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　　［摘要］　目的　利用荧光定量ＰＣＲ结合基因熔解曲线谱型图（ｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｐｅｃｔｒａｔｙｐｉｎｇ，ＧＭＣＳ）技术分析肺结

核病患者外周血ＣＤ４＋ Ｔ细胞中Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）β链可变区（ＢＶ）基因多态性。方法　提取１５例健康人和３０例肺结核患
者外周血单个核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）中的总ＲＮＡ，反转录成ｃＤＮＡ，以２６个人ＴＣＲＢＶ基因家族

设计上游引物，共同的ＴＣＲβ链恒定区（ＢＣ）基因设计下游引物，荧光定量ＰＣＲ扩增２６个ＴＣＲＢＶ基因家族谱系，样品谱系

用荧光定量ＰＣＲ中的ＤＮＡ熔解曲线进行分析。结果　在１５例健康人外周血Ｔ细胞ＴＣＲβ链中，同一ＢＶ位点ＰＣＲ产物
的熔解曲线谱型相同。但是与健康人相比，３０例肺结核患者的外周血ＴＣＲβ链２６个ＢＶ位点熔解曲线谱型存在差异，差异比

率为６．７％～３３．３％，差异具有显著性（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。此外，２６个位点中有１３个位点熔解曲线谱型差异比率≥２０％。

结论　荧光定量ＰＣＲ结合ＧＭＣＳ技术分析ＴＣＲＢＶ基因家族谱系情况，方法稳定、简便，能较好地监测肺结核患者外周血Ｔ
细胞ＴＣＲ的β链谱型。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１３，３４（１２）：１３１７１３２２］

