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［摘　 要］ 　 为检测不同毒力结核分枝杆菌感染巨噬细胞后细胞因子转录水平的变化，构建 ＩＬ－６、
ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α 重组标准质粒，建立了实时荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线。 应用该方法对不同毒力结核分

枝杆菌感染 ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞 ６ 个时间点细胞因子的转录水平进行分析，结果显示 Ｈ３７Ｒｖ 组、
ＢＣＧ 组相比于对照组刺激后均使三种细胞因子的转录水平发生变化，其中 ＩＬ－６ 和 ＴＮＦ－α 发生明

显变化。 本试验通过对不同时间点细胞因子转录水平的分析为结核分枝杆菌对巨噬细胞凋亡机制

的研究提供新思路。
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　 　 结核病（Ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）是一种慢性消耗性

人畜共患传染病。 结核分枝杆菌 （Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）感染后通常表现为慢性症状， 并

且感染后的潜伏期较长， 潜伏期的动物具有传染

性［１］。 病畜尤其是具有开放性结核的病畜是人类

结核病的主要传染源之一［２］。 目前已证实巨噬细

胞在结核分枝杆菌免疫逃逸情况中占有重要作

用［３］。 巨噬细胞分泌的细胞因子对巨噬细胞凋亡

有重要的调控作用。 ＴＮＦ－α 一般认为可由巨噬细

胞内源性分泌， 具有促进细胞凋亡的作用［４］。
ＩＬ－１０被认为是细胞因子合成的抑制因子能够抑制

多种促炎性细胞因子的分泌［５］。 人医认为 ＩＬ－１０
的水平与结核分枝杆菌的存活成正相关［６］。 在动

物中也有 ＩＬ－１０ 能够诱导结核分枝杆菌再活化的

报道［７］。 ＩＬ－６ 在新近的报道中证明可以抑制由结

核分枝杆菌感染引起的巨噬细胞自噬。 ＩＬ－６ 的分

泌增加有利于结核分枝杆菌抑制机体先天性免疫

应答［８］。 本实验选取以上三种与巨噬细胞凋亡有

密切关系的细胞因子进行检测，以期获得对结核分

枝杆菌与巨噬细胞相互作用机制更加深刻理解。
目前，国际上对基因表达水平的检测通用的是

荧光定量 ＰＣＲ 方法。 此方法具有敏感性高、重复

性好、耗时短、操作简便和无污染等优点［９］。 本实

验通过构建能够用于准确稳定检测受体 ｍＲＮＡ 表

达水平的重组质粒，建立以 Ｃｔ 值为横坐标以重组

质粒倍比稀释倍数为纵坐标的标准曲线，以实现对

巨噬细胞分泌的细胞因子的定量分析。 通过探讨

巨噬细胞分泌的三种细胞因子 ＩＬ－６、ＩＬ－１０、ＴＮＦ－α
在巨噬细胞感染结核分枝杆菌后不同时间的转录

水平，为研究巨噬细胞凋亡机制奠定基础。
１　 材料与方法

１．１　 材料 　 ＲＡＷ２６４．７ 细胞和强毒结核分枝杆菌

Ｈ３７Ｒｖ 由吉林大学孙长江老师赠与；弱毒结核分枝

杆菌 ＢＣＧ 由本实验室保存；ＥＤＴＡ（北京鼎国昌盛

生物技术有限责任公司）；β－巯基乙醇（Ａｍｒｅｓｃｏ 公

司）； ＤＭＥＭ 培养基 （ Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）； 胰蛋白酶

（Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）；二甲基亚砜（Ｓｉｇｍａ 公司）；ＤＥＰＣ
（Ａｍｒｅｓｃｏ 公司）；胎牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司）；ＴＲＩｚｏｌ
（大连宝生物工程有限公司）；ＳＹＢＲ ® Ｐｒｅｍｉｘ ＥＸ
ＴａｑＴＭⅡ（大连宝生物工程有限公司）；Ｐｒｉｍｅｓｃｒｉｐｔ
® ＲＴ ｒｅａｇｅｎｔ Ｋｉｔ Ｗｉｔｈ ｇＤＮＡ Ｅｒａｓｅ（大连宝生物工

