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流感病毒感染人扁桃体类器官的免疫效应
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　　［摘要］　目的　建立人扁桃体免疫类器官模型并探讨流感病毒感染后产生的免疫学效应。方法
　经扁桃体腺样体肥大手术摘除后的人扁桃体组织在经过单个核细胞梯度离心后，利用２．５ＤＴｒａｎｓｗｅｌｌ
进行体外培养并添加ＩＬ２及Ｂａｆｆ等成细胞因子促扁桃体类器官（ｔｏｎｓｉｌｏｒｇａｎｏｉｄｓ，ＴＯ）的形成。通过单
细胞转录组测序（ｓｉｎｇｌｅｃｅｌｌＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ｓｃＲＮＡｓｅｑ）技术，分析流感病毒细胞受体在类器官各细胞
亚群的分布；体外感染流感病毒，使用免疫荧光法（ＩＦ）和流式细胞术（ＦＣＭ）检测扁桃体类器官感染病
毒后的免疫学效应。结果　于体外成功诱导扁桃体类器官；ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析结果显示流感病毒细胞受
体广泛表达于所有的细胞类型中。流感病毒感染４８ｈ后，刺激扁桃体类器官产生大量可分泌特异性
ＩｇＧ抗体的浆细胞和记忆性Ｂ细胞。病毒直接感染还促进ＣＤ８＋Ｔ细胞分泌细胞因子ＴＮＦα与ＩＬ２及
ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌细胞因子ＴＮＦα、ＩＦＮγ和ＩＬ２。结论　人扁桃体类器官在体外可以被成功诱导且在
培养第６天左右达到成熟；流感病毒受体广泛分布于人扁桃体类器官的各细胞亚型；流感病毒可通过受
体直接感染Ｔ细胞，刺激Ｔ细胞活化并分泌细胞因子；同时流感病毒直接感染也可促 Ｂ细胞分化为浆
细胞分泌ＩｇＧ抗体，并在后期诱导记忆性Ｂ细胞的形成。
　　［关键词］　 扁桃体类器官；流感病毒；免疫记忆；炎症因子；浆细胞
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　　流感病毒为单链 ＲＮＡ病毒并主要感染人呼吸道
上皮。其感染的典型症状包括发烧、肌肉疼痛和疲惫

