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人 IFN-γ体外释放检测法的建立及其在结核病诊断中的
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摘  要: 本研究旨在建立人 IFN-γ体外释放检测法, 用于人结核病的特异性诊断。克隆表达了人 IFN-γ基因, 利用纯化的

重组 IFN-γ免疫小鼠, 获得两株高效价的单克隆抗体。用所获得的单克隆抗体及兔抗 IFN-γ多克隆抗体建立了检测人

IFN-γ的夹心 ELISA, 检测灵敏度达到 31.25 pg/mL。采集 111 位结核病阳性病人与 292 位临床健康对照者肝素抗凝全血,

利用结核菌特异性抗原 ESAT-6/CFP-10 融合蛋白体外刺激外周血淋巴细胞释放 IFN-γ, 用所建立的夹心 ELISA 及商品化

试剂盒平行检测所有样本, 结果表明两种方法的检测结果相符。结核患者的检测灵敏度为 95.5%, 健康对照的阳性检出

率为 16.7%, 患者与健康对照的阳性检出率差异极显著(P<0.01), 证实所建立的方法灵敏度与特异性均很高, 具有良好

的应用前景。 
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Abstract: This study aimed to establish human IFN-γ (hIFN-γ) in vitro release assay and to apply it in diagnosis of human 
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tuberculosis. Human IFN-γ gene was cloned and expressed in Escerichia coli. The recombinant hIFN-γ was purified and used as 
immunogen to immunize mice and rabbits respectively. Monoclonal and polyclonal antibodies were respectively developed and a 
sandwich ELISA was established. The heparized whole blood from 111 active tuberculosis patients and 292 clinical healthy controls 
were collected. The blood was stimulated with tuberculosis specific fused antigen ESAT-6/CFP-10 and the plasma was collected for 
IFN-γ detection. The sensitivity for tuberculosis diagnosis was 95.5%, whereas the positive detection rate for the healthy controls was 
16.7%. There was a significant difference between the patients and healthy controls (P<0.01) indicating that this assay had a high 
sensitivity and specificity, and thus could be promising in tuberculosis diagnosis. 

Keywords: tuberculosis, IFN-γ, diagnosis, ELISA, ESAT-6/CFP-10, monoclonal antibody 

干扰素-γ(IFN-γ) 是 CD4
+ Th1 细胞、CD8

+ 细胞

毒性 T 细胞和 NK 细胞等在抗原(细菌、病毒等)及有

丝分裂原(ConA 和 PHA 等)刺激下产生的一种细胞

因子。IFN-γ具有抗感染、抗肿瘤活性和免疫调节作

用, 如活化巨噬细胞、提高 MHCⅠ类和Ⅱ类分子的

表达、促进抗原提呈等, 在机体抗感染与免疫中发

挥重要作用[1]。基于 IFN-γ与感染之间的密切联系, 

医学及兽医学上均利用病原体特异性抗原体外刺激

单核细胞产生 IFN-γ进行传染病诊断。该方法灵敏度

与特异性均高, 显示出很大的应用前景[2, 3−7]。 

结核病是由结核分枝杆菌引起的、人兽共患的

慢性消耗性传染病, 给人类健康带来严重威胁。据

世界卫生组织 2005 年统计数据, 结核病造成了全球

880 万新发病例和 160 万例死亡 (WHO/HTM/TB/ 

2006.362)。运用新型诊断方法对结核病进行早期诊

断与治疗具有十分重要的意义, 对痰涂阴性病例与

肺外结核病例(结核性脑膜炎和胸腔积液病例等)这

类难于诊断的结核病尤其重要。业已表明经典方法

诊断这类病例较为困难。而 IFN-γ体外释放检测具有

很高的准确性[5−7]。结核病潜伏感染的早期诊断与治

疗性干预对结核病的防治也具有重要意义[5, 8], 为此, 

美国食品药品局(FDA)已批准将该方法用于结核病

潜伏感染的检测[9]。目前国际上已有 IFN-γ体外释放

检 测 商 品 试 剂 盒 供 应 , 如 Quanti-FERON-TB- 

GOLD(Cellestis Ltd.,Carnegie,Victoria, Australia)与
T-SPOT.TB test(Oxford Immunotec, Abingdon, UK), 
其原理是用致病型结核菌的特异性早期分泌蛋白