程有限公司）；其他常规化学试剂均为分析纯试剂。

１．２　 方法

１．２．１　 ＲＡＷ２６４．７ 细胞培养　 ＲＡＷ２６４．７ 小鼠巨噬

细胞为贴壁细胞正常情况下为亮圆形，采用含 １０％
血清、１％双抗的 ＤＭＥＭ 细胞培养液于含 ５０ ｍＬ ／ Ｌ
ＣＯ２的 ３７ ℃的细胞培养箱中培养。 使用时用 ０．１％
的胰酶消化使其悬浮，计数调整其浓度为 ５×１０５个 ／ ｍＬ，
铺于 １２ 孔板中继续培养。
１．２．２　 结核分枝杆菌培养　 实验室罗氏培养基上

保存的结核分枝杆菌成簇生长为乳黄色块状物，卡
介苗表面成菜花样，结核分枝杆菌表面光滑，将其

刮下接种于 ７Ｈ９ 液体培养基培养 ３～５ ｄ，可见液体

浑浊内有白色颗粒，有菌膜挂壁。 将菌液进行倍比

稀释凃板进行菌落计数，离心用 ＰＢＳ 稀释使其终浓

度为 ５×１０６ ／ ｍＬ 备用。
１．２．３　 结核分枝杆菌感染巨噬细胞　 结核分枝杆

菌感染 １２ 孔板中生长 １２ ｈ 以上贴壁良好的细胞，于
ＣＯ２的 ３７ ℃细胞培养箱中孵育 ４ ｈ （此时使用的营

养液不含血清不含双抗）。 吸出营养液重新加入含

血清不含双抗的营养液继续培养 １、２、４、１２、２４、４８ ｈ。
１．２．４　 ＲＮＡ 的提取及反转录　 １２ 孔板中每孔直接

加入 １ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ 试剂，吸出后静置 ５ ｍｉｎ 使核蛋白

充分解离。 加入 ０．２ ｍＬ 冷氯仿剧烈震荡 １５ ｓ 静置

２～３ ｍｉｎ，１２０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎ 取上清加入 ０．５ ｍＬ
异丙醇，轻轻混匀后静置 １０ ｍｉｎ， １２０００ ｇ 离心

１０ ｍｉｎ弃去上清加入 １ ｍＬ７５％乙醇（用 ＤＥＰＣ 水配

制）轻轻混匀。 ７５００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎ 弃上清后晾干，
加适量 ＤＥＰＣ 水溶解。 采用 ＲＴ－ＰＣＲ 专用反转录

试剂盒进行去除基因组 ＤＮＡ 和反转录两步反应。
按照试剂盒要求进行操作。
１．２．５　 引物设计及定量模型制备 　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ
中小鼠的 ＴＮＦ－α、ＩＬ－６、ＩＬ－１０ 的核苷酸序列，应用

ＢＬＡＳＴ 进行同源性比较分析，分别选取序列的保守

区域，利用 Ｐｒｉｍｅｒ６．０ 引物设计软件设计荧光定量

引物，通过梯度 ＰＣＲ 反应确定各引物的最适退火

温度分别为 ６０、６０、５１ ℃，反应条件为 ９５ ℃预变性

５ ｍｉｎ；９５ ℃变性 ３０ ｓ，退火 ４５ ｓ，７２ ℃延伸 １ ｍｉｎ，
３５ 个循环；７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎ。

取 ＰＣＲ 扩增产物以 １％的琼脂糖凝胶进行电

泳，鉴定扩增基因片段的大小。 鉴定正确后，用凝

胶回收试剂盒进行回收，步骤参见凝胶回收试剂盒

说明书。 将三段基因分别与 ｐＭＤ１８－Ｔ 载体连接，
转化入 ＪＭ１０９ 感受态细胞，提取质粒 ＤＮＡ 并测序。
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表 １　 荧光定量 ＰＣＲ 引物

