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间日疟原虫可溶性抗原对树突状细胞成熟的影响
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目的
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观察间日疟原虫可溶性抗原"

R'L9
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$对树突状细胞"

P*

$成熟分化的影响%方法
!

以间日疟

患者感染红细胞获得
R'L9

J

!体外刺激人单核来源的未成熟
P*

%采用流式细胞术分析不同浓度的
R'L9

J
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"'$
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$作用下再经脂多糖"

/R3

$诱导后
P*

成熟相关分子
*P0&

'

*P0!

'主要组织相容性抗原分子

"

4/9#P[

$的表达变化%结果
!

&

组
R'L9

J

刺激的
P*

再经
/R3

诱导后表达
*P0&

'

*P0!

和
4/9#P[

阳性的百分

率均高于对照组%

&

个剂量组
*P0&

'

*P0!

表达量均明显升高!差异有统计学意义"

A

#
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或
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组
4/9#P[

表达量明显升高!差异有统计学意义"

A

#
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$%结论
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R'L9

J

能上调
P*

部分成熟性表

型的表达!表明
R'L9

J

具有促进
P*

成熟的作用%

"关键词#
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间日疟原虫#

!

树突状细胞#

!

免疫表型
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疟疾是危害人类最严重的寄生虫病#恶性疟每年造成数亿

人感染和近百万患者死亡)我国主要流行的是间日疟#每年造

成数十万人感染#防疟形式依然严峻,

$

-

)疟疾感染的免疫机制

研究一直受到普遍关注)近年来疟原虫感染对树突状细胞

$

P*

&功能的影响成为被关注的焦点之一#但各方的研究结论

不一#且研究的结果均来自于恶性疟原虫和鼠疟原虫#关于间

日疟原虫对
P*

免疫功能影响的研究非常不足)本研究通过

采集间日疟患者血样获取间日疟原虫可溶性抗原$

R'L9

J

&#使

之与单核细胞来源的
P*

相互作用#通过流式细胞术检测
P*

表面成熟相关性分子的变化#从而判断间日疟原虫可溶性抗原

对
P*

成熟的影响)

$

!

材料与方法

$'$

!

标本来源
!

外周血均取自学生#年龄
$0

"

%%

岁#平均
%"

岁)间日疟患者全血采蚌埠医学院自本院周边县区医院#经镜

检选取较成熟的配子体和裂殖体的血样用于提取
R'L9

J

)

$'/

!

主要试剂与设备
!

白细胞滤器$南京生物医学工程研究

所&#超声粉碎机$宁波新知公司&#

3P3

+皂素+蛋白酶
Q

$

AD

J

I8

公司&#

R=<E;CC

分离液+

\DE;CC

分离液+脂多糖$

/R3

&$合肥志宏

公司&#

V/#1

+粒
#

单集落刺激因子$

Z)#*3\

&$联科生物公司&#

荧光抗体抗
*P0&\D?E

+抗
*P0!R=

和抗
4/9#P[R=<E

>

$

UP

公司&#

[R)V$!1"

培养液$

ZVU*Y

公司&补充
%II;C

"

/

谷氨酰

胺+

$II;C

"

/

丙酮酸钠+

("I

J

"

/

庆大霉素和
$""IC

"

/

新生小

牛血清$

\*3

#杭州四季青公司&后为完全
$!1"

培养液#相差显

微镜$广西梧光&#流式细胞仪
\9*3*8CD5B<

为
UP

公司产品)

$''
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方法

$'''$

!

R'L9

J

的制备
!

