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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）说明书 

【产品名称】   

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） 

【包装规格】 

28 人份/盒、12 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中结核分枝杆菌特异性的 T 细胞免疫反应。 

在现有的诊断方法中，细菌学检查（包括痰涂片法和培养法）是结核病诊断的常用方法，但影像学为非特异

性诊断，结果判定受主观影响较大；核酸检测法（PCR 法）虽具有较高特异性，但需要获得带菌样本（传染性强），

且对实验室的技术条件要求较高。γ-干扰素释放分析（IGRA）方法不受卡介苗接种和绝大多数非结核分枝杆菌

（NTM）的干扰，受机体免疫状态影响较小，且全血样本容易获得，对实验室技术条件要求不高，临床应用方便。

本产品用于临床结核病的辅助诊断。 

【检验原理】 

本试剂盒基于 γ-干扰素释放试验原理，通过检测血液中的记忆性淋巴细胞在再次接触结核分枝杆菌特异性抗

原体外刺激时分泌的 γ-干扰素（IFN-γ），判断机体内是否存在针对结核分枝杆菌的特异性 T 细胞反应。本试剂

盒选择在卡介苗（BCG）菌株和大多数非结核分枝杆菌中普遍缺失的结核分枝杆菌特异性抗原 ESAT-6 和 CFP-10

及多肽，通过基因工程技术修饰后表达成为刺激抗原，与新鲜采集的抗凝全血混合并孵育后，用酶联免疫法

（ELISA）检测特异性释放的 γ-干扰素水平。 IFN-γ的检测采用双抗体夹心法，样本中的 IFN-γ与微孔内包被的 

IFN-γ抗体和标记 HRP-IFN-γ抗体形成夹心复合物，催化 TMB 底物生成的蓝色中间产物经 H2SO4终止反应，转

化为橙黄色终产物。可溶性橙色终产物在 450 nm 处达最大光吸收值，其吸光值的大小与样本中 IFN-γ的浓度水

平呈正相关，通过建立标准曲线可计算样本中 IFN-γ的浓度。  

【主要组成成分】 

组份名称 主要成分 
规格 

(96 孔板) 

规格 

(48 孔板) 

1. 阴性对照培养管N 磷酸盐缓冲液（PBS) 28 支 12 支 

2. 测试培养管 T ESAT-6-CFP-10 重组抗原 28 支 12 支 

3. 阳性对照培养管 P 菜豆属植物凝集素 28 支 12 支 

4. 校准品(冻干粉） 重组人-γ干扰素蛋白，牛血清白蛋白（BSA) 2 瓶 1 瓶 

5. 酶标板 包被有抗人-γ干扰素的单克隆抗体 96 孔 48 孔 

6. 酶标试剂 
辣根过氧化物酶标记的抗人 -γ干扰素的单

克隆抗体，防腐剂（Proclin-300） 
6 mL×1 瓶 3 mL×1 瓶 

7. 浓缩洗涤液(10×) 磷酸盐缓冲液（PBS)，吐温-20 40 mL×1 瓶 20 mL×1 瓶 

8. 稀释液 
磷酸盐缓冲液（PBS)，吐温-20，牛血清白蛋

白（BSA)，酪蛋白，防腐剂（Proclin-300） 
15 mL×1 瓶 8 mL×1 瓶 

9. 显色剂 A 液 含过氧化氢 6 mL×1 瓶 3 mL×1 瓶 

10. 显色剂 B 液 含四甲基联苯胺（TMB） 6 mL×1 瓶 3 mL×1 瓶 

11. 终止液 含硫酸 6 mL×1 瓶 3 mL×1 瓶 

12. 封板膜 / 2 张 2 张 

注：1.封板膜不能重复使用； 

2.不同批号试剂盒中组分不可以互换; 

