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摘要：目的　探讨时间分辨荧光免疫分析法（ＴＲＦＩＡ）测定抗原培养滤液蛋白１０（ＣＦＰ１０）对于早期诊断结核性胸腔积液的临床
价值。方法　选择１０６例结核性胸腔积液病例与４０例非结核性胸腔积液病例的胸腔积液标本。建立 ＴＲＦＩＡ法检测胸腔积
液中ＣＦＰ１０抗原，并与酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）的检测结果比较。结果　ＴＲＦＩＡ法对 ＣＦＰ１０抗原的平均回收率为９６．８７％，
标准曲线相关系数ｒ２＝０．９９８，平均批内变异系数（ＣＶ）与批间 ＣＶ分别为２．９８％及４．２０％，ＴＲＦＩＡ法检测观察组 ＣＦＰ１０的
Ｌｏｇ浓度为（１．９２４±０．５７）μｇ·Ｌ－１，对照组为（０．１０８±０．０３）μｇ·Ｌ－１，两组比较差异有统计学意义（ｔ＝２４．７２，Ｐ＜０．０１）。
观察组ＲＯＣ曲线的ＡＵＣ＝０．９２３。取临界值为１１．８６μｇ·Ｌ－１时，灵敏度与特异度分别为９５．２８％与９２．５０％，均高于 ＥＬＩＳＡ
法。结论　ＴＲＦＩＡ法测定结核性胸腔积液中ＣＦＰ１０蛋白具有很高的灵敏度与特异度，有利于早期诊断结核性胸腔积液。
关键词：时间分辨荧光免疫分析法；抗原培养滤液蛋白１０；结核性胸腔积液；抗原
ｄｏｉ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００９－６４６９．２０１８．０３．０１７

Ｃｌｉｎｉｃａｌｓｔｕｄｙｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｄｉａｇｎｏｓｉｓｂｙｄｅｔｅｃｔｉｎｇ
ＣＦＰ１０ｗｉｔｈｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ

ＷＡＮＧＸｕｅｍｅｉ，ＺＨＯＵＳｏｎｇｌｉｎ，ＸＩＯＮＧＧｕｏｌｉａｎｇ
（ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＪｉａｎｇｘｉＣｈｅｓｔＨｏｓｐｉｔａｌ，Ｎａｎｃｈａｎｇ，Ｊｉａｎｇｘｉ　３３０００６，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｐｒｏｂｅｔｈｅｃｌｉｎｉｃａｌｖａｌｕｅｏｆｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ（ＴＲＦＩＡ）ｉｎｄｅｔｅｃｔｉｎｇＣＦＰ１０ｆｏｒｅａｒｌｙ
ｄｉａｇｎｏｓｉｎｇｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｓｐｅｃｉｍｅｎｏｆｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｓｆｒｏｍ１０６ｐａｔｉｅｎｔｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ
ａｎｄ４０ｐａｔｉｅｎｔｓｏｆｎｏｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄ．ＴＲＦＩＡｍｅｔｈｏｄｗａｓｓｅｔｕｐｔｏｄｅｔｅｃｔＣＦＰ１０ａｎｔｉｇｅｎｉｎｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕ
ｓｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｏｆＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍｅａｎｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆＴＲＦＩＡｔｏＣＦＰ１０ｗａｓ９６．８７％ （ｒ２＝
０．９９８）．ＴｈｅｍｅａｎｉｎｔｅｒａｎｄｉｎｔｒａａｓｓａｙＣＶｓｗｅｒｅ２．９８％ ａｎｄ４．２０％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ＷｉｔｈＴＲＦＩＡｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅＬｏｇｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ
ＣＦＰ１０ｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｇｒｏｕｐ［（１．９２４±０．５７）μｇ·Ｌ－１］ｗａｓｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ［（０．１０８±０．０３）μｇ·Ｌ－１］，ａｎｄｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ（ｔ＝２４．７２，Ｐ＜０．０１）．ＡＵＣｆｏｒＲＯＣｃｕｒｖｅｉｎｐａｔｉｅｎｔｓｇｒｏｕｐｗａｓ０．９２３．Ａｓｔｈｅｃｒｉｔｉｃａｌｖａｌｕｅｗａｓ１１．８６μｇ
·Ｌ－１，ｔｈｅｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｏｆＴＲＦＩＡｗｅｒｅ９５．２８％ ａｎｄ９２．５０％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ，ｂｏｔｈｏｆｗｈｉｃｈｗｅｒｅｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈｏｓｅｏｆ
ＥＬＩＳＡ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　ＤｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＣＦＰ１０ｉｎｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎｗｉｔｈＴＲＦＩＡｈａｓｈｉｇｈｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙａｎｄｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ，ａｎｄｉｔｉｓｉｎ
ｆａｖｏｒｏｆｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｔｉｍｅｒｅｓｏｌｖｅｄｆｌｕｏｒｏｍｅｔｒｉｃｉｍｍｕｎｏａｓｓａｙ；ｃｕｌｔｕｒｅｆｉｌｔｒａｔｅｐｒｏｔｅｉｎａｎｔｉｇｅｎ１０；ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｕｓｐｌｅｕｒａｌｅｆｆｕｓｉｏｎ；ａｎｔｉｇｅｎ

