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根据世界卫生组织!
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年报道#结核分枝杆菌引

起的各种结核病#每年有近
8#'

万新发病例和
"%'

万死亡病

例)

"

*

$树突状细胞作为最有效的抗原提呈细胞#其免疫中心地

位日益受到重视)

#

*

$体外树突状细胞诱导培养是研究其特性

的重要方法#目前多采用肿瘤坏死因子!
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+

#
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刺激外周血或骨髓来源细胞进行诱导培养)
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$现采用
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和脂多糖!
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"分别刺激结核病患者外周

血树突状细胞成熟#通过观察
KH/"#

J

&(
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KH/"#

J
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的
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表

达水平和
KH/"#
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分泌情况等成熟度指标变化#来分析不同

细胞因子的刺激效果#为研究树突状细胞抗结核疫苗和免疫治

疗提供依据$
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资料与方法
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!

一般资料
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#''8

年
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月就诊于本院的结核病患者
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例#均符合-新编结核病学.的诊断标准$其中男
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例#女
9

例#平均年龄
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例#盆腔结核
"

例#血性播散性结核
"

例#胸椎结核
"
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!
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!<L>

R

E>

#中国"#

)]1O*P<IE)-P<

J

@
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扩增仪!
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荧光定量
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扩增仪!

O?-DE

#瑞士"$
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*2O
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按
fE>E1L>S
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$
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各引物序列及扩增片段长度
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密度梯度离心法分离外周血单个核细胞!
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*1,2

"$用
O*,K":7'

调整细胞密度为

#b"'

:个&毫升#每例标本接种
#

孔
#7

孔培养板#每孔
"IH

#

于
&%i

%

(c 2\

#

条件下贴壁培养
:D

后#吸取上清液及未贴

壁细胞#再加入含
"'c

胎牛血清!

FE@LG.?N<>E=EPAI

#

V1)

"的

O*,K":7'
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PDf,/2)V

!
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#
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&

H

"和
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!

"''

#

R

&

H
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隔日半量换液并同时补充相应的细胞因子#培养第
%

天时分别
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!WV/

+

!
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#

R

&

H

"和
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!
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#

R

&

H

"#培养第
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天时加入

"IHO[

裂解液裂解培养细胞$

A$G

!

总
OW+

提取
!

加入
#''

#

H

氯仿至细胞的
O[

裂解液

中#剧烈震荡
"(=

#室温放置
&I<>

#

7 i

时以离心半径
9-I

"&7''P

&

I<>

离心
"'I<>

#吸出上层水相后加入
'$(

倍体积无

水乙醇#

7i

时以离心半径
9-I"&7''P

&

I<>

离心
&'=

'加入

(''

#

H

和
%''

#

HO3

液#

7i

时以离心半径
9-I"&7''P

&

I<>

离心
&'=

#各洗涤
"

次'加入
(''

#

HOY

液#

7i

时以离心半径

9-I"&7''P

&

I<>

离心
#I<>

$通风干燥后加入
&'

#

HOWL=E/

FPEEBZ

#

\

#紫外分光光度计检测
OW+

在
#:'>I

和
#9'>I

波

长处的
+

值#并计算比值$

A$L

!

逆转录
-3W+

合成
!

逆转录严格按试剂说明书操作#
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#

H
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@1AFFEP#

#

H

#
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H

#

*P<IE)-P<

J

@O!0>U

C

IE,<h'$(

#

H

#
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#

H

#

(''>

R

总
OW+

并加
OWL=EVPEEBZ

#

\

至
"'

#

H

$反

应条件为(

&%i"(I<>

#

9(i(=

'产物
-3W+

存于
6#'i

保

存备用$

A$M

!

实时荧光定量
*2O

检测基因
IOW+

表达
!

将
-3W+

稀

释
(

倍后#在荧光定量
*2O

扩增仪上检测$

#'

#

H

反应体系

为(

)]1O*PEI<h0h!L

M(

"'

#

H

#上%下游引物各
'$9

#

H

#

-3W+

模板
#$'

#

H

#

BZ

#

\:$7

#

H

'扩增反应条件为
8(i(=

#

:'i"(=

#

%#i#'=

#

7'

个循环$

A$N

!

结果记录
!