　　结核病是由结核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕ

ｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）引发的传染性疾病，是危及人类

健康的主要传染病之一。根据世界卫生组织的估

算，目前我国结核病年发病人数占全球发病人数的

１１％，居全球第２位，是全球２２个结核病高负担国

家之一。近年来，我国每年报告肺结核发病人数约

１００万，始终位居全国甲乙类传染病报告的前列［１］。

　　在对抗结核病的免疫反应中，Ｔ细胞介导的细

胞免疫应答起着重要作用。正常人外周血９５％ Ｔ

淋巴细胞的Ｔ细胞受体（Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＣＲ）由α、

β两条多肽链组成。α链由胚系基因中的α链可变

区（ＡＶ）、结合区（ＡＪ）、恒定区（ＡＣ）重排形成，ＡＶ

末端和 ＡＪ前端及中间插入的核苷酸序列组成了

ＴＣＲα链互补决定区３（ｃｏｍｐｌｅｍｅｎｔａｒｉｔｙｄｅｔｅｒｍｉ

ｎｉｎｇｒｅｇｉｏｎ３，ＣＤＲ３）；β链由胚系基因中的β链可变

区（ＢＶ）、多变区（ＢＤ）、结合区（ＢＪ）、恒定区（ＢＣ）重

排形成，由ＢＶ末端、ＢＤ片段、ＢＪ前端及ＢＶＢＤ与

ＢＤＢＪ之间插入的核苷酸序列组成了ＴＣＲβ链ＣＤＲ３，

而ＢＶ是其中最易出现变异的基因区域。不同的Ｔ

细胞克隆具有不同长度或不同序列的ＴＣＲＣＤＲ３基

因，形成ＣＤＲ３基因谱型的多样性。ＣＤＲ３区的长度

和序列决定了ＴＣＲ的结构及其特异性，因此测定特

定ＣＤＲ３序列出现的频率可以反映特定Ｔ细胞克隆

扩增的程度，从而反映Ｔ细胞功能和状态［２］。

　　本研究利用实时定量ＰＣＲ结合基因熔解曲线

谱型图 （ｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｐｅｃｔｒａｔｙｐｉｎｇ，ＧＭＣＳ）

技术扩增ＴＣＲ特异性ＢＶ基因片段，分析不同临床

类型肺结核患者各ＰＣＲ产物的ＧＭＣＳ谱型特征及

特异性Ｔ细胞的分布，了解肺结核患者Ｔ细胞对结

核抗原的应答特点，为在混合性Ｔ细胞群中检出抗

原特异性的Ｔ细胞提供明确的分子诊断依据。

１　材料和方法

１．１　研究对象　选取南通市第六人民医院肺结核

病患者３０例，男１７例、女１３例，每例患者抽取外周

血８～１０ｍＬ。浸润期或进展期１３例，溶解播散期８
例，吸收好转期５例，硬结钙化期４例。入组标准：

（１）年龄３６～６４岁，已确诊为肺结核活动期；（２）无

肿瘤、病毒及其他细菌感染或自身免疫性疾病。同

时选择１５例正常献血员作为对照，男９例、女６例，

年龄３０～４８岁，每例抽取外周血８～１０ｍＬ。

１．２　主要试剂及仪器　Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分离液（上

海试剂二厂），总ＲＮＡ提取试剂盒（Ｏｍｅｇａ公司），

ｃＤＮＡ第一链合成试剂盒和ＰＣＲ试剂（ＦＢＩＭＢＩ公

司），ＧｅｎｅＳｃａｎ５００ＴＡＭＲＡ （５００ ＲＯＸ）标 准 品

（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司），ＴＲＩｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏ

ｇｅｎ公司），ＳＹＢＲ○Ｒ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（ＴａＫａＲａ公

司），免疫磁珠法ＣＤ４＋Ｔ细胞分选试剂盒（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ

Ｂｉｏｔｅｃｈ公司），人ＣＤ３和ＣＤ４单克隆抗体（北京宝

赛生物技术有限公司）。７５００型定量ＰＣＲ仪（Ａｐ

ｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司）。引物由上海生工生物工程

技术服务有限公司合成。

１．３　引物序列　以２６个人ＴＣＲＢＶ基因家族设计

引物，实时定量ＰＣＲ引物共２６对，它们有各自不同

的上游引物，并共用１条下游引物。引物序列见

表１。

１．４　外周血Ｔ细胞分离　采用Ｆｉｃｏｌｌ淋巴细胞分

离液密度梯度法离心获得外周血单个核细胞（ｐｅ

ｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌ，ＰＢＭＣ）。重悬后，

３７℃、５０ｍＬ／ＬＣＯ２条件下培养２ｈ，去除贴壁细胞，

再置尼龙毛管中，３７℃孵育４５ｍｉｎ，用２０ｍＬ培养

液冲洗出Ｔ细胞。

１．５　总ＲＮＡ提取与ｃＤＮＡ合成　分离出外周血

标本中ＰＢＭＣ，按试剂盒条件，提取活动性肺结核患

者和正常献血员 ＰＢＭＣ （２×１０６个细胞）中的总

ＲＮＡ，取１μｇ样品总ＲＮＡ为模板，用Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）作

引物，反应体系为４０μＬ，每标本做２个反应，按ｃＤ

ＮＡ合成试剂盒条件合成ｃＤＮＡ。

１．６　流式细胞术检测ＣＤ３＋ Ｔ 细胞及ＣＤ４＋ Ｔ细

胞的比例　采集静脉血１００ｍＬ，用 ＥＤＴＡＮａ２抗

凝，冰浴中保存，立即送实验室检测。用Ｆｉｃｏｌｌ淋巴

细胞分离液分离ＰＢＭＣ，再使用ＣＤ４＋ Ｔ细胞分选

试剂盒按说明书进行ＣＤ４＋ Ｔ细胞分离。根据荧光

确定细胞门，每份标本计数２×１０５个细胞，计算出表

达ＣＤ３＋或ＣＤ４＋细胞的百分率，用阴性对照设定阳

性染色细胞的ｃｕｔｏｆｆ值。
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表１　ＴＣＲＢＶ基因家族引物序列

Ｔａｂ１　ＳｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＴＣＲＢＶｇｅｎｅｆａｍｉｌｙｐｒｉｍｅｒｓ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ（５′３′） Ｓｉｚｅ（ｂｐ）

