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［摘　要］　目的　探讨小鼠肺巨噬细胞Ｄｌｌ１及 ＭＨＣⅠ与细胞毒性Ｔ淋巴细胞（ＣＴＬ）为主的细胞免疫应答的关系，

为制备有效的新型抗流感病毒疫苗提供理论依据。方法　将小鼠随机分为３组，异型免疫组（用ｒＬＨ５株重组二联

活疫苗免疫）、同型免疫组（用Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒免疫）和未免疫感染组（用ＰＢＳ代替疫苗），不同疫苗免疫小鼠后均感

染Ａ／Ｈ１Ｎ１型流感病毒，比较３组小鼠肺巨噬细胞ＮｏｔｃｈＤｌｌ１及 ＭＨＣⅠ表达情况，并研究干扰素（ＩＦＮ）γ、Ｔ细胞水

平变化。结果　异型免疫组感染４ｄ和７ｄ后，肺巨噬细胞ＮｏｔｃｈＤｌｌ１［分别为（０．０１４６０±０．００１２５）和（０．０１７５０±

０．００１９６）］及 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ表达水平［分别为（０．０３０５０±０．００２９）和（０．０４９５±０．００２４）］显著高于感染前［分别

为（０．０００４５±０．００００４）和（０．０１２０±０．００１８）］，未免疫感染组感染４ｄ和７ｄ后 ＮｏｔｃｈＤｌｌ１［分别为（０．０１０１０±

０．００１０７）和（０．０１３２０±０．００１４３）］和 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ表达水平［分别为（０．０２１９±０．００２４）和（０．０２４８±０．００２２）］均

高于感染前［分别为（０．０００３２±０．００００７）和（０．００９０±０．００１３）］；异型免疫组感染４ｄ和７ｄ，后 ＮｏｔｃｈＤｌｌ１和

ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ表达水平均高于同型免疫组［感染４ｄ和７ｄ后，ＮｏｔｃｈＤｌｌ１分别为（０．０００８９±０．０００１８）和

（０．００１４３±０．０００９６），ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ分别为（０．００３８±０．０００８）和（０．０００８±０．０００２）及未免疫感染组，差异均具

有统计学意义（均犘＜０．０５）。感染后第７天，异型免疫组ＩＦＮγ、ＣＤ８＋Ｔ细胞的百分比含量为（３．３１±０．３４）％，

高于同型免疫组和未免疫感染组［分别为（０．３８±０．０６）％和（１．５８±０．２７）％］；感染后第５天，异型免疫组流感病

毒量为［（６．２６×１０５）±（３．７×１０５）］ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，低于未免疫感染组［（６．８５×１０
７）±（２×１０７）］ｃｏｐｉｅｓ／μＬ，而高于同

型免疫组（４００±２５０）ｃｏｐｉｅｓ／μＬ（均犘＜０．０５）。结论　小鼠肺巨噬细胞Ｄｌｌ１及 ＭＨＣⅠ的表达可能在以ＣＴＬ为

主流感病毒异型交叉保护免疫应答反应中起重要作用。
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　　流感病毒是导致全球周期性流感流行的病原

