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摘要：　 目的　 研究肺泡Ⅱ型（ＡＥＣⅡ）细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后炎症因子及 Ｔｏｌｌ 样受体（ＴＬＲｓ）信号通路的表达变

化，为结核分枝杆菌的免疫治疗提供参考。 　 方法　 建立结核分枝杆菌强毒力株 Ｈ３７Ｒｖ 与弱毒力株 ＢＣＧ 菌株感染的 ＡＥＣ
Ⅱ细胞模型，在感染 １２ ｈ 后采用荧光定量 ＰＣＲ、Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 技术等分析 ＴＬＲｓ 信号通路及炎症因子的表达。 　 结果　 强毒力

Ｈ３７Ｒｖ 株感染 １２ ｈ 时细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 相对表达量分别为（１􀆰 ７３±０􀆰 ３５）、（１􀆰 ８７±０􀆰 ５２），弱毒力 ＢＣＧ 株感染分

别为（１􀆰 １８±０􀆰 ３４）、（１􀆰 ３３±０􀆰 ２８），比较差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；强毒力 Ｈ３７Ｒｖ 株感染 １２ ｈ 时 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α 蛋白

表达水平（ＯＤＩ 值）分别为（２􀆰 ７４±０􀆰 ５７）、（２􀆰 ９５±０􀆰 ４３）、（５􀆰 １２±０􀆰 ７１），弱毒力 ＢＣＧ 株感染分别为（０􀆰 ７３±０􀆰 ２１）、（０􀆰 ８７±０􀆰 ２２）、
（１􀆰 ８５±０􀆰 ３０），比较差异有统计学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５）；两种毒力结核分枝杆菌菌株感染 １２ ｈ 后细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ 表

达量与 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α 蛋白表达量之间均存在正相关性（Ｐ＜０􀆰 ０５）。 　 结论　 强毒力较弱毒力结核分枝杆菌感染更能

活化 ＡＥＣⅡ细胞 ＴＬＲｓ 信号通路，促进炎症细胞因子分泌，介导机体炎症反应及影响机体免疫功能。
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理想，这需要不断探究新的检测方法或者对目前方法

进行改良，只有尽早且准确地诊断侵袭性真菌感染才

能及时挽救更多患者的生命。
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ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ ＢＣＧ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ， ｓｔｒｏｎｇ ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ Ｈ３７Ｒｖ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｃａｎ ａｃｔｉｖａｔｅ ｔｈｅ ＴＬＲｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｏｆ
ｔｈｅ ＡＥＣＩＩ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ＴＬＲｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｓｅｃｒｅｔｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ， ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｂｏｄｙ ａｎｄ ａｆｆｅｃｔ ｔｈｅ ｉｍｍｕｎｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：　 ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｙｐｅ ＩＩ ｃｅｌｌ； ｖｉｒｕｌｅｎｃｅ； Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ； ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ｃｙｔｏｋｉｎｅ； ｔｏｌｌ－ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ； ｓｉｇ⁃
ｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ

　 　 结核分枝杆菌可引起结核病的发生，其中肺结核

具有极强的传染性，在全球范围内每年结核病发病及

患病人数仍然呈现上升趋势［１－２］，尤其是在经济落后

地区，结核病是严重威胁人类健康的疾病之一。 肺泡

Ⅱ型细胞（ ａｌｖｅｏｌａｒ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｔｙｐｅ Ⅱ ｃｅｌｌｓ，ＡＥＣ Ⅱ）是

结核分枝杆菌进入呼吸道后最先侵犯的细胞之一，可
在细胞内复制，同时影响到细胞因子及炎症介质的表

达，因此抗结核分枝杆菌感染的免疫调控在近年来逐

渐受到临床重视。 Ｔｏｌｌ 样受体 （ ｔｏｌｌ － ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，
ＴＬＲｓ）是先天免疫模式识别受体，是免疫识别及免疫

