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IFN-酌、IL-12及 TNF-琢在脊柱结核病人血清和病灶中的表达
以及对疾病的影响 *
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摘要目的：检测 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢在脊柱结核病人血清和病灶中的表达水平，探讨血清和病灶中 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢的
表达水平与脊柱结核的相关性。方法：2014年 12月至 2016年 3月期间，纳入符合标准的脊柱结核病人 46例为实验组，椎体骨

折病人 48例为对照组。应用 ELISA检测两组人群血清中 IFN-酌、IL-12、TNF-琢的平均浓度；病灶标本免疫组化染色检测其 IFN-酌、
IL-12、TNF-琢 的平均光密度值。结果：实验组血清中 IFN-酌, IL-12, TNF-琢 平均浓度分别为 26.82± 7.81 pg/mL，25.93± 12.84

pg/mL，68.13± 16.24 pg/mL，对照组血清中平均浓度分别为 46.89± 7.81 pg/mL，49.45± 22.38 pg/mL，26.65± 10.11 pg/mL；实验组

病灶中 IFN-酌, IL-12, TNF-琢平均光密度值分别为 0.273± 0.076，0.380± 0.054，0.306± 0.052，对照组病灶中平均光密度值分别为

0.092± 0.024，0.183± 0.034，0.180± 0.031。实验组与对照组血清及病灶中 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢的表达水平比较，差异有统计学
意义(P<0.05)。结论：脊柱结核病人的血清 IFN-酌、IL-12浓度呈低表达，TNF-琢浓度呈高表达；脊柱结核病人病灶中 IFN-酌、IL-12及
TNF-琢表达增加；检测脊柱结核病人 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢血清水平含量能为其机体免疫力的状态、判断结核病情程度和进展
及为临床诊断提供参考依据。
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The Expression of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 in the Serum and Lesions of
Spinal Tuberculosis and Its Effects on the Disease*

To detect the serum and lesions levels of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 expressed in spinal tuberculosis patients

change, and to preliminary explore the association between IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 levels and spinal tuberculosis. 46 patients

with spinal tuberculosis as the experimental group, 48 cases of vertebral fracture were recruited as the control group in our study from

December 2014 to March 2016. The concentration of serum IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 were detected by ELISA. IFN-酌, IL-12 and TNF-琢
immunohistochemical staining were performed on the lesions, the average optical density values of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 were

detected. The mean concentrations of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 in serum of experimental group were 26.82 ± 7.81 pg/mL,

25.93± 12.84 pg/mL, 68.13± 16.24 pg/mL respectively. The mean concentrations of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 in serum of control group

were 46.89± 7.81 pg/mL, 49.45± 22.38 pg/mL, 26.65± 10.11 pg/mL respectively. The average optical density of IFN-酌, IL-12 and

TNF-琢 in the experimental group was 0.273± 0.076, 0.380± 0.054, 0.306± 0.052 respectively. The average optical density of IFN-酌,
IL-12 and TNF-琢 in the control group was 0.092± 0.024, 0.183± 0.034, 0.180± 0.031 respectively. The mean serum IFN-酌 and IL-12

concentration in experimental group was significantly lower than control group (P<0.05); the mean serum TNF-琢 concentration in

experimental group was significantly higher than control group (P<0.05). The IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 mean optical density of lesions in

experimental group was significantly higher than control group (P<0.05). Serum IFN-酌, IL-12 concentrations of spinal

tuberculosis patients are lower than normal, serum TNF-琢 concentration of spinal tuberculosis patients are higher than normal; High

expression of IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 in lesion of spinal tuberculosis; Detecting the serum IFN-酌, IL-12 and TNF-琢 concentration of

patients able to be provide a basis for the state of immunity, the severity and progress of tuberculosis and the clinical diagnosis.
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前言

脊柱结核是最常见的肺外结核，约占骨与关节结核的

50%，并且有增加的趋势[1]。脊柱结核随着病情发展可出现窦

道、瘘管等慢性化脓性改变，若得不到及时的诊断和治疗，将导

致脊柱畸形、肢体活动感觉障碍，甚至瘫痪，引起巨大负担[2,3]。

Th1细胞与 Th2细胞之间的细胞因子平衡紊乱是结核发病的

一个重要病因，相关细胞因子在结核中的表达水平以及它们作

为抗结核治疗反应标记物的作用得到了广泛的研究，通过查阅

文献发现 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢的表达在抗结核免疫应答中
发挥着重要作用[4-6]。但目前国内外关于这些细胞因子的表达水

