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"摘要#
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目的
!

观察双歧杆菌脂磷壁酸"

45=<

$对深部白色念珠菌感染小鼠细胞免疫功能的影响%方法
!

通过尾静脉注射

白色念珠菌建立免疫低下小鼠深部白色念珠菌感染模型!观察
45=<

处理对小鼠胸腺指数'脾脏指数'脾淋巴细胞增殖活性'

_Z

细胞杀伤活性及血清细胞因子水平的影响%结果
!

免疫低下小鼠深部感染白色念珠菌后!小鼠胸腺指数'脾脏指数和脾脏淋巴细

胞增殖活性轻度下降"
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细胞杀伤活性明显下降"
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处理后!小鼠胸腺指数'脾脏指数'脾淋巴细胞增殖活性和
_Z

细胞杀伤活性明显升高"
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血清
O5.1

和
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)

水平明显升高"
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O5.0

变化不大!

O5.$%

明显降低"
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$%结论
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可改善免疫低下小鼠的

免疫功能状态!恢复甚至增强深部感染念珠菌后受到抑制的细胞免疫应答%

"关键词#

!
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白色念珠菌寄生于人体的体表*口腔*上呼吸道*胃肠道和

阴道黏膜等部位#是临床常见的条件致病菌)当前#随着抗菌

药物*激素和免疫抑制剂的大量使用#白色念珠菌引起的深部

感染变得日益常见)由于抗真菌药物在成本*毒性*药代动力

学的变化及药物相互作用复杂性等方面的局限性#导致侵袭性

真菌感染的发病率和死亡率都较高'

$

(

)研究还发现#念珠菌感

染后会使机体的免疫功能受到进一步的抑制'

1.0

(

#从而使侵袭

性真菌感染愈加难于控制)因此#开发既具有一定抗真菌感染

活性又能提高机体免疫力的新型抗真菌药物或生物制剂成为

了众多研究者热衷的事情'

3.)

(

)双歧杆菌是人体肠道最重要的

益生菌#研究证实双歧杆菌无论是全菌*培养上清液或其表面

分子都具有抗微生物的活性#包括抗细菌活性*抗真菌活性和

抗病 毒 活 性)脂 磷 壁 酸 $

N#L#!"N?GB9@#?>>#

C

"B9#GA"#G?G#!

#

45=<

&是双歧杆菌的细胞壁成分#也是双歧杆菌发挥生物学

功能的重要活性分子)作者的前期研究发现#

45=<

能够改善

深部白色念珠菌感染小鼠的生存状态#提高生存率#且这种作

用与
45=<

的剂量呈依赖关系)本研究旨在观察
45=<

对深

部白色念珠菌感染小鼠细胞免疫功能的影响#探讨
45=<

对

念珠菌感染小鼠的免疫调节作用#以期为白色念珠菌病的治疗

提供新的途径)
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材料与方法
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实验动物和细胞株
!

健康
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雄性小鼠$

87T

级&
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只#

/

$

$%

周龄#体质量
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$

1%

F

#由四川省简阳市简城比尔

动物养殖场提供#动物合格证号!

%%$$$3(

%小鼠淋巴瘤细胞株

e<2.$

由本室保存)

>&>&?

!

实验菌株
!

白色念珠菌标准株
<=22(%%1(

#购自温州

康泰生物科技有限公司)接种沙保培养基
'3Y

培养
0/A

后#

-)0$

重庆医学
1%$)

年
0

月第
03

卷第
$$

期

"

基金项目!四川省教育厅科研课题$

$1f41%-

&)

!

作者简介!王频佳$

$(-/W

&#在读博士#主要从事双歧杆菌表面分子研究)

!

*

!

并列第

一作者)

!

$

!

通讯作者#
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取单个菌落用无菌生理盐水制成菌悬液#经细胞计数板计数后

调整到所需浓度)

>&>&@

!

主要试剂
!

