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【摘要】 目的 探讨激光扫描共聚焦显微镜（LSCM）技术检测脑脊液单核细胞早期分泌抗原靶⁃6
（ESAT⁃6）在结核性脑膜炎早期诊断中的应用价值，为早期诊断寻找一种更特异性的检测方法。方法

采用免疫荧光双标法检测 ESAT⁃6 抗原，LSCM 观察脑脊液单核细胞着色情况（ESAT⁃6 阳性细胞胞核呈

蓝色荧光、胞质呈红色荧光，ESAT⁃6 阴性细胞胞核呈蓝色荧光、胞质不着色）并分析三维成像结果。结

果 ESAT⁃6 抗原主要表达于结核性脑膜炎患者脑脊液单核细胞胞质，呈红色荧光。结核性脑膜炎组有

28 例（80%）ESAT⁃6 阳性、对照组仅 1 例（2.86%）阳性，组间差异具有统计学意义（χ2 = 42.918，P = 0.000）；

ESAT⁃6 检测灵敏度 80%，特异度 97.14%。结论 ESAT⁃6 抗原检测可为结核性脑膜炎的早期诊断提供

一定依据，且特异性较高。LSCM 技术可实现多重荧光同时观察并形成清晰的断层扫描和三维图像，把

细胞学研究提高到新水平。
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【Abstract】 Objective To explore the value of detecting early secretory antigenic target⁃6 (ESAT⁃6)
in cerebrospinal fluid (CSF) monocytes by laser scanning confocal microscopy (LSCM) techniques in early
diagnosis of tuberculous meningitis (TBM), and to find a more specific method for early diagnosis.
Methods Double immunofluorescence staining was applied to detect ESAT ⁃ 6, and LSCM was used to
observe the dyeing result of CSF monocytes and to analyze three ⁃ dimensional images. ESAT ⁃ 6 positive
cells will present red fluorescence cytoplasm and blue fluorescence nuclei, and negative cells present blue
fluorescence nuclei while the cytoplasm is not stained. Results ESAT ⁃6 was mainly expressed with red
fluorescence in cytoplasm of CSF monocytes in patients with TBM. Among 35 cases of TBM patients, there
were 28 patients (80% ) ESAT ⁃6 positive, one case (2.86% ) ESAT ⁃6 positive in the control group, and the
difference was statistically significant (χ 2 = 42.918, P = 0.000). ESAT⁃6 sensitivity was 80% and specificity
was 97.14%. Conclusions The detection of ESAT⁃6 can provide a certain basis for the early diagnosis of
TBM and has high specificity. LSCM techniques can realize simultaneously the observation of multiple
fluorescence and provide clear tomography and three ⁃ dimensional images. The cytological research has
been improved to a new level.
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·临床研究·

结核性脑膜炎（TBM）是由结核分枝杆菌（以下 简称结核杆菌）引起的中枢神经系统感染性疾病，

为严重结核病类型之一，早期诊断治疗与预后密切

相关［1］，提高早期诊断率为改善预后之关键。近年

来，由于多重耐药结核杆菌的流行、流动人口的增

加、人类免疫缺陷病毒（HIV）感染，以及应用免疫抑

制剂、酗酒、吸毒、贫穷等因素使结核性脑膜炎患病
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率呈逐年上升趋势，目前缺乏一种可靠实用的诊断