采用相对定量法测定目标基因与其内参基因

比值#并采用内标法将
"

号标本标为
"

#记录各测定值与
"

号

标本测定值之间的比值$

A$O

!

0HK)+

法检测上清液
KH/"#

J

%'

水平
!

8:

微孔板中分别

加入标准品和待测样本#加入
"''

#

H

生物素
/

酶结合物后室温

孵育
#D

'洗板
7

次#拍干后#加入
"''

#

H

抗生物素蛋白
/

辣根

过氧化物酶#室温孵育
"D

后#洗板
7

次并拍干'加入
"''

#

H

底物液#室温避光反应
"'I<>

后终止反应#于
7('>I

和
:&'

>I

双波长读取吸光度#并绘制标准曲线$

A$AP

!

统计学处理
!

数据分析使用
)*))"&$'

统计软件$正

态分布的数据采用!

Cd5

"表示#组间比较采用配对资料的
!

检

验'偏态分布的数据采用中位数!

,

"及四分位间距!

aO

"#组间

比较采用
Y<G-?h?>

符号秩和检验'以
"

#

'$'(

为差异有统计

学意义$

B

!

结
!!

果

B$A

!

细胞总
OW+

提取结果
!

取
(

#

H

总
OW+

经紫外分光光

度计测定其
+

值'并将
OW+

经
#c

琼脂糖凝胶电泳#可见清

晰
OW+

条带#说明
OW+

提取过程中无降解$见图
"

$

图
"

!!

样本总
OW+

提取电泳图

B$B

!

*2O

扩增产物特异性
!

f+*3Z

%

KH/"#

J

&(

%

KH/"#

J

7'

和

22O%

的
IOW+

荧光定量
*2O

产物溶解曲线分析显示#曲线

均呈
#

个明显主峰#无杂峰出现#说明扩增产物的特异性较好#

体系中无明显引物二聚体形成$

B$C

!

实时荧光定量
*2O

检测结果
!

通过荧光定量
*2O

分

析#与内参基因
f+*3Z

相比较#

!WV/

+

刺激后
32

的
KH/

"#

J

7'

%

22O%

和
KH/"#

J

&(IOW+

表达量分别为
'$('

!

"$"%

"%

'$:&

!

'$7%

"%!

&$('d#$"(

"#均低于
H*)

刺激后
32

的
KH/

"#

J

7'

)

"$#8

!

"$9"

"*%

22O%

)

"$'&

!

"$"7

"*和
KH/"#

J

&(

!

7$88d

#$9#

"的
IOW+

表达量#

Y<G-?h?>

符号秩和检验和配对资料

的
!

检验显示#其
E

值或
!

值分别为
6&$(:

%

6&$9(

和
6&$87

!

"

#

'$'"

"$

B$D

!

0HK)+

法检测
KH/"#

J

%'

结果
!

H*)

刺激组第
%

天上清

液检测结果为!

"$9"d'$"(

"

>

R

&

H

#与
!WV/

+

刺激组结果

!

"$%&d'$":

"

>

R

&

H

比较差异无统计学意义!

"

$

'$'(

"'而第
8

天和第
""

天上清液检测结果分别为!

#$7"d'$:(

"

>

R

&

H

和

!

#$"'d"$%&

"

>

R

&

H

#明显高于
!WV/

+

刺激组的
KH/"#

J

%'

水平

!

"$%&d'$"'

"

>

R

&

H

和!

"$:7d'$"7

"

>

R

&

H

#差异有统计学意义

!

"

#

'$'(

"$

C

!

讨
!!

论

树突状细胞作为最有效的抗原提呈细胞#其在感染免疫和

肿瘤免疫中的作用日益受到关注)

7

*

$体内
32

可分为
32

"

和

32

#

#前者主要活化
!D

"

细胞#与介导细胞免疫应答有关#后者

主要活化
!D

#

细胞#与介导体液免疫应答有关)

(

*

$正常情况

下#体内大多数
32

为未成熟
32

!

<IIL@APE32

#

<32

"#其高表

达
V2O

%补体受体%甘露糖受体等与吞噬有关的受体以及

239:

和
ZH+/3O

等#具有较强的抗原内吞和加工处理能力$

<32

摄取抗原成分或受到
H*)

%

KH/".

