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摘　要　为了研究人类重组粒细胞集落刺激因子 ( rhG-C SF)对中性粒细胞减少小鼠白色念珠菌肺感染的

预防和治疗作用 ,腹腔注射环磷酰胺的小鼠被分成 4组:①对照组 ,气管内注射白色念珠菌 ;②感染前皮下注射

rhG-C SF;③感染后 12h腹腔注射氟康唑 ;④ rhG-CSF和氟康唑联合应用。结果显示注射白色念珠菌前 4d,皮下

注射 rhG-CSF 100μg kg- 1 d- 1对中性粒细胞减少合并白色念珠菌肺感染小鼠有明显的保护作用 ;白色念珠菌

感染后 24h,肺内中性粒细胞数较对照组明显增多 ; rhG-CSF和氟康唑联合应用较单独应用疗效好。
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　　免疫功能低下是导致病人易患侵袭性真菌感染

的主要因素 ,白色念珠菌是引起全身性真菌感染最

主要的致病菌之一 ,以肺部感染最为常见 ,是病人致

死的主要原因之一 [1 ]。虽然抗真菌药越来越多 ,但临

床上有粒细胞减少时效果较差。粒细胞集落刺激因

子 ( G-CSF)可以通过刺激中性粒细胞的生长 ,增强

机体的免疫功能 [2 ]。为此 ,我们以白色念珠菌肺感染

的中性粒细胞减少小鼠作为病理模型 ,观察重组人

类粒细胞集落刺激因子 ( rh G-CSF)与抗真菌药并用

的疗效。

1　材料和方法

1. 1　菌　株

白色念珠菌为临床分离株 ,在 0. 3%低糖浸膏培

养基中经 18h震荡培养后 ,用生理盐水洗涤 2次 ,调

整菌液浓度至 1× 108 CFU m L- 1备用。并对其毒力

进行测定 ,此白色念珠菌对小白鼠的半致死量

( LD50 )为 2× 106 CFU m L- 1。

1. 2　白色念珠菌肺感染动物模型的制作

按 Polak-Wyss [3]的方法并稍作修改 ,简述如

下: 给 7周龄的雄性 SPF Balb /c小鼠腹腔内注射环

磷酰胺 ( 200mg kg- 1 )。实验证实注射环磷酰胺后 4d

嗜中性粒细胞数最低 ,故实验小鼠在注射环磷酰胺

后 4d,经戊巴比妥麻醉后 ,从气管给小鼠注射 50μL

的白色念珠菌悬液 ( 5× 106 CFU mL- 1 )。为了防止

其他细菌的感染 ,在接种白色念珠菌前 1d,每天给

小 鼠腹 腔内注 射亚 胺硫 霉素—西 拉司 丁钠

( Imipenem /Cila sta tin Sodium, IPM /CS ) 200mg  

kg- 1 d- 1 (日本万有制药 ) ,连续 3d。用这一模型观察

rh G-CSF和抗真菌药 (氟康唑 )的疗效 ,用药时间均

为 5 d。

1. 3　实验用药物

rh G-CSF(日本中外制药 ) ,分别采用① 3种剂量

1μg kg- 1 , 10μg kg- 1和 100μg kg- 1 ,从气管接种白

色念珠菌前 4 d开始连续皮下注射 ;②在接种白色念

珠菌前 4d、 2 d和当天开始连续皮下注射 rh G-CSF,

剂量为 100μg kg- 1 d- 1;③在接种白色念珠菌前 4d

开始连续皮下注射 rhG-CSF,剂量为 100μg kg- 1 

d- 1 ,并和氟康唑并用。

氟康唑 ( Flucona zo le , FCZ) (辉瑞制药厂 ) ,从接

种白色念珠菌后 12h开始连续腹腔内注射 ,采用 2种

剂量 ,分别为 10 mg kg- 1 d- 1和 50 mg kg- 1 d- 1。

1. 4　实验组和对照组的病理学检查

注射 rh G-CSF( 100μg kg- 1 d- 1 )小白鼠和对照

组 (注射生理盐水 )小鼠 ,分别在接种白色念珠菌后

6 h、 12h、 24h、 36 h、 48 h和 72 h经乙醚麻醉后腋静

脉放血 ,每次每组处死 2只 ,在无菌条件下迅速取出
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两肺 ,死亡小鼠则随时取出两肺 ,用 10%福尔马林液