方法以满足临床诊断之需要。笔者采用免疫荧光

双标法和激光扫描共聚焦显微镜（LSCM）技术对脑

脊液单核细胞早期分泌抗原靶 ⁃6（ESAT⁃6）表达水

平进行检测，以探讨该项技术在结核性脑膜炎早期

诊断中的应用价值。

对象与方法

一、研究对象

1. 结核性脑膜炎组（TBM 组） （1）诊断标准：

参考 Ahuja 等［2］诊断标准，临床表现为发热、头痛、

呕吐并脑膜刺激征阳性或伴局灶性神经功能缺损；

腰椎穿刺脑脊液检查白细胞计数显著增加、蛋白定

量升高、葡萄糖和氯化物水平降低、阿利新蓝（AB）
染色未见新型隐球菌生长；头部 CT 或 MRI 显示基底

池渗出、脑积水或梗死灶；存在颅外结核病如肺结

核；抗结核药物治疗有效；排除其他中枢神经系统

疾病。（2）一般资料：选择 2009 年 1 月-2010 年 8 月在

河北医科大学第二医院神经内科和儿科住院或门

诊治疗且诊断明确的结核性脑膜炎患者共 35 例，男

性 18 例，女性 17 例；年龄 2 ~ 66 岁，中位年龄为

30.94 岁；病程 3 ~ 180 d（< 15 d 者 13 例、15 ~ 30 d 者

15 例、> 30 d 者 7 例），中位病程 92 d。临床主要表现

为发热（35 例）、头痛（34 例）、恶心呕吐（33 例）、脑膜

刺激征（33 例）、脑局灶性体征（21 例）和意识障碍

（19 例）；合并颅外结核病者 9 例（血型播散性肺结核

2 例、淋巴结结核 1 例、陈旧性肺结核 6 例）。本组有

16 例患者入院后行脑电图（ΕΕG）检查，表现为弥漫

性异常；19 例行头部 MRI 检查，其中 18 例异常，表现

为脑膜增厚强化（6 例）、脑积水和脑水肿（6 例）、结

核瘤（3 例）、脑沟变窄并脑肿胀（1 例）、脑膜炎伴脑

脓肿（1 例）和脑梗死（1 例）；所有患者脑脊液墨汁染

色和阿利新蓝染色均呈阴性。

2. 对照组 选择同期于我院神经内科和儿科住

院或门诊治疗的其他神经系统疾病患者 35 例，男性

15 例，女性 20 例；年龄 1 ~ 62 岁，中位年龄 30.43 岁；

病种为病毒性脑膜炎（18 例）、化脓性脑膜炎（4 例）、

新型隐球菌性脑膜炎（4 例）、脑囊虫病（3 例）、脑肿

瘤（2 例，听神经瘤和肺癌脑转移各 1 例）、静脉窦血

栓形成（2 例）和脊髓炎（2 例）；临床症状与体征分别

为发热（27 例）、头痛（32 例）、恶心呕吐（25 例）、脑膜

刺激征（24 例）、脑局灶性体征（12 例）和意识障碍

（10 例）；病程 7 ~ 154 d，中位病程 53 d。本组 20 例

患者入院后行脑电图检查，15 例呈现广泛异常表现

（5 例明显异常、3 例中度异常、7 例轻度异常）、5 例

正常；17 例行头部 MRI 检查，15 例显示异常影像（脑

膜炎或脑膜脑炎 12 例、脑囊虫病 1 例、脊髓炎 1 例、

