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产生淋巴因子的实验研究
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　　摘　要：目的　观察结核分枝杆菌早期分泌靶抗原（ＥＳＡＴ６）对γδＴ细胞产生淋巴因子的影响，并对其信号转导机制进行初

步探讨。方法　使用Ｆｉｃｏｌｌ密度梯度离心法分离健康人外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ），用流式细胞术分选纯化γδＴ细胞；Ｔｏｌｌ样受

体４（ＴＬＲ４）特异性抑制剂Ｅ５５６４处理γδＴ细胞以抑制 ＴＬＲ４的功能，并用蛋白质免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）及逆转录ＰＣＲ

（ＲＴＰＣＲ）法检测γδＴ细胞ＴＬＲ４蛋白及ｍＲＮＡ的表达，以不加任何刺激因子的γδＴ细胞作空白对照，用（ＥＳＡＴ６）刺激γδＴ

细胞，并在第０、１、３、６、９和１２ｄ取细胞上清液，用酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒检测ＩＬ１７、肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）及干扰

素γ（ＩＦＮγ）的分泌水平。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＰＣＲ结果显示ＥＳＡＴ６能显著提高γδＴ细胞ＴＬＲ４基因的转录与蛋白的表达

（犘＜０．０１）；ＥＳＡＴ６能显著提高γδＴ细胞ＩＬ１７、ＴＮＦα、ＩＦＮγ的表达（犘＜０．０１），而ＴＬＲ４特异性抑制剂Ｅ５５６４能显著的抑制

ＥＳＡＴ６所致的γδＴ细胞ＩＬ１７、ＴＮＦα、ＩＦＮγ淋巴因子的增加（犘＜０．０１）。结论　ＥＳＡＴ６能显著上调γδＴ细胞ＩＬ１７、ＴＮＦα

及ＩＦＮγ的表达，其增强γδＴ细胞ＩＬ１７、ＴＮＦα及ＩＦＮγ表达的信号转导机制可能与ＴＬＲ４信号通路有关。
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犓犲狔狑狅狉犱狊：ＥＳＡＴ６；ＴＬＲ４；γδＴｃｅｌｌｓ；ｃｅｌｌｕｌａｒｉｍｍｕｎｉｔｙ

　　近年来大量研究显示，γδＴ细胞在机体抗结核免疫中起重

要作用，除可以直接杀死结核杆菌外，还可通过分泌多种淋巴

因子直接或间接参与抗结核的免疫应答，以及促进巨噬细胞等

其他免疫细胞的抗结核免疫反应［１］，γδＴ细胞产生淋巴因子受

多种刺激因素的影响。结核分枝杆菌早期分泌靶抗原（ｅａｒｌｙ

ｓｅｃｒｅｔｅｄａｎｔｉｇｅｎｉｃｔａｒｇｅｔ６，ＥＳＡＴ６）是由结核分枝杆菌在早期

感染阶段产生的分泌蛋白，具有极强的特异性，存在于致病性

结核分枝杆菌中，ＥＳＡＴ６具有Ｔ细胞抗原决定簇，有较强的

免疫原性及免疫反应性，有极强的抗原特异性，能激活γδＴ细

胞的功能［２３］。为了研究ＥＳＡＴ６对γδＴ细胞ＩＬ１７、肿瘤坏死

因子α（ＴＮＦα）、干扰素γ（ＩＦＮγ）淋巴因子表达的影响，本研

究采用ＥＳＡＴ６刺激γδＴ 细胞，并通过探讨 Ｔｏｌｌ样受体４

（ＴＬＲ４）通路对ＥＳＡＴ６刺激γδＴ细胞ＩＬ１７、ＴＮＦα、ＩＦＮγ

的表达的影响，从细胞内信号的角度更深入的解析ＥＳＡＴ６刺

激γδＴ细胞产生淋巴因子的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料　ＥＳＡＴ６抗原、ＴＬＲ４受体特异性抑制剂Ｅ５５６４