平与结核病的相关性研究主要集中在肺结核，而对于细胞因子

与脊柱结核的相关性研究并不多。基于此，我们收集了脊柱结

核和脊柱椎体骨折病人的血清和病灶，应用 ELISA方法检测

两组血清中 IFN-酌、IL-12、TNF-琢的浓度，病灶 IFN-酌、IL-12及
TNF-琢免疫组化染色，光镜下观察两组标本中 IFN-酌、IL-12及
TNF-琢表达并进行阳性颗粒计数，并进一步分析其与脊柱结核
相关性。

1 资料与方法

1.1 研究对象

1.1.1 脊柱结核病例组 在 2014 年 12 月至 2016 年 3 月期

间，选取我院脊柱结核病人临床资料共 46例为实验组，其中男

性 27 例，女性 19例，年龄 32-67 岁，平均年龄为 47.80± 9.87

岁。所选患者术前通过 X线、CT、MRI等影像学检查和实验室

检查诊断考虑结核后,术后病理检查确诊为脊柱结核，或脓液、

病灶组织培养出结核杆菌。

1.1.2 对照组 选取 2014年 12月至 2016年 3月期间在我院

因椎体压缩性或爆裂性骨折病人 48例为对照组，所有病人均

为外伤导致骨折，既往体健，无基础疾病。其中男性 30例，女性

18例，年龄 30-65岁，平均年龄为 47.44± 9.27岁。

1.1.3 共同排除标准 存在下列情况者不予以纳入本次研究：

罹患活动性肺结核、或合并有其他部位结核病或有结核病史；

患有影响免疫功能的疾病（如：肿瘤、感染等）；患有自身免疫性

疾病（如：风湿、类风湿疾病、强直性脊柱炎、糖尿病等）；感染

HIV者；既往使用过抗结核药物；长期使用激素；未接种卡介

苗；有过量饮酒史；接受过脊柱手术；年龄大于 70岁。

1.2 实验方法

1.2.1 提取血清和标本 脊柱结核组和对照组均抽取静脉血

5 mL于抗凝管中摇匀，放入离心机中，在 4℃下环境下予以

1000 r/min的转速离心 10 min，取上清液于 1.5 mL的 EP管

中，予以登记记录,放置于 -80℃冰箱中,需避免反复冻融。

脊柱结核组术中取结核病灶；对照组取其椎体松质骨。标

本置于 EDTA脱钙液中脱钙，等到能用切片机较容易切开时即

为达到脱钙要求。标本冲洗、脱水、透明、石蜡包埋，用石蜡切片

机 5 滋m切片。每一例标本切片 20张备用。

1.2.2 实验原理 应用 ELISA法测定样品中 IFN-酌、IL-12 及
TNF-琢浓度，将抗体包被微孔板，制成固相抗体，加入样本与过
氧化物酶标记的抗体反应后，形成抗体 -抗原 -酶标抗体反应

物，经过彻底洗涤后加底物 TMB显色。TMB在过氧化物酶催

化下转化为蓝色，并在酸的作用下最终转化为黄色，颜色的深

浅与样品中的 IFN-酌或 IL-12或 TNF-琢呈正相关。用酶标仪在
450 nm 波长下测读出 OD 值，通过标准曲线计算样品中

IFN-酌、IL-12及 TNF-琢浓度。
免疫组织化学染色应用兔抗人多克隆抗体结合 DAB染色

液与组织标本中 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢专一性反应，以 PBS

代替一抗作为阴性对照组，以棕黄色颗粒代表染色阳性信号。

用 Image-Pro plus 彩色图像分析系统测定 IFN-酌、IL-12 及
TNF-琢所表达的平均光密度。
1.3 统计学方法

应用 SPSS19.0 统计软件进行数据分析，计量资料用均

数± 标准差(x依s)表示。两组之间血清 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢表
达量数值比较采用 t检验，当 P约0.05时差异有统计学意义。

