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流式微球分析法检测血清中Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７型细胞因子的表达在

肺结核病患者中的临床意义

张萧萧１，周慧芳２＃，张朝霞１△，张　琼
１，孟存仁１

（１．新疆医科大学第一附属医院医学检验中心　８３００５４；２．新疆维吾尔自治区

喀什地区第一人民医院检验科　８４４０００）

　　摘　要：目的　探讨流式微球分析法（ＣＢＡ法）检测血清Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７型细胞因子的表达在结核病患者中的临床意义。方

法　按照ＢＤＣＢＡＦｌｅｘＳｅｔ检测试剂盒的要求，用ＣＢＡ法检测９８例肺结核患者（痰涂片阳性肺结核患者３８例，痰涂片阴性肺结

核患者６０例）和７９例同期健康体检者的Ｔｈ１型细胞因子（白细胞介素２、γ干扰素、肿瘤坏死因子），Ｔｈ２型细胞因子（白细胞介素

４、白细胞介素６、白细胞介素１０）以及Ｔｈ１７型细胞因子（白细胞介素１７Ａ）的表达水平，并分析３组之间的差异。结果　除白细胞

介素１７Ａ组间、组内差异无统计学意义（犘＞０．０５）外，结核组白细胞介素２、白细胞介素４、白细胞介素６、白细胞介素１０、肿瘤坏

死因子、γ干扰素水平均高于对照组（犘＜０．０５）；痰涂片阳性患者白细胞介素２、白细胞介素４、白细胞介素１０、γ干扰素水平均高

于对照组（犘＜０．０５），痰涂片阳性患者和阴性患者差异无统计学意义（犘＞０．０５）；而痰涂片阳性患者白细胞介素６和肿瘤坏死因

子水平均显著高于痰涂片阴性患者（犘＜０．０５）。结论　白细胞介素６和肿瘤坏死因子可作为判断结核病严重程度的指标，监测

结核病病情的转归。与此同时，ＣＢＡ法作为１种新兴的检测技术，敏感度高，可同时检测多种细胞因子，并能大大节约血清用量

与时间，因此可作为结核病检测和病情监测的实验室技术。
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　　目前认为，结核病是由结核分枝杆菌引起１种慢性呼吸道

传染病，其中以肺结核最为常见。结核分枝杆菌被吞噬后寄生

在巨噬细胞内，主要引起ＣＤ４＋ Ｔ细胞介导的细胞免疫反应。

其中ＣＤ４＋ Ｔ细胞可分泌不同的细胞因子，包括 Ｔｈ１型细胞

因子［白细胞介素２（ＩＬ２）、γ干扰素（ＩＦＮγ）、肿瘤坏死因子

（ＴＮＦ）］，Ｔｈ２型细胞因子［白细胞介素４（ＩＬ４）、白细胞介素６

（ＩＬ６）、白细胞介素１０（ＩＬ１０）］以及Ｔｈ１７型细胞因子［白细胞

介素１７Ａ（ＩＬ１７Ａ）］等，其平衡状态与结核病的转归和预后密

切相关［１］。

细胞因子在血清水平多数为皮克（ｐｇ）级，目前免疫学检测

方法主要有酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ 法）、酶联免疫斑点法

（ＥＬＩＳＰＯＴ法）及流式微球分析法（ＣＢＡ法）。ＥＬＩＳＡ法虽操

作简便但检测速度慢，所需样本量大，１次只能检测１种细胞

因子，不能进行多种细胞因子的平行研究，且较易产生假阳性

结果。ＥＬＩＳＰＯＴ法虽然比ＥＬＩＳＡ法敏感度高，但操作复杂、

费时，而且也不适合进行细胞因子的网络研究。而ＣＢＡ法可

反复使用，可同时检测多个指标，所需样本量少，具有高通量自

动化的特点，每种分析物做梯度稀释后可得到相应的独立标准
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稀释曲线，检测敏感度可高达２．６ｐｇ／ｍＬ，且每次ＣＢＡ法比单

