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摘　要　目的　观察 Ａｇ８５Ｂ抗原在诱导活动性结核患者细胞免疫应答中的作用。方法　选取 ６０例活动性结核患者，分离

其外周血单个核淋巴细胞（ＰＢＭＣ），加 Ａｇ８５Ｂ抗原刺激培养 ７２ｈ，ＥＬＩＳＡ法检测上清液中的 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－４及 ＩＬ－１０细胞

因子浓度，流式细胞术（ＦＣＭ）检测 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞内的细胞因子 ＩＦＮ－γ水平，定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＰＢＭＣ细胞转录

因子 Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３的表达。结果　检测活动性结核患者外周血单个核淋巴细胞（ＰＢＭＣ）培养上清液，Ａｇ８５Ｂ蛋白实验组 Ｔｈ１

型细胞因子 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２浓度明显高于结核菌素（ＰＰＤ）组（Ｐ＜０．０５），而 Ｔｈ２型细胞因子 ＩＬ－４、ＩＬ－１０水平与 ＰＰＤ组相比，差

异无统计学意义（Ｐ＞０．０５），以上两组细胞因子水平均明显高于空白对照组（Ｐ＜０．０５）。流式细胞法检测 ＣＤ４＋Ｔ胞内细胞因子

ＩＦＮ－γ水平，Ａｇ８５Ｂ蛋白实验组高于 ＰＰＤ组及空白对照组（Ｐ＜０．０５）。定量 ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测，Ｔ－ｂｅｔ水平 Ａｇ８５Ｂ组

高于 ＰＰＤ组（Ｐ＜０．０５），而 ＧＡＴＡ－３水平差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。结论　结核杆菌抗原 Ａｇ８５Ｂ可以通过上调 Ｔｈ１型转

录因子 Ｔ－ｂｅｔ诱导优势 Ｔｈ１型免疫反应，为结核病的预防及治疗提供理论基础。
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　　近年来，艾滋患者合并结核感染的高发（合并感
染率达３０％）、结核杆菌耐药菌株的流行，结核病是
严重的公共卫生问题，据 ２０１４年世界卫生组织
（ＷＨＯ）评估目前全球每年新发患者高达 ９００万，死
亡１５０万／年［１］

。另一方面，传统卡介苗不完全有效。

已证实 ＢＣＧ疫苗仅可预防婴幼儿肺外器官结核的发
生，对于预防成人或者婴幼儿肺结核效果不肯定

［２］
。

近１／３的世界人口潜在感染了结核分枝杆菌，而仅
５％ ～１０％的感染者发展为活动性结核病，是否发病
及发病后的转归主要取决于结核分枝杆菌毒力和机

体自身免疫两个方面
［３］
。清除结核杆菌的保护性免

疫应答主要依赖于细胞免疫，其中 ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌
的 ＩＦＮ－γ可活化巨噬细胞的杀菌功能，ＣＤ８＋ＣＴＬ可

·７７·
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有效杀伤感染结核杆菌细胞
［４］
。

结核病程发展中 Ｔｈ１型细胞免疫发挥重要作用，
Ｔｈ１型细胞免疫反应低下或 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡是活
动性结核病患者的免疫特征

［５］
。机体在清除结核分

枝杆菌感染中，ＣＤ４＋Ｔｈ１分泌的细胞因子 ＩＬ－２与
ＩＦＮ－γ起重要作用，尤其是 ＩＦＮ－γ。研究表明缺失
ＩＦＮ－γ受体的个体感染结核分枝杆菌更易发病，效
应性细胞因子 ＩＦＮ－γ可刺激活性氮介质（ＲＮＩｓ）的
产生而激活巨噬细胞清除结核杆菌的感染；而 Ｔｈ２型
细胞因子如 ＩＬ－４能抑制巨噬细胞的活化，与结核感
染的慢性化和复发相关

