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摘要 

I 
 

摘要 

结核病是由结核分枝杆菌( mycobacterium tuberculosis，MTB)感染所致的以

呼吸系统感染为主的慢性传染病，严重威胁着人类健康。目前结核病呈现出扩大

蔓延的趋势。统计显示，全球 1/3 的人感染过结核分枝杆菌，但现有的用于诊断

结核感染的方法都存在或多或少的缺陷，突出问题是灵敏度、特异性低下。因此

需要一种新的诊断技术以袮补现有方法的不足。 

结核分枝杆菌感染人体后能激活机体免疫系统，产生针对结核分枝杆菌的效

应性 T 淋巴细胞和记忆性 T 淋巴细胞，当这些特异性 T 淋巴细胞再次遇到结核

分枝杆菌抗原时，则能被激活，分泌细胞因子（如 IFN-γ）。据此，并参考已有

的文献报道，本研究建立了一种新型的结核体外诊断试剂——全血结核 IFN-γ 体

外释放试验（TB IFN-γ release assay, TB-IGRA），包含有体外细胞培养系统和细

胞因子定量系统，检测时间在 24 小时左右。经过初步临床验证，TB-IGRA 的灵

敏度为 95.8%，特异性为 96.3%。 

本试剂不仅对肺结核有较高的检出率，同时在肺外结核中的检出率达 92.9%。

在对病人接受治疗的前后 TB-IGRA 结果变化的研究中发现，IGRA 检测值即刺

激产生的 IFN-γ 浓度随着病人的康复而下降，阴转率 53.8%，提示本试剂结果同

病人的病程发展具有一定的关系，可作为提示病程的一个指标。在一次结核爆发

的调查研究中发现，本试剂的结果同结核暴露程度正相关，与结核菌素皮肤试验

（TST）相比，由于 TST 的检测特异性受卡介苗大量接种的影响而降低，易产生

假阳性，而 TB-IGRA 能袮补其不足。同时还发现，本研究建立的 TB-IGRA 试

剂和对照试剂 QFT 在结核无症状携带者中具有相同的检出能力。 

本研究成功建立了全血结核 IFN-γ 体外释放试验试剂盒，并验证了其相关参

数已经符合使用要求。将本试剂盒应用于临床初步验证，发现在若干领域具备进

一步深入研究的必要，将在后续研究中继续验证本试剂的可靠性及临床价值。 
 
 
 
关键词：结核分枝杆菌；全血；体外培养；T 细胞免疫；γ-干扰素 
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Abstract 

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis (MTB) infection, 

which is a serious threat to human health, it could lead to chronic respiratory diseases. 

At present, tuberculosis shows a trend to expand. About 1/3 people all over the world 

have been infected with MTB, but the existing diagnostic methods are more or less 

defective, and their main problem is the low sensitivity and specivity. So we need a 

new TB diagnostic method to overcome the existing methods deficiencies. 

The immune system will be activated with mycobacterium tuberculosis infection. 

The body will generate specific effector T cells and memory T cells for MTB. T cell 

activation and cytokine secretion (such as IFN-γ) will be happened after the specific 

lymphocyte cells encountered with MTB. Based on this theory and also the references, 

this study established a new TB diagnostic test called “TB IFN-γ release assay, 

TB-IGRA”. TB-IGRA contains in vitro cell culture system and cytokine 

quantification system, with time-cosuming of about 24hrs. After clinical trials, it 

shows that the sensitivity of TB-IFN-γ is 95.8%, and the specivity is 96.3%, which is 

better than former reagents. 

This reagent has a high sensitivity in not only tuberculosis but also 

extra-pulmonary tuberculosis (EPTB). The sensitivity in EPTB is 92.9%. This study 

also shows that there is a certain relationship between TB-IGRA results and the 

patient physical conditions. TB-IGRA results decreased when patients got healed, the 

negative conversion ratio is 53.8%, so TB-IGRA might be the indicator of the 

progression of the disease. A study on one TB outbreak incident shows that the results 

of this reagent is positive correlated with the exposure to TB. At the same time, the 

study shows that TB-IGRA has the same capacity as QFT to detect the carriers of 

tuberculosis. 

This study successfully established whole blood TB IFN-γ release assay kit, and 

we have verified the relevant parameters have been met with our requirements. We 

found that some areas should be further studied when we used this kit for primary 

clinical validation, and follow-up study will be continued to verify the reliability and 
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the clinical value of this reagent. 
 
