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［摘　 要］ 　 为评价细胞因子 ＩＬ－１２ ｐ４０、ＩＰ－１０ 和 ＴＮＦ－α 转录水平与牛分枝杆菌感染之间的关系，
及其在牛结核病诊断中的应用潜力。 采集田间筛选的结核病阳性牛、结核病阴性牛以及牛分枝杆

菌 ６８００２ 人工感染牛的外周血淋巴细胞，经牛结核菌素（ＰＰＤＢ）、重组蛋白 ＣＦＰ－１０－ＥＳＡＴ－６（ＣＥ）、
ＭＰＴ６３、ＰＥＴ 和 ＰＢＳ 分别刺激 ６ ｈ，提取细胞总 ＲＮＡ，用荧光定量 ＰＣＲ 检测 ＩＬ－１２ ｐ４０、ＩＰ－１０、ＩＦＮ－γ
和 ＴＮＦ－α 的转录水平。 结果显示结核病阳性牛的外周血淋巴细胞经 ＰＰＤＢ 和 ＣＥ 刺激后，其 ＩＰ－１０
的 ｍＲＮＡ 转录水平显著高于结核病阴性牛，且与 ＩＦＮ－γ 的 ｍＲＮＡ 转录水平具有良好的相关性；初
步建立牛结核病 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ－１０ 的 Ｒｅａｌ－ ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法，其对临床阳性样本的检出率分别为

７１．４５％和 ７８．５７％。 因此，ＩＰ－１０ 的 ｍＲＮＡ 转录水平与牛分枝杆菌的感染相关，有作为牛结核病诊

断标志物的潜力。
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ｕｓｉｎｇ ＰＰＤＢ， ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｒｏｔｅｉｎ ＣＦＰ－１０－ＥＳＡＴ－６（ＣＥ）， ＭＰＴ６３， ＰＥＴ ａｎｄ ＰＢＳ ｆｏｒ ６ ｈ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｎｄ
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ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＰ－１０ ｏｆ ＰＢＬＣ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ｂｙ ＰＰＤＢ ｏｒ ＣＥ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｉｎ ｂＴＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃａｔｔｌｅ ｔｈａｎ ｔｈａｔ ｉｎ ｂＴＢ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃａｔｔｌｅ， ａｎｄ ｔｈｅ ｍＲＮＡ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＰ－１０ ｓｈｏｗｅｄ ｇｏｏｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＦＮ－γ． Ｔｈｅ ｂＴＢ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＰ －１０ ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｎ ｃｌｉｎｉｃａｌ ｂＴＢ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ７１．
４５％ ａｎｄ ７８． ５７％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ， ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＩＰ － １０ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍ． ｂｏｖｉｓ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ｂｉｏｍａｒｋｅｒ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｉａｇｎｏｓｉｓ ｏｆ ｂＴＢ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｂｏｖｉｎｅ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ； ｄｉａｇｎｏｓｉｓ； ＩＰ－１０； ＩＦＮ－γ； Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ

　 　 牛结核病（Ｂｏｖｉｎｅ Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）是一种主要由

结核分枝杆菌复合群 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ
ｃｏｍｐｌｅｓ， ＭＴＢＣ）成员—牛分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｂｏｖｉｓ，Ｍ．ｂｏｖｉｓ）感染引起的一种人兽共患慢性传染