［６］
。抗原８５（Ａｇ８５）复合物是

结核分枝杆菌的主要分泌蛋白，可占分泌蛋白总量的

３０％ ～４０％，包括 Ａｇ８５Ａ、Ａｇ８５Ｂ和 Ａｇ８５Ｃ３个组分，
其中 Ａｇ８５Ｂ抗原性最强且在分泌蛋白中含量最
高

［７］
。本实验拟用 Ａｇ８５Ｂ蛋白作为抗原刺激活动性

结核患者的外周血单个核淋巴细胞（ＰＢＭＣ）并进行
培养，检测 Ａｇ８５Ｂ诱导细胞 Ｔｈ１／Ｔｈ２型免疫应答情
况，并进一步探讨其机制。

材料与方法

１．研究对象：选取活动性结核患者 ６０例，男性
３４例，女性２６例，患者年龄 ２５～５２岁，平均年龄 ３６
±１０岁，以上病例均来自上海交通大学附属第六人
民医院感染科，根据病史，临床症状、Ｘ线检查、病理
学、痰涂片和细菌培养以及体外酶联斑点实验（Ｔ－
ＳＰＯＴ）等辅助诊断，且后继抗结核治疗有效，排除其
他病原体感染，排除肿瘤等免疫相关性或免疫性疾

病，４个月内未用过激素及免疫抑制剂，均在抗结核
治疗前采血。

２．主 要仪器与 试 剂：Ａｇ８５Ｂ（３８ｋｄａＡｎｔｉｇｅｎ，
Ａｇ８５ｂ）购自美国 ＡｌｐｈａＤｉａｇｎｏｓｔｉｃＩｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ公司；
ＰＰＤ（ｐｕｒｉｆｉｅｄｐｒｏｔｅｉｎｄｅｒｉｖａｔｉｖｅ）购自中国药品生物制
品检定所（１毫克／支）；ＲＰＭＩ１６４０及胎牛血清购自美
国 Ｇｉｂｃｏ公司。人淋巴细胞分离液购自达科为生物
工程有限公司。ＥＬＩＳＡ试剂盒（ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－
１０、ＩＬ－４）均购自美国 ＲａｙＢｉｏｔｅｃｈ公司。荧光素
ＦＩＴＣ标记抗人 ＣＤ４抗体，ＰＥ标记抗人 ＩＦＮ－γ及同
型对照均购自 ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。反转录试剂盒
（ＲＲ０３７Ａ）及 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试剂盒（ＲＲ４２０Ａ）均购
自 ＴａＫａＲａ公司。兔单克隆抗体 Ｔ－ｂｅｔ和 ＧＡＴＡ－３
购于美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司。

３．方法：（１）外周血单核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）分离及培养无菌采集静脉血
２０ｍｌ，肝素抗凝，采用 Ｆｉｃｏｌｌ密度离心法分离外周血

中的单个核细胞，得到 ＰＢＭＣ用含 １０％胎牛血清
（ＦＢＳ）的 ＲＰＭＩ１６４０调成 １×１０６／ｍｌ浓度，然后接种
于６孔培养板上，每孔 ２ｍｌ，平均分为 ３组，分别按
１μｇ／ｍｌ加入 Ａｇ８５Ｂ蛋白，１μｇ／ｍｌ加入 ＰＰＤ蛋白，空
白组加入 ＰＢＳ，置于 ５％ＣＯ２、３７℃培养箱中孵育，培
养７２ｈ后检测各项指标（酶联免疫吸附法检测、流式
检测、定量 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法）。（２）ＰＢＭＣ细胞培
养上清液中细胞因子水平的检测：采用酶联免疫吸附

