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基本信息 

 

一、申请人名称 

广州迪澳医疗科技有限公司 

二、申请人住所 

广州高新技术产业开发区科学城科丰路31号华南新材料创

新园 G7 栋 401 

三、生产地址 

广州高新技术产业开发区科学城科丰路31号华南新材料创

新园 G1 栋 903 号 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



— 4 — 

产品审评摘要 

 

一、产品概述 

（一）产品主要组成成分 

本试剂盒主要组成成分见表 1。 

表 1 试剂盒主要组成成分 

组分名称 规格 数量 主要组分 

白细胞介素-2抗体预包被

酶标板 
96 孔板 1 块 

包被了抗人白细胞介素-2抗

体 

γ-干扰素抗体预包被酶

标板 
96 孔板 1 块 包被了抗人γ-干扰素抗体 

刺激蛋白 
 750μL/

支 
2 支 结核特异重组蛋白 

阳性刺激物 
750μL/

支 
2 支 植物血凝素 

白细胞介素-2 校准品 见标签 2 瓶 白细胞介素-2 蛋白 

γ-干扰素校准品 见标签 2 瓶 γ-干扰素蛋白 

稀释缓冲液 30mL/瓶 2 瓶 磷酸缓冲液、牛血清白蛋白 

浓缩洗液（50×） 20mL/瓶 1 瓶 磷酸缓冲液、吐温 20 

白细胞介素-2 酶结合物 55μL/支 1 支 亲和素-辣根过氧化物酶复



— 5 — 

组分名称 规格 数量 主要组分 

合物 

γ-干扰素酶结合物 55μL/支 1 支 
亲和素-辣根过氧化物酶复

合物 

白细胞介素-2 检测抗体 
 55μL/

支 
1 支 抗人白细胞介素-2抗体 

γ-干扰素检测抗体 
 55μL/

支 
1 支 抗人γ-干扰素抗体 

显色液  10mL/瓶 2 瓶 四甲基联苯胺 

显色终止液  10mL/瓶 2 瓶 稀硫酸 

封板膜   4 张  

 

（二）产品预期用途 

本产品用于体外定性检测人新鲜外周静脉抗凝全血分离的

淋巴细胞中结核分枝杆菌特异性的 T 细胞免疫反应。 

本产品用于结核病的辅助诊断。 

（三）产品包装规格 

28 人份/盒。 

（四）产品检验原理 

结核分枝杆菌感染者外周血中存在结核特异性的 T 细胞，

这些细胞再次受到结核特异性蛋白刺激后，迅速活化增殖，分
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泌结核相关细胞因子。 

本试剂盒选取了存在于结核分枝杆菌，但在卡介苗和大多

数非结核分枝杆菌中普遍缺失的RD1区和RD2区编码的ESAT-6、

CFP-10、Rv1985c 蛋白，应用基因工程技术将其表达成为融合蛋

白（ESAT-6-CFP-10-Rv1985c）。在检测时，将人外周血单个核

细胞从全血样本中分离出来 ，消除血液本底干扰因素，通过计

数单个核细胞数量，排除人群中免疫细胞数量的个体差异影响。

将定量的单个核细胞与融合蛋白 ESAT-6-CFP-10-Rv1985c 在细

胞培养板上共培养，结核特异性 T 细胞由于记忆反应而分泌γ

-干扰素及白细胞介素-2 因子，再利用双抗体夹心酶联免疫法，

检测培养上清液中的γ-干扰素、白细胞介素-2 的浓度，来判断

其是否存在结核分枝杆菌特异性的细胞免疫反应。此方法不受

卡介苗（BCG 疫苗）的影响，特异性检测结核分枝杆菌引起的结

核病。 

二、临床前研究摘要 

（一）主要原材料 

1. 主要原材料的选择 

本产品的主要原材料包括：刺激蛋白、捕获抗体、检测抗

体、阳性刺激物、标准品、酶结合物。其中刺激蛋白为申请人

自制，其他原材料均为外购方式获得。申请人选择有资质的供



— 7 — 

应商提供的原料，通过功能性试验，筛选出最佳原材料和供应

商，并制定了各主要原材料的质量标准并经检验合格。 

2.企业参考品设置情况 

企业参考品包括：阳性参考品、阴性参考品、线性参考品、

准确度参考品、精密度参考品。 

阳性参考品为：20 份临床诊断为结核病患者的新鲜外周抗

凝血样本的 PBMCs（10 份来源于结核分枝杆菌涂片和（或）培

养阳性的结核病患者，10 份来源于结核分枝杆菌涂片和（或）

培养阴性的结核病患者）。阴性参考品为：15 份健康志愿者的新

鲜外周抗凝血样本的 PBMCs。线性参考品、准确度参考品、精密

度参考品为蛋白溶液，精密度参考品还包括 1 份临床确诊结核

病患者的新鲜外周抗凝血样本和 1 份无结核病临床症状的健康

志愿者新鲜外周抗凝血样本。 

本试剂盒要求每次检测样品均需同时进行阴性对照、阳性

对照和刺激蛋白检测，用于保证检测过程中检测体系的有效性。 

（二）生产工艺及反应体系研究 

申请人通过对试剂主要生产工艺的研究，确定了最佳生产

工艺。 

申请人对反应体系中的孵育条件、样本反应条件、检测抗

体反应条件、酶结合物（HRP）反应条件、显色时间、检测抗体
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洗涤次数、酶结合物（HRP）洗涤次数等进行筛选和优化，通过

