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转录因子Ｂｌｉｍｐ１在结核病患者外周血单个核细胞中的表达研究

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（第三军医大学大坪医院野战外科研究所检验科，重庆４０００４２）

　　摘　要：目的　检测转录因子Ｂｌｉｍｐ１在潜伏期、活动期结核病患者及健康者中的表达差异，评估其作为新型结核病诊断因子

的可能性。方法　选取６０例活动期结核病患者（活动期组）、５０例潜伏期结核病患者（潜伏期组）和５０例健康体检者（对照组）作

为研究对象，利用荧光定量ＰＣＲ方法分别测定３组研究对象外周血单个核细胞中Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ的表达情况。结果　活动期组

Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ的表达量是对照组的１５．３５倍，是潜伏期组的２．２１倍，组间差异有统计学意义（犘＜０．０５）。结论　Ｂｌｉｍｐ１参与抗

结核免疫，有助于区分活动性肺结核和健康人群，为结核病的发病机制提供新的实验依据，从而进一步为结核病的早期诊断和治

疗提供新的方向。
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　　结核病的控制一直以来备受关注，全世界每年新增结核病

例１０００万左右，而在我国每年新增病例１００万左右，是我国

重点控制的重大疾病之一。传统观念认为在结核免疫机制中

发挥主要作用的是细胞免疫［１］，近年来，体液免疫在结核发病

机制中的作用越来越受到关注。目前已发现的调控体液免疫

过程的转录因子主要有ＢＣＬ６、Ｂｌｉｍｐ１、ＩＲＦ４、ＭＩＴＦ、ＭＴＡ３、

ＰＡＸ５和ＸＢＰ１等，其中Ｂｌｉｍｐ１是１９９１年发现的由ｐｒｄｍ１基

因编码的蛋白，是浆细胞分化的主调控子［２３］。有研究表明，

Ｂｌｉｍｐ１不仅可以调控Ｂ细胞和浆细胞的分化发育，还可参与

调控免疫系统中髓系细胞、自然杀伤细胞和巨噬细胞的发育与

功能。近期研究发现，Ｂｌｉｍｐ１对Ｔ细胞的增殖分化和免疫自

稳亦发挥着至关重要的作用［４６］。那么，在机体的抗结核免疫

反应中，Ｂｌｉｍｐ１是否会参与其中？本研究拟通过分析结核病

患者与健康体检者外周血单个核细胞中Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ的表

达情况，探讨Ｂｌｉｍｐ１是否参与到机体抗结核免疫反应过程中，

为进一步探明结核发病机制、结核杆菌免疫清除及结核病诊断

新分子提供实验依据，现报道如下。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选择２０１２年２月至２０１３年５月来本院就诊

