
胃癌的增殖与侵袭是一个多步骤、多因素相互作

用的复杂过程,具体的机制尚不清楚,明确胃癌的转

移与侵袭机制是当前研究领域的热点。基因异常和

环境因素对胃癌的影响已经被广泛研究,但是疾病进

展过程中所包含的分子机制并不明确。大量 miRNA
作为原癌基因或抑癌基因参与了肿瘤的恶性发展进

程[13]。本研究中多因素Logistic回归分析显示,胃癌

患者的临床分期、组织分化程度、远端转移、lncRNA
 

MALAT1表达水平均为影响患者预后的主要因素

(P<0.05)。
综上所述,胃癌的发生伴随lncRNA

 

MALAT1
的高表达,其与患者的临床特征明显相关,也是影响

患者预后的重要因素。
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两种结核感染T细胞检测试剂盒性能评估

潘建华,张 玲△,李艳红,周锐雄,余俊鹏,杨锦鸿

广州金域医学检验中心血液室/广州医科大学金域检验学院,广东广州
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  摘 要:目的 评估外周血结核分枝杆菌感染T细胞斑点试验(T-SPOT.TB)两种试剂盒的检测性能。
 

方

法 以英国Oxford
 

Immunotec公司的T-SPOT.TB产品为参比试剂,以北京同生时代生物技术有限公司生产

的TS-SPOT.TB产品为考核试剂。用两种试剂盒同时检测458份血液标本,其中临床标本408份来自金域集

团5家连锁检验中心,体检标本50份来自金域体检中心,评估考核试剂与参比试剂的一致性。结果 两种试

剂的检测结果总一致率为98.03%
 

(Kappa=0.96),其中,广州金域检验中心一致率为96.43%(Kappa=
0.93);杭州金域检验中心一致率为97.73%(Kappa=0.95);

 

福州金域检验中心一致率为98.44%(Kappa=
0.97);成都金域检验中心一致率为98.75%(Kappa=0.97);沈阳金域检验中心一致率为100.00%(Kappa=
1.00);金域体检中心两种试剂检测结果一致率达98.00%。结论 国产考核试剂与进口参比试剂检测性能相

当,国产试剂成本相对较低,对基层医院广泛开展结核病筛查及预防有较好的应用价值。
关键词:结核感染T细胞斑点试验; 检测性能; 一致率
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  结核病是由结核分枝杆菌(MTB)感染导致的一

种慢性传染病。肺外结核感染临床表现较为隐匿,症
状不典型,容易导致误诊、漏诊[1]。常规的 MTB培养

需要时间较长,培养条件要求较高,而且易受到标本
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质量和 MTB数量的影响,阳性率仅为30%,痰涂片

检出率也相对较低[2]。近年来,MTB感染T细胞斑

点试验(T-SPOT.TB)越来越受到关注,其利用酶联

免疫斑点法(ELISPOT)检测是否存在 MTB感染T
淋巴细胞后分泌的特异性细胞因子干扰素-γ(IFN-γ)
来判断有无 MTB感染[3]。多项研究表明,T-SPOT.
TB在诊断MTB感染方面具有灵敏度高、特异性强的

特点,目前已在临床上广泛应用[4-8],而目前市场推广

较为广泛的进口试剂由于价格昂贵,不能在临床上普

及使用,因此,选择一种经济、快速、准确地诊断 MTB
感染的检测方法对于结核病的防治至关重要。本研

究通过 多 家 实 验 室 验 证 评 估 国 产 与 进 口 同 类 T-
SPOT.TB产品的检测性能,现报道如下。
1 材料与方法

1.1 标本来源 来自广州金域(112份)、杭州金域

(88份)、福州金域(64份)、成都金域(80份)、沈阳金

域(64份)检验中心的临床标本,共408份,来源患者

中男215例,女193例;年龄2~83岁,中位年龄47
岁。金域体检中心50份 T-SPOT.TB检测体检标

本,体检者中男25例,女25例;年龄25~48岁,中位

年龄35岁;所有体检人员HIV抗体检测均为阴性。
1.2 仪器与试剂 参比试剂盒由英国 Oxford

 

Im-
munnotec公司提供,考核试剂由北京同生时代生物

技术有限公司提供。使用仪器包括安徽嘉文仪器装

备有限公司生产的JW-1050R低速冷冻离心机、日本

Panasonic生产的CO2 培养箱,济南鑫贝西生物技术

有限公司生产的 BIOBASEⅡ级生物安全柜,美国

CTL公司生产的酶联免疫荧光斑点分析仪。淋巴细

胞分离液、RPMI-1640培养基分别由上海复星医学科

技发展有限公司和北京同生时代生物技术有限公司

提供。
1.3 方法 对458份标本分别使用参比试剂(进口)
和考核试剂(国产)进行ELISPOT,提取外周血单个

核细胞刺激培养进行斑点计数判断结果,对两种试剂

检测结果进行 Kappa 检验,以 Kappa 值≥0.75为

两者一致性较好。
1.3.1 标本采集 采血量:肝素抗凝全血,2岁以下

儿童2~3
 

mL,其他年龄受试者4~6
 

mL,免疫力低

下或白细胞计数降低的受试者6~8
 

mL。标本存储:
标本室温(15~25

 

