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·临床论著·

肺结核病患者外周血单个核细胞
颗粒溶素基因的表达及临床意义
缪家文　张海燕　王捷婷　王雪梅　苏琴　潘洪秋　李芳秋

　　【摘要】　目的　建立检测人颗粒溶素（ＧＮＬＹ）ｍＲＮＡ含量的实时荧光定量ＲＴＰＣＲ的方法，并测

定肺结核病患者外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中 ＧＮＬＹ的基因表达水平，探讨 ＧＮＬＹ基因在肺结核病

患者ＰＢＭＣ中的表达及其临床意义。方法　应用已构建的质粒ｐＧＥＭＴ／ＧＮＬＹ作为定量模板行实时

荧光定量ＲＴＰＣＲ测定收集自１２２例肺结核患者的标本，其中来自痰结核分枝杆菌阳性者６２例（菌

阳组），痰结核分枝杆菌阴性者６０例（菌阴组）及４０例健康对照者（对照组）外周血中 ＧＮＬＹｍＲＮＡ
的含量，并分析菌阳组抗结核治疗前后ＧＮＬＹ基因表达水平的变化。结果　肺结核患者ＰＢＭＣＧＮＬＹ
基因表达水平显著低于对照组（Ｐ＜０．０１）；治疗前菌阳组ＰＢＭＣＧＮＬＹ基因表达水平显著低于菌阴

组（Ｐ＜０．０５）；治疗后菌阳组ＰＢＭＣＧＮＬＹ基因表达水平较治疗前显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论　本

研究成功建立了检测人ＧＮＬＹ基因表达含量的荧光定量ＲＴＰＣＲ方法，ＧＮＬＹ基因表达水平可作为肺

结核治疗的疗效观察及预后判断的一个新的实验室指标。
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　　结核病与免疫，尤其是细胞免疫密切相关，宿主

的保护性免疫反应对控制结核分枝杆菌感染具有重

要意义。颗粒溶素（ｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ，ＧＮＬＹ）是近年来发

现的一种小分子蛋白，主要表达于激活的细胞毒性
Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）和自然杀伤

细胞（ｎａｔｕｒａｌｋｉｌｌｅｒｃｅｌｌ，ＮＫ）的细胞毒颗粒中，是发

挥细胞毒作用的主要免疫效应分子之一［１２］。其全

长分子由１４５个氨基酸组成，约１５ｋＤ，经加工去除

先导序列后的９ｋＤ片段活性更强。ＧＮＬＹ显示出

很强的细胞毒活性，呈剂量依赖性抗许多种病原体，

包括革兰阳性和阴性细菌、真菌和寄生虫，如新型隐

球菌、白色念珠菌和结核分枝杆菌等，是迄今鉴定的

细胞毒颗粒中惟一具有抗微生物活性的裂解分

子［３］。健康人外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ
ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣ）中 ＧＮＬＹ的表达水平与机

体的细胞免疫状态直接相关，细胞免疫功能低下时

体内 ＧＮＬＹ表达缺乏［４］。研究表明，ＧＮＬＹ表达水

平的检测可作为评价机体细胞免疫功能状态的新指

标［５６］。本研究应用荧光定量ＰＣＲ方法检测肺结核

患者ＰＢＭＣ中 ＧＮＬＹ的含量，探讨肺结核病患者外

周血颗粒溶素的表达及其临床意义。

资料与方法

一、标本来源

收集本院２００８年６月～２０１０年１２月住院１２２
例肺结核患者的临床资料，所有患者诊断均符合中

华医学会结核病学分会制定的《肺结核诊断和治疗

指南》标准。其中，痰结核分枝杆菌阳性者 ６２例
（菌阳性组），痰结核分枝杆菌阴性者６０例（菌阴性

组），均为初治患者。年龄 １６～７６岁，平均年龄
（４６．３２±５．３６）岁。菌阳组与菌阴组年龄无显著

差异，具有可比性。结核病初治涂阳者化疗方案采

用２ＨＲＺＥ／４ＨＲ；涂阴者化疗方案采用 ２ＨＲＺ／４ＨＲ
（Ｈ：异烟肼，Ｒ：利福平，Ｅ：乙胺丁醇，Ｚ：吡嗪酰胺）。

二、试剂和仪器

淋巴细胞分离液（上海华精公司），细胞总ＲＮＡ
抽提试剂盒（德国 Ｑｉａｇｅｎ公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＧＮＬＹ特异性引物探针（上海克