的结核患者１１０例，根据病史、实验室检查将其分为活动期组

（６０例）和潜伏期组（５０例）。活动期组男３４例，女２６例，年龄

１３～６５岁，平均（３４．０±５．６）岁；潜伏期组男３１例，女１９例，

年龄１３～６５岁，平均（３４．０±６．４）岁。上述患者诊断均符合中

华医学会结核病分会制定的肺结核诊断和治疗指南中的诊断

标准［７］。同时排除肝、肾功能障碍患者，全身免疫性疾病患者，

应用糖皮质激素类药物或免疫抑制剂患者。选择同期到本院

的５０例健康体检者为对照组，排除吸烟、酗酒者，结核菌素试

验均为阴性，其中男２３例，女２７例，年龄１６～７８岁，平均

（３５．０±６．８）岁。

１．２　主要试剂与仪器　Ｆｉｃｏｌｌ细胞分离液购自ＧＥ公司，磷酸

盐缓冲液（ＰＢＳ）购自北京中衫公司，Ｔｒｉｚｏｌ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公

司，焦碳酸乙二酯原液购自Ｓｉｇｍａ试剂公司，无核酸酶双蒸水

购自美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司，７５％乙醇、异丙醇和氯仿购自重庆川

东公司。荧光定量 ＰＣＲ试剂盒、Ｔａｑ聚合酶购自美国 Ｐｒｏ

ｍｅｇａ公司，ＰＣＲＭＩＸ混合液购自杭州博日科技有限公司，引

物和探针在上海生工生物工程有限公司合成。美国ＣＦＸ９６

ＢｉｏＲａｄ荧光定量ＰＣＲ仪，美国ＮＤ１０００紫外分光光度计。

１．３　方法

１．３．１　分离外周血单个核细胞与提取总ＲＮＡ　抽取结核病

患者及健康体检者的乙二胺四乙酸 （ＥＤＴＡ）抗凝静脉血２

９２０１重庆医学２０１４年３月第４３卷第９期
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ｍＬ，取ＥＤＴＡ抗凝血１ｍＬ，加至１ｍＬＦｉｃｏｌｌ细胞分离液表

面，常温下２０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，用毛细吸管将标本中的单

个核细胞分离出来，收集并用１％ＰＢＳ洗涤，常温下２５００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，去上清液留单个核细胞于管底。然后使用