等。这种症状在感染后的第２～３天达到高峰，随即在
１～２周内消退［１］。流感病毒可快速变异并不断进化，

因此，其可感染所有年龄段的健康个体，有的还可出现

严重并发症甚至死亡。目前从临床症状上区分流感与

其他呼吸道病毒（如新型冠状病毒）或细菌感染仍然

十分困难，这或可导致抗病毒药物使用的失误［２］。除

了上呼吸道和肺部，流感病毒可以通过血液或神经系

统传播到身体的其他部位导致多器官受累。如直接感

染心肌可引起心肌炎、脑部感染引发脑炎和肌肉感染

导致肌肉炎等［３－５］。

　　当前关于细胞、组织、器官和系统之间相互作用的
多数知识都来源于动物模型及细胞系的共培养。然而

动物模型及细胞共培养等都不能完全模拟人体的结构

特征，因此类器官技术已成为将各细胞或组织器官维

持在接近人体天然状态的有力工具［６］。腭扁桃体是

一种位于人鼻咽黏膜表面的次级淋巴组织，是 Ｂ细胞
反应和浆细胞产生的独特诱导免疫部位［７－８］，这一天

然且易获得的免疫器官给体外建立人体类器官模型带

来了方便。目前一些实验团队已经于体外开发了人扁

桃体类器官模型，该类器官模型包含有免疫应答关键

的生发中心，并且能够反映原代人扁桃体中抗原反应

性Ｂ细胞和 Ｔ细胞对病毒刺激后发生反应的细胞动
力学特点［９］。因此，人扁桃体类器官模型已经成功应

用于ＥＢ病毒、腺病毒以及流感病毒等的研究［１０－１１］。

　　本研究参照ＷＡＧＡＲ等［９］使用的体外扁桃体类器

官诱导方法，建立了人扁桃体类器官模型；利用单细胞

测序分析技术分析扁桃体类器官各细胞的组成及流感

病毒受体的分布；并利用该模型感染流感病毒，在感染

后４８ｈ，分别使用流式细胞术和免疫荧光等技术检测
Ｂ细胞产生流感病毒特异性ＩｇＧ抗体的能力和Ｔ细胞
分泌细胞因子的情况，该研究为抗流感病毒病的药物

和候选疫苗筛选提供新策略。

１　材料与方法

１．１　实验样本
　　实验所用 １０例扁桃体样本均摘取自 ２０２２年
１０月至２０２３年１２月期间儿童腺样体肥大手术组织。

样本均来自重庆市仁品耳鼻喉专科医院，研究已获本

院伦理审核（［２０２４］０１号）并取得患者的知情同意。
１．２　主要试剂
　　ＴＢＤ淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物；
ＲＰＭＩ１６４０、ＦＢＳ、Ｈａｍ’ｓＦ１２、ＭＥＭ 非必需氨基酸
（ＮＥＡＡ）、丙酮酸钠溶液、Ｉｎｓｕｌｉｎ／ｓｅｌｅｎｉｕｍ／ｔｒａｎｓｆｅｒｒｉｎ
ｃｏｃｋｔａｉｌ（ＩＳＴｃｏｃｋｔａｉｌ）、ＰＢＳ缓冲液与ＤＰＢＳ缓冲液购自
美国Ｇｉｂｃｏ公司；柠檬酸与柠檬酸钠购自比利时 Ａｃｒｏｓ
ｏｒｇａｎｉｃｓ公司；３０％Ｈ２Ｏ２过氧化氢溶液购自美国赛默飞
世尔科技公司；ＤＡＰＩ染料购自德国Ｓｉｇｍａ公司；ＢＳＡ粉
末购自上海碧云天生物技术有限公司；Ｎｏｒｍｏｃｉｎ、
ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＤｙｅｅｆｌｏｕｒＴＭ７８０、ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ）ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒＴＭ４８８绿光二抗购自美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；青链霉素混合液（１００Ｘ）购自北京索莱宝科技有
限公司；苏木精染色液、伊红染色液购自北京中杉金桥

生物技术有限公司；无水甲醇溶液购自Ｅｎｏｘ江苏强盛；
ＤＡＢ显色试剂盒购自福州迈新生物技术开发有限公司；
ＡＢＣｋｉｔｓ购自美国Ｖｅｃｔｏｒ公司；ＢＢ７００ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３、
ＢＶ４２１ＴＭ ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ１９、ＰＥａｎｔｉｈｕｍａｎＩＬ２、ＦＩＴＣ
ａｎｔｉｈｕｍａｎＩＦＮγ、ＡＰＣａｎｔｉｈｕｍａｎＴＮＦα、ＰＥｃｙ７ａｎｔｉ
ｈｕｍａｎＣＤ４、ＢＶ５１０ａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ８、Ｐｅｒｍ／ＷａｓｈＴＭ、
Ｃｙｔｏｆｉｘ／ＣｙｔｏｐｅｒｍＴＭ 购自美国 ＢＤ公司；ＰＥｃｙ７ａｎｔｉ
ｈｕｍａｎＣＤ２７、ＡＰＣａｎｔｉｈｕｍａｎＣＤ３８、ＰＥａｎｔｉｈｕｍａｎ
ＩｇＧ、ＦＩＴＣａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＤ、ＡＦ４８８ａｎｔｉｈｕｍａｎＩｇＭ、Ｂａｆｆ
重组人Ｂ细胞成活因子、ＨｕｍａｎＴｒｕＳｔａｉｎＦｉｘＴＭ购自美
国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ＡｎｔｉｉｎｆｌｕｅｎｚａＡＶｉｒｕｓＮｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｔｉｂｏｄｙ购自英国ａｂｃａｍ公司；ＲｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＭｏｕｓｅＩＬ２
Ｐｒｏｔｅｉｎ购自美国 ＲＤｓｙｓｔｅｍ公司；流感病毒野生型毒
株由重庆国际免疫研究院冯泽清博士惠赠。

