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基于 γ 干扰素释放试验的流式荧光免疫分析法检测结核分枝杆菌的 
方法学研究
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海军军医大学（第二军医大学）长海医院实验诊断科，上海 200433

[摘要]　目的　基于 γ 干扰素释放试验（IGRA），利用流式荧光免疫分析法建立一种检测结核分枝杆菌（TB）

感染的新方法。方法　分别用植物凝集素（PHA）、TB 特异性混合多肽 [早期分泌靶向抗原（ESAT-6）和培养滤液

蛋白 10（CFP-10）] 刺激全血标本产生 γ 干扰素（IFN-γ），用双抗体夹心法结合流式荧光技术检测培养后血浆中的 
IFN-γ 浓度，使用受试者工作特征（ROC）曲线评价其对 TB 感染的诊断效能。对该方法的线性范围、最低检测限、

重复性、抗干扰性能及其与市售同类产品检测的一致性进行评价。结果　流式荧光免疫分析法检测 IFN-γ 的线性范

围为 2～1 000 pg/mL，最低检测限为 0.3 pg/mL；检测 100 pg/mL 和 500 pg/mL 2 个浓度标本的重复性，2 个浓度下变

异系数分别为 4.58% 和 2.46%；回收试验平均回收率为 98.0%；三酰甘油≤50 mg/mL、胆红素≤0.6 mg/mL、血红蛋

白≤10 mg/mL 时对流式荧光免疫分析法检测结果无干扰。通过 ROC 曲线确定该方法诊断 TB 感染的最佳截断值为 
10 pg/mL，此时灵敏度为 82.46%，特异度为 87.30%。该方法与市售 TB 感染 T 淋巴细胞斑点试验（T-SPOT）试剂

盒、QuantiFERON-TB Gold（QFT）试剂盒和万泰 TB-IGRA 试剂盒诊断 TB 感染的总符合率分别为 92.5%、83.0% 和 

85.4%，Kappa 系数分别为 0.822、0.622 和 0.630。结论　本研究建立的 TB 感染检测方法性能良好，准确性达到市

售同类产品的水平，且在重复性、检测流程等方面具有明显优势。
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Flow cytometry fluorescence immunoassay based on interferon γ release assay: a method for Mycobacterium 
tuberculosis detection
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Department of Laboratory Medicine, Changhai Hospital, Naval Medical University (Second Military Medical University), 
Shanghai 200433, China

[Abstract]　Objective　To establish a new method for detecting Mycobacterium tuberculosis (TB) infection based 
on flow cytometry fluorescence immunoassay and interferon γ release assay (IGRA). Methods　The whole blood samples 
were stimulated to produce interferon γ (IFN-γ) with phytagglutinin (PHA) and TB specific mixed peptides (early secretory 
antigenic target [ESAT-6] and culture filtrate protein 10 [CFP-10]), and the plasma was analyzed by double antibody 
sandwich method combined with flow cytometry fluorescence immunoassay. The IFN-γ concentration was evaluated by 
receiver operating characteristic (ROC) curve for the diagnostic efficacy of TB. The linear range, minimum detection limit, 
repeatability, anti-interference performance of the established method were observed, and the consistency of detection with 
similar products on the market was evaluated. Results　The linearity of the flow cytometry fluorescence immunoassay ranged 
from 2 pg/mL to 1 000 pg/mL. The lowest detection limit was 0.3 pg/mL; the repeatability parameters (coefficient of variation) 
of the samples at 100 pg/mL and 500 pg/mL were 4.58% and 2.46%, respectively. The average recovery rate of recovery assay 
was 98.0%. There was no interference with flow cytometry fluorescence immunoassay when the highest concentrations of 
triglyceride, bilirubin and hemoglobin were 50 mg/mL, 0.6 mg/mL and 10 mg/mL, respectively. As the optimum cut-off value 
of the IFN-γ concontration was 10 pg/mL, the sensitivity of IFN-γ in diagnosis of TB infection was 82.46% and the specificity 
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was 87.30%. The total coincidence rates with T-SPOT, QFT, and Wantai TB-IGRA reagent were 97.2%, 83.0%, and 85.4%, 
respectively; and the Kappa coefficients were 0.822, 0.622 and 0.630, respectively. Conclusion　The method for diagnosis of 
TB infection established in this study has a good performance, with the accuracy reaching the level of similar products on the 
market, and our method has obvious advantages in terms of repeatability and detection process.