45=<

由本室从两歧双歧杆菌提取纯化%

注射用环磷酰胺#规格
%&1

F

"瓶#江苏恒瑞医药股份有限公司#

批号
b'1%1%/3-

%沙保培养基#温州康泰生物科技有限公司%

;7UO$)0%

培养液#美国
I#NG"

公司%胎牛血清#杭州四季青生

物工程材料公司%刀豆蛋白$

2",<

&*四甲基偶氮唑盐$

U==

&#

美国
8#

F

D?

公司%细胞因子
O5.1

*

O5.0

*

O5.$%

和
O_T.

)

检测试

剂盒#欣博盛生物科技发展有限公司)

>&>&A

!

主要仪器
!

U6c.$%%

型霉菌培养箱$常州中诚仪器制

造有限公司&#

bS;<G9>>#2̂

1

培养箱'赛默飞世尔科技$中

国&有限公司(#

Q_U.()%1

酶标仪$北京普朗新技术有限公

司&#

<d1-%%

型全自动生化分析仪'贝克曼库尔特商贸$中国&

有限公司()

>&?

!

方法
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动物分组
!

健康雄性
4<54

"

G

小鼠
'%

只#适应性喂养

3!

后#给予小鼠腹腔注射环磷酰胺
/%D

F

/

\

F

W$

/

!

W$

#连续

注射
'!

#制备免疫低下小鼠模型)随后将小鼠分成对照组*感

染组*

45=<

组#每组
$%

只)各组间小鼠体质量差异无统计学

意义$

E

&

%&%3

&)
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!

深部白色念珠菌感染小鼠模型的建立及处理
!

至第
'

次注射环磷酰胺
10A

后#

45=<

组小鼠每日
$

次颈背部皮下

注射
45=<$3%

!

F

"鼠#连续
-!

#其余小鼠同部位注射等量生

理盐水)第
$$

天#感染组和
45=<

组小鼠经尾静脉注射浓度

为
$&%V$%

3

2Td

"

D5

的白色念珠菌菌液
%&1D5

$

1V$%

0

2Td

"

D#G9

&#注射
$

次#对照组小鼠经尾静脉注射等量生理盐

水)自注射白色念珠菌当日起#每日
$

次对
45=<

组每只小

鼠颈背部皮下注射
45=<$3%

!

F

#连续
-!

#其余小鼠同部位注

射等量生理盐水)于最后
$

次注射
45=<10A

后#摘除各组

小鼠眼球取血并断颈处死#称量体质量#摘出胸腺及脾称质量#

计算胸腺指数和脾脏指数#即相应脏器质量$

D

F

&除以体质量

$

F

&#并无菌制备脾脏单个细胞悬液)

>&?&@

!

脾淋巴细胞增殖的检测
!

用含
$%%D5

"

5

胎牛血清的

;7UO$)0%

培养液调整脾细胞浓度至
$&3V$%

)

"

D5

#加入
()

孔细胞培养板中#

1%%

!

5

"孔#重复
'

孔#加入
2",<1%

!

5

$终

浓度
3

!

F

"

D5

&)于
'-Y

*

3P2̂

1

培养
)/A

后#加入
3

F

"

5

U==$%

!

5

#继续培养
0A

#离心弃上清液#加
QU8̂ $%%

!

5

"

孔#温育
$%D#,

#检测波长
3-%,D

处各孔的吸光度值$

M

&)

>&?&A

!

_Z

细胞杀伤活性的检测
!

用含
3%D5

"

5

胎牛血清的

;7UO$)0%

培养液调整脾细胞和
e<2.$

细胞的浓度至
1V

$%

(

"

5

)将两者等比例混合后#加入
()

孔细胞培养板中#每孔

1%%

!

5

#重复
'

孔#记为实验孔$

S

&)另设空白对照$

4

&

'

孔$每

孔加入
;7UO$)0%

培养液
1%%

!

5

&*靶细胞自然释放孔$

=,

&

'

孔$每孔加入
e<2.$

细胞悬液和培养液各
$%%

!

