
IFN 2Χ联合 TN F2Α活化小鼠腹腔巨噬细胞
抗不同毒力株弓形虫的作用3

张爱民1　杨惠珍2　杨　杨2　钱宗立
2

1　上海铁道大学医学院寄生虫学教研室　上海 200331

2　上海第二医科大学寄生虫学教研室　上海 200025

提要　目的: 比较 IFN 2Χ联合 TN F2Α体外活化的小鼠腹腔巨噬细胞 (M 5 ) 对强毒株RH 株及弱毒株 Fukaya

株的抗虫作用。方法: 体外以 IFN 2Χ与 TN F2Α联合活化昆明系小鼠腹腔M 5 , 观察其对入侵的RH 株及 Fukaya 株

速殖子的抗虫作用, 测定培养上清中NO 的水平。结果: 在以 IFN 2Χ100U + TN F2Α100U 活化的M 5 中, 入侵 24

h 后的RH 株弓形虫速殖子被完全杀灭, 而 Fukaya 株速殖子则缓慢增殖, 且前者培养上清中NO 水平显著高于后

者。结论: IFN 2Χ活化的M 5 对入侵的RH 株和 Fukaya 株速殖子的抗虫作用存在差异, 这可能与NO 的水平有关。
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　　弓形虫不同虫株感染同一宿主, 其发病过程及
转归往往存在较大的差异, 表现出虫株间的毒力上

的差别。这种差别实质上是宿主对不同虫株免疫过

程以及不同虫株对宿主免疫逃避过程间的差别。我

们的实验结果表明, 体外 Χ2干扰素 ( IFN 2Χ) 活化的

巨噬细胞 (M 5 ) 可抑制并杀灭入侵的弓形虫 RH 强

毒株速殖子, 而NO 是其重要的抗虫效应因子[ 1 ]。本

文进一步观察 IFN 2Χ与 Α2肿瘤坏死因子 (TN F2Α)

联合活化的M 5 对 Fukaya 弱毒株的作用, 比较活化

M 5 对该两株弓形虫抗虫作用的差异。

材料与方法

实验动物和弓形虫虫株　昆明系小鼠, 清洁级,

雌性, 体重 20～ 23 g, 购自中国科学院上海动物实

验中心。弓形虫RH 株引自天津医科大学寄生虫学

教研室, Fukaya 株由日本筑波大学 Yano 教授惠

赠。

主要试剂　鼠重组 Χ2干扰素 ( r2M u2IFN 2Χ)、

R PM I 1640 培养基 (Gibco BRL ) , 人重组肿瘤坏死

因子2Α ( r2H u2TN F2Α) (第二军医大学微生物教研

室 ) , N 222羟乙基哌嗪2N ′222乙磺酸 (H EPES )

(Boeh ringer M annheim ) , L 2谷氨酰胺 (Sigm a) , 丙

酮酸钠、小牛血清、N 212萘乙二胺盐酸盐、对氨基

苯磺酰胺、亚硝酸钠、硅胶H (国产)。

小鼠腹腔M 5 的培养及弓形虫速殖子的侵袭

按参考文献[ 1 ]进行, 即将硅胶H 刺激的昆明系小鼠

腹腔M 5 收集、培养于 24 孔板, 48 h 后加入一定

量 IFN 2Χ及 TN F2Α刺激 24 h。然后按每孔 5×105

加入纯化的 RH 及 Fukaya 株弓形虫速殖子, 侵袭 2

h 后洗去未侵入的虫体。此时记为零点。

本次实验分为以下 6 组　RH 株: ① IFN 2Χ
100U + TN F2Α 100U 组; ② IFN 2Χ 50U + TN F2Α
100U 组。Fukaya 株: ① IFN 2Χ100U + TN F2Α100U