[Key words]　Mycobacterium tuberculosis; interferon γ; flow cytometry fluorescence immunoassay; diagnosis
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结核病是一种传染性疾病，由机体被结核分

枝杆菌（Mycobacterium tuberculosis，TB）感染引

起，每年全球感染人数近 1 000 万，有超过 100 万
人因结核病死亡[1]。我国是结核病高风险国家，结

核病的诊断对于疫情的控制至关重要。目前，TB 
感染的诊断方法主要有影像学、抗酸染色镜检、

TB 培养以及结核菌素皮内敏感试验（tuberculin 
skin test，TST），但这些传统检测方法普遍存在

灵敏度差、特异度低、测试周期长、需要回访等缺

点[2-3]。血清学检测技术（测试血清中 TB 特异抗体

或抗原）虽然操作简便、能够快速获知结果，但

因容易产生大量的误诊、漏诊而在 2011 年被世界

卫生组织正式叫停，进而一种基于 T 淋巴细胞介

导免疫应答的全新体外诊断技术得到推荐，即 γ 干
扰素释放试验（interferon γ release assay，IGRA）[4]。

IGRA 采用两种 TB 特异的重组蛋白 [早期分泌靶向抗

原（early secretory antigenic target，ESAT-6）和培养

滤液蛋白 10（culture filtrate protein 10，CFP-10）] 体
外刺激 T 淋巴细胞，如果受试者曾经感染过 TB，

其体内存在的 T 淋巴细胞再次受到该类抗原刺激

时，将增殖分化并释放大量 γ 干扰素（interferon γ，
IFN-γ），通过检测 IFN-γ 含量判断机体是否存在 
TB 感染。目前，基于 IGRA 检测 TB 感染的市售

主流产品的检测技术主要分为酶联免疫斑点试验 
（enzyme-linked immunospot assay，ELISPOT）和

酶联免疫吸附试验（enzyme-linked immunosorbent 
assay，ELISA）两种，这两种方法操作流程相对烦

琐、耗时较长。有研究发现，市售 IGRA 产品在结

核病诊断中的准确度不足[4]，有待进一步改进。本研

究旨在利用流式荧光免疫分析法快速高效的特点[5]，

建立一种基于 IGRA 原理检测 TB 感染的新方法。

1　材料和方法

1.1　主要试剂及仪器　Luminex 200 多功能流

式点阵仪为美国  Luminex 公司产品，EliSpot 
Classic 免疫斑点读数仪为德国 AID 公司产品，

Multiskan 酶标仪为美国 Thermo 公司产品。植物

凝集素（phytagglutinin，PHA）购自美国 Sigma 
公司，AIM-Ⅴ 培养基购自美国 Gibco 公司，万泰  
TB-IGRA 试剂盒购自北京万泰生物药业股份有

限公司，T 淋巴细胞斑点试验（T lymphocyte 
spot test，T-SPOT）试剂盒购自上海复星医药

（集团）股份有限公司，QuantiFERON-TB Gold
（QFT）试剂盒购自德国 Qiagen 公司，IFN-γ 纯
品、TB 特异混合多肽（ESAT-6、CFP-10）、包