监视过程中最重要的受体，在机体感染结核分枝杆菌

后 ＡＥＣ Ⅱ被侵犯，ＴＬＲｓ 可对结核分枝杆菌识别［３－５］，
开启免疫应答。 Ｈ３７Ｒｖ 与 ＢＣＧ 均为结核分枝杆菌毒

菌株，但是毒性强力明显不同，其中 ＢＣＧ 是牛分枝杆

菌在体外传代 ２３０ 代后取得的弱毒株，是用于儿童免

疫接种的疫苗，在接种后可促使机体产生免疫保护效

应，有研究显示 Ｈ３７Ｒｖ 毒株可影响到 ＴＬＲｓ 信号通路

的表达［６］，本研究对 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆

菌感染后细胞因子及 ＴＬＲｓ 信号通路的表达进行了研

究，为结核分枝杆菌的免疫治疗提供参考。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 菌株来源　 ２０１６ 年 １ 月于成都生物制品研究所

采购结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ 与 ＢＣＧ 菌株，ＡＥＣ Ⅱ－Ａ４５９
细胞购自中国科学院细胞库。
１􀆰 ２　 仪器与试剂　 美国 Ｓｉｇｍａ 公司生产的吐温 ８０ 及

考马斯 Ｇ２５０、ＴＥＭＡＤ、过硫酸铵，美国 Ａｍｅｒｓｏ 公司生

产的 Ｎａ２ＥＤＴＡ 及 Ｔｙｐｓｉｎ，美国 ＢＤ 公司生产的 Ｍｉｄｄｌｅ－
ｂｅｏｏｋ ７Ｈ９ 及 ＯＡＤＣ Ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ 公司生

产的胎牛血清、ＲＰＭＩ－１６４０，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司生产的

聚偏二氟乙烯基焦炭酸二乙酯，美国 Ａｄｖａｎｓｔａ 公司生

产的反转录试剂盒，德国 Ｑｉａｇｅｎ 公司生产的 ＰＣＲ 试剂

盒，美国 Ｃｅｌｌ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司生产的 ＴＬＲ２ 与

ＴＬＲ６ 一抗，武汉博士德生物公司生产的羊抗兔 ＩｇＧ－
ＨＲＰ 二抗，深圳欣博盛生物公司生产的人 ＩＬ－６、ＩＬ－８
及 ＴＮＦ－α 免疫吸附法检测试剂盒。
１􀆰 ３　 方法

１􀆰 ３􀆰 １　 菌株的培养 　 结核分枝杆菌 Ｈ３７Ｒｖ 与 ＢＣＧ
菌株用 ＰＢＳ 液进行缓冲，在罗氏培养基上进行划线，
在饱和湿度、５％ ＣＯ２、３７ ℃下进行培养 ４ ～ ６ 周，在出

血黄色菜花样菌落后挑取菌落接种在增菌液及吐温

８０ 的 ７Ｈ９ 液体培养基中进行再次培养 ３～４ 周。
１􀆰 ３􀆰 ２　 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染模型

的建立　 ＡＥＣ Ⅱ－Ａ４５９ 细胞采用 ＥＤＴＡ 消化、ＦＢＳ 与

ＲＰＭＩ－１６４０ 培养液进行稀释，浓度稀释至 ２×１０５ ／ ｍｌ，
接种在 ６ 孔板，每孔 ２􀆰 ５ ｍｌ，在饱和湿度、５％ＣＯ２、３７
℃下进行培养过夜；将 Ｈ３７Ｒｖ 与 ＢＣＧ 菌株培养液在

３ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心处理 １０ ｍｉｎ，取得细胞菌液加入含有

ＡＥＣ Ⅱ－Ａ４５９ 细胞 ６ 孔板中，每孔 ３００ μｌ，饱和湿度、
５％ＣＯ２、３７ ℃下进行培养，在 １２ ｈ 后提取感染的 ＡＥＣ
Ⅱ－Ａ４５９ 细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 及 ＩＬ－６、ＩＬ－
８ 及 ＴＮＦ－α 蛋白质，收集细胞液。
１􀆰 ３􀆰 ３　 实时荧光定量反转录 ＰＣＲ　 将提取的 ＲＮＡ 按

