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摘 要
: 【目的】观察白细胞介素 12 (I L

一

12 ) 和白细胞介素 18 (I -L 18) 对新型隐球菌感染小 鼠细胞因子的影

响和疗效
。

【方法】将 ( B A LB / C x D B A / 2 )小鼠 88 只制成小 鼠新型隐球菌感染模型后
,

随机分成 I L
一

12 组
、

I L
一

18

组
、

IL
一

12 + IL
一

18 组和对照组 (用磷酸缓冲液处理 )
,

每组 2 2 只
。

根据处理方法治疗
,

检测肺泡灌洗液 IF N
一

丫 I L
一

4
、

IL
一

10 含量 ( E LI SA 法 ) 和肺脑菌落计数
,

观察治疗后生存率
。

【结果】对照组
、

n Z 组和 H S 组小 鼠全部死亡
,

IL
一

12 + I L
一

x s 组 4 只死亡
。

肺菌落计数对照组 (3 4 1 7 土 1 17 7 )
x 一0

8

C F U / L
,

I L
一

1 2 组 (3 9一4 士 2 一7 8 )
x l o g C FU / L

,

IL
一

1 8 组 (3 4 16 士 一 5 7 4 )
x 一o s

C FU / L
,

xL
一

1 2 + I L
一

x s 组 ( 5 0 0 土 2 6 0 )
x 1 0 s C F U / L

。

脑菌落计数对照组 ( 2 1 土 6 )
x

1 0 日C F U / L
,

I L
一

12 组 ( 1 5 士 5 )
x 1 0

5
C F U / L

,

11
一

18 组 ( 16 士 8 )
x 10

8
C FU / L

,

I L
一
1 2 + I L

一
1 8 组 ( 2 土 l ) x 1 0 吕C FU / L

。

使

用组 IF N
一

, 水平显著升高
,

IL 4 和 I-L 10 水平下降
,

与对照组 比较差异有显著性
。

【结论 1 I L
一

12 和 I L
一

18 协同诱导

IF N
一

丫产生
,

促进 Thl 细胞反应
,

抑制 ThZ 细胞反应
,

改变了 Th l / T hZ 平衡
,

对新型隐球菌感染小鼠产生保护效

应
。
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近年深部真菌感染有明显上升的趋势
。

由于高

效同时低毒的抗真菌药物较少
,

真菌产生耐药性

强
,

因此深部真菌感染易于发展成难治性
、

致死性

疾病
。

目前治疗的对策除了研究开发更有效安全

的化疗药物外
,

试用提高机体免疫力
,

特别是在免

疫损害宿主中探讨生物免疫治疗来加强控制病原

体感染已 引起高度重视
。

我们对使用 白细胞介素

12( IL
一

12) 和 白细胞介素 1 8 ( I L
一

15) 治疗新型隐球菌

感染小 鼠的效果
,

以及 3 种细胞因子水平的变化作

了对 比观察
,

报告如下
。

建立标准曲线
,

求其含量
。

1
.

2
.

4 生存观察 余下各 8 只感染小 鼠观察存

活状态
,

以 80 d 为限计算生存率
。

1
.

3 统计学处理

检测数据以 无土 :
表示

,

4 组间均数 比较应用

方差分析
,

采用 SL D 多重 比较等方法统计
,

生存分

析用 K aP l an
一

M ie er 曲线
,

两组小鼠的生存曲线比较

应用 109
一

ar kn 检验
。

所有数据处理均在计算机 S PSS

8
.

0 软件包进行
。

2 结 果
1 材料和方法

2
.

1 小鼠生存状况

4 组小鼠在新型隐球菌感染后 8 0 d 内作生存

率观察
,

生存曲线见图 1
。

对照组
,

IL
一

12 组和 I L
一

18

组从感染后第 3 周开始陆续死亡
,

至观察期结束无

1 只存活
。

IL
一

12 组
、

IL
一

18 组与对照组 比较无显著

差异
。

IL
一

12 十 IL
一

18 组 4 只死亡
,

4 只存活
,

与对照

组比较生存率存在显著差异 ( 尸 < 0
.