固定 ,石蜡包埋 ,组织切片用 HE和 PAS染色 ,光镜

下观察。

1. 5　末梢血中性粒细胞测定

对照组为皮下注射生理盐水 ,实验组为皮下注

射 rh G-CSF ( 100μg kg- 1 d- 1 ) ,均在注射环磷酰胺

后 1h开始。每天从小鼠尾静脉采血 ,每天 200μl,用

血细胞计数器进行计数 ,同时涂片进行分类。

1. 6　统计学处理

中性粒细胞数 ( x-± s )用 t检验进行比较 ;生存

率比较用i2检验。

2　结　果

2. 1　末梢血嗜中性粒细胞变化

对照组 ( 6只 )在注射环磷酰胺后的第 4天嗜中性

粒细胞数最低 ,然后逐渐上升 ,至第 6天接近正常。实

验组 ( 6只 )则在第 3天嗜中性粒细胞数最低 ,随后上

升 ,于第 5天开始高于注射前水平 ,为 10 120. 0± 834.

8 /mm3 ,与对照组 104. 2± 16. 9 /mm3比较有显著性

差异 P < 0. 05。

2. 2　 rhG-CSF疗效观察

试验不同剂量的 r hG-CSF对小鼠生存率的影

响: 对照组 ( 30只 )在接种白色念珠菌后 4d全部死

亡 ; rh G-CSF组生存率均高于对照组 ,且随着 rh G-

CSF的剂量增大 ,生存率提高 ,剂量为 100μg kg- 1 

d- 1组 ( 30只 ) ,生存率为 53. 3% ,与对照组比较有非

常显著性差异 , P < 0. 01。试验开始应用 rhG-CSF

时间对肺感染小鼠生存率的影响:注射 rh G-CSF后

小鼠生存率均有提高 ,尤以在接种白色念珠菌前 2d

( 30只 )和前 4 d( 30只 )生存率提高更明显 ,分别为 36.

7%和 53. 3% ,与对照组 ( 23只 )比较有显著性差异 ,

分别为 P < 0. 05和 P < 0. 01。

2. 3　 rhG-CSF和氟康唑并用的疗效

对照组 ( 23只 )在接种白色念珠菌后 4 d全部死

亡 ;单独应用氟康唑 ,剂量为 10 mg kg- 1 d- 1组 ( 24

只 )和 50 mg kg- 1 d- 1组 ( 23只 ) ,生存率分别为 16.