照反转录试剂盒操作说明进行进行反转录取得 ｃＤ⁃
ＮＡ，严格按照试剂盒操作说明操作，反应参数：９５ ℃
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下预变性 ３０ ｓ，６０ ℃下退火 ５ ｓ、７２ ℃下延伸 １５ ｓ，共
进行 ４０ 个循环，９５ ℃下变性 ３０ ｓ，５５ ℃下退火 ３０ ｓ、
５５ ℃下延伸 １５ ｓ，共进行 ８１ 个循环，对 ＰＣＲ 进行定量

分析。 ｍＲＮＡ 相对表达量＝目的基因 ／内参基因。
１􀆰 ３􀆰 ４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 法测定细胞 ＩＬ － ６、 ＩＬ － ８ 及

ＴＮＦ－α 蛋白质 　 取 ＡＥＣ Ⅱ－Ａ４５９ 细胞放入匀浆器

中，加入 ４０ μｌ 蛋白酶抑制剂及 １ ｍｌ ＲＩＰＡ 冰上裂解

１５ ｍｉｎ，离心处理 ２０ ｍｉｎ，留取上清液，取定量蛋白 ２５
μｇ 于 ５％积层胶、１０％分离胶进行 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ 电泳，先
１２０ Ｖ 电泳 １５ ｍｉｎ，再 １５０ Ｖ 电泳 ４０ ｍｉｎ，溴酚蓝至胶

底部则停止电泳。 剪一块与胶大小一致的湿法电转膜

（ＰＶＤＦ 膜），甲醇浸泡 １０ ｍｉｎ，转移至 ｂｕｆｆｅｒ 溶液中浸

泡 １０ ｍｉｎ，打开并平放转移，阳极朝上，放入转膜槽中，
加入冰盒，倒入转移 ｂｕｆｆｅｒ 溶液。 转膜结束后应用丽

春红染色液染 ＰＶＤＦ 膜并观察蛋白条带确保蛋白成功

转移至膜上，常温下应用 ０􀆰 ５％脱脂牛奶封闭 ＰＶＤＦ 膜

１ ｈ，加入 ＩＬ－６ 一抗、ＩＬ－８ 一抗及 ＴＮＦ－α 一抗，３７ ℃
恒温孵育 １ ｈ 后 ４ ℃过夜，应用 ＰＢＳ 冲洗 ４ 次，加入二

抗（１：１００），７ ℃恒温孵育 １ ｈ，ＰＢＳ 冲洗 ４ 次，显色后

应用图像扫描分析软件对灰度进行分析，并应用分光

光度仪测定 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α 分光光度值（ＯＤＩ
值）。 ＯＤＩ 值与物质表达水平呈正相关，ＯＤＩ 值越大表

示物质含量越高。
１􀆰 ４　 统计学方法　 数据采用 ＳＰＳＳ１９􀆰 ０ 统计学软件进

行统计分析，计量资料采用 ｔ 检验，相关性分析采用

Ｐｅａｒｓｏｎ 相关分析，Ｐ＜０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结　 果

２􀆰 １　 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后细胞

中 ＴＬＲｓ 信号通路 ｍＲＡＮ 的表达　 强毒力 Ｈ３７Ｒｖ 株感

染 １２ ｈ 时细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 分别为

（１􀆰 ７３±０􀆰 ３５）、（１􀆰 ８７±０􀆰 ５２），弱毒力 ＢＣＧ 株感染 １２ ｈ
时细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 分别为 （ １􀆰 １８ ±
０􀆰 ３４）、（１􀆰 ３３ ± ０􀆰 ２８），比较差异有统计学意义 （Ｐ ＜
０􀆰 ０５），见表 １。