病［１－２］。 目前世界范围内的牛结核病疫情形势严

峻，约有 ５０００ 万头牛感染了结核病，造成的经济损

失每年达 ３０ 多亿美元，野生动物带菌状况更是无

法精确统计［３］，我国牛结核病流行数据主要来自于

零星报道：２００９ ～ ２０１４ 年青海 ２３ 个县市奶牛结核

病平均阳性率 ０．０６％，耗牛阳性率为 ０．０５％［４］；山
东省 ２０１０ ～ ２０１２ 年 牛 结 核 病 阳 性 率 分 别 为

２９．３４％、２７．９６％和 １４．９３％［５］；个别奶牛场结核病的

阳性率为 １０．１８％［６］，牛结核病给畜牧业带来巨大

经济损失和贸易限制。 该病能传染给人，严重威胁

人类健康。 据调查， ２００３ 年结核病患者中约有

３．４％是由牛分枝杆菌感染引起的，２０１１ 年则上升

至 ５．４％，在墨西哥，有 ３８％的结核病患儿是由牛分

枝杆菌感染引起［７］。 因此，牛结核病的有效检测和

防控直接关系着公共卫生安全。 目前，世界上对牛

结核病的诊断主要依赖于结核菌素皮试试验，新西

兰、美国、澳大利亚等发达国家也将 ＩＦＮ－γ 释放试

验推荐作为牛结核病的诊断方法。 科研工作者仍

在不断开发新的诊断方法和诊断试剂盒，以期进一

步提高牛结核病诊断方法的灵敏度和特异性，降低

检测成本，简化检测步骤，建立更加符合基层和检

疫部门不同需求的牛结核病诊断方法。
在人结核病诊断方法的研究中发现，ＩＰ －１０、

ＩＬ－１２和 ＴＮＦ－α 等细胞因子与结核病的感染相关，
并有作为结核病分子标志物的潜力，本研究主要通

过采集并分离田间筛选的结核病阳性牛、阴性牛和

牛分枝杆菌人工感染牛的外周血淋巴细胞，利用

ＰＰＤＢ、ＣＥ、ＭＰＴ６３ 等抗原刺激后，Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检

测 ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＰ－１０、ＩＦＮ－γ 和 ＴＮＦ－α 的转录水平，
初步评价上述细胞因子与牛结核病的相关性，并用

建立的 ｒｅａｌ－ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法检测 １４ 头结核病

阳性牛，初步评价其对牛结核病的检出效果，从而

为进一步筛选牛结核病诊断标识提供参考依据。
１　 材料与方法

１． １ 　 材 料 　 牛 分 枝 杆 菌 强 毒 参 考 株 ６８００２
（ＣＶＣＣ６８００２）来自国家兽医微生物菌种保藏中心。
Ｍ－ＬＶ，Ｏｌｉｇｏ ｄＴ（１５）购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司；ＴＲＩＺＯＬ 购

于 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；ｄＮＴＰ、ＲＩ 购自 ＴＡＫＡＲＡ 公司；
ＲＰＭＩ１６４０ 培养基购自 ＧＩＢＣＯ 公司；４８ 孔细胞培养

板购自 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司；牛淋巴细胞分离液购自天津

灏洋生物公司；Ｔａｑｍａｎ 荧光定量试剂盒购自 ＡＢＩ
公司； ＩＦＮ － γ 释放试验用 ＰＰＤＡ （ Ｐｒｉｏｎｉｃｓ ＡＧ）、

ＰＰＤＢ（Ｐｒｉｏｎｉｃｓ ＡＧ）和 ＢｏｖｉｇａｍＴＭ购自北京测迪公

司；皮试用 ＰＰＤＢ、ＰＰＤＡ 购买自哈尔滨第六生物制

品厂；重组蛋白 ＣＦＰ － １０ ／ ＥＳＡＴ － ６ ／ ＴＢ１０． ４ （ ＣＥＴ，
０．５ ｍｇ ／ ｍＬ）、 ｐＥＴ － ３２ａ 载 体 标 签 蛋 白 ＰＥＴ
（２０ μｇ ／ ｍＬ）、ＣＦＰ－１０－ＥＳＡＴ－６（ＣＥ，２０ μｇ ／ ｍＬ）和
ＭＰＴ６３（２０ μｇ ／ ｍＬ）由实验室制备并保存。
１．２　 方法

１．２．１　 皮试试验 　 结核菌素皮试试验（Ｔｕｂｅｒｃｕｌｉｎ
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Ｓｋｉｎ Ｔｅｓｔ， ＴＳＴ）根据国家标准《动物结核病诊断技

术》（ＧＢ ／ Ｔ １８６４５－２００２）进行操作其判定标准为：
ＰＰＤ－Ｂ 为检测原时，局部有炎性反应，皮厚差≥４ ｍｍ
为阳性反应；无炎性反应，皮厚差＜２ ｍｍ 为阴性反