静脉窦血栓形成 1 例）；4 例患者行脑脊液墨汁染色

和阿利新蓝染色，结果均呈阳性反应，可见新型隐

球菌生长，诊断为新型隐球菌性脑膜炎。

二、研究方法

1. 标本采集 所有患者均于入院后 24 ~ 48 h 行

腰椎穿刺脑脊液检查，采集脑脊液标本 6 ~ 9 ml，分
别置于 3 个无菌试管（每管 2 ~ 3 ml）、玻片离心法行

脑脊液常规、生化、细胞学及墨汁染色和阿利新蓝

染色。

2. 免疫荧光双标记法检测早期分泌抗原靶⁃6 表

达变化 （1）主要试剂与药品：Ⅰ抗工作液为鼠抗

人 ESAT ⁃6 单克隆抗体（1∶100），由西宝生物科技

（上海）股份有限公司提供；Cy5 标记的山羊抗鼠 IgG
Ⅱ抗（1∶200）为北京康为世纪生物科技有限公司产

品；4’，6⁃二脒基⁃2⁃苯基吲哚（DAPI，100 ng/ml）由美

国 Sigma⁃Aldrich 公司提供；抗荧光淬灭封片液购自

北京中杉金桥生物技术有限公司。（2）实验仪器：

Shandon Cytospin 4 型玻片离心仪购自美国 Thermo
公司，Olympus FV 10⁃ASW 1.7 共聚焦系统由日本

Olympus 公司提供。（3）检测方法：以 Cy5 标记的山羊

抗鼠 IgGⅡ抗标记Ⅰ抗鼠抗人 ESAT⁃6 单克隆抗体、

DAPI 标记所有细胞核 DNA。脑脊液细胞玻片以质

量分数为 4%中性甲醛溶液固定 10 min、蒸馏水冲

洗；0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液浸泡 5 min、体积分数为

3%过氧化氢（H2O2）室温孵育 5 ~ 10 min 消除内源性

过氧化物酶活性；磷酸盐缓冲液冲洗 5 min（× 3 次）、

体积分数为 10%的正常羊血清封闭、室温孵育 10 ~
15 min；去血清（勿洗）、滴加Ⅰ抗鼠抗人 ESAT⁃6 单

克隆抗体，4 ℃孵育过夜；磷酸盐缓冲液冲洗 5 min
（× 3 次），滴加 Cy5 标记的山羊抗鼠 IgGⅡ抗、室温避

光孵育 60 min，磷酸盐缓冲液洗涤 5 min（× 3 次）；滴

加 DAPI、室温避光孵育 20 min；磷酸盐缓冲液洗涤

5 min（× 3 次），抗荧光淬灭封片液封片。（4）阳性结

果判定：脑脊液细胞波片置 LSCM 观察，光源为波长

405 和 635 nm 激光器激发的红色和蓝色双重荧光标

记，分别以 CHS1（Cy5 通道）和 CHS2（DAPI 通道）双

通道同时接收信号成像，经 Olympus FV 10 ⁃ASW
1.7 操作系统进行分析并三维成像。其中 CHS1 通

道接收 Cy5 发射波长，定位于脑脊液单核细胞胞质
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呈红色荧光；CHS2 通道接收 DAPI 发射波长，定位于

