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雾化吸入γ-干扰素增强免疫低下大鼠肺部抗白色念珠菌感染能力

Experimental study of IFN-γvia aeroso enhancing the anti-infection ability

of the lungs in immunocompromised rats
马　壮 ,钱桂生 ,黄桂君 ,毛宝龄　　(第三军医大学附属新桥医院全军呼吸内科研究所 ,重庆 400037)

提　要　目的:研究雾化吸入γ-干扰素对免疫低下大鼠肺部抗感染能力的增强作用。方法:醋酸考的松

皮下注射复制大鼠免疫低下模型 ,检测气管内注射白色念珠菌或气管内注射白色念珠菌并雾化吸入γ-干扰

素 1、3、7 d的免疫低下大鼠肺泡巨噬细胞的吞噬及杀菌功能 ,抗原提呈功能 , 以及培养上清中 TNF-α活性 , 并

于第7 天进行左肺白色念珠菌培养计数。结果:雾化吸入γ-干扰素组大鼠肺泡白色念珠菌计数显著少于免疫

低下组大鼠(P< 0.05)。雾化吸入γ-干扰素组大鼠肺泡巨噬细胞的吞噬及杀菌百分率显著高于免疫低下组

大鼠(P< 0.01)。雾化吸入γ-干扰素组大鼠肺泡巨噬细胞 Ia 抗原表达的阳性率显著高于免疫低下组大鼠

(P< 0.01)。雾化吸入γ-干扰素组大鼠肺泡巨噬细胞培养上清中 TNF-α的活性显著高于免疫低下组大鼠

(P< 0.05)。结论:雾化吸入γ-干扰素可明显增强免疫低下大鼠肺部抗白色念珠菌感染能力。

　　随着器官移植 、肿瘤化疗 、以及多种疾病免疫治疗

的普遍开展 ,免疫抑制药物的使用 ,免疫低下患者日益

增多 。由此造成的难治性呼吸系统感染已经成为这些

患者的主要死亡原因 。目前认为免疫低下宿主肺部细

胞免疫功能低下主要是因为缺乏淋巴细胞源性细胞因

子。本研究探讨通过雾化吸入的方法补充肺局部γ-

干扰素水平 ,从而增强免疫低下大鼠抵抗白色念珠菌

肺部感染能力的可行性。

1　材料和方法

1.1　动物模型的制备和分组
给雄性 Wistar 大鼠(150 ～ 180 g)隔日 1 次皮下注射醋酸

考的松 100 mg/ kg , 14 d 后制成免疫低下大鼠模型。并于第 14

天气管内注射白色念珠菌菌液 0.2 ml(左右侧各 0.1 ml , 1×

106 cfu/ml ,本校微生物教研室馈赠), 制成免疫低下并有白色

念珠菌支气管-肺感染的大鼠模型。将大鼠随机地分为免疫低

下+白色念珠菌 1、3、7 d组和免疫低下+白色念珠菌+干扰素

1 、3 、7 d 组 ,每组 5 只。

1.2　给γ-干扰素方法
免疫低下+白色念珠菌+干扰素 1、3、7 d组大鼠于气管内

注射白色念珠菌的前 1 d 开始 ,雾化吸入γ-干扰素(购于 PE-

PRO TECH INC.)10 000 IU , 每日 1 次 , 至实验结束。雾化器

为 PLA933-Ⅰ型雾化治疗器 , 雾化率 0.25 ml/min , 雾化颗粒直

径(6.294±1.333)μm。

1.3　标本留取

大鼠经戊苯巴比妥麻醉后分离颈部气管 , 穿刺置入套管 ,

用 Hanks 液进行支气管肺泡灌洗 , 每次 10 ml , 共 5 次 , 留取支

气管肺泡灌洗液(BALF)。分离肺泡巨噬细胞用于以下检测。

1.4　肺泡巨噬细胞的吞噬及杀菌功能检测
白色念珠菌法[ 1] 。

1.5　肺泡巨噬细胞 Ia抗原的表达
将分离获得的肺泡巨噬细胞用含 10%小牛血清的 RPM I-

1640 调整浓度为 1×106/ ml , 取 50 μl于洁净载玻片上 , 5%

CO2 、37°C 贴壁 2 h。预温 37°C Hanks 液洗涤 6 次。 2%多聚甲

醛固定。37°C Hanks 液洗涤 6 次。加小鼠抗大鼠 I a抗体 50 μl

(PharM ngen), 37°C 1 h。37°C Hanks液洗涤 3 次。加 FITC 标

记的山羊抗小鼠 IgG 抗体 50μl(Jackson Immuno Research Lab-

oratories , Inc.), 37°C 1 h。用预温 37°C Hanks 液洗涤 3 次。 封

片。荧光显微镜下计数 Ia 抗原阳性的肺泡巨噬细胞的阳性

率[ 2] 。

1.6　肺泡巨噬细胞培养上清中 TNF-α的活性测定
取 0.5 ml(1×106/ ml)含 10%小牛血清的 RPM I-1640 悬