应；局部炎性反应不明显，２≤皮厚差＜４ ｍｍ 需在检

测结束后两个月后进行复检，第二次检测皮厚差≥
２ ｍｍ，则判定为结核病阳性。

基于重组蛋白 ＣＦＰ－１０ ／ ＥＳＡＴ－６ ／ ＴＢ１０．４ 的皮

试试验（ＣＦＰ－１０ ／ ＥＳＡＴ－６ ／ ＴＢ１０．４－ｂａｓｅｄ ｓｋｉｎ ｔｅｓｔ，
ＣＥＴ－ｂａｓｅｄ ＳＴ）为实验室建立。 该方法操作步骤为

在牛颈部一侧皮内注射 ０．１ ｍＬ，分别在注射前和注

射后 ７２ ｈ 由同一操作人员，用游标卡尺测量注射

部位皮肤厚度，其判定标准为：皮厚差≥１．１ ｍｍ 为

结核病阳性，皮厚差＜１．１ ｍｍ 为结核病阴性。
１．２．２　 ＩＦＮ－γ 释放试验 　 采集实验动物全血置于

１０ ｍＬ 肝素锂抗凝采血管中，分装至 ４８ 孔细胞培养

板中（７５０ μＬ ／孔，５ 孔 ／份样品），无菌条件下分别

加入 ５０ μＬ 的 ＰＰＤ－Ｂ、ＰＰＤ－Ａ、ＰＢＳ、ＣＥ、ＭＰＴ６３ 和

ＰＥＴ，轻轻混匀后于 ３７ ℃培养 ２４ ｈ。 ６０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心，收集上清，按照 ＢｏｖｉｇａｍＴＭ试剂盒说明书进行检

测，不同刺激原的 ＯＤ４５０ｎｍ 值分别记作 ＯＤＰＰＤＢ、
ＯＤＰＰＤＡ、ＯＤＰＢＳ、ＯＤＣＥ、ＯＤＭＰＴ６３和 ＯＤＰＥＴ。 结果判定：
ＰＰＤＢ ／ ＰＰＤＡ 作 为 刺 激 原 时 （ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ Ｇａｍａ
Ｒｅｌｅａｓｅ Ａｓｓａｙ， ＩＧＲＡ）， ＯＤＰＰＤＢ － ＯＤＰＰＤＡ ＜ ０． １， 或

ＯＤＰＰＤＢ－ＯＤＰＢＳ＜０．１，判为阴性；ＯＤＰＰＤＢ－ＯＤＰＰＤＡ≥０．１
且 ＯＤＰＰＤＢ－ＯＤＰＢＳ≥０．１ 判定为牛结核病阳性。 重组

蛋白 ＣＥ 作为刺激原时（ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ）， ＯＤＣＥ －
ＯＤＰＢＳ≥０．１ 判定为阳性；ＯＤＣＥ －ＯＤＰＢＳ ＜０．１，判为阴

性。 ＯＤＣＥ－ＯＤＰＢＳ≥０．１ 判断为阳性。
１．２．３　 牛外周血淋巴细胞的分离及刺激　 经颈静

脉采集全血放于肝素锂抗凝采血管中，参照灏洋生

物公司牛淋巴细胞分离液说明书操作，分离外周血

淋巴细胞（ＰＢＬＣ），加入 １ ｍＬ 红细胞裂解液，轻轻

吹悬后，静置 ３ ｍｉｎ，加入 １０ ｍＬ 含 １０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０ 培养基终止反应，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，
倾去培养基，再用 ＰＢＳ 洗涤 ２ 次细胞。 用 ２ ｍＬ 含

１０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０ 培养基重悬 ＰＢＬＣ，以
２×１０６ ｃｅｌｌ ／ ｍＬ 浓 度 铺 于 ４８ 孔 细 胞 培 养 板 中

（２００ μＬ ／孔，６ 孔 ／份样品）。 分别向各个孔中加入

５０ μＬ 的 ＰＰＤＢ、ＰＰＤＡ、ＰＢＳ、ＣＥ、Ｍ６ＰＴ６３ 和 ＰＥＴ，
３７ ℃ ＣＯ２ 培养箱中孵育 ６ ｈ，每孔分别加入 ７５０ μＬ
ＴＲＩＺＯＬ，冻存于－８０℃备用。
１．２．４　 Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ　 按照 ＴＲＩＺＯＬ 说明书提取