体，其潜伏期短，发病率高，传染性强，对人类威胁较

大［１］。２０１３年发生在中国的甲型 Ｈ７Ｎ９流感病毒

再次引起全球关注［２］。目前，预防流感有效的措施

就是接种流感病毒疫苗。国内外生产的流感病毒疫

苗是几种常见流行株组合产品，主要诱导机体产生

ＨＡ（血凝素，ｈｅｍａｇｇｌｕｔｉｎｉｎ）特异性中和抗体，只对

控制所含型别流行有效，对新出现的变异株无效。

目前，尚无有效的抗变异流感病毒感染疫苗。

Ｔａｍｕｒａ等
［３］认为机体对流感病毒不同型别间的交

叉保护作用常由流感病毒共有核蛋白（ＮＰ）主导，其

中细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，

ＣＴＬ）反应起重要作用。自然产生的异型间交叉保

护免疫作用弱，难以完全抵御异型流感病毒感染。

那么是否能够通过增强细胞免疫应答作用，达到清

除异型流感病毒的目的，有待进一步研究。

相关前期研究工作［４－５］发现，小鼠感染免疫型

别不同的异型免疫组病毒后，干扰素（ＩＦＮ）γ水平

显著升高，与同型免疫组和未免疫组比较，差异具有

统计学意义。ＩＦＮγ是活化的淋巴细胞分泌的细胞

因子，具有上调单核细胞表面 ＭＨＣⅠ类分子表达、

活化巨噬细胞、促使ＣＤ８＋Ｔ细胞成熟为效应ＣＴＬ

细胞等重要作用［６］。最新资料［７］表明，抗原递呈细

胞（ＡＰＣ）巨噬细胞表面 ＮｏｔｃｈｌｉｇａｎｄＤｅｌｔａｌｉｋｅ１

（Ｄｌｌ１）基因表达及分泌的ＩＦＮγ水平与感染流感病

毒动物的病死率、病毒清除率密切相关。关于流感

病毒感染与 Ｎｏｔｃｈ配体关系的研究仅对初次流感

病毒感染时ＮｏｔｃｈＤｌｌ１表达水平的初步研究，对再

次流感病毒感染，特别是感染与免疫型别不同流感

病毒，其表达量的变化及其机制皆无深入研究。

本研究用不同流感病毒疫苗免疫小鼠，然后感

染Ｈ１Ｎ１流感病毒，检测小鼠肺巨噬细胞 Ｎｏｔｃｈ

Ｄｌｌ１及 ＭＨＣⅠ表达情况，并研究ＩＦＮγ阳性Ｔ细

胞水平变化。探讨肺巨噬细胞Ｄｌｌ１及 ＭＨＣⅠ与

ＣＴＬ为主的细胞免疫应答的关系，为制备有效的新

型抗流感病毒疫苗提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　动物　ＳＰＦ级Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，６～８周龄，

雌性，由中国医科大学动物部提供。

１．１．２　病毒　Ａ／ＦＭ／４７（Ｈ１Ｎ１）流感病毒小鼠适

应株，由中国医科大学病原生物学实验室提供，用前

进行病毒滴定鸡胚半数感染量 （５０％ｅｇｇｉｎｆｅｃｔｉｏｎ

ｄｏｓｅ，ＥＩＤ５０）。

１．１．３　主要试剂　重组活疫苗（ｒＬＨ５株），购自哈

尔滨维科生物技术开发公司；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ（Ｔｏｔａｌ

ＲＮＡ提取试剂）、ＲＴＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）

和ＳＹＢＲ? ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ），

均购自大连宝生物工程公司；相关抗体购自凯基生物

有限公司；引物由北京华大基因公司合成。

１．２　方法

１．２．１　分组　将小鼠随机分为３组，每组１５只。

异型免疫组（Ｈ５Ｎ１Ｈ１Ｎ１）：用ｒＬＨ５株重组二联

活疫苗免疫，Ａ／Ｈ１Ｎ１型流感病毒感染；同型免疫

组（Ｈ１Ｎ１Ｈ１Ｎ１）：用 Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒免疫，Ａ／

Ｈ１Ｎ１型流感病毒感染；未 免疫 感染组 （ＰＢＳ
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Ｈ１Ｎ１）：用ＰＢＳ代替疫苗，Ａ／Ｈ１Ｎ１型流感病毒感

