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重组小鼠干扰素鄄γ对感染弓形虫孕鼠
T细胞亚群自然杀伤细胞的影响

弓形虫是一种机会性的专性细胞内寄生原虫遥 人
群感染率世界各地报道不一遥 我国弓形虫病血清阳性
率为7.88%咱1暂遥 孕期感染不但易致流产尧 早产等不良
妊娠结局袁 还可通过胎儿鄄胎盘血液循环垂直传播诱
发新生儿先天性弓形虫病遥 因此袁 对于孕期弓形虫病
的有效治疗甚为重要遥 重组小鼠酌鄄干扰素渊rmu鄄IFN鄄酌冤
可以提高机体的免疫水平袁 对妊娠期弓形虫感染具有
一定的保护作用咱2暂袁 其作用机制尚不十分清楚遥 本文
用流式细胞术检测rmu鄄IFN鄄酌治疗感染弓形虫孕鼠后T
细胞亚群及自然杀伤细胞渊natural killer cell袁 NK细

胞冤水平的变化袁 研究rmu鄄IFN鄄酌对孕鼠外周免疫的
影响遥

材料与方法

1 材料

8耀10周龄BALB/c小鼠袁 购自上海斯莱克动物中
心遥 弓形虫RH株袁 由江苏省寄生虫病防治研究所提
供遥 四色EPICS鄄XL流式细胞仪为美国Coulter公司产
品遥 rmu鄄IFN鄄酌渊英国 Pepro Tech公司冤20 滋g袁 效价逸
1伊107 U/mg袁 用超纯水稀释成200 U/ml尧 2 000 U/ml两
种浓度遥 大鼠抗小鼠异硫氰酸荧光素 渊fluorescein
isothiocyanate袁 FITC冤标记的CD4尧 CD8及R鄄藻红蛋白
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揖摘要铱 目的 探讨重组小鼠 酌鄄干扰素渊rmu鄄IFN鄄酌冤对妊娠期感染弓形虫的小鼠脾脏 T细胞亚群和自然杀伤细胞渊NK
细胞冤水平的影响遥 方法 20只 BALB/c孕鼠随机分为空白对照尧 感染对照及 rmu鄄IFN鄄酌治疗组遥 妊娠第 7耀9 天孕鼠急
性感染弓形虫袁 rmu鄄IFN鄄酌分为 2个剂量组渊按小鼠体重 1 U/g和 10 U/g冤腹腔注射给药袁 3 d后每组随机处死 5只袁 取脾细
胞袁 流式细胞术检测 T细胞亚群和 NK细胞水平遥 结果 两种剂量 rmu鄄IFN鄄酌治疗组 CD4+ T细胞水平在妊娠第 10尧 12尧
14 天高于感染对照组袁 CD8+ T细胞水平在妊娠第 10尧 14天低于感染对照组袁 CD4+/CD8+ T细胞比值在妊娠第 10尧 12尧
14 天高于感染对照组 渊P<0.05冤袁 孕鼠存活时间长于感染对照组遥 结论 注射适量 rmu鄄IFN鄄酌可改善 CD4+/CD8+ T细胞比
值袁 促进 NK细胞增殖袁 提高宿主免疫水平遥

揖关键词铱 弓形虫; 重组小鼠干扰素鄄酌 ; 妊娠; 小鼠; T 细胞亚群; 自然杀伤细胞

Effect of rmu鄄IFN鄄酌 on the Splenic T Cell Subsets and NK Cells
of Pregnant Mice Infected with Toxoplasma gondii

LUO Fang鄄jun
渊Department of Clinical Laboratory袁 Zhuji People忆s Hospital袁 Zhuji 311800袁 China冤

揖Abstract铱 Objective To explore the effect of rmu鄄IFN鄄酌 on the change of T cell subsets and natural killer cells
of pregnant mice infected with T. gondii. Methods Early pregnant mice infected with T. gondii were administered with
different doses渊1 U/g or 10 U/g冤 of rmu鄄IFN鄄酌 for three days before euthanasia. The numbers of splenic CD4+ and CD8+ T
cells and natural killer cells were detected by flow cytometry. Results Compared with the infected mice that were not
treated袁 the level of splenic CD4+ T cells in mice administered with two doses of rmu鄄IFN鄄酌 increased on the day 10袁 12袁
14 of gestation袁 while the level of CD8+ T cells decreased on the day 10袁 14 of gestation. The ratio of CD4+/CD8+ T cells
increased significantly on the day 10袁 12袁 14 of gestation. Survival days of the two administered groups were longer than
those of the infected group. Conclusion A proper dose of rmu鄄IFN鄄酌 can reverse the decline of the ratio of T cell
subsets袁 improve the proliferation of NK cells袁 and so increase the level of peripheral cellular immunity of pregnant mice.

