
书书书

文章编号：１０００５４０４（２０１２）０３０２１９０４ 论著

Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路在硕大利什曼原虫易感小鼠免疫病理发生中的作用及其机制
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　　［摘要］　目的　研究Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路在对硕大利什曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａｍａｊｏｒ，Ｌ．ｍａｊｏｒ）易感的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠免疫病理
发生中的作用及机制探讨。方法　 以Ｃ５ａＲＫＯ小鼠（ＢＡＬＢ／ｃ背景）为模型，观察比较了ＷＴ和Ｃ５ａＲＫＯ的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
在Ｌ．ｍａｊｏｒ感染后的病变情况，有限稀释法检测了各组感染小鼠体内寄生虫的负荷，并进一步通过ＦＡＣＳ检测了相关细胞
因子如ＩＬ１７和 ＩＬ４的产生，来探讨Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路在Ｌ．ｍａｊｏｒ易感型ＢＡＬＢ／ｃ小鼠免疫病理发生中的作用机制。结果　
相比ＷＴ小鼠，Ｃ５ａＲＫＯ小鼠感染Ｌ．ｍａｊｏｒ后的病变程度明显减轻（Ｐ＜０．０５），体内寄生虫负荷也显著降低（６．９５２±０．３９８
ｖｓ４．３４０±０４３４，Ｐ＜０．０１）；同时，ＦＡＣＳ胞内染色结果表明ＣＤ４＋ＩＬ４＋Ｔ细胞亚群百分比显著降低（０．９６００±０．１４８３ｖｓ
０３１４０±００４２６，Ｐ＜０．０１），但ＣＤ３＋ＩＬ１７＋Ｔ细胞亚群的百分比在两组之间无显著差异（０．７９２０±０．０５１３ｖｓ０．８５８０±
０．０８４５，Ｐ＝０．５２２３）。结论　 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路通过调节Ｔｈ２细胞关键细胞因子ＩＬ４的产生，在Ｌ．ｍａｊｏｒ易感小鼠的免疫
病理发生中发挥作用。
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　　利什曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ）是自然界中经白蛉叮咬
传播的一类原生寄生虫，它主要感染并寄生于宿主巨

噬细胞 （Ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，Ｍφ）中。利什曼原虫感染小鼠
模型常被用来研究胞内病原体免疫学机制，其中硕大

利什曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ．ｍａｊｏｒ，Ｌ．ｍａｊｏｒ）感染小鼠模
型是最广泛应用于研究胞内病原体的细胞免疫应答与

调节的经典模型［１］。

　　Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠模型中表现遗传抗性还是遗传
易感性取决于其诱导的ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群的发育及其
细胞因子的分泌［２］。抗性小鼠（如 Ｃ５７ＢＬ／６，Ｃ３Ｈ等
品系小鼠）感染 Ｌ．ｍａｊｏｒ后其治愈与分泌 ＩＦＮγ和
ＩＬ１２的Ｔｈ１细胞的发展密切相关，因为ＩＦＮγ可激活
Ｍφ，活化的Ｍφ产生一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ），后
者可杀伤寄生在胞内的利什曼原虫。相反，易感小鼠

（如ＢＡＬＢ／ｃ品系小鼠）则在感染后产生 ＩＬ４，促进分
泌ＩＬ４和 ＩＬ１０的 Ｔｈ２细胞的发育和增殖，抑制 Ｍφ
对胞内菌的杀伤，从而导致疾病的发生［２］。研究发

现，利什曼原虫感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后，会抑制宿主巨噬
细胞中ＩＬ１２的表达，Ｔｈ１免疫应答减弱及ＩＦＮγ的产
生下降，同时另一方面会诱导产生大量的 ＩＬ４，促进
Ｔｈ２免疫应答反应，从而使ＢＡＬＢ／ｃ小鼠对Ｌ．ｍａｊｏｒ产
生易感性［２－４］。另有研究发现，ＩＬ１７是除Ｔｈ２细胞因
子以外在Ｌ．ｍａｊｏｒ感染中的关键分子，它通过募集嗜
中性白细胞募集至感染部位，促进易感小鼠（ＢＡＬＢ／ｃ
小鼠）皮肤利什曼病病理的发生与发展［５］。

　　具有传染性的Ｌ．ｍａｊｏｒ前鞭毛体侵入宿主机体后
会激发补体和巨噬细胞的活化，导致 Ｌ．ｍａｊｏｒ的杀伤。
已有的研究发现Ｌ．ｍａｊｏｒ感染ＢＡＬＢ／ｃ小鼠后，可通过
与补体中间产物Ｃ３ｂ的调理作用感染巨噬细胞，逃逸
补体终末产物ＭＡＣ的裂解［６－７］，并通过一系列的免疫