ＢＶ１ ｇｃａｃａａｃａｇｔｔｃｃｃｔｇａｃｔｔｇｃａｃ ２４

ＢＶ２ ｔｃａｔｃａａｃｃａｔｇｃａａｇｃｃｔｇａｃｃｔ ２４

ＢＶ３ ｇｔｃｔｃｔａｇａｇａｇａａｇａａｇｇａｇｃｇｃ ２４

ＢＶ４ ａｃａｔａｔｇａｇａｇｔｇｇａｔｔｔｇｔｃａｔｔ ２４

ＢＶ５．１ ａｔａｃｔｔｃａｇｔｇａｇａｃａｃａｇａｇａａａｃ ２５

ＢＶ５．２ ｔｔｃｃｃｔａａｃｔａｔａｇｃｔｃｔｇａｇｃｔｇ ２４

ＢＶ６ ａｇｇｃｃｔｇａｇｇｇａｔｃｃｇｔｃｔｃ ２０

ＢＶ７ ｃｃｔｇａａｔｇｃｃｃｃａａｃａｇｃｔｃｔｃ ２２

ＢＶ８ ａｔｔｔａｃｔｔｔａａｃａａｃａａｃｇｔｔｃｃｇ ２４

ＢＶ９ ｃｃｔａａａｔｃｔｃｃａｇａｃａａａｇｃｔｃａｃ ２４

ＢＶ１０ ｃｔｃｃａａａａａｃｔｃａｔｃｃｔｇｔａｃｃｔｔ ２４

ＢＶ１１ ｔｃａａｃａｇｔｃｔｃｃａｇａａｔａａｇｇａｃｇ ２４

ＢＶ１２ ａａａｇｇａｇａａｇｔｃｔｃａｇａｔ １８

ＢＶ１３．１ ｃａａｇｇａｇａａｇｔｃｃｃｃａａｔ １８

ＢＶ１３．２ ｇｇｔｇａｇｇｇｔａｃａａｃｔｇｃｃ １８

ＢＶ１４ ｇｔｃｔｃｔｃｇａａａａｇａｇａａｇａｇｇａａｔ ２４

ＢＶ１５ ａｇｔｇｔｃｔｃｔｃｇａｃａｇｇｃａｃａｇｇｃｔ ２４

ＢＶ１６ ａａａｇａｇｔｃｔａａａｃａｇｇａｔｇａｇｔｃｃ ２４

ＢＶ１７ ｃａｇａｔａｇｔａａａｔｇａｃｔｔｔｃａｇ ２１

ＢＶ１８ ｇａｔｇａｇｔｃａｇｇａａｔｇｃｃａａａｇｇａａ ２４

ＢＶ１９ ｃａａｔｇｃｃｃｃａａｇａａｃｇｃａｃｃｃｔｇｃ ２４

ＢＶ２０ ａｇｃｔｃｔｇａｇｇｔｇｃｃｃｃａｇａａｔｃｔｃ ２４

ＢＶ２１ ｇａｔｔｃａｃａｇｔｔｇｃｃｔａａｇｇａ ２４

ＢＶ２２ ｃａｇａｇａａｇｔｃｔｇａａａｔａｔｔｃｇａ ２４

ＢＶ２３ ｇａｔｃｇａｔｔｃｔｃａｇｃｔｃａａｃａｇ ２４

ＢＶ２４ ａａａｇａｔｔｔｔａａｃａａｔｇａａｇｃａｇａｃ ２５

ＢＣａ ｔｔｃｔｇａｔｇｇｃｔｃａａａｃａｃ ２４

　ａ：Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ．ＴＣＲＢＶ：Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａｃｈａｉｎ

ｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

１．７　荧光定量ＰＣＲ结合ＧＭＣＳ技术分析ＴＣＲＢＶ
家族基因谱系　ＰＣＲ反应体系为２０μＬ，含ｃＤＮＡ
模板１μＬ，ｄＮＴＰ０．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ２μＬ，２５

ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２１．５μＬ，ＴＣＲＢＶ上游引物０．８μＬ，

下游共用ＴＣＲＢＣＦＡＭ 引物０．８μＬ（所有引物的

浓度均为１０μｍｏｌ／Ｌ），ｄｄＨ２Ｏ１２．４μＬ，ＴａｑＤＮＡ
聚合酶１μＬ（０．６７５Ｕ）。每样本共进行２６个反应，

以βａｃｔｉｎ作为内参。反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ，

９４℃２０ｓ，５６℃３０ｓ，７２℃３０ｓ，共４５个循环。荧光

信号检测：每个循环结束后，在８０℃保持２ｓ后仪器

自动检测收集荧光信号。熔解曲线：ＰＣＲ最后７２℃
延伸８ｍｉｎ。反应孔的温度从７８℃以０．２℃／ｓ递增速

率升至９５℃，同时收集信号并分析。比较每个样本的

ＧＭＣＳ谱型，总或单峰差异比率（％）＝差异样本数／

总样本数×１００％。

１．８　统计学处理　应用ＳＰＳＳ１５．０统计软件进行

统计学分析，数据均以珚ｘ±ｓ表示，两组间比较采用

配对ｔ检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　外周血 ＣＤ４＋Ｔ 细胞的分离检测　为检测

ＣＤ４＋Ｔ细胞中的ＴＣＲ基因ＧＭＣＳ谱型，实验利用

免疫磁珠法分离健康人和结核病患者外周血ＣＤ４＋

Ｔ细胞。结果（图１）显示，ＣＤ３抗体标记经流式细胞

术检测纯度达到（９８．２±２．６）％，同时ＣＤ４抗体标

记经流式细胞术检测纯度达到（８９．６±４．５）％，得

率８０％以上，采集８～９ｍＬ外周血可以满足后续实

验用量。结果表明免疫磁珠法分离ＣＤ４＋Ｔ细胞可

以满足后续实验的质和量要求。

图１　流式细胞术检测磁珠分离纯化后

结核病患者外周血Ｔ细胞纯度

Ｆｉｇ１　Ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｉｎｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆＴｃｅｌｌｐｕｒｉｔｙｆｒｏｍｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄ

ｍｏｎｏｎｕｃｌｅａｒｃｅｌｌｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓ

２．２　健康人ＣＤ４＋Ｔ细胞ＴＣＲＢＶ基因家族谱型

特征　应用 ＧＭＣＳ方法分析１５例健康人ＣＤ４＋Ｔ

细胞ＴＣＲＢＶ基因家族谱型。为全面分析ＴＣＲβ
链基因多态性特点，实验选取了２６个位点进行熔解

谱型分析，并以βａｃｔｉｎ为对照。结果（图２）显示，１５
例健康人的ＢＶ基因家族熔解曲线谱型以多峰为
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主，无明显的弱峰或强峰，少数为单峰类型，即ＢＶ２４
为单峰型，其余位点为多峰型，ＴＣＲＢＣ对照组也为

单峰型。说明健康人ＴＣＲ的熔解曲线谱型显示了

极为丰富的多态性。

图２　健康献血者ＴＣＲＢＶ基因家族熔解曲线谱型（１５例健康献血者ＰＣＲ结果代表图）

Ｆｉｇ２　ＴＣＲＢＶｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓｏｆ１５ｈｅａｌｔｈｙｄｏｎｏｒｓａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｐｅｃｔｒａｔｙｐｉｎｇ

ＴＣＲＢＶ：Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａｃｈａｉｎｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