0 0 5) 见 图 1。

2
.

2 重要脏器菌落数

在真菌感染后第 1 周
、

第 3 周时各组取 7 只小

盯气以
I卜 12+ I卜 18

I L一 1 2

I L一 1 8

Co n t r o l

nod
l

:
00

承工川争叫̂妇n仍

1
.

1 材 料

1
.

1
.

1 动 物 取 7 周龄雌性 (B A LB / 。 x D B A /

2 ) F I 小鼠 5 8 只
,

体质量 2 2 一 2 5 9
。

1
.

1
.

2 新型 隐球菌 取新型隐球菌临床株 Y C -

1 1
,

血清型 A 型
,

经马铃薯右旋糖琼脂培养基培养增

菌生长 Z d 后
,

予生理盐水洗涤 3 次
,

配制成 1 x l少

C F U / L 备用
。

1
.

1
.

3 动物模型 小 鼠经戊巴 比妥钠 70 m g / k g

腹腔内注射麻射麻醉
,

于气管内注入备用新型隐球

菌菌液 5 0 林 L
,

制成新型隐球菌感染动物模型
。

1
.

1
.

4 细胞 因子 重 组 小 鼠 白细 胞介 素 12

(m I L
一

1 2 )
,

含量 2
.

5 x l
一 ’ g / L

,

由 H o

ffm
a n 一

aL R o e h e

nI
c

.

赠送
,

重组小 鼠白细胞介素 18 (m I L
一

18) 含量

0
.

0 1 9 / L
,

由日本林原研究所赠送
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 动物分组 小鼠随机分成 IL
一

12 组
、

IL
一

18

组
、

I L
一

12 + IL
一

18 组和对照组
,

各 22 只
。

对照组用磷

酸缓冲液 ( PB S
,

含 1 0 m L / L 小 鼠血清蛋白 )
。

I L
一

1 2

0
.

0 0 5 卜g / 只
,

IL
一

1 8 2 林g / 只
,

2 0 0 林 L BP S / 只于接

种后即日起单独或混合连续腹腔 内注射 7 d
。

1
.

2
.

2 动物处置 于感染后的第 1周
、

第 3 周每

组分别处死小鼠 7 只
。

暴露气管
,

套管针穿刺
,

用 1

m L 冷 P B S 行肺泡灌洗术
,

留取肺泡灌洗液待检
。

取

肺
、

脑全份脏器
,

经匀浆机制成匀浆
,

系列 10 倍稀

释后接种于马铃薯右旋糖琼脂平板培养基上
,

36

℃培养 Z d 后作菌落计数
。

1
.

2
.

3 细胞 因子侧 定 肺泡灌洗液标本分别作

争 干扰素 ( IF N
一

们
、

白细胞介素 4 ( IL
一

4 )
、

白细胞介

素 10 ( I L
一

10 )测定
。

采用酶联免疫吸附法 ( E L sI A )检

测
,

试剂盒购 自美国 E n d og en 公司
,

按说明书要求

操作
,

酶标仪 ( B i o
一

R a d 2 5 5 0 型 ) 4 5 0 n m 测吸光度
,

0 10 2 0 30 40 50 6 0 70 8 0

t / d

图 1

F i g
.

1 Sur 村 va l

4 组小鼠生存曲线

c
ur

v e of fo u r m ie e g or u P s (
n = 8 )

鼠的肺
、

脑全份脏器制成匀浆
,

系列稀释后作菌落

计数
,

结果见表 1
。

经统计学分析
,

第 3 周肺
、

脑的菌

落计数显示
,

I L
一

12 组
、

I L
一

18 组与对照组比较无显

著差异
。

IL
一

12 十 I L
一

18 组与对照组 比较有显著性差

异 ( P < 0
.

0 0 1 )
。

见表 l
。

2
.