次ＥＬＩＳＡ法时间短，可得到相当于狀次（狀根据定制微球数目

的不同有所差异）ＥＬＩＳＡ法数据的结果，多项目联合检测比

ＥＬＩＳＡ法更省钱，可用于多种细胞因子表达的研究与验证。

为探讨ＣＢＡ法在研究 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７型细胞因子的变

化与肺结核的关系，作者在９８例肺结核患者（痰涂片阳性肺结

核患者３８例，痰涂片阴性肺结核患者６０例）和７９例同期体检

的健康者中采用ＣＢＡ法检测了以Ｔｈ１代表性细胞因子ＴＮＦ、

ＩＦＮγ、ＩＬ２，Ｔｈ２代表性细胞因子ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０，Ｔｈ１７代表

性细胞因子ＩＬ１７Ａ，并分析了不同分组之间的差异，现将结果

报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１４年１２月至２０１６年３月在喀什地

区肺科医院就诊的肺结核患者９８例作为结核组，所有患者临

床资料齐全，且其诊断均符合中华医学会结核病学分会２００１

年制订的《肺结核诊断和治疗指南》：具有肺结核病一般临床症

状，Ｘ线片检查有肺部病灶，痰检查抗酸杆菌阳性（痰菌阴性者

符合痰菌阴性肺结核诊断标准）［２］。纳入对象年龄１８～８０岁，

排除合并有全身性疾病或其他免疫性疾病的患者以及妊娠妇

女。同期收集同一家医院的健康体检者作为对照组，年龄１８～

８０岁，排除妊娠期妇女。

１．２　仪器与试剂　使用美国ＢＤＦＡＣＳＡｒｉａⅡ型流式细胞仪

以及 ＢＤＣＢＡ 人 Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７试剂盒（ＢＤＣＢＡ Ｈｕｍａｎ

Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７ＣｙｔｏｋｉｎｅＫｉｔ，ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＵＳＡ）。试剂盒

主要包含：人ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ、ＩＦＮγ以及ＩＬ１７Ａ

捕获微球各０．８ｍＬ，人Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７藻红蛋白检测试剂４

ｍＬ，人Ｔｈ１／Ｔｈ２／Ｔｈ１７细胞因子标准品（冻干粉）０．２ｍＬ，藻

红蛋白阳性质控品０．５ｍＬ，异硫氰酸荧光素阳性质控品０．５

ｍＬ，洗液１３０ｍＬ，试验稀释液３０ｍＬ。

１．３　方法

１．３．１　样本收集　所有试验对象均在清晨空腹抽取静脉血３

ｍＬ于不加抗凝剂的采血管内，分离血清，于－８０℃条件下保

存，备用。

１．３．２　ＣＢＡ试剂盒细胞因子标准品的制备　将细胞因子标

准品（２５００ｐｇ／ｍＬ）置于１５ｍＬ的离心管中。标志８个流式

管，分别为１∶２、１∶４、１∶８、１∶１６、１∶３２、１∶６４、１∶１２８、１∶

２５６，检测稀释液为阴性对照。以上每管先加入３００μＬ稀释

液。从原液管开始进行倍比稀释，即从原液管中吸３００μＬ到

１∶２管中混匀，然后从１∶２管中吸３００μＬ加入１∶４管，以此

类推。

１．３．３　混合的捕获微球的制备　每种捕获微球取出１０μＬ，

根据要检测总样本数，每种捕获微球吸取的体积为：１０μＬ×样

本数。混合７种捕获微球，２００×ｇ，离心５ｍｉｎ，弃上清液，重悬

于血清增强液中，充分涡旋震荡混匀，避光、室温静置３０ｍｉｎ。

１．３．４　ＣＢＡ试剂盒血清样本中７种细胞因子水平的检测　

每个试验管中加入５０μＬ混合的捕获微球，标准品管中加入

５０μＬ梯度稀释好的标准品。在样本管中加入５０μＬ的待测

样本。然后在所有的试验管中加入５０μＬ的人 Ｔｈ１／Ｔｈ２／

Ｔｈ１７藻红蛋白检测试剂。室温避光孵育３ｈ。随后加入１ｍＬ

洗液，２００×ｇ，离心５ｍｉｎ。弃上清液，加入３００μＬ洗液重悬微

球。留待上机检测。上机检测前涡旋震荡３～５ｓ以充分混

匀。采集流式图谱并用ＦＣＡＰＡｒｒａｙ软件进行数据分析。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行统计学分析，计