企业参考品进行功能性实验或验证，最终确定了最佳反应体系。 

（三）分析性能评估 

本产品分析性能评估内容包括：最低检测限、线性范围、

准确性、 Hook 效应研究、精密度、阴/阳性参考品符合率、特

异性研究（交叉反应和干扰试验）等。 

1.在最低检测限研究中，申请人采用三批成品试剂盒，对

稀释后的系列浓度γ-干扰素、IL-2 样本进行检测，最终确定并

验证了本产品的最低检测限不高于 8pg/mL。 

2.在线性范围研究中，分别将 IFN-γ和 IL-2 高浓度样本配

制成一系列梯度浓度的样品，并进行吸光度测定，依据结果逐

渐减少数据点直至表现出线性关系，要求剂量-反应曲线的线性

R
2
≥0.9801。根据检测结果及实际样本检测需要，IFN-γ因子线

性范围定为 15.63~500pg/mL，IL-2 因子的线性范围定为

15.63~500pg/mL。 

3.在准确度研究中，申请人采用三批成品试剂盒检测准确

度参考品，结果显示：结果测量值与标识值之间的偏差均在±

20%之间。 

4.在 Hook 效应研究中，采用三批成品试剂盒对浓度为

1000pg/mL、2000pg/mL、3000pg/mL、4000pg/mL 的人工样本进
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行检测。结果显示：浓度不超过 3000pg/mL 时准确率较高，不

存在 Hook 效应，并在说明书中添加了相关提示。 

5.在交叉反应研究中，申请人采用三批成品试剂盒，对 IL-1

α、IL-1β、IL-2、IL-3、IL-4、IL-5、IL-6、IL-10、IL-12、

IFN-α、IFN-γ、IFN-β和 TNF-α共 13 种干扰因子进行交叉反

应检测。结果显示：当干扰因子浓度不超过 100ng/mL 时，这些

干扰因子对样本浓度的检测没有明显影响。 

6.在干扰物质研究中，申请人对胆红素、血红蛋白、甘油

三油酸酯、类风湿因子、抗核抗体、抗线粒体抗体、环孢素、

硫酸阿巴卡韦和泼尼松龙进行研究。结果显示：各干扰物的最

高浓度为胆红素 0.5mg/mL、血红蛋白 12.5mg/mL、甘油三油酸

酯 100mg/mL、类风湿因子 500IU/mL、抗核抗体 500ng/mL、抗线

粒体抗体 500ng/mL、环孢素 2000ng/mL、硫酸阿巴卡韦 15g/mL、

泼尼松龙 2000ng/mL 不会产生干扰。对其他常见分枝杆菌感染

样本（鸟分枝杆菌样本、龟脓分枝杆菌样本、偶然分枝杆菌样

本）进行研究，结果显示：以上常见分枝杆菌感染样本不会对

本产品的检测结果产生干扰。 

7.在精密度研究中，申请人采用三批成品试剂盒，对 3 例

结核阳性临床样本、3 例结核阴性临床样本和精密度参考品进行

检测，同时评估了批内重复性/批间差异、日内/日间以及不同
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操作者之间的精密度。结果显示，精密度参考品的批内、批间

变异系数≤15%，阴性样本检测结果均为阴性，阳性样本检测结

果均为阳性。 

8.在阴/阳性参考品符合率：申请人采用三批试剂盒对阴性

参考品和阳性参考品进行检测，阴性符合率和阳性符合率均满

足要求。 

9.企业标准品溯源性 

IFN-γ企业标准品溯源至IFN-γ国际标准品（编号为NIBSC 

82/587），IL-2 企业标准品溯源至 IL-2 国际标准品（编号为

NIBSC 86/500）。 

（四）阳性判断值 

申请人采用 ROC 曲线法确定阳性判断值。申请人采用本产

品对 1028 例临床样本进行检测，结果显示：陈旧性肺结核样本、

及 IFN-γ阳性对照差值<35pg/mL 或 IL-2 阳性对照差值

<130pg/mL 的样本不适合用本试剂盒检测；当 IFN-γ选择灵敏

度大于 80%、IL-2 选择特异度大于 95%时所找出的 cut-off 值，

与临床诊断的符合率达到最佳（83.54%），此时约登指数最大的

值即为最佳 cut-off 值。 

申请人采用申报产品对 200 例临床样本（149 例结核患者样

本和 51 例非结核患者样本）进行阳性判断值的验证，结果显示：
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采用确定的阳性判断值对结果进行判定时，本产品具有较好的

灵敏度和特异性。 

综合以上研究确认，申报产品的结果判断标准如下： 

表 2 结果判断标准 

分

组 
因子 T-N（pg/mL） P-N（pg/mL） 判断条件 

判定结

果 

1 

γ-干扰素 ≥7 任何值 γ-干扰素和/或白

细胞介素-2满足条

件  

阳性 白细胞介素

-2 
≥20 任何值 

2 

γ-干扰素 ＜7 ≥35 
两个因子同时满足

条件 
阴性 白细胞介素

-2 
＜20 ≥130 

3 

γ-干扰素 ＜7 ＜35 当不满足分组1时，

其中一个因子满足

条件 

不确定 白细胞介素

-2 
＜20 ＜130 

注：T-N 代表刺激蛋白的刺激值减去阴性对照的差值； 

P-N 代表阳性刺激物的刺激值减去阴性对照的差值。 

检验结果解释如下： 

阳性：表明样本中存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞免

疫反应。 
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阴性：表明样本中不存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞

免疫反应。 

不确定：当阳性刺激值与阴性对照的差值较小，即 IFN-γ

差值（P-N）＜35pg/mL，IL-2 差值（P-N）＜130pg/mL，并且刺

激蛋白与阴性对照的差值也未达到阈值时，有可能与机体免疫

状态低下或操作不当有关，应该采血重新检测或者根据临床其

他症状进行进一步判定。 

（五）稳定性研究 

申请人对本产品的实时稳定性、开瓶稳定性和样本稳定性

进行了研究，确定了在各种条件下本产品的有效保存时间。 

实时稳定性研究：采用三批储存于 2℃至 8℃条件下的申报

产品，分别在第 3、6、9、11、12、13 个月取出，检测企业参

考品，结果显示：在上述各个时间点储存的申报产品，检测企

业参考品时，各项性能指标均符合要求。因此确定申报产品的

实时稳定性为：在 2℃至 8℃保存，有效期为 12 个月。 

开瓶稳定性研究：将三批次成品试剂盒从 2℃至 8℃储存条

件下取出，并开瓶数次。采用开瓶后的试剂检测企业参考品，

结果显示：开瓶后放置28天申报产品各项性能指标均符合要求。 

样本稳定性研究：申请人采用三批成品试剂盒，对（10 份

为结核分枝杆菌涂片和（或）培养阳性的结核病患者的 PBMCs
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细胞样本、10 份为结核分枝杆菌涂片和（或）培养阴性的结核

病患者的 PBMCs 细胞样本、15 份健康志愿者的 PBMCs 细胞样本）

在室温分别放置 0h、4h 和 8h 后，用淋巴细胞分离液分离 PBMCs

进行检测。结果显示：新鲜外周抗凝全血样本在常温条件下保

存 0h、4h、8h，各项指标均达标，说明新鲜外周抗凝全血样本

在常温下放置 8小时，不会对试剂盒检测结果有影响。 

三、临床评价摘要 

申请人在广州市胸科医院、湖南省胸科医院以及新疆维吾

尔自治区胸科医院进行了临床试验。采用申报产品与对比试剂

对临床样本进行比较研究，对所有样本根据临床诊断结果进行

分析，验证本产品的临床性能。同时对比试剂选择已上市同类

产品 Cellestis Limited 的结核分枝杆菌特异性细胞免疫反应

检测试剂盒（酶联免疫法）QuantiFERON-TB Gold。 

本临床试验共纳入 3891 例临床样本，剔除 293 例，均满足

剔除标准，检测 3598 例有效临床血液样本。其中，（1）结核病

患者 2644 例，占有效样本例数的 73.49%，涂片阳性结核患者

591 例，占结核病患者例数的 22.35%，涂片阴性结核患者 1818

例，占结核病患者例数的 68.76%，无涂片结果 235 例。其中结

核病患者中有 122 例肺外结核。（2）非结核疾病患者 718 例，

占有效样本例数的 19.96%，其中包含肺癌病例 227 例，非结核
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分枝杆菌肺病 27 例， 肺炎 92 例，支气管扩张病例 82 例，支

气管炎病例 96 例，慢阻肺病例 39 例，其他肺部感染等肺部疾

病 101 例，其他疾病患者 54 例。（3）健康人 236 例，占有效样

本例数的 6.56%，其中高危人群（以结核病密切接触者为主）66

例。  

与临床诊断的比较结果显示，申报产品的灵敏度为 84.95%

（2246/2644），特异性为 81.76%（780/954），总符合率为 84.10%

（3026/3598），Kappa 值为 0.6205。其中 “IFN-γ（+）IL-2

（+）”的结果与临床诊断的符合率为 98.37%（1745/1774），“IFN-

γ（-） IL-2（+）” 的结果与临床诊断的符合率为 87.93%

（102/116），“IFN-γ（+）IL-2（-）” 的结果与临床诊断的符

合率为 75.28%（399/530），具体数据如下。 

表 3 详细数据统计表 

      组别 

申报产品 

临床诊断 
合计（n） 

结核病组（n） 非结核病组（n） 

IFN-γ（+） 

IL-2（+） 
1745 29 1774 

IFN-γ（+） 

IL-2（-） 
399 131 530 

IFN-γ（-） 102 14 116 
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IL-2（+） 

IFN-γ（-） 

IL-2（-） 
398 780 1178 

合计 2644 954 3598 

 

申报产品对涂阳结核患者的检出率为 87.31%（516/591），

对涂片阴性结核的检出率为 84.05%(1528/1818)。 

与对比试剂的比较研究结果显示：申报产品与对比试剂的

阳性符合率为 92.09%，阴性符合率为 81.15%，总符合率为

88.38%，kappa 值为 0.7386，说明申报产品与对比试剂检测具

有较好的检测一致性。 

3598 例有效样本中，申报产品与对比试剂检测结果不一致

的样本有 418 例。在差异样本中，以临床诊断结果为金标准，

待考评试剂正确率为 75.36%（315/418），对比试剂正确率为

24.64%（103/418）。 

综上所述，该产品临床试验资料对产品的临床性能进行了

较全面研究，临床试验符合要求。 

四、风险分析及说明书提示 

参照“YY/T 0316-2016 医疗器械风险管理对医疗器械的应

用”标准，对该产品进行风险分析。经综合评价，申报产品的
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受益和风险总结如下： 