Ｔｒｉｚｏｌ将细胞破裂，利用三氯甲烷、异丙醇和７５％乙醇萃取、沉

淀的原理，提取出细胞中的ＲＮＡ。再将ＲＮＡ溶解在无核酸

酶水中，利用ＮＤ１０００紫外分光光度计定量检测ＲＮＡ的质量

和水平。

１．３．２　将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ　根据荧光定量ＰＣＲ试剂盒

说明书取１ｍｇ的 ＲＮＡ进行逆转录，４２℃孵育４０ｍｉｎ得到

ｃＤＮＡ，－２０℃冻存备用。

１．３．３　荧光定量ＰＣＲ检测　对上述逆转录后得到的ｃＤＮＡ

进行荧光定量ＰＣＲ反应，引物设计如下：Ｂｌｉｍｐ１上游５′ＴＣＣ

ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＡＧＧＴＴＴＣＡ３′，Ｂｌｉｍｐ１下游５′ＴＣＡＡＡＣ

ＴＣＡＧＣＣＴＣＴＧＴＣＣＡ３′。荧光探针，Ｂｌｉｍｐ１ＦＡＭ５′ＡＴＧ

ＧＡＣＡＴＧＧＡＧＧＡＴＧＣＧＧＡＴＡＴＧ３′。内参：Ｂ２Ｍ 上游

５′ＴＣＣＡＴＣＣＧＡＣＡＴＴＧＡＡＧＴＴＧＡＣ３′，Ｂ２Ｍ 下游５′

ＡＣＴＡＴＣＴＴＧＧＧＣＴＧＴＧＡＣＡＡＡＧ３′，Ｂ２Ｍ探针ＦＡＭ

５′ＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＧＧＣＡＧＧＣＡＴＡＣＴＣＡ３′。荧光定量

ＰＣＲ反应条件：９５℃３ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，５５℃３０ｓ，４０个循环。

根据荧光定量ＰＣＲ仪得出的结果，计算活动期组、潜伏期组和

对照组中每例标本的靶基因Ｂｌｉｍｐ１和相应内参基因Ｂ２Ｍ 的

ｃｔ值差值△ｃｔ，并计算活动期组、潜伏期组的△ｃｔ和对照组

△ｃｔ，利用相对定量２－△△ｃｔ法（－△△ｃｔ＝活动期组／潜伏期组

△ｃｔ－对照组△ｃｔ）计算活动期组、潜伏期组和对照组之间

Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ表达的差异。

１．４　统计学处理　利用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ软件将对照组、活动

期组及潜伏期组的ｃｔ值和△ｃｔ值绘图分析。采用ＳＰＳＳ１７．０

统计软件进行分析，计量资料以狓±狊表示，采用狋检验进行两

组间差异比较，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。狋检验以

△ｃｔ均值计算△△ｃｔ，并利用相对定量２－△△ｃｔ法计算Ｂｌｉｍｐ１

基因表达差异倍数。

２　结　　果

２．１　外周血单个核细胞ＲＮＡ质量及扩增特异性　所有样本

提取总ＲＮＡ水平均不小于３００ｎｇ／μＬ，吸乐度２６０／２８０均在

１．７５～１．９５，提示总ＲＮＡ质量较好。靶基因Ｂｌｉｍｐ１和内参基

因Ｂ２ＭｍＲＮＡ扩增曲线见图１，溶解曲线见图２。

图１　　荧光定量ＰＣＲ扩增曲线

２．２　Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ在３组中表达的差异　活动期组、潜伏期

组和对照组Ｂｌｉｍｐ１和Ｂ２Ｍ 基因的△ｃｔ值均呈正态分布。活

动期组Ｂｌｉｍｐ１相对于Ｂ２Ｍ的平均△ｃｔ值为５．３６±２．４５，潜伏

期组相对于Ｂ２Ｍ的平均△ｃｔ值为２．４０±１．８６，对照组Ｂｌｉｍｐ１

相对于Ｂ２Ｍ 的平均△ｃｔ值为１．４４±０．８０，活动期组、潜伏期

组与对照组之间平均 △ｃｔ值的差异有统计学意义（犘＝

０．０００），见表１。通过相对定量２－△△ｃｔ法计算，活动期组的

Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ水平是对照组的１５．３５倍，潜伏期组的Ｂｌｉｍｐ１

ｍＲＮＡ水平是对照组的２．２１倍，且组间Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ表达

比较，差异有统计学意义（犘＜０．０５）。

　　Ａ：靶基因Ｂｌｉｍｐ１荧光定量ＰＣＲ溶解曲线；Ｂ：内参基因Ｂ２Ｍ溶解

曲线。

图２　　溶解曲线

表１　　各组间Ｂｌｉｍｐ１ｍＲＮＡ相对定量表达差异

组别 狀 △ｃｔ（狓±狊） △△ｃｔ ２－△△ｃｔ

活动期组 ６０ ５．３８±２．４５ ３．９４ １５．３５ａｂ

潜伏期组 ５０ ２．４０±１．８６ ０．９６ ２．２１ａ

对照组 １９ １．４４±０．８０ － －

　　ａ：犘＜０．０５，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０５，与潜伏期组比较；－：此项

无数据。

３　讨　　论

机体对结核杆菌的免疫反应相当复杂，大体上可分为固有

免疫和适应性免疫。固有免疫主要包括被激活的巨噬细胞和

致敏的Ｔ淋巴细胞；适应性免疫主要依赖于特异性的细胞免

疫，包括抗原呈递与Ｔ细胞的识别、活化、应答几个阶段。虽

