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抗白念珠菌单抗的保护性研究

王　鲁 ,刁庆春 ,刘荣卿 ,钟白玉　　(第三军医大学附属西南医院皮肤科 重庆 , 400038)

　　提　要:目的　证实抗白念珠菌保护性抗体存在 , 为保护机制以及保护性工程抗体的研究打下基础。方法　在实验动物

模型中观察单抗影响白念珠菌感染动物存活时间 、感染动物重要脏器的组织病理变化 、相应组织中白念珠菌 cfu 等。结果　

1B5、3E8这 2 株单抗能显著延长致死量白念珠菌感染小鼠存活时间 ,减少感染小鼠主要脏器组织中白念珠菌 cfu ,减轻相应组

织的病理损害。结论　1B5 和 3E8 皆是具有保护作用的抗白念珠菌胞壁外膜单克隆抗体。
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Protective study of the monoclonal antibodies against candida albicans
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University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To confirm the existence of the protective antibody against candida albicans

in systemic candidiasis.Methods　Three strains of the monoclonal antibody (McAb)on the surface of

cell wall of Candida albicans were generated.Results　In the protective McAb screening experiment , it

was found that McAb 1B5 andMcAb 3E8 can prolong survival time , lower candida albicans' colony form

unit (cfu)in the kidneys , liver and brain of mice infected with candida albicans and diminish the

histopathologic lesions of experimental mice.Conclusions　The two McAbs-1B5 , 3E8 are the protective

monoclonal antibody against antigens on the cell wall surface of candida albicans.
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　　目前 ,白念珠菌(以下简称白念)已成为医院感染

中最常见的病原菌之一
[ 1 ,2]
。近来研究发现机体体液

免疫在抗系统性念珠菌感染中发挥重要作用
[ 3]
。本研

究将已制备的 3 株抗白念胞壁外膜成分单克隆抗体

———1B5 、3E8 、4C7 单抗[ 4] ,运用了系统性念珠菌病动

物模型实验研究中 ,观察单抗对白念感染动物的保护

作用 。

1　材料与方法

1.1　菌种及实验动物
　　本科真菌室保存菌株———白念19(白19), 重新培养 、鉴定。

BALB/C 纯系小鼠由本校实验动物中心提供。

1.2　三株抗白念胞壁外膜单克隆抗体的制备及其

1B5单抗的鉴定[ 4]
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1.3 　单抗对致死量白念感染小鼠存活时间的影响
[ 5 ,6]

1.3.1　实验动物分组　　8 ～ 10 周龄 BALB/ C小鼠随机分成 4

组———1B5组 、3E8组 、4C7 组和阴性对照组 ,每组 10 只小鼠。

1.3.2　腹水单抗预处理　　参考徐志凯[ 7]方法。

1.3.3　实验步骤　　4 组小鼠经腹腔分别注入相应 1B5、3E8、

4C7腹水单抗和阴性腹水(不含单抗的 SP 2/0 腹水)各 0.2 ml , 4

h 后每只小鼠经尾静脉注入白19菌液 0.1 ml(含白19静止时相孢

子 107), 间隔 12 h 观察小鼠存活情况 , 记录小鼠死亡时间。

1.4　单抗对半数致死量白念感染小鼠肾 、肝 、脑脏器

的重量变化 、组织病理以及相应组织中白念菌落

形成单位(cfu)的影响[ 8]

1.4.1　实验动物分组　　8 ～ 10 周龄 BALB/ C小鼠随机分成 3

组———1B5组 、3E8组和阴性对照组 ,每组 10 只小鼠。

1.4.2　腹水单抗预处理　　同前述

1.4.3　实验步骤　　3 组小鼠经腹腔分别注入 1B5、3E8 腹水

单抗和阴性腹水 0.2 ml , 4 h 后经小鼠尾静脉注入白19菌液(含

白19静止时相孢子 5×106), 48 h 后小鼠脱颈处死 , 无菌条件下

摘取各组小鼠肾 、肝 、脑脏器并称重 ,一半脏器组织放入 Bouin' s

液固定 ,做组织病理学检查(HE 染色 , PAS 染色), 另一半用以
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测定相应组织中白念 cfu。