细胞总 ＲＮＡ。 提取后用 ５０ μＬ ＤＥＰＣ 水 ６０ ℃溶解

１０ ｍｉｎ；加入 ＲＮＡ 酶抑制剂（ＲＩ，１ ｕＬ ／管），分光光

度计定量后，参照 ＴＡＫＡＲＡ 反转录试剂盒说明书，
合成 ｃＤＮＡ，保存于－２０ ℃备用。

以 ｃＤＮＡ 为模板，β － ａｃｔｉｎ 基因为内参，使用

ＴａｑＭａｎ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ（ＡＢＩ）试剂盒检

测牛 ＰＢＬＣ 中 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＰ －１０ 和 ＴＮＦ－α
的 ｍＲＮＡ 转录水平。 每头牛 ＰＢＳ 刺激孔样品为空

白参照，每个样品作 ３ 个重复孔，用 ΔΔＣＴ 法分析

试验数据。
１．２．５　 田间筛选结核病阳性牛和结核病阴性牛　
通过 ＴＳＴ、ＩＧＲＡ、ＣＥＴ－ｂａｓｅｄ ＳＴ 和 ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ
从结核病流行牛场筛选 １０ 头结核病阳性牛，从连

续五年没有检测到结核病的牛场中筛选 ５ 头结核

病阴性牛，分别采集外周血，放于肝素锂抗凝采血

管，无菌分离 ＰＢＬＣ 分装于 ４８ 孔细胞培养板，并用

ＰＰＤＢ、ＰＥＴ、ＣＥ、ＭＰＴ６３ 和 ＰＢＳ 刺激 ６ ｈ，收获细胞

后，提取总 ＲＮＡ， Ｒｅａｌ － Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ － γ、
ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＰ－１０ 和 ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 转录水平，以
初步评价细胞因子转录水平与牛结核病的相关性，
并筛选有潜力用于牛结核病诊断的细胞因子。
１．２．６　 人工感染牛验证分子标识

１．２．６．１　 Ｍ．ｂｏｖｉｓ ６８００２ 的复苏及制备 　 将强毒株

Ｍ．ｂｏｖｉｓ ６８００２ 冻干粉充分溶解于 ２ ｍＬ 无菌水中，
取 １００ μＬ 接种到 ７Ｈ１０ 固体培养基斜面，４ ｗ 后，挑
取单菌落，转接 ７Ｈ９ 液体培养基，３７ ℃，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ
连续培养 １４ ～ ２１ ｄ。 收获菌液，３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，收集菌体沉淀并称重，用 ７Ｈ９ 培养液重悬

至浓度为 ４００ ｍｇ ／ ｍＬ，混匀后置于 ４ ℃保存备用。
１．２．６．２　 人工攻毒 　 在连续五年没有检测到结核

病的牛场，用 ＴＳＴ、 ＩＧＲＡ、ＣＥＴ － ｂａｓｅｄ ＳＴ 和 ＣＥ －
ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ 筛选 ６ 头 １ ～ ２ 月龄结核病阴性犊公

牛。 将 ６ 头牛随机分成两组，其中 ３ 头牛静脉注射

２ ｍＬ Ｍ．ｂｏｖｉｓ ６８００２ 菌液，另外 ３ 头静脉注射 ２ ｍＬ
ＰＢＳ 生理盐水作为空白对照。 于感染后 ２０ ｗ 利用

·１２·
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ＩＧＲＡ、ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ 检测动物的感染情况。 分别

于感染前和感染后 ３０ ｗ，采集全血，置于肝素锂抗

凝采血管，无菌分离 ＰＢＬＣ 分装于 ４８ 孔细胞培养

板，并用 ＰＰＤＢ、ＰＥＴ、ＣＥ 和 ＰＢＳ 刺激 ６ ｈ，收获细胞

后，提取总 ＲＮＡ，Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ－
１０ ｍＲＮＡ 转录水平，以进一步确认 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ－１０
ｍＲＮＡ 转录水平与牛分枝杆菌感染之间的相关性。
１．２．７　 牛结核病 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ －１０ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测方法在临床上的初步应用 　 通过 ＴＳＴ、ＩＧＲＡ、
ＣＥＴ－ｂａｓｅｄ ＳＴ 和 ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ 从结核病流行牛