然细胞免疫在结核免疫反应中发挥着重要作用，但近年来体液

免疫在结核病发病机制中的作用也引起了一定关注，研究提示

细胞免疫与体液免疫在结核病发展过程中的作用是相辅相成、

缺一不可的［１２］。

调控体液免疫过程的转录因子Ｂｌｉｍｐ１可以靶向结合多种

基因，通过招募包括组蛋白去乙酰化酶和甲基转移酶在内的染

色体修饰酶到特定核酸序列如启动子序列，来抑制靶基因的表

达，起着转录抑制因子的作用［７８］。Ｂｌｉｍｐ１蛋白是促进成熟Ｂ

淋巴细胞向浆细胞终末分化的主调控因子［９］，它可抑制与Ｂ

淋巴细胞增殖有关的一系列基因的表达，如ＢＣＬ６、ＰＡＸ５、Ｃ

ＭＹＣ、ＣⅡＴＡ、Ｉｄ等，促进Ｂ淋巴细胞向浆细胞分化。Ｂｌｉｍｐ１

蛋白还可以诱导成熟浆细胞分泌抗体，是维持骨髓中长寿命浆

细胞所必需的转录因子。Ｂｌｉｍｐ１功能不仅局限于Ｂ细胞和浆

细胞，还可参与调控免疫系统中髓系细胞、自然杀伤细胞和巨

噬细胞的发育与功能。此外，Ｂｌｉｍｐ１对Ｔ细胞的增殖分化和

免疫自稳亦发挥着至关重要的作用，Ｂｌｉｍｐ１在Ｔｈ２细胞中表

达高于Ｔｈ１细胞，而且缺乏Ｂｌｉｍｐ１的ＣＤ４
＋Ｔ细胞将表现出

受损的Ｔｈ２体液反应效应，说明Ｂｌｉｍｐ１对Ｔｈ２细胞的分化及

功能的必要性。而且，在Ｂｌｉｍｐ１缺失的两个动物模型中，也发

现受抗原刺激后ＣＤ４＋Ｔ细胞和Ｔｈ１细胞均表现出更强的抗

凋亡能力［１０１１］，说明Ｂｌｉｍｐ１的正常功能之一就是促进效应Ｔ

细胞的凋亡。

那么，在结核发病及机体抗结核免疫反应过程中，Ｂｌｉｍｐ１

是否会参与其中？本研究发现，在活动期组血液中 Ｂｌｉｍｐ１

ｍＲＮＡ的表达水平为对照组的１５．３５倍，是潜伏期组结核患

者的２．２１倍，初步说明Ｂｌｉｍｐ１参与到机体抗结核的免疫反应

中。Ｂｌｉｍｐ１有可能作为诊断结核的新指标，（下转第１０３３页）
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作为诊疗结核的新靶点。Ｂｌｉｍｐ１在机体抗结核免疫反应的具

体机制还有待于进一步深入研究。
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中华结核和呼吸杂志，２００１，２４（２）：７０７４．

［８］ ＪｏｈｎＳＡ，ＧａｒｒｅｔｔＳｉｎｈａＬＡ．Ｂｌｉｍｐ１：ａｃｏｎｓｅｒｖｅｄｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒｃｒｉｔｉｃａｌｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｏｆｍａｎｙ

ｔｉｓｓｕｅｓ［Ｊ］．ＥｘｐＣｅｌｌＲｅｓ，２００９，３１５（７）：１０７７１０８４．

［９］ＳｈａｆｆｅｒＡＬ，ＬｉｎＫＩ，ＫｕｏＴＣ．Ｂｌｉｍｐ１ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｅｓｐｌａｓｍａ

ｃｅｌｌｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｅｘｔｉｎｇｕｉｓｈｉｎｇｔｈｅｍａｔｕｒｅＢｃｅｌｌｇｅｎｅ

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐｒｏｇｒａｍ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｉｔｙ，２００２，１７（１）：５１６２．

［１０］ＭａｒｔｉｎｓＧＡ，ＣｉｍｍｉｎｏＬ，ＳｈａｐｉｒｏＳｈｅｌｅｆＭ，ｅｔａｌ．Ｔｒａｎ

ｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌｒｅｐｒｅｓｓｏｒＢｌｉｍｐ１ｒｅｇｕｌａｔｅｓＴｃｅｌｌｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓ

ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＩｍｍｕｎｏｌ，２００６，７（５）：４５７４６５．

［１１］ＣｉｍｍｉｎｏＬ，ＭａｒｔｉｎｓＧＡ，ＬｉａｏＪ，ｅｔａｌ．Ｂｌｉｍｐ１ａｔｔｅｎｕａｔｅｓ

Ｔｈ１ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｂｙｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｆｎｇ，ｔｂｘ２１，ａｎｄｂｃｌ６

ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ［Ｊ］．Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００８，１８１（４）：２３３８２３４７．

（收稿日期：２０１３１００８　修回日期：２０１３１２１０）
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