引物名称 引物（５’－３’） 扩增片段大小 ／ ｂｐ

ＩＬ－６－Ｆ ＣＡＡＣＧＡＴＧＡＴＧＣＡＣＴＴＧＣＡＧＡ
ＩＬ－６－Ｒ ＣＴＣＣＡＧＧＴＡＧＣＴＡＴＧＧＴＡＣＴＣＣＡＧＡ

１１７

ＩＬ－１０－Ｆ ＧＣＣＡＧＡＧＣＣＡＣＡＴＧＣＴＣＣＴＡ
ＩＬ－１０－Ｒ ＧＡＴＡＡＧＧＣＴＴＧＧＣＡＡＣＣＣＡＡＧＴＡＡ

１４５

ＴＮＦ－α－Ｆ ＴＣＡＣＣＣＡＣＡＣＣＧＴＣＡＧ
ＴＮＦ－α－Ｒ ＧＡＧＴＴＧＧＴＣＣＣＣＣＴＴＣ

１７０

１．２．６　 不同细胞因子标准曲线建立　 测定各细胞

因子的重组质粒的浓度及其 Ａ２６０ ／ ２８０ 的比值，
Ａ２６０ ／ ２８０ 的比值在 １．８ ～ ２．０ 之间方可用于建立

标准曲线。 将质粒 ＤＮＡ 倍比稀释 ５ 个梯度，进行

荧光定量 ＰＣＲ。 反应条件为： ９５ ℃ ３０ ｓ；９５ ℃

５ ｓ，不同退火温度 ５２ ～ ６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃延伸３０ ｓ，
共进行 ４０ 个循环；采集荧光信号得出扩增产物的

解链曲线。 反应体系为：然后用反应所得 Ｃｔ 值制

作标准曲线。
１．２．７ 　 不同毒力结核分枝杆菌感染巨噬细胞

ｍＲＮＡ转录水平检测　 将提取的 ｃＤＮＡ 按 １．２．５ 中

反应条件和时间进行检测。
２　 结 果

２．１ 　 结核分枝杆菌感染巨噬细胞结果 　 正常

ＲＡＷ２６４．７细胞成圆形，折光度好，边缘清晰（图 １－Ａ）；
感染后细胞发生皱缩，细胞质有小泡形成，边界不

明显（图 １－Ｂ）。

Ａ： 正常 ＲＡＷ２６４．７ 细胞； Ｂ： 感染结核分枝杆菌后的 ＲＡＷ２６４．７ 细胞

图 １　 感染前后的 ＲＡＷ２６４．７ 细胞形态

２．２　 细胞 ＲＮＡ 提取结果及定量模型制备结果　 将

提取的 ＲＮＡ 进行凝胶电泳可见在明显的三条带

（图 ２），其中 ２８ ｓ 亮度约为 １８ ｓ 两倍，表示所提

ＲＮＡ 质量较好无降解。 图 ３ 为 ＩＬ－６、ＩＬ１０、ＴＦＮ－α
ＰＣＲ 鉴定结果，片段大小与预期相符。

１－６： ６ 个时间点细胞 ＲＮＡ； Ｍ： ＤＬ２０００

图 ２　 ６ 个时间点细胞 ＲＮＡ 提取结果

１： ＴＮＦ－α； ２： ＩＬ－６； ３： ＩＬ－１０； Ｍ： １００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｋｅｒ

图 ３　 三种细胞因子 ＰＣＲ 鉴定结果

　 　 各质粒 ＤＮＡ 的浓度见表 ２，其 Ａ２６０ ／ ２８０ 比值

均在 １．８～２．０ 之间，可以用于绘制标准曲线。

表 ２　 重组质粒 ＤＮＡ 浓度测定结果

基因名称 Ａ２６０ ／ ２８０ 质粒浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）

ＩＬ－６ ０．０６９ ／ ０．０４２ ３８．９３２

ＩＬ－１０ ０．１５１ ／ ０．０８３ １０７．８４７

ＴＮＦ－α ０．０５６ ／ ０．０３０ ５２．１１０

·７·
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２．３　 荧光定量 ＰＣＲ 标准曲线建立结果　 对重组标