场筛选 １０ 头结核病阳性牛，从连续五年没有检测

到结核病的牛场中筛选 ６ 头结核病阴性牛，分别采

集外周血，放于肝素锂抗凝采血管，提取 ＰＢＬＣ 分

装于 ４８ 孔细胞培养板，分别用 ＰＰＤＢ、ＣＥ 和 ＰＢＳ
刺激 ６ ｈ，收获细胞并提取总 ＲＮＡ，利用建立的牛结

核病 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ－１０ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法进

行检测，初步评价其对牛结核病检出效果。

１．２．８　 统计学分析 　 将 １．６．１ 数据利用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ ６ 软件作 ＲＯＣ 分析，获得各细胞因子检测方

法的 ｃｕｔｏｆｆ 值；用 ＡＮＯＶＡ Ｋｒｕｓｋａｌ－Ｗａｌｌｉｓ 检验分析

组间差异； 用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 检验分析组间相关性；
Ｐ＜０．０５时，判定为差异显著。
２　 结果与分析

２．１　 皮试试验和 ＩＦＮ－γ 释放试验筛选结核病阳性

牛和结核病阴性牛 　 通过 ＴＳＴ、ＩＧＲＡ、ＣＥＴ－ｂａｓｅｄ
ＳＴ 和 ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ 筛选结核病阳性牛 １０ 头和

结核病阴性牛 ５ 头（图 １）。 结果表明以 ＰＰＤＢ、
ＰＰＤＡ、ＰＥＴ、ＰＢＳ、ＣＥ 和 ＭＰＴ６３ 分别为刺激原刺激

全血时，结核病阴性牛全血经上述抗原刺激后，其
ＩＦＮ－ γ 水平保持稳定，而结核病阳性牛全血经

ＰＰＤＢ、ＰＰＤＡ、ＣＥ 刺激后，其 ＩＦＮ－γ 水平显著高于

ＰＥＴ、ＰＢＳ 和 ＭＰＴ６３ 刺激，且显著高于结核病阴性

牛。 因此， ＭＰＴ６３ 可能并不适于作为牛结核病

ＩＦＮ－γ释放试验的刺激原。

Ａ：结核菌素皮试试验及基于重组蛋白 ＣＥＴ 的皮试试验；Ｂ：ＩＦＮ－γ 释放试验

图 １　 皮试试验及 ＩＦＮ－γ释放试验检测结果

Ｆｉｇ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ｔｅｓｔ ａｎｄ Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ ｇａｍｍａ ｒｅｌｅａｓｅ ａｓｓａｙ

２．２　 牛结核病细胞因子诊断标识的初步筛选　 以

ＰＰＤＢ、ＰＰＤＡ、 ＰＢＳ、 ＰＥＴ、ＣＥ 和 ＭＰＴ６３ 分别对牛

ＰＢＬＣ 进行刺激，以 β － ａｃｔｉｎ 基因为内参， 进行

Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ，检测 ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＰ －１０ 和

ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 转录水平。 以每头牛的 ＰＢＳ 刺激孔

样品为参照，用 ΔΔＣＴ 法分析试验数据，检测结果

如图 ２。 结果显示 ＰＥＴ 不能刺激阳性牛 ＰＢＬＣ 中

ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＰ －１０ 和 ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ 转录水