被抗体、标记抗体、荧光编码微球及藻红蛋白

（R-phycoerythrin，RPE）均由上海透景生命科技

股份有限公司提供。

1.2　标本来源　收集 2015 年 1 月 13 日至 2016 年
11 月 21 日海军军医大学（第二军医大学）长海医

院实验诊断科 120 例临床全血标本，通过查阅临床

诊断资料证实其中 57 例为确诊 TB 感染阳性的全

血标本，63 例为阴性对照全血标本，采用流式荧

光免疫分析法进行检测。收集 2016 年 7 月 13 日至 
2016 年 9 月 21 日长海医院实验诊断科 133 例临床

全血标本，分别采用 T-SPOT 试剂盒常规检测及流

式荧光免疫分析法检测；收集 2017 年 5 月 22 日至 
2017 年 6 月 7 日长海医院实验诊断科 47 例临床全

血标本，分别采用 QFT 试剂盒及流式荧光免疫分

析法检测；收集 2017 年 5 月 15 日至 2017 年 11 月 
30 日长海医院实验诊断科 212 例临床全血标本，

分别使用万泰 TB-IGRA 试剂盒及流式荧光免疫分

析法检测。本研究通过海军军医大学（第二军医大

学）长海医院伦理委员会审批。

1.3　基于 IGRA 的流式荧光免疫分析法的建立

1.3.1　试剂制备　将 PHA 和 TB 特异性混合多

肽使用  AIM-Ⅴ  培养基稀释，配制成阳性对照培

养液及检测培养液；将 1 株 IFN-γ 单克隆抗体包

被在荧光编码微球上，制成固相结合物工作液；将

另 1 株 IFN-γ 单克隆抗体与 RPE 偶联，制成发光

结合物工作液；使用含牛血清白蛋白的磷酸盐缓

冲液（phosphate buffer saline，PBS）将 IFN-γ 纯品

配制成 6 个浓度梯度（0、10、50、200、600、1 000  
pg/mL）的校准品。
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1.3.2　全血刺激孵育　使用肝素化抗凝采血管采集

全血标本，以每管 1 mL 分别加入 N、T、P 3 个培养

管中（N 管为本底对照培养管，T 管为添加了 TB 特
异性混合多肽的检测培养管，P 管为添加了非特异性

刺激剂 PHA 的阳性对照培养管），充分混匀后，迅速

置于 37 ℃ 恒温培养箱中孵育 18～24 h。
1.3.3　流式荧光免疫分析　在反应板中每孔加入 
25 μL 固相结合物工作液和 25 μL 样品，加盖封板纸

后充分振荡混匀；37 ℃ 避光反应 15 min；孵育结束

后，将反应板放置在磁性分离板上 1 min，甩弃反应

上清，并使用洗涤液洗涤 1 次，分离 1 min 后甩弃反

应上清；加入 25 μL 发光结合物工作液，加盖封板纸

后充分振荡混匀；37 ℃ 避光反应 15 min；孵育结束

后，将反应板放置在磁性分离板上 1 min，甩弃反应

上清，并使用洗涤液洗涤 1 次，分离 1 min 后甩弃反

应上清；加入 100 μL 重悬液，在 Luminex 200 多功

能流式点阵仪上读取每孔荧光编码微球信号强度。

1.3.4　IFN-γ 释放浓度计算　以平均荧光信号强度

（mean fluorescence intensity，MFI）为纵坐标，以

校准品浓度作为横坐标，通过五参数拟合法进行

拟合，生成剂量反应曲线（图 1）。根据该曲线计

算得到的 IFN-γ 浓度即为原标本中不同培养环境下 
IFN-γ 的释放浓度。

复检测 2 次，计算平均值。采用线性、二次多项

式及三次多项式模型对稀释浓度及检测均值进行

回归分析。

1.4.2　最低检测限　将  20 个空白孔加入不含 
IFN-γ 的抗原稀释液（含牛血清白蛋白的 PBS），

然后分别测定其荧光信号值，计算其平均值（x）
及标准差（s）。以荧光信号值 x＋2s 对应的 IFN-γ 
浓度作为最低检测限。

1.4.3　重复性　使用 100 pg/mL 和 500 pg/mL 2 个
浓度的标本，采用流式荧光免疫分析法重复检测 
20 次，计算批内检测结果的平均值 x、标准差 s 及
变异系数（coefficient of variation，CV）。

1.4.4　回收率　选择 1 例常规检测标本，分为 4 份，

向其中 3 份标本中加入不同浓度的 IFN-γ 标准物质

（赋过值的 IFN-γ 抗原纯品），1 份标本加入等体

积的基质溶液，制成 3 份不同浓度（30、100、 
300 pg/mL）的回收样品及 1 份基础样品。对这些

样品进行 3 次重复分析，计算回收率。

1.4.5　抗干扰能力评估　按照美国国家临床实验

室标准委员会（National Committee for Clinical 
Laboratory Standards，NCCLS）制定的 EP7-P 干
扰实验评价方案[7]，在高低 2 个浓度（206.2、45.1 
pg/mL IFN-γ）的样品中加入不同浓度的三酰甘