1.5　统计学处理
　　非连续性数据资料采用非参数秩和检验;连续性数据资料

采用单因素方差分析。

2　结果

2.1　单抗对致死量白念感染小鼠的存活时间的影响
　　2 单组注射组-1B5 组和 3E8 组小鼠的存活时间显著长于阴

性对照组小鼠的存活时间;4C7 组小鼠的存活时间与阴性对照

组无显著差异 ,见表 1。

表 1　致死量白念感染小鼠存活时间( x ±s)

Tab 1　Survival time of mice infected with lethal dose

of candida albicans( x ±s)

Groups (t/ d) n

1B5 9.3±1.6＊＊ 10

3E8 8.8±1.3＊＊ 10

4C7 4.5±0.7＊ 10

Control 4.4±0.7 10

＊:P>0.05 vs control;＊＊:P<0.01 vs control

2.2　单抗对半数致死量白念感染小鼠肾 、肝 、脑组织

中白念 cfu的影响

　　1B5和 3E8 组小鼠肾 、肝组织中白念 cfu 显著低于阴性对

照组 , 1B5 和 3E8 组小鼠脑中白念 cfu 为 0 , 而对照组中脑组织

白念 cfu为(14.36±3.75)×103/g , 见表 2。

表 2　半数致死量白念感染小鼠肾 、肝 、脑中的

白念 cfu( x±s , n=10)

Tab 2　Candida albicans cfu in the kidneys , liver and

brain of mice infected with half lethal dose of

candida albicans( x±s , n=10)

(×103/ g)
Groups

Kindey Liver Brain

1B5 99.69±11.927＊ 12.21±1.818＊ 0

3E8 170.85±16.643＊ 12.83±1.575＊ 0

Control 859.41±62.185 93.11±8.692 14.36±3.751

＊:P<0.01 vs control

2.3　单抗影响半数致死量白念感染小鼠肾 、肝 、脑组

织病理变化

　　1B5 、3E8 组 20 只小鼠中有 4 只小鼠肾脏和 1 只小鼠肝脏

普通病理切片发现有 1～ 2处轻度炎性细胞聚集 , PAS 染色未见

白念孢子和菌丝 ,其余小鼠肾 、肝 、脑组织中未见明显病理学改

变。阴性对照组中所有小鼠肾 、肝 、脑组织皆有明显组织病理

学改变 , 三种组织中皆可见到较多灶性炎症细胞浸润灶 , PAS

染色发现肾脏炎性浸润灶中有大量的白念孢子 、菌丝;各脏器

损害严重程度依次为:肾>肝>脑。

2.4　单抗对半数致死量白念感染小鼠肾 、脑脏器的重

量变化影响

　　1B5和 3E8 组小鼠肾 、肝 、脑脏器重量显著低于阴性对照组

中小鼠肾 、肝 、脑脏器的重量 ,见表 3。

表 3　半数致死量白念感染小鼠肾 、肝 、脑脏器

的重量(g ,  x ±s , n=10)

Tab 3　Weight of the kidneys , liver , brain of mice infected with

half lethal dose of candida albieans(g , x ±s , n=10)

Groups Kidney Liver Brain

1B5 0.246±0.0.0165＊ 0.82 ±0.0283＊ 0.249±0.0195＊

3E8 0.234±0.0151＊ 0.811±0.0145＊ 0.28 ±0.0137＊

Control 0.282±0.0148 0.924±0.0158 0.435±0.0196

＊:P<0.01 vs control

3　讨论

　　80年代中末期以来 ,Matthews等[ 9]发现抗白念珠

菌HSP 90亚单位(分子量约 47×103)抗原的抗体与系

统性念珠菌病的转归有关 ,这种抗体能延长白念感染

小鼠的存活时间 。Han等提供了抗白念保护性抗体免

疫存在的有力证据 ,单抗-MAbB6.1能保护免疫功能正

常小鼠和联合免疫缺陷小鼠抵抗白念的攻击 ,延长小

鼠存活时间 ,减少感染小鼠肾 、肝组织中白念 cfu[ 8 ,11] 。

抗白念粘附素受体 iC3b 抗体能阻断白念对人真皮微

血管内皮细胞的粘附 ,动物实验中该单抗具有保护作

用[ 12] 。

　　针对抗体保护性研究 ,取决于以下三个实验结果:

①抗体能否延长致死量白念感染小鼠的存活时间;②

抗体能否减少白念感染小鼠重要脏器组织中白念 cfu;

