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#对人肺泡巨噬细胞抗结核免疫反应性的影响$方法
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对人肺泡巨噬细胞杀结核菌效应的影响&
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检测肿瘤坏死因子
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#水平&

7A?&@@?

法检测一氧化氮"

Ea

#水平$结果
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减弱了人肺泡巨噬细胞对牛结核分枝杆菌"

1.7

#的杀灭$

Y<G@

刺激后!结核分枝杆菌纯蛋白衍生物"

--:

#和干扰素
,

"

3[E6
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#诱导的人肺泡巨噬细胞
LE[6

%

和
Ea

的分泌均有所下降$结论
!
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减弱了人肺泡巨噬细胞对结核分枝杆菌的免疫

反应性$
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牛结核分枝杆菌$

1.7

%疫苗的接种是预防结核分枝杆菌

感染的一种有效手段#然而在全世界大多数国家普及接种的现

状下#结核的发病率依然居高不下)造成这种现象的原因涉及

多个因素#一方面与
1.7

疫苗中的一些关键基因的丢失有关)

另一方面#也与环境中普遍存在的非结核分枝杆菌的诱导有

关)尽管人们对这些已有所研究#但是这些非结核分枝杆菌究

竟通过什么样的机制来影响机体的抗结核免疫#仍然有待进一

步的研究)鸟分枝杆菌是一种在环境中存在的主要机会致病

菌#其细胞壁构成的特点是具有大量的脂类)目前#对鸟分枝

杆菌及其脂类的研究主要集中在其急性感染的致病机制方面#

而对它与抗结核免疫之间的关系研究很少)研究者前期对小

鼠的研究表明#鸟分枝杆菌脂类$

Y<G@

%可以影响巨噬细胞抗

结核免疫反应性的改变'

)6K

(

#但其对人类细胞是否也具有类似

的效应尚不清楚)本研究以人肺泡巨噬细胞为研究对象#以期

阐明
Y<G@

对人肺泡巨噬细胞抗结核免疫反应性的影响#从

而为防治结核感染提供新的理论依据)

C

!

材料与方法

C4C

!

菌株及培养
!

鸟分枝杆菌
I+**,

#大肠杆菌
<L..K5IKK

购自中国医学细菌保存中心#牛结核分枝杆菌$

1.7

%购自成都

生物制品研究所#其培养方法参照文献'

)

(进行)

C4D

!

Y<G@

的提取及鉴定
!

参照文献'

+68

(#采用弗尔彻

$

[CBS$

%法提取
Y<G@

)将鸟分枝杆菌接种至
Y&NNB?1ACCZ

(WI

液体培养基$

1:

公司%中#培养
5N

#然后
)****A

"

%&'

无

菌离心收集培养物#将培养物用两倍体积左右的无菌水重悬后

转移至
)*%G

血清瓶中#

)K)`

#

)5%&'

灭活裂解)将上述裂

解物移入无菌塑料离心管$同时记录离心管质量%中#

e(*`

冻存
K8$

)冻存物在低压冷冻干燥机中干燥
8,$

#获得干粉)

在干粉中加入
K*

倍体积的氯仿!甲醇$

Kd)

%溶液#混匀后#在

室温下将整个混合物置于定轨摇床中振摇
)K*%&'

)离心分离

出液相后#用
*4K

倍体积的
*4I;E#.B

溶液洗涤)漩涡振荡#
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低速离心分离出两相#弃去上层相#用氮气

流吹 干 底 层 相#确 定 质 量 后#加 入 适 量
:Y!a

溶 解#置

于
eK*`

保存备用)

C4E
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鲎试剂检测
Y<G@

中内毒素水平
!

鲎试剂购自厦门鲎

试剂公司#操作按试剂盒说明书进行)具体做法为在无热原管

中分别加入
)**

!

G

细菌内毒素检查用水*内毒素标准液或待

测样品)然后每管中均加入
)**

!

G

鲎试剂溶液#摇匀#

+(`

孵育)温育
,%&'

后#加入
)**

!

G

显色基质溶液#混匀#

+(`

温育)温育
F%&'

后#依次加入偶氮化试剂
)

溶液*偶氮化试

剂
K

溶液和偶氮化试剂
+

溶液各
5**

!

G

#混匀#室温静置
5

%&'

#读取
585'%

波长处吸光度值#根据标准曲线计算内毒素

水平)
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人肺泡巨噬细胞的分离培养和诱导
!