7%和 34. 8% ;并用 rh G-CSF( 100μg kg- 1 d- 1 )后 ,

生存率分别提高至 60. 9% ( 23只 )和 83. 3% ( 24只 )。

联合应用组与单独应用 rhG-CSF组比较有显著性

差异 P < 0. 05;与对照组和单独应用氟康唑组比较

均有非常显著性差异 P < 0. 01。

2. 4　小白鼠肺病理学改变

接种白色念珠菌后不同时间肺的病理学改变。

发现皮下注射生理盐水的对照组肺泡内中性粒细胞

少 ,支气管和肺泡内有大量白色念珠菌浸润 ; rh G-

CSF组 ,肺泡内中性粒细胞数明显增多 ,白色念珠菌

数少 ,较局限 ,且有破坏的迹象 ,尤以接种白色念珠

菌后 24h两者区别更为明显。

3　讨　论

近年来 ,由于机体免疫功能低下 ,感染的病例日

益增多 ,感染大部分为重症且难治 ,是临床上急待解

决的问题。这类感染中以白色念珠菌所致最为常见。

白色念珠菌是人体的常在菌 ,主要分布于体表和口

腔 ,无基础疾患免疫功能正常的人很少致病。预实验

显示正常小鼠气管接种 2× 107 CFU mL- 1的白色

念珠菌 ,无 1例死亡 ;而预先腹腔注射环磷酰胺致嗜

中性粒细胞减少的小鼠 ,气管接种白色念珠菌的半

致死量 ( LD50 )为 2× 106 CFU m L- 1 ,接种量为 5× 106

CFU mL- 1时全部小鼠死亡 ,说明嗜中性粒细胞在

防御真菌感染方面起了很重要作用。

嗜中性粒细胞来源于多能干细胞 ,约 6～ 14d在

骨髓中成熟 ,在血液中只能生存几小时。嗜中性粒细

胞寿命短 ,需不断补充 ,在血液循环中半衰期约 6 h,

血管外约为 24h [3 ]。临床上应用的很多化疗药物均有

不同程度杀伤嗜中性粒细胞的副作用 ,使机体免疫

状态受到抑制 ,易造成白色念珠菌的机会感染 ,这种

感染单纯用抗真菌药往往不能起到理想的效果。近

年来 ,由于细胞因子 ( Cy tokine )的研究进展 ,特别是

有些细胞因子的基因重组技术的建立 ,为生物反应

调节疗法提供了可能 ,并且日益受到重视。已经有人

报道单独应用 G-CSF或和抗生素联合应用治疗绿

脓杆菌感染的动物模型 ,起到了明显的疗效 ,特别是

对有粒细胞减少动物的感染有更明显的疗效 [4]。我

们实验进一步证实 rh G-CSF可以明显促进嗜中性

粒细胞的增加。实验显示预先应用 rh G-CSF,可以提

高中性粒细胞减少并白色念珠菌肺感染动物的生存

率。在接种白色念珠菌前 4d应用 rh G-CSF生存率

最高 ,可能是由于注射 rhG-CSF 2d后中性粒细胞

开始升高 , 4d后达最高值 ,随后开始下降的原因 ,这

提示我们临床上需掌握用 rh G-CSF的时机和疗程。

我们的结果显示抗真菌药 (氟康唑 )联合应用

rh G-CSF明显提高了中性粒细胞减少合并白色念珠

菌肺部感染小鼠的生存率。由于中性粒细胞减少至

肺泡中中性粒细胞聚集减少 ,白色念珠菌易在肺部

浸润 ,并大量繁殖 ,甚至播散 ,这时即使应用敏感的
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抗真菌药 ,亦不能阻止白色念珠菌的浸润和播散 ,只

能杀灭部分白色念珠菌。应用 rh G-CSF,通过提高中

性粒细胞数 ,同时增强中性粒细胞的趋化作用 ,则可

阻止白色念珠菌的浸润和播散 ,使病灶局限化 ,有利

于抗真菌药杀灭白色念珠菌。本实验证实了这一点 ,

应用 rhG-CSF,肺部白色念珠菌数明显减少 ,病灶局

限 ,肺组织破坏少 ;而对照组肺部有大量白色念珠

菌 ,病灶范围大 ,肺组织破坏明显。

(本文实验在日本琉球大学第一内科完成 ,期间

得到了斋藤厚教授、普天间朝彦和比嘉太博士的指

导和帮助 ,特此致谢 )
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COMBINED EFFECT OF rhG-CSF AND FLUCONAZOLE

ON PULMONARY CANDIDIASIS IN NEUTROPENIC MICE
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To study the pro phylactic and therapeutic effects of human recombinant g ranulocyte-colony stimulating factor

( rh G-CSF ) on pulmonary candidiasis in neutropenic mice, the mice w er e injected intraperitoneally with

cyclophosphamide ( 200 mg kg
- 1
) and divided into fo ur g roups: ① vehicle, only intratracheal injection with 5× 10

6

candida albicans; ② subcutaneous injection with rhG-CSF 4, 2 or 0 day ( s) befo re the infection; ③ intraperitoneal

injectio n with fluco nazole 12h af ter the infection; ④ injection with a combination of rhG-CSF and fluconazole. The

results showed that rh G-CSF, especially with 100μg kg
- 1
 d

- 1
and four days before injection of candida albicans, had

significant protectio n ag ainst pulmonary candidiasis in neutropenic mice. The infiltration of polymo rpho nuclear

leukocytes ( PMN s) to the infected lung at 24h after injection of candida albicans was more remarkable in the rhG-

CSF treated mice than that in the controlled mice. Combined treatment with rhG-CSF and fluco nazole was mor e

effectiv e than the treatment with either agent alo ne.

Subject headings　　 neutropenia /drug therapy; candidiasis /drug therapy; g ranulocyte colony-stimulating

facto r /therapatic use; fluconazo le /therapeutic use; drug therapy, combination
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