平提高，所以重组蛋白 ＣＥ 和 ＭＰＴ６３ 中标签蛋白的

作用可以忽略不计。 ＭＰＴ６３ 刺激后，结核病阳性牛

和阴性牛的 ＩＦＮ －γ、 ＩＬ － １２ｐ４０、 ＩＰ － １０ 和 ＴＮＦ －α

ｍＲＮＡ 转录水平并无显著性差异，这也与 ２．１ 中的

结果吻合。 因此，ＭＰＴ６３ 不适于作为刺激原。

·２２·
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图 ２　 细胞因子 ｍＲＮＡ 转录水平

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ

　 　 ＰＰＤＢ、ＰＰＤＡ 和 ＣＥ 作为刺激原时，其诱导结

核病阳性牛 ＰＢＬＣ 产生的 ＩＦＮ－γ、ＩＰ－１０ 和 ＴＮＦ－α
显著高于结核病阴性牛，由于致病性分枝杆菌和环

境分枝杆菌存在交叉抗原，因此以 ＰＰＤＢ 作为刺激

原检测细胞因子时，需要同时以 ＰＰＤＡ 作为对照。
ＣＥ 仅存在于致病性分枝杆菌群中，能够特异性地

刺激结核病阳性牛 ＰＢＬＣ 产生 ＩＦＮ－γ、ＩＰ－１０、ＴＮＦ－α，
因此选择 ＣＥ 刺激后牛 ＰＢＬＣ 样品用 Ｓｐｅａｒｍａｎ 检

验分析细胞因子 ｍＲＮＡ 转录水平之间相关性。 结

果显示在 ＣＥ 刺激 ＰＢＬＣ 后， ＩＦＮ－γ 与 ＩＬ－１２ｐ４０、
ＩＰ－１０ 和 ＴＮＦ－α 的 ｍＲＮＡ 转录水平之间的相关系

数分别为 ０．４７、０．６５ 和 ０．８８，虽然 ＴＮＦ－α 与 ＩＦＮ－γ
的 ｍＲＮＡ 转录水平之间相关性最好，但ＴＮＦ－α在结

核病阳性牛和阴性牛的转录水平差异较小，作为分

子标识可能会发生漏检。 因此，ＴＮＦ－α 并不适合作

为牛结核病的分子标识。 ＩＬ－１２ｐ４０ 与 ＩＦＮ－γ、ＩＰ－

１０ 和 ＴＮＦ－αｍＲＮＡ 转录水平之间的相关系数分别

为 ０．４７、０．１５ 和 ０．４５，且结核病阳性牛和阴性牛的

ＰＢＬＣ 经 ＣＥ 刺激后，ＩＬ－１２ｐ４０ 转录水平无显著性

差异，因此 ＩＬ－１２ｐ４０ 不适合作为牛结核病的分子

标识。 结核病阳性牛 ＰＢＬＣ 经 ＣＥ 刺激后，ＩＰ －１０

的 ｍＲＮＡ 转录水平显著高于结核病阴性牛，且其转

录水平与 ＩＦＮ－γ 呈正相关（Ｓｐｅａｒｍａｎ ｒ ＝ ０．６５），有

作为牛结核病诊断标识的潜力。

为了获得基于 ＩＦＮ－γ、ＩＰ－１０ 和 ＴＮＦ－α ｍＲＮＡ

转录水平的荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的 ｃｕｔｏｆｆ 值和

其相对的检测灵敏度和特异性，比较 ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α

和 ＩＰ－１０ 作为牛结核病分子标识的潜力，ＲＯＣ 方法

分析 １０ 头结核病阳性牛和 ５ 头阴性健康牛的 ＣＥ

刺激后 ＰＢＬＣ 中各细胞因子的 ｍＲＮＡ 转录水平，分

析结果如表 ２。 结果显示以 ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α 和 ＩＰ－１０

的 ｍＲＮＡ 转录水平建立的 Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方

法的曲线下面积（ＡＵＣ）均大于 ０．９，表明该方法能

够较为真实地反应牛分枝杆菌的感染情况。 由于

用于 ＲＯＣ 分析的样本量少，在筛选 ｃｕｔｏｆｆ 值时，只

能从 ６０％、８０％和 １００％的特异性中进行选择，考虑

到本次试验中我们选择的阳性牛个体细胞免疫反

应均很强，细胞因子的相对表达量也高于文献报

道，如果选择特异性 １００％作为指标，获得的 ｃｕｔｏｆｆ

·３２·
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值很可能会偏大，会造成漏检，因此，选择特异性为