人肺泡巨噬细胞的

分离与培养参考有关文献'

5

(#行支气管肺泡灌洗术)收集支

气管肺泡灌洗液#

K***A

"

%&'

离心
5%&'

后#弃去上清#加入

/-Y3)F8*

培养液$含
5;

小牛血清%重悬细胞)将分离后的

人肺泡巨噬细胞按
KH)*

5

"孔铺
K8

孔板)分别加入终浓度为

)
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D

"

%GY<G@

#
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D
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大肠杆菌脂类$

=G@

%#

!.

$溶剂对

照#含
*4*5h:Y!a

%诱导
8,$

#

8,$

后加入新鲜的无抗菌药

物的
3Y:Y

培养基$含
)*;

小牛血清%恢复
8$

)然后分别加

入
)*

!

D

"

%G--:

$丹麦血清研究所%和
)**'

D

"

%G

人重组
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$

1&CB?

D

?'N

公司%刺激
K8$

#离心收集上清液#

eK*`

冻

存备用)
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人肺泡巨噬细胞胞内
1.7

清除试验
!

将分离得到的人

肺泡巨噬细胞按
KH)*

5

"孔铺
K8

孔板)按实验分组#分别加

入终浓度为
)

!

D

"

%GY<G@

#

)

!

D

"

%G=G@

#

!.

$含
*4*5h:Y6

!a

的培养基%#

+(`

#

5;.a

K

孵育
8,$

后弃去原有培养基#加

入新鲜无抗菌药物的
3Y:Y

培养基$含
)*;

小牛血清%孵育
8

$

)然后在各实验组中按细胞
d

细菌
f)d)

的比例加入
1.7

#

+(`

孵育
K$

后用无菌
-1!

洗涤
5

次#去除胞外
1.7

#然后置

于
+(`

#

5;.a

K

分别培养
*

*

K8

*

8,

*

(K$

#于不同时间点加入

*4);LA&"C'])**

裂解细胞#将裂解液转移至无菌
=-

管#

)****A

"

%&'

离心
K%&'

#弃去上清后加入
5**

!

GY&NNB?1ACCZ

(WI

培养液重悬#混匀#

)*

倍倍比稀释后#接种
Y&NNB?1ACCZ

(W))

$含
)*; a<:.

%平板#

+(`

培养
)8

$

K)N

#计数菌落数)

C4H

!

肿瘤坏死因子
6

%

$

LE[6

%

%的检测
!

试剂盒购自
1&CB?

D

?'N

公司)采用双抗体夹心
=G3!<

#按试剂盒说明书进行)

C4L

!

一氧化氮$

Ea

%的测定
!

试剂盒购自碧云天生物技术有

限公司)采用
7A&?@@

法#按试剂盒操作说明书进行)

C4M

!

统计学处理
!

实验数据均采用
!-!!)+4*

分析#多组间

方差分析用
a'?>#

U

<Eâ <

检验#各组间两两比较用
G!:

检验 )菌落计数用析因设计的方差分析)

C

%

*4*5

为差异有

统计学意义)

D

!

结
!!

果

D4C
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Y<G@

中内毒素水平和蛋白成分的检测
!

提取的
Y<G@

中的内毒素水平经计算为小于
*4*5=g

"

)**

!

D

)

!:!6-<7=

结果表明
K*

!

D

Y<G@

中未检出可见的蛋白成分)见图
)

*

K

)

D4D
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Y<G@

预处理减弱人肺泡巨噬细胞对胞内
1.7

的清除

!

见图
+

所示#结果表明#

Y<G@

诱导组的人肺泡巨噬细胞胞

内
1.7

的数量明显高于
=G@

组和
!.

组)提示
Y<G@

处理

后#人肺泡巨噬细胞对胞内
1.7

生长的控制能力有所降低)

D4E

!

Y<G@

减弱了结核分枝杆菌抗原
--:

诱导的人肺泡巨

噬细胞产生
LE[6

%

和
Ea

的能力
!

见表
)

所示#与
=G@

诱导

组和
!.

组比较#

Y<G@

预处理减弱了结核分枝杆菌抗原
--:

诱导的人肺泡巨噬细胞产生
LE[6

%

和
Ea

的能力)

图
)

!!

Y<G@

中的内毒素水平

图
K

!!

蛋白成分的鉴定

图
+

!!

Y<G@

诱导的巨噬细胞对
1.7

清除

D4F

!

Y<G@

诱导减弱干扰素
6

,

$

3[E6

,

%激活人肺泡巨噬细胞

的
LE[6

%

和
Ea

产生
!

见表
K

所示#与
=G@

组和
!.

组相比#

Y<G@

诱导组
3[E6

,

刺激的巨噬细胞
LE[6

%

和
Ea

的产生明

显降低)结果提示
Y<G@

的诱导减弱了人肺泡巨噬细胞对
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的反应性)

表
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Y<G@

预处理后
--:

诱导的人肺泡巨噬细胞

!!!