　　消毒液的配置：５０ｍＬＨａｍ’ｓＦ１２、１００μＬ
Ｎｏｒｍｏｃｉｎ、５００μＬ青链霉素混合液（１００Ｘ），４℃保存；
完全培养基的配置：４０ｍＬＲＰＭＩ１６４０、１０％ＦＢＳ、１００μＬ
ＭＥＭＮＥＡＡ、１００μＬ丙酮酸钠、１００μＬ青链霉素混合
液（１００Ｘ）、１００μＬＩＳＴ、２０μＬＮｏｒｍｏｃｉｎ、１μｇ／ｍＬｂａｆｆ
因子、１０ｎｇ／ｍＬＩＬ２因子，４℃保存；ＦＡＣｓ洗涤缓冲液
的配置：ＰＢＳ、２％ＦＢＳ；Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ洗涤缓冲液的配置：
ｄｄＨ２Ｏ、１０％Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ

ＴＭ，４℃保存；抗原修复液的配
置：２．１ｇ柠檬酸粉末定容至１００ｍＬｄｄＨ２Ｏ中，５．８８２ｇ
柠檬酸钠粉末定容至２００ｍＬｄｄＨ２Ｏ中，取９ｍＬ柠檬
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酸溶液与４１ｍＬ柠檬酸钠溶液，加入４５０ｍＬｄｄＨ２Ｏ定
容至５００ｍＬ，４℃保存；内源性过氧化物酶封闭液（３％
Ｈ２Ｏ２）的配置：取１５０μＬ３０％Ｈ２Ｏ２，加入６７５μＬ无水
甲醇与６７５μＬｄｄＨ２Ｏ。
１．３　方法
１．３．１　人扁桃体样本的处理与类器官构建　　经过手
术摘除的扁桃体组织放入配置好的消毒液中，４℃浸泡
１ｈ，随后用 ＰＢＳ缓冲液冲洗，将７０μｍ尼龙滤网架于
５０ｍＬ离心管上，用组织剪将扁桃体组织分成３ｍｍ×
３ｍｍ×３ｍｍ大小的小块，随后用研磨器进行研磨。
　　将研磨后的细胞悬液放入离心机中，于４℃条件
下２５０×ｇ离心５ｍｉｎ，弃掉上清后用 ＰＢＳ缓冲液重悬
清洗，再次相同条件离心。弃上清后用２０ｍＬＰＢＳ缓
冲液加１０％ＦＢＳ重悬细胞，另取 ５０ｍＬ空的离心管，
加入２０ｍＬ淋巴细胞分离液，将细胞悬液小心铺于分
离液的液面之上。离心完成后小心吸取中间密度层的

白膜。收集完成后放入离心机中 ４℃，２５０×ｇ离心
５ｍｉｎ，弃掉上清，用完全培养基重悬洗涤细胞，同时吸
取２０μＬ细胞悬液进行细胞计数。
　　使用２．５Ｄ类器官培养技术将膜孔径为 ０．４μｍ
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室放置于６孔细胞培养板中，并在６板
下室中加入２ｍＬ含有 ＩＬ２与 Ｂａｆｆ成细胞因子的完全
培养基，放入３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中预热３０ｍｉｎ。
吸取１００μＬ调整浓度后的人扁桃体细胞悬液于上层
的Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室中［９］。