逃逸机制逃避巨噬细胞对其的破坏［８］。Ｃ５ａ是补体
Ｃ３的下游分子，是Ｃ５补体活化过程中产生的具有强
大的促炎及趋化效应的过敏毒素，Ｃ５ａ与 Ｃ５ａＲ相互
作用在抗感染防御机制中为天然免疫和获得性免疫功

能提供了一重要的桥梁。研究发现 Ｃ５ａ的异常表达
常与脓毒症，急性肺损伤等炎症疾病的病理发生发展

有关［９］，表明Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路在一些感染性、自身免疫
性及过敏性疾病等引起的炎症应答中起着重要作用，

但Ｃ５ａ在 Ｌ．ｍａｊｏｒ病理发生中的作用及机制并不清
楚。本文以 ＢＡＬＢ／ｃ背景的 Ｃ５ａＲＫＯ小鼠为研究模
型，探讨了 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路在 Ｌ．ｍａｊｏｒ野生型
ＢＡＬＢ／ｃ小鼠免疫病理发生中的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
　　Ｃ５ａＲＫＯ种鼠（ＢＡＬＢ／ｃ背景）购买于 ＪａｃｋｓｏｎＬａｂｏｒａｔｏｒｙ，

于第三军医大学全军免疫研究所 ＳＰＦ级动物房繁殖；６～８周
龄ＳＰＦ级ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自北京动物研究所华埠康生物有限
公司。

１．２　试剂
　　Ｇｒａｃｅ昆虫培养基（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＰＭＩ１６４０培养基
（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司）；小牛血清，胎牛血清（天津 ＴＢＤ公司）；青霉
素，链霉素（华北制药公司）；纯化的抗小鼠 ＣＤ３ｍＡｂ，纯化的抗
小鼠ＣＤ２８ｍＡｂ，ＦＩＴＣ标记的抗小鼠ＣＤ３ｍＡｂ，ＰＥ标记的抗小鼠
ＣＤ４ｍＡｂ，ＰｅｒＣＰ标记的抗小鼠 ＩＬ１７，ＡＰＣ标记的抗小鼠 ＩＬ４
单抗以及相应的同型阴性对照均购自 Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司。钙离子
载体（Ｉｏｎｏｍｙｃｉｎ）、佛波酯（ＰＨＯＲＢＯＬ１２ＭＹＲＩＳＴＡＴＥ１３ＡＣＥ
ＴＡＴＥ，ＰＭＡ）和ＢＦＡ（ＢＲＥＦＥＬＤＩＮＡ）均购自Ｓｉｇｍａ公司。

１．３　寄生虫感染，病损及寄生虫载量的检测
　　Ｌ．ｍａｊｏｒ（ＭＨＯＭ／ＩＬ／８０／Ｆｒｉｅｄｌｉｎ）为加拿大 Ｕｚｏｎｎａ博士获
赠。Ｌ．ｍａｊｏｒ培养于添加 ２０％ ＦＢＳ，２ｍｍｏｌ／Ｌ谷氨酰胺，
１００Ｕ／ｍｌＰ／Ｓ（青霉素，链霉素）的 Ｇｒａｃｅ昆虫完全培养基。
Ｌ．ｍａｊｏｒ前鞭毛体传代培养７ｄ至稳定期，以５×１０６／只（高剂
量）或１×１０６／只（常规剂量）分别经皮下注入各受试组小鼠右
脚掌进行感染（５０μｌ／只）。感染后第２周开始，每周监测受感
染脚掌病损程度；根据机构实验动物管理政策，当受感染脚掌