揖Key words铱 Toxoplasma gondii曰 rmu鄄IFN鄄酌曰 Mouse曰 Pregnancy曰 T cell subsets曰 Natural killer cell
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渊R鄄phycoerythrin袁 R鄄PE冤标记大鼠抗小鼠泛自然杀伤
细胞渊pan鄄NK冤单克隆抗体袁 由上海晶美生物制品有
限公司提供遥

2 方法

2.1 弓形虫速殖子收集与纯化 弓形虫速殖子悬液

0.2 ml渊1伊107/ml冤腹腔注射小鼠袁 3 d后脱臼处死取腹
水袁 胰酶消化法 咱3暂纯化速殖子袁 所得弓形虫悬液
调至1伊107/ml袁 液氮冻存备用遥
2.2 分组及处理 按雌颐雄=2颐1合笼4 d袁 每天清晨检
查阴栓袁 发现阴栓之日作为妊娠第0天咱4暂袁 共得孕鼠80
只袁 随机分为4组袁 每组20只遥 感染对照组与两个实
验治疗组袁 于妊娠第8天腹腔接种弓形虫速殖子400个/
只袁 空白对照组注射0.2 ml生理盐水遥 妊娠第7尧 8尧 9
天渊即感染的-1尧 0尧 1 d冤两实验治疗组孕鼠分别于腹
腔注射rmu鄄IFN鄄酌袁 按小鼠体重计算袁 低剂量组为1 U/g
渊浓度院200 U/ml冤袁 高剂量组为10 U/g 渊浓度院 2 000 U/
ml冤遥 感染对照组注射同体积生理盐水遥 于妊娠第10尧
12尧 14和16天袁 每组处死5只袁 取脾备用遥
2.3 脾细胞悬液的制备 按文献咱5暂方法将脾细胞浓
度调节至2伊106个/ml袁 备用遥
2.4 T细胞亚群及NK细胞的检测 取4支试管袁 加入
浓度为2伊106/ml的脾细胞悬液各100 滋l袁 分别加入20 滋l

FITC标记的大鼠抗小鼠CD4尧 CD8袁 8 滋l R鄄PE 标记的
大鼠抗小鼠pan鄄NK单克隆抗体袁 第4管为PBS对照遥 混
匀袁 室温避光孵育20 min后用PBS洗袁 1 288 伊 g 离心5
min伊 2次遥 流式细胞术检测T细胞亚群和NK细胞遥

3 统计分析

用SPSS11.5软件袁 单因素方差分析最小平方差
渊LSD冤法比较各组的T细胞及NK细胞水平遥

结 果

1 孕鼠脾T细胞亚群水平
1.1 CD4+ T细胞水平 妊娠各期感染对照组脾CD4+

T细胞的水平均低于空白对照组渊P<0.05冤曰 rmu鄄IFN鄄酌
低剂量组在妊娠第14天尧 高剂量组在妊娠第10尧 12尧
14天袁 CD3+尧 CD4+ 及CD8+ T细胞水平显著高于感染
对照组渊P<0.01冤渊表 1冤遥
1.2 CD8+ T细胞水平 感染组在妊娠第10尧 12和14
天CD8+ T细胞水平高于空白对照组曰 与感染对照组相
比袁 rmu鄄IFN鄄酌低剂量组在妊娠第14天尧 高剂量组在
妊娠第10尧 14天袁 CD8+ T细胞水平明显降低渊P<0.01冤曰
妊娠第16天袁 各组的CD8+ T细胞水平接近渊表 2冤遥
1.3 CD4+/ CD8+ T细胞亚群比值 与空白对照组相

比袁 在妊娠第10尧 12和14天感染对照组的CD4+/CD8+

注: * 低于空白对照组, P<0.05曰 # 显著高于感染对照组, P<0.01遥
Note: * Significantly lower than control袁 P<0.05曰 # Significantly higher than infected control袁 P<0.01.

表 1 不同妊娠期小鼠脾 CD4+ T细胞水平(x依s)
Table 1 Level of splenic CD4+ T lymphocytes of pregnant mice in different stages of gestation (x依s)

组别

Group
小鼠数

No. mice

20 45.33依1.35 45.51依5.43 43.19依8.11 47.28依1.87
20 30.11依8.69* 31.47依5.55* 33.71依7.42* 38.96依2.16*

20 33.10依7.38 35.98依4.62 38.87依8.02# 37.77依2.06

妊娠 10 d
10 d pregnancy

妊娠 12 d
12 d pregnancy

妊娠 14 d
14 d pregnancy

妊娠 16 d
16 d pregnancy

20 40.68依9.78# 41.31依9.44# 40.98依10.88# 39.84依4.68

注: * 高于空白对照组, P<0.05; # 显著低于感染对照组, P<0.01遥
Note: * Significantly higher than control袁 P<0.05; # Significantly lower than infected control袁 P<0.01.