2 结果

2.1 血清标本标准曲线绘制

使用 Curve Expert1.4软件绘制标准曲线，以底物的浓度作

为纵坐标，OD值作为横坐标，取拟合优度最佳回归方式绘制标

准曲线图。

2.2 血清 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢表达水平的比较
2.2.1 血清 IFN-酌 浓度在脊柱结核组和对照组的表达水平
脊柱结核组血清 IFN-酌平均浓度为 26.82± 7.81 pg/mL，对照组

血清 IFN-酌平均浓度为 46.89± 7.81 pg/mL，根据统计学分析，

两组血清 IFN-酌浓度存在差异（P<0.05）。
2.2.2 血清 IL-12浓度在脊柱结核组和对照组的表达水平 脊

柱结核组血清 IL-12平均浓度为 25.93± 12.84 pg/mL，对照组

血清 IL-12平均浓度为 49.45± 22.38 pg/mL，根据统计学分析，

两组血清 IL-12浓度存在差异（P<0.05）。
2.2.3 血清 TNF-琢 浓度在脊柱结核组和对照组的表达水平
脊柱结核组血清 TNF-琢平均浓度为 68.13± 16.24 pg/mL，对照

组血清 TNF-琢平均浓度为 25.65± 10.11 pg/mL，根据统计学分

析，两组血清 TNF-琢浓度存在差异（P<0.05）。
2.3 标本 IFN-酌、IL-12及 TNF-琢表达水平的比较
2.3.1 标本 IFN-酌在脊柱结核组和对照组的表达水平 脊柱

结核组病灶 IFN-酌 平均光密度值为 0.273± 0.076，对照组

IFN-酌平均光密度值为 0.092± 0.024，根据统计学分析，两组

IFN-酌平均光密度值存在差异（P<0.05）。

图 1 IFN-酌标准曲线图
Fig.1 IFN-酌 standard curve diagram
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图 3 TNF-琢标准曲线图
Fig.3 TNF-琢 standard curve diagram

2.3.2 标本 IL-12在脊柱结核组和对照组的表达水平 脊柱

结核组病灶 IL-12平均光密度值为 0.380± 0.054，对照组 IL-12

平均光密度值为 0.183± 0.034，根据统计学分析，两组 IL-12平

均光密度值存在差异（P<0.05）。

图 2 IL-12标准曲线图

Fig.2 IL-12 standard curve diagram

表 1血清 IFN-酌浓度在脊柱结核组和对照组表达水平比较
Table 1 Comparison of the expression levels of serum IFN- 酌 in spinal tuberculosis group and control group

Groups Amounts(n) Average concentration(pg/mL)

Spinal tuberculosis groups 46 26.82± 7.81

Control groups 48 46.89± 7.81

表 2血清 IL-12浓度在脊柱结核组和对照组表达水平比较

Table 2 Comparison of the expression levels of serum IL-12 in spinal tuberculosis group and control group

Groups Amounts(n) Average concentration(pg/mL)

Spinal tuberculosis groups 46 25.93± 12.84

Control groups 48 49.45± 22.38

表 3血清 TNF-琢浓度在脊柱结核组和对照组表达水平比较
Table 3 Comparison of the expression levels of serum TNF-琢 in spinal tuberculosis group and control group

Groups Amounts(n) Average concentration(pg/mL)

Spinal tuberculosis groups 46 68.13± 16.24

Control groups 48 25.65± 10.11

表 4标本 IFN-酌表达水平在脊柱结核组和对照组比较
Table 4 The expression levels of IFN-酌 in the spinal tuberculosis group and the control group were compared

Groups Amounts(n) Average optical density

Spinal tuberculosis groups 46 0.273± 0.076

Control groups 48 0.092± 0.024

表 5标本 IL-12表达水平在脊柱结核组和对照组比较

Table 5 The expression levels of IFN-酌 in the spinal tuberculosis group and the control group were compared