LE[6

%

和
Ea

的分泌$

Bc:

&

组别
LE[6

%

$

2D

"

%G

%

Ea

$

!

%CB

"

G

%

!.

诱导组
,K+4,+cIF4FK F4+Fc*4(*

Y?N&R%

诱导组
,)(4*(cI,485 F4*Fc*48)

=G@

诱导组
(854(8c,84+8 F4*)c*4K)

Y<G@

诱导组
8((4)5c8)45K 84I+c*4F5

( 8K4F+ +)4,5

C *4*** *4***

表
K

!!

Y<G@

预处理后
3[E6

,

诱导的人肺泡巨噬细胞

!!!

LE[6

%

和
Ea

的分泌$

Bc:

&

组别
LE[6

%

$

2D

"

%G

%

Ea

$

!

%CB

"

G

%

!.

诱导组
KF+485c8I4*, F48Fc*4F,

Y?N&R%

诱导组
K5)4((c)845F F4F8c*4(5

=G@

诱导组
K5845)c5F4+( F48(c*45K

Y<G@

诱导组
)))4+Ic)K4I* K4(Kc*4K)

( )*4F5K +K48))

C *4**8 *4***
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研究者前期对小鼠的研究提示#

Y<G@

可以影响巨噬细胞

抗结核免疫的反应性)本研究在此基础上#发现用
Y<G@

预

处理人肺泡巨噬细胞后#巨噬细胞控制胞内结核分枝杆菌生长

的能力有所减弱)这个结果提示#当人们处于低剂量暴露于鸟

分枝杆菌时#尽管不会表现出明显的临床表现#但却可能增加

机体对结核分枝杆菌的易感性)此外#

Y<G@

预处理后#人肺

泡巨噬细胞对结核分枝杆菌抗原
--:

及
3[E6

,

的反应性均有

所降低#其主要表现在
LE[6

%

*

Ea

的分泌能力下降)目前#大

家普遍认为
LE[6

%

和
Ea

在抗结核分支杆菌感染中发挥着重

要的作用#用
LE[6

%

阻断剂处理后以及
LE[6

%

受体的缺失均

可导致机体对结核分枝杆菌繁殖的控制减弱#从而使机体更为

易感'

F6(

(

)因此#

Y<G@

诱导的人肺泡巨噬细胞产生
LE[6

%

和

Ea

的能力降低可能是降低人肺泡巨噬细胞对结核分枝杆菌

控制力的重要原因)

分析产生种现象的原因#研究者推测其可能与细菌产物引

起的免疫细胞耐受有关)近年来#对细胞壁成分诱导耐受的研

究主要体现在对炎症反应和细菌清除的影响)目前大部分研

究主要集中在
LCBB

样受体$

LG/@

%激动剂#如
G-!

*

-7E

*

-#%+.!08

和
ECN

样受体$

EG/@

%激动剂#如
Y:-

等'

,6I

(

#而

来源于鸟分枝杆菌的脂类能否诱导巨噬细胞的耐受而改变机

体反应性#尤其是针对结核分枝杆菌的反应性尚不明确)本研

究在这方面初步证实了鸟分枝杆菌的细胞壁成分000脂类也

可以诱导人肺泡巨噬细胞对结核分枝杆菌抗原及
3[E6

,

的免

疫耐受)但有意思的是#与本研究不同#肽聚糖$

-7E

%与
G-!

诱导的耐受主要表现为降低炎症反应和增强细菌清除

率'

)*6))

(

)因此#

-7E

和
G-!

诱导的耐受对机体抗感染是有利

的#而
Y<G@

诱导的人肺泡巨噬细胞的低反应性却减弱了对

结核分枝杆菌的清除#这有可能增强对人体对结核感染的易感

性)研究者推测存在这种差异的原因可能在于结核分枝杆菌

和其他细菌的生长和清除机制不同有关)结核杆菌等分枝杆

菌是一种典型的胞内寄生菌#其生长方式是持久地寄生于巨噬

细胞)机体控制和清除结核分枝杆菌有赖于
LE[6

%

*

3[E6

,

*

/a!

和
Ea

等多种生物活性物质)通过这些活性介质激活巨

噬细胞#从而达到控制感染的目的&而对于葡萄球菌等其他感

染的控制#机体更多地依赖中性粒细胞的功能以及抗体的

产生)

本研究中#研究者仅证实了
Y<G@

可以导致人肺泡巨噬

细胞对结核分枝杆菌的反应性降低#并初步研究了出现这种现

象的机制#然而这种现象所涉及的分子和细胞学基础仍然有待

后续工作进一步阐明)
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