申报产品检测结果会受到样本类型、样本处理、实验操作、

实验环境等限制，导致可能得出假阳性或假阴性的检测结果。

使用者须了解检测过程中可能存在的潜在风险及检测的局限

性。 

申报产品用于体外定性检测人新鲜外周静脉抗凝全血分离

的淋巴细胞中结核分枝杆菌特异性的 T 细胞免疫反应，用于结

核病的辅助诊断。使用不合理的样本类型、样本处理不满足说

明书中【样本要求】的血液样本分离得到的外周血单个核细胞

（PBMCs）进行检测，会导致假阳性或假阴性结果，请严格按照

产品说明书中【样本要求】及【检验方法】的要求操作。 

检验结果阳性不能确诊为结核病，应进一步进行结核病的

医学及诊断评估（如细菌抗酸染色涂片及培养、胸部 X光等）。

当样本被污染、实验操作不当或堪萨斯分枝杆菌、海氏分枝杆

菌和苏尔加分枝杆菌等存在交叉反应，检验结果可能出现假阳

性。因此当怀疑上述细菌感染时有必要进行鉴别诊断。 

检验结果阴性虽然不存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞

免疫反应，但检测者淋巴细胞功能异常、实验操作不当、免疫

功能受损或者发生 Hook 效应，检验结果可能出现假阴性。若怀

疑检测结果因钩状效应产生假阴性，应对样本进行梯度稀释再
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用本试剂盒检验，以排除 Hook 效应影响。 

申报产品在检测过程中涉及细胞分离，请在可控的实验室

进行检测操作，操作人员需进行专业培训，非专业的操作及操

作不当会影响检测质量。 

通过环境控制、生产监控、成品检验和增加说明书警示内

容等防范措施，对该产品的已知和可预见的安全风险进行控制

和降低，剩余风险可以被控制在验收准则规定的可接受范围内，

同时没有带来新的危害与安全风险。在目前认知水平上，认为

该产品上市带来的获益/受益大于风险。 

尽管目前认为该产品的受益大于风险，但为保证用械安全，

基于对主要剩余风险的防控，已在产品说明书中提示以下信息： 

1.适用范围：本产品用于体外定性检测人新鲜外周静脉抗

凝全血分离的淋巴细胞中结核分枝杆菌特异性的 T 细胞免疫反

应。本产品用于结核病的辅助诊断。 

2.警示及注意事项：产品说明书中介绍了该产品检验方法

的局限性及使用中的注意事项。 
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综合评价意见 

 

本申报项目为境内第三类医疗器械产品注册，属于优先审

批项目（编号：20180007）。申请人的注册申报资料符合现行要

求，依据《医疗器械监督管理条例》（国务院令第 680 号）、《体

外诊断试剂注册管理办法》（国家食品药品监督管理总局令 2014

年第 5号）等相关医疗器械法规与配套规章，经系统评价后,建

议准予注册。 

 

 

 

2020 年 01 月 03 日 

 

 

 

附件：产品说明书
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结核分枝杆菌特异性细胞因子检测试剂盒（酶联免疫法） 

说明书 

【产品名称】 

通用名称：结核分枝杆菌特异性细胞因子检测试剂盒（酶联免疫法） 

【包装规格】 

28 人份/盒 

【预期用途】 

本产品用于体外定性检测人新鲜外周静脉抗凝全血分离的淋巴细胞中结核分枝

杆菌特异性的 T 细胞免疫反应。 

本产品用于结核病的辅助诊断。 

结核分枝杆菌可侵犯全身各组织器官，但以肺部感染最多见，临床症状主要表

现为长期咳嗽、咳痰、咯血、胸痛、呼吸困难、低热或高热、疲乏、无力、消瘦、

盗汗等。目前临床上结核病病原学诊断主要采用分枝杆菌抗酸涂片染色、培养和分

子诊断方法。 

【检验原理】 

结核分枝杆菌感染者外周血中存在结核特异性的 T 细胞，这些细胞再次受到结

核特异性蛋白刺激后，迅速活化增殖，分泌结核相关细胞因子。 

本试剂盒选取了存在于结核分枝杆菌，但在卡介苗和大多数非结核分枝杆菌中

普遍缺失的 RD1 区和 RD2 区编码的 ESAT-6、CFP-10、Rv1985c 蛋白，应用基因工

程技术将其表达成为融合蛋白（ESAT-6-CFP-10-Rv1985c）。在检测时，将人外周血

单个核细胞从全血样本中分离出来 ，消除血液本底干扰因素，通过计数单个核细胞

数量，排除人群中免疫细胞数量的个体差异影响。将定量的单个核细胞与融合蛋白

ESAT-6-CFP-10-Rv1985c 在细胞培养板上共培养，结核特异性 T 细胞由于记忆反应

而分泌 γ-干扰素及白细胞介素-2 因子，再利用双抗体夹心酶联免疫法，检测培养上

清中的 γ-干扰素、白细胞介素-2 的浓度，来判断其是否存在结核分枝杆菌特异性的

细胞免疫反应。此方法不受卡介苗（BCG 疫苗）的影响，特异性检测结核分枝杆菌
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引起的结核病。 