组; ② IFN 2Χ50U + TN F2Α100U 组。另设RH 株及

Fukaya 株细胞因子空白对照组。各组分别于 0、4、

12 及 24 h 取样。各组样本数 n= 3。

NO 相对浓度测定　采用 Griess 法[ 2 ]测定各组

不同时间培养上清中的NO 浓度。

弓形虫繁殖情况观察　每组于不同时间点取出

各孔的盖玻片, 经 0115 molöL PBS 漂洗, 吹干, 甲

醇固定, 姬氏液染色后光镜下计数M 5 内的弓形虫

数。每张盖玻片随机计数 100 个M 5 细胞, 计算各

组各时间样本均数。IFN 2Χ联用 TN F2Α组及空白对

照组计算各时间相对同组零点弓形虫数的递增倍数

(R )。

　　　　　R =
不同时间点每百M 5 的弓形虫数

零点每百M 5 的弓形虫数

当某组某时间R 小于相应空白对照组R 值, 为弓形

虫繁殖受到抑制; 当 0< R < 1 时, 为弓形虫停止繁

殖; 当 R = 0 时, 为弓形虫被完全杀灭。

统计学处理　 t 检验。

结　　果

两株弓形虫相应组别间每百M 5 的弓形虫数

及虫体递增倍数比较　实验结果显示, 12 h 及 24 h

IFN 2Χ联合 TN F2Α活化的M 5 的弓形虫数均显著

低于空白对照组。尤其是 RH 组, 当 IFN 2Χ剂量达

100 U 时, M 5 内入侵的弓形虫速殖子在 24 h 可被
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完全杀灭 (R = 0)。但 Fukaya 株弓形虫速殖子却仍

可在 IFN 2Χ100 U + TN F2Α100 U 活化的M 5 内缓

慢增殖 (R > 1) (表 1)。

　　两株弓形虫相应级别间培养上清中 NO 浓度的

比较　与相应 RH 株各组相比较, Fukaya 各剂量

组培养上清中 NO 浓度增幅较小, 两虫株 IFN 2Χ
100 U + TN F2Α100 U 组间NO 浓度差异具有显著

性意义 (表 2)。

表 1　RH 株与 Fukaya 株各组间每百M 5 的虫体数及虫体递增倍数比较
Table 1　Compar ison of the parasite number in one hundred M 5 s and the increasing fold of th is number

at different times between RH groups and Fukaya groups

组 别
Group

0 h

RH

N R

Fukaya

N R

4 h

RH

N R

Fukaya

N R

12 h

RH

N R

Fukaya

N R

24 h

RH

N R

Fukaya

N R

IFN 2Χ100 U +
TN F2Α100 U

10100 1100 16133 1100 7133 0173 18167 1114 4133 0143 14133 0188 0100 0100 36100 2120

IFN 2Χ50 U +
TN F2Α100 U

13133 1100 15133 1100 7100 0153 14100 0191 6100 0145 24133 1159 13100 0198 38167 2152

对 照 组
Contro l group

9100 1100 17167 1100 24100 2167 31167 1179 69133 7170 100133 5168 385100 42178 552133 31126

表 2　RH 株与 Fukaya 株各组间 NO 浓度的比较
Table 2　Compar ison of NO concentration between RH groups and corresponding Fukaya groups

组 别
Group

0 h

RH Fukaya

4 h

RH Fukaya

12 h

RH Fukaya

24 h

RH Fukaya

IFN 2Χ100 U +
TN F2Α100 U

41189±2193 36149±2101 62193a±3127 56104a±12135 92136b±12186 56169b±1114 135133c±23144 70198c±7101

IFN 2Χ50 U +
TN F2Α100 U

35150±2129 35187±2162 54191±13106 47130±5118 57182±2168 55147±4174 66107d±7185 67117d±15104

对 照 组
Contro l group

25169±2101 38117±12168 27136±1188 25182±1193 32150±0166 31102±1189 40126±5185 35178±4113

a 与 d　a vs d　P < 0105; 　　b 与 c　b vs c　P < 0101

讨　　论

本实验同时采用 RH 株及 Fukaya 株侵袭经相

同剂量的 IFN 2Χ和 TN F2Α ( IFN 2Χ 100U + TN F2Α
100U、 IFN 2Χ50U + TN F2Α100U ) 刺激的M 5 , 以