3 肺泡灌洗液 IF N心
、

I L
一

4
、

IL
·

10 含量

第 1 周 I L
一

12 + I L
一

18 组 中 IF N
一

丫水平 升高
,

IL
一

4
、

IL
一

10 水平下降
,

与对照组比较有显著性差异

( P 分别 < 0
.

0 5
、

< 0
.

0 1
、

< 0
.

0 5 )
。

第 3 周 IL
一

2 +

IL
一

18 组中 INF
一

丫水平明显升高
,

与对照组比较有

显著性差异 ( 尸 < O
,

00 1 )
。

结果见表 2
。
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表 1 4 组小鼠脏器菌落数

T
a
b l

e 1 T h
e o r
邵

n s e o u n t o f C n e

oof o
a o i n of u r m ie e g r o u p s

无士 s , x 1 0
8

C F U / L 3 讨 论
G

r o u P s

C
o n t r o

l

IL
一
12

IL
一

18

I L
一

12 + I L
一

1 8

Fi r s t w e e k hT i dr w e e夫

B r a i n L u n g

4 5 士 2 2

4 9 士 2 5

4 4 士 2 4

3 6 土 2 3

B
r a in

2 1 土 6

1 5 士 5

16 士 8

L
一 n g

2 土 11 )

3 4 17 土 1 17 7

3 9 14 士 2 17 8

3 4 16 士 1 5 7 4

5 0 0 士 2 6 0
, )

E a e h 盯 o u p e o n t a i n 7 m i e e
·

C o m p a r e d w i t h e o n t or l g二
u p l ) p

0
,

0 0 1

IL
一

12 与 IL
一

18 是多功能的细胞因子
,

两者结

构不同
,

但具有生物学活性相似的特性
。

如刺激 T

细胞增殖
、

增强 N K 细胞的细胞毒性作用
、

提高 T

细胞产生 IF N
一

, 和 GM
一

C s F
、

促进 Thl 细胞反应等
,

因此它们在细胞免疫 中起重要作用
。

它们作为生

表 2 4 组小 鼠血清细胞 因子水平测定

T a b l
e 2 Th

e le v e
l

o f e y t o k in e s i n s e ur m i n fo u r m i e e g r o u p s 牙士 s , n g / L

F i r s t w e e k T h i dr w e e k

G or u P s

I L
一

4 I L
一

1 0 I F N
一

丫 I L
一

4

5 士 4

4 土 3

5 士 3

2 土 3

I L
一
1 0

2 1 土 5

20 土 7

19 士 6

16 士 5

I F N
一

丫

C
o n t r o

l

IL
一

1 2

I L
一

1 8

IL
一
1 2 + I L

一

1 8

6 5 士 4 6

7 5 士 3 9

6 9 土 3 4

9 士 7 2 )

4 9 土 1 1

4 7 士 1 0

4 5 士 1 2

3 7 士 5 , )

3 6 士 14

3 4 士 14

5 2 士 2 9

3 15 土 2 98
1 )

35 士 1 0

36 士 1 0

37 士 1 3

2 4 7 6 土 1 34 9
3 )

E a e h 盯 o u p e o n t a i n
7 m i e e

·

C o m p a r e w i t h e o n t r o l 盯 o u p l ) p < 0
.

0 5
,

2 ) p < 0
.

0 1
,

3 ) p < 0
.

0 0 1

物反应调变剂 ( B R M )用于抗感染免疫治疗
,

对胞 内

病 原体感 染均有控 制作用
t ’