【主要组成成分】 

1. 试剂盒组分（不同批号试剂盒中各组分不得混用或互换） 

表 1   试剂盒组成成分 

组分名称 规格 数量 主要组分 

白细胞介素-2 抗体预包被酶标板 96 孔板 1 块 包被了抗人白细胞介素-2 抗体 

γ-干扰素抗体预包被酶标板 96 孔板 1 块 包被了抗人 γ-干扰素抗体 

刺激蛋白  750μL/支 2 支 结核特异重组蛋白 

阳性刺激物 750μL/支 2 支 植物血凝素 

白细胞介素-2 校准品 见标签 2 瓶 白细胞介素-2 蛋白 

γ-干扰素校准品 见标签 2 瓶 γ-干扰素蛋白 

稀释缓冲液 30mL/瓶 2 瓶 磷酸缓冲液、牛血清白蛋白 

浓缩洗液（50×） 20mL/瓶 1 瓶 磷酸缓冲液、吐温 20 

白细胞介素-2 酶结合物 55μL/支 1 支 亲和素-辣根过氧化物酶复合物 

γ-干扰素酶结合物 55μL/支 1 支 亲和素-辣根过氧化物酶复合物 

白细胞介素-2 检测抗体  55μL/支 1 支 抗人白细胞介素-2 抗体 

γ-干扰素检测抗体  55μL/支 1 支 抗人 γ-干扰素抗体 

显色液  10mL/瓶 2 瓶 四甲基联苯胺 

显色终止液  10mL/瓶 2 瓶 稀硫酸 

封板膜   4 张  

2. 试剂盒未提供但实验必需的试剂： 

细胞培养板（厂家：NEST，货号：701001，规格：96 孔）； 

无菌的细胞培养基：RPMI-1640 培养基（厂家：天津灏洋，货号：HY1640，规

格：500mL/瓶）、无血清培养基（完全培养基，即用型，厂家：深圳达科为，货号：

6115012，规格：100mL）； 

淋巴细胞分离液（厂家：天津灏洋，货号：HY2015，规格：200mL/瓶）； 

双蒸水或去离子水； 

生理盐水。 

【储存条件及有效期】 

2℃至 8℃保存，有效期 12 个月。 

各组分开启后需在 28 天内使用完毕。 
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白细胞介素-2 酶结合物、γ-干扰素酶结合物、显色液应避光保存。 

【适用仪器】 

酶标仪（含 450nm、570nm 波长或含 450nm、630nm 波长） 

【样本要求】 

1．适用样本类型：人外周静脉血，每份不少于 4mL。 

2．样本采集： 

为保证样本组分稳定，推荐使用含有肝素（肝素锂或肝素钠）抗凝剂的采血管

或真空采血管进行采集，不推荐使用乙二胺四乙酸（EDTA）抗凝管。临床样本中常

见的干扰物胆红素（0.5mg/mL）、血红蛋白（12.5mg/mL）和甘油三油酸酯（100mg/mL）

对本产品检测结果未见有明显干扰，但为了获得可靠结果，临床上尽量避免使用黄

疸、溶血和脂血标本。 

3．样本保存、处理和运输方法： 

样本采集后应在 8 小时内进行外周血单个核细胞（PBMCs）的分离，分离前样

本应在室温条件下放置，不得冷藏或冷冻。 

分离得到的外周血单个核细胞（PBMCs）室温放置时间不应超过 4 小时。 

样本经培养离心后收集的上清液于-20℃保存不应超过 30 天。 

【检验方法】 

1.  外周血单个核细胞（PBMCs）的分离 

步骤 注意点 

a.  按照说明书要求采集全血样本并保存。 a.  血液样本推荐使用含有肝素（肝素锂或肝

素钠）抗凝剂的采血管或真空采血管。不

推荐 EDTA 抗凝管。 

b.  用 RPMI-1640 培养基或者生理盐水与等

体积的血液样本混匀。按体积 2-3:1 加入到

淋巴细胞分离液上层，室温（18-25℃），

1000g，离心 20min。 

c.  用吸液管吸取白色、云雾状 PBMCs 层并转

b.  加入血液至淋巴分离液时，应沿管壁缓慢

加入，避免加入到淋巴分离液液面之下，

从而影响细胞分离效果。 

 

c.  吸液管吸取 PBMCs 时，应避免吸取到红细
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移至 15mL离心管中，加入培养液至 10mL。 胞及血液中的其他物质。 

d.  600g 离心 7 分钟，弃去上清液用 1mL 培

养液重悬细胞沉淀。 

d.  本步骤推荐使用 RPMI-1640 培养基进行

洗涤。 

e.  加 RPMI-1640 培养基至 10mL，350g 离心

7 分钟。 

e.  要求见注意点 d。 

f.  弃去上清加 0.7mL 培养液重悬细胞沉淀。 f.  本步骤加入无血清细胞培养基重悬沉淀细

胞并孵育过夜。无血清培养基（完全培养

基，即用型）在本试剂盒中仅作为细胞培

养液。 

 