3.试剂盒中不包含，但必需的设备及试剂耗材：II 级生物安全柜、血液离心机、37℃±1℃恒温培养箱、酶标

板洗板机（推荐自动洗板机）、移液器及无菌包装的一次性吸头。 

【储存条件及有效期】 

2-8℃保存，有效期 18 个月。 

开封后的 IFN-γ检测部分于 2-8℃保存不超过 3 周。复溶后的校准品可在 2-8℃保存 3 周。 

生产日期和有效期见标签。 

【适用仪器】 

酶标仪（含 450 nm，630 nm 波长）。 

【样本要求】 

1、用肝素锂抗凝管无菌采集的新鲜的外周静脉全血，于 22±5℃储存和运输（全血样本不可冰浴、冰冻、剧烈振

荡），16 小时内进行样本刺激。                          

2、每份检测样本的总全血量不少于 4 mL。 

3、采集血样一旦发生污染，应按照生物安全要求销毁，重新采集血样进行检测。 

4、经刺激后分离的血浆样品如果短期储存，可存于 2-8℃，并在 4 天内使用。样品适量分装后-20℃条件下储存

15 天，反复冻融次数不超过 3 次。 

【检验方法】 

一、体外全血刺激： 

1、操作前，确保恒温培养箱恒温 37℃。 

2、操作前，打开生物安全柜的紫外灯，照射 15-20 分钟。 

3、核对阴性对照培养管 N、测试培养管 T、阳性对照培养管 P，平衡至室温，5000 转/分钟离心 1 分钟，确保培

养管内液体集中到底部，备用。 

4、将采集的抗凝全血颠倒混匀 10 次，吸取 1 mL 全血(1mL±0.1mL)加入相应编号的培养管中。 

5、盖紧盖子，将反应管上下轻柔颠倒混合 10 次，至混合均匀。 

6、将混匀后的反应管直立向上置于 37℃的恒温培养箱中孵育 20-24 小时。 

7、培养后的培养管以 3000-5000 转/分钟离心 5 分钟，取血浆进行 ELISA 检测，注意不可吸到细胞层。 

二、γ-干扰素检测： 

I) 准备工作 

检测前，将试剂盒平衡至室温（30 分钟）。使用前将液体试剂轻轻震荡混匀，使用后立即密封，放回 2-8℃保存，

未用完的微孔板条须与干燥剂一起用自封袋密封。开封后的 γ-干扰素检测部分于 2-8℃保存不超过 3 周。复溶后

的校准品可在 2-8℃保存 3 周。 

1、标准曲线准备： 

人 γ-干扰素工作液的配制：向装有校准品（冻干粉）的西林瓶中，根据标签上标示的体积加入稀释液，配制成 40 

IU/mL 的 γ-干扰素校准品工作液（W1）。 

注意：溶解不同批次校准品所需加入稀释液的体积可能不同。 

按图 1 和表 1 进行校准品的配制： 

 

图 1： 



北京先声祥瑞生物制品股份有限公司 

 

 

 
第 2 页 共 3 页 

 