８０％，则 ＩＦＮ－γ、ＴＮＦ－α 和 ＩＰ－１０ 的 ｃｕｔｏｆｆ 值分别为

１０．４５、６．７６２ 和 １． ４０３，其检测灵敏度均可达 ９０％

以上。

表 １　 细胞因子荧光定量 ＰＣＲ 检测方法的 ＲＯＣ 分析

Ｔａｂ １　 ＲＯＣ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ－ｂａｓｅｄ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｄｉａｇｎｏｓｔｉｃ ｍｅｔｈｏｄｓ
Ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ＡＵＣ Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ／ ％ ９５％ ＣＩ Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ／ ％ ９５％ ＣＩ ｃｕｔｏｆｆ ｖａｌｕｅ

ＩＦＮ－γ ０．９４

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ ６０ １４．６６％ ｔｏ ９４．７３％ ＞３．２０９

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ ８０ ２８．３６％ ｔｏ ９９．４９％ ＞１０．４５

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ １００ ４７．８２％ ｔｏ １００．０％ ＞９８．２５

ＩＰ－１０ ０．９８

１００ ６９．１５％ ｔｏ １００．０％ ６０ １４．６６％ ｔｏ ９４．７３％ ＞１．８３９

１００ ６９．１５％ ｔｏ １００．０％ ８０ ２８．３６％ ｔｏ ９９．４９％ ＞６．７６２

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ １００ ４７．８２％ ｔｏ １００．０％ ＞１８．８２

ＴＮＦ－α ０．９８

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ ６０ １４．６６％ ｔｏ ９４．７３％ ＞１．３１３

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ ８０ ２８．３６％ ｔｏ ９９．４９％ ＞１．４０３

９０ ５５．５０％ ｔｏ ９９．７５％ １００ ４７．８２％ ｔｏ １００．０％ ＞１．６５９

２．３　 牛结核病细胞因子诊断标识的验证　 感染后

２０ ｗ，利用 ＩＧＲＡ、ＣＥ－ｂａｓｅｄ ＩＧＲＡ 检测 ６ 头试验牛，
结果显示 ３ 头 Ｍ．ｂｏｖｉｓ ６８００２ 感染牛呈牛结核病阳

性，３ 头 ＰＢＳ 注射牛呈牛结核病阴性（数据未显

示）。 分别于感染前和感染后 ３０ ｗ 采集全血，无菌

分离 ＰＢＬＣ 经 ＣＥ 和 ＰＢＳ 刺激后，Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ
检测 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ －１０ ｍＲＮＡ 转录水平。 结果显示

Ｍ．ｂｏｖｉｓ ６８００２ 感染牛的 ＰＢＬＣ 经 ＣＥ 刺激后，其 ＩＦＮ－γ

和 ＩＰ－１０ ｍＲＮＡ 转录水平显著高于感染 ＰＢＳ 对照

牛，因此 ＣＥ 诱导的 ＩＰ－１０ 的转录水平与牛分枝杆

菌感染相关，有作为牛结核病分子标识的潜力。
２．４　 临床检测结果　 利用建立的牛结核病 Ｒｅａｌ－

Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法，检测临床筛选的 １４ 头结核病

阳性牛，基于 ＩＦＮ－γ 和 ＩＰ － １０ ｍＲＮＡ Ｒｅａｌ －Ｔｉｍｅ
ＰＣＲ 方法检出率分别为 ７１．４％（１０ ／ １４）和 ７８．５７％
（１１ ／ １４）。