隆生物公司），荧光定量试剂盒（美国 ＡＢＩ公司）。

采用美国 ＲｏｔｅｒＧｅｎｅ３０００型荧光定量 ＰＣＲ仪。

ｐＧＥＭＴ／ＧＮＬＹ和 ｐＭＤ１８１８ｓｒＲＮＡ质粒由本实验

室保存［７］。

三、引物、探针的设计与合成

根据 ＧｅｎＢａｎｋ中 ＧＮＬＹｍＲＮＡ的序列，应用
ＰｒｉｍｅｒＰｒｅｍｉｅｒ５．０软件设计基因专一性的引物和探

针，在探针５’端标记荧光发光基团 ＦＡＭ，３’端标

记上荧光淬灭基团ＴＡＭＲＡ，由上海生工生物技术公

司合成。引物Ｆ：５’ＣＡＡＣＴＴＴＧＡＴＣＣＡＧＣＡＧＡＡＴＧ
３’，引物Ｒ：５’ＡＴＣＴＧＡＧＡＣＴＣＴＴＣＴＴＧＴＴＴＡＧＧ３’，
探针：５’ＴＴＣＴＣＡＧＧＴＧＧＴＴＣＴＴＧＣＴＣＣＴＣＧ３’。内

参采用人１８ｓｒＲＮＡ扩增片段长为７３ｂｐ，其上游引

物：５’ＡＣＡＴＣＣＡＡＧＧＡＡＧＧＣＡＧＣＡＧ３’；下游引物：

５’ＴＴＣＧＴＣＡＣＴＡＣＣＴＣＣＣＣＧＧ３’； 探针： ５’
ＦＡＭＣＧＣＧＣＡＡＡＴＴＡＣＣＣＡＣＴＣＣＣＧＡＴＡＭＲＡ３’。正

反向引物、Ｔａｑｍａｎ探针（ＦＡＭＴＡＭＲＡ标记）均为大

连宝生物公司产品。

四、细胞分离和总ＲＮＡ抽提

取静脉血４ｍｌ，枸橼酸钠１ｍｌ（１０９ｍｍｏｌ／Ｌ）抗
凝，生理盐水稀释２～３倍，采用淋巴细胞分离液分

离ＰＢＭＣ，Ｑｉａｇｅｎ试剂盒提取细胞总 ＲＮＡ后取少量

于紫外分光光度仪２６０ｎｍ和２８０ｎｍ波长处测得浓

度和纯度。

五、ｃＤＮＡ的合成

使 用 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公 司 ＲＴＰＣＲ试 剂 盒 合 成
ｃＤＮＡ：在反应管内依次加入随机引物 １μｌ，１０
ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ１μｌ，ＲＮＡ８μｌ，加双蒸水１０μｌ，反应

体系共２０μｌ，６５℃ ５ｍｉｎ，０℃ ２ｍｉｎ。再加入１０×
ＲＴｂｕｆｆｅｒ２μｌ，２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２２４μｌ，０．１ｍｍｏｌ／Ｌ
ＤＴＴ２μｌ，ＲＮａｓｅＯＵＴ（ＲＮＡ酶）１μｌ，ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔⅢ
ＲＴ１μｌ，反 应 体 系 ４０μｌ。２５℃ １０ｍｉｎ，５０℃
５０ｍｉｎ，８５℃ ５ｍｉｎ，０℃ ２ｍｉｎ。最后加入 １μｌ
ＲＮａｓｅＨ（ＲＮＡ酶），反应体系为４１μｌ，３７℃２０ｍｉｎ。