法（ＥＬＩＳＡ）检测。５％ＣＯ２、３７℃培养箱中培养 ７２ｈ
后，收集 ＰＢＭＣ细胞上清液；严格按 ＥＬＩＳＡ试剂盒的
说明书进行操作。以 Ａ值为纵坐标，以标准品浓度为
横坐标，绘制标准曲线。通过曲线根据 Ａ值计算出
ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２、ＩＬ－１０和 ＩＬ－４的浓度，检测结果以
皮克／毫升（ｐｇ／ｍｌ）表示。（３）ＣＤ４＋Ｔ细胞内细胞因
子检测：采用流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）检测，
收集培养 ７２ｈ的 ＰＢＭＣ细胞，用 ＰＢＳ洗涤 ２次后收
集，加入 ５μｌＡＰＣ－ＣＤ４抗体常温暗处孵育 ２０ｍｉｎ
后；加２～３ｍｌＰＢＳ洗液，５００ｇ离心 ５ｍｉｎ，弃上清，洗
涤２次，使用１００μｌ固定剂固定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤后加
破膜剂１００μｌ作用１０ｍｉｎ，破膜剂作用后直接加 ＰＥ－
ＩＦＮ－γ抗体 ５μｌ，室温暗处孵育 ３０ｍｉｎ；加 ２～３ｍｌ
ＰＢＳ洗液，５００ｇ离心５ｍｉｎ，弃上清，洗涤 ２次，用 ＰＢＳ
重悬至 ５００μｌ，上机检测细胞荧光强度。（４）定量
ＰＣＲ检测 ＰＢＭＣ内 Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３表达水平：细胞
总 ＲＮＡ抽提和反转录，ｒｅａｌ－ｔｉｍｅＰＣＲ检测两组患者
外周淋巴细胞 Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３表达，引物序列为 Ｔ
－ｂｅｔ上游引物：５′－ＧＴＧＣＴＣＣＡＧＴＣＣＣＴＣＣＡＴＡ－３′，
下游引物：５′－ＧＴＡＧＧＣＡＧＴＣＡＣＧＧＣＡＡＴＧ－３′；引物
序列 ＧＡＴＡ－３上游引物：５′－ＧＣＴＡＡＡＣＧＡＣＣＣＣＴＣ
ＣＡＡＧ －３′，下游引物：５′－ＧＧＡＡＧＣＡＡＡＧＧＴＧＡＧ
ＣＡＡＡ －３′；３－磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）上游引
物：５′－ＡＴＧＧＧＧＡＡＧＧＴＧＡＡＧＧＴＣＧ－３′，下游引物：
５′－ＧＧＧＧＴＣＡＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡＡＴＡ－３′。反应条
件：预变性９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，４０个循环；每
次在延伸阶段读取吸光值。各组细胞表达的 Ｔ－ｂｅｔ、
ＧＡＴＡ－３水平以 ２－ΔΔＣｔ值表示。（５）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法
检测 ＰＢＭＣ内 Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３蛋白水平：制备培养
细胞蛋白样品，ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳后转膜至硝酸纤维
素 ＮＣ膜上，取出漂洗过的印迹膜，放入５％脱脂牛奶
中封闭１ｈ，向封闭后的印迹膜加入稀释后的一抗 Ｔ－
ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３（１∶１０００），４℃孵育过夜。第２天洗涤
缓冲液洗膜后，封 ＨＲＰ标记的羊抗兔二抗（１∶５０００），
４℃孵育 ２ｈ，洗膜后 ＥＣＬ化学发光法检测，将膜置于
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暗匣中，在暗室内形成明显的肉眼可见的化学发光

带，利用胶片感光，将结果记录下来，后用 Ｇｅｌ－Ｐｒｏ
Ａｎａｌｙｚｅｒ软件定量分析结果。

４．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进
行统计分析，数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，样本
均数间的比较采用两独立样本的 ｔ检验，以 Ｐ＜０．０５
为差异有统计学意义。