１．３．２　流感病毒感染　　在扁桃体类器官培养第
６天，将流感病毒野生型毒株按照ＭＯＩ＝１的剂量添加
至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板下室。随后将培养板放入 ３７℃、
５％ＣＯ２孵箱中孵育，４８ｈ后用完全培养基收取细胞
进行流式细胞术（ＦＣＭ）检测。
１．３．３　石蜡切片的制作与苏木精伊红染色（ＨＥ）　
　将手术后取得的扁桃体组织放入４％多聚甲醛中浸
泡２４ｈ以上，固定完成后将组织放入包埋盒中进行组
织脱水、透明，随后进行石蜡包埋与切片。切片样本放

入６５℃烘箱中过夜，然后依次放入二甲苯Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ中
各２０ｍｉｎ进行脱蜡，再依次经过１００％乙醇Ⅰ、１００乙
醇Ⅱ、９５％乙醇、７５％乙醇、５０％乙醇中各５ｍｉｎ进行复
水，将切片样本放入蒸馏水中３ｍｉｎ，然后滴加苏木精
染料，根据染色深浅终止后放入自来水中漂洗并过夜

返蓝，随后将切片样本放入 １００％乙醇中进行胞浆脱
水１ｍｉｎ后滴加伊红染料染色 ３０ｓ，根据染色深浅进
行梯度脱水洗去多余的染料，最后放入二甲苯中浸泡，

使组织透明，然后封片镜检。

１．３．４　免疫荧光染色　　流感病毒感染后收取细胞
并制成单细胞悬液，随后使用 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＴＭ

ＣｙｔｏｓｐｉｎＴＭ４细胞离心涂片机１２０×ｇ离心８ｍｉｎ制成悬
浮细胞涂片样本。用组化笔在细胞区域周围画疏水

圈，并滴加３％Ｈ２０２溶液封闭内源性过氧化物酶室温
孵育３０ｍｉｎ，加 ＰＢＳ缓冲液摇床上晃动洗涤 ３次，每
次５ｍｉｎ，接着滴加３％ＢＳＡ溶液，４℃封闭２ｈ。随后
使用 ３％ＢＳＡ１∶５００稀释配置 ＡｎｔｉｉｎｆｌｕｅｎｚａＡＶｉｒｕｓ
Ｎｕｃｌｅｏｐｒｏｔｅｉｎａｎｔｉｂｏｄｙ一抗孵育液，４℃避光孵育过
夜。使用３％ＢＳＡ溶液１∶２００稀释ＧｏａｔａｎｔｉＲａｂｂｉｔＩｇＧ
（Ｈ＋Ｌ） ＣｒｏｓｓＡｄｓｏｒｂｅｄＳｅｃｏｎｄａｒｙＡｎｔｉｂｏｄｙＡｌｅｘａ
ＦｌｕｏｒＴＭ４８８配置荧光二抗孵育液，避光３７℃孵育１ｈ
后浸没在ＰＢＳ缓冲液中，晃动洗涤 ５次，每次 ５ｍｉｎ。
最后使用ＰＢＳ缓冲液１∶５００稀释 ＤＡＰＩ染液，避光室
温孵育１０ｍｉｎ。随后水封涂片，避光镜检。
１．３．５　流式细胞术检测　　分别在培养第０、３、５、７
天收取细胞，将细胞悬液加入 ９６孔板中，用 ＦＡＣｓ缓
冲液洗涤，随后使用１００μＬ的 ＦＡＣｓ孵育体系配置表
面抗体孵育液。使用５０μＬＦＡＣｓ缓冲液加稀释 Ｂ细
胞表面抗体（ＦｉｘａｂｌｅＶｉａｂｉｌｉｔｙＤｙｅ，１∶１０００稀释；ａｎｔｉ
ＣＤ１９、ａｎｔｉＣＤ２７及 ａｎｔｉＣＤ３８，１∶２００稀释）。同样的
方法稀释 Ｔ细胞表面抗体（ａｎｔｉＣＤ３、ａｎｔｉＣＤ１９、ａｎｔｉ
ＣＤ４及ａｎｔｉＣＤ８），室温避光孵育３０ｍｉｎ后用 ＦＡＣｓ缓
冲液洗涤。每孔加入 ２００μＬＣｙｔｏｆｉｘ／ＣｙｔｏｐｅｒｍＴＭ破壁
液，室温避光孵育１ｈ后使用Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ缓冲液洗涤，
随后使用１００μＬ的Ｐｅｒｍ／Ｗａｓｈ孵育体系配置胞内抗体
孵育液，其中Ｂ细胞胞内（ａｎｔｉＩｇＧ、ａｎｔｉＩｇＭ及ａｎｔｉＩｇＤ，
１∶２００），Ｔ细胞胞内（ａｎｔｉＩＬ２、ａｎｔｉＩＦＮγ及ａｎｔｉＴＮＦα，
１∶２００），最后加入２００μＬＦＡＣｓ缓冲液并上机检测。
　　另外在扁桃体类器官培养第６天，将流感病毒野
生型毒株按照 ＭＯＩ＝１剂量用完全培养基稀释后添加
至Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ培养板下室，用枪头吹吸混匀，随后将培
养板放入３７℃ ５％ＣＯ２孵箱中孵育，４８ｈ后用完全培
养基收取细胞进行 ＦＣＭ检测。流感病毒感染后的细
胞收取采取同样的方法进行流式细胞术的检测。