表 １　 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后细胞中

ＴＬＲｓ 信号通路 ｍＲＮＡ 的相对表达量比较（ｎ＝ ６，􀭰ｘ±ｓ）

信号通路 Ｈ３７Ｒｖ 株感染 ＢＣＧ 株感染 ｔ 值 Ｐ 值

ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ 表达量 １􀆰 ７３±０􀆰 ３５ １􀆰 １８±０􀆰 ３４ ２􀆰 ７６ ＜０􀆰 ０５

ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量 １􀆰 ８７±０􀆰 ５２ １􀆰 ３３±０􀆰 ２８ ２􀆰 ２４ ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ２　 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后相关

炎症因子 ＯＤＩ 值比较　 强毒力 Ｈ３７Ｒｖ 株感染 １２ ｈ 时

ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α ＯＤＩ 值高于弱毒力 ＢＣＧ 株感染

１２ ｈ 时 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α ＯＤＩ 值，比较差异有统计

学意义（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 ２。
表 ２　 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后

相关炎症因子 ＯＤＩ 值比较（ｎ＝ ６，􀭰ｘ±ｓ）

细胞因子 Ｈ３７Ｒｖ 株感染 ＢＣＧ 株感染 ｔ 值 Ｐ 值

ＩＬ－６ ７５􀆰 ２８±５􀆰 ２６ ３５􀆰 ２６±４􀆰 ２２ ３２􀆰 ２２５ ＜０􀆰 ０５

ＩＬ－８ ８２􀆰 ０２±７􀆰 ５８ ２８􀆰 １２±３􀆰 ９６ ２９􀆰 ３６３ ＜０􀆰 ０５

ＴＮＦ－α ７６􀆰 ３３±６􀆰 ３３ ３０􀆰 ３３±４􀆰 ９９ ２５􀆰 ６６３ ＜０􀆰 ０５

２􀆰 ３　 感染的 ＡＥＣ Ⅱ细胞 ＴＬＲｓ 信号通路相关分子

ｍＲＮＡ 与炎症细胞因子表达的相关性　 两种毒力结核

分枝杆菌菌株感染 １２ ｈ 后细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４
ｍＲＮＡ 相对表达量与 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α 的 ＯＤＩ 值
之间均存在正相关性（Ｐ＜０􀆰 ０５），见表 ３。