5

&及靶细胞

最大释放孔$

=D

&

'

孔$每孔加入
e<2.$

细胞悬液
$%%

!

5

&)

于
'-Y

*

3%D5

"

52̂

1

条件下培养
10A

#向
=D

孔中加入含

1%D5

"

5=@#B",c.$%%

的
;7UO$)0%

溶液#

$%%

!

5

"孔)混匀

后#静置
$%D#,

#离心收集上清液#在全自动生化分析仪上用速

率法检测乳酸脱氢酶$

5Qb

&的活性#并按下列公式计算
_Z

细胞的杀伤率$

P

&)

_Z

细胞的杀伤率
]

'$

SW4

&

W

$

=,W

4

&("'$

=DW4

&

W

$

=,W4

&(

V$%%P

)

>&?&B

!

血清细胞因子的检测
!

收集小鼠血清#按照试剂盒说

明书进行操作#分别检测血清中
O5.1

*

O5.0

*

O5.$%

和
O_T.

)

的

水平)

>&@

!

统计学处理
!

所有实验数据采用
8788$(&%

统计软件分

析#计量资料结果以
0[>

表示#多组均数比较采用单因素方差

分析$

,̂9.a?

J

<_̂ <̀

&#组间两两比较采用
58Q.8

检验)以

E

%

%&%3

为差异具有统计学意义)

?

!

结
!!

果

?&>

!

45<=

对深部白色念珠菌感染小鼠一般状况和脏器指数

的影响
!

小鼠自注射环磷酰胺后出现少动*消瘦*饮食减少*多

尿*皮毛欠光滑等现象#与临床上免疫力低下患者纳差*消瘦*

懒动乏力等症状相似)小鼠深部感染白色念珠菌后#出现少

食*畏寒*少动的状态#而
45=<

组小鼠精神和食欲相对较好#

体质量下降缓慢)从免疫器官指数结果来看#感染组小鼠与对

照组相比胸腺指数和脾脏指数均有轻度下降$

E

&

%&%3

&%但是

在用
45=<

处理后小鼠的脏器指数明显增加#与对照组和感

染组相比#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%$

&)

45=<

组小鼠

脾脏指数和胸腺指数的增加#表明
45=<

能够促进免疫器官

的增殖发育)见表
$

)

表
$

!!

45<=

对小鼠胸腺指数和脾脏指数的

!!!

影响$

0[>

(

D

F

)

F

%

组别
#

胸腺指数 脾脏指数

对照组
$% $&$/[%&03 1&'([%&'0

感染组
$% %&('[%&0% 1&%3[%&'/

45=<

组
$% 1&%'[%&0% '&%0[%&0%

?&?

!

45=<

对深部白色念珠菌感染小鼠脾淋巴细胞增殖活性

和
_Z

细胞杀伤活性的影响
!

实验发现#免疫低下小鼠感染白

色念珠菌后#小鼠脾脏淋巴细胞增殖能力略有下降$

E

&

%&%3

&#

_Z

细胞杀伤活性则下降明显$

E

%

%&%3

&)在经
45=<

处理后#小鼠脾脏淋巴细胞增殖能力和
_Z

细胞杀伤活性明显

升高#与对照组和感染组相比#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%$

&)见表
1

)

表
1

!!
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对小鼠脾淋巴细胞增殖和
_Z

细胞杀伤

!!!

活性的影响$

0[>

%

组别
#

脾淋巴细胞增殖
<

3-%

_Z

细胞杀伤活性

对照组
$% %&1'3[%&%)1 $$&30[1&-)

感染组
$% %&1$'[%&%/3 (&%%[1&//

45=<

组
$% %&0%0[%&%/' $(&/'[1&'0

?&@

!

45=<

对深部白色念珠菌感染小鼠细胞因子分泌的影

响
!

实验发现#免疫低下小鼠感染白色念珠菌后#血清中细胞

因子
O5.1

*

O5.0

和
O_T.