２．３　肺结核患者ＣＤ４＋ Ｔ细胞ＴＣＲＢＶ基因家族

谱型特征　应用ＧＭＣＳ方法分析３０例肺结核患者

ＣＤ４＋Ｔ细胞ＢＶ基因家族谱型，结果（图３）显示，与

健康人相比，肺结核患者２６个位点都存在熔解曲线

谱型差异，差异比率范围是６．７％～３３．３％，除

ＢＶ５．１位点外，其余２５个位点熔解曲线谱型均具有

显著差异（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。有１３个位点

（ＢＶ２、ＢＶ３、ＢＶ５．２、ＢＶ１０、ＢＶ１１、ＢＶ１３．１、

ＢＶ１３．２、ＢＶ１５、ＢＶ１６、ＢＶ１９、ＢＶ２０、ＢＶ２１、ＢＶ２４）

差异比率均≥２０％，这些位点被认为是差异的“热

点”。其中１２个熔解曲线谱型差异“热点”中包含单

峰差异的形式；５个位点（ＢＶ３、ＢＶ１３．１、ＢＶ１５、

ＢＶ１９、ＢＶ２０）单峰熔解曲线谱型差异比率≥２０％，５

个单峰型位点见图４。结果提示，肺结核病患者相

对健康人ＴＣＲ显示较少的多态性，这可能与体内结

核杆菌相关抗原占优势，引起相对单一的Ｔ细胞免

疫反应有关。

３　讨　论

　　结核病患者的免疫功能指标在结核病的诊断、

治疗和预后判断中有重要的临床意义，而Ｔ细胞在

对抗结核杆菌的过程中行使主要的免疫功能。Ｔ细

胞识别抗原的分子基础是其表面 ＴＣＲ与抗原肽

ＨＬＡ复合物相结合，ＣＤＲ３区是 ＴＣＲ直接与抗原
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肽接触的位点，在抗原识别中最关键，一种ＣＤＲ３序

列代表一个Ｔ细胞克隆，通过ＴＣＲＣＤＲ３谱型分析

及序列测定，可筛选出高表达的单克隆抗原特异性

Ｔ细胞，对疾病的诊断和治疗具有重要意义，并可以

反映Ｔ细胞功能状态［２３］。

图３　肺结核患者ＴＣＲＢＶ基因家族熔解曲线谱型图数据分析

Ｆｉｇ３　ＴＣＲＢＶｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓｏｆｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｐｅｃｔｒａｔｙｐｉｎｇ
ＴＣＲＢＶ：Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａｃｈａｉｎｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

图４　表现为单峰型的肺结核患者ＴＣＲＢＶ家族基因熔解曲线谱型图

Ｆｉｇ４　ＭｏｎｏｃｌｏｎａｌｐｅａｋｏｆＴＣＲＢＶｇｅｎｅｆａｍｉｌｉｅｓｉｎｔｈｅｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｐａｔｉｅｎｔｓｂｙｇｅｎｅｍｅｌｔｉｎｇｃｕｒｖｅｓｐｅｃｔｒａｔｙｐｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

ＴＣＲＢＶ：Ｔｃｅｌｌｒｅｃｅｐｔｏｒｂｅｔａｃｈａｉｎｖａｒｉａｂｌｅｒｅｇｉｏｎ

　　机体感染结核杆菌后，决定病程转归的一个重

要因素是Ｔ细胞的应答能力及反应状况。ＣＤＲ３分

子作为克隆性 Ｔ细胞的标记分子是活化的第一信

号，并且在免疫应答中起着重要的作用。随着医疗

技术的发展，ＴＣＲ表达产物成为新型结核疫苗重要
的候选位靶点，如 Ｍｔｂ９．８（Ｒｖ０２８７）位点的免疫抗

体在小鼠和豚鼠体内实验结果均证实了对抗结核分

枝杆菌感染的有效性［４］。总的来说，关于肺结核患
者ＴＣＲ的研究［５６］中，大部分相关研究主要关注的
是β链情况。

　　黄艳等［７］通过对结核性胸膜炎患者胸水、肺结
核患者肺泡灌洗液中 Ｔ细胞的全长ＴＣＲα、β链基
因序列进行测序，结合网络资源，分析患者局部 Ｔ
细胞所属的 ＴＣＲ 家族及其 ＣＤＲ３ 序列。采用

