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要"目的
"

探讨结核感染患者外周血中性粒细胞自噬水平'方法
"

根据结核病诊断标准!将患者分为

健康对照组"

!,

例%和活动性结核组"

")

例%!收集患者外周血!采用流式细胞技术分别检测健康对照组和活动

性结核组中性粒细胞和单个核细胞的自噬状态'分离外周血中性粒细胞!采用
5D/K6@

法提取总
3O4

!经逆转

录实时荧光定量
]N3

!利用
"

'

##

N9计算
M8=@/1!

表达的相对定量'结果
"

活动性结核组与健康对照组年龄差异

无统计学意义"

!a%#!,$$

!

!

&

%#%$

%$活动性结核组男性比例"

(+#"-

%明显高于健康对照组"

*(#$-

%'活动

性结核组中性粒细胞自噬水平显著低于健康对照组"

!a%#%!*&

!

!

$

%#%$

%!而单个核细胞两组差异无统计学

意义"

!a%#(&)"

!

!

&

%#%$

%$活动性结核组中性粒细胞
M8=@/1!

#

N9a'!#"$)^%#)%

明显低于健康对照组

#

N9a'%#!%$̂ %#)&

!差异有统计学意义"

!

$

%#%%!

%'结论
"

结核感染患者外周血中性粒细胞的自噬水平降

低!且自噬相关基因
M8=@/1!I3O4

的表达下调!中性粒细胞的自噬水平可能与结核病的发生&发展密切相关'

关键词"结核病$
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结核病作为当今世界重要的传染病之一#严重威

胁人类健康$据统计#全球约
!

"

*

的人感染过结核分

枝杆菌&

T5M

'

(

!

)

$然而在众多的感染人群中#绝大多

数并不表现出任何临床症状#仅有约
!%-

的感染者会

在一生中的某个时间段发展成为结核病(

"

)

$

自噬#是将细胞内功能不全的细胞器和蛋白质运

输到溶酶体进行降解的一种方式#同时也在免疫和炎

症中起主要作用$当
T5M

入侵免疫细胞后会诱导抗

*
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*
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炎和&或'促炎细胞因子的释放#调节自噬相关蛋白的

表达#抑制或诱导细胞自噬对
T5M

的清除$

M8=@/1!

和微管相关蛋白轻链
*

&

T4]RN*

'是编码自噬相关蛋

白的重要基因#并且
RN*

是自噬体膜上的标记蛋白#

长期稳定存在直至与溶酶体相结合#常作为自噬体的

标记分子$研究发现#嗜中性粒细胞通过产生更高水

平的活性氧&

3̀ W

'#增加其吞噬体的
C

b

值并引起结

核分枝杆菌自噬#进而介导记忆性
NZ&

h

5

细胞的杀

菌活性#表明嗜中性粒细胞在结核感染过程中发挥重

要作用(

*2)

)

$目前关于中性粒细胞自噬水平在结核感

染中的作用鲜有研究报道#且自噬相关基因
M8=@/1!

在中性粒细胞中所诱导的自噬是否参与人体对结核

分支杆菌的调控仍不清楚$据此#本研究从自噬这一

细胞的自发性防御机制着手#通过分析结核感染患者

外周血中中性粒细胞
RN*

及
M8=@/1!I3O4

的表达

情况#深入探究中性粒细胞在结核病的发病机制过程

中的作用#为
T5M

的预防及治疗提供理论依据$

>

"

资料与方法

>#>

"

一般资料
"

依据肺结核诊断标准&

LW"&&2

"%%&

'#选择
"%!,

年
!"

月至
"%!(

年
,

月在重庆市公

共卫生医疗救治中心和陆军军医大学第三附属医院

就诊的初治结核病患者#共
")

例#健康对照组选择在

该区域中无血源关系的同期入院患者#无肺结核症状

或体征#实验室及影像学检测均未提示为肺结核者#

共
!,

例$排除疾病情况!免疫抑制剂使用者%合并其

他感染性疾病%自身免疫性疾病%肿瘤等疾病$

>#?

"

方法

>#?#>

"

标本采集
"

分别抽取活动性结核组%健康对

照组空腹外周血
*

"

$IR

于
PZ54

抗凝管#

*

"

,<

内检测自噬水平后分离目的细胞提取总
3O4

$

>#?#?

"

引物的查找与选择
"

通过查找
M8=@/1!

基因

数据信息和文献#利用
]D/I8D$#%

软件设计
]N3

扩增

引物#如表
!

#采用
c4]Zb

基因作为内参基因$

表
!

