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结核病感染期间中性粒细胞
#6+*

)

N;$&

和

N;$*

表达变化及其对免疫反应的影响"

蒋秀娣!姚晓阳!段爱华!项舟弘

"上海中医药大学附属第七人民医院检验科!上海
&''(./

$

!!

摘
!

要!目的
!

探究结核病感染期间中性粒细胞
#6+*

)

N;$&

和
N;$*

表达变化分析其对免疫反应造成

的影响&方法
!

筛取
&'(+

年
('

月至
&'(0

年
.

月来该院呼吸内科就诊的患者!按患者是否患有结核病分为对

照组"

&i.0

$和观察组"

&i.+

$!分别检测感染结核分枝杆菌前后其外周血中中性粒细胞和
NEBB

样受体"

N;$3

$

的表达水平!检测中性粒细胞吞噬作用变化&结果
!

两组感染后
#6+*

表达水平均明显高于感染前且观察组均

高于对照组!差异有统计学意义"

G

$

'!',

$#对照组感染后
#6.&

表达水平明显提升!差异有统计学意义"

G

$

'!',

$#对照组感染前
N;$3

表达水平均明显低于观察组!差异有统计学意义"

G

$

'!',

$!感染后两组
N;$3

表

达量均明显下降!差异有统计学意义"

G

$

'!',

$#两组感染前后中性粒细胞吞噬作用百分比均明显变化!差异有

统计学意义"

G

$

'!',

$!感染前对照组吞噬作用百分比明显高于观察组!差异有统计学意义"

G

$

'!',

$&

结论
!

结核病感染期间!患者外周血中性粒细胞
#6+*

)

N;$&

和
N;$*

表达水平均明显升高!且中性粒细胞吞

噬功能下降明显&

关键词!结核病#

!

中性粒细胞#

!

NEBB

样受体#

!

免疫反应

!"#

!

('!.)+)

(

1

!2334!(+/.-*(.'!&'()!(*!'&+

中图法分类号!

$,&

文章编号!

(+/.-*(.'

"

&'()

$

(*-(//'-'.

文献标识码!

J

!!

结核病是一种传染病"通常由结核分枝杆菌

&

>NJ

'引起"潜伏性肺结核往往没有明显症状"其中

('8

会发展为活动性疾病"危及生命$

(

%

#中性粒细胞

是先天免疫系统重要组成部分"属于多形核细胞家族

&

">7

'"当机体受
>NJ

感染时"中性粒细胞通过血

液向受感染部位迁移"因此其是急性炎症的标志$

&-.

%

#

研究表明"

">7

受细胞因子吸引的免疫反应可能与

抗结合病细菌感染相关"并在早期感染期间起防御作

用$

*

%

#其次"

NEBB

样受体&

N;$3

'通常在前体细胞如

巨噬细胞和树突细胞上表达"是一种单跨膜非催化受

体"当感染源到达物理屏障如皮肤或肠道黏膜时"它

们会被
N;$3

识别从而激活免疫反应$

,

%

#因此本文

就
>NJ

感染期间"中性粒细胞和
N;$3

表达情况及

其对机体免疫反应产生的影响展开研究"现将结果报

道如下#

$

!

资料与方法

$!$

!

一般资料
!

筛取
&'(+

年
('

月至
&'(0

年
.

月来

本院呼吸内科就诊的患者作为研究对象+纳入标准!

诊断为结核病"体质量减轻"持续咳嗽和发烧
&

周以

上"痰涂片抗酸杆菌&

5LJ

涂片'呈阳性+排除标准!糖

尿病"艾滋病毒(艾滋病和高血压的既往史+将符合标

准的
.+

例患者纳为观察组#另外"选取同期来本科

室就诊的
.0

例无结核病患者作为对照组"其中全部

患者均无结核病"糖尿病或免疫功能低下症的既往病

史"也无近期发烧和(或持续咳嗽情况#对照组男*女

比例为
('g)

"年龄
&'

$

*0

岁"平均&

.'!(*n('!/+

'

岁+观察组男*女比例为
('g0

"年龄
&'

$

,'

岁"平均

&

.*!.,n('!,/

'岁+两组患者一般资料比较差异无统

计学意义&

G

%

'!',

'"具有可比性#

$!%

!

方法

$!%!$

!

血样采集和处理
!

分别于清晨
0

!

''

前通过

静脉穿刺收集两组患者肝素化血液#

$!%!%

!

菌液培养
!

将本科室保藏
>NJ

接种于酸性

罗氏培养基"斜面朝上静置于
./f

恒温培养箱中"每

隔
.@

观察
(

次#长出菌落后"转接至
>G9N)+'

液

体培养基&含
>G9N

杂菌抑制剂'中"

2

+''

达到
'!0

后

待用#

$!%!&

!