油（25、50、75、100 mg/mL）、胆红素（0.2、
0.4、0.6、0.8 mg/mL）和血红蛋白（5、10、15、
20 mg/mL）模拟干扰，以相对偏差分析检测方法

对这 3 种常见干扰物质的抗干扰能力。

1.5　基于 IGRA 的流式荧光免疫分析法的诊断价

值评估　收集 120 例临床全血标本，其中 57 例为

确诊 TB 感染阳性标本，63 例为阴性对照标本，使

用流式荧光免疫分析法检测，对检测结果作受试者

工作特征（receiver operating characteristic，ROC）

曲线，获得最佳截断值，计算灵敏度和特异度。

1.6　基于 IGRA 的流式荧光免疫分析法与市售试

剂盒检测一致性比较　收集 133 例临床全血标本，

分别使用 T-SPOT 试剂盒和流式荧光免疫分析法检

测，比较两种方法检测结果的一致性；收集 47 例
临床全血标本，分别使用 QFT 试剂盒和流式荧

光免疫分析法检测，比较两种方法检测结果的一

致性；收集 212 例临床全血标本，分别使用万泰  
TB-IGRA 试剂盒和流式荧光免疫分析法检测，比

较两种方法检测结果的一致性。

1.4　基于 IGRA 的流式荧光免疫分析法的方法学

评价

1.4.1　线性范围　收集 IFN-γ 高值（1 000 pg/mL）、

低值（2 pg/mL）标本，按美国临床和实验室标准协会

（Clinical and Laboratory Standards Institute，CLSI）
文件定量检测系统线性评价方法（EP6 -A）[6 ]， 
将高值和低值标本按一定比例相互混合成  9 个
浓度（2.0、12.0、51.9、101.8、201.6、401.2、
600.8、800.4、1 000 pg/mL）的样品，用流式荧光

免疫分析法检测 IFN-γ 浓度，每个浓度的样品重

第 7 期．朱　俊，等．基于 γ 干扰素释放试验的流式荧光免疫分析法检测结核分枝杆菌的方法学研究

图 1　流式荧光免疫分析法检测 IFN-γ 的校准曲线

Fig 1　Calibration curve of IFN-γ as detected by 

flow cytometry fluorescence immunoassay
IFN-γ: Interferon γ; MFI: Mean fluorescence intensity
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1 . 7 　统计学处理　采用  S P S S  1 8 . 0  软件与 

GraphPad Prism 5 软件进行数据统计分析与图形处

理。采用线性、二次多项式及三次多项式模型对稀

释浓度及检测均值进行回归分析；采用 ROC 曲线

评估流式荧光免疫分析法的诊断效能，选取约登指

数最大时的浓度作为最佳截断值，计算灵敏度和特

异度；绘制四格表，计算阴性符合率、阳性符合率

和 Kappa 系数。检验水准（α）为 0.05。

2　结　果

2.1　方法学评估结果　回归分析结果显示二次

多项式及三次多项式的非线性系数无统计学意义 

（P 值分别为 0.684 和 0.361），线性回归系数

有统计学意义（P＜0.001），精密度评价测量相

对误差为 0.07%，可确定流式荧光免疫分析法检

测 IFN-γ 在 2～1 000 pg/mL 范围内呈线性，此时  

R2＝0.999。IFN-γ 的最低检测限为 0.3 pg/mL；重

复性分析显示 100 pg/mL 和 500 pg/mL 2 个浓度下 

CV 分别为 4.58% 和 2.46%；回收试验显示 30、

100、300 pg/mL 回收样品的回收率分别为 94.9%、

104.0%、95.1%，平均回收率为 98.0%；抗干扰能

力试验结果显示样品中三酰甘油≤50 mg/mL、胆

红素≤0.6 mg/mL、血红蛋白≤10 mg/mL 时对流式

荧光免疫分析法检测结果无干扰（图 2）。 

2.2　诊断价值评估结果　收集 120 例临床全血标

本，其中 57 例确诊 TB 感染阳性标本，63 例阴性

对照标本，使用流式荧光免疫分析法检测，对检

测结果进行 ROC 曲线分析，结果显示曲线下面积

（area under curve，AUC）为 0.868 8（图 3），

最佳截断值在 9.8～10.1 pg/mL 之间，取最佳截断

值为 10 pg/mL，此时灵敏度为 82.46%，特异度 
为 87.30%。

图 2　流式荧光免疫分析法检测 IFN-γ 的抗干扰实验结果

Fig 2　Anti-interference test results of IFN-γ as detected 

by flow cytometry fluorescence immunoassay
IFN-γ: Interferon γ
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图 3　流式荧光免疫分析法检测 IFN-γ 诊断