　　胸腔积液是临床常见的病症，是结核性与恶性
渗出性胸腔积液的主要原因。我国结核病发病率

高，结核性胸腔积液是最常见的肺外结核［１２］，胸腔

积液结核杆菌培养或涂片使结核性胸腔积液的诊

断与鉴别诊断比较困难，检测抗酸杆菌的阳性率偏

低［３４］。抗原培养滤液蛋白１０（ＣＦＰ１０）是结核分枝
杆菌感染早期分泌的蛋白，为致病型结核分枝杆菌

特有，可作为活动性结核的标志物，在非致病分枝

杆菌及卡介苗（ＢＣＧ）中缺失［５］，检测ＣＦＰ１０能避免
因感染非致病分枝杆菌或者卡介苗而出现假阳性

的现象［６］。时间分辨荧光免疫分析法（ＴＲＦＩＡ）具
有高灵敏度、可定量等特点，可作为一种免疫学检

查方法，其线性范围宽、成本低、稳定性强［７］。目前

国内尚未有诊断结核性胸腔积液采用 ＴＲＦＩＡ测定
ＣＦＰ１０的相关报道，本研究旨在建立该检测方法，为
结核性胸腔积液的早期诊断提供技术支持。

１　资料与方法
１．１　一般资料　选择２０１５年１月—２０１６年６月
在江西省胸科医院住院的结核性胸腔积液１０６例患
者为观察组，其中男性８０例，女性２６例，年龄１６～
８５岁，平均年龄（５５．０４±１９．４８）岁。另选择同期住
院的非结核性胸腔积液４０例患者为对照组，包括
１８例癌性胸腔积液和２２例其他感染性胸腔积液。
其中男性２７例，女性１３例，年龄１５～８４岁，平均年
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龄（５８．７０±１８．０２）岁。两组的年龄、性别比较差异
无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。
１．２　纳入和排除标准　纳入标准：观察组胸膜活
检可见结核结节；表现有盗汗、食欲下降、发热、全

身乏力等结核病症状；经抗结核治疗后症状缓解；

纯化蛋白衍生物试验结节大于１．５ｃｍ×１．５ｃｍ；符
合胸腔积液 Ｌｉｇｈｔ标准对渗出性胸腔积液的判断，
胸腔积液细胞学检测主要为淋巴细胞。术前均未

接受抗结核治疗。本研究获医院伦理评审委员会

批准，研究对象均签署知情同意书。排除标准：患

有恶性肿瘤、严重肝肾脏器病变、合并急慢性炎性

感染疾病、自身免疫系统疾病。

１．３　仪器与试剂　全自动时间分辨荧光免疫分析
仪（１２３５ＡｕｔｏＤＥＬＦＩＡ，美国ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公司），全
自动酶联免疫分析仪（ＷｅｌｌｓｃａｎＭＫ２，芬兰 Ｄｅｎｌｅｙ
Ｄｒａｇｏｎ公司），发光增强液（美国 ＰｅｒｋｉｎＥｌｍｅｒ公
司），ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００柱（美国 ＧＥ公司），Ｅｕ３＋标记
试剂盒及ＣＦＰ１０单克隆抗体由杭州启泰生物技术
有限公司提供，结核分枝杆菌 ＣＦＰ１０ＥＬＩＳＡ试剂盒
及结核抗体试剂由上海双赢生物有限公司提供，牛