中性粒细胞
LH

'

受体表达检测
!

采用磷酸缓

冲盐溶液&

"JF

'洗涤细胞
&

次"并用于流式细胞术染

色方案"通过使用小鼠单克隆抗人抗体
#6.&

&克隆号

L;90!&+

"

?J2E3H2?4H?

'

-

别藻蓝蛋白&

5"#

'"

#6+*

&克

隆号
('!(

"

?J2E3H2?4H?

'

-

藻红蛋白花青染色细胞来测

定中性粒细胞
LH

'

受体
#6+*

和
#6.&

表达#在加入

抗体前加入
>NJ

菌液&

2

+''

i'!0

'

.'

#

;

"

./f

孵育

)

'//(

)
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/
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卷第
(*
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!
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C

&'()

!
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!

7E!(*

"
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计划&

cc&'(+

2

',

'#

!!

本文引用格式!蒋秀娣"姚晓阳"段爱华"等
!

结核病感染期间中性粒细胞
#6+*

*

N;$&

和
N;$*

表达变化及其对免疫反应的影响$

%

%

!

国际

检验医学杂志"

&'()

"

*'

&

(*
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.'O24

"检测
#6+*

和
#6.&

表达$

+

%

#

$!%!'

!

N;$3

表达检测
!

分别取
.'

#

;

两组患者肝

素化血液"加入抗人
N;$(-"K

&克隆号
G6&!L*

"

?J2E3H2?4H?

'*

N;$&-"K

&克隆号
N&!,

"

?J2E3H2?4H?

'和

N;$*-"K

&克隆号!

IN5(&,

"

?J2E3H2?4H?

'单克隆抗

体"孵育
.'O24

后用
"JF

清洗
(

次"离心取上清后作

为感染前待测样#在加入抗体前加入
>NJ

菌液

&

2

+''

i'!0

'

.'

#

;

"

./f

孵育
.'O24

"加入上述抗体

重复相同操作后获得
>NJ

感染后待测液#通过
VN-

"#$

检测
N;$(

*

N;$&

和
N;$*

相对表达量$

/

%

#见

表
(

#

表
(

!!

"#$

引物

项目 引物

N;$(

上引物
,e-N#N#5#N5N#555G#NG55-.e

下引物
,eN####5N55GN5N#N##N5-.e

N;$&

上引物
,e-#5NGG5G#G#G#GN##N-.e

下引物
,e-5#NN5GG#555G####G-.e

N;$*

上引物
,e-NG5NGN#NG##N#G#G##NG-.e

下引物
,e-N5GG55##5##N##5#G#5GGG-.e

$!%!(

!

中性粒细胞吞噬能力检测
!

取
(''

#

;

肝素

化血样做好标记"将
,4OEB

(

;">5

&

F2

R

O<

"

WF5

'作

为阳性对照"向所有管内加入预冷却的
L9N#

标记大

肠杆菌&

2

+''

i'!0

'"加入
(''

#

;

猝灭溶液"然后洗

涤"裂解并固定"将细胞悬浮液与染色溶液一起温育"

并在
*f

下孵育
('O24

#使用蓝绿激发光&

*004O

氩离子激光'"通过
L5#F#<B2=AT

流式细胞仪&

J?H-

:E462H̀243E4

"

WF5

'分析细胞#在加入抗体前加入

>NJ

菌液&

2

+''

i'!0

'

.'

#

;

"

./f

孵育
.'O24

"再次

通过流式细胞仪检测获得感染后中性粒细胞吞噬能

力结果$

0

%

#

$!&

!

统计学处理
!

采用
F"FF&*!'

先进行正态性检

验"若满足正态性且组间方差齐"采用
<

检验进行组间

比较"反之则考虑非参数
><44-PU2:4?

C

+

检验+计

量资料以
PnB

表示"计数资料以$

&

&

8

'%表示"采用

!

& 检验+

G

$

'!',

表示差异有统计学意义"所有检验

均为双侧检验#

%

!

结
!!

果

%!$

!

两组感染前后中性粒细胞表达比较
!

两组感染

后
#6+*

表达水平均明显高于感染前"而且观察组均

高于对照组"差异有统计学意义&

G

$

'!',

'+对照组感

染后
#6.&

表达水平明显提升"差异有统计学意义

&

G

$

'!',

'#见表
&

#

%!%

!

两组感染前后
N;$3

相对表达量比较
!

对照组

感染前
N;$3

表达水平均明显低于观察组"差异有统

计学意义&

G

$

'!',

'+感染后两组
N;$3

表达量均明

显下降"差异有统计学意义&

G

$

'!',

'#见图
(

#

%!&

!

两组感染前后中性粒细胞吞噬能力比较
!