病损达到３．５ｍｍ或者开始发生溃疡时，受试小鼠应当被处死。
小鼠体内寄生虫载量利用有限稀释法进行测定［１０］。

１．４　胞内细胞因子ＩＬ４和ＩＬ１７的测定
　　拔眼球取血处死Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠，分离出引流淋巴结，制
备单细胞悬液，计数后调整细胞浓度为２×１０６／ｍｌ，接种于４８
孔细胞培养板（５００μｌ／孔），各受试孔分别加入可溶性利什曼
抗原（ｓｏｌｕｂｌｅｌｅｉｓｈｍａｎｉａｌＡｇ，ＳＬＡ；５０μｇ／ｍｌ）刺激，置于３７℃
ＣＯ２孵箱中培养７２ｈ。其中阳性对照组加入１μｇ／ｍｌ抗小鼠
ＣＤ３ｍＡｂ和１μｇ／ｍｌ抗小鼠ＣＤ２８ｍＡｂ替代 ＳＬＡ刺激。在培养
的最后 ４～６ｈ，加入 ５００ｎｇ／ｍｌＩｎｏｍｙｃｉｎ、５０ｎｇ／ｍｌＰＭＡ和
１０μｇ／ｍｌＢＦＡ。收集细胞至流式管中，各管加入抗小鼠 ＣＤ１６／
ＣＤ３２ｍＡｂ于冰上封闭１５ｍｉｎ后，按 ＦＡＣＳ染色步骤加入荧光
素标记的抗小鼠ＣＤ３ｍＡｂ、ＣＤ４ｍＡｂ，并设置相应的同型为阴性
对照。４℃孵育３０ｍｉｎ；ＰＢＳ（０．０１ｍｏｌ／Ｌ，ｐＨ７．４）洗涤细胞２
遍后，加入４％多聚甲醛，置于４℃固定细胞２０ｍｉｎ；离心弃去
固定液后再加入含０．５％皂素的通透液于４℃孵育１５ｍｉｎ；离
心除上清，加入荧光素标记的抗小鼠 ＩＬ１７ｍＡｂ、ＩＬ４ｍＡｂ。
４℃ 孵育３０ｍｉｎ；用ＰＢＳ洗涤２遍后，再用０．５ｍｌＰＢＳ重悬细
胞，ＦＡＣＳ测定细胞胞内ＩＬ１７和ＩＬ４阳性细胞的百分率。

１．５　统计学分析
　　采用Ｐｒｉｚｍ４．０统计分析软件，数据以珋ｘ±ｓ表示，采用ｔ检验。

２　结果

２．１　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路对野生型 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠
Ｌ．ｍａｊｏｒ敏感性的影响

　　为探讨 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ途径在野生型 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠对 Ｌ．ｍａｊｏｒ
敏感性的影响，我们比较了 ＷＴ和 Ｃ５ａＲＫＯ小鼠在感染
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Ｌ．ｍａｊｏｒ后病损程度的变化。结果发现，常规剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（１×
１０６／只）感染后，Ｃ５ａＲＫＯ小鼠感染部位的病损程度相对于ＷＴ
小鼠显著减轻（图 １Ａ）。引流淋巴结（ｄｒａｉｎｉｎｇｌｙｍｐｈｏｎｏｄｅ，
ｄＬＮ）也明显小于ＷＴ组，并且其淋巴细胞数（４．３４±０．９８）×
１０７与ＷＴ组（６．９５±０．８９）×１０７相比显著减少。
　　考虑到不同剂量的影响不同，我们进一步探讨了 Ｃ５ａ／
Ｃ５ａＲ途径在高剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（５×１０６／只）感染中的作用。结果
发现，在感染后第３周时两组小鼠的感染部位即出现了明显的
病变，５周后部分小鼠的感染脚掌出现了溃疡。相对于 ＷＴ小
鼠，尽管Ｃ５ａＲＫＯ小鼠感染部位的病变程度有所减轻，但两者
无显著差异（图１Ｂ）。这些结果表明，Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路在一
定Ｌ．ｍａｊｏｒ感染剂量范围内，可调节ＢＡＬＢ／ｃ小鼠对Ｌ．ｍａｊｏｒ的
敏感性，但当Ｌ．ｍａｊｏｒ毒力过高时，其调节作用是有限的。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与ＷＴ组比较

Ａ：常规剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（１×１０６／只）感染小鼠后脚掌病损程度；Ｂ：高

剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（５×１０６／只）感染小鼠后脚掌病损程度

图１　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ途径对ＢＡＬＢ／ｃ小鼠Ｌ．ｍａｊｏｒ敏感性的调节作用

２．２　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号途径对 Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠体内寄
生虫增殖的影响

　　为探讨Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路对 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠对 Ｌ．ｍａｊｏｒ敏
感性的调节机制，我们检测了 Ｌ．ｍａｊｏｒ感染的 ＷＴ与 Ｃ５ａＲＫＯ
小鼠体内的寄生虫负荷。结果发现，在常规剂量 Ｌ．ｍａｊｏｒ（１×
１０６／只）感染条件下，Ｃ５ａＲＫＯ小鼠体内（如脚掌或引流淋巴
结）寄生虫数量显著低于ＷＴ小鼠（图２Ａ）；与上述形态学指标
一致的是，在高剂量 Ｌ．ｍａｊｏｒ（５×１０６／只）感染的情况下，两组
小鼠体内寄生虫的负荷无明显差异（图２Ｂ）。
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Ａ：常规剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（１×１０６／只）感染；Ｂ：高剂量Ｌ．ｍａｊｏｒ（５×１０６／