2. 外周血单个核细胞（PBMCs）的计数 

步骤 注意点 

a.  活细胞计数。 a.  可采用不同的方法，包括台盼蓝染色手工

计数或使用合适的设备自动计数。 

b.  若采用台盼蓝染色手工计数，重悬细胞沉

淀后，取 10μL 细胞悬液到 90μL 0.4%台盼

蓝染液中混匀。其他类型的计数板或自动

细胞计数仪，依照厂家说明书操作。 

b.  注意确保细胞终溶液在稀释计数前充分

混匀。细胞沉淀在离心管底部会导致计数

结果与实际细胞数量发生偏差，最终影响

实验结果。 

c.  计算细胞终溶液的浓度。 c.  确保正确计算细胞浓度，过多或过少都会

导致检测结果的不准确。 

d.  用无血清培养基配制浓度为 2.5×106 个

/mL 的细胞悬液至少 500μL 待用。 

d.  稀释前确保细胞悬液充分混匀。 

 

3. 细胞培养（实验操作要求在 II 级生物安全柜内完成） 

每份样本需设置 3 个培养孔：1 个阴性对照孔、1 个蛋白刺激孔和 1 个阳性刺激

物孔，推荐摆放顺序如下： 
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步骤 注意点 

a.  取出一个新的 96 孔 U 型细胞培养板，按照

每份样本 3 个培养孔。①50μL 无血清培养

基至每个阴性对照孔内；②50μL 刺激蛋白

至每个蛋白刺激孔中；③50μL 阳性刺激物

至每个阳性刺激物孔中。  

a.  按照推荐顺序依次加入阴性对照、刺激蛋

白、阳性刺激物。加入不同刺激物时需要

更换枪头。 

b.  加入 100μL 配制好的浓度为 2.5×106 个

/mL 的细胞悬液，使得每孔加入的细胞数

量为 2.5×105个。 

b.  吸取细胞时必须充分混匀。移液枪轻轻吹

打混匀即可。 

c.  将细胞培养板放入 37℃，5%CO2 培养箱培

养 16-20 小时。 

c.  培养过程中应避免培养板堆叠，否则会因

培养温度的不均匀而影响培养结果。 

 

4、γ-干扰素、白细胞介素-2 的 ELISA 检测 

（1）试剂的配制： 

步骤 注意点 

a.  按照试剂盒中 γ-干扰素标准品瓶身标识体

积加入稀释缓冲液，震荡混匀，制成 SD1

溶液。再取 5 个分别标记为 SD2、SD3、SD4、

SD5、SD6 的 1.5mL EP 管。分别向标记的

5 管中加入 300μL 稀释缓冲液。取 300μL

的 SD1，加入到 SD2 中，震荡混匀。依次

倍比稀释至 SD6。 

a.  每次吸取不同浓度的标准品需更换枪头，

并且震荡混匀。以免造成标准品交叉污染，

影响标准曲线。 

b.  按照试剂盒中白细胞介素-2 标准品瓶身标

识体积加入稀释缓冲液，震荡混匀，制成

SD1 溶液。再取 5 个分别标记为 SD2、SD3、

b.  每次吸取不同浓度的标准品需更换枪头，

并且震荡混匀。以免造成标准品交叉污染，

影响标准曲线。 
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SD4、SD5、SD6 的 1.5mL EP 管。分别向

标记的 5 管中加入 300μL 稀释缓冲液。取

300μL 的 SD1，加入到 SD2 中，震荡混匀。

依次倍比稀释至 SD6。 

c.  每个检测样本需准备 3 个 1.5mL洁净 EP 管

（即阴性对照、蛋白刺激、阳性刺激物）做

好相应标记，按照对应的编号从细胞培养板

中吸取上清液再将上清液于 3000g ，

20-25℃，离心 20min，轻拿轻放，制成检

测样本。 

c.  吸取上清液时，应避免不要触碰细胞沉

淀，每管吸取至少 110μL。 

d.  取试剂盒中的浓缩洗液（50×）与去离子

水按照体积比 1:49 稀释成 1×洗液工作液。 

d.   充分混匀，现配现用。 

e.  按照标签标识的稀释比例，配制相应浓度检

测抗体工作液。 

e.   震荡混匀（建议 30s），现配现用。 

f.  按照标签标识的稀释比例，配制相应浓度酶

结合物工作液。 

f.   震荡混匀（建议 30s），现配现用。 

 

图 1. 标准品配制方法示意图 

（2）检测操作：（注意：以下步骤 γ-干扰素和白介素-2 的操作相同） 

步骤 注意点 
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a.  每个（阴性对照、蛋白刺激、阳性刺激物）

酶标板孔中分别加入 50μL 稀释缓冲液，然

后再加入 50μL 样品上清液。加样布局如表

2 所示。 

a.  加入样品上清液时，应避免吸入细胞沉淀。 

 

b.   取已配制好的校准品工作液按浓度梯度

依次加入板孔中，每孔 100μL，平行做两

孔。加样布局如表 2 所示。 

b.  每加入一个浓度的标准品时，需要更换枪

头，防止产生交叉污染，影响实验结果。 

c.   将加完样品和校准品的酶标板加盖封板

膜后，室温孵育 2 小时。 

c.  孵育过程中应避免酶标板晃动。 

 

d.  取出酶标板，倾倒孔内液体，每孔加入 1×

洗液 250μL，重复 3 次，拍干。按 100μL/

孔加入检测抗体工作液，加盖封板膜，室

温孵育 1 小时。 

d.  每次洗板保证洗液在孔内浸泡 30s 左右。 

 