两组

感染前后中性粒细胞吞噬作用百分比均明显变化"差

异有统计学意义&

G

$

'!',

'+对照组感染前吞噬作用

百分比明显高于观察组"差异有统计学意义&

G

$

'!',

'"两组感染后吞噬作用百分比比较"差异无统计

学意义&

G

%

'!',

'#见表
.

"图
&

#

表
&

!!

两组感染前后中性粒细胞表达比较

组别
& #6+* #6.&

对照组
.0

感染前
.!+*n&!.* (,!/)n)!*&

感染后
()!',n/!.. &&!&+n/!((

<

(

(&!.*+ .!./)

G

( $

'!',

$

'!',

观察组
.+

感染前
&,!*&n('!,/

*

(/!,/n('!+.

感染后
.)!0/n((!*(

*

&(!/.n0!&+

<

&

,!,/* (!0,*

G

& $

'!',

%

'!',

!!

注!与对照组比较"

*

G

$

'!',

图
(

!!

两组感染前后
N;$3

相对表达量比较

表
.

!!

两组感染前后中性粒细胞吞噬能力对比

组别
&

感染前 感染后
<

(

G

(

对照组
.0 /,!''n.'!,' )/!/+n*!(, *!,,0

$

'!',

观察组
.+ ,'!,'n(,!.' )0!,/n,!(. (/!0/.

$

'!',

<

&

*!..' '!/*)

G

& $

'!',

%

'!',

!!

注!

<

为对照组+

=

为观察组

图
&

!!

两组中性粒细胞吞噬能力比较

&

!

讨
!!

论

!!

结核病活动期患者可通过咳嗽*吐痰*说话或者

喷嚏在空气中传播
>NJ

"使周围人的人收到感

染$

(

"

)

%

#筛选发病高危人群"早期发现并接种卡介苗

&

J#G

'疫苗可避免疾病发生"对于可能患病的患者"

)

(//(

)

国际检验医学杂志
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年
/

月第
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卷第
(*

期
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需要长期服用多种抗菌药物进行治疗$

('

%

#但抗菌药

物耐药性是一个日益严重的问题"现已发现多重耐药

结核病&

>6$-NJ

'和广泛耐药结核病&

c6$-NJ

'发病

率在不断上升$

((

%

#因此针对结核病治疗和
>NJ

抑

制的研究非常必要"本研究针对
>NJ

感染期间中性

粒细胞及其受体*

N;$3

表达变化"中性粒细胞吞噬作

用变化展开研究#

研究表明"在结核感染期间病原体识别的初始阶

段"中性粒细胞提供显著的免疫抗性"这表现为对病

原体的吞噬作用*细胞凋亡和下游免疫反应的激活

等$

(&

%

#在吞噬作用中
LH

'

受体起重要作用"它们在所

有吞噬细胞上表达#在本研究中"观察两组感染后各

项指标发现"

#6+*

表达水平均明显高于感染前和同

时间段对照组"说明结核病患者外周血中
LH

'

受体明

显高于对照组"该受体增加量明显高于感染
>NJ

者"

说明
LH

'

受体是参与抗原吞噬作用和相关功能调节#

因此"

#6+*

的表达水平用作诊断结核病的额外标志

物具有相当重要的意义#

在结核病中"除中性粒细胞
LH

'

受体外"

N;$3

也

被认为在
>NJ

识别中起着至关重要的作用#已有报

道显示"结核病患者血液中的中性粒细胞通过
N;$&

识别
>NJ

$

(.

%

#在研究中观察到
>NJ

感染的中性粒

细胞中
N;$&

的表达增加"概述了中性粒细胞
N;$&

对
>NJ

菌株的识别和响应#同时"有研究表明当

N;$*

被阻断时"

J#G

感染的
#c#;0

产生显著减

少$

(*-(,

%

#在本研究中也观察到了类似的变化"感染后

N;$3

表达量均明显上升"说明
N;$3

表达受
>NJ

菌株的影响#在实验中还发现"感染
>NJ

时结核病

患者血液中
N;$3

表达明显高于对照组"说明中性粒

细胞在进一步感染
>NJ

后能够快速进行
N;$3

介导

的活化反应#对比外周血中中性粒细胞吞噬大肠杆

菌能力发现"感染前对照组吞噬作用百分比明显高于

观察组"表明中性粒细胞由于
>NJ

感染而经历功能

恶化#

虽然研究者强调了中性粒细胞在结核病中诊断

的重要性"就目前观察还可进行深入#下一步可以对

N;$3

受
LH

'

刺激后吞噬作用及其导致的下游信号变

化展开研究"进一步了解结核病期间中性粒细胞间修

饰为中性粒细胞介导的诊断*药物设计和治疗打下

基础#

总而言之"结核病感染期间"患者外周血中性粒

细胞
#6+*

*

N;$&

和
N;$*

表达水平均明显升高"且

中性粒细胞吞噬功能下降明显#
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