ESAT-6 和 CFP-10 作为诊断抗原, 刺激外周血淋巴

细胞产生 IFN-γ, 通过检测 IFN-γ浓度诊断结核病。

我国也有少数临床应用该类试剂盒的报道 [10,11], 而

这些试剂盒价格昂贵, 普通消费者难以承受。为此, 

本研究克隆、表达和纯化了人 IFN-γ基因, 制备了

IFN-γ单克隆与多克隆抗体, 建立了检测人 IFN-γ的

双抗体夹心 ELISA 方法, 并在活动性肺结核的诊断

中进行了初步应用。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
原核表达载体 pET28a 购自 Novagen 公司 , 

EcoRⅠ、Hind Ⅲ、T4 DNA 连接酶等购自 TaKaRa
公司。大肠杆菌 DH5α和 BL21(DE3)均由本实验室

保存。SPF 级 Balb/C 小鼠购自湖北省疾病控制中心

实验动物中心。羊抗鼠 IgG-HRP 和羊抗兔 IgG-HRP
购自 PIERCE 公司。牛结核菌素与禽结核菌素构自

中国兽药监察所。牛重组 IFN-γ为本实验室表达与

保存。 

1.2  人 IFN-γ基因的克隆与表达 
参考 GenBank 人 IFN-γ的基因序列(GenBank 

Accession No. NM000619), 在上海捷瑞生物工程有

限公司人工合成 IFN-γ基因, 克隆至 pUC-59 载体中, 

获得 pUC-59-hIFN-γ。通过 EcoRⅠ和 Hind Ⅲ双酶

切进一步将该基因亚克隆至表达载体 pET28a中, 构

建的重组质粒命名为 pET28a-hIFN-γ。质粒经酶切与

测序(大连宝生物工程公司)鉴定正确。将空白载体和

重组质粒分别转化大肠杆菌 BL21(DE3)中, 待细菌

生长至对数期时, 用 1.0 mmol/L IPTG 诱导 3 h, 用

10% SDS-PAGE 检测重组人 IFN-γ (hIFN-γ)的表达, 

包涵体提取与纯化按常规方法进行[12]: 表达菌株扩

大培养并诱导表达, 离心收集菌体。菌体用 PBS(pH 

7.4)洗涤 3 次, 反复冻融 3 次, 加溶菌酶至 50 g/mL, 

37oC 作用 30 min。超声波间隔破碎至溶液呈半透明。

4oC 离心后弃上清, 沉淀用 PBS 洗涤 2 次, 用相当于

原细菌培养液体积 1/10 的 PBS/十二烷基肌氨酸钠

(0.3 mg/mL)溶液重悬。室温静置 1~2 h, 使沉淀缓慢

溶解。4oC 离心, 收集上清, 加入 PEG4000 至 0.2% 

(W/V)、氧化型谷光苷肽至 1 mmol/L、还原性谷光苷
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肽至 2 mmol/L, 静置 30 min 以上。上述蛋白抽提液