１．３．６　ｓｃＲＮＡｓｅｑ测序及数据分析　　人扁桃体类
器官培养第６天与第９天时，使用完全培养基对细胞
进行收取，然后使用 ＤＰＢＳ缓冲液配置０．０４％ＢＳＡ溶
液对单细胞悬液进行洗涤，使用 ０．４％台盼蓝溶液对
细胞活性进行检测（细胞活性＞８５％）。使用 １０×
Ｇｅｎｏｍｉｃｓ单细胞测序进行ｃＤＮＡ的扩增与文库构建及
上机测序。通过 １０×Ｇｅｎｏｍｉｃｓ测序得到的数据，使用
Ｒ语言进行生物信息学分析，基于 １０×标准输出文件
创建 Ｓｅｕｒａｔ对象，对原始数据进行清洗与质控后再进
行细胞降维与聚类，然后对所得到的细胞类群进行鉴

定，继而分析基因差异的表达，最后根据本研究需要进

行基因功能注释和细胞通讯分析。

１．４　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ９．５软件进行统计学分析，
对感染前与流感病毒感染４８ｈ后的数据进行 ｔ检验，
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
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２　结果

２．１　人扁桃体类器官生长的形态学
　　人扁桃体类器官的构建及病毒感染的实验方案按
图１Ａ方式开展。手术后摘取的人扁桃体样本呈球形
或葡萄状，质软。经过石蜡包埋与切片染色后镜检，可

见扁桃体增生、肥大样淋巴组织与淋巴滤泡增生，生发

中心扩大。在高倍镜下可见较多小淋巴细胞增生和少

量浆细胞浸润（图 １Ｂ、Ｃ）。且通过体外的培养实况
图，可以看到扁桃体类器官在第３天出现肉眼可见的
细胞聚集，在第５天聚集点扩大并非常明显（图１Ｄ），
证明了人扁桃体类器官的成功构建。
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Ａ：手术样本的处理与扁桃体类器官的构建、病毒刺激与检测方法；Ｂ：扁桃体肥大样本大体观；Ｃ：扁桃体肥大样
本镜检观察　ａ：↑示增生的淋巴滤泡；ｂ：生发中心扩大，ＬＮ示淋巴滤泡，ＧＣ示生发中心；ｃ：淋巴细胞增生；
ｄ：↑示浆细胞浸润；Ｄ：扁桃体类器官培养不同天数