结　　果
１．ＰＢＭＣ细胞培养上清液中细胞因子水平的检

测：为了解 Ａｇ８５Ｂ抗原刺激对活动性结核患者外周
血单个核细胞 Ｔｈ１和 Ｔｈ２型细胞因子分泌水平的影
响，收集 ＰＢＭＣ细胞培养上清液，采用 ＥＬＩＳＡ法进行
检测 （图 １）。结果提示和空白对照组相比，Ａｇ８５Ｂ
组及 ＰＰＤ组上清液中 ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－２浓度均显著
升高（Ｐ＜０．０５）；Ａｇ８５Ｂ组 ＩＦＮ－γ和 ＩＬ－２浓度
（１７１９．３６±９９．４１，３７１．１５±３３．８６）较 ＰＰＤ组（１２２１８８
±９０．０５，２２３．０７±２１．８６）明显升高（Ｐ＜００１）；Ａｇ８５Ｂ
组及 ＰＰＤ组上清液 ＩＬ－１０和 ＩＬ－４浓度和空白对照
组相比均有升高，且差异具有统计学意义 （Ｐ＜
０．０５）；ＩＬ－４和 ＩＬ－１０浓度 Ａｇ８５Ｂ组和 ＰＰＤ组相比
差异无统计学意义（１７６．５４±１４．５５，９５．８４±１４．６３；
１６３．０３±１５．９２，９０．９５±１１．０６；Ｐ＞０．０５），提示
Ａｇ８５Ｂ抗原优势诱导活动性结核患者 Ｔｈ１型细胞免

疫反应。

２．ＣＤ４＋Ｔ细胞内细胞因子分析：本试验采用流
式细胞仪对细胞进行 ＣＤ４和 ＩＦＮ－γ双标检测，测定
Ａｇ８５Ｂ抗原刺激对 ＣＤ４＋Ｔ细胞中 ＩＦＮ－γ分泌量的
影响，发现 Ａｇ８５Ｂ组外周淋巴细胞中 ＩＦＮ－γ＋ＣＤ４＋

Ｔ细胞比例（２．２０％ ±０．６５％），较 ＰＰＤ组（１．５０％ ±
０４６％）和空白对照组（１．００％ ±０．５７％）显著增加
（Ｐ＜０．０５），提示 Ａｇ８５Ｂ抗原刺激可增强活动性结核
患者 ＩＦＮ－γ＋ＣＤ４＋Ｔ细胞比例（图２）。

３．ＲＴ－ＰＣＲ检测经不同处理的活动性结核患者
ＰＢＭＣ中 Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ的表达水
平：为探讨 Ａｇ８５Ｂ抗原刺激活动性结核患者外周
Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞反应的机制，本实验通过定量 ＰＣＲ法
检测外周 ＰＢＭＣＴ－ｂｅｔｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ表达
水平，结果显示 Ａｇ８５Ｂ组 ＰＢＭＣ中 Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡ的
表达为２．３６±０．５７，较 ＰＰＤ组（１．４３±０．２１）和空白
对照组（０．８６±０．１２）显著增加，且差异有统计学意
义（Ｐ＜０．０５）（图 ３）。Ａｇ８５Ｂ组（１．５６±０．１２）和
ＰＰＤ组（１．３１±０．１６）中 ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ的表达为
较空白对照组（０．８６±０．１１）显著增加，且差异有统
计学意义（Ｐ＜０．０５）；而 Ａｇ８５Ｂ组和 ＰＰＤ组相比差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５，图３）。

图 １　ＰＢＭＣ培养上清液中的细胞因子水平
Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１
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图 ２　ＣＤ４＋Ｔ细胞内 ＩＦＮ－γ表达水平
Ｐ＜０．０５　

图 ３　Ｔ－ｂｅｔｍＲＮＡ、ＧＡＴＡ－３ｍＲＮＡ的表达水平
Ｐ＜０．０５

　

　　４．Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３表达水
平：为探讨 Ａｇ８５Ｂ抗原刺激活动性结核患者外周
Ｔｈ１／Ｔｈ２细胞反应的机制，本实验通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
法检测外周 ＰＢＭＣＴ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３表达水平，结果
显示 Ａｇ８５Ｂ组 ＰＢＭＣ中 Ｔ－ｂｅｔ的表达较 ＰＰＤ组和
空白对照组显著增加，且差异有统计学意义（Ｐ＜
００５）。Ａｇ８５Ｂ组和 ＰＰＤ组 ＰＢＭＣ中 ＧＡＴＡ－３的表
达较空白对照组显著增加，且差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５，图４）；而 Ａｇ８５Ｂ组与 ＰＰＤ组相比差异无统
计学意义（Ｐ＞０．０５），与上述结果相一致。