六、实时荧光定量ＰＣＲ
实时荧光定量检测 ＧＮＬＹ含量时，在反应管内

依次加入：ＰＣＲＭｉｘ１０μｌ，２０×Ｍｉｘ（内含探针、引

物）１μｌ，ｃＤＮＡ２μｌ，双蒸水 ７μｌ，共 ２０μｌ。１８Ｓ
ＲＮＡ内参反应体系：在反应管内依次加入 ＰＣＲＭｉｘ
１０μｌ，上下游引物各０．１μｌ，Ｖｉｃ探针０．１μｌ，ｃＤＮＡ
１μｌ，双蒸水 ８．７μｌ，共 ２０μｌ。扩增条件为 ５０℃
２ｍｉｎ，９５℃ １０ｍｉｎ，１个循环；９５℃ １５ｓ，６０℃
１ｍｉｎ，４０个循环。

七、标准曲线的制备

将ｐＧＥＭＴ／ＧＮＬＹ和ｐＭＤ１８１８ＳｒＲＮＡ两种质

粒，用ＴＥ缓冲液以１∶１０比例稀释成不同拷贝数浓

度，作为内参模板。两种标准模板１μｌ，２×ｂｕｆｆｅｒ
５μｌ，ＧＮＬＹ或 １８ＳｒＲＮＡ上、下游引物各 ０．２μｌ，
ＭＧＢ探针０．２μｌ，双蒸水３．４μｌ，共１０μｌ的反应体

系。扩增条件同实时荧光ＰＣＲ操作，反应结束后计

算出ＧＮＬＹ和内参１８ＳｒＲＮＡ的拷贝数。

八、统计学处理

采用ＳＰＳＳ１０．０统计软件进行数据处理，数据

资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较采用 ｔ检验，以 Ｐ ＜
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０．０５为差异具有统计学意义。