Groups Amounts(n) Average optical density

Spinal tuberculosis groups 46 0.380± 0.054

Control groups 48 0.183± 0.034

2.3.3 标本 TNF-琢在脊柱结核组和对照组的表达水平 脊柱

结核组病灶 TNF-琢 平均光密度值为 0.306± 0.052，对照组

TNF-琢平均光密度值为 0.180± 0.031，根据统计学分析，两组

TNF-琢平均光密度值存在差异（P<0.05）。
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表 6标本 TNF-琢表达水平在脊柱结核组和对照组比较
Table 6 The expression levels of TNF-琢 in the spinal tuberculosis group and the control group were compared

Groups Amounts(n) Average optical density

Spinal tuberculosis groups 46 0.360± 0.052

Control groups 48 0.180± 0.031

3 讨论

T细胞介导的特异性细胞免疫在抗结核中发挥着最为重

要的作用。具有高度异质性的 T细胞，根据其表面标志及功能

特征可分为各种不同的亚群，各亚群之间能互相调节，组成极

为复杂的细胞及细胞因子网络，共同发挥免疫学功能。有多种

方法可将 T细胞分为各种不同亚群，按其是否表达 CD4 和

CD8分子，可分为 CD4+T细胞及 CD8+T细胞。

有动物实验证明，IFN-酌基因敲除小鼠的肺部及其他器官
对结核杆菌的免疫能力明显减弱，CD4+T细胞和 CD8+T 细胞

的免疫保护作用依赖于 IFN-酌的合成、分泌能力 [7]；感染 HIV

的结核病人，CD4+T细胞遭到大量破坏，肺外结核、结核菌血症

的发生率较普通人大大增加[8]。而在人类，LI-12依赖的 IFN-酌
分泌途径的基因改变将导致对低毒性结核杆菌易感[9]；TNF-琢
对于结核肉芽肿的形成有着关键的作用，针对抗 TNF-琢治疗
慢性炎症将会导致结核病的复发 [10]。这些现象表明了 IFN-酌、
IL-12及 TNF-琢在抗结核方面有不可或缺的作用。
3.1 IFN-酌与结核

IFN-酌作为抗结核的重要免疫细胞因子，其在机体的表达
水平与结核病密切相关[11,12]。Chackerlan AA[13]等通过对结核杆

菌敏感小鼠和耐受小鼠的研究发现，肺局部淋巴细胞所表达的

IFN-酌水平决定着小鼠对结核杆菌是敏感还是耐受；Turner J[14]

等研究表明，结核病人体内的 IFN-酌水平随着抗结核化疗的进
行而发生改变，在开始治疗前，IFN-酌水平含量低，应用抗结核
药物 2个月后 IFN-酌含量恢复正常，并一直持续到治疗结束；
刘义[15]等也研究证实了肺结核病人的 Th1细胞免疫反应能力

能通过检测其血浆和痰中 IFN-酌的水平含量所反映出来，检测
痰和(或)血浆中 IFN-酌表达水平对肺结核的诊断（尤其是痰涂
片阴性肺结核）、鉴别诊断具有十分重要的临床意义，联合痰和

血浆 IFN-酌表达水平进行诊断时能提高对结核病诊断的特异
性和正确率。我们的实验研究显示脊柱结核组患者血清 IFN-酌
浓度为 26.82± 7.81 pg/mL，明显低于对照组的浓度（P<0.05）。
这些都提示了对脊柱结核病人血清 IFN-酌水平含量的检测能
为其机体免疫力的状态、判断结核病情程度和进展及为临床诊

断和抗结核治疗提供参考依据。目前 IFN-酌释放结核感染 T细

胞斑点试验(TSPOT)已应用于肺外结核的诊断。

在脊柱结核中，IFN-酌对于结核肉芽肿的形成中作用十分
重要，IFN-酌基因敲除的小鼠接种卡介苗后，将形成不能表达 i-

NOS、有缺陷的结核肉芽肿，结核杆菌在肺部大量繁殖；但是如

果小鼠接种的是能产生 IFN-酌的重组卡介苗，则能生成表达 i-

NOS、分化良好的结核肉芽肿，而且其肺部结核杆菌明显减少
[16]。本研究显示，脊柱结核患者病灶 IFN-酌呈高表达，我们推测
IFN-酌可能参与了脊柱结核的发生与发展过程，对于脊柱结核