)

水平较感染前有轻微升高#但差异无

统计学意义$

E

&

%&%3

&#感染组小鼠
O5.$%

较对照组有明显升

高$

E

%

%&%3

&)经
45=<

处理后#血清
O5.1

和
O_T.

)

水平明

显升高#与对照组和感染组相比#差异均具有统计学意义$

E

%

%&%3

&%血清
O5.0

与感染组相比变化不大#只是比对照组有所

升高$

E

%

%&%$

&%血清
O5.$%

水平较感染组有所降低$

E

%

%&%$

&#而与对照组水平持平)见表
'

)

表
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对小鼠血清
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'

O5.0

'

O5.$%

'

O_T.

)

!!!

浓度的影响$
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免疫力低下人群常出现深部白色念珠菌感染'

-.(

(

#而白色

念珠菌感染后又通过直接或间接作用导致机体免疫功能进一

步受到抑制#再加上念珠菌对氟康唑等抗真菌类药物耐药性的

不断增强'

$%.$1

(

#给临床念珠菌病的治疗带来很大困难)因此#

在念珠菌病临床治疗过程中#除了及时的抗真菌治疗外#尽可

能恢复甚至增强受抑制的免疫功能就显得格外重要)本研究

应用环磷酰胺降低小鼠免疫功能#并通过尾静脉注射白色念珠

菌制备深部感染小鼠模型#以达到模拟免疫低下患者罹患深部

念珠菌病的目的)本研究发现#免疫低下小鼠深部感染念珠菌

后#机体的免疫功能受到进一步的抑制#表现为胸腺和脾脏指

数*脾淋巴细胞增殖活性及
_Z

细胞杀伤活性均较对照组小鼠

有所下降#其中
_Z

细胞杀伤活性的下降程度尤为显著$

E

%

%&%3

&%而在经
45=<

处理后#胸腺和脾脏指数*脾淋巴细胞增

殖活性及
_Z

细胞杀伤活性均明显升高$

E

%

%&%$

&)研究表

明#

45=<

可改善免疫低下小鼠的免疫功能状态#恢复甚至增

强深部感染念珠菌后受到抑制的免疫应答)

深部念珠菌感染后#机体的免疫应答是一个极其复杂的过

程#其中细胞免疫应答在对抗念珠菌感染中发挥着主导作用#

而且念珠菌感染的结局很大程度上取决于机体内
=A$

"

=A1

型

免疫应答何者占据主要地位'

$'.$3

(

)

8BE9A>9@

等'

$)

(研究发现#

=A$

细胞能增加机体对白色念珠菌的抵抗力#而
=A1

细胞则

增加机体的易感性)

=A$

细胞以分泌
O5.1

和
O_T.

)

为主#主

要参与细胞免疫应答的激活%

=A1

细胞则主要激活体液免疫应

答#并通过其分泌的
O5.0

和
O5.$%

抑制
=A$

细胞活性)本研

究发现#免疫低下小鼠深部感染念珠菌后#其血清中
O5.1

*

O_T.

)

和
O5.0

的水平虽然与对照组相比差别不大$

E

&

%&%3

&#

但
O5.$%

的水平明显升高$

E

%

%&%3

&#说明念珠菌感染后免疫

应答的确是以
=A1

型应答为主#而
=A$

型应答则可能受到抑

制)由于
O5.1

是机体最主要*最强有力的
=

细胞生长因子#是

促使
=A%

向
=A$

分化的关键细胞因子%

O_T.

)

则具有巨噬细

胞激活因子的作用#能增加巨噬细胞*

_Z

细胞和
2=5

细胞等

的杀伤活性#促进
=A%

细胞分化为
=A$

细胞并抑制
=A1

细胞

增生%而
O5.0

是特征性的
=A1

型细胞因子#具有抑制
=A$

型

反应的作用%

O5.$%

能抑制
=A$

细胞功能和细胞因子合成)故

念珠菌感染免疫低下小鼠后#很可能通过抑制
O5.1

*

O_T.