结　　果

一、绘制标准曲线和设定内参照

各稀释度的阳性标准模板同时进行荧光定量
ＲＴＰＣＲ检测，产物进入指数增长期的起始点即阈

循环值作为检测的临界点。这一区间内 ＣＴ值与起

始模板量的对数呈反比关系。横轴代表起始拷贝数

的对数（ｌｏｇ１０），纵轴代表对应的 ＣＴ值，ＧＮＬＹ标准

曲线相关系数达到０．９９３。以１８ＳｒＲＮＡ为内对照，

１８ＳｒＲＮＡ基因的ＣＴ值为１４～１８认为是有效标本，

确保ＲＮＡ反转录效率的一致性。

二、各实验组ＧＮＬＹｍＲＮＡ的定量检测

肺结核患者ＰＢＭＣＧＮＬＹ基因表达水平显著低

于健康对照组（Ｐ＜０．０１）；治疗前菌阳组 ＰＢＭＣ
ＧＮＬＹ基因表达水平显著低于菌阴组（Ｐ＜０．０５），差
异具有统计学意义，见表１。

表１　各组患者ＧＮＬＹｍＲＮＡ含量的定量检测结果

组别 例数
ＧＮＬＹｍＲＮＡ
（拷贝／μｇ）

　　平均拷贝数

　（拷贝／μｇ，珋ｘ±ｓ）

菌阳组 ６２ ５．３２×１０３～３．６１×１０５（８．２５±５．５２）×１０４ａｂ

菌阴组 ６０ ２．３３×１０４～１．４６×１０６（４．８６±４．２３）×１０５ａ

对照组 ４０ ８．６３×１０４～５．３６×１０７（２．１８±３．２３）×１０６

　　注：与对照组相比，ａＰ＜０．０１，ｔ＝３．３９０；与菌阴组相比，ｂＰ＜
０．０５，ｔ＝２．３４５

　　三、菌阳组治疗前后ＧＮＬＹ基因表达水平

菌阳组治疗后ＰＢＭＣＧＮＬＹ基因表达水平显著

高于治疗前，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），
见表２。

表２　菌阳组治疗前后ＧＮＬＹ基因表达水平

组别 例数
ＧＮＬＹｍＲＮＡ
（拷贝／μｇ）

　　平均拷贝数

　　（拷贝／μｇ，珋ｘ±ｓ）

治疗前 ６２ ５．３２×１０３～３．６１×１０５（８．２５±５．５２）×１０４

治疗后 ６２ ７．２４×１０３～５．９２×１０６（３．５５±４．６２）×１０５ａ

　　注：与治疗前比较，ａＰ＜０．０１，ｔ＝２．５９２

讨　　论

ＣＤ８＋Ｔ细胞溶解结核分枝杆菌细胞的能力与

穿孔 素 和 颗 粒 溶 素 （ＧＮＬＹ）的 高 表 达 有 关。

Ａｎｄｅｒｓｓｏｎ等［８］筛选１９例接受外科手术的慢性肺结

核患者的肺组织进行病理学组织检查，病变肺组织

来自切除的纤维肉芽组织，远端肺实质来自病变部

位边缘未受累的肺组织，该研究显示慢性肺结核患

者病变部位穿孔素和ＧＮＬＹ表达低于病变远端肺组

织及正常肺组织，尤其表现在蛋白质和 ｍＲＮＡ水

平。以上研究表明，具有临床症状的慢性肺结核与

结核病变部位共表达于ＣＤ８＋Ｔ细胞中的穿孔素和
ＧＮＬＹ表达不足有关。穿孔素和 ＧＮＬＹ表达不足导

致病变部位ＣＴＬ活性受损，人体抗结核分枝杆菌感

染的能力减弱。

Ｓｅｍｐｌｅ等［９］分析接种卡介苗（ＢＣＧ）的１０周龄

新生儿的脐带血和外周血中ＧＮＬＹ和穿孔素的细胞

表达水平发现，脐带血中仅 ＣＤ５６＋ＮＫ细胞固有性

表达ＧＮＬＹ和穿孔素，在经ＢＣＧ体外刺激后，ＧＮＬＹ
和穿孔素的表达上调。而新生儿在接种ＢＣＧ后，由
ＣＤ４＋Ｔ和 ＣＤ８＋Ｔ淋巴细胞分泌的 ＧＮＬＹ和穿孔

素表达上调。因而其认为由 ＮＫ细胞表达的 ＧＮＬＹ
和穿孔素能够提供先天性免疫作用，而由卡介苗诱

导的细胞毒淋巴细胞表达的ＧＮＬＹ和穿孔素能为新

生儿抵抗结核分枝杆菌提供免疫保护作用。

全世界约１／３人口感染结核分枝杆菌，每年约
２００万人死于结核病。目前惟一可用的预防结核病

的疫苗来自于牛分枝杆菌减毒株的卡介苗，其预防

成人结核病的有效性仍然存在争议。近年来，耐多

药结核分枝杆菌已成为一个世界性的难题。所以，

迫切需要研制新的结核病治疗性疫苗和预防性疫

苗。近年来，一种新的ＤＮＡ疫苗的研究已取得初步

进展［１０］，此种ＤＮＡ疫苗能够诱导产生ＣＤ８＋Ｔ淋巴

细胞和免疫效应分子如 ＧＮＬＹ，可以杀伤耐多药
（ＭＤＲＴＢ）和广泛耐药（ＸＤＲＴＢ）结核分枝杆菌。

淋巴细胞中 ＧＮＬＹ水平可反映生理、病理状态

下ＣＴＬ和ＮＫ细胞的活性，可作为宿主细胞免疫状

态的新指标，然而 ＧＮＬＹｍＲＮＡ在疾病中的研究尚

不充分，因而，检测人外周血 ＰＢＭＣ中 ＧＮＬＹｍＲＮＡ
的表达水平对进一步在分子水平研究肺结核患者
ＧＮＬＹ基因的表达，探讨其表达水平与肺结核免疫

保护作用机制之间的关联性至关重要。

本研究建立了ＧＮＬＹ基因表达的实时荧光定量
ＲＴＰＣＲ检测方法，为一种准确检测 ＧＮＬＹｍＲＮＡ
含量的新方法，并初步分析了１２２例肺结核患者外

周血单个核细胞中 ＧＮＬＹｍＲＮＡ的含量，从分子水

平证实了 ＧＮＬＹｍＲＮＡ在肺结核患者表达下调，菌

阳组治疗前ＰＢＭＣＧＮＬＹ基因表达水平显著低于菌

阴组，菌阳组治疗后 ＰＢＭＣ颗粒溶素表达水平显著

高于治疗前，提示 ＧＮＬＹ及其介导的细胞免疫应答

与肺结核患者的免疫保护作用相关。外周血单个核

细胞中ＧＮＬＹ基因表达水平的检测为肺结核的疗效

观察及预后判断提供了新的实验室指标。
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