血清白蛋白（ＢＳＡ）由上海生物制品研究所提供。
患者入院后在治疗前均抽取胸腔积液２０ｍＬ，并采
集空腹静脉血５ｍＬ用于酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）
检测，－２０℃保存。
１．４　研究方法
１．４．１　固相包被抗体制备　用 ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ｐＨ＝９．６的碳酸盐缓冲液将 ＣＦＰ１０单克隆抗体稀
释至浓度为５μｇ·Ｌ－１，然后于９６孔微孔板每孔中
加入２００μＬ，４℃保存过夜，将包被液倾去并洗涤１
次，采用去金属离子的１％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）加
磷酸盐吐温缓冲液于３７℃封闭２ｈ。弃去封闭液，
洗涤后真空抽干，于－２０℃冷冻保存。
１．４．２　Ｅｕ３＋标记抗体制备　将Ｅｕ３＋ＤＴＴＡ用超纯
水复融并配制成５ｇ·Ｌ－１浓度的Ｅｕ３＋ＤＴＴＡ溶液；
将ＣＦＰ１０单克隆抗体于０．２ｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ＝９．５的
强有力的化学结合力（ＣＢＳ）内透析２４ｈ，以１∶３的
比例将 Ｅｕ３＋ＤＴＴＡ溶液在搅拌条件下加入透析好
的抗体内，振荡２５ｍｉｎ后避光静置于４℃环境下标
记４８ｈ。过 ＳｅｐｈａｃｒｙｌＳ２００柱分离，洗脱液以 ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ｐＨ＝７．８的 ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液，确定蛋白
含量，合并第１峰各管，同时以 Ｅｕ３＋标记试剂盒检
测合并峰管的 Ｅｕ３＋浓度。标记率测定后稀释分装
并冻干保存。

１．４．３　参考标准品的设置　将ＣＦＰ１０蛋白０．４ｍＬ
相继等倍稀释直到确定临界点，通过对数曲线确定

线性范围为２．５～１８００μｇ·Ｌ－１，最终确定５个标
准品，将 ＣＦＰ１０配制为浓度分别为 ２．５、２５、１００、
５００、１８００μｇ·Ｌ－１的标准溶液，按每瓶１ｍＬ分装
后冻干，于－２０℃冷冻保存。
１．４．４　ＴＲＦＩＡ法检测ＣＦＰ１０抗原　采用双抗体夹
心法，将１００μＬ标准品或胸腔积液标本加入包被了
ＣＦＰ１０蛋白单克隆抗体的微孔中，２０℃振荡孵育１
ｈ，洗涤３次后，加入用分析缓冲液进行１∶１００稀释
的Ｅｕ３＋－抗 ＣＦＰ１０蛋白单克隆抗体１００μＬ，２０℃
振荡孵育１ｈ，洗涤５次。滴入增强液１００μＬ，振荡
１０ｍｉｎ，于荧光检测仪上测定荧光值，最后依据标准
曲线计算出标本中ＣＦＰ１０蛋白的含量。
１．４．５　Ｅｕ３＋标记抗体标记率测定　将做好标记的
抗体原液在紫外分光光度计上测吸光度 ＯＤ值，以
２８０ｎｍ为标准，ＯＤ值为０．５１。采用增强液将标记原
液稀释后测定荧光值，参考试剂盒提供的标准品。

１．５　统计学方法　应用ＳＰＳＳ２２．０统计软件分析纳
入数据。计量资料以ｘ±ｓ表示，以独立样本ｔ检验；
计数资料以例（％）表示，用Ｐｅａｒｓｏｎχ２检验；并采用
ＲＯＣ曲线进行诊断效能分析。检验水准α＝０．０５。
２　结果
２．１　回收率比较　取含量为１１６．５μｇ·Ｌ－１ＣＦＰ１０
蛋白的胸腔积液依次加入浓度为２５、１００、５００μｇ·
Ｌ－１的标准参考品中进行回收试验，回收率分别为
９６．８４％、９６．３２％、９７．４５％，平均回收率为９６．８７％。
２．２　剂量反应曲线　ＣＦＰ１０抗原ＴＲＦＩＡ剂量反
应曲线的标准低点与标准高点的荧光计数相差大于