购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＴｒｉｚｏｌＲＮＡ提取试剂盒、ＴａｑＤＮＡ聚合

酶、ｄＮＴＰ、ＤＮＡ ＭａｒｋｅｒＤＬ１０００等ＰＣＲ试剂及 ＴＬＲ４引物

购自大连宝生物Ｔａｋａｒａ公司，蛋白免疫印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）

配胶试剂盒购自碧云天生物技术研究所，蛋白裂解液购自南京

凯基生物科技发展有限公司，淋巴细胞分离液购自中国医学科

学院生物工程研究所，ＩＬ２购自Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ公司，异硫氰酸荧

光素（ＦＩＴＣ）标记的抗人γδＴＴＣＲ受抗、ＦＩＴＣ标记的鼠抗

ＩｇＧ１Ｋ同性空白对照受体购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司，ＴＮＦα、

ＩＦＮγ、ＩＬ１７酶联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国Ｓｉｇ
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ｍａ公司，ＴＬＲ４抗体购自美国 Ａｂｃａｍ公司，βａｃｔｉｎ内参购自

北京四正柏生物有限公司，ＲＰＭＩ１６４０干粉、胎牛血清购自美

国Ｇｉｂｃｏ公司，流式细胞仪（ＦＣＭ）购自美国ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ

公司。

１．２　方法

１．２．１　外周血单个核细胞的制备　抽取健康志愿者血液４０

ｍＬ（肝素抗凝），与 Ｈａｎｋ′ｓ液４０ｍＬ混匀后，取消毒灭菌的５０

ｍＬ离心管２只，加入２０ｍＬ淋巴细胞分离液，将混匀的血液

缓慢加入淋巴细胞分离液上面，注意保持分界面清晰。以

２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，吸取第二层环状乳白色淋巴细胞层，

将吸取细胞加入５ｍＬ无血清 ＲＰＭＩ１６４０培养基中，以８００

ｒ／ｍｉｎ，离心洗涤１０ｍｉｎ，然后加入５ｍＬ磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ），

以８００ｒ／ｍｉｎ离心洗涤，每次１０ｍｉｎ，所得白色细胞沉淀即为

外周血单个核细胞，将所得的单个核淋巴细胞转入６孔板中，

加入２ｍＬ含有１０％胎牛血清、１００Ｕ／ｍＬ双抗的ＲＰＭＩ１６４０

培养液，放置于５％、３７℃恒温培养箱中培养。

１．２．２　γδＴ细胞分离纯化及培养　将所得的ＰＢＭＣ培养３ｄ

后，用 ＰＢＳ调整细胞浓度至１×１０８／ｍＬ，加入 Ａｎｔｉｈｕｍａｎ

ｇａｍｍａｄｅｌｔａＴＣＲＦＩＴＣ荧光抗体，以 ＭｏｕｓｅＩｇＧ１ＫＩｓｏｔｙｐｅ

ＣｏｎｔｒｏｌＦＩＴＣ荧光抗体为同型阴性对照，在３７℃、５％ ＣＯ２ 恒

温培养箱中孵育１ｈ，用ＦＣＭ 分离纯化γδＴ细胞，并用 ＲＰ

ＭＩ１６４０完全培养基调整细胞浓度至１×１０５／ｍＬ，备用。

１．２．３　实验分组　将分离纯化的γδＴ细胞培养于６孔板中，

每孔中加入１ｍＬ培养液，分为不加任何刺激因子的空白对照

组、ＥＳＡＴ６（１０μｇ／ｍＬ）处理组、Ｅ５５６４（１０μｍｏｌ／ｍＬ）处理组、

ＥＳＡＴ６（１０μｇ／ｍＬ）＋Ｅ５５６４（１０μｍｏｌ／ｍＬ）处理组，实验药物

浓度参考文献［４］，每次设置３个复孔，重复３次。用 ＲＰ

ＭＩ１６４０完全培养基调整每孔的培养液至每孔２ｍＬ，并在每孔

中加入ＩＬ２（２００Ｕ／ｍＬ）及唑来膦酸（３００ｐｇ／ｍＬ）刺激培养

γδＴ细胞，将细胞置于３７℃、５％ ＣＯ２ 恒温培养箱中，每２天

换１次液，并继续用同等浓度的刺激因子刺激培养，分别在第

１、３、６、９、１２天用ＥＬＩＳＡ法检测上清培养液中ＴＮＦα、ＩＦＮγ、