)

的

分泌释放#增强
O5.$%

的分泌释放使机体的免疫应答未能及时

由
=A%

向
=A$

应答转化#导致胸腺和脾脏增殖受到抑制#脾淋

巴细胞增殖活性及
_Z

细胞杀伤活性下降#从而造成机体对白

色念珠菌抵抗力差#极易出现系统性念珠菌病)在经
45=<

处理后#深部念珠菌感染小鼠血清
O5.1

和
O_T.

)

水平均较感

染组明显升高$

E

%

%&%$

&#

O5.0

水平虽然变化不大$

E

&

%&%3

&#

但
O5.$%

水平较感染组明显下降$

E

%

%&%$

&#更接近对照组水

平$

E

&

%&%3

&)说明
45=<

能够通过增强
O5.1

和
O_T.

)

的分

泌释放使机体免疫应答由
=A%

向
=A$

应答转化#

=A$

型细胞

因子的分泌大大增加#促进胸腺和脾脏增生#增强脾淋巴细胞

的增殖活性#提高
_Z

细胞的杀伤活性#使
=A$

"

=A1

的紊乱得

以纠正#从而提高了机体对白色念珠菌感染的抵抗力)本研究

结果说明#

45=<

主要激发深部白色念珠菌感染小鼠
=A$

型

细胞的应答#具有良好的调节细胞免疫功能的作用)
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元中'

(.$%

(

#而
Ì5d='

则主要分布与特定的神经元中#如
3.

羟

色胺能神经元*胆碱能神经元及
I<4<

能和部分谷氨酸能神

经元等'

$$

(

)研究发现#在抑郁症发病中#谷氨酸水平升高#

_UQ<

受体过度激活%

_UQ<

受体拮抗剂开他敏可产生快速

的抗抑郁效应'

-

(

)前额叶皮层和海马是抑郁症发病的两个重

要脑区%作 者 选 用
Ì5d=$

探 索 前 额 叶 皮 层 及 海 马 的

Ì5d=

表达#并发现抑郁症发病中该蛋白水平的上调)这提

示抑郁症发病中兴奋性传递升高#并可能因此引起神经传递的

紊乱)

I<4<

是大脑中最重要的抑制性神经递质#主要由谷氨

酸脱羧酶合成'

$1

(

)除了作为神经递质的功能外#它还是神经

发生及神经修复中重要的营养因子#并且参与调节氧化还原电

位'

$'.$0

(

)

I<4<

与谷氨酸共同维持神经兴奋的平衡#这是避

免情绪障碍等发生的关键)目前的研究普遍认为#在抑郁症发

病中#谷氨酸浓度升高#

I<4<

浓度降低并因此引起兴奋的失

调)在本研究中并未发现
Ì<=

水平的下降#这与以往的研

究并不冲突#本样本来自突触#故
Ì<=

不能代表总的
I<4<

水平)对前额叶皮层和海马的研究结果提示抑郁症发病时负

责
I<4<

突触传递的囊泡蛋白
Ì<=

水平显著增加#这可能

是机体为了对抗谷氨酸受体的激活而采取的保护性措施)

经过社会失败造模后#小鼠纹状体内
Ì5d=$

及
Ì<=

表达均增加#而对抑郁症敏感组和对抑郁症不敏感组小鼠蛋白

表达水平相比则差异无统计学意义$

E

&

%&%3

&)这提示#在抑

郁及抗抑郁过程中纹状体内
Ì5d=$

和
Ì<=

表达变化均

增加#不具有脑区特异性)

本研究认为#经过社会失败造模后#小鼠前额叶皮层*海马

等脑区突触前活动增多*神经递质紊乱#使得突触中
Ì5d=$

及
Ì<=

表达均增高)这提示#在抑郁症发病中兴奋性与抑

制新神经递质释放增多#并可能引起突触功能紊乱#在临床工

作中维持相应的神经递质的水平有可能有助于抗抑郁治疗)

作者将对这些结论再进行深入探讨#探索治疗抑郁症的新突

破点)
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