于 PBS(pH7.4)中透析 3 d, 分装, −20oC 保存备用。 

1.3  人 IFN-γ单克隆抗体及多克隆抗体制备 
4 周龄的雌性 Balb/C 小鼠 5 只, 按 100 μg/只皮

下接种纯化的重组 IFN-γ, 首免等量福氏完全佐剂

重组抗原, 2 周后加强免疫等量福氏不完全佐剂抗原, 

2 周后再次皮下注射无佐剂的等量抗原。至少间隔 1

个月后, 在融合前的第 3~5 天, 选择抗体滴度高的

Balb/C 小鼠, 按 300 μg/只抗原剂量每天进行腹腔

注射 , 连续免疫 3 天后 , 对小鼠进行尾静脉采血 , 

间接 ELISA 检测血清抗 hIFN-γ抗体的效价。以

hIFN-γ重组蛋白为抗原检测杂交瘤细胞上清抗

hIFN-γ单克隆抗体以筛选阳性克隆孔, 用有限稀释

法克隆 3 次后筛选能稳定分泌单克隆抗体的杂交瘤

细胞, 通过杂交瘤细胞染色体计数鉴定杂交瘤细胞

的特征。进一步按常规方法进行细胞融合、杂交瘤

细胞的筛选鉴定及单克隆抗体鉴定并制备腹水[4]。

用辛酸-硫酸铵法进行腹水单克隆抗体的提取与纯

化 [13]。 

同时 , 将纯化的 hIFN-γ按以上程序免疫 2 只 

2.0 kg 体重的雌性日本长耳兔, 抗原免疫剂量为 500 μg/

只, 三免后通过间接 ELISA 测定血清抗体效价, 抗

体滴度达到要求后放血 , 制备高免血清 , 抗体滴度

大于 5×28。 

1.4  人 IFN-γ体外释放方法的建立 
1.4.1  IFN-γ体外特异性释放 

抽取全血于肝素抗凝管中，将全血与 RPMI 

1640 完全培养基(含 10%小牛血清, 100 u 青霉素, 

100 μg 链霉素)1:1 混合, 按 2 mL /孔分别加入 24 孔

细胞培养板的 3 个孔中, 其中阳性对照含有 20 μg 植

物血凝素(PHA), 测试孔 20 μg 结核菌特异性蛋白

CFP10/ESAT6 融合蛋白, 空白对照孔含 10 μL 生理

盐水。轻微振荡培养板, 使各孔试剂与血液充分混合, 

于含 5% CO2 的细胞培养箱中 37oC 培养过夜。次日收

集培养上清液 , 夹心 ELISA 检测 IFN-γ浓度 [4]。

CFP10/ESAT6 融合蛋白为本实验室自行制备[14]。 

1.4.2  IFN-γ检测夹心 ELISA 的建立 

夹心 ELISA 的反应程序如下 : 用包被液 (25 

mmol/L 碳酸盐缓冲液, pH9.6) 适当稀释单克隆抗体, 

按每孔 100 μL 加入 ELISA 板孔中, 4oC 包被过夜。

次日用 PBST(含 0.05 % Tween20 的 PBS, pH7.4) 充

分洗涤后加入 1%卵清白蛋白(OVA)37oC 封闭 1 h。

用洗涤液稀释抗原(hIFN-γ标准品或上述全血刺激培

养上清), 每孔 100 μL, 37oC 孵育 1 h, 重复洗涤。用

洗涤液适当稀释的兔抗 hIFN-γ多克隆抗体 , 每孔

100 μL, 37oC 孵育 1 h 后充分洗涤。加 1:10 000 稀释

的 HRP-羊抗兔 IgG, 每孔 100 μL, 37oC 30 min, 充分

洗涤后每孔 100 μL TMB/H2O2 底物液, 室温避光反

应 10 min 后, 每孔加入 50 μL 终止液 (0.25%氢氟酸)