液加入 24 孔细胞培养板 , 5%CO 2、37°C 贴壁 2 h。用预温 37°C

Hanks 液洗涤 6 次。加入含 10%小牛血清的 PRM I-1640 1 ml ,

5%CO 2、37°C 培养 36 h。采用 L929 细胞毒性试验测定上清中

TNF-α的活性[ 3] 。

1.7　肺组织白色念珠菌培养
将气管内注射白色念珠菌 7 d 组的大鼠的左肺取下 ,无菌

条件下剪碎 ,置入培养管 , 加白色念珠菌培养液 5 ml ,及各 200

u/ml的青 、链霉素 , 37°C 摇床摇动培养 24 h , 计数白色念珠菌。

1.8　统计学处理
采用 t 检验。

2　结果

2.1　雾化吸入γ-干扰素的白色念珠菌清除作用
气管内注射白色念珠菌 7 d后 , 左肺白色念珠菌培养 24 h ,
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免疫低下组大鼠白色念珠菌总数为 108 ～ 109 数量级 , 仅 1 例为

4.79×107 。吸入γ-干扰素组大鼠白色念珠菌总数为 106 ～ 107

数量级 ,且有 1 例未生长白色念珠菌 ,见表 1。经 t 检验分析 ,

两组差异显著(P< 0.05)。

2.2　雾化吸入γ-干扰素对肺泡巨噬细胞吞噬功能

的影响
免疫低下组大鼠气管内注射白色念珠菌后 1 、3 、7 d , 肺泡

巨噬细胞吞噬白色念珠菌的百分率分别为(62.8 ±4.44)%、

(69.0±3.54)%、(72.0±2.70)%。吸入γ-干扰素组大鼠肺泡

巨噬细胞吞噬白色念珠菌的百分率分别为(89.6 ±2.30)%、

(91.0±3.16)%、(92.6 ±2.07)%。经 t 检验分析 , 相应天数

两组的肺泡巨噬细胞吞噬白色念珠菌百分率差异均显著(P <

0.01)。

2.3　雾化吸入γ-干扰素对肺泡巨噬细胞杀菌功能

的影响
免疫低下组大鼠气管内注射白色念珠菌后 1 、3 、7 d , 肺泡

巨噬细胞杀死白色念珠菌的百分率分别为(45.4 ±4.67)%、

(50.2±1.92)%、(54.2±2.77)%。吸入γ-干扰素组大鼠肺泡

巨噬细胞杀死白色念珠菌的百分率分别为(60.4 ±1.14)%、

(68.2±4.82)%、(70.0 ±1.58)%。经 t 检验分析 , 相应天数

二组的肺泡巨噬细胞杀死白色念珠菌百分率差异均显著(P <

0.01)。

2.4　雾化吸入γ-干扰素对肺泡巨噬细胞 Ia抗原表

达的影响

免疫低下组大鼠气管内注射白色念珠菌后 1 、3 、7 d , 肺泡

巨噬细胞 Ia抗原表达阳性率分别为(35.4±3.85)%、(39.6±

2.97)%、(46.4±2.97)%。吸入γ-干扰素组大鼠肺泡巨噬细

胞 I a 抗原表达阳性率分别为(51.4 ±2.07)%、(63.4 ±

3.44)%、(66.6±3.97)%。经 t 检验分析 ,相应天数二组的肺

泡巨噬细胞 Ia抗原表达阳性率差异均显著(P< 0.01)。

2.5　雾化吸入γ-干扰素对肺泡巨噬细胞分泌 TNF-α

的刺激作用
免疫低下组大鼠和吸入γ-干扰素组大鼠气管内注射白色

念珠菌后 1、3、7 d ,肺泡巨噬细胞培养上清中 TNF-α的活性见

表 2。经 t 检验分析 , 相应天数二组的肺泡巨噬细胞培养上清

中 TNF-α的活性差异均显著。

3　讨论

细胞因子作为调节机体免疫状态的活性物质 ,具

有仅需小剂量 、局部发挥作用等特点。有实验表明γ-

干扰素有明显增强机体细胞免疫功能的作用 。雾化吸

入(或气管内注射)γ-干扰素可增强肺泡内巨噬细胞和

中性粒细胞的吞噬及杀菌功能 ,肺泡巨噬细胞的抗原

提呈功能 ,增加对某些(特别是机会致病)病原体的清

除[ 4 ～ 5] 。同时还可通过细胞因子网络系统使 TNF-α

等细胞因子的肺内水平升高 ,从而产生协同作用。我

们的实验表明雾化吸入γ-干扰素可明显提高免疫低

下大鼠肺泡巨噬细胞的吞噬和杀菌功能;增加肺泡巨

噬细胞 Ia抗原的表达 ,使肺泡巨噬细胞的抗原提呈功

能得以加强;并通过细胞因子网络刺激肺泡巨噬细胞

分泌 TNF-α,使 TNF-α的活性增加。从而显著增加免

疫低下大鼠肺部清除白色念珠菌的能力 ,二组的白色

念珠菌计数相差达 10 ～ 100 倍/左肺 。说明雾化吸入

γ-干扰素可明显增强免疫低下宿主肺部抗白色念珠菌

感染能力 。
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