ＣＤＲ３谱型分析可更直接找到抗原相关ＴＣＲ 家族
及其ＣＤＲ３序列。已有学者通过体外抗原刺激或直

接检测患者体内Ｔ细胞ＣＤＲ３谱型，寻找结核抗原

相关ＴＣＲ 家族［８］。２００３年，Ｃａｃｃａｍｏ等［９］用结核

蛋白衍生物ＰＰＤＲＴ２３体外刺激结核患者ＰＢＭＣ，

发现部分ＴＣＲＢＶ家族 Ｔ细胞出现单／寡克隆增
殖，推测这些Ｔ细胞对ＰＰＤＲＴ２３特异。２年后，意

大利科学家们发现结核杆菌保护性抗原１６ｋＤ在体

外主要激活ＴＣＲＢＶ２家族，进一步研究发现，该家
族ＣＤＲ３区存在保守序列，推测这些序列与１６ｋＤ
抗原的识别有关［１０］。２００７年，德国学者Ｊａｃｏｂｓｅｎ
等［１１］分析了８例结核患儿（２例重症）和８例潜伏感
染者外周血ＣＤ８＋ Ｔ细胞β链ＣＤＲ３谱型，发现结
核患儿和潜伏感染者均存在明显的 ＣＤ８＋ Ｔ细胞

单／寡克隆增殖，２例重症结核患儿体内６０％以上

ＣＤ８＋ Ｔ细胞都属ＢＶ１６家族，且包含相同的ＣＤＲ３
序列。Ｔｕｌｌｙ等［１２］认为，分析外周血Ｔ细胞所获得

的结果反映的是全身的免疫维持状态，而感染部位

Ｔ细胞则反映局部免疫状态。他们对５例潜伏患者

进行肺穿刺活检，分析肉芽肿组织周围淋巴细胞
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（ｇｒａｎｕｌｏｍａａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓ， ＧＡＬｓ）的

ＣＤＲ３谱型，发现患者ＧＡＬｓ中存在单克隆扩增ＢＶ
家族，提示这些ＴＣＲ家族在抗结核免疫保护反应中

发挥重要作用。

　　本研究通过荧光定量ＰＣＲ结合ＧＭＣＳ技术分

析结核病患者和健康人ＰＣＲ产物的ＴＣＲＢＶ各位

点谱型，结果显示１５例健康人外周血Ｔ细胞２６个

ＴＣＲＢＶ家族的ＣＤＲ３谱型多为多峰特性，提示健

康人的ＴＣＲ显示了极为丰富的多态性，ＴＣＲＢＣ对

照组为单峰型；３０例结核患者ＴＣＲＢＶ基因谱型与

健康人相比，ＣＤ４＋Ｔ细胞ＢＶ基因家族２５个位点

熔解曲线谱型有明显改变，差异比率为６．７％～
３３．３％，并存在１３个差异“热点”，熔解曲线谱型差

异主要表现为单峰型谱型增多。

　　利用ＧＭＣＳ检测主要有以下优点：（１）敏感性

高，只需患者５ｍＬ外周血即可满足实验的需求；（２）

诊断快速，能早期诊断结核感染，整个过程可以在２４

ｈ内完成，相对于痰培养时间大大缩短；（３）检测方便，

检验样品只需要外周血，活动性肺结核、肺外结核、潜

伏性结核感染及免疫抑制的结核患者均能检测；（４）

可进行疗效评估，当结核分枝杆菌被清除后，效应Ｔ
淋巴细胞消失，因此测定效应Ｔ淋巴细胞可预测机体

是否清除了结核分枝杆菌，进行临床疗效评估［１３］。然

而，由于结核分枝杆菌感染后的免疫反应与结核病的

发生、发展和转归的关系尚未完全明了，至今所有的

免疫诊断方法包括ＧＭＣＳ检测尚不能完全鉴别潜伏

性结核感染与活动性结核感染。

　　总之，通过检测Ｔ细胞ＴＣＲＢＶ谱型监测结核

病患者的免疫功能，可以帮助确诊结核菌的感染情

况，也可为疗效和预后判断提供依据。另外，分析结

核患者ＴＣＲ的ＢＶ熔解曲线谱型为特异性Ｔ细胞

免疫治疗研究提供基础，同时也将有助于肺结核患

者治疗性多肽表位疫苗的研发。

４　利益冲突
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