量资料以狓±狊表示；２组间比较采用 ＭａｎｎＷｈｉｔｎｅｙ犝（曼惠

特尼检验）检验；多组间比较采用单因素方差分析，多组之间的

两两比较采用ＬＳＤ法进行检验；检验水准α＝０．０５，犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　人口学资料　本研究共纳入痰涂片阳性肺结核３８例，其

中男２１例，女１７例；年龄１９～７８岁，平均（５５．０８±１７．８１）岁。

痰涂片阴性肺结核６０例，其中男２４例，女３６例；年龄２０～７６

岁，平均（５５．７６±１５．７４）岁。对照组７９例，其中男５４例，女２５

例；年龄２２～５５岁，平均（３３．８６±８．０４）岁。

２．２　不同分组血清中不同细胞因子水平比较

２．２．１　结核组与对照组细胞因子水平比较　除ＩＬ１７Ａ（犘＝

０．２２６）外，结核组患者血清中的ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＴＮＦ、

ＩＦＮγ水平均高于对照组（犘＜０．０５），见表１。

２．２．２　对照组与痰涂片阳性组、阴性组的细胞因子水平对

比　结果显示，ＩＬ１７Ａ组间、组内差异无统计学意义。痰涂片

阳性组ＩＬ２、ＩＬ４、ＩＬ１０、ＩＦＮγ水平与对照组相比差异有统计

学意义（犘＜０．０５），而痰涂片阳性组与痰涂片阴性组相比，虽

然因子水平相对稍有增高，但差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

ＩＬ６水平在痰涂片阳性组中最高，痰涂片阴性组中次之，在对

照组中最低，且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。ＴＮＦ水平在痰

涂片阳性组显著高于对照组和痰涂片阴性组（犘＜０．０５），其他

组相比差异无统计学意义（犘＞０．０５），见表２。

表１　　结核组和对照组不同因子水平对比（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ２ ＩＬ４ ＩＬ６ ＩＬ１０ ＴＮＦ ＩＦＮγ ＩＬ１７Ａ

结核组 ９８ １９．４９±１．００ １９．５０±０．７９ ６２７．４９±２６５．８０ ２２．４２±４．２２ ８１．９７±３１１．２７ １４．８２±０．２２ ３５．２０±１３．１３

对照组 ７９ １８．７０±０．５９ １８．７９±０．６７ ２１．５３±１．２０ ２１．０３±０．８２ ２１．１０±１．１２ １４．６８±０．１０ ３２．０８±８．０２

犘值 ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ＜０．０５ ０．０１５ ＜０．０５ ０．２２６

表２　　痰涂片阳性、阴性组与对照组不同因子水平对比（狓±狊，ｐｇ／ｍＬ）

组别 狀 ＩＬ２ ＩＬ４ ＩＬ６ ＩＬ１０ ＴＮＦ ＩＦＮγ ＩＬ１７Ａ

对照组 ７９ １８．７０±０．５９ １８．７９±０．６７ ２１．５３±１．２０ ２１．０３±０．８２ ２１．１０±１．１２ １４．６８±０．１０ ３２．０８±８．０２

痰涂片阳性组 ３８ １９．５８±０．５３ １９．５１±０．５９ ９８４．５３±３５７．７８ ２２．９１±６．５０ １２０．５９±９４．１７ １４．８３±０．１９ ３７．４７±１４．９１

痰涂片阴性组 ６０ １９．３５±０．９３ １９．４７±０．９０ １６３．７４±９５．７３＃ ２２．１１±１．６２ ２２．００±１．１８＃ １４．８１±０．２３ ３３．７６±１．７８

　　注：与对照组相比，犘＜０．０５；与痰涂片阴性组相比，＃犘＜０．０５。

·６４１· 国际检验医学杂志２０１７年１月第３８卷第２期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｊａｎｕａｒｙ２０１７，Ｖｏｌ．３８，Ｎｏ．２