２个数量级，荧光计数值与被测物的含量成算术级数
正比例关系，曲线拟合相关系数ｒ２＝０．９９８，见图１。

图１　ＣＦＰ１０抗原的ＴＲＦＩＡ标准曲线

２．３　精确度　ＴＲＦＩＡ法的平均批内ＣＶ与平均批
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表１　ＴＲＩＦＡ与ＥＬＩＳＡ的精确度比较（ｎ＝２５）

浓度
ＥＬＩＳＡ

批内Ａ值 批内ＣＶ／％

ＴＲＦＩＡ

批内浓度／μｇ·Ｌ－１ 批内ＣＶ／％

ＥＬＩＳＡ

批间Ａ值 批间ＣＶ／％

ＴＲＦＩＡ

批间浓度／μｇ·Ｌ－１ 批间ＣＶ／％

高 ２．７６４ ５．０２ ６２７．７５ ３．２４ ２．８３４ ６．３４ ７０８．２６ ４．６７

中 １．８２３ ６．２３ ２８４．６７ ２．６７ １．８６１ ７．５２ ２９７．０４ ３．４８

低 ０．９１２ ７．５６ ４２．８４ ３．０４ ０．９７３ ９．３５ ４５．４７ ４．１５

间ＣＶ分别为２．９８％及４．２０％，分别优于 ＥＬＩＳＡ法
的６．２７％及７．７４％，且ＴＲＦＩＡ法不同浓度的批内ＣＶ
与批间ＣＦ均低于ＥＬＩＳＡ法的相应浓度值，见表１。
２．４　灵敏度　以浓度不同的 ＣＦＰ１０蛋白（２．５、５、
１０、２５、５０、１００、５００μｇ·Ｌ－１）进行检测，ＴＲＦＩＡ法的
最低检出浓度为２．５μｇ·Ｌ－１，而 ＥＬＩＳＡ法的最低
检出浓度为 ２５μｇ·Ｌ－１。取检测荧光值较高的 １
例结核性胸腔积液患者的胸腔积液标本，倍比稀释

至 １∶３２７６８，同时用 ＥＬＩＳＡ法与 ＴＲＦＩＡ法检测
ＣＦＰ１０蛋白抗原，ＴＲＦＩＡ法在１∶１６３８４结果仍为阳
性，有检测出抗原；而ＥＬＩＳＡ法的结果在１∶４０９６时
已为阴性。

２．５　ＴＲＦＩＡ法临界值　ＴＲＦＩＡ法检测观察组
ＣＦＰ１０的Ｌｏｇ浓度为（１．９２４±０．５７）μｇ·Ｌ－１，对照
组的Ｌｏｇ浓度为（０．１０８±０．０３）μｇ·Ｌ－１，两组比较
差异有统计学意义（ｔ＝２４．７２，Ｐ＜０．０１）。对观察
组绘制 ＲＯＣ曲线，曲线下面积（ＡＵＣ）为０．９２３，见
图２。取临界值为１１．８６μｇ·Ｌ－１时，灵敏度与特异
度分别为９５．２８％与９２．５０％，总一致率为９４．５２％；
阳性预测值与阴性预测值分别为 ９７．１２％和
８８．１０％。ＥＬＩＳＡ法以２９．５２μｇ·Ｌ－１为临界值时，
灵敏度与特异度分别为 ８６．７９％和 ８５．００％，低于
ＴＲＦＩＡ法。具体数据见表２。