只）感染

图２　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ途径对Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠体内寄生虫增殖的影响

２．３　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路对Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠 Ｔｈ２细胞应
答的调节作用

　　已有的研究表明，Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠表现为抵抗还是敏感
取决于其诱导的 ＣＤ４＋ Ｔ细胞亚群的发育及其细胞因子的分
泌。Ｌ．ｍａｊｏｒ野生型 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠则在感染后产生 ＩＬ４，促进
Ｔｈ２细胞的发育和增殖，抑制Ｍφ对胞内菌的杀伤［２］。基于此，

我们进一步检测了ＷＴ与Ｃ５ａＲＫＯ小鼠ＣＤ４＋Ｔ细胞亚群ＩＬ４
产生的变化，结果表明 Ｃ５ａＲＫＯ小鼠 ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌的 ＩＬ４
显著降低（图３）。相反，ＦＡＣＳ胞内染色结果表明关键炎症因
子ＩＬ１７阳性细胞亚群的百分率在两组小鼠之间无显著差异
（图４）。
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图３　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ途径对Ｔｈ２相关细胞因子ＩＬ４的调节作用
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图４　Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ途径对Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠ＣＤ３＋ＩＬ１７＋Ｔ细胞
亚群的调节作用

３　讨论

　　补体系统是机体天然免疫防御的重要组成部分，
也是沟通机体固有及适应性免疫应答之间的桥梁，在

抗微生物入侵、病原体感染等方面发挥着重要作用。

Ｃ５ａ作为补体活化过程中产生的具有强大生物学活性
的小分子片段，它除了已知的可诱导局部炎症反应外，

近几年研究发现Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路对Ｔ细胞免疫应
答起着重要的调节作用［１１－１３］。

　　本研究利用 Ｃ５ａＲＫＯ小鼠为研究对象，发现
Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路缺陷的 ＢＡＬＢ／ｃ小鼠在常规剂量
的Ｌ．ｍａｊｏｒ（１×１０６）感染时，其局部病损程度相对 ＷＴ
小鼠显著减轻，并且体内寄生虫载量相对 ＷＴ小鼠也
显著降低，Ｔｈ２细胞关键细胞因子 ＩＬ４的产生显著下
降，可见 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号途径通过调节 Ｔｈ２细胞因子
ＩＬ４在控制Ｌ．ｍａｊｏｒ等细胞免疫介导的疾病发生中有
着重要的作用。这种调节作用与Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路
在流感 Ａ型病毒等病毒性感染模型中引起的 Ｔｈ２的
上调作用一致［１４］。

　　ＩＬ１７（又称ＩＬ１７Ａ）是一类新发现的促炎细胞因
子，来源于不同的细胞，包括 ＣＤ４＋Ｔｈ１７细胞、ＣＤ８＋Ｔ
细胞、中性白细胞及ＮＫ细胞等［１５］。在 ＣＬＰ诱导的脓
毒症研究模型中发现，Ｃ５ａ缺陷会引起小鼠存活率升
高及ＩＬ１７水平下调［１６］。但本实验利用 Ｌ．ｍａｊｏｒ感染
的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠模型发现，Ｃ５ａＲＫＯ小鼠感染部位引
流淋巴结Ｔ细胞产生的 ＩＬ１７相对 ＷＴ组并无明显差
异，表明Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通路在Ｌ．ｍａｊｏｒ感染所引发的病理
发生中对炎症因子ＩＬ１７的作用并不明显。
　　综上，本研究发现 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ信号通路在 Ｌ．ｍａｊｏｒ
感染的ＢＡＬＢ／ｃ小鼠中可能通过调节 Ｔｈ２细胞因子
ＩＬ４的产生，进而诱导 Ｔｈ２免疫应答的分化，加剧
Ｌ．ｍａｊｏｒ感染小鼠的病理发生。越来越多的研究利用
Ｃ５ａＲ拮抗剂或利用 Ｃ５ａＲＫＯ小鼠阻断 Ｃ５ａ／Ｃ５ａＲ通
路来研究该途径在各种疾病病理发生中的作用与机

制［１７］。本结果有助于进一步揭示补体在利什曼病发

生中的免疫调节作用，而且可为发展有效针对利什曼

病的免疫治疗方案提供理论指导。
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