 
 

Key words: Mycobacterium tuberculosis; Whole blood; In vitro culture; T cell 

immunology; IFN-γ 
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1 
 

第一章 概论 

结核病是由结核分枝杆菌( mycobacterium tuberculosis，MTB)感染所致的以

呼吸系统感染为主的慢性传染病，是造成人类死亡最多的疾病之一，严重威胁着

人类健康。在卡介苗和抗结核药物发明后，结核的疫情曾一度得到较好的控制，

但近年来伴随 HIV 感染的流行、MTB 耐药菌株的出现以及人口流动的增加，

全球疫情又急剧恶化。据统计全球约有 1/3的人感染了MTB，每年新发病例 800～

1000 万，约 300 万人死于结核。我国结核患者数量居全球第二位，是结核高负

担国家之一，全国结核感染率为 44.5 %[1]，结核病人 131.1 万人，其中 20.1 万人

死于结核病或结核并发症[2]。 

 

图 1 世界范围的结核病流行情况[2] 

Fig.1 Worldwide prevalence of tuberculosis 

结核感染后大部分成为无症状感染者，约 10%会发展为活动性结核。无症状

感染者如果免疫能力低下（免疫系统发育不全、衰退、或免疫抑制等）则较易发

展成活动性结核，是隐形感染者中的高危人群。因此，对潜伏性结核感染的病患

（Latent tuberculosis infection, LTBI）的检出，将极大地影响着全球结核病预防控

制的效果。 

现有结核诊断方法的种种缺陷，需要一种替代的结核诊断方法[3-5]。科学家后
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来发现，细胞因子 γ-干扰素（IFN-γ）和结核病之间有极密切的联系[6-8]，并基于

此开发了一种新型的结核诊断试剂。 

本研究将通过介绍细胞因子 IFN-γ 和结核病之间的关系，进一步深入研究了

这种新型的基于 IFN-γ 的结核诊断技术。该项技术将袮补现有诊断方法的不足，

为结核病的防控及结核病人的及早治疗提供帮助。 

第 1 节 IFN-γ的发现与结核病的关系 

1 IFN-γ的发现 

Isaass 等[9]在病毒干扰现象的过程中发现，将灭活的流感病毒植入鸡胚毛尿

囊膜，能使鸡胚获得抗流感病毒的能力，并且释放了一种干扰病毒活性的因子，

遂将这种因子命名为干扰素（Interferon, IFN）。随着研究的深入，现在干扰素比

较完善的定义是：干扰素是由多种诱导剂（如病毒、细胞、上游细胞因子等）诱

导产生的具有广谱抗病毒、抗肿瘤、具有免疫调节功能的一类蛋白质。人体体内

至少含有 3 种干扰素，分别是 IFN-α，IFN-β，IFN-γ。 

IFN-γ 是一种能抗病毒、抗细菌、对靶细胞有免疫调节作用的二聚体蛋白[10]。

人类的 IFN-γ 基因位于 12 号染色体长臂 1 区 4 带（12q14），全 长 6kb，包含 4

个外显子和 3 个内含子。IFN-γ 在 SDS-PAGE 上表现的分子量为 20～25kD，成

熟的单体含有 127～143 个氨基酸。IFN-γ 没有二硫键，仅依靠范德华力相互作

用，活性形式是二聚体或四聚体，单体没有活性。IFN-γ 有 2 个可能的糖基化位

点（25，97），IFN-γ 有 2 个碱性氨基酸区（aa.86～90，aa.128～132），与其酸不

稳定性有关。IFN-γ 没有 β-片层结构，每个单体有 10 个 α-螺旋（图 2）。 
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图 2 重组人 IFN-γ 的 X 射线晶体衍射结构模拟图[11] 

Fig.2 X-ray crystal structure of recombinant human interferon-gamma 

2 IFN-γ与结核病 

全世界结核的感染率极高，但是发病的个体只占感染人数的十分之一。这意

味着人体能提供保护机制抑制、清除体内细菌。这些免疫保护主要由 Th1 细胞

介导的，而 IFN-γ 也是关键的免疫保护因子。 

 有研究显示，当用 BCG（Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin）感

染 C57BL/6 小鼠，发现能分泌 IFN-γ 的 NK（CD3-NK1.1+）细胞无明显增加，而

分泌 IFN-γ 的 T 细胞（CD3+NK1.1-）增加 6 倍[6]。进一步研究发现，不仅 CD4+T

细胞并且 CD8+T 细胞都能在结核分枝杆菌感染机体后分泌 IFN-γ[7, 8]。IFN-γ 在抑

制结核分枝杆菌的感染与复制过程中的作用不可或缺。 

第 2 节 结核分枝杆菌抗原的细胞递呈及 IFN-γ的产生 

1 结核分枝杆菌抗原的细胞递呈过程 

抗原的递呈过程一般包含有两个途径（图 3，图 4）： 
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图 3 内源性抗原的递呈过程 