图２　ＴＲＦＩＡ法灵敏度与特异度

表２　ＴＲＦＩＡ与ＥＬＩＳＡ对结核性胸腔积液中ＣＦＰ１０的
检出情况

检测方法 结果
确诊结果／例（％）

阳性 阴性
合计

ＴＲＦＩＡ 阳性 １０１（９５．２８） ３（７．５０） １０４

阴性 ５（４．７２） ３７（９２．５０） ４２

ＥＬＩＳＡ 阳性 ９２（８６．７９） ６（１５．００） ９８

阴性 １４（１３．２１） ３４（８５．００） ４８

合计 １０６ ４０ １４６

３　讨论
胸腔积液是指由胸膜、肺脏以及肺外疾病引起

的过多液体积聚在胸膜腔内［８］，胸腔积液可由多种

因素导致，目前临床最为常见的是结核性与恶性胸

腔积液。结核性胸腔积液是引起渗出性胸腔积液

的重要病因，作为结核病的高发地区，本病的治疗

亟待解决。在胸腔积液的发展过程中，多种因素在

其中发挥着重要的调节与介导作用，结核性与恶性

胸腔积液中的差异尤其显著，因此可以根据其鉴别

胸腔积液性质。结核性分枝杆菌 ＣＦＰ１０是自结核
分枝杆菌的早期培养滤液中，可产生多种分泌性蛋

白，是一种低分子量蛋白质［９］。其能编码产生

ＣＦＰ１０这一特异性培养滤液蛋白，具有ＲＤ１特异性
基因序列［１０１１］，该区仅存在于极少数致病性分枝杆

菌内，包括苏尔加分枝、结核分枝杆菌复合群、堪萨

斯分枝杆菌等，并不是所有的致病性分枝杆菌与卡

介苗都都特异性地缺失 ＲＤ１序列［１２］，具有良好的

抗原性，外周血单个核细胞产生 γ干扰素（ＩＦＮγ）
及发生增殖反应，作为特异性抗原诱导结核菌素试

验（ＰＰＤ）皮肤试验阳性者的良好指示剂。感染结核
分枝杆菌后，并不是马上存在结核抗原，而需要一

定的时间，一般感染８周后才逐渐出现，因此检测
快速诊断结核性胸腔积液的有效方法是对胸腔积

液中的结核性分枝杆菌所分泌特异性抗原，结核感

染的诊断研究中以 ＣＦＰ１０为目标抗原检测为重要
指标不断受到关注［１３１４］。
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ＴＲＦＩＡ是一种超微量的免疫分析检测方法，采
用具有独特荧光特点的镧系元素离子及其螯合物

标记抗原或抗体。由于能达到原子水平标记，对标

记物的影响非常低，因此其灵敏度非常高，极大程

度减少了非特异性结合［１５］。ＴＲＦＩＡ的特异性荧光
的衰变时间非常长，是传统荧光的１０３～１０６倍，由
于其具有独特的荧光特性，ＴＲＦＩＡ法与现有的放免
法、化学发光法等临床常用检测相比，具有灵敏度

高、操作简易、重复性好、标准曲线范围宽、标记物

稳定、没有放射性污染、不被样本自然荧光干扰等

特点与优势。对于相同批次检测的试剂，由于

ＴＲＦＩＡ有着稳定性，可使用两点定标或通过设定参
考曲线标记，大大降低了检测成本，提高了检测

效率。

本研究结核性胸腔积液应用 ＴＲＦＩＡ方法检测
ＣＦＰ１０蛋白抗原含量，检测范围远较 ＥＬＩＳＡ法宽，
最低检出浓度仅为２．５μｇ·Ｌ－１。灵敏度达到满意
的水准，是良好的定量诊断试剂。本研究显示

ＴＲＦＩＡ法的灵敏度９５．２８％与特异度９２．５０％，均高
于ＥＬＩＳＡ方法检测值，与李新玲等［６］研究结果比较

一致。总诊断一致率可高达９４．５２％，说明 ＴＲＦＩＡ
法对结核性胸腔积液能获得满意的诊断效果，检测

ＣＦＰ１０抗原具有非常高的准确性。ＲＯＣ曲线不受
发病率与诊断界值的影响，作为一种经典的诊断试

验评价曲线，它综合反映了特异性、敏感性，曲线随

诊断界值变化的动态改变，诊断价值高时ＡＵＣ应大
于０．９，其价值可根据ＡＵＣ的大小来评价。通过分
析得出ＲＯＣ曲线ＡＵＣ为０．９２３，提示结核性胸腔积
液采用ＴＲＦＩＡ法可获得较高的诊断价值。

综上所述，胸腔积液中采用 ＴＲＦＩＡ法测定
ＣＦＰ１０蛋白含量，可提高结核性胸腔积液的诊断效
率，具有早期诊断优势，且优势表现为灵敏度高、特

异性强，对于鉴别恶性胸腔积液、结核性有着重要

的价值，值得进一步深入探讨与应用推广。
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