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研究
4<#(

细胞相关细胞因子
YS"#(3

%

YS"#(O

%

YS"''

在隐球菌性脑膜炎患者发病机制中的作用$方法
!

收集

了
'$##

年
'

月至
'$#)

年
'

月期间来院就诊的免疫功能正常的隐球菌患者
''

例以及同期来院体检的健康个体
'$

例!收集外周

抗凝血!分离了外周血单个核细胞!采用
4̂"FÎ

以及
\SYU3

检测了隐球菌性脑膜炎患者和健康对照者外周血单个核细胞"

FG"

KI

#中
4<#(

相关细胞因子
#S"#(3

%

YS"#(O

以及
YS"''

的
>̂ [3

表达以及血浆中各蛋白水平的表达$并分析其与脑脊液蛋白浓

度%颅内压%脑脊液隐球菌抗原滴度%脑脊液葡萄糖浓度的关系$结果
!

隐球菌性脑膜炎患者外周血单个核细胞中
YS"#(3

%

YS"''

的
>̂ [3

水平以及血浆中
YS"#(3

%

YS"''

水平较健康对照组显著增高"

"

$

$-$#

#!且与隐球菌性脑膜炎患者的预后因子脑脊液蛋

白浓度%颅内压%脑脊液隐球菌抗原滴度%脑脊液葡萄糖浓度相关$结论
!

4<#(

细胞相关细胞因子
YS"#(3

%

YS"''

可能参与了隐

球菌性脑膜炎的发病机制!可能是潜在的评价隐球菌性脑膜炎病情的指标$
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隐球菌性脑膜炎$以下简称隐脑%是一种严重危害人类健

康的中枢神经系统隐球菌感染性疾病#其起病隐匿#病程较长#

致死*致残率较高(

#

)

'其发病的显著特点是发生于免疫力低下

的人群#如
JYZ

感染者和器官移植患者#提示正常的免疫功能

对于抵御隐球菌感染具有十分重要的作用'

I!%

`的
4<

细胞

是一群与隐球菌感染免疫反应密切相关的细胞#在隐脑小鼠模

型中开展的研究表明#去除
I!%

`的
4<

细胞或者中和干扰素
"

+

将加速隐脑病情的发展#提示
I!%

`的
4<

细胞对隐脑具有

保护作用(

'

)

'此外#研究还表明#

I!R

`的
4

细胞可以通过颗

粒溶素发挥抗隐球菌作用#但该作用的发挥依赖于
I!%

` 的

4<

细胞的存在(

)

)

'由此可见#

I!%

`的
4<

细胞是机体清除隐

球菌感染的必要手段(

%

)

'目前比较公认的
4<

细胞亚群包括

4<#

*

4<'

*

4A6

B

和新近发现的
4<#(

细胞(

+

)

'

4<#(

细胞以分

泌白细胞介素$

YS

%

"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

为显著特征#在多种

自身免疫性疾病和感染性疾病中发挥重要作用(

*

)

'到目前为

止#

4<#(

细胞在隐球菌感染与免疫中发挥的作用还不是很明

确(

(

)

'但尚缺乏在临床水平证实
4<#(

细胞参与隐球菌感染

免疫反应的证据'本研究旨在通过
\SYU3

检测隐球菌性脑膜

炎患者外周血
YS"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

的表达#初步分析

4<#(

细胞在隐球菌性脑膜炎发病机制中的作用'

A

!

资料与方法

A-A

!

一般资料
!

''

例隐脑患者来自长海医院
'$$R

年
'

月至

'$#$

年
'

月期间长海医院收治的患者#并排除自身免疫性疾

病*

JYZ

感染者和器官移植患者'所有患者均为首诊患者#未

接受过抗真菌治疗'其中男女之比为
#%TR

#平均年龄

$

%$-(i#R-+

%岁'隐脑的诊断标准为为脑脊液真菌涂片*培养

+

&)#'

+
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年
R

月第
)*

卷第
#+

期
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"

基金项目!国家自然科学基金项目$
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!

作者简介!黄元兰#女#主管技师#主要从事感染与免疫以及自身免疫相关疾病研究'

!

#

!

通讯作者#
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和隐球菌乳胶凝集试验结果中的任一个阳性(

R

)

'从解放军第

四五五医院健康查体的患者中挑选
'$

例健康个体作为健康对

照组#并按照年龄相近*性别相同的原则与隐脑组进行
#T#

配

对研究'健康对照个体健康查体个体实验室和影像学常规检

查未见明显异常'

A-B

!

仪器与试剂
!

VLGN43"+%'$

台式高速离心机$日本

V:E5;8

公司%&

('#

型紫外分光光度仪$美国
G8CW>82

公司%&

3GYF̂ YUK(($$U6

d

:62C6!6;6C;052U

D

1;6>

$美国
3

==

906@05"

1

D

1;6>1

公司&高速冷冻离心机
C62;A0?:

B

6

#

+%#(̂

$

\FF\["

!N̂ O

#

B

6A>82

D

%&低温冰箱
K!O"'&'

$

U3[gN

%&淋巴细胞分

离液
S

D

>

=

<5

=

A6

=

4K

$挪威
3bYU"UJY\S!