图１　扁桃体类器官的构建与病毒感染及检测的实验方案
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２．２　流式细胞术（ＦＣＭ）检测各细胞亚型变化
　　按照图２Ａ的细胞分群圈门策略，将 Ｂ细胞分为
ＣＤ３８＋ＣＤ２７－（生发中心前体 Ｂ细胞，ｐｒｏＧＣＢ）、
ＣＤ３８＋ＣＤ２７＋（生发中心 Ｂ细胞，ＧＣＢ）、ＣＤ３８－ＣＤ２７＋

（记忆性Ｂ细胞，ＭｅｍｏｒｙＢ）和ＣＤ３８－ＣＤ２７－（幼稚性Ｂ

细胞，ｎａｖｅＢ）。ＦＣＭ分析发现在培养第 ５天，ＧＣＢ
细胞的比例逐渐升高至总细胞量的 ５９％，然后在第 ７
天开始缓慢下降，而整个过程中 ＣＤ３８－ＣＤ２７＋Ｍｅｍｏｒｙ
Ｂ细胞的比例无明显变化（图２Ｂ）。
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Ａ：细胞分群圈门策略；Ｂ：扁桃体类器官培养７ｄ各细胞比例变化

图２　流式细胞术检测扁桃体类器官生长的细胞含量变化

２８９ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析扁桃体类器官的细胞组成
　　根据流式细胞术分析结果，扁桃体类器官在培养
第５天时各细胞群含量达到峰值，在第７天开始下降，
由于其发育的具体细节仍不明确，因此选择扁桃体类

器官培养第６天与第９天进行处理，制备单细胞悬液
并通过ｓｃＲＮＡｓｅｑ来分析扁桃体类器官的生长与发育
情况。如图３Ａ所示，扁桃体类器官中 Ｔ细胞和 Ｂ细
胞占主要成分，无论是第６天还是第９天的ｓｃＲＮＡｓｅｑ
分析结果均显示Ｔ、Ｂ细胞左右分区明显。
　　通过生物信息学分析计算获得了人扁桃体类器官

培养第６天和第９天单细胞测序数据中的差异基因，通
过分子功能（ｍｏｌｅｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎ，ＭＦ）、细胞组分（ｃｅｌｌｕｌａｒ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ，ＣＣ）、生物过程（ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｐｒｏｃｅｓｓ，ＢＰ）数据
库进行ＧｅｎｅＯｎｔｏｌｏｇｙ（基因本体）富集分析，结果显示相
较于第６天，第９天类器官中下调的差异基因主要富集
于细胞质、细胞外体、蛋白质结合等通路中，而上调基因

主要富集于Ｔ细胞受体（ＴＣＲ）的信号通路与信号转导通
路（图３Ｂ）。同时将差异基因进行ＫＥＧＧ富集分析，发现
在第９天类器官中上调的基因主要富集于Ｔ细胞分化、Ｔ
和Ｂ细胞受体信号通路、病毒感染相关通路中（图３Ｃ）。
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Ａ：扁桃体类器官培养第６天与第９天的细胞亚群注释；Ｂ：ＧＯ富集分析人扁桃体类器官培养第６天与第９天的
差异基因表达情况；Ｃ：ＫＥＧＧ富集分析人扁桃体类器官培养第６天与第９天的差异基因信号通路

图３　单细胞测序分析扁桃体类器官的细胞组成与基因表达
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２．４　ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析流感病毒细胞受体在人扁桃体
类器官中的分布

　　单细胞转录组测序分析结果显示流感病毒的细胞
受体 ＦＵＴ２在人扁桃体类器官中表达丰度低，
ＳＴ６ＧＡＬ１则呈高水平表达，且在Ｂ细胞区的表达明显
高于Ｔ细胞区（图４）。
２．５　ＦＣＭ检测流感病毒感染４８ｈ前后的Ｔ和Ｂ细胞