ＩＬ１７的含量，并在第１２天后用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测

ＴＬＲ４基因转录水平，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各实验组ＴＬＲ４

蛋白的表达变化。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的含量　加入各

刺激因子后，分别在第１、３、６、９、１２天使用ＥＬＩＳＡ法检测各实

验组上清液中ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的含量。取需要检测的实

验组培养液及各浓度标准液１００μＬ包被９６孔酶标板，空白对

照组加入１００μＬ蒸馏水，在各孔中加入５０μＬ的酶标记溶液

（不含空白对照孔），３７℃孵育反应１ｈ，然后加入显色剂 Ａ、Ｂ

液各１００μＬ，２５℃下避光反应１５ｍｉｎ，再加入５０μＬ的终止液

终止显色，并于酶标仪４５０ｎｍ处测量各孔的吸光度值，根据标

准曲线查找出相应浓度，并计算出实际的ＴＦＮα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７

浓度值。

１．２．５　ＲＴＰＣＲ检测ＴＬＲ４基因转录　将各处理组的γδＴ

细胞用Ｔｒｉｚｏｌ法提取总ＲＮＡ，参照Ｔａｋａｒａ逆转录说明书获得

ｃＤＮＡ，以两步法进行ＲＴＰＣＲ扩增，按照ＰＣＲ说明书配制反

应液。设置９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ、５８℃退火（内

参５９℃退火）３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ（内参延伸５０ｓ），３５个循环

（内参３０个循环）；７２℃延伸５ｍｉｎ，即得ＰＣＲ扩增产物，以

３％的琼脂糖电泳，用凝胶成像仪扫描成像。ＰＣＲ引物如下，

ＴＬＲ４正向引物：５′ＡＴＣＴＣＡＧＣＡＡＡＡＴＣＣＣＴＣＡＴ３′，

反向引物：５′ＡＡＴＣＣＡＧＣＡＡＡＡＴＣＣＣＴＣＡＴ３′，βａｃｔｉｎ

正向引物：５′ＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＧＡＡＡ３′，反向引

物：５′ＡＡＧＧＡＡＧＧＣＴＧＧＡＡＧＡＧＴＧＣ３′。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＴＬＲ４蛋白　将需要检测处理的

γδＴ细胞提取总蛋白后，用ＢＣＡ法检测蛋白浓度，加入上样缓

冲液，用蛋白裂解液调整各实验组蛋白浓度至５μｇ／μＬ，并在

沸水中加热１０ｍｉｎ。配制８％的分离胶及浓缩胶，每孔加入

４０μｇ蛋白样品，然后电泳、切胶，并用ＰＶＤＦ膜转膜，用ＰＢＳＴ

配制的５％脱脂奶粉封闭１ｈ，再用５％脱脂奶粉按照１∶１０００

（βａｃｔｉｎ内参１∶３０００）稀释兔抗人 ＴＬＲ４一抗４℃过夜封

闭，次日用ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，用５％脱脂奶粉按照

１∶５０００稀释加辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二抗，室温孵

育１ｈ，再用ＰＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，然后用ＥＣＬ作为发

光试剂显影成像并拍照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，样本均数的两两比较采用狋检验，以犘＜

０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＰＣＲ检测γδＴ细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的转录　经加入不同