 TB 感染的 ROC 曲线

Fig 3　ROC curve of IFN-γ as detected by flow cytometry 

fluorescence immunoassay for diagnosis of TB infection
IFN-γ: Interferon γ; TB: Mycobacterium tuberculosis; ROC: 

Receiver operating characteristic; AUC: Area under curve
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2.3　一致性检验结果　流式荧光免疫分析法和 3 种

市售试剂盒的检测结果见表 1，一致性检验结果见

表 2。市售 T-SPOT 试剂盒与流式荧光免疫分析法

检测结果的阳性符合率为 97.2%，阴性符合率为 

90.7%，总符合率为 92.5%，Kappa 系数为 0.822；

市售 QFT 试剂盒与流式荧光免疫分析法检测结果

的阳性符合率为 80.0%，阴性符合率为 84.4%，总

符合率为 83.0%，Kappa 系数为 0.622；市售万泰 

TB-IGRA 试剂盒与流式荧光免疫分析法检测结果

的阳性符合率为 76.4%，阴性符合率为 88.5%，总

符合率为 85.4%，Kappa 系数为 0.630。

3　讨　论

目前市场上利用 IGRA 检测 TB 感染的主要产

品有 T-SPOT、QFT 和 TB-IGRA 等，其中 T-SPOT 

基于 ELISPOT 法以计数阳性细胞数目的方法来判

定结果，细胞计数可以使用显微镜人工计数，此法

存在工作量大、人员主观影响因素多、结果重复性

差等缺点，若使用酶联斑点图像分析仪，相对减少
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流式荧光免疫分析法整合了荧光编码微球、激

光分析、应用流体学及高速数字信号处理等多项新

技术，具有高通量、高敏感性、快速准确和仅需极

少标本量等优势，可用于免疫分析、核酸研究、酶

学分析、受体和配体识别分析等多领域的研究[5]。

本研究将 2 株 IFN-γ 单克隆抗体分别连接在荧光编

码微球及 RPE 上，形成双抗体夹心的反应模式，

用以检测经 TB 特异性抗原刺激的全血标本产生

的 IFN-γ，检测过程可在 1 h 内完成，而且操作较 
T-SPOT、QFT 和 TB-IGRA 等方法简单，影响因素

也少。

本研究根据  CLSI  文件定量检测系统线性

评价方法（EP6-A） [6]，确定流式荧光免疫分析

法检测 IFN-γ 的线性范围为 2～1 000 pg/mL，

最低检测限为 0.5 pg/mL；而市售同类产品万泰 
TB-IGRA 试剂盒的检测线性范围为  12.5～400  
pg/mL，最低检测限为 2 pg/mL；T-SPOT 试剂盒