Fig.3 The presentation pathway of endogenous antigens 

内源性抗原经蛋白酶体的降解，切割成约 9a.a.的短肽，短肽被

TAP-1/TAP-2 运输到内质网，与内质网内已表达好的 MHC-Ⅰ分子结合，形

成 MHC/肽复合物，复合物经高尔基体的修饰后，经外吐小泡递呈到细胞表

面。 

 

图 4 外源性抗原的递呈过程 

Fig.4 The presentation pathway of exogenous antigens 

另一个途径是与 MHC-Ⅱ分子结合。因结核菌破碎后成为外原性抗原，被吞

噬到细胞内后，在溶酶体内被降解为约 12a.a.的短肽，短肽在晚期内体内与分泌

出来的 MHC-Ⅱ分子结合，复合体被递呈到细胞表面。 

结核分枝杆菌作为一种兼性内生菌，主要寄生在巨噬细胞内。结核分枝杆菌

的相关抗原不仅能作为外源抗原，还可以作为内源抗原进行递呈。结核分枝杆菌

在巨噬细胞内，主要寄生于特定吞噬体中并能抑制吞噬体的成熟、吞噬体与溶酶

体的融合、能抑制吞噬体的酸化和吞噬体肌动蛋白的组装。McDonough 等[12]就

厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库



概论 

5 
 

验证了结核分枝杆菌能从吞噬溶酶体逃到未融合的空泡或细胞质中来逃避巨噬

细胞的杀菌机制。 

在抗结核分枝杆菌的细胞免疫过程中，主要起作用的抗原递呈细胞（Antigen 

presenting cells, APCs）是巨噬细胞和树突状细胞（Dendritic cells，DCs）。在

APCs 递呈结核分枝杆菌特异抗原之后，需要通过特定的激活通路激活下游 T 细

胞。在 T 细胞的免疫识别过程中，TCR/CD3 复合体可以识别 APC 递呈的 MHC/

肽复合物，并且在 T 细胞和 APC 细胞间形成了复杂的超分子活化簇

（superamolecular activation cluster, SMAC）结构，称之为免疫突触（immunological 

synapse, IS）。T 细胞活化需要同时拥有 3 种信号：①抗原递呈细胞（或靶细胞）

表面的 MHC/抗原肽复合物与 T 细胞的表面受体 TCR 结合；②抗原递呈细胞表

面 B7 分子与 T 细胞表面 CD28 黏附分子结合形成第二信号；③一些细胞因子被

认为是 T 细胞活化的第三信号。 

1.1 CD4+T 细胞 

结核分枝杆菌是兼性内生菌，会通过 MHC-Ⅱ途径激活 CD4+T 细胞。CD4+T

细胞是 T-辅助细胞（Th1），激活后主要产生的细胞因子是 IFN-γ，IFN-γ 是激活

巨噬细胞吞噬结核分枝杆菌的中心细胞因子，因此对抑制结核病的发展有重大作

用。 

1.2 CD8+T 细胞 

Schaible 等[13]证明了结核分枝杆菌感染了巨噬细胞后促进巨噬细胞凋亡，释

放囊泡（vesicles），凋亡囊泡被未感染的抗原递呈细胞（APCs）吞噬后通过

MHC-Ⅰ途径和 CD-1b 参与的激活过程从而激活 CD8+T 细胞。这种特殊的抗原

递呈途径有效地保证有足够的 MHC-Ⅰ类系统对结核抗原进行递呈，抗原转运对

于启动 CD8+T 激活过程是十分重要的。 

1.3 非常规 T 细胞的免疫反应 

还有些非常规的 T 细胞，它们也参与了结核分枝杆菌的免疫过程。如，有研

究表明某些非典型人类白细胞抗原(HLA)分子限定性 CD8+T 细胞参与了人类抗
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