表 1 

校准品 稀释液（μL） γ-干扰素体积（μL） γ-干扰素终浓度（IU/mL） 

SD1 900 W1：100 4 

SD2 300 SD1：300 2 

SD3 300 SD2：300 1 

SD4 300 SD3：300 0.5 

SD5 300 SD4：300 0.25 

SD6 300 — — 

2、1×洗涤液的制备： 

将 40 mL 的浓缩洗涤液（10×）加入装有 360 mL 的去离子水的烧杯中混匀备用。 

II）具体实验步骤： 

1、拆封酶标板的铝箔包装，取出本次实验所需的板条，剩余部分应及时封存，避免受潮。 

2、加样： 

（1）分划酶标板各孔，建议布局如下表 2： 

（2）在所有孔内每孔加入 20 μL稀释液。 

（3）加样本：样本孔（表 2 中的 NTP 孔）每孔入 50 μL样本。 

（4）标准曲线：标曲孔（表 2 中的 SD 孔），各取 50 μL的 SD1、SD2、SD3、SD4、SD5、SD6，按顺序加入板

孔中，双孔。 

（5）加酶：所有孔每孔加入 50 μL酶标试剂，轻微震荡混匀。注意：血浆样品在温育前需要混合均匀，以保证 γ-

干扰素在酶标板孔内均匀分布。 

3、温育：用封板膜封板后，在 37℃的恒温培养箱中温育 2 小时。 

4、洗涤：小心揭掉封板膜，用洗板机洗涤 5 遍（250 μL/孔），最后一次尽量扣干。 

5、显色：显色剂临用前配制，取等体积的显色剂 A 液与显色剂 B 液于 15 mL 试管中混合混匀，然后迅速向每孔

加入 100 μL，在 37℃的恒温培养箱中避光孵育 15 分钟。 

6、终止：按显色的顺序和速度，向每孔中加入 50 μL的终止液，轻轻振荡混匀。 

7、测定：终止液加入后 5 分钟内用酶标仪读取 450 nm(以 630nm 为参考）处的 OD 值。 

III）结果输出： 

1、标准曲线的绘制： 

应用 Microsoft Office Excel 软件，以标准曲线各点浓度的自然对数（LN）作为横坐标 X，OD 均值的自然对

数（LN）作为纵坐标 Y，做 XY 散点图，添加趋势线，得到标准曲线方程式 Y=aX+b。 

标准曲线计算举例如下： 

IU/mL OD1 OD2 Mean OD LN(IU/mL) LN(mean OD) 

4 2.234 2.158 2.196 1.386 0.787 

2 1.205 1.116 1.161 0.693 0.149 

1 0.773 0.821 0.797 0.000 -0.227 

0.5 0.452 0.478 0.465 -0.693 -0.766 

0.25 0.302 0.288 0.295 -1.386 -1.221 

0 0.062 0.075 0.069 — -2.681 

此例中，Y=0.7112X-0.2556。 

2、结果计算 

分别取样本的 N（阴性对照）、T(检测）、P（阳性对照）OD 值的自然对数（LN）Y 值，然后将其带入上

述标准曲线方程，计算后得到 N、T 和 P 三个浓度值，根据标准曲线公式进行计算。 

计算举例： 

分类 样本 OD 450nm-OD630nm 样本浓度（IU/mL） 计算（IU/mL） 

编号 N T P N T P P-N T-N 0.25*N 

样本 1 0.285 1.242 2.587 0.245 1.943 5.451 5.206  1.698  0.061  

按照参考公式，样本 1 为阳性。 

3、若实验结果出现以下任何情况均为无效，需要重复实验：（1）标准曲线 SD1 的 OD 值低于 1.5，SD6 的 OD

值不小于 0.20；（2）标准曲线线性相关系数 r<0.9900。 

【参考区间】  

N(IU/mL) P-N(IU/mL) T-N(IU/mL) 结果判定 

≤8 

任何值 ≥0.35且≥0.25N 阳性 

≥0.5 ＜0.35 阴性 

≥0.5 ≥0.35但＜0.25N 阴性 

＜0.5 ＜0.35 不确定 

＜0.5 ≥0.35但＜0.25N 不确定 

＞8 任何值 任何值 不确定 

【检验结果的解释】 

1、阳性：可能存在结核感染 T 细胞免疫反应； 

2、阴性：可能不存在结核感染 T 细胞免疫反应； 

3、不确定：不能确定是否存在结核感染 T 细胞免疫反应； 

4、不确定样本的处理：不确定的结果是非常少见的，若怀疑与 ELISA 操作上的因素有关，可将已刺激的血浆样

本重新进行 ELISA 检测。若怀疑与测试者的免疫状况有关，因过低的 P 值或过高的 N 值所造成的不确定结果预

计不会在复测时改变，不确定的结果应如实报告，医生可酌情采取其他程序。 

 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 

A SD1 SD1 3N 5N 5T 5P 13N 13T 13P 21N 21T 21P 

B SD2 SD2 3T 6N 6T 6P 14N 14T 14P 22N 22T 22P 

C SD3 SD3 3P 7N 7T 7P 15N 15T 15P 23N 23T 23P 

D SD4 SD4 4N 8N 8T 8P 16N 16T 16P 24N 24T 24P 

E SD5 SD5 4T 9N 9T 5P 17N 17T 17P 25N 25T 25P 

F SD6 SD6 4P 10N 10T 10P 18N 18T 18P 26N 26T 26P 

G 1N 1T 1P 11N 11T 11P 19N 19T 19P 27N 27T 27P 

H 2N 2T 2P 12N 12T 12P 20N 20T 20P 28N 28T 28P 
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【检验方法的局限性】 