图 ３　 ＣＥ 诱导的 ＩＦＮ－γ和 ＩＰ１０ ｍＲＮＡ 转录水平

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＣＥ ｉｎｄｕｃｅｄ ＩＦＮ－γ ａｎｄ ＩＰ１０

·４２·
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３　 讨　 论

细胞因子在结核病发病进程中起重要作用，探
讨细胞因子的表达水平与牛结核病之间的关系，筛
选能够作为结核病诊断用的新型分子标识也是目

前结核病研究领域的热点之一。 ＩＦＮ－γ 是重要的

免疫调节因子，具有抗病毒和细胞毒的活性，还能

够激活巨噬细胞， 促进细胞因子的释放， 增强巨噬

细胞的吞噬作用，是目前用于检测人和动物结核病

的细胞因子［８－９］。 其原理是：在体外培养条件下，外
周血淋巴细胞（ＰＢＬＣ）再次接触分枝杆菌特异抗原

后被活化，表达并释放大量的 ＩＦＮ－γ，通过 Ｒｅａｌ－

Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＦＮ－γ 的 ｍＲＮＡ 的转录水平，或利

用 ＥＬＩＳＡ 蛋白表达水平，或利用 ＥＬＩＳＰＯＴ 技术检

测分泌 ＩＦＮ－γ 的淋巴细胞进行数来判断人或动物

是否感染结核病。 但是该方法并不能区分结核病

的感染期，因此，科研工作者不断寻找新的细胞因

子作为检测靶标，以适应不同的检测需求［１０－１１］。
研究人员用 ＣＥ、ＰＰＤＢ 或 ＴＢ１０．４ 刺激人外周

血淋巴细胞，对比细胞因子 ＴＮＦ－α、ＩＦＮ－γ、ＩＬ－１０、
ＩＬ－１２ｐ４０、ＩＬ－１３、ＩＬ－１７ 和 ＩＬ－１８ 的表达水平发

现，ＴＮＦ－α、ＩＬ－１２ｐ４０ 能够用于区分人结核病的开

放期和潜伏期感染［１２］；ＩＰ －１０ 是 ＩＦＮ－γ 趋化因子

１０（ ｍｏｎｏｃｙｔｅ － ｄｅｒｉｖｅｄ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ＩＦＮ － γ － ｉｎｄｕｃｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ １０，亦名为 ＣＸＣＬ１０），是最新发现的人结核

病分子标识，有作为治疗监测和人结核病进程分子

标识的潜力［１１， １３－１５］。 为了研究细胞因子与牛结核

病之间的相关性，筛选新的牛结核病分子标识，本
研究首先利用 Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测了不同抗原刺

激后的田间筛选的结核病阳性牛和阴性牛的 ＰＢＬＣ
的 ＩＬ－１２ ｐ４０、ＩＰ －１０、ＩＦＮ－γ 和 ＴＮＦ－α 的转录水

平，发现结核病阳性牛 ＣＥ 诱导 ＩＰ－１０ 和 ＩＦＮ－γ 显

著高于结核病阴性牛，且 ＣＥ 诱导的 ＩＰ－１０ 和 ＩＦＮ－γ
转录水平具有良好的相关性；其次发现 Ｍ． ｂｏｖｉｓ
６８００２ 感染牛的 ＰＢＬＣ 经 ＣＥ 刺激后， ＩＰ － １０ 和

ＩＦＮ－γ转录水平显著高于 ＰＢＳ 对照牛，证实 ＣＥ 诱

导的 ＩＰ－１０ 与牛分枝杆菌感染相关；最后用建立的

Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法检测 １４ 头田间筛选的结核病

阳性牛，ＩＰ－１０ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测出 １１ 头阳性，

ＩＦＮ－γ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测出 １０ 头阳性牛，从而进

一步证实 ＣＥ 诱导的 ＩＰ－１０ ｍＲＮＡ 转录水平有作为

牛结核病分子标识的潜力。
然而，研究的局限之处在于田间样本量较少，

难以获得 ＩＰ－１０ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测方法准确的

ｃｕｔｏｆｆ 值，此外，也未能检测 ＩＰ－１０ 的蛋白质表达水

平，未能证实 ＣＥ 诱导的血浆中 ＩＰ－１０ 是否可以作

为牛结核病分子标识，有待进一步研究。
４　 小　 结

研究发现 ＩＰ－１０ 的 ｍＲＮＡ 转录水平与牛分枝

杆菌感染相关，结核病阳性牛的外周血淋巴细胞经

牛分枝杆菌特异性抗原 ＣＥ 刺激后，其 ＩＰ － １０ 的

ｍＲＮＡ 转录水平与 ＩＦＮ－γ 呈正相关，且均显著高于

结核病阴性牛，建立的 ＩＰ－１０ Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法

对 １４ 头结核病阳性牛的检出率可达 ７８．５７％。 因

此，ＣＥ 诱导的 ＩＰ －１０ ｍＲＮＡ 转录水平有作为牛结

核病分子标识的潜力，但其蛋白表达水平是否可以

作为牛结核病分子标识则有待进一步探究。
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