表 ３　 感染的 ＡＥＣ Ⅱ细胞 ＴＬＲｓ 信号通路相关分子

ｍＲＮＡ 与炎症细胞因子表达的相关性（ ｒ）

细胞因子

Ｈ３７Ｒｖ 株感染

ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ

ＢＣＧ 株感染

ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ

ＩＬ－６ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ５１ ０􀆰 ５５

ＩＬ－８ ０􀆰 ６５ ０􀆰 ６０ ０􀆰 ５６ ０􀆰 ６１

ＴＮＦ－α ０􀆰 ７７ ０􀆰 ８２ ０􀆰 ５４ ０􀆰 ７３

３　 讨　 论

结核病是严重危害人体健康的传染病之一，其发

病机制非常复杂。 既往研究指出，人体感染肺结核分

枝杆菌后可刺激巨噬细胞分泌，并引起机体炎症反

应［７］。 董伟杰等［８］研究指出，肺结核分枝杆菌主要侵

袭肺脏Ⅱ型上皮细胞，并可诱导肺脏发生炎症反应及

破坏机体免疫功能。 ＴＬＲｓ 信号通路是连接机体先天

性免疫及固有免疫的桥梁，在抵抗病原菌侵入，激活机

体免疫反应及刺激机体产生炎症因子过程中起到重要

的作用。
本研究通过采用结核分枝杆菌强毒菌株（Ｈ３７Ｒｖ）

及结核分枝杆菌弱毒菌株（ＢＣＧ）分别感染肺脏上Ⅱ
型细胞 Ａ５４９，通过对 Ｔｏｌｌ 样受体信号分子及细胞因子

检测发现，毒力不同时 ＴＬＲｓ 信号通路的表达存在不

同，主要表现为强毒力感染的 ＡＥＣ Ⅱ细胞引起的

ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量存在不同，其机制可能是

结核分枝杆菌感染后 ＴＬＲ２ 与 ＴＲＬ４ 介导的免疫应答

被启动，强毒力 Ｈ３７Ｒｖ 株感染 １２ ｈ 时细胞 ＴＬＲ２ ｍＲ⁃
ＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量高于弱毒力 ＢＣＧ 株感染 １２ ｈ
时细胞 ＴＬＲ２ ｍＲＮＡ、ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ，说明强毒力 Ｈ３７Ｒｖ
株相对于弱毒力 ＢＣＧ 株对机体免疫应答更为强烈，这
也是结核分枝杆菌感染会引起机体发病而 ＢＣＧ 主动

免疫则不会引起结核感染。
有报道显示随着感染时间的推移 ＴＬＲ２ 和 ＴＬＲ４
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ｍＲＮＡ 表达量、ＴＲＡＦ３ ｍＲＮＡ 表达量也有所不同［９］，
在强毒力感染时可随着感染时间推移表达量有先下降

再升高的趋势，本研究中仅做了 １２ ｈ 感染研究，未能

进一步研究，但是发现强毒力感染早期即可 ＴＬＲ２ 和

ＴＬＲ４ ｍＲＮＡ 表达量明显升高，但具体作用机制在日后

研究中还需进一步研究。 上述学者研究认为 ＴＬＲ２ ／
ＴＬＲ４ 在 ＡＣＥ Ⅱ细胞识别结核分枝杆菌过程中具有协

同作用［１０］，同时研究认为可能除 ＴＬＲｓ 信号通路之外

还存在其他的途径来刺激机体产生抗体，但是本研究

未进一步对其他途径进行研究，因此是否支持其他途

径的存在，尚需要其他研究来证实。
结核分枝杆菌感染机体后侵犯 ＡＥＣ Ⅱ细胞及巨

噬细胞，肺泡的巨噬细胞具有免疫调控作用，同时

ＴＬＲｓ 信号通路由于参与了细胞免疫应答及炎症反应

过程，在此过程中 ＴＮＦ－α 等均是较为关键的基因，
ＴＬＲｓ 可刺激下游重要的转录因子 ＮＦ－κＢ 引起活性活

化［１１－１３］，介导 ＴＮＦ－α 在多个基因中的表达，从而导致

炎症反应的发生，发生炎症级联反应，导致其他炎症因

子的分泌及合成。 ＩＬ－６ 主要刺激 Ｔ 细胞成熟，表达下

调可引起 Ｔ 细胞成熟下降，Ｔ 细胞对结核分枝杆菌的

免疫杀伤能力下降［１４－１５］，这也是结核病反复感染的原

因。 ＩＬ－８ 是趋化因子，可对 Ｔ 细胞及巨噬细胞形成趋

化作用，结核分枝杆菌可寄生在巨噬细胞及 ＡＣＥ Ⅱ细

胞内，ＩＬ－８ 的表达上调会影响到免疫应答能力下降，
防止机体对结核分枝杆菌起到杀伤作用［１６－１８］。 本研

究对 ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感染后 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－６、ＩＬ－８ 的表达进行了研究，结果显示强毒力

Ｈ３７Ｒｖ 株感染 １２ ｈ 时 ＩＬ－６、ＩＬ－８ 及 ＴＮＦ－α 表达量高

于弱毒力 ＢＣＧ 株感染，说明弱毒力的 ＢＣＧ 不能引起

炎症反应或炎症反应较为微弱。
综上所述，ＡＥＣ Ⅱ细胞不同毒力结核分枝杆菌感

染 ＴＬＲｓ 信号通路表达存在差异，强毒力结核分枝杆

菌可上调炎症相关细胞因子的表达，弱毒力结核分枝

杆菌对炎症相关细胞因子的影响较为微弱。
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