e.  取出酶标板，倾倒孔内液体，每孔加入 1×

洗液 250μL，重复 4 次，拍干。并按 100μL/

孔加入酶结合物工作液，加盖封板膜，室

温避光孵育 30 分钟。 

e.  每次洗板保证洗液在孔内浸泡 30s 左右。 

加入酶结合物工作液后避光孵育。 

提前拿出显色液、终止液平衡至室温。 

f.  取出酶标板，倾倒孔内液体，每孔加入 1×

洗液 250μL，重复 5 次，拍干。每孔加入

100μL 显色液，室温显色 5 分钟，然后每

孔加入 100μL 显色终止液。 

f.  每次洗板保证洗液在孔内浸泡 30s 左右。

显色期间注意避光及定时显色并观察显色

程度。显色时间过久易导致标准曲线 OD

值超过酶标仪检测范围。 

g.  终止后即刻测量吸光度值(OD 值)，检测

波长 450nm，校正波长 570（或 630）nm。 

g.  注意使用双波长检测，排除背景干扰。 

 

表 2  γ-干扰素（或白介素 2）加样板布局 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
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A N1 N2 N3 N4 N5 SD1 SD1 N6 N7 N8 N9 N10 

B T1 T2 T3 T4 T5 SD2 SD2 T6 T7 T8 T9 T10 

C P1 P2 P3 P4 P5 SD3 SD3 P6 P7 P8 P9 P10 

D N11 N12 N13 N14 N15 SD4 SD4 N16 N17 N18 N19 N20 

E T11 T12 T13 T14 T15 SD5 SD5 T16 T17 T18 T19 T20 

F P11 P12 P13 P14 P15 SD6 SD6 P16 P17 P18 P19 P20 

G N21 T21 P21 N22 T22 P22 N23 T23 P23 N24 T24 P24 

H N25 T25 P25 N26 T26 P26 N27 T27 P27 N28 T28 P28 

注：1. 其中 N 表示阴性对照孔样本，T 表示蛋白刺激孔样本，P 表示阳性刺激物孔样本； 

    2. γ-干扰素和白介素 2 检测是分别在两块酶标板上进行，但两块酶标板的加样布局一致。 

（3）计算方法和质量控制 

a . 计算方法 

计算每个酶标板中各浓度标准液所测得之平均 OD 值。 

以平均 OD 对数值为 y 轴，标准液 IFN-γ 浓度（pg/mL）对数值为 x 轴，作 log-log

图。用回归分析，求出标准液 IFN-γ 的最佳回归线。 

按照每个样本的 OD 值，利用此 IFN-γ 标准品曲线来推定每个检测样本的 IFN-γ

浓度（pg/mL）。 

以平均 OD 对数值为 y 轴，标准液 IL-2 浓度（pg/mL）对数值为 x 轴，作 log-log

图。用回归分析，求出标准液 IL-2 的最佳回归线。 

按照每个样本的 OD 值，利用此 IL-2 标准品曲线来推定每个检测样本的 IL-2 浓

度（pg/mL）。 

注意每个样本均稀释了一倍检测，计算结果应乘以稀释倍数 2。 

此计算可以通过统计软件（如：Microsoft Excel）完成。 

b .质量控制标准曲线的准确性直接影响检测结果的准确性，因此检验标准品的

结果非常重要。符合以下条件检测是有效的： 

经过 200μL 体积矫正后，标准品 SD1 的平均 OD 值＞1.6； 
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标准曲线 SD1、SD2 重复测定的 OD 值变异系数 CV＜15%； 

由各标准品平均 OD 值的双对数计算的标准曲线其相关系数 R2＞0.9801； 

若结果不符合上述条件，则本次检测无效，须重新进行检测。 

【阳性判断值】 

利用 ROC 曲线法得出 cut-off 值，具体判断标准如下： 

表 3   判断标准 

分组 因子 T-N（pg/mL） P-N（pg/mL） 判断条件 判定结果 

1 
γ-干扰素 ≥7 任何值 γ-干扰素和/或白细胞介素

-2 满足条件  
阳性 

白细胞介素-2 ≥20 任何值 

2 
γ-干扰素 ＜7 ≥35 

两个因子同时满足条件 阴性 
白细胞介素-2 ＜20 ≥130 

3 
γ-干扰素 ＜7 ＜35 当不满足分组 1 时，其中

一个因子满足条件 
不确定 

白细胞介素-2 ＜20 ＜130 

注：T-N 代表刺激蛋白的刺激值减去阴性对照的差值； 

P-N 代表阳性刺激物的刺激值减去阴性对照的差值。 

【检验结果解释】 

1. 阳性：表明样本中存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞免疫反应。 

2. 阴性：表明样本中不存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞免疫反应。 

3. 不确定：当阳性刺激值与阴性对照的差值较小，即 IFN-γ 差值（P-N）＜

35pg/mL，IL-2 差值（P-N）＜130pg/mL，并且刺激蛋白与阴性对照的差值也未达到

阈值时，有可能与机体免疫状态低下或操作不当有关，应该采血重新检测或者根据

临床其他症状进行进一步判定。 

【检测方法的局限性】 

1. 本产品的检测结果仅供临床参考，不作为治疗或其他临床管理的唯一依据，

应对患者的临床诊治应结合其症状/体征、病史、其他实验室检查及治疗反应等情况

综合考虑。 

2. 检验结果阳性不能确诊为结核病，应进一步进行结核病的医学及诊断评估

（如细菌抗酸染色涂片及培养、胸部 X 光等）。当样本被污染、实验操作不当或堪萨
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斯分枝杆菌、海氏分枝杆菌和苏尔加分枝杆菌等存在交叉反应，检验结果可能出现