经显微镜镜检#将富含成熟阶段虫体

的间日疟原虫感染血样用
[R)V$!1"

制成
%(2

红细胞$

[U*

&

悬液后#用
RC8AI;HD

>

B<

滤器滤除白细胞#再用
!"2 R=<E;CC

经

密度梯度离心法浓集分离感染红细胞#具体方法参见文献,

%

-)

再加入
$"

倍于感染血样体积的
"'$2

皂素生理盐水溶液#轻

轻混匀#室温放置
$IDG

#

$""""<

"

IDG

#

1b

离心
$(IDG

#弃上

清液#用
(

倍体积的
$fRU3

混匀#

$""""<

"

IDG

#

1b

离心
$(

IDG

#弃上清液#按此方法重复洗涤
&

"

1

次#直到上清液无色透

明为止#以上操作均在冰面上进行#所获得的棕黑色沉淀即为

纯化的间日疟原虫颗粒抗原)将此颗粒抗原超声粉碎$电压

1("+

#共超声粉碎
$(

次#每次
%"A

#间隔
-"A

&#粉碎好的混合

物置
1b

冰箱过夜#离心#上清液即为
R'L9

J

)用
"'%%

&

I

微

孔滤膜$

RO3

膜&除菌后#取少量经核酸蛋白分析仪测蛋白质含

量#其余
W0"b

冻存待用)
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外周血单核细胞的分离和
P*

的培养
!

抽取健康者外

0

0(1$

0

检验医学与临床
%"$$

年
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月第
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卷第
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期
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周血
%(I/

肝素抗凝#以常规方法分离单个核细胞$

RU)*

&将

其用完全
[R)V$!1"

培养液$含
$"2

胎牛血清&调整细胞至
%

f$"

,

"

I/

#置
!

孔细胞培养板中
&,b

孵育
&@

#使单核细胞黏

附于平皿表面)以毛细吸管吸去未黏附的细胞#并用
[R#

)V$!1"

吹洗
!

次以上直至镜下观察无悬浮细胞#附壁的细胞

即获得的单核细胞)

P*

的培养参见文献,

&

-)附壁的单核细

胞孔中重新加入完全
[R)V$!1"

培养液#并补充
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#饱和湿度
(2 *Y

%

继续培养%每隔
&H

半量换液#补充等量细胞因子#同时镜下观察细胞生长形态变

化#至培养第
,

天收集并计数)取已收集的未成熟
P*

$

DIP*

&

转移至
-!

孔培养板分孔培养#每孔
%f$"(

#加入
R'L9

J

并调

整培养体积为
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&
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"孔#并使
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终浓度梯度分别为
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#刺激
%1@

后再分别加入脂多糖$

/R3

&$

$'"

&

J

"
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&继续培养
10@

)即分组为!

R'L9
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I/X*R3'
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J
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J

"

I/X*R3

和
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J

$"'"

&

J

"

I/X/R3

组)同

时设未刺激孔$

P*#8C;G=

&和
/R3

诱导的阳性对照孔$

/R3$'"

&

J

"

I/

&)
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细胞涂片观察和表型检测
!

至第
$"

天培养结束#取各

组细胞涂片
ZVO)39

染色做形态学 观 察#并 用 抗
#*P0&

\V:*

+抗
#*P0!RO

和抗
#4/9#P[R=<E

>

荧光标记抗体染色#

各荧光通道均设同型对照管)流式细胞术检测用
*=CC

g

B=A?

软

件收取细胞#选择前向散射光和侧向散射光均高表达区域的细

胞#分析各组细胞中阳性细胞百分率)

$'1

!

统计学方法
!

采用单因素方差分析对结果进行统计分

析#均数间的两两比较采用
3TQ

法#用
3R33$$'(

软件完成)

/

!

结
!!

果

/'$

!

细胞培养结果
!

分离的单核细胞经细胞因子诱导后第
,

天能成功地分化为
DIP*

#细胞体积增大呈悬浮生长#且部分

呈团聚状态#细胞周边可见
P*

特征性的毛刺样突起$图
$8

&#

胞浆和胞核较单核细胞有显著增大$图
$5

&)再以
R'L9

J

X

/R3

诱导
,%@

的
DIP*

胞体进一步增大#胞浆更为丰富

$图
$E

&)

/'/

!

/R3

诱导负载
R'L9

J

的
P*

表型变化
!