所有细胞核 DNA 呈蓝色荧光；双通道重叠部分，阳

性细胞胞核呈蓝色荧光、胞质呈红色荧光。

3. 统计分析方法 采用 SPSS 13.0 统计软件进

行数据处理与分析。计数资料以相对数构成比（%）
或率（%）表示，采用χ2 检验。以 P ≤ 0.05 为差异具

有统计学意义。

结 果

免疫荧光双标法显示，结核性脑膜炎组患者

ESAT⁃6 呈阳性者 28 例（80%）、阴性者 7 例（20%），

对照组阳性者 1 例（2.86%）、阴性者 34 例（97.14%），

组间差异有统计学意义（χ 2 = 42.918，P = 0.000）；

ESAT ⁃ 6 检 测 灵 敏 度 为 80% 、特 异 度 为 97.14% 。

LSCM 观察，Cy5 荧光Ⅱ抗（CHS1 通道）定位于脑脊

液单核细胞胞质，ESAT⁃6 阳性图像呈红色荧光（图

1），DAPI（CHS2 通 道）定 位 于 所 有 细 胞 核 DNA，

ESAT⁃6 阳性图像呈蓝色荧光（图 2），CHS1 与 CHS2
通道成像互相重叠后胞核呈蓝色荧光、胞质呈红色

荧光者，提示脑脊液单核细胞 ESAT⁃6 阳性（图 3），

而两通道重叠后仅胞核呈蓝色荧光、胞质未着色者

为 ESAT ⁃6 阴性。利用 LSCM 的光学切片功能，将

ESAT⁃6 阳性细胞进行一系列断层扫描（图 4），可在

不同层面观察到细胞形态结构，增加结果的准确

性，还可合成三维立体图像（图 5），从不同角度观察

细胞形态结构。

讨 论

结核性脑膜炎临床表现缺乏特异性，实验室诊

断主要集中于细菌学、免疫学和分子生物学领域，

其中以细菌学脑脊液细胞涂片抗酸染色检出结核

杆菌为诊断“金标准”，但该项检查方法阳性检出率

较低，仅约 10%［3⁃4］；而结核杆菌培养时间较长且阳

性率仅为 20% ~ 30%，发病初期难以明确诊断［5 ⁃6］；

分子生物学技术具有敏感、快速、高效等优点，但对

实验室条件要求较高、结果差异较大，缺乏特异性；

其中免疫学诊断技术根据抗原与抗体反应之原理，

利用已知抗原检测未知抗体或利用已知抗体检测

未知抗原的实验室诊断方法，具有简便、快速、价格

低廉、无需贵重仪器和易在基层实验室推广等优

点，已广泛应用于各种疾病的临床诊断，脑脊液结

核杆菌抗原/抗体检测对诊断结核性脑膜炎具有实

用价值［7］。

结核杆菌为细胞内寄生菌，主要寄生于单核巨

噬细胞内，既可被单核巨噬细胞吞噬，亦可通过单

核巨噬细胞胞膜受体主动进入细胞内而存活。感

染结核杆菌后，可于体内检出结核杆菌特异性抗

原，此为结核杆菌存在的直接证据，同时可避免结

核病患者由于免疫功能低下导致的体液免疫或细

胞免疫检测出现假阴性结果，有研究证实，脑脊液

单核细胞结核杆菌抗原检测对结核性脑膜炎的早

期诊断与鉴别诊断具有重要意义［8］。结核菌素纯蛋

白衍生物（PPD）试验用于结核杆菌的诊断、筛查和

流行病学研究已有 50 余年，是一种包含多种不同变

性阶段蛋白质的混合物，其中许多成分与卡介苗

（BCG）和非结核杆菌抗原成分相同，实验室敏感性

较好但特异性较差，不能准确区分 PPD 试验阳性源

于卡介苗接种、环境中多种非结核杆菌致敏或结核

杆菌感染。随着基因组学技术的不断进步，陆续发

现一些新的结核杆菌抗原，为进一步寻找特异性抗

原和制作单克隆抗体提供理论基础。经研究发现，

结核杆菌与 BCG 基因组序列之间存在明显差异区

域，其中 RD1 区仅存在于结核杆菌毒力株，而在其

他卡介苗亚株中均缺失，提示 RD1 区基因与结核杆

菌致病性相关，其编码的 ESAT⁃6 是有效的 T 细胞抗

原，为结核杆菌之毒性成分。ESAT⁃6 仅存在于结核

杆菌菌群（包括人型、牛型和非洲型分枝杆菌）及其

他数种致病性分枝杆菌，而在卡介苗及其他非致病

性分枝杆菌中缺失［9］，在结核杆菌早期感染中发挥

重要作用。ESAT⁃6 既有 T 细胞又有 B 细胞抗原决

定簇，故能同时引起细胞免疫应答和体液免疫应

答，鉴于其较高的特异性和良好的免疫活性，使其

成为一项特异性抗原用于结核病的早期诊断［10］。

国内学者通过不同实验方法对脑脊液单核细胞

ESAT⁃6 抗原进行检测，均证实其对结核性脑膜炎的

早期诊断具有较高的应用价值［11⁃14］。

LSCM 技术是在荧光成像基础上加装激光扫描

装置，利用计算机进行图像的集中处理，具有高分

辨力、高敏感性、“光学切片”、三维重建、动态分析

等优点，在生命科学研究中具有非常重要的意义，

尤其成为研究生物细胞组织的三维成像最有效技

术［15］。免疫荧光双标法是在 LSCM 技术基础上发展

起来的一种新兴检测技术，充分显示 LSCM 之优

势。孔繁元等［16］首次在国内运用 LSCM 技术观察脑

脊液细胞形态学特征，使我们对脑脊液细胞的了解

上升至立体结构。近年来，国内窦春阳等［17］和何俊
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图 1 LSCM 观察显示，CHS1 通道图像仅显示细胞质，ESAT⁃6 阳性细胞胞质呈红色荧光 × 400 图 2 LSCM 观察显示，CHS2 通
道图像仅显示细胞核，所有细胞核均呈蓝色荧光 × 400 图 3 LSCM 观察显示，CHS1 与 CHS2 通道重叠图像显示 ESAT⁃6 阳性细
胞胞核呈蓝色荧光、胞质呈红色荧光，阴性细胞胞核呈蓝色荧光、胞质不着色 × 400 图 4 LSCM 断层扫描图像显示细胞内部结
构及空间关系 × 400 图 5 LSCM 三维立体图像显示 ESAT⁃6 阳性细胞及其他细胞形态特征和立体结构 × 400 5a 俯视观