公司%&

48

d

K82

逆

转录试剂盒$美国
3

==

906@051

D

1;6>1

公司%#

\SYU3

试剂盒$美

国
^j!U

D

1;6>1

公司%&

[̂3

抽提试剂盒为
2̂681

D

K020V0;1

$德国
]08

B

62

公司%&引物$由上海生工有限公司%&

!\FI

$博彩

生物技术有限公司%'

A-C

!

方法

A-C-A

!

标本的采集
!

对上述
''

例隐脑患者和
'$

例健康对照

者分别采清晨空腹静脉血
+>S

#以
#T&

枸橼酸钠抗凝#离心

后取上清#置
\F

管中
_'$f

保存#同批检测&另剩全血用密度

梯度离心法分离外周血单个核细胞$

FGKI

%'

A-C-B

!

细胞总
[̂3

的抽提
!

以
[̂3

提取试剂盒
[̂681

D

K020V0;1

$

]08

B

62

%抽提
FGKI1

中的总
[̂3

#以每管
#$

)

S

分

装抽提的总
[̂3

#冻存于
_R$f

冰箱中&紫外分光光度仪检

测
3'*$

和
3'R$

#计算
[̂3

的浓度'

A-C-C

!

引物和探针的设计与合成
!

根据基因库中人
YS"#(O

*

YS"#(3

*

YS"''

和选作内参的人
a3F!J

的
>̂ [3

序列#所有

引物和探针均订购自美国
3

==

906@G051

D

1;6>1

公司'

A-C-E

!

[̂3

的逆转录
!

采用美国
3

==

906@G051

D

1;6>1

公司

的
48

d

K82

逆转录试剂盒#以随机引物#分别将从
UU

患者#健

康体检者外周血单个核细胞中抽提的总
[̂3

逆转录为
C!"

[3

'将逆转录后的
C![3

分装#冻存于
_'$f

冰箱备用'

A-C-F

!

荧光定量
FÎ

技术检测
YS"#(3

*

YS"#(O

以及
YS"''

的

>̂ [3

水平表达
!

以逆转录的
C![3

为模板#利用美国
3

=

"

=

906@G051

D

1;6>1

公司的
FÎ

反应试剂盒进行荧光定量
FÎ

#

FÎ

扩增条件为
&)f%>02

#

&%f)$1

#

++f)$1

#

('f++

1

#共计
%$

个循环'检测
YS"#(3

*

YS"#(O

以及
YS"''>̂ [3

的

表达水平'

FÎ

检测结果以
'

_

,,

I;表示设定健康对常组的相

对表达量为
#

'

A-C-I

!

\SYU3

检测血浆中
4<#(

细胞因子的水平以及脑脊液

分析
!

将收集的血浆复溶#采用
\SYU3

法检测外周血
YS"

#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

浓度'检测试剂盒购自
6G051C0C62C6

公

司#按照试剂盒说明进行检测'脑脊液的采集在患者入院
'@

内完成#并进行脑脊液蛋白和葡萄糖浓度分析#脑脊液内隐球

菌抗原滴度的检测采用美国
0>>:25"K

D

C595

B

0C1

有限公司生

产的隐球菌抗原乳胶检测系统'

A-E

!

统计学处理
!

所有数据均以
Si@

的方式表示#由于数据

不服从正态分布'因此#健康对照与隐球菌性脑膜炎患者血浆

YS"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

浓度之间的比较采用配对
X09C5Q52

检验#不同脑脊液特征组患者外周血上述细胞因子的比较采用

X09C5Q52

检验#检验水准
-

,$-$+

'所有统计均在
UFUU#(-$

统计软件中完成#以
"

$

$-$+

为差异有统计学意义'

B

!

结
!!

果

B-A

!

患者和健康对照组
FGKI

中
4<#(

细胞效应因子的
>̂ "

[3

水平
!

隐球菌性脑膜炎患者外周血单个核细胞中
YS"#(3

*

YS"''>̂ [3

水平较健康对照组显著增高$

"

$

$-$#

%#而两组

中
YS"#(O

的水平则差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%'见图
#

$见

,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/%'

B-B

!

两组外周血
4<#(

细胞效应因子浓度比较
!

隐球菌患者

血浆
YS"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

水平较健康对照组显著增高#见

图
'

$见,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/%#其中以

YS"#(3

*

YS"''

在两组差异最大#隐脑组患者外周血
YS"#(3

*

YS"''

水平约为健康对照组
'

倍'

B-C

!

患者血浆
YS"#(3

*

YS"#(O

*

YS"''

与脑脊液特征的关系
!