含量及细胞因子水平变化

　　在扁桃体类器官体外感染流感病毒后对其免疫反
应变化进行分析（图 ５）。ＦＣＭ检测发现流感病毒感
染４８ｈ后，ＣＤ３８＋ＣＤ２７＋的ＧＣＢ细胞与未感染流感病
毒时相比平均下降了２４％，但其被大量分泌抗体的浆
细胞所占据。此外 ＣＤ３８－ＣＤ２７＋的 ＭｅｍｏｒｙＢ细胞增
多，其分泌的ＩｇＧ显著升高。与未感染流感病毒的对
照相比，ＩｇＧ平均上升了 １．４倍；ＩｇＤ减少了 ４５％而
ＩｇＭ的含量则下降了４７％。此外，ＦＣＭ检测也发现有
大量的 Ｔ细胞被活化。与未感染流感病毒的对照相
比，ＣＤ４＋Ｔ细胞所产生的ＴＮＦα、ＩＦＮγ和ＩＬ２细胞因
子平均升高了４．３、２．８和２倍；ＣＤ８＋Ｔ细胞所分泌的
ＴＮＦα和ＩＬ２则分别提高了２倍和３倍。
２．６　免疫荧光法观察流感特异性抗体的产生
　　免疫荧光染色观察发现在感染流感病毒的细胞中
有流感病毒特异性抗体（图６），由此说明流感病毒侵
袭扁桃体类器官后发生了特异性免疫反应。

３　讨论

　　本研究使用２．５ＤＴｒａｎｓｗｅｌｌ培养技术模拟了更接
近真实生物组织的微环境，人扁桃体组织细胞被培养

在具有微通道的介质上，使得细胞能够在更复杂的环

境中生长和相互作用，并于体外成功构建了扁桃体的

免疫类器官模型并应用于流感病毒的感染，通过 ＦＣＭ
分析及ｓｃＲＮＡｓｅｑ测序结果表明，体外诱导的扁桃体
类器官主要以 Ｔ和 Ｂ细胞占主要组分。进一步对细
胞亚群注释分析发现 Ｂ细胞逐渐发展成为成熟的 Ｂ
细胞。同时差异基因相关分析结果显示第９天类器官
上调的基因主要富集在 Ｔ细胞分化、Ｔ和 Ｂ细胞受体
信号通路、病毒感染相关通路中。目前基于基因敲除

小鼠的流感病毒感染模型，已经逐步解析了机体先天

和适应性免疫系统在阻止流感病毒复制和促进病毒清

除中的关键作用［１２］。但由于动物的免疫系统与人的

免疫系统存在巨大的差异，因此基于动物模型的研究

结果对人类疾病的治疗依然存在局限性。而利用原代

人淋巴组织如扁桃体于体外诱导人免疫类器官，可以

系统地展示人适应性免疫反应的基本特征，因此广泛

应用于临床及实验研究［１３］。该模型的建立也可为将

来的药物筛选及疫苗设计提供新的手段。

　　在人类细胞中广泛表达的流感病毒感染的α２，６
连接的细胞表面糖基化受体基因包括 ＦＵＴ２（α１，２岩
藻糖基转移酶２）和ＳＴ６ＧＡＬ１（α２，６岩藻糖基转移酶１），
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Ａ：ＦＵＴ２与ＳＴ６ＧＡＬ１在扁桃体类器官培养第６天的分布；Ｂ：ＦＵＴ２与ＳＴ６ＧＡＬ１在扁桃体类器官培养第９天的分布

图４　流感病毒细胞受体在人扁桃体类器官组织中的分布
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Ａ：流式细胞术检测流感病毒感染前后Ｔ、Ｂ细胞及其产生的抗体水平和细胞因子水平对比示例；Ｂ：所有扁桃体
样本的流式结果

图５　流式细胞术检测流感病毒感染扁桃体类器官后的免疫效应
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图６　免疫荧光法观察流感特异性抗体的产生