5b 平视观

Figure 1 LSCM findings CHS1 channel image only showed the cytoplasm, and ESAT ⁃6 positive cells showed red fluoresence. ×
400 Figure 2 LSCM findings CHS2 channel image only showed the nuclei, and all the cell nuclei showed blue fluorescence. ×
400 Figure 3 LSCM findings CHS1 and CHS2 channel overlapped images showed blue nuclei and red cytoplasm in ESAT ⁃ 6
positive cells, and blue nuclei and not stained cytoplasm in negative cells. × 400 Figure 4 The tomography figure of LSCM
showed cell internal structure and spatial relationships. × 400 Figure 5 LSCM three⁃dimensional image showed the morphological
characteristics and three ⁃ dimensional structure of ESAT ⁃ 6 positive cells and other cells. × 400 Overlooked view (Panel 5a). Eye
level view (Panel 5b).
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瑛等［18］陆续报告 LSCM 技术在脑膜癌病诊断中的应

用，但鲜见 LSCM 技术在结核性脑膜炎中的应用报

道。在本研究中，我们采用免疫荧光双标法和

LSCM 技术对脑脊液单核细胞 ESAT⁃6 抗原进行检

测，灵敏度为 80%、特异度达 97.14%，TBM 组与对照

组阳性检出率差异有统计学意义（P = 0.000）；检测

时间为病程第 3 ~ 180 天，尤以发病早期阳性检出率

较高，随着病程延长其敏感性逐渐下降，大多数患

者在病情好转后其脑脊液单核细胞结核杆菌抗原

转为阴性，持续阳性患者考虑与结核杆菌不断释放

有关。本研究 TBM 组有 7 例患者 ESAT⁃6 抗原阴性，

考虑与单核细胞内结核杆菌抗原被降解或清除、病

程较长、脑脊液阳性细胞少、标本保留或实验过程

存在失误等因素有关；对照组 1 例患者呈假阳性，其

原因为部分荧光素未与蛋白质结合形成聚合物和

衍化物而不能被去除、所用Ⅰ抗和Ⅱ抗孵育后清洗

不充分，或者由于患者存在结核杆菌潜伏期感染，

机体抵抗力较强，病程中未表现出明显的结核杆菌

感染症状。

采用 LSCM 技术对结果进行观察，以免疫荧光

双标法在 Cy5 标记 ESAT ⁃6 单克隆抗体的同时，以

DAPI 标记细胞核 DNA，CHS1 和 CHS2 通道图像重

叠可呈现 ESAT⁃6 阳性细胞胞核蓝色荧光、胞质红色

荧光的完整细胞结构，ESAT⁃6 阴性细胞仅胞核呈蓝

色荧光，对比鲜明，使细胞结构更加清晰，体现

LSCM 技术定位之优势。采用 LSCM 细胞 CT 技术，

以 0.60 μm 步进距离分别对脑脊液 ESAT⁃6 阳性细

胞及其他细胞进行断层扫描形成一系列连续光学

切片，细胞内部结构及空间关系清晰可见。除获得

二维图像，尚可将一系列光学切片数据合成三维图

像，从而观察细胞各层面和侧面之形态特征和立体

结构, 使对细胞的平面了解上升至立体水平。

综上所述，结核性脑膜炎患者脑脊液单核细胞

内存在 ESAT⁃6 抗原，该抗原检测阳性可为结核性脑

膜炎的早期诊断提供一定的依据且具特异性。与

传统光学显微镜相比，LSCM 技术分辨力和敏感性

明显提高，实现多重荧光同时观察、形成清晰断层

扫描和三维图像。
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