表 2 不同妊娠期小鼠脾 CD3+尧CD4+及 CD8+ T细胞水平(x依s)
Table 2 Level of splenic CD3+, CD4+, CD8+ T lymphocytes of pregnant mice in different stages of gestation(x依s)

组别

Group
小鼠数

No. mice

20 41.38依8.98* 40.88依6.28* 43.33依8.14* 36.56依4.86
20 31.54依6.21 39.87依5.56 33.56依4.46 36.96依6.18

20 35.63依1.26 40.91依9.68 32.36依3.88# 37.66依6.12

妊娠 10 d
10 d pregnancy

妊娠 12 d
12 d pregnancy

妊娠 14 d
14 d pregnancy

妊娠 16 d
16 d pregnancy

20 28.37依7.84# 36.48依4.86 31.98依5.56# 36.26依5.06

空白对照组 Control
感染对照组 Infected Control

rmu鄄IFN鄄酌 1 U/g
rmu鄄IFN鄄酌 10 U/g

治疗组 Treatment

空白对照组 Control
感染对照组 Infected Control

rmu鄄IFN鄄酌 1 U/g
rmu鄄IFN鄄酌 10 U/g

治疗组 Treatment
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3 小鼠感染弓形虫后状况

小鼠感染弓形虫后出现食欲减退尧 嗜睡尧 精神萎
靡尧 体重下降和毛逆立等袁 3 d后腹部开始膨大袁 出
现腹水袁 并有阴道流血袁 流产征兆遥 分别于感染后第
4天渊妊娠第 12天冤和第6天袁 感染对照组各有1只死亡袁
而rmu鄄IFN鄄酌治疗组则无死亡遥

讨 论

治疗孕期弓形虫感染的理想药物袁 应是渗透性能
好尧 胎盘部位药物浓度高尧 可透过胎盘杀灭各期弓形
虫袁 可渗入包囊尧 对胎儿无毒副作用和致畸作用的药
物袁 目前尚无一种药物符合上述标准遥

机体的正常免疫功能处于Th1/Th2动态平衡中袁
妊娠期母体的免疫状态以Th2细胞分化为优势遥 弓形
虫感染后诱导的是以分泌Th1细胞因子为特征的细胞
免疫反应袁 Th1细胞因子IFN鄄酌尧 IL鄄2尧 TNF鄄琢活跃袁

则机体处于抵抗状态袁 反之则处于易感状态遥 IFN鄄酌
是在抗弓形虫免疫中起主导作用的细胞因子袁 能调节
免疫细胞活性袁 杀灭弓形虫遥 抗弓形虫保护性免疫很
大程度上依赖于IFN鄄酌的表达遥 Suzuki等咱6暂在给T细胞
功能缺陷的裸鼠感染弓形虫前24 h开始隔天注射rmu鄄
IFN鄄酌袁 发现小鼠腹腔巨噬细胞的杀虫活性明显增强袁
各器官组织的虫体数较对照组明显减少遥 从而提出
IFN鄄酌用于弓形虫感染的治疗袁 可能有应用前景遥
Shirihata等咱7暂研究发现袁 小鼠妊娠期对弓形虫易感性
提高与孕期IFN鄄酌的产生受抑制有关遥 本研究表明袁
在妊娠各期感染组的脾脏CD4+T细胞水平均低于空白
对照组袁 而CD8+T细胞水平渊妊娠第10尧 12尧 14天冤
呈持续较高状态袁 提示母体毒性T细胞的功能占主导遥
在妊娠各期感染对照组的CD4+/CD8+ T细胞比值明显
倒置袁 表明感染弓形虫孕鼠的T细胞亚群比例失衡并
处于免疫抑制状态袁 可能是造成弓形虫垂直传播的重

比值明显倒置渊P<0.01冤遥 rmu鄄IFN鄄酌低剂量组在妊娠
第14 天尧 高剂量组在妊娠第10尧 12尧 14天袁 CD4+/
CD8+比值显著高于感染对照组渊P<0.01冤渊表 3冤遥

2 孕鼠脾脏NK细胞水平
妊娠各期感染组的NK细胞水平均显著低于空白

对照组渊P<0.01冤遥 rmu鄄IFN鄄酌高剂量组NK细胞水平在
妊娠第12天明显上升形成高峰袁 妊娠第14尧 16天有所
下降袁 但均明显高于感染对照组渊P<0.01冤曰 rmu鄄IFN鄄酌
低剂量组在妊娠第14尧 16天NK细胞水平高于感染对
照组渊P<0.01冤渊表 4冤遥

注: * 显著低于空白对照组, P<0.01曰 # 显著高于感染对照组, P<0.01遥
Note: * Significantly lower than control袁 P<0.01曰 # Significantly higher than infected control袁 P<0.01.