终止反应, 读取波长 630 nm 的光密度值(OD)[2]。方

阵滴定确定最佳反应条件。单克隆抗体自 1 万倍起

始、2 倍递增稀释至 16 万倍, 兔抗 hIFN-γ多克隆抗

体自 100 倍起始、2 倍递增稀释至 1600 倍, hIFN-γ

标准品(120 ng/mL)(R & D System)稀释度为 100、

200、400、1000、2000、4000、10 000 和 50 000 倍。 

1.5  结核病临床样本检测 
111 例结核阳性病例为武汉市结核病医院与武

汉市结核病防治所 2006 年 11 月至 2007 年 11 月间

住院的典型活动性肺结核患者, 均经 HIV 筛查阴性, 

排除有严重合并症者。292 位健康对照组者为某大

学入学新生 , 临床健康 , 无结核病人接触史 , 胸透

无异常状况。商品化试剂盒 Duoset Human IFN-γ(R 

& D System)与本研究建立的 hIFN-γ夹心 ELISA 对

上述样本进行平行检测 , 以比较方法的准确性。

Duoset Human IFN-γ的结果判断标准为: 当 OD 阳性对照

−OD 空白对照≥0.5, OD(ESAT6／CFP10)抗原刺激−OD 空白对照≥ 

0.35 时 , 判为阳性 ; 当 OD 阳性对照−OD 空白对照≥0.5, 

OD(ESAT6／CFP10)抗原刺激−OD 空白对照<0.35 时, 判为阴性。

与本研究建立的 hIFN-γ夹心 ELISA 判断标准参照

Duoset Human IFN-γ的相关标准。 

2  结果与分析 

2.1  hIFN-γ基因的克隆、表达纯化及抗体制备 
对 hIFN-γ重组质粒(pET28a-hIFN-γ)进行双酶切

鉴定, 结果酶切片段的大小与预期相符(图 1A)。对

重组质粒进行测序分析, 结果所克隆的基因序列与

已知序列(GenBank Accession No. NM000619)的同

源性为 100%。重组质粒转化菌 BL21 (DE3)/pET28a- 

hIFN-γ经 IPTG 诱导后, 10% SDS-PAGE 证实 hIFN-γ

得以成功表达, 目标蛋白主要存在于包涵体中。 

纯化后浓度为 500 μg/mL, 大小约为 22 kD, 与

预期大小相符(图 1B)。 
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图 1  人 IFN-γ基因的克隆与表达鉴定 
Fig. 1  Cloning and expression of human IFN-γ 

(A) Double digestion of pET28a-IFN-γwith EcoR and Ⅰ Hind Ⅲ 
M1: 15000DL DNA ladder; 1: pET28a-IFN-γundigested; 

2: pET28a-IFN-γ digested by EcoR and Ⅰ Hind ;Ⅲ  
M2: 2000DL DNA ladder. 

(B) SDS-PAGE of the expressed hIFN-γ 
1: Inclusion bodies extracted from the BL21 (DE3) transformed by 
pET-hIFN-γ; M: Protein marker SM-0431 (MBI). The arrow shows 

the recombinant His-tagged hIFN2γ about 22 kD 
 

将纯化的重组 hIFN-γ免疫小鼠, 3 次免疫后, 血

清中抗 hIFN-γ抗体的 ELISA 效价高于 1×214。以

hIFN-γ重组蛋白为抗原检测杂交瘤细胞上清抗

hIFN-γ单克隆抗体以筛选阳性克隆孔, 用有限稀释

法克隆 3 次后获得 2 株稳定分泌单克隆抗体的杂交

瘤细胞, 将其分别命名为 2 号与 3 号。进一步以杂

交瘤细胞诱生小鼠腹水, ELISA 检测 2 号与 3 号的

腹水抗体的 ELISA 效价均大于 5×28。染色体计数

表明, SP2/O 瘤细胞的染色体平均数为 70, 脾细胞

染色体数为 40, 而杂交瘤细胞的染色体数目在

79~94 之间, 均高于两亲本细胞的染色体数目,证实

这四株细胞均为杂交瘤细胞。 

将纯化的重组 hIFN-γ免疫日本长耳兔, 三免之

后获得的高免血清抗体的 ELISA 滴度大于 5×28。 

2.2  IFN-γ夹心ELISA检测 IFN-γ灵敏度与特异性 
以抗体效价最高的单抗(3 号)为包被抗体, 多抗

为夹心抗体, HRP 标记羊抗兔 IgG 作为酶标二抗进

行 ELISA 方阵滴定。结果证明, 单克隆抗体最佳稀

释度为 16 000 倍, 夹心抗体最佳稀释度为 200 倍。 

将以上抗体稀释度作为工作浓度, 测定不同释

释度的 hIFN-γ标准品, 以判断该方法的灵敏度, 结

果所检测的 hIFN-γ标准品最低浓度为 31.25 pg/mL。

平行检测结果表明该灵敏度高于商品试剂盒 Duoset 

Human IFN-γ(R & D System)的检测结果。 

分别用 ESAT-6/CFP-10、牛结核菌素、禽结核

菌素、牛重组 IFN-γ作为检测抗原, 用建立的夹心

ELISA 方法测定, 结果均为阴性反应, 证明建立的

方法特异性良好。 

2.3  IFN-γ体外释放法诊断活动性肺结核的灵敏

度与特异性 
商业化试剂盒 Duoset Human IFN-γ与本研究所

建立的夹心 ELISA hIFN-γ方法对病例组 111 个阳性

样本与健康对照组 282 个样本进行了检测, 结果两

种方法检测结果相符。病例组检测阳性率为 95.5%, 

即检测灵敏度达 95.5%。健康对照组的阳性率为

16.7%, 卡方检验二者差异极显著(P<0.01), 表明所

建立的方法具有良好的特异性。本研究所用结核病

诊断的阳性判断值(OD 值 0.35), 相当于健康对照组

IFN-γ含量(OD 值)均值加 1.64*SD(表 1)。 

表 1  IFN-γ体外释放法检测活动性肺结核的结果 
Table 1  The results of IFN-γ release assay for diagnosis of 

active tuberculosis 

 Patient No. Control No. Positive rates (%) 