的刺激因子处理γδＴ细胞，１２ｄ后用ＰＣＲ法检测γδＴ细胞

ＴＬＲ４的基因转录，ＰＣＲ结果显示，ＥＳＡＴ６组ＴＬＲ４的基因

转录较空白对照组显著增强（犘＜０．０１）；Ｅ５５６４处理组ＴＬＲ４

的基因转录水平较空白对照组差异无统计学意义（犘＞０．０５），与

ＥＳＡＴ６组相比，ＴＬＲ４基因转录水平显著下调（犘＜０．０１）；ＥＳ

ＡＴ６＋５５６４组，ＴＬＲ４基因的转录水平较空白对照组增加，差

异有统计学意义（犘＜０．０５），较ＥＳＡＴ６组ＴＬＲ４基因的转录

水平显著下调，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见图１。

　　１：空白对照组；２：ＥＳＡＴ６组；３：Ｅ５５６４组；４：ＥＳＡＴ６＋Ｅ５５６４组。

图１　　ＰＣＲ检测ＴＬＲ４蛋白基因的表达

２．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测γδＴ细胞ＴＬＲ４蛋白表达　经不同处

理后，各组γδＴ细胞培养１２ｄ后，用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测γδＴ

细胞ＴＬＲ４蛋白的变化，ＥＳＡＴ６组ＴＬＲ４蛋白的表达较其

余各组明显增强（犘＜０．０１）；ＥＳＡＴ６＋Ｅ５５６４组ＴＬＲ４蛋白

的表达较空白对照组增强，差异有统计学意义（犘＜０．０５）；

Ｅ５５６４组较空白对照组ＴＬＲ４蛋白的表达差异无统计学意义

（犘＞０．０５），见图２。

　　１：空白对照组；２：ＥＳＡＴ６组；３：Ｅ５５６４组；４：ＥＳＡＴ６＋Ｅ５５６４组。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４蛋白的表达

２．３　各实验组淋巴因子ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的检测　各实

验组经不同的处理培养后，分别在第０、１、３、６、９、１２天用

ＥＬＩＳＡ法检测各组培养液中ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的含量。

２．３．１　ＴＮＦα的浓度检测　ＥＬＩＳＡ 结果显示，ＥＳＡＴ６组

ＴＮＦα的含量在前６ｄ随着培养时间呈上升趋势，且各时间点

较其余各组显著增加（犘＜０．０１），但在培养第６天后ＴＮＦα的

表达呈下降趋势；ＥＳＡＴ６＋Ｅ５５６４组 ＴＮＦα含量较ＥＳＡＴ６

组显著下降（犘＜０．０１），但是仍较空白对照组增加，差异有统
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计学意义（犘＜０．０５）；在第９天后ＴＮＦα的表达上升不明显