假阳性。因此当怀疑上述细菌感染时有必要进行鉴别诊断。 

3. 检验结果阴性虽然不存在针对结核分枝杆菌的特异性细胞免疫反应，但检测

者淋巴细胞功能异常、实验操作不当、免疫功能受损或者发生 Hook 效应，检验结果

可能出现假阴性。若怀疑检测结果因 Hook 效应产生假阴性，应对样本进行梯度稀释

再用本试剂盒检验，以排除钩状效应影响。 

4. 改变细胞洗涤、计数方法、孵育时间或温度，可能影响最终的结果，因此应

严格按照说明书要求操作。 

5. 本产品的适用对象不包括陈旧性肺结核患者。 

6. 部分阳性刺激物样本的检测结果，其 OD 值有时会落在酶标仪能检测范围之

外，这并不会对检测结果造成影响。 

7. 在检测过程中，若出现阴性对照孔与蛋白刺激孔检测浓度（乘以稀释倍数 2

后）超过 1000pg/mL，则必须对此样本阴性对照、蛋白刺激孔样本进行梯度稀释后

重新检测。 

【产品性能指标】 

1. 阳性参考品符合率：检测 20 份临床确诊的结核病患者的新鲜外周抗凝血样

本，阳性参考品符合率应不低于 75%。 

2. 阴性参考品符合率：检测 15 份无结核病临床症状的健康志愿者新鲜外周抗

凝血样本，阴性参考品符合率应不低于 75%。 

3. 精密度：对结核阳性临床样本、结核阴性临床样本和精密度参考品进行多次

重复检测，精密度参考品的批内、批间变异系数≤15%，阴性样本检测结果均为阴性，

阳性样本检测结果均为阳性。 

4. 交叉反应：对于细胞因子白细胞介素-1α、白细胞介素-1β、白细胞介素-2（针

对 γ-干扰素因子检测）、白细胞介素-3、白细胞介素-4、白细胞介素-5、白细胞介素-6、

白细胞介素-10、白细胞介素-12、α-干扰素、γ-干扰素（针对白细胞介素-2 因子检测）、

β-干扰素以及肿瘤坏死因子-α 等在 100ng/mL 以下对产品检测无影响。 
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5. 干扰反应：临床样本中常见的干扰物（胆红素 0.5mg/mL、血红蛋白

12.5mg/mL、甘油三油酸酯 100mg/mL、类风湿因子 500 IU/mL、抗核抗体 500ng/mL、

抗线粒体抗体 500ng/mL、环孢素 2000ng/mL、硫酸阿巴卡韦 15g/mL、泼尼松龙

2000ng/mL）对本产品检测结果未见有明显干扰，但为了保证试验结果的稳定可靠，

建议临床尽量避免使用干扰性样本。 

6. 临床试验数据 

临床样本 3598 例，本产品与临床诊断的总符合率为 84.10%（3026/3598）、灵敏

度为 84.95 %（2246/2644）、特异性为 81.76%（780/954）。其中 “IFN-γ（+）IL-2（+）”

的结果与临床诊断的符合率为 98.37%（1745/1774），“IFN-γ（-） IL-2（+）” 的结果

与临床诊断的符合率为 87.93%（102/116），“IFN-γ（+）IL-2（-）” 的结果与临床诊

断的符合率为 75.28%（399/530），具体数据见表 4。 

表 4  详细数据统计表 

           组别 

本产品 

临床诊断 
合计（n） 

结核病组（n） 非结核病组（n） 

IFN-γ（+） 

IL-2（+） 
1745 29 1774 

IFN-γ（+） 

IL-2（-） 
399 131 530 

IFN-γ（-） 

IL-2（+） 
102 14 116 

IFN-γ（-） 

IL-2（-） 
398 780 1178 

合计 2644 954 3598 

【注意事项】 

1. 使用前请认真阅读说明书，操作应严格按照说明书执行，未按说明书操作可

能会得到错误的结果。 

2. 本产品仅适用于临床辅助判断。 

3. 使用前如发现试剂瓶有任何破损或泄露现象，请勿使用。 

4. 本产品不能与其他商家的试剂混合使用。 
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5. 浓缩洗液应该严格按照说明书配制，以免影响最终检测结果。 

6. 处理剩余的样本及残液时应该按照生物安全和相应的处理方法合理处理。 

7. 当配制的 5 个浓度校准品中仅有 1 份有明显升高或降低，可舍弃此点，用其

它的校准品绘制标准曲线。 

8. 加不同的样本时应该每次更换枪头以免交叉污染，影响实验结果。 

9. 试剂盒里的各个组分应该严格按照说明书储存条件进行储存，严禁强光照

射，不可使用过期产品检测。 

10. 拍板时应轻拍，若使用甩板机则其转速不应超过 1200r/min。 

11. 酶标仪检测时，需进行 200μL 体积校正，再进行标准曲线的绘制与结果计算。 
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