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肺结核患者结核分支杆菌 EIS抗原特异性 

细胞免疫的临床研究 

王火生 陈心春 李美忠 张维 邓群益 付向东 张红梅 王辉 周伯平 

【摘要】 目的 探讨肺结核 患者结核分支杆 菌 EIS抗 原特异性细胞 免疫水平与病情 的关系 。方 法 选 

择 3O例初治、痰涂片结核杆菌阳性的活动性肺结核患者，采用 比色法测定其外周血淋巴细胞对结核分支杆菌 

EIS抗原的增殖反应，酶联免疫吸附法测定细胞分泌的 7一干扰素(IFN一7)及白细胞介素一10(IL一10)的水 

平，并与 2O名健康对照者和 16例康复的肺结核患者进行比较。结果 康复者对 EIS的细胞免疫最为强烈，其 

外周血淋 巴细胞 的细胞增殖 强度显著高于健康对照者和活动性肺结核 患者 (P均<O．01)。活动性肺结核 患者 

外周血淋 巴细胞在 受到 EIS刺激时分泌 的 IFN一7显著低于康 复者(P<O．05)。EIS抗原刺激 主要诱导 细胞 

分泌 Th2型细胞 因子 II 一1O。结论 活动性肺结核 患者 对 EIS抗原 的细胞 免疫 水平低下 ，经抗结核 治疗 康复 

后 ，细胞免疫维持在较高水平 。EIS抗原诱导 Thi／Th2免疫失衡可能是 EIS参与结核发病 的机制之一 
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[Abstract] Objective To investigate the level of specific cellular immunity in patients with active 

pulmonary tuberculosis and its potentia1 relationship with severity of the disease．Methods Thirty active 

pulmonary tuberculosis patients with positive tubercle bacilli in sputum were enrolled for the study．Immune 

responses including lymphocytes proliferation enhanced by enhance intracellular survival(EIS)antigen and 

cytokine production including interferon一-／(IFN 一7)and interleukin一10 (IL 一1O)，were assayed．Cel1 

proliferation was determined by methyl thiazolyl tetrazolium (M TT)， while cytokine production was 

quantified by enzyme—linked immunoadsorbent assay (ELISA)． The results were compared tO those of 

20 healthy individuals and 16 persons recovered from tuberculosis．Results Cel1 proliferation response and 

IFN 一-／production were significantly higher in patients convalescent from tuberculosis compared tO patients 

with active pulmonary tuberculosis，EIS antigen was found tO elicit a dominant Th2 cytokine response． 

Conclusion Impaired Th 1 immune response tO EIS iS observed in patients with active pulmonary 

tuberculosis．Induction of imbalance of Th1／Th2 immune response may be the main action of EIS，which may 

be a factor of pathogenesis of tuberculosis． 
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感染结核分支杆菌后是否发病以及病情的严重 

程度与宿主的遗传背景 、感染细菌量及其毒力 、机体 

的免疫状态等多种因素有关 。结核分支杆菌通过其 

致病因子(包括菌体产物或分泌的活性蛋 白)作用于 

机体的免疫系统，抑制特异性免疫保护作用的产生， 

而逃避免疫杀伤，导致慢性感染的形成 。EIS 

(enhance intracellular surviva1)基因为结核分支杆 

菌复合群特有的基因，EIS基因产物具有提高结核 

分支杆 菌在 巨噬细胞 中生存能 力 的作 用 ，这 也是 

Friedman教授发现这一基因并命名 的由来 。结 
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核分支杆 菌 EIS基 因产 物是一种可溶 性分泌型蛋 

白，不仅分泌到感 染结核分支杆菌的巨噬细胞胞浆 

中，还可分泌到细胞外 ，作用于其他未感染的巨噬细 

胞、吞噬细胞或免疫细胞 ，影响机体保护性免疫反应 

的产生 。因此 ，EIS蛋 白既是结核分支杆菌特异性抗 

原 ，又是结核分支杆菌致病相关因子。本研究 中观察 

活动性肺结核患者对 EIS抗原 的细胞免疫 应答状 

态、特征及其与肺结核发生的可能关系。 

1 对象和方法 

1．1 研究对象 ：深圳市东湖医院收治 的初治、痰涂 

片示结核分支杆菌 阳性 的活动性肺结核患者 3O例 

(患者 组)，其 中男 18例 ，女 12例 ；年 龄 (30．05-t- 

11．25)岁。2O名健康体检者(健康对照组)，其中男 

14名，女 6名；年龄(29．78±8．45)岁；均无结核病 
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史和任何 临床症状 ．经胸 部 x 线检查 确定无 异常 