1、样品测试结果用于辅助诊断结核病，不能作为结核病确诊或排除病例的依据。 

2、阴性检测结果不能排除结核分枝杆菌感染或结核病的可能性。导致假阴性结果的原因可能是受试者本身免疫

系统缺陷，如接受免疫抑制治疗或 HIV 感染者。 

3、当检测结果呈阳性时，也有可能因其它分枝杆菌（M.kansasii,M szulgai,M.marinum）引起，还需要同其它诊断

方法相结合，如影像学诊断、痰涂片、痰培养等。 

【产品性能指标】 

1.阴性参考品符合率：阴性参考品符合率不低于 80%。 

2.阳性参考品符合率：阳性参考品符合率不低于 80%。 

3.检测限：最低检测限不大于 0.125 IU/mL。 

4.准确度：对 γ-干扰素准确度参考品 Z01 重复检测 3 次，3 次测量浓度与理论值的结果偏差均在±15%以内。 

5.线性：在 0.25-6 IU/mL 浓度范围内，相关系数 r≥0.9900。 

6.精密度：对精密度参考品 J1、J2 分别进行 10 次重复检测，检测结果的批内变异系数(CV)≤15%；批间变异系

数(CV)≤15%。 

7.分析特异性： 

a) 交叉反应： 

细胞因子(IL-1α，IL-1β，IL-2，IL-3，IL-4，IL-5，IL-6，IL-10，IL-12，IFN-αlb，IFN-βlb，IFN-αla，TNF-α）

在 50 ng/mL 以下时，实验组与对照组偏差在±15%以内，无交叉反应。 

b) 干扰物质： 

胆红素＜625 μmol/L、血红蛋白＜312.5 μg/mL、肝素锂＜15.6 μg/mL、环孢素＜312 μmol/L、类风湿因子＜

31 IU/mL、抗线粒体抗体＜1.25 μg/mL、甘油三酯＜3.125 mmol/L、抗核抗体＜1:16 时，实验组与对照组相对偏

差在±15%以内，检测不受干扰。 

8.境内临床试验数据总结：临床样本 1050 例，本产品与对比试剂的阳性符合率为 90.2%（580/643），阴性符合

率为 96.4%（371/385），总符合率为 91.4%（960/1050）。 

【注意事项】 

1、本品仅供体外诊断使用，操作应严格按照说明书进行。 

2、不能混用其他制造商的产品。 

3、取出需要数量的微孔板，剩下的微孔板放入自封袋，保存于 2-8℃。 

4、操作前应仔细阅读本说明书并严格按照其指标操作，否则可能会导致错误的检验结果。 

5、本试剂必须使用肝素锂抗凝的真空采血管，部分采血管内毒素含量较高，可能会引起严重的异常结果。 

6、请严格遵照试剂盒各组分的储存条件储存，并避免将试剂暴露在强光中。所有试剂瓶须盖紧以防止蒸发。 

7、加样时第一个孔与最后一个孔之间的间隔时间太长，会导致不同的预温育时间，从而可能影响测量值的准确

性及重复性。 

8、加液时必须用移液器，并定期校准移液器。加入不同样品或试剂组分时，应更换移液器枪头和加样槽，防止

交叉污染。 

9、加酶时，移液器枪头禁止接触液面，防止交叉污染。 

10、洗涤时各孔均需加满液，防止孔口有游离物不能彻底洗脱。 

11、酶标板在读取结果时，应擦干酶标板底部，且孔内不能有气泡。不要触碰孔底的外壁，指印或划痕都可能影

响到读值。 

12、全血样本和血浆应被视为具有潜在感染性的物质，操作时应进行必要的生物安全防护。 

13、废弃样本和废液的处理应遵循相应的生物安全和有毒有害物质管理规定。 

【标识的解释】 

 
有效期  查阅使用说明 

 
批次代码  体外诊断医疗器械 
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