℃)保存及运输,不得冷冻或冷藏,
建议24

 

h内送至实验室,室温保存不应超过32
 

h。
1.3.2 检测方法 所有操作均按照试剂盒说明书进

行,参 比 试 剂 采 用 ELISPOT 对 早 期 分 泌 抗 原 靶

6
 

000(ESAT-6)和培养滤液蛋白10
 

000(CFP-10)有
反应的 T细胞进行斑点计数;考核试剂采用ELIS-
POT对复合抗原ESAT-6/CFP-10/Esx-1底物蛋白

Rv3615c(Rv3615c)有反应的T细胞进行斑点计数。
1.4 判断标准

1.4.1 参比试剂结果判断 参比试剂检测结果包括

阴性对照孔和阳性对照孔、抗原 A和抗原B结果。
(1)试验有效的标准:阴性对照孔内斑点计数<10个,
且阳性对照孔内斑点计数>20个。(2)阳性结果判断

标准:①阴性对照孔斑点计数<6个,且抗原 A或抗

原B孔的斑点计数—阴性对照孔斑点计数的结果>6
个;②阴性对照孔斑点计数>6个,且抗原A

 

或抗原B
孔的斑点计数>2倍阴性对照孔斑点计数。满足阳性

结果判断标准任意一条即为阳性,否则为阴性。
1.4.2 考核试剂结果判断 考核试剂结果包括阴性

对照孔、检测孔、阳性对照孔结果。当阴性对照孔斑

点计数为0~5个时,考核试剂结果判断方法见表1。
表1  考核试剂结果判断

P T-N 结果判定

≥20个 ≥8个 阳性

<8个 阴性

<20个 ≥8个 阳性

<8个 不确定

  注:P为阳性对照孔斑点计数;T为检测孔斑点计数;N为阴性对

照孔斑点计数。表中为N为0~5个时的考核试剂结果判断方法。当

P≥20个,T-N=5、6、7个时,建议判定为阴性结果,并结合临床诊断

及其他检测结果进行综合判断,必要时可进行复查。

1.5 统计学处理 两种试剂检测的数据采用 Kap-
pa 一致性检验分析。
2 结  果

2.1 考核试剂与参比试剂对临床标本的检测结果一

致性 408份临床标本中,400份标本两种试剂检测

结果一致,其中有8份标本两种试剂检测结果不一

致,考核试剂检测为阳性,参比试剂检测为阴性,两种

试剂的检测结果总一致率为98.04%
 

(Kappa=
0.96)。广 州 金 域 检 验 中 心 一 致 率 为 96.43%
(Kappa=0.93);

 

杭 州 金 域 检 验 中 心 一 致 率 为

97.73%(Kappa=0.95);
 

福州金域检验中心一致率

为98.44%(Kappa=0.97);成都金域检验中心一致

率为98.75%(Kappa=0.97);
 

沈阳金域检验中心一

致率为100.00%(Kappa=1.00)。见表2。
2.2 考核试剂与参比试剂对体检标本的检测结果一

致性 50份体检标本中,49份标本两种试剂检测结

果均与临床诊断符合,1份标本考核试剂检测结果为

阳性(斑点计数为5个),参比试剂为阴性,两种检测

试剂一致率为98.00%(49/50)。见表2。
表2  两种试剂检测结果比较

项目 n

参比试剂

阴性数

(n)
阳性数

(n)

考核试剂

阴性数

(n)
阳性数

(n)

Kappa
一致率

(%)

金域体检中心 50 50 0 49 1 — 98.00

广州金域检验中心 112 63 49 59 53 0.93 96.43

杭州金域检验中心 88 58 30 56 32 0.95 97.73
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续表2  两种试剂检测结果比较

项目 n

参比试剂

阴性数

(n)
阳性数

(n)

考核试剂

阴性数

(n)
阳性数

(n)

Kappa
一致率

(%)