讨　　论
据世界卫生组织评估，目前我国结核病年发病人

数约为１３０万，占全球发病人数的 １４％，居全球第 ２
位

［１］
。近１／３的世界人口潜在感染了结核分枝杆菌，

而仅５％ ～１０％的感染者发展为活动性结核病，特异
性细胞免疫应答是机体抵抗结核分枝杆菌的最重要

的保护性免疫因素
［３］
。ＭＴＢ耐药菌株的流行、ＨＩＶ

和 ＭＴＢ合并感染以及化疗药物对细胞内持留菌杀灭
作用降低而致疗程较长，使得结核病免疫治疗的研究

日益受到重视
［１］
。

结核分枝杆菌感染可引起机体产生免疫应答，依

据分泌的细胞因子谱可将 Ｔｈ细胞分为 Ｔｈ１、Ｔｈ２两
个亚群；Ｔｈ１细胞分泌 ＩＬ－２、ＩＦＮ－γ和 ＩＦＮ－α等，
激活巨噬细胞和细胞毒性 Ｔ细胞（ＣＴＬ），Ｔｈ２细胞分
泌 ＩＬ－４、ＩＬ－１０等，参与抗体形成［８］

。虽然机体感

染结合分枝杆菌后，可产生特异性抗体，但其对机体

的免疫保护作用机制尚不明确。ＣＤ４＋Ｔ细胞和 ＣＴＬ
等淋巴细胞及 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２等 Ｔｈ１型细胞因子是抗
结核杆菌感染保护性免疫应答的重要组成部分

［４］
。

Ｈｕｔｃｈｉｎｓｏｎ等［９］
研究显示 ＣＤ４基因缺陷小鼠对结核

分枝杆菌感染早期抵抗力显著降低，表明 ＣＤ４＋Ｔ细
胞免疫在抗结核免疫中的关键作用，以 ＣＤ４＋Ｔ数量
减少及功能异常为特征的艾滋患者对结核杆菌高度

易感也证明了这点。Ｔｈ１型细胞因子 ＩＦＮ－γ能够促
进巨噬细胞对抗原的递呈及自身活化，并通过诱导如

一氧化氮（ＮＯ）等增强其杀菌能力而加强细胞免疫应
答，同时 ＩＦＮ－γ还可抑制富含 Ｔｈ２和嗜酸粒细胞的
炎性反应

［６］
。另有研究表明缺失 ＩＦＮ－γ受体的个

体容易罹患严重的结核分枝杆菌感染，若给该受体基

因缺陷的幼儿接种卡介苗甚至可引起致死性感染
［１０］
。

而 Ｔｈ２型细胞因子如 ＩＬ－４能抑制巨噬细胞的活化，
降低结核患者的细胞免疫力，促进了感染的慢性化及
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图 ４　Ｔ－ｂｅｔ、ＧＡＴＡ－３蛋白的表达水平
Ｐ＜０．０５　

复发，其水平与结核杆菌感染的转归呈负相关
［１１］
。

研究发现，活动性结核病患者体内保护性免疫应

答水平降低，表现为免疫应答倾向于 Ｔｈ２水平，Ｔｈ１
型细胞免疫反应低下或 Ｔｈ１／Ｔｈ２免疫失衡，ＩＦＮ－γ
产生减少，ＩＬ－４产生增加，Ｔｈ１／Ｔｈ２型免疫应答在结
核病的发生、发展和控制方面起着非常重要的作用，

从某种意义上可以认为结核病是机体感染 ＭＴＢ后产
生的免疫紊乱性疾病

［１２］
。因此，若能纠正机体免疫

偏差，激发抗结核分枝杆菌的保护性免疫应答则有利

于机体清除病原菌达到治疗目的。

结核分枝杆菌的蛋白可分为 ３种：分泌蛋白、细
胞壁蛋白和细菌裂解释放出的细胞质蛋白。抗原 ８５
复合物的 Ａｇ８５Ａ、Ａｇ８５Ｂ和 Ａｇ８５Ｃ３个组分虽然由 ３
种同源的蛋白质组成，但是由不同基因、不同启动子、