３　讨　　论

肺结核是１种由结核分枝杆菌引起的肺部感染性疾病，占

各器官结核病总数的８０％～９０％。大量研究已经证实，Ｔｈ１、

Ｔｈ２、Ｔｈ１７型免疫细胞及其分泌的细胞因子在结核病的潜伏

感染、发病、治疗监测及转归的过程中均起着重要的作用［３４］。

Ｔｈ１型免疫细胞主要分泌ＩＦＮγ、ＩＬ２、ＴＮＦ等细胞因子，这些

细胞因子具有直接抗感染和调节功能，可促进细胞免疫应答。

其中，ＩＦＮγ作为巨噬细胞的活化因子，是１种促炎因子，有助

于消灭结核分枝杆菌，对人体起到保护作用［５］；ＩＬ２主要由

Ｔｈ１型细胞受抗原刺激后合成，可以促进Ｔ细胞的体外生长，

同时也能促进ＮＫ细胞的生长，提高单核巨噬细胞的杀菌能

力［６］；具有生物活性的ＴＮＦα对于机体包围感染部位，防止感

染扩散具有重要作用［７］。Ｔｈ２型免疫细胞主要分泌ＩＬ４、ＩＬ

６、ＩＬ１０等细胞因子，辅助体液免疫应答，刺激Ｂ细胞增殖并

产生抗体。其中，ＩＬ４可介导Ｔｈ２型免疫反应，还可抑制Ｔｈ１

型免疫反应［８］；ＩＬ６不仅是激活分泌ＩＦＮγ的Ｔ细胞所必需

的物质，而且还可以诱导保护性 Ｔ 细胞，加强ＩＦＮγ的作

用［９］；据报道，ＩＬ１０可通过降低ＣＤ４＋ Ｔ细胞和ＣＤ８＋ Ｔ细胞

的活性以及下调单核巨噬细胞协同刺激分子的表达来抑制细

胞介导的抗结核分枝杆菌感染的免疫反应［１０］。Ｔｈ１７是除

Ｔｈ１、Ｔｈ２和Ｔｒｅｇ的另外１种ＣＤ４
＋ Ｔ细胞亚群。ＩＬ１７Ａ是

ＩＬ１７家族的重要成员，由Ｔｈ１７细胞分泌产生。ＩＬ１７家族在

机体的免疫监视和免疫调控中发挥着重要作用，尤其在炎性疾

病中具有促进炎性反应和协同刺激Ｔ细胞活化的作用
［１１］。在

机体抗微生物感染过程中，ＩＬ１７Ａ主要发挥诱导Ｔ细胞活化、

刺激巨噬细胞和上皮细胞产生多种促炎介质并放大致炎效应

的作用。

本研究结果表明，除ＩＬ１７Ａ外，痰涂片阳性组其他细胞因

子水平均高于对照组，提示Ｔｈ１型和Ｔｈ２型细胞因子在结核

病的自身免疫过程中对机体具有保护作用，与先前的报道一

致，ＩＬ６和ＴＮＦ水平均为痰涂片阳性组最高，痰涂片阴性组

居中，对照组最低，且对照组组内差异远远小于结核组的组内

差异［１２１４］；而且痰涂片阳性组和痰涂片阴性组与对照组相比

也具有更高的组内差异，这些均提示２种细胞因子与结核病病

情严重程度有关，检测这些因子可用于结核病的病情监测。关

于ＩＦＮγ，有文献报道，对照组的水平高于结核组
［１５］；还有报

道与作者的研究不一致，这种不一致可能与所纳入研究对象的

机体免疫状态及病情严重程度有关，需进一步研究和探

讨［１６１７］。

综上所述，检测血清中细胞因子的动态变化可了解结核病

的严重程度，但是不能仅从某１个细胞亚型的免疫应答状况去

解释结核病的免疫学发病机制，应考虑免疫应答整体的相互作

用和影响及整个细胞因子网络水平。与此同时，相对于传统的

ＥＬＩＳＡ法，ＣＢＡ法结合了流式细胞术敏感、快速、多通道的优

点，对样本消耗量小且ＣＢＡ试剂盒所检测的因子可自由组合

定制，为进一步在整个因子网络水平研究和探索结核病的发病

机制提供了良好的试验技术支持。
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