这些基因的产物参与细胞表面α２，６连接的唾液酸形
成，从而作为流感病毒的受体［１４－１６］。而在 ｓｃＲＮＡｓｅｑ
的分析数据中可以观察到流感病毒细胞受体 ＦＵＴ２和
ＳＴ６ＧＡＬ１几乎表达于人扁桃体类器官的所有细胞中，
但ＦＵＴ２在人扁桃体类器官中表达丰度低，ＳＴ６ＧＡＬ１
呈高水平表达，这些结果表明流感病毒或可感染类器

官中所有的细胞类型。为此，进一步使用流感病毒对

构建的扁桃体类器官进行体外感染。ＦＣＭ检测发现，
感染后ＧＣＢ细胞的数量显著减少，其分化为终末的
浆细胞并产生病毒特异性抗体，其中以 ＩｇＧ为主要抗
体类型。膜结合型 ＩｇＤ是 Ｂ细胞分化发育成熟的标
志，ＦＣＭ分析发现在感染流感病毒后，ＩｇＤ＋Ｂ细胞数
量提高，提示这些被病毒感染的Ｂ细胞向成熟的 Ｂ细
胞方向分化。ＩｇＭ是初次体液免疫应答中最早出现的
抗体，ＩｇＭ的含量升高则提示机体新近发生感染［１７］，

但本次实验并未观察到感染前后有显著性差异。将流

感病毒感染扁桃体类器官４８ｈ后的细胞收取后进行
细胞涂片，通过免疫荧光法检测清晰地观察到了流感

特异性ＩｇＧ抗体的产生。除了Ｂ细胞相关的体液免疫
应答外，Ｔ细胞活化及其产生的细胞因子在感染后也
有所升高，提示流感病毒感染时促进了人获得性免疫

应答。

　　此外，ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析证实扁桃体类器官中含有
Ｔｆｈ细胞，但是有关于Ｔｆｈ是否有助于在类器官应对流
感病毒感染产生特异性抗体还需进一步探索。同时

ｓｃＲＮＡｓｅｑ分析证实人扁桃体类器官模型保留了淋巴

组织的天然细胞库和关键的细胞间相互作用。因此该

扁桃体类器官的成功构建可为后续研究新型冠状病

毒、塞卡病毒等其他病毒感染提供强有力的支撑。

　　目前针对流感病毒以及 ＳＡＲＳＣｏＶ２等病原体激
发的体液免疫主要利用外周ＰＢＭＣｓ的反应进行评价。
研究已证实，上呼吸道淋巴节组织是这些病原体感染

和复制的主要部位，然而病毒感染是否可以直接诱导

淋巴结内的获得性免疫应答尚存争议［１８］。扁桃体是

人的次级淋巴组织，其含有大量浆细胞，其游离至黏膜

部位可分泌免疫球蛋白。滤泡辅助Ｔ细胞 （Ｔｆｈ）和 Ｂ
细胞之间的协同作用使免疫球蛋白（Ｉｇ）基因发生类别
转换，随后Ｂ细胞经历体细胞Ｉｇ基因的高频突变和亲
和力成熟，最终导致高亲和力抗体形成和记忆 Ｂ细胞
的产生［１９－２０］。在 ＳＡＲＳＣｏＶ２感染早期，在人扁桃体
中检测到病毒ｇｔＲＮＡ和 ＳＡＲＳＣｏＶ２刺突Ｓ抗原特异
性的 Ｂ细胞以及 Ｔｆｈ，因此这些患者体内扁桃体存在
病毒特异性的ＧＣ并诱导 Ｂ细胞免疫记忆［２１］。最近，

扁桃体免疫类器官模型也应用于流感疫苗及佐剂的评

价，以及古老的 β型冠状病毒 Ｓｐｉｋｅ刺突抗原受体结
合域（ＲＢＤ）激发的广谱免疫应答［９，２２］。因此，扁桃体

类器官的广泛应用，有助于更深入地研究人体病毒感

染及疫苗激发的适应性免疫应答的分子机制。
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