不同转录单位表达出不同功能的 ３种蛋白抗原。
Ａｇ８５Ｂ蛋白是结核杆菌主要分泌蛋白 Ａｇ８５复合物中
的组分之一，Ｃｏｍｍａｎｄｅｕｒ等［１３］

发现 Ａｇ８５Ｂ能被 Ｔ细
胞表位识别，并能诱导产生特异性免疫保护。Ａｇ８５Ｂ
在 ＭＴＢ细胞壁合成的晚期起决定作用，细胞壁不但
对于结核分枝杆菌的形态、染色性、抵抗力代谢活性

等生物学特性具有重要影响，更是决定了结核分枝杆

菌的抗原性
［７］
。蛋白 Ａｇ８５Ｂ在结核分枝杆菌分泌蛋

白中含量最高且抗原性最强，本研究旨在观察 Ａｇ８５Ｂ
抗原诱导增强活动性结核患者 Ｔｈ１型细胞免疫及并
探讨其机制。

笔者用抗原 Ａｇ８５Ｂ、ＰＰＤ刺激活动性结核患者外
周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），酶联免疫吸附法检测 ＰＢ
ＭＣ培养上清液，结果显示 Ａｇ８５Ｂ蛋白实验组 Ｔｈ１型
细胞因子 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－２浓度明显高于结核菌素
（ＰＰＤ）组（Ｐ＜０．０５），而 Ｔｈ２型细胞因子 ＩＬ－４、ＩＬ－
１０水平与 ＰＰＤ组相比，差异不具有统计学意义（Ｐ＞
０．０５），以上两组细胞因子水平均明显高于空白对照
组（Ｐ＜０．０５）。上述结果提示 Ａｇ８５Ｂ蛋白实验组和

ＰＰＤ组均可增强活动性结核患者的 Ｔｈ１及 Ｔｈ２型细
胞免疫功能，相比较来说，实验组 Ａｇ８５Ｂ蛋白更能优
势诱导增强 Ｔｈ１型细胞免疫反应。同时笔者利用流
式细胞仪检测各组分泌细胞因子 ＩＦＮ－γ的 ＣＤ４＋Ｔ
细胞，结果提示 Ａｇ８５Ｂ实验组外周淋巴细胞分泌 ＩＦＮ
－γ的 ＣＤ４＋Ｔ比例高于 ＰＰＤ对照组及正常对照组
（Ｐ＜０．０５），说明相较于 ＰＰＤ组，Ａｇ８５Ｂ抗原诱导活
动性结核患者 Ｔｈ１型细胞免疫能力更强。以上提示
Ａｇ８５Ｂ能诱导产生特异性免疫保护，与 Ｈｕｓａｉｎ等［１４］

研

究结果相一致，他们也认为一般的抗原（如 ＢＣＧ、热休
克蛋白６５（ＨＳＰ６５）等）相比，Ａｇ８５Ｂ蛋白更能增强膀胱
癌患者的细胞免疫功能，抑制膀胱肿瘤细胞生长。

不同的转录因子诱导不同类型细胞的转录及相

关细胞因子的分泌，Ｔ－ｂｅｔ是调控Ｔｈ１型细胞极化的
特征性转录因子，它可激活 ＩＦＮ－γ基因，促进染色
质重排；可促进 Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ１细胞方向极化，还可
以诱导已经分化的 Ｔｈ２细胞向 Ｔｈ１细胞方向转
化