表 3 不同妊娠期小鼠脾 CD4+与 CD8+ T细胞比值(x依s)
Table 3 Ratio of splenic CD4+/CD8+ T cells of pregnant mice in different stages of gestation(x依s)

组别

Group
小鼠数

No. mice

20 0.73依0.97* 0.77依0.88* 0.78依0.91* 1.07依0.44
20 1.47依0.22 1.14依0.98 1.29依0.53 1.30依0.30

20 0.93依0.68 0.88依0.49 1.20依0.88# 1.00依0.81

妊娠 10 d
10 d pregnancy

妊娠 12 d
12 d pregnancy

妊娠 14 d
14 d pregnancy

妊娠 16 d
16 d pregnancy

20 1.43依0.94# 1.13依0.67# 1.28依0.89# 1.10依0.79

注: * 显著低于空白对照组, P<0.01曰 # 显著高于感染对照组, P<0.01遥
Note: * Significantly lower than control袁 P<0.01; # Significantly higher than infected control袁 P<0.01.

表 4 不同妊娠期小鼠脾 NK细胞水平(x依s)
Table 4 Level of splenic NK cells of pregnant mice in different stages of gestation(x依s)

组别

Group
小鼠数

No. mice

20 9.64依2.60* 8.91依3.24* 9.38依5.56* 9.53依3.26*
20 13.26依1.42 10.24依2.50 11.38依1.05 13.07依1.53

20 10.23依2.90 13.04依3.39# 2.25依1.55# 10.95依1.39

妊娠 10 d
10 d pregnancy

妊娠 12 d
12 d pregnancy

妊娠 14 d
14 d pregnancy

妊娠 16 d
16 d pregnancy

20 10.32依2.59 18.64依5.30# 15.15依5.58# 15.69依1.02#

空白对照组 Control
感染对照组 Infected Control

rmu鄄IFN鄄酌 1 U/g
rmu鄄IFN鄄酌 10 U/g

治疗组 Treatment

空白对照组 Control
感染对照组 Infected Control

rmu鄄IFN鄄酌 1 U/g
rmu鄄IFN鄄酌 10 U/g

治疗组 Treatment
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要原因遥 经rmu鄄IFN鄄酌治疗后袁 可使感染弓形虫的孕
鼠CD4+/CD8+ T细胞比值倒置逆转遥 其原因可能是其
促进Th细胞增殖和抑制CD8+ T细胞表达遥

Luft等咱8暂 研究表明袁 小鼠妊娠使得被弓形虫激活
的NK细胞活性受到抑制遥 NK细胞活性下降并非由于
NK细胞枯竭或稀释袁 而是由于单个细胞功能受损所
致袁 且与IFN鄄酌的产生受到抑制有关遥 Nigro等咱9暂研究
证实袁 低水平的NK细胞与弓形虫的垂直传播相关遥
本研究结果表明袁 感染小鼠不同妊娠期的NK细胞水
平均低于空白对照组袁 表明妊娠期感染弓形虫可使
NK细胞的增殖受到抑制袁 与Nigro等咱9暂的结论相一致遥
而经rmu鄄IFN鄄酌治疗后袁 弓形虫感染孕鼠脾NK细胞的
水平升高袁 表明rmu鄄IFN鄄酌能促进NK细胞的增殖遥

本研究结果证明袁 rmu鄄IFN鄄酌能有效诱导机体的
免疫应答袁 在一定程度上激发机体系统免疫应答袁 有
效抵抗弓形虫感染袁 提高小鼠的存活率遥 作为Th1细
胞因子袁 IFN鄄酌在正常妊娠中过高表达袁 会抑制滋养
细胞增殖袁 造成胚胎的自然流产袁 但是少量的IFN鄄酌
对于妊娠具有营养作用咱10暂遥 陈炳兰等咱11暂发现低剂量的
rmu鄄IFN鄄酌渊1 U/g冤在抑制弓形虫增殖尧 保护孕鼠尧 降
低垂直传播的同时袁 并没有增高孕鼠的流产率袁 说明
在小鼠孕晚期使用是安全的遥 晋柏等咱12暂也发现妊娠早
期小鼠感染弓形虫后袁 使用rmu鄄IFN鄄酌 渊1耀10 U/g冤均
能抑制弓形虫增殖尧 保护孕鼠尧 降低垂直传播袁 而流
产率并没有增高袁 从而认为是有效而安全的遥 在本实
验中袁 由于样本量不够大袁 观察时间有限及实验分组
尚少袁 因而对其应用后的长期效果未能作进一步的观
察遥 因此袁 rmu鄄IFN鄄酌在小鼠孕期应用的安全有效剂
量和应用时间有待进一步的研究遥
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