康复的I『『Ii结核患者 1 6例(康复蛆)．其中男8倒．女 

8例 ；年龄(31．05±11}_50)岁 ．为已经完成抗结核治 

疗后 1年以上的肺结 棱患 者。 

1．2 标本采集和体外细胞培养 ：采 集肝素抗凝 的外 

周血 4m1．经 Fieoll方法分离 单个核细胞 (PBMC)． 

洗潦岳，使 RPM1 1 640培养液将细胞浓度凋至 

2×10 ／I ．接 种在 "25㈦1 的培养瓶 中．2～3 h后 收 

集悬 浮 的淋 巴细胞 ，重新计 数井 将细 胞 浓度 谢至 

2×l0。／L 在 圆底 96孔培养板 上每孔加入 10el l细 

胞，再 向每-fUN,充不 含或含有植物 血凝素 (PHA)或 

EIS抗原的 RPM1 l64 0完全培养液 1∞ 【，使总体 

积为200̂t】．3 7(’，悼积分数为5 的CO 条件下培 

养 48 h PHA终浓度 为 】0 【J．EIS抗原浓度为 

1 0 mg／I 每一培养条件重复 3孔 

1．3 重组 EIS蛋白表 达和纯化 ：表达 EIS蛋 白的 

工程菌 B【卫l(DE3)由美国亚 利粟那大学 微生物 系 

Friedman教授提 供。挑取含 重组表达 EIS的单菌 

落．扩大培养．37(、异i玎基硫『弋 口 D一半乳糖苷 

(IPTG)诱导表达4 h 将诱导表达的苗体重悬浮，超 

声．取 超声 上清 ．通 过 Ni—Chelating Sepharose亲 

和层析纯化融台蛋白 E1S-经 0．05～0．20 tool／1 眯 

唑梯度洗脱．收集融合蛋白洗脱峰 

1．4 细脆增殖反应测定 ：采用 比色法测定细胞增殖 

反应 ，使 用 FI本同仁 化学 研究所生产 的细胞计数试 

剂盒(cell countingKit 8)。将细胞培养48 h后．按 

试剂 盒说 [1月书要 求 加 人染 料 ，孵 育 4 h，测定 波长 

4 50 tim处 的吸光度 【A 值 细 胞增殖强度 一特定刺 

激条件 下的 值 无刺激条件下的 j值 

l_5 细 胞因子测定 ：收集培养 细胞 上清 ．用酶联免 

疫 吸附法 【EI ISA)测定 E清 中 lF扰素 (IFN ) 

及白细胞介素一1 0(11 10)的含量 试剂盒购 自美 

国R＆D公司．操作按说明书进行。 

1．6 统计学 力’法 ：采用 Graphl ad Prism 软件进行 

统计学 处理 数据 以均 数士标准差 ( 士 )表示 ．采用 

方差 分析 (AV()VA)和 q捡验进 行组 间 比较 ．，J< 

3．o5为差异有统计学意 义 

2 结 果 

2．1 EIS蛋白的表 达|邗纯化 (图 1]：『扫于 E]S融台 

蛋白含有 6个组氨酸亲和纯化标签．因此选择亲和 

层 折进行 纯化 ．在 {J．20 w-o[ L咪唑 和 0．1 5 mol，1． 

NaC1洗 啦条件下 ．获得纯 化的分子质量为 d2 h-的 

EIS蛋 白 质量分数为 1 0 的十二烷 基硫酸钠 聚丙 

烯酰胺凝胶 电泳(SI)S PAGE)结果丧明．纯 化的融 

台 蛋白纯度达 90 ， 
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】-矗选 EIS^晒秆 的 曲讥淀 l 2 托连 m 太嘶朴 闰 墒上竹 ； 

穿透谴 ：1～ ：丹刊 为 r rs-l’l一垌I K1 i，L的 螋诜 脱 EIS 

蛋 白；M 丹 子质 量标准 ．依伙 是 、57、l 、j(、2【1．1翔 l～ ．k,a 

圈 I 重 组 EIS蛋 白的表达和 纯化 

Figure l Expression and ptnrifi,zatiqm _ recombinlti'tt EIS protein 

2．2 淋巴细胞增殖反应(图2．图 3)：康复组外周血 

淋巴细胞 对 EIS抗 原刺 激后 的细胞增 殖反 应最强 

烈 ，显著高于健康对照组和患者组(，)均<0．01)。坦 

3组外周血淋 巴细胞对 PHA 刺激后的细 胞增殖反 

应差 异并无 疆著性 
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图 2 3维外周 血辩 巴细胞对 EIS蛋 白抗原 刺激 的增 殖反 应 