%

!WV/

+

等炎性因子刺激

后#可发育成为成熟
32

!

IL@APE32

#

I32

"$

I32

高表达

,Z2

(

类分子和
239&

%

23#(

%

237'

%

22O%

等共刺激分子及

黏附分子#诱导效应性
!

细胞反应)

:

*

$

22O%

是
32

成熟的重

要标志#其在介导
32

由外周炎性组织携带抗原迁移至淋巴结

过程中发挥重要作用)

%

*

$

KH/"#

是由
J

&(

和
J

7'#

个亚基组成#相对分子质量为

%'b"'

& 的异源二聚体#

KH/"#

在活化
!D

"

型细胞%调节
WX

细

胞和
,

,

等方面发挥重要作用$体内
KH/"#

分泌受多种因素

影响#尤其以细菌
H*)

和
3W+

模序#其通过
237'/237'H

途

径活化初始
!

细胞等分泌
KH/"#

'此外#

KH/"#

的分泌还受多种

细胞因子!如
KVW/

-

%

KH/7

和
f,/2)V

等"影响)

9

*

$

H*)

是
f

6细菌的胞壁成分#是常见的外源性致病因子$

感染时#在组织损伤%

!WV/

+

或
H*)

等炎性因子的刺激下#血

液中未成熟
32

聚集到炎性反应局部摄取抗原#逐渐成熟和迁

移至次级淋巴器官#并在次级淋巴器官中活化初始
!

细胞#诱

导特异性免疫应答)

8

*

$

H*)

主要被
32

表面
!HO7

受体识别#

通过
,

C

399

依赖性途径刺激
32

成熟$

XL<=D?

等)

"'

*研究发

现#

!HO7

敲除后的
32

失去了对
H*)

刺激成熟的反应性$

!WV/

+

%结核杆菌
,L>H+,

等成分主要被
32/)KfW

受体

识别)

""

*

$

本研究采用两种细胞因子同时刺激体外诱导
32

#结果表

明
H*)

在短期刺激
32

成熟效果比
!WV/

+

效果更为明显$本

组从基因及蛋白水平检测结果表明#

H*)

刺激组中
KH/"#

J

&(

%

KH/"#

J

7'

和
22O%IOW+

表达水平明显高于
!WV/

+

刺激组#

并且培养上清液中
KH/"#

J

%'

水平亦明显升高$由于
32

在结

核病免疫中发挥重要作用#基于体外诱导培养技术的
32

疫苗

研究和
32

免疫治疗研究逐渐受到重视$在
32

诱导培养中#

目前广泛采用
!WV/

+

刺激
32

成熟#由于其体外诱导刺激难

以达到稳定效果)

"#/"&

*

$因此#

H*)

作为更佳的刺!下转第
"&
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台#以及识别问题#设计解决方案和实施改变的平台$

*V*)

理解了人类的故事在医疗卫生部门领导和决策者利益中的

作用$

C$B

!

安全诊疗教育
!

联盟正在将患者安全教育纳入全球的医

学课程$它对医疗系统专业人员也适用#确保以后的医务工作

者理解并主动重视患者安全#了解患者安全问题的程度及造成

的影响$普及相关的概念#包括人和系统因素在风险和安全中

的角色#这些都应该包括在医疗专业训练的任何一个阶段$

C$C

!

患者安全的展望
!

检验医学在安全领域已经比其他医学

分支走得更快更远$直到最近医疗机构才开始作为
"

个整体

去理解实施各种安全保障$这些保障在检验医学领域已经用

了有一段时间#但是仍需改进$实验室只是很狭隘的关注自己

本身$检验医学前进的道路是考虑检测全过程#理解发展分析

前和分析后阶段的过程以使安全最优化#使用技术使差错最小

化$最重要的是要理解多学科交流和团队合作的重要性$可

以向工业学习'例如医学可以学习工业过程的精益#航空业近

年来在安全方面的重大改进揭示了在患者安全方面还可以做

出更多成绩$此外还可以学习其他医疗部门的成功经验如麻

醉分娩$应该从检测全过程来整体考虑患者安全$既然/犯错

是人性0#实验室和临床工作人员必须合作建立
"

个考虑所有

检测环节的系统#从而在检验医学领域实现患者安全最优化$
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