比较 IFN 2Χ联合 TN F2Α活化的M 5 对两者抑制作

用是否存在差异。结果发现, IFN 2Χ 50U + TN F2Α
100U 可以有效地活化M 5 并抑制RH 的繁殖, 其

24 h 时间点繁殖率仅为 0198 (R < 1) , 说明完全抑

制了虫体的繁殖; 当 IFN 2Χ100U + TN F2Α100U 作

用 24 h 则可完全杀灭入侵的 RH 株弓形虫速殖子。

而在 Fukaya 株, 以上两剂量组 24 h 的虫体繁殖率

分别为 2152 和 2120, 虽然与 Fukaya 株空白对照组

的 31126 相比也显示出较为明显的抑制作用, 但相

对于该两组零点, 虫体在M 5 内仍呈缓慢繁殖, 表

明活化的M 5 抗 RH 强毒株作用较抗 Fukaya 株的

作用为强。

比较两虫株不同剂量组产生的NO 相对浓度,

在 IFN 2Χ50U + TN F2Α100U 时, 两虫株较为接近,

而在 IFN 2Χ100U + TN F2Α100U 时, RH 株显著高

于 Fukaya 株。

综上所述, 活化的M 5 对 Fukaya 株的抑制作

用较之对 RH 株的抑制作用为弱, 原因可能在于

NO 的生成受到了抑制。据报道, NO 的产生是由于

IFN 2Χ在转录水平上诱导氧化氮合酶 (n itric ox ide

syn thase, NO S) mRNA 表达的结果[ 3 ]。若无其它因

素, 相同剂量的 IFN 2Χ刺激相同来源、相同数量M 5
后所产生的NO S 不应当存在差异。因此, 实验中两

虫株 IFN 2Χ 100U + TN F2Α100U 剂量组间 NO 的

差异可能是由于 Fukaya 株的入侵启动了某种抑制

活性氮中间物 ( reactive n itrogen in term ediaters,

RN I) 产生的机制, 这些机制可能包括: ① 影响NO S

mRNA 的转录或翻译, 减少酶的产量; ② 影响NO S

的活力; ③ Fukaya 本身消耗精氨酸, 减少NO S 的

底物浓度等, 这些均有待进一步深入探讨。Can2
do lfi[ 4, 5 ]实验表明, 弓形虫急性感染中淋巴细胞对刀
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豆凝集素A (Con A ) 和弓形虫可溶性抗原的增殖反

应降低的原因在于 RN I。由于淋巴细胞尤其是

CD 8+ T 淋巴细胞在抗弓形虫感染中亦发挥着重

要作用[ 6 ] , 因此, 过多的RN I可能造成宿主细胞免

疫功能的抑制, 从而有助于感染的急性化。结合这

些报道, 本实验结果似乎可解释为: Fukaya 株对

NO 水平下调可能使宿主细胞免疫机能受抑程度较

RH 株为轻, 致使细胞免疫发挥更强的保护性免疫

而使感染呈慢性化过程。H ayash i 等[ 7 ]认为, NO 在

体内发挥着抗虫作用, 又对宿主免疫反应产生抑制,

这两方面动态消长影响着宿主与弓形虫间的平衡并

关系到弓形虫感染的慢性化过程。
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ABSTRACT

A IM : To compare the inh ibito ry effect of the m acrophages activated by IFN 2Χ com bined w ith TN F2Αa2
gainst RH strain and Fukaya strain. M ETHOD S: T he average parasite p ro liferation rates of the two strain s
w ith in the cytok ine2activated M 5 s w ere calculated at differen t tim es post2challenge, the n itric ox ide (NO ) lev2
els in the m edium supernatan t w ere sim ultaneously determ ined. RESUL TS: In the m acrophages activated by
100 U each of IFN 2Χand TN F2Α, the invaded tachyzo ites of RH strain w ere comp letely k illed, w h ile the invad2
ed tachyzo ites of Fukaya strain rem ained slow p ro liferation w ith sign ifican tly low er levels of NO detected at 24 h
post challenge. CONCL USION: T he difference in the an ti2T ox op lasm a effect of the activated m acrophages a2
gainst RH and Fukaya strain sm igh t be attributed to the differen t amoun t of NO p roduced by the m acrophages.

Key words: In terferon2Χ, tumor necrosis facto r2Α, T ox op lasm a g ond ii, m arcophage, n itric ox ide

3 Supported by the N ationalN atural Science Foundation of Ch ina (N o. 39470636)

·253·
中国寄生虫学与寄生虫病杂志　1999; 17 (6)∶352

Ch inese Journal of Parasito logy and Parasitic D iseases