的免疫保护作用必不可少。

3.2 IL-12与结核

IL-12在抗结核的固有性免疫和适应性免疫中都发挥着关

键性的生物学功能，结核杆菌对 IL-12p40亚基起到诱导作用，

缺乏此细胞因子的人群对结核杆菌有明显的易感性，配体和受

体的结合是 IL-12 发挥作用的关键，Cooper AM[17]等报道指出

缺失 IL-12p40或 IL12R茁1者更容易感染结核，且很快进展为
严重的系统性疾病；此外，姜丽娜[18]等用结核杆菌分别刺激从

结核病人和健康人外周分离出来的中性粒细胞，发现用 IL-12

预处理的结核病人中性粒细胞吞噬细菌的能力更强，并能产生

更多的活性氧。郝牧 [19] 等用人应用 IL-12 和结核分枝杆菌

EAST-6抗原构建了联合基因疫苗，发现该联合基因疫苗能稳

定体液免疫并刺激机体细胞免疫，使机体形成足够的免疫力。

我们的实验研究显示，脊柱结核组患者血清 IL-12浓度显著低

于对照组（P<0.05），这与奚莹[20]等在肺结核病人中的研究结论

相同，这也表明了脊柱结核病人感染结核杆菌后因细胞免疫能

力低下不能有效清除病原菌而发病，再经过有效的抗结核治疗

后其免疫力逐渐恢复正常。而 IL-12在结核病灶中呈高表达，

提示了 IL-12在脊柱结核病灶细胞因子反应中发挥了免疫调

节作用，我们推测可能与 IL-12通过与其受体结合改变细胞内

传到通路发挥抑制结核菌的作用。

3.3 TNF-琢与结核
TNF-琢的主要作用是控制急性结核杆菌感染，当机体受到

结核杆菌感染后，巨噬细胞吞噬入侵的结核杆菌引起 TNF-琢
的分泌，TNF-琢可进一步加强巨噬细胞的吞噬能力及杀伤能
力，再通过主要组织相容复合物介导抗原递呈，激活细胞免疫，

诱导 IL-12,INF-酌等细胞因子释放，同时向病灶聚集更多的 T

细胞。此外，TNF-琢还可以直接激活巨噬细胞，使其产生活性氮
介质来达到抑制或杀灭细胞内的结核杆菌目的[21，22]。

在脊柱结核，TNF-琢对于结核肉芽肿的生成和调节扮演者
十分重要的角色，TNF-琢能促使结核感染部位的巨噬细胞表达
趋化因子，TNF-琢通过招募免疫细胞游走迁移至病灶部位来实
现对肉芽肿形成的调节[23，24]。TNF-琢的缺失能引起Ⅰ型 CD4+T

细胞和 CD8+T细胞过度膨胀而导致肉芽肿崩解、组织严重坏

死，最终可使宿主死亡。在动物实验中，缺乏 TNF-琢或 TNF-琢
受体会引起动物严重感染和存活期明显缩短，并使其组织病理

学形态发生变化而生成异常的肉芽肿，加入外源性 TNF-琢后
能改善宿主免疫功能，形成良好的肉芽肿，控制细菌繁殖[25]；感

染结核杆菌的患者经过抗结核治疗后，其体内的 TNF-琢水平
含量降低且肺内结核结节缩小[26]。本研究发现，TNF-琢在脊柱
结核病人血清中和病灶中表达水平明显升高，这也进一步证实

了 TNF-琢在抗结核免疫中有十分重要的作用。
综上所述脊柱结核病人血清 IFN-酌、IL-12浓度明显低于对
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照组的浓度（P<0.05），脊柱结核病人血清 TNF-琢浓度明显高于
对照组的浓度（P<0.05）；脊柱结核病人病灶中 IFN-酌、IL-12及
TNF-琢呈高表达，脊柱结核病人血清和病灶中 IFN-酌、IL-12和
TNF-琢的表达水平异常，可能参与脊柱结核发病过程以及免疫
生物学功能，其血清水平含量的检测能为其机体免疫力的状

态、判断结核病情程度和进展及为临床诊断提供参考依据。
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