准质粒进行 １０ 倍稀释，共稀释 ６ 个梯度，系统自动

生成扩增反应的标准曲线（图 ４）及溶解曲线（图
５）。 实时荧光定量 ＰＣＲ 结果表明：质粒在原浓度

时未产生吸收峰，在 １０１ ～ １０５的范围内有良好的线

性关系，说明其灵敏度为 １０１拷贝 ／反应。 溶解曲线

均产生单一峰型，无引物二聚体等非特异性产物，
特异性强。

１、２ 为质粒 １０ 倍稀释； ３、４ 为质粒 １０２倍稀释； ５、６ 为质粒 １０３倍稀释； ７、８ 为质粒 １０４倍稀释； ９、１０ 为质粒 １０５倍稀释

图 ４　 细胞因子重组质粒不同浓度扩增曲线

图 ５　 细胞因子重组质粒不同浓度溶解曲线

　 　 通过计算得出回归方程分别为： ＩＬ － ６ ： ｙ ＝
－０．３０３４ｘ＋２．２０８４ Ｒ２ ＝ ０．９７８６；ＴＮＦ－α：ｙ ＝ －０．２８０９ｘ
＋０．０７７５ Ｒ２ ＝ ０．９５４９；ＩＬ－１０：ｙ ＝ －０．３０４６＋０．４１５６ Ｒ２

＝ ０．９０１１。 Ｒ２均大于 ０．９，可见 Ｃｔ 值与其对应标准

品浓度对数值在稀释度范围内呈良好的线性关系，
可对检测样品进行定量的测定分析。
２．４　 不同毒力结核分枝杆菌感染巨噬细胞 ｍＲＮＡ
转录水平检测结果 　 应用已建立的标准曲线对结