福州金域检验中心 64 39 25 38 26 0.97 98.44

成都金域检验中心 80 49 31 48 32 0.97 98.75

沈阳金域检验中心 64 38 26 38 26 1.00100.00

合计 458 297 161 288 170 0.96 98.03

  注:-为无数据。

3 讨  论

病原学检查常作为诊断结核病的金标准,如痰涂

片常用于肺结核的诊断,但其受制于痰液取样及痰中

MTB数量的影响,故灵敏度较低,且无法诊断肺外结

核及不咳痰结核病,使其应用受到一定的限制[9]。
MTB感染者外周血中存在 MTB特异的活化效应T
细胞,这些T细胞在受到ESAT-6和CFP-10刺激后

分泌细胞因子,其中包括IFN-γ。临床常通过检测

IFN-γ的量和ELISPOT提取外周血单个核细胞刺激

培养进行斑点计数,从而推测体内是否存在对 MTB
反应的效应T细胞,进一步对 MTB感染情况进行辅

助诊断。本研究两种试剂均采用ELISPOT原理,并
同时设有阴性和阳性对照评估试验可靠性。ELIS-
POT应用于结核病诊断已近20年[10-11],能够检测出

1/100
 

000~1/50
 

000的外周血单个核细胞中经抗原

刺激后释放细胞因子的细胞,现已成为最敏感的检测

方法之一。
 

本研究结果显示,考核试剂的检测性能不仅与参

比试剂的检测性能一致性较好,而且在 MTB阳性检

出率方面优势更为突出,文中有8份标本考核试剂检

测为阳性,而参比试剂检测为阴性,其中有6份阳性

标本来源患者临床诊断为肺部疾病或有结核症状和

治疗史,有2份标本阳性待确诊,尚不能排除假阳性

的可能,分析原因可能与各自试剂抗原组合有关,参
比试剂是通过ELISPOT检测 MTB

 

特异性抗原ES-
AT-6和CFP-10刺激T淋巴细胞释放的IFN-γ进行

检测,为单抗原判读结果,容易造成一定比例的漏检,
而考核试剂是采用复合三抗原(ESAT-6/CFP-10/
Rv3615c)刺激T淋巴细胞释放的IFN-γ,增加了检测

敏感性,
 

MTB引起的机体免疫反应是多个抗原共同

起作用的结果,而 考 核 试 剂 在 基 础 抗 原 ESAT-6、
CFP-10基础上,增加了ESX-1底物蛋白Rv3615c抗

原。
 

Rv3615c是免疫原性较强的靶抗原,其基因表达

依赖 MTB基因组 RD1区,包含了多个肽段的集合

体,可被 MTB感染者T细胞识别。采用抗原三合一

技术,更能模拟人体内 MTB引起的免疫反应,在巨噬

细胞的吞噬体内活跃表达,更接近体内的真实情况,
所以,运用复合抗原EAST-6/CFP-10/Rv3615c筛查

MTB可提高结核病患者和潜伏结核感染人群的检

出率。
综上所述,金域集团5家连锁检验中心同时用考

核试剂和参比试剂对408份临床标本进行验证,均获

得较高的检出率,两种试剂检测结果有较高的一致

性,检验性能尚未发现有本质区别,对 MTB感染的辅

助诊断均具有指导意义。

参考文献

[1] 全国第五次结核病流行病学抽样调查技术指导组,全国

第五次结核病流行学抽样调查办公室.2010年全国第五

次结核病流行病学抽样调查报告[J].中国防痨杂志,

2012,34(8):485-508.
[2] 中华人民共和国国务院办公厅.“十三五”全国结核病防

治规划[J].中国实用乡村医生杂志,2017,24(5):1-5.
[3] 王立红,付秀华,张桂芝,等.结核感染T细胞斑点试验在

结核病诊断中的应用价值[J].中国防痨杂志,2013,35
(12):992-996.

[4]PAN
 

L,JIA
 

H,LIU
 

F,et
 

al.Risk
 

factors
 

for
 

false-nega-
tive

 

T-SPOT.TB
 

assay
 

results
 

in
 

patients
 

with
 

pulmona-
ry

 

and
 

extra-pulmonary
 

TB[J].J
 

Infect,2015,70(4):367-
380.

[5]FAN
 

L,CHEN
 

Z,HAO
 

X
 

H,et
 

al.Interferon-gamma
 

re-
lease

 

assays
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

extrapulmonary
 

tubercu-
losis:a

 

systematic
 

review
 

and
 

meta-analysis[J].FEMS
 

Immunol
 

Med
 

Microbiol,2012,65(3):456-466.
[6]ZHONG

 

L,ZHOU
 

X
 

L,LI
 

J,et
 

al.The
 

T-SPOT.TB
 

test
 

for
 

diagnosis
 

of
 

breast
 

tuberculosis[J].Lab
 

Med,2015,46
(1):14-19.

[7]PENG
 

L,XIU
 

C,ZHU
 

L
 

M,et
 

al.Interferon-Gamma
 

re-
lease

 

assays
 

for
 

the
 

diagnosis
 

of
 

tuberculosis:a
 

systematic
 

review
 

and
 

meta-analysis[J].Lung,2016,194(3):447-
458.

[8] 石慧,崔丽英.结核感染T细胞斑点试验诊断结核性胸膜

炎的应用价值[J/CD].中华肺部疾病杂志(电子版),

2015,8(2):51-54.
[9] 张玉平,丁显平,张丽媛,等.T-SPOT.TB、痰涂片和TB-

DNA检测在肺结核诊断中的比较研究[J].成都医学院

学报,2013,8(1):49-51.
[10]林凯生,林健雄.酶联免疫斑点技术对结核分枝杆菌感染

的诊断价值[J].实用医技杂志,2018,25(2):176-178.
[11]刘丽,刘晓民.结核感染T细胞斑点试验的临床应用价值

[J/CD].中华肺部疾病杂志(电子版),2015,8(3):110-
111.

(收稿日期:2020-05-07  修回日期:2020-11-08)

·815· 检验医学与临床2021年2月第18卷第4期 Lab
 

Med
 

Clin,February
 

2021,Vol.18,No.4