（犘＞０．０５），见图３。

图３　　ＴＮＦα在不同时间点的含量变化

２．３．２　ＩＦＮγ的表达检测　ＥＬＩＳＡ 结果显示，ＥＳＡＴ６组

ＩＦＮγ在各时间点的含量较其余各组显著增强（犘＜０．０１），

ＥＳＡＴ６＋Ｅ５５６４组ＩＦＮγ表达较 ＥＳＡＴ６组显著下降（犘＜

０．０１），较空白对照组增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

图４。

图４　　ＩＦＮγ在不同时间点的含量变化

２．３．３　ＩＬ１７的浓度的检测　ＥＬＩＳＡ结果显示，ＥＳＡＴ６组

ＩＬ１７各时间点的表达较其余各组显著增强（犘＜０．０１），ＥＳ

ＡＴ６＋Ｅ５５６４组ＩＬ１７表达较 ＥＳＡＴ６组显著下降（犘＜

０．０１），较空白对照组增加，差异有统计学意义（犘＜０．０５），见

图５。

图５　　ＩＬ１７在不同时间点的含量表达

３　讨　　论

γδＴ细胞是ＣＤ４
＋、ＣＤ８＋双阴性细胞，其抗原的处理和提

呈不受组织相容性复合体限制，作用介于固有免疫和适应性免

疫之间［５］，在机体抗结核、抗感染、自身免疫性疾病以及抗肿瘤

中发挥着重要的作用。ＥＳＡＴ６是由结核分枝杆菌在早期感

染阶段产生的分泌蛋白，具有极强的特异性，存在于致病性结

核分枝杆菌中，不存在于卡介苗及非致病性结核杆菌中，ＥＳ

ＡＴ６具有Ｔ细胞抗原决定簇，与培养滤液蛋白１０（ｃｕｌｔｕｒｅｆｉｌ

ｔｒａｔｅｐｒｏｔｅｉｎ１０，ＣＦＰ１０）在体内以１∶１二聚体的形式发挥作

用［２，６７］，有极强的免疫原性及抗原特异性，能特异性的激活

γδＴ细胞的功能。

ＩＬ１７、ＩＦＮγ、ＴＮＦα具有多种生物学效应，与机体防御、

自身免疫性疾病、肿瘤有着密切的联系，在保持细胞免疫及免

疫记忆中具有重要作用。ＩＬ１７不仅在机体病变部位将中性

粒细胞诱导至炎症部位而发挥生物学效应［８９］，还能促进中性

粒细胞增殖及分泌炎症因子；本实验通过 ＥＳＡＴ６刺激γδＴ

细胞，可发现ＥＳＡＴ６能显著提高γδＴ细胞ＩＬ１７的表达，这

也从一方面解释了结核患者血液中ＩＬ１７较正常人明显增高

的原因［４，１０］，而在用结核分枝杆菌感染小鼠的模型中，γδＴ细

胞是产生ＩＬ１７的主要细胞，并不是 ＣＤ４＋Ｔ 淋巴细胞
［１１］。

ＩＦＮγ能显著活化巨噬细胞，增强巨噬细胞对结核杆菌的抑制

及杀伤作用［１２］，γδＴ细胞属于在感染早期提供ＩＦＮγ来源的

免疫细胞［１３］，本研究显示γδＴ细胞经ＥＳＡＴ６刺激后能迅速

产生大量的ＩＦＮγ。在结核病的发病过程中，ＴＮＦα在诱导炎

症细胞因子的保护性免疫反应中发挥重要作用，对机体的抗感

染起到一定的保护作用；本研究在实验早期观察到ＥＳＡＴ６能

刺激γδＴ细胞迅速产生ＴＮＦα，同时也观察到ＴＮＦα在第９

天后ＴＮＦα的含量呈下降趋势，可能的原因是ＴＮＦα达到一

定的浓度时，γδＴ细胞可通过分泌其他的负性免疫调节因子控

制免疫水平，避免机体对结核等产生过激的免疫反应。

ＴＬＲ４是介导内毒素及脂多糖的重要受体，主要表达于

单核细胞、巨噬细胞、淋巴细胞等细胞表面，能识别结核分枝杆

菌的相关成分，激活免疫系统，导致炎症介质的释放［１４１５］。本

研究使用ＥＳＡＴ６刺激γδＴ细胞后，γδＴ细胞ＴＬＲ４在基因

转录及蛋白表达上显著上调，同时也观察到细胞培养液中

ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的含量也显著增加；而Ｅ５５６４＋ＥＳＡＴ６

组尽管ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７在上清液中的含量较ＥＳＡＴ６组

明显下降，但是仍然较空白对照组及只加入ＴＬＲ４特异性抑

制剂Ｅ５５６４组ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７的含量增加，差异有统计

学意义，这也提示ＥＳＡＴ６刺激γδＴ细胞产生ＴＮＦα、ＩＦＮγ、

ＩＬ１７与ＴＬＲ４信号通路密切相关，并且可推测ＥＳＡＴ６还可

以通过其他的途径刺激γδＴ细胞产生ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７。

本研究结果显示，ＥＳＡＴ６能诱导γδＴ细胞产生大量的

ＴＮＦα、ＩＦＮγ、ＩＬ１７等淋巴因子，可能与ＴＬＲ４信号通路有

关，也分析了炎症反应与信号通路及免疫细胞之间的相互关

系，不仅从一方面解释了结核患者早期血清中ＴＮＦα、ＩＦＮγ、

ＩＬ１７含量明显增高的原因，也为外周药物诱导γδＴ细胞产生

保护性的免疫物质提供了一定的理论基础。
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