""

]N3

引物及扩增片段

名称 序列

bAI;1M8=@/1!2U $i

&

cNN5NNN5Nc55c4N555N4

$

*i

bA;I1M8=@/1!23 $i

&

5N5NN4N45 45cNN4cccc4

$

*i

bA;I1c4]Zb2U $i

&

cc44cc5c44cc5Ncc4c5N44

$

*i

bA;I1c4]Zb23 $i

&

N5NcN5NN5cc44c45cc5c45

$

*i
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"

采用流式细胞术进行自噬水平检测
"

U@6F

N8@@8=95T 4A96

C

<;

:E

RN* 419/H6>

E

2H;08> 400;

E

[/9

#自噬检测试剂盒购
T/@@/

C

6D8

公司#仪器为
MPN2

T4O

#按试剂盒和仪器要求进行操作$

>#?#A

"

外周血中性粒细胞提取
"

细胞分离试剂购自

5<8DI6U/0<8DW=/819/?/=

公司#具体操作步骤如下!

&

!

'取紫头管全血
!p!

加入
!,)%

培养基稀释#混匀

备用+&

"

'依次加入
($-]8D=6@@

%

,%-]8D=6@@

各
)IR

于
!$IR

离心管#加入时不能有任何上层液体冲入下

层的情况+&

*

'将混匀的稀释血液加入最上层+&

)

'

)$%

:

离心
"%

"

"$I/1

+&

$

'液体分
*

层#最上一层与

中间层之间细胞多为淋巴细胞$最下层与中层细胞

为中心粒(

$

)

+&

,

'用滴管吸出目的细胞#加入新
!$IR

离心管#加
!,)%

培养基#补充至
!)IR

+&

(

'

)$%

:

离

心
!%I/1

#弃上清+&

&

'用
!%%%

#

R]MW

重悬+&

+

'转

移至
!#$IRP]

管#

!%%%D

"

I/1

#离心
$I/1

&

)g

低

温高速离心机'#弃上清&瑞氏染色后显微镜计数#观

察有无中性粒细胞#拍照保存'+&

!%

'加入
!%%%

#

R

]MW

#

!%%%D

"

I/1

#离心
$I/1

&

)g

低温高速离心机'#

弃上清#加入
)%%

#

R

#按
!p*

加入
!IR5D/K6@

溶液#

反复震荡#做好标记#存放于
'&%g

超低温冰箱#待提

取
3O4

$

>#?#B

"

3O4

的提取及质量检测
"

取出保存样本室

温解冻#提取总
3O4

$在
5<8DI6OZ2!%%%

上进行

Z̀

",%

"

Z̀

"&%

检测#选择
3O4

在
!#&

"

"#%

范围内的

样品用于荧光定量
]N3

反应#剩余的
3O4

溶液于

'&%g

保存备用$

>#?#K

"

逆转录合成
=ZO4

及荧光定量
]N3

"

试剂盒

购自
36=<8

公司#将模板
3O4

及相应试剂解冻#逆转

录
]N3

仪为
4MS

#程序为!&

!

'逆转录延伸!

*(g

#

,%

I/1

+&

"

'灭活逆转录酶!

&$g

#

$I/1

$取出产物#迅速

置冰浴
$I/1

+

"

"

& g

保存
!

"

"<

或在
MS̀234Z

&

NUY2+,

'上立即进行荧光定量#扩增程序为!

+$g

#

!%I/1

+

+$g

&

"%0

'

(

,%g

&

"%0

'

(

("g

&

"%0

'

(

)%

个循环$

>#@

"

统计学处理
"

采用
W]WW!+#%

进行数据处理+计

量资料以
E^?

表示#两两比较采用
5

检验+采用

cD;

C

<];>]D/0I

统计软件进行图像处理+计算
M8=2

@/1!

基因表达的相对倍数#

!

$

%#%$

为差异有统计学

意义$

?

"

结
""

果

?#>

"

一般临床资料
"

本次临床标本收集健康对照组

样本
!,

例#其中成年男性
,

例#平均年龄为&

)"#+,̂

*#$"

'岁+成年女性
!%

例#平均年龄为&

)+#)%^$#**

'

岁+活动性结核组样本
")

例#其中成年男性
!+

例#平

均年龄为&

)"#+,̂ *#$"

'岁+成年女性
$

例#平均年龄

为&

)+#)%̂ $#**

'岁$活动性结核组与健康对照组相

比#年龄差异无统计学意义&

!a%#!,$$

#

!

&

%#%$

'+

活动性结核组男性&

(+#"-

'比例明显高于健康对照

组&

*(#$-

'$

?#?