③抗体能否减轻感染小鼠主要脏器组织的病理损害。

本文通过单抗影响致死量白念珠菌感染小鼠存活时间

实验筛选得到 2株能延长致死量白念感染小鼠存活时

间的抗白念胞型外膜成分单抗 ———1B5和 3E8。再将

单抗-1B5 、3E8 进行其它保护性实验研究 , 结果表明

1B5和 3E8单抗皆能显著降低半数致死量白念感染小

鼠肾肝组织有白念 cfu 。这里应特别指出 ,2株单抗注

射组中小鼠脑组织内白念 cfu为“0” ,并非表明这 2株

单抗能完全阻止白念对小鼠脑组织的侵袭 ,客观的解

释是单抗 1B5 、3E8既能降低感染小鼠肾 、肝组织中白

念 cfu ,同样也能减少脑组织中白念 cfu ,只是我们在检

测该项指标时对接种物稀释过量 ,导致单抗组小鼠脑
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组织中白念 cfu检测结果“阴性” 。在感染小鼠重要脏

器组织病理变化检测中 ,1B5 和 3E8这 2株单抗能显

著减轻白念珠菌所致感染小鼠肾 、肝 、脑等主要脏器的

组织病理损害。故而 ,我们从定量病原菌角度得出

1B5和 3E8 2株单抗皆能降低白念感染小鼠肾 、肝 、脑

等重要脏器组织中白念感染数目 ,明显改善由白念感

染所致小鼠肾 、肝 、脑等主要脏器的病理损害。另外 ,

我们还发现 1B5 、3E8 2株单抗能减少白念感染小鼠

肾 、肝 、脑脏器组织的重量变化 ,推测这可能是单抗减

轻感染小鼠主要脏器炎性水肿的结果。

　　在检测感染小鼠重要器官组织中白念 cfu 时 ,不

论是阴性对照组中的肾 、肝 、脑 ,还是单抗注射组中肾 、

肝脏器 ,尽管各组以及因组织不同而白念 cfu 检测值

不同 ,但皆有白念 cfu阳性检出结果 ,而在相应组织病

理学检查中 ,仅有阴性对照组中肾组织 PAS 染色发现

白念孢子和菌丝 ,而阴性对照组的肝 、脑组织以及单抗

注射组的肾 、肝 、脑组织切片 PAS 染色均未发现孢子

和菌丝 ,在这一点 ,我们也认为在保护性抗体筛选实验

中 ,检测真菌 cfu 的敏感性要比检查相应组织病理学

改变强[ 12] 。

　　因此 ,通过抗白念珠菌单抗保护性实验 ,我们可以

得出以下结论:2株抗白念珠菌胞壁外膜成份单克隆

抗体 1B5和 3E8 ,皆能减少白念珠菌感染小鼠主要脏

器组织中白念珠菌感染数目 ,减轻相应组织的病理损

害 ,延长致死量白念珠菌感染小鼠的存活时间 。故而 ,

3E8和 1B5皆是具有保护作用的抗白念珠菌胞壁外膜

成分的单克隆抗体。
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　　(上接 584页)
往往依赖于高速或超速冷冻离心机 , 且操作步骤繁锁 , 一般实

验室难以满足实验条件[ 2] 。本文介绍一种简单 、有效的小分子

量 DNA 沉淀方法-ZnCl2 沉淀法 , 具体操作步骤如下:①准确测

量 DNA 样品的体积;②加入 0.05 倍 DNA 样品体积的 1 mol/ L

Tris·HCl(pH7.0)及 0.01 倍 DNA 样品体积的 10 mmol/ L EDTA

(pH 8.0), 混匀;③加入 0.01 倍 DNA 样品体积的 10 mmol/L 磷

酸纳缓冲液(pH 7.0), 混匀;④加入 0.025 倍 DNA样品体积的

0.1 mol/ L ZnCl2(pH 3.0), 混匀;⑤室温放置 30 min;⑥12 000 r/

min ,室温 , 离心 15 min;⑦小心移去上清;⑧70%乙醇漂洗沉淀 ,

12 000 r/min ,离心 5 min ,弃上清;⑨重复步骤(8)1次; 10待乙醇

挥发完全后 ,将样品溶于一定体积的 TE(pH 8.0)中 , 备用。

　　该方法无需特殊仪器 、试剂 , 操作简单 、迅速。沉淀效果

好 ,样品 DNA浓度下限可达 0.1μg/ml。

　　关键词:DNA;沉淀法
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