Figu re 2 Proliferation nf periferBI hI“0d 

vn ph~cvle stimulated I’ EIS 

陡 蛆 摩卉虮 康 

封l圳 

圈 3 3组 外周血琳 巴细胞对 PHA 刺激的 增殖丘压 

Figure 3 ProliFeration f perlferal bl~)d 

I&mph~ yte stimulated by PHA 

2．3 细胞因子含量(图 4，图 5)：患者组外周 血淋 巴 

细胞在受到EIS蛋白抗原刺激时分泌IFN 量娃 

著低于康 复组 (，)<l1．05)；患者组 和康 复组lL 1 0 

的分泌量显著高于健康对照组(P<0．05或 P< 

n n  0  

～ 留皤 孥兽意 喜三 il{ 
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0．01)，但 患者组与康复组 IL一10的分泌量之间差 

异无显著性(P>0．05)。各组淋 巴细胞受到 EIS蛋 

白抗原刺激时 ，IL一10的分泌量远远超过 IFN—y 

的分泌量。 

健康对照组 患者组 康复组 

组 别 

注；与康复组比较： P<0．05 

图 4 3组外 周血淋 巴细胞分泌 IFN—y含量的比较 

Figure 4 Comparison of content of IFN —y secreted by 

periperal blood lymphocytes among three groups 

健 康对 照组 患者 组 展复 组 

组 别 

注：与健康对照组比较： 尸<O．05， 尸<O．01 

图 5 3组外周血淋 巴细胞分泌 lL一10含量 的比较 

Figure 5 Comparison of content of IL ～10 secreted by 

peripheral blood lymphocytes among three groups 

3 讨 论 

肺结核的发生与机体的免疫状态密切相关，结 

核分支杆菌通过菌体产物或分泌的致病 因子抑制机 

体产生对结核菌的有效免疫是结核菌生存和致病 的 

重要机制。本研究中通过观察活动性肺结核患者对 

结核分支杆菌致病基 因产物 EIS的特 异性细胞免 

疫应答反应 ，发现活动性肺结 核患者的抗 原特异性 

细胞增殖反应及 IFN—y分泌量均显著低于康复的 

肺结核患者。表明活动性肺结核患者不能产生有效 

的针对结核菌 EIS蛋 白抗原 的保护性免疫 ，从而有 

利于结核菌慢性感染和肺结核的发生。 

尽管活动性肺结核患者细胞免疫水平 (包括抗 

原特异性细胞增殖反应和 Thl型细胞 因子 IFN—y 

含量)显著低于康复的肺结核患者 ，但与健康对照组 

比较 ，两组间 Thl型细胞免疫差异并无 显著性 ，仅 

Th2型细胞因子 IL一10水平显著高于健康对照组， 

这与其他学者的报道不完全相同“ 。这可能是由于 

EIS蛋 白是相对特异 的结核分 支杆 菌抗 原，EIS基 

因仅见于结核分支杆菌复合群 “ ，而其他分支杆菌 

不存在该基 因。因此 ，体外淋巴细胞针对 EIS抗原 

刺激的应答反应是体内结核分支杆菌复合群感染后 

产生特异性免疫反应 的具体体现 ，而常规使用的卡 

介菌纯蛋 白衍生物抗原可能与其他分支杆菌的抗原 

存在交叉反应，所测定的细胞免疫反应水平不能排 

除其他非致病性分支杆菌感染的交叉免疫应答。此 

外，EIS蛋白还是结核分支杆菌致病相关基因产物， 

可以增 强结 核 分支 杆 菌在 巨 噬细胞 中 的生存 能 

力 ，但对其作用机制并不清楚 。其中一种可能就 

是 EIS诱导 Th2型细胞免疫，抑制 Thl型细胞免疫 

应答 ，从而有利于结核分支杆菌的生存和慢性感染 

的维持。我们的研究显示，无论是 活动性肺结核患 

者、康复 的肺结核患者还是健康人 ，其外周血淋巴细 

胞受 到 EIS抗原 的刺激时 ，均以 Th2型细胞 分泌 

IL一10为 主，IL一10的分泌量是 Thl型 细胞 分泌 

IFN—y量的 10倍以上，支持上述观点。Friedman等 

通过基因工程技术敲除 EIS基因，构建EIS基因缺 

失的结核分支杆菌 ，观察其对免疫细胞功能 和细胞 

因子分泌 的影响 ，初步发 现，与野生株相 比，EIS缺 

失株感染细胞后 ，Thl型细胞分泌细胞因子 的量增 

多 ，而 Th2型分泌量减少 (待 发表)，亦支持上述观 

点。在小 鼠结核分支杆菌感染模型中发现 ，IL一10可 

激活慢性潜伏性感染而导致肺结核 ，表 明IL一10在 

肺结核发生中有重要作用“ 。其具体机制还需要进 

一 步验证 。 
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