Positive No. 106.0 47.0 95.5 

Negative No. 5.0 235.0 16.7 

Total No. 111.0 282.0  
 

3  讨论 

IFN-γ又称Ⅱ型干扰素, 是细胞免疫所分泌的细

胞因子之一, 具有抗感染与免疫调节活性, 不仅能单

独作为生物制剂应用于疾病的防治, 而且可作为免

疫佐剂, 增强疫苗的免疫效果[15]。同时, IFN-γ作为感

染特异性诱导产生的细胞因子, 被用于传染性疾病

的诊断。该方法利用免疫细胞的记忆性, 将全血与特

异性抗原共同孵育, 激发外周血淋巴细胞特异性产

生 IFN-γ, 通过测定 IFN-γ的释放量来判定是否感染。

由于结果判断不依赖于临床症状, 可有效诊断潜伏

感染并鉴别混合感染, 因而具有很高的灵敏度与特

异性[4,5]。本研究成功地克隆表达了人 hIFN-γ, 获得了

两株高效价的 hIFN-γ单克隆抗体, 建立了检测 hIFN-γ

的夹心 ELISA。与商业化试剂盒 Duoset Human IFN-γ

的平行检测表明该方法的检测灵敏度(31.25 pg/mL)达

到市场上的同类产品。借助不同病原特异性抗原的体

外刺激, 该方法可望用于人多种传染病的诊断[15]。 

细胞免疫在结核病的发病与免疫机理中具有十

分重要的意义 , hIFN-γ是结核菌感染诱导的主要细



陈颖钰等: 人 IFN-γ体外释放检测法的建立及其在结核病诊断中的应用 1657 

 

Journals.im.ac.cn 

胞因子[16]。国外已成功利用 IFN-γ检测诊断活动性肺

结核病 , 诊断的准确性是现有各种方法中最高的 , 

并已开发了相应试剂盒供应市场[4, 6, 9]。对于痰涂阴

性、结核性脑膜炎和胸腔积液结核病例, 常规方法

难以进行早期、快速与准确诊断, 因而急需新型诊

断方法。相关研究表明: hIFN-γ检测在这类结核病的

诊断中具有重要价值[3, 6, 10, 11]。 

结核病潜伏感染检测是结核病诊断中的一大难

题。结核菌感染者大部分(约 90%)处于潜伏感染状态, 

临床检测及 X 光胸透不能发现异常状况 [4,5]。此外, 
由于儿童普遍实行卡介苗(BCG)计划免疫, 结核菌素

(PPD)皮内变态反应因不能区分卡介苗免疫与结核菌

感染而无法应用。我们对本研究的 58 位活动性肺结

核病人与 46 健康对照者进行了 PPD 皮内变态反应, 
以 PPD皮内变态反应≥5mm为阳性标准, 病例组与健

康 对 照 组 的 阳 性 率 分 别 为 79.3% (46/58) 和

74.2%(23/31), 二者无显著差异。因此, 用常规方法无

法准确检测结核菌潜伏感染。基于以上原因, 本研究

的健康对照组成员通过临床与 X 光胸透正常及无明

显结核病接触史等条件入选。为了准确诊断结核病潜

伏感染, 美国 FDA 已批准用 IFN-γ体外释放检测法诊

断人结核病潜伏感染[9,17]。国内这方面的研究较少, 只

有少数国外试剂盒的应用报道[10, 11]。本研究对结核病

阳性病例灵敏度达 95.5%, 对健康对照者样本的阳性

检出率为 16.7%, 二者具有显著差异。表明所建立的检

测方法不但灵敏度高, 而且具有较好的特异性, 能区

分感染者与健康对照者, 因而具有广阔的应用前景。 
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