核分枝杆菌感染巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７ 后产生的三

种细胞因子在不同时间的转录水平进行检测，结果

见图 ６－图 ８。
由图 ６ 可以看出，对于结核分支杆菌感染早期

Ｈ３７Ｒｖ 组、ＢＣＧ 组 ＩＬ－６ 的转录水平明显增高，随着

时间的延长而逐渐降低。 对照组转录水平在 ２４ ｈ
和 ４８ ｈ 时有增高趋势。

图 ６　 结核分枝杆菌感染巨噬细胞 ６个时间点 ＩＬ－６转录水平

　 　 由图 ７ 可以看出，各组 ＩＬ－１０ 转录水平整体

较低，Ｈ３７Ｒｖ 组、ＢＣＧ 组的转录水平在前 １２ ｈ 相

差不大，在 １２ ｈ 后转录水平开始下降，而后维持

较低水平。

·８·



　 ２０１４，４８（１２）：５～１０ ／张 妍，等 中国兽药杂志

图 ７　 结核分枝杆菌感染巨噬细胞 ６个时间点 ＩＬ－１０转录水平

图 ８　 结核分枝杆菌感染巨噬细胞 ６个时间点ＴＮＦ－α转录水平

　 　 由图 ８ 可以看出，在前 １２ ｈ Ｈ３７Ｒｖ 组 ＴＮＦ－α
的转录水平均高于 ＢＣＧ 组，且在 ２～１２ ｈ 时分别高

出 ３．１４ 倍、１５．６６ 倍和 ３１５．２１ 倍，２４ ｈ 后则出现相

反的结果。
３　 讨论与分析

在结核分支杆菌与巨噬细胞的相互作用过程

中，巨噬细胞在行使免疫细胞功能杀灭结核分枝杆

菌的同时，结核分枝杆菌也同时在逃逸巨噬细胞的

免疫。 本实验通过对三种巨噬细胞免疫相关细胞

因子转录水平的分析，进一步探讨引起巨噬细胞凋

亡及抑制的深层原因［１０－１１］。 对于细胞因子 ＩＬ－６，
强毒株引起的转录水平除了在 １ ｈ 时，其他时间点

均高于卡介苗组，分析原因可能由于结核分枝杆菌

强毒株能够刺激巨噬细胞分泌稳定的 ＩＬ－６，帮助

巨噬细胞降低自噬，有利于结核分枝杆菌长期存

活。 对于细胞因子 ＴＮＦ－α，在 １ ｈ 时强毒株和弱毒

株的转录水平都较高，分析原因可能由于结核分枝

杆菌感染前期都会引起巨噬细胞凋亡；弱毒株作用

后 ＴＮＦ－α 转录水平在 ２ ｈ 后开始降低并维持在一

定水平，而强毒株的转录水平在 ２ ～ １２ ｈ 高于弱毒

株，２４ ｈ 后开始远低于弱毒株，分析原因可能由于

结核分枝杆菌感染巨噬细胞过程中首先会发生强

烈免疫反应，各种细胞因子大量分泌，２ ～ １２ ｈ 为作

用期巨噬细胞开始分泌肿瘤坏死因子诱导凋亡并

且强毒株诱导巨噬细胞分泌的肿瘤坏死因子更多，
２４ ｈ 后强毒株开始发挥其抑制巨噬细胞凋亡作用，
肿瘤坏死因子基本不分泌。 对以上结果综合分析

发现，在刺激 １２～ ２４ ｈ 时，各细胞因子的转录水平

往往发生逆转性变化，分析此段时间可能为不同毒

力结核分枝杆菌诱导细胞因子发挥作用的关键时

间，后续可在此段时间进一步研究。
应用实时荧光定量 ＰＣＲ 方法检测细胞因子目

前使用较多的有两种分析方法：一种是 ２－△△Ｃｔ法，
该方法操作更为简便，可通过引入的管家基因消除

由于收集细胞、反转录和加样过程产生的误差［１２］；
另一种是通过构建已知浓度的目的基因标准质粒

建立标准曲线，对目标基因进行定量分析，该方法

对于构建重组标准质粒和建立标准曲线的灵敏度

和可靠性要求较高［１３］。 在本实验中从质粒的 １０
倍稀释样品开始出现荧光信号的指数增长，即其最

小检测拷贝数为 １０１拷贝 ／反应。 同时随机挑选两

组样品重复 ５ 次进行检测其 Ｃｔ 值相对标准差小于

１０％，表明该方法有较好重复性。 本试验通过对不

同时间点细胞因子转录水平研究为结核分枝杆菌

与巨噬细胞相互作用机理提供新的思路。
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鸭肠炎病毒强毒参考株在感染鸭体内的动态分布研究

文晶亮，李俊平，李启红，李 岭，孙 淼，李慧姣，杨承槐∗，夏业才∗
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［摘　 要］ 　 为研究鸭肠炎病毒（ＤＥＶ）强毒株在感染鸭体内的动态分布规律，根据 ＤＥＶ 的 ｇＤ 基因

序列设计检测引物 ＲＴ－ｇＤＦ 和 ＲＴ－ｇＤＲ，建立了特异性强、敏感性高、重复性好的检测 ＤＥＶ 的 ＳＹＢＲ
ＧｒｅｅｎⅠ实时荧光定量 ＰＣＲ 方法。 应用已建立的方法，对 ＤＥＶ 强毒参考株感染鸭的组织脏器进

行了定量检测。 结果显示，接种后 ６ ｈ 即可在所有受检组织中检测到 ＤＥＶ ＤＮＡ，随着病程发展，
ＤＮＡ 拷贝数持续升高，直至接种 ５ ｄ 后感染鸭全部死亡。 其中结肠病毒 ＤＮＡ 拷贝数为最高，达
到 １０１３．２６ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ，法氏囊、肝脏和盲肠次之，约 １０１２ ｃｏｐｉｅｓ ／ ｇ。 证实了 ＤＥＶ 强毒对感染鸭的免疫

器官、神经组织和消化系统均具有广泛的嗜性。
［关键词］ 　 鸭肠炎病毒；实时荧光定量 ＰＣＲ；鸭；动态分布
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