DIP*

经
R'L9

J

"'$

+

$'"

+

$"'"

&

J

"

I

刺激
%1@

继而加入
/R3

继续诱导
10@

#检

测各组
P*

表面分子
*P0&

+

*P0!

+

4/9#P[

的百分含量)结

果显示!经
R'L9

J

作用的
P*

在经
/R3

诱导后其表面分子

*P0&

+

*P0!

+

4/9#P[

阳性百分率与未刺激
P*

比较#各组的

表型分子均有不同程度的升高)其中
R'L9

J

"'$

+

$'"

+

$"'"

&

J

"

I/

组
*P0&

表达明显升高#差异有统计学意义$

A

#

"'"$

#

A

#

"'"$

#

A

#

"'"$

&#

R'L9

J

"'$

+

$'"

+

$"'"

&

J

"

I/

组
*P0!

表

达明显升高#差异有统计学意义$

A

#

"'"$

#

A

#

"'"$

#

A

#

"'"(

&#

R'L9

J

$"'"

&

J

"

I/

组
4/9#P[

明显升高#差异有统计

学意义$

A

#

"'"(

&)并且
R'L9

J

"'$

&

J

"

I/

和
$'"

&

J

"

I/

组

*P0!

表达高于单纯的
/R3

诱导组#差异有统计学意义$

A

#

"'"(

#

A

#

"'"(

&)各组
P*

表型流式检测和统计结果分析见

表
$

+图
%

)

表
$

!

&

组的
P*

表面分子
*P0&

&

*P0!

和
4/9#P[

的阳性比率'

)e!

%

FdI

%

2

(

组别
表型

*P0& *P0! 4/9#P[

P*8C;G= $,'$(d('," !-'0&d('$, !"',&d('11

/R3$

&

J

"

I/ 1!'"$d$"'0" ,1'"-d$"'"& ,$'0(d0',"

R'L9

J

"'$

&

J

"

I/X/R3$'"

&

J

"

I/ 10'-%d0'-, 0('$"d&'00 ,"'1&d('$0

R'L9

J
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&

J

"
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&

J

"

I/ 1,'$%d$('(& 0&'$%d(',0 ,&'!&d$$'0%

R'L9

J

$"'"

&

J

"
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注!

8

!未成熟
P*

$

f1""

&%

5

!未成熟
P*

$

ZD=IA8

染色#

f$"""

&%

E

!

R'L9

J

X/R3

诱导的
P*

$

ZD=IA8

染色#

f$"""

&)

图
$

!

P*

培养至第
,

天和刺激培养至第
$"

天的形态学观察

!!

注!实验组与
P*8C;G=

组比较#

&

!

A

#

"'"(

%

&&

!

A

#

"'"$

%与

/R3$'"

&

J

"

I/

组比较#

+

!

A

#

"'"(

)

图
%

!

对照组&

/R3

诱导组和实验组的
P*

再经

/R3

诱导后表型变化的比较

'

!

讨
!!

论

疟疾是危害严重的寄生虫病#疟疾感染中存在着复杂的抗

疟原虫免疫应答及调节机制)目前对疟疾的免疫学认识多数

是来源于对恶性疟或动物模型的研究#但是不同的疟原虫
#

宿

主关系中免疫应答特征并不相同#因此直接针对间日疟开展研

究可为临床工作提供更可靠的关于间日疟免疫机制的认识)

随着近年来研究的深入#

P*

在疟疾免疫应答中的作用逐渐成

为被关注的焦点)

P*

是已知最强力的抗原递呈细胞#并处于

连接非特异性免疫和特异性免疫的中心环节#因此其功能状况

必然会深刻的影响到机体抗疟免疫应答的性质和病情的转归)

成熟的
P*

是已知功能最强的专职
9R*A

#能激活静止
:

淋巴细胞从而激发初次免疫应答)

P*

的成熟受多种因素影

响#如炎性细胞因子
:T\#

!