、
2 , 。 IL

一

18 与 IL
一

12 对

IF N
一

, 的诱生呈剂量依赖
,

高剂量使用是产生毒副

作用的主要原因
。

T ar e
等

’ 3 ’报道给正常小鼠使用高

剂量 IL
一

12 ( 1 林g / d )
,

连用 7 d 后可引起严重血液

及肝毒性反应等
,

这制约了它在抗感染免疫应用 中

的效果
。

因此应探讨一种同时具有抗感染免疫效应

和最少毒副作用的细胞因子治疗剂量
。

两者作为 IF N
一

丫的共刺激因子
,

存在不同的受

体和信号传递途径
。

I L
一

12 通过转录因子 S T AT4 和

A P
一

l 两个位 点 共 同调节 IF N
一

丫启动 子的 活性
。

I L
一

18 信号则通过 IL
一

l 受体相关激酶 ( I R AK )通

路传导
,

引发 N F
一 K B 的激活

,

以及通过酪氨酸蛋

白激酶 ( PT K )诱导 IF N
一

丫产生
,

这构成了两者调

节 c D
` 4

T 细胞 IF N
一

, 基因的转录活性时既有差别

又有协 同作用的分子基础 ` 4
,

5 ’ 。 IL
一

12 诱导 Thl 细胞

反应
,

I L
一

18 则促进这种 IL
一

12 依赖的 T hl 细胞反

应
,

在功能上具有协 同效应
。

我们在体外实验中联

用 IL
一

12 和 IL
一

18 刺激小鼠 N K 细胞
,

协同诱导产

生 IF N
一

,
,

增强了腹腔渗出细胞杀死新型隐球菌的

作用
`6 ]

。

迄今为止的报道表明
,

两者联用时对 hT 细

胞
、

人体 T 细胞
、

小鼠 B 细胞
、

骨髓巨噬细胞均有促

进增殖
、

分化的效果卜
” l。

本研究选用 B A LB / c x D B A / 2 小 鼠给予外源

性的 I L
一

12 和 IL
一

18
,

结果在甚少引起毒副作用低剂

量的 IL
一

12 ( 0
.

0 0 5 林g )或 IL
一

18 (2 林g ) 单独使用时
,

肺泡灌洗液 IF N
一

, 产生无明显变化
,

当联合应用

时
,

促进 IF N
一

, 产生量明显增多
,

且肺组织中菌落

数明显减少
,

同时减少向中枢神经系统的播散
,

动

物生存时间明显延长
。

提示两种细胞因子的合用对

感染小 鼠起到显著的保护作用
。

实验小鼠类型表现

以 T h Z 型反应占优势
,

对照组小鼠在感染抗原刺激

下
,

感染早期 1周内 I L
一

4
、

I L
一

10 表达量增高
,

随后

产生水平渐下降
,

到感染后期 3 周时回到基线水

平
,

构成 了自身的动态特征
。

当 IF N
一

, 表达量增多

时
,

混合因子治疗组小鼠的 IL
一

4
、

IL
一

10 水平在小

鼠感染早期与对照组
、

单一因子治疗组相 比出现

降低
,

差异有显著性
。

这提示 IF N
一

丫促进 hT l 细

胞反应增 强的同时亦抑制 了 I L
一

4
、

I L
一

10 调控 的

T h Z 细胞反应
。

因此我们认为
,

I L
一

1 2
,

IL
一

18 对 T h

细胞 的调节
,

诱导 T h O 向 hT l 细胞分 化
,

引发

hT l/ hT Z 比值上调是免疫应答控制病原体扩散的

重要因素
。

综上所述
,

联合两种细胞因子有效地增强宿主

抵御新型隐球菌感染
,

与单一细胞因子相 比
,

剂量

明显减少
,

并减轻毒副作用
。

它们有望作为辅助性

手段应用于免 疫低下 宿主合并 病原体 感染 的状

态
。

(下转第 2 5 2 页 t o p a罗 2 5 2 )
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达量逐渐升高
,

提示用这种方法检测外周血 C K
一

19

m RN A 表达对准确判断鼻咽癌病变分期
,

发现早期

转移病灶方面有一定应用前景
。

本研究显示 C K
一

19 m R N A 表达拷贝数仅与局

部侵犯范围有关
,

而与淋巴结转移状况无关
,

是否

能够进一步说明鼻咽癌病人外周血中癌细胞 的数

量仅与局部侵犯范围有关
,

而与淋巴结转移无关
,

还有待于进一步研究
。
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