"

自噬水平比较
"

采用流式细胞术对活动性结核

组和健康对照组外周血中性粒细胞和单个核细胞的

自噬水平进行检测#分析在单个核细胞%中性粒细胞

中
RN*

的表达情况$活动性结核组单个核细胞自噬

*

$**

*
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水平与健康对照组相比#差异无统计学意义&

!a

%#(&)"

#

!

&

%#%$

'+中性粒细胞自噬水平明显低于健

康对照组#差异有统计学意义&

!a%#%!*&

#

!

$

%#%$

'#见图
!

"

,

$

图
!

""

健康对照组单个核细胞自噬水平

图
"

""

活动性结核组单个核细胞自噬水平

图
*

""

两组单个核细胞自噬水平比较

图
)

""

健康对照组中性粒细胞自噬水平

?#A

"

中性粒细胞
M8=@/1!I3O4

的表达水平
"

采用

实时荧光定量
]N3

对活动性结核组和健康对照组外

周血中性粒细胞
M8=@/1!I3O4

进行检测$以活动

性结核组结果为
!

#发现活动性结核组中性粒细胞

M8=@/1!I3O4

相对内参基因表达低于健康对照组

&如图
(

'#差异有统计学意义&

!

$

%#%%!

'$

图
$

""

活动性结核组中性粒细胞自噬水平

图
,

""

两组中性粒细胞自噬水平比较

图
(

""

M8=@/1!I3O4

相对表达情况

@

"

讨
""

论

""

自噬#在维持细胞内稳态以及物质的循环利用上

具有重要作用$双层膜结构包被细胞质形成自噬小

体#与溶酶体融合形成自噬溶酶体#将内容物进行降

解#对细胞内外的细微变化能迅速做出反应#有利于

细胞快速适应环境变化(

,2(

)

#按照方式不同可分为大

自噬%小自噬和分子伴侣介导的自噬$自噬是机体免

疫非常重要的环节#它既可以直接杀灭
T5M

#又可以

为抗原提呈启动细胞免疫作准备(

&

)

$中性粒细胞#作

为机体主要的免疫细胞之一#

T5M

感染后#迅速从外

周血迁移到感染灶#活化并吞噬
T5M

#并通过
O4Z2

]b

氧化酶介导产生大量
3̀ W

#对吞噬的
T5M

起到

快速有效的杀灭作用#但同时也会促进中性粒细胞自

身的坏死#造成
T5M

的免疫逃逸(

+

)

$

本研究发现#活动性结核组男性比例明显高于健

康对照组#差异有统计学意义$在男性中#吸烟%饮酒

*
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*
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以及重体力劳动比例高于女性#以上危险因素可能降

低机体免疫功能#显著增加男性结核病的发病风

险(

!%2!!

)

$活动性结核组中性粒细胞自噬水平&

RN*

'及

M8=@/1!

基因表达明显低于健康对照组$

RN*

是目前

对自噬具有高度特异性的标志物#参与自噬体隔离膜

的形成$

T5M

感染免疫细胞后#

RN*2!

型&胞质型'

转变为
RN*2"

型&胞膜型'#通过对其定位可反映细胞

的自噬水平$

M8=@/1!

基因是第一个被鉴定的自噬基

因#是酵母自噬基因
45c,

的同源物#是参与自噬调

控的重要基因(

!"

)

$结核病的发生是由
5

淋巴细胞介

导的细胞免疫反应#体液免疫产生的抗体对其作用局

限#故推测活动性结核组自噬水平的降低及
M8=@/1!

基因表达的下调与
T5M

感染及破坏机体免疫系统有

关$但也有研究发现#

M8=@/1!

蛋白可以激活
I5̀ 3

蛋白#从而抑制细胞的自噬(

!*

)

$

中性粒细胞具有吞噬并杀灭细胞内结核分支杆

菌的作用#而且这种杀菌机制与
T5M

感染同
RN*

蛋

白减少有关#从而推断中性粒细胞也直接参与抗结核

分枝杆菌免疫$目前#关于
M8=@/1!

基因对中性粒细

胞所诱导的自噬与
T5M

感染调控的研究较少#机制

并不清楚#随着对自噬进一步的研究#可深入了解中

性粒细胞自噬情况在结核病发生发展的具体过程#为

结核病的治疗提供新的靶向治疗方案$

A

"

结
""

论

""

目前关于结核感染患者外周血中性粒细胞自噬

水平在结核感染中报道较少#本研究从细胞自发性防

御机制着手#分析中性粒细胞中自噬标志性蛋白
RN*

水平及相关基因
M8=@/18

表达#发现结核感染患者外

周血中性粒细胞自噬水平
RN*

降低#且
M8=@/18

基因

表达的下调#可能与结核病的发生发展有密切关系$
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