［１５］
。ＧＡＴＡ－３是锌指蛋白 ＧＡＴＡ家族成员，几乎

所有的 Ｔｈ２型细胞因子的启动子区均存在 ＧＡＴＡ－３
的结合位点，说明 ＧＡＴＡ－３在 Ｔｈ２型细胞分化中的
主导作用

［１６］
。为了进一步探讨 Ａｇ８５Ｂ抗原诱导增强

特异性 Ｔｈ１型细胞免疫反应的机制，笔者采用定量
ＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测外周 ＰＢＭＣ内 Ｔ－ｂｅｔ、
ＧＡＴＡ－３表达水平，结果显示 Ａｇ８５Ｂ实验组 Ｔ－ｂｅｔ
水平高于 ＰＰＤ组及正常对照组，而外周 ＰＢＭＣＧＡＴＡ
－３水平实验组和 ＰＰＤ组相比较差异没有统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。进一步说明结核分枝杆菌抗原
Ａｇ８５Ｂ相较于 ＰＰＤ能够通过上调 Ｔｈ１型转录因子 Ｔ
－ｂｅｔ而优势诱导活动性结核患者 ＰＢＭＣ的 Ｔｈ１型细
胞免疫，这为纠正结核病患者免疫偏差的免疫治疗提

供了一定的思路及理论依据。
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１０　朱春芳，葛红山，陈华，等．两种不同胚胎培养模式对体外胚胎发
育和妊娠结局的影响［Ｊ］．生殖与避孕，２０１５，３５（１）：５７－６１
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ＧｙｎｅｃｏｌＳｕｒｖ，２０１５，７０（１）：４５－５７

１２　ＤａｎｉｌｅｎｋｏＫＶ，ＳｅｒｇｅｅｖａＯＹ．Ｉｍｍｅｄｉａｔｅｅｆｆｅｃｔｏｆｂｌｕｅ－ｅｎｈａｎｃｅｄ
ｌｉｇｈｔｏｎｒｅｐｒｏｄｕｃｔｉｖｅｈｏｒｍｏｎｅｓｉｎｗｏｍｅｎ［Ｊ］．ＮｅｕｒｏＥｎｄｏｃｒｉｎｏｌＬｅｔｔ，
２０１５，３６（１）：８４－９０

１３　ＤｒａｇｏｊｅｖｉｃＤｉｋｉｃＳ，ＪｏｖａｎｏｖｉｃＡＭ，ＤｉｋｉｃＳ，ｅｔａｌ．Ｍｅｌａｔｏｎｉｎ：ａ″Ｈｉｇｇｓ
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ｗｏｍｅｎ［Ｊ］．ＥｎｄｏｋｒｙｎｏｌＰｏｌ，２０１３，６４（２）：１１４－１２０

１５　ＲｕｄｉｃｋＢ，ＩｎｇｌｅｓＳ，ＣｈｕｎｇＫ，ｅｔａｌ．Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｖｉ
ｔａｍｉｎＤｌｅｖｅｌｓｏｎＩＶＦｏｕｔｃｏｍｅｓ［Ｊ］．ＨｕｍＲｅｐｒｏｄ，２０１２，２７（１１）：
３３２１－３３２７

１６　ＣａｎｄｉａｎｉＳ，ＡｕｇｅｌｌｏＡ，ＯｌｉｖｅｒｉＤ，ｅｔａｌ．Ｉｍｍｕｎｏｃｙｔｏｃｈｅｍｉｃａｌｌｏｃａｌｉｚａ
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１７　ＭａｒｔｉｎｅｚＭＣ，ＲｕｉｚＦＪ，Ｇａｒｃíａ－ＶｅｌａｓｃｏＪＡ，ｅｔａｌ．ＧｎＲＨ－ａｇｏｎｉｓｔ
ｔｒｉｇｇｅｒｉｎｇｔｏａｖｏｉｄｏｖａｒｉａｎｈｙｐｅｒｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｓｙｎｄｒｏｍｅ：ａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅ
ｅｖｉｄｅｎｃｅ［Ｊ］．ＣｕｒｒＤｒｕｇＴａｒｇｅｔｓ，２０１３，１４（８）：８４３－８４９
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（收稿日期：２０１５－０８－１８）
（修回日期：２０１５－０９－１０）
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