通过判读斑点数来判断阳性和阴性，主要用于定

性分析；QFT 试剂盒虽然能够利用 ELISA 技术

测出相应的 IFN-γ 活性值（U/mL），但因其影响

因素较多，因此其结果的判断仅是将加入 TB 抗
原血浆的 TB 管与加入对照血浆的 Nil 管对比来

判断阳性和阴性，无法精确定量。由此可见，流

式荧光免疫分析法检测线性范围更宽、最低检测

限更低，且操作流程简化，减少了部分高浓度标

本重新稀释检测的过程，节约了检测时间及试剂

成本。从本实验的回收率数据来看，平均回收率

达 98.0%，说明该方法是可行的。对检测线性范

围内 100 pg/mL 和 500 pg/mL 2 个浓度的标本进

行了重复性实验，其中 100 pg/mL 标本的 CV 为 
4.58%，500 pg/mL 标本的 CV 为 2.46%，说明该

方法的重复性好，精密度较高。从抗干扰实验结

果看，血液样品的三酰甘油≤50 mg/mL、胆红 
素≤0.6 mg/mL、血红蛋白≤10 mg/mL 时，对 
IFN-γ 检测结果无干扰。

韦海旭等[2]对 57 例临床标本分析发现 T-SPOT 
试剂的灵敏度为 83.3%，特异度为 96.4%；鲍磊

等 [8]研究发现  QFT 试剂在成人中诊断灵敏度为 
78.57%，特异度为 84.62%；万泰 TB-IGRA 试剂说

明书给出对 1 228 例有效标本的灵敏度为 78.3%，

特异度为 76.2%；本研究采用流式荧光免疫分析法

对 120 例临床全血标本进行检测，发现以最佳截断

值 10 pg/mL 为标准时，灵敏度为 82.46%，特异度

为 87.30%。本研究还对流式荧光免疫分析法与市

表 1　流式荧光免疫分析法和 3 种市售试剂盒的检测结果比较

Tab 1　Comparison of the results of flow cytometry fluorescence immunoassay with 3 commercially available reagents

Flow cytometry 
fluorescence 

immunoassay 

T-SPOT QFT Wantai TB-IGRA

Positive Negative Total Positive Negative Total Positive Negative Total

Positive 35 9 44 12 5 17 42 18 60

Negative 1 88 89 3 27 30 13 139 152

Total 36 97 133 15 32 47 55 157 212

T-SPOT: T lymphocyte spot test; QFT: QuantiFERON-TB Gold; TB-IGRA: Tuberculosis interferon γ release assay

表 2 流式荧光免疫分析法与 3 种市售试剂盒检测结果的一致性分析

Tab 2　Consistency analysis between flow cytometry fluorescence immunoassay and 3 commercially available reagents

Comparative reagent Positive coincidence rate (%) Negative coincidence rate (%) Total coincidence rate (%) Kappa coefficient

T-SPOT 97.2 90.7 92.5 0.822

QFT 80.0 84.4 83.0 0.622

Wantai TB-IGRA 76.4 88.5 85.4 0.630 

T-SPOT: T lymphocyte spot test; QFT: QuantiFERON-TB Gold; TB-IGRA: Tuberculosis interferon γ release assay 

了工作量，但价格相对昂贵，而且整个细胞培养

的过程对人员操作要求高、操作烦琐；而 QFT 和 
TB-IGRA 是基于 ELISA 法检测 IFN-γ，其方法较 

T-SPOT 结果判断相对简单，但 ELISA 孵育时间较

长，使得检测 IFN-γ 过程就需要 3 h 以上，而且灵

敏度和特异度较 T-SPOT 略差一些。

第 7 期．朱　俊，等．基于 γ 干扰素释放试验的流式荧光免疫分析法检测结核分枝杆菌的方法学研究
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售同类产品的检测一致性进行了验证，结果显示流

式荧光免疫分析法与 T-SPOT 试剂盒、QFT 试剂盒

和万泰 TB-IGRA 试剂盒均具有较高的一致性，总符

合率分别为 92.5%、83.0% 和 85.4%，Kappa 系数分

别为 0.822、0.622 和 0.630。从上述数据可以看出，

流式荧光免疫分析法检测的灵敏度及特异度与市售

同类产品相当。说明本研究建立的新方法检测准确

度达到了市售同类产品的要求，并且在最低检测

限、检测范围、精密度、操作流程、检测时间等方

面具有明显的优势，有利于在各级检验机构推广。

近年来，一些新的 TB 感染相关指标被报道，

如 IFN-γ 诱导蛋白 10（IFN-γ inducible protein 10，
IP-10）。Wang 等[9]研究发现全血结核特异性的 
IP-10 检测可能成为结核病辅助诊断的指标之一；

Jeong 等[10]研究表明 IP-10 在鉴别活动性肺结核与

潜伏性肺结核时具有重要意义；Qiu 等[11]研究表明 
IP-10 是一种有发展前景的诊断潜伏性 TB 感染的

生物标志物。因此，可以利用流式荧光免疫分析法

多指标联合检测的优势，在不增加检测时间的情

况下，实现 IFN-γ、IP-10 甚至更多指标的同时检

测，进一步提高 TB 感染诊断的准确度，为结核病

的防治提供依据。
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