+细菌产物如
/R3

等#还与其微环

境中存在的炎性因子相互作用以及与淋巴细胞相互接触所提

供的刺激信号密切相关)己有研究证明不同病原体及其产物

可通过不同的通路使
P*

成熟,

1

-

)

成熟
P*

表面表达丰富的与抗原递呈有关的
)4*

+

+

*

类分子#并高水平的表达各种共刺激分子如
U,#$

$

*P0"

&和

U,#%

$

*P0!

&+

/\9#&

$

*P(0

&+

V*9)#&

$

*P("

&及
*P1"

#这些

分子与
P*

的生物学功能密切相关#对
P*

免疫功能的发挥有

重要作用)

)4*

+

+

*

类分子有利于
P*

递呈抗原#

U,

"

*P%0

0

-(1$

0
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途径是
:

淋巴细胞活化的主要协同刺激信号)

*P0&

是成熟

P*

的重要标志#目前认为只有成熟
P*

可以稳定的表达
*P0&

分子,

(

-

)根据其成熟状态的不同#

P*

具有着迥然相异的功

能)未成熟
P*

与免疫抑制和免疫耐受过程密切相关#其机制

是在未成熟期细胞表面虽表达
)4*#

*

分子#但低水平表达共

刺激分子
*P0"

和
*P0!

#使
:

淋巴细胞缺少应答的第
%

信号#

导致
:

淋巴细胞表现为低反应性或无能#因而诱导了免疫耐

受的发生,

!

-

)因此在本研究中本文选择了
P*

相对特异性的

成熟性标志
*P0&

分子和与抗原递呈有关的表型
4/9#P[

+

*P0!

分子的表达水平作为
P*

的成熟指标)

在以往的研究中#对于疟原虫感染后
P*

的功能是否正常

存在诸多观点上的矛盾)有研究认为疟原虫感染后
P*

保持

着完整的功能)

P*

被疟原虫抗原诱导成熟#上调
)4*VV

和

共刺激分子#分泌
:@$

分化型细胞因子#表现为功能上的正向

应答#从而决定了随后的整个保护性免疫状态的形成,

,#0

-

#但也

有研究显示疟原虫感染后
P*

功能抑制!

a<58G

等众多研究者

都证实了疟疾感染和体外培养中
P*

的
)4*

分子+共刺激分

子和分泌
V/#$%

功能的缺失,

-

-

#这种成熟缺陷的
P*

不能诱导

初始的
:

淋巴细胞和继发的抗原特异性
:

淋巴细胞应答)本

实验观察分析了负载
R'L9

J

的
P*

在追加成熟诱导物
/R3

后

表型的变化#结果显示
R'L9

J

追加
/R3

诱导的各剂量组表型

均升高)相对于未刺激组#除
R'L9

J

"'$

&

J

"

I/X/R3

和

R'L9

J

$'"

&

J

"

I/X/R3

组的
4/9#P[

之外其他各组的升高

均有统计学意义$

A

#

"'"$

或
A

#

"'"(

&%与
/R3

诱导组比较#

R'L9

J

"'$

&

J

"

I/X/R3

和
R'L9

J

$'"

&

J

"

I/X/R3

组的

*P0!

也显著升高#差异有统计学意义$

A

#

"'"(

&#表明特定的

剂量范围内
R'L9

J

对
/R3

的促成熟作用具有协同的正向效

应)

在以往恶性疟和鼠疟的研究中亦发现不同虫种的不同组

分对
P*

功能产生不同影响的现象)如
a<58G

等在恶性疟研

究中发现恶性疟原虫感染的红细胞上膜蛋白成分
R\O)R$

对

P*

具有抑制效应,

$"

-

#另有来自其他诸多虫株的证据表明分离

得到的膜蛋白并未改变
P*

对
/R3

的响应#而是表达正常的功

能成熟,

$$

-

%从鼠疟原虫提取的可溶性蛋白能够有效诱导对疟

原虫感染的保护性反应,

$%

-

)本实验的结果表明间日疟原虫的

可溶性蛋白在体外对
P*

并不产生抑制#证实了不同基因背景

的疟疾种株的可溶性蛋白与宿主的相互作用效应是不同的)
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