为进一步研究
4<#(

细胞相关细胞因子在隐球菌性脑膜炎发

病机制中的作用#分析了
YS"#(3

*

YS"#(O

*

YS"''

与上述脑膜炎

预后因子之间的关系'结果发现#脑脊液蛋白浓度较高$

&

#

>

B

"

>S

的隐球菌患者#外周血
YS"#(3

*

YS"''

水平也较高$

"

值分别为
$-$$&

和
$-$)*

%&脑脊液葡萄糖浓度较低$

$

'>59

"

S

%的隐球菌患者#外周血
YS"#(3

和
YS"#(O

水平也较高$

"

值

分别为
$-$#)

和
$-$%(

%&脑脊液隐球菌抗原滴度较高者$

&

#$'%

%的隐球菌患者#外周血
YS"''

水平明显增高$

",

$-$$$

%&颅内压增高$

&

'+$>>J

B

%的隐球菌患者#外周血
YS"

#(3

和
YS"''

水平也显著增高$

"

值分别为
$-$#)

和
$-$'R

%'

见表
#

'

表
#

!!

比较不同隐脑患者外周血相关细胞

!!!

因子水平#

=B

%

>S

$

项目
% YS"#(3 YS"#(O YS"''

脑脊液蛋白

!$

#>

B

"

>S #$ )+-)$i#$-%# &(-($i%$-&) ##%-#$i%+-%*

!&

#>

B

"

>S #' +%-(+i#R-%& #%%-'+i*$-$R#+'-&'i%#-&)

!

" $-$$& $-$*& $-$)*
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天然免疫和获得性免疫是机体清除真菌如新型隐球菌感

染的主要手段#一方面可以通过炎症因子非特异性清除隐球

菌#另一方面则通过合成相应的细胞因子促进
4<

细胞的分

化'

4<

细胞可分为
4<#

*

4<'

*

4A6

B

以及
4<#(

细胞#传统的观

念认为
4<#(

细胞可以分泌
YS"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

#虽然都

是
4<#(

细胞的效应因子#但其生物学功能不尽相同#其中
YS"

#(3

和
YS"#(O

的主要作用在于募集中性粒细胞至感染部位#

促进病原体的消灭(

&

)

'

YS"''

则是参与黏膜反应的重要的细胞

因子#可以诱导上皮细胞合成各种抗菌肽#促进病原体的消

灭(

#$

)

'隐脑患者上述三个细胞因子在外周血的浓度较健康个

体显著增高#提示在隐球菌感染的过程中#可能伴随
4<#(

细

+
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胞功能的亢进#其通过分泌
YS"#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

而促进隐

球菌的清除'由此可见#在人体内#

4<#(

细胞可能是参与隐球

菌感染与免疫的积极因素'

本研究发现#隐球菌性脑膜炎患者血浆
YS"#(3

和
YS"''

水平较健康对照组显著增高#提示其参与了隐球菌性脑膜炎的

发病机制'而两组
YS"#(O

的表达差异无统计学意义$

"

%

$-$+

%#同时#

YS"#(3

和
YS"''

与隐脑已知的预后因子颅内压*

脑脊液隐球菌抗原滴度*脑脊液葡萄糖以及蛋白浓度相关#表

明其还可能是隐脑潜在的病情分级指标'

以往的研究表明#隐脑患者就诊时颅内压增高*脑脊液中

隐球菌抗原滴度增高*脑脊液葡萄糖浓度降低*脑脊液蛋白浓

度增高预示脑膜炎患者预后较差(

##"#'

)

'因此上述指标在一定

程度上可以作为疾病严重程度划分的依据'此外#最新的研究

指出#

YS"#(3

在新型隐球菌感染后机体的免疫反应中起着重

要的作用#它可能通过调节白细胞的聚集*活化以及干扰素的

分泌来参与机体的防御反应(

#)"#%

)

'而有研究指出
YS"''

主要

由
I!%

`

4<#(

细胞分泌而表达于各种活化的
4

细胞亚型*

[V

细胞以及
!I

细胞(

#+

)

#且在隐球菌感染的小鼠模型中发现
YS"

''

对机体的抗隐球菌免疫反应起着重要的作用(

#*

)

'基于上述

研究#分别按照颅内压*脑脊液隐球菌抗原滴度*脑脊液葡萄糖

以及蛋白浓度对隐脑患者进行了分组#并比较各组血浆
YS"

#(3

*

YS"#(O

和
YS"''

浓度'结果发现#这些细胞因子特别
YS"

#(3

和
YS"''

在不同的组别间都或多或少存在差异'说明隐

脑患者外周血
YS"#(3

和
YS"''

水平与隐脑病情密切相关#可

能是潜在的病情分级指标甚至是疾病预后因子'当然#该结论

还需要大样本*前瞻性的临床试验进一步予以证实'

综上所述#本研究在临床水平证实了
4<#(

细胞效应因子

尤其是
YS"#(3

和
YS"''

参与了隐脑的发病机制#且患者血浆

YS"#(3

和
YS"''

可能是潜在的病情分级指标'
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