因，治疗费用高且疗效差，致残、致死率

极高，严重影响患者的生活质量［１］。早期ＤＮ患者常无明显的

症状和体征，常规检查尿蛋白多为阴性，常造成漏诊。而一旦

出现临床肾损伤症状，药物干预难以逆转。因此早期诊断ＤＮ

并进行有效的防治非常重要。血、尿微量蛋白、微球蛋白及尿

素氮（ＢＵＮ）、血肌酐（Ｓｃｒ）等均为临床判断肾小球微血管病变

的敏感性指标［２３］。本文通过比较糖尿病、ＤＮ患者、健康人群

中上述指标的表达差异，以期为临床早期诊断ＤＮ提供参考。

１　资料与方法

１．１　 一般资料　选取２０１４年５月至２０１５年１２月本院内分

泌科就诊的６２例２型糖尿病且尿蛋白阴性者为单纯糖尿病

组，男３２例，女３０例，年龄４７～７９岁，平均（６６．１４±７．３５）岁；

另选取６２例ＤＮ患者为ＤＮ组，男３４例，女２８例，年龄５０～

７９岁，平均（６７．８２±８．１６）岁。选取同期在本院健康体检中心

检查排除肾功能损伤的５０例健康体检者作为健康对照组，男

２６例，女２４例，年龄４９～７７岁，平均（６２．３５±６．７４）岁。２型

糖尿病及ＤＮ诊断均参照《内科学》中相关标准
［４］，排除高血

压、心力衰竭、肿瘤及其他非ＤＮ患者。

１．２　方法

１．２．１　血液及尿液标本的收集处理　采集所有对象的清晨空

腹静脉血５ｍＬ，凝固后３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ（离心半径为

３ｃｍ），取血清保存待检。留取所有对象２４ｈ尿液，加入盐酸

防腐，混匀后留取２０ｍＬ备用。尿β２微球蛋白（β２ＭＧ）检测

前将尿标本ｐＨ值调至６．０～７．５。

１．２．２　检测　（１）血β２ＭＧ检测采用ＬＵＭＯ半自动化学发

光仪及日立高新技术公司生产的试剂盒，检测方法为化学发光

法。正常参考值范围为０～２．２μｇ／ｍＬ。（２）尿β２ＭＧ测定采

用上海日环所生产的γ计数仪，试剂盒购自北京北方生物技

术研究所，检测方法为放射免疫法。正常参考值范围为０～

７．８２μｇ／ｈ。（３）尿微量清蛋白（ＭＡ）、尿α１微球蛋白（α１ＭＧ）

检测采用Ｂｅｃｋｍａｎ公司Ｉｍｍａｇｅ８００全自动散射比浊仪及配套

的试剂盒，检测方法为散射速率比浊法。正常参考值 ＭＡ为

０～２１．１５ｍｇ／２４ｈ），α１ＭＧ为０～１４．０９ｍｇ／２４ｈ。（４）ＢＵＮ

正常参考值为１．７～８．３ｍｍｏｌ／Ｌ，Ｓｃｒ４４～１４４ｍｍｏｌ／Ｌ。各项

指标检测均严格按试剂盒说明书进行，若超出正常参考值范

围，则视为阳性。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件进行统计分析，

计量资料以狓±狊表示，组间比较采用狋检验，计数资料以率表

示，组间比较采用χ
２ 检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　各组血清及尿特定蛋白的测定结果比较　单纯糖尿病

组、ＤＮ组的血β２ＭＧ、尿β２ＭＧ、ＭＡ、α１ＭＧ水平明显高于健

康对照组，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；ＤＮ组各项特定蛋白

的水平均明显高于单纯糖尿病组（犘＜０．０５），见表１。

２．２　各组微量蛋白与ＢＵＮ、Ｓｃｒ阳性率比较　健康对照组各

项微量蛋白及ＢＵＮ、Ｓｃｒ检测的阳性率为０。ＤＮ组血β２ＭＧ、

尿β２ＭＧ、ＭＡ、α１ＭＧ、ＢＵＮ、Ｓｃｒ阳性率均明显高于单纯糖尿

病组，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见表２。
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