染。各组标记后分别称重，正常饮水及食物喂养，每

日观察记录小鼠的活动状态、临床表现及称量体重。

１．２．２　免疫动物　将各组小鼠用水合氯醛轻度麻

醉，异型免疫组疫苗接种按说明书进行，每只小鼠鼻

腔接种ＥＩＤ５０为１０
６．０的ｒＬＨ５疫苗５０μＬ。同型免

疫组疫苗接种参照文献［６］，每只小鼠经鼻腔接种

ＥＩＤ５０为１０
２．８的Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒５０μＬ。未免疫

感染组，每只小鼠鼻腔滴入５０μＬＰＢＳ。首次免疫

３周后加强免疫１次，方法与剂量同上。

１．２．３　感染动物　加强免疫２周后，各组小鼠用水

合氯醛轻度麻醉，按上述分组每只小鼠经鼻腔感染

ＥＩＤ５０为１０
４．８的Ａ／Ｈ１Ｎ１流感病毒１００μＬ，正常饮

食饮水饲养，感染病毒后每天准确称量小鼠体重，并

观察其饮食饮水及精神状态。

１．２．４　分离肺巨噬细胞　分别于感染前，感染４ｄ

和７ｄ后无菌解剖小鼠，取小鼠全肺（每组３只）。按

常规方法制作肺组织匀浆，４℃离心机以３０００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，细胞悬浮于５ｍＬ红细胞溶解液（ＡＣＫ

ｂｕｆｆｅｒ），室温培育５ｍｉｎ，经ＰＢＳ洗涤后悬浮于ＲＰ

ＭＩ１６４０中，并用贴壁法进一步纯化及收集巨噬细胞。

１．２．５　肺巨噬细胞ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲＮＡ表达水平　

Ｔｒｉｚｏｌ法提取肺巨噬细胞ＲＮＡ，以βａｃｔｉｎ为内参，采

用实时定量 ＲＴＰＣＲ法检测 ＮｏｔｃｈＤｌｌ１表达量。

ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ 引 物，ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＧＣＡＧＡＴＧＧＣＣＣＴＴ

ＧＣＴＴＣＡ３′；ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＣＡＣＡＧＧＴＡＡＧＡＧＴＴＧＣ

ＣＧＡＧＧＴＣ３′。βａｃｔｉｎ引物，ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＡＴＣＣＧ

ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣＣＡＡＣ３′；ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＡＴＧ

ＧＡＧＣＣＡＣＣＧＡＴＣＣＡＣＡ３′。反应体系如下：１０μＬ

的ＳＹＢＲ?ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（２×）、０．４μＬ的ＲＯＸ

ＲｅｆｅｒｅｎｃｅＤｙｅⅡ（５０×）、６μＬ去离子水、２μＬ的ｃＤ

ＮＡ、各０．８μＬ的１０μｍｏｌ／Ｌ上、下游引物。反应条

件：Ｓｔａｇｅ１（预变性）：９５℃３０ｓ；Ｓｔａｇｅ２（３５个循环）：

９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ；Ｓｔａｇｅ３（溶解）：９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，

９５℃１５ｓ。

１．２．６　肺巨噬细胞 ＭＨＣⅠ表达水平　ＭＨＣⅠ表达水

平检测的方法、步骤及反应体系同ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲＮＡ

检测法。引物为ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＣＡＧＣＡＣＣＴＣＡＧＧＧＴ

ＧＡＣＴＴＴＡ３′；ｒｅｖｅｒｓｅ：５′ＴＧＧＣＴＣＣＧＣＡＧＡＴＡＣ

ＣＴＧＡＡ３′。反应条件：Ｓｔａｇｅ１（预变性）：９５℃

３０ｓ；Ｓｔａｇｅ２（３５个循环）：９５℃５ｓ，５７℃３０ｓ；Ｓｔａｇｅ

３（溶解）：９５℃１５ｓ，６０℃６０ｓ，９５℃１５ｓ。

１．２．７　ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞水平测定　分别

于感染前，感染４ｄ和７ｄ后无菌解剖取小鼠脾（每

组３只）。常规方法分离脾淋巴细胞，调整细胞浓度

至１×１０６ 个／ｍＬ，破膜后使用抗ＣＤ３、ＣＤ８及ＩＦＮ

γ抗体，用流式细胞仪检测ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细

胞的百分含量。

１．２．８　感染小鼠肺流感病毒量测定　感染病毒第

５ｄ，使用Ｔｒｉｚｏｌ试剂提取小鼠左肺ＲＮＡ（每组３只），

用实时定量ＲＴＰＣＲ法检测流感病毒特异性ＮＰ基

因量，反应条件和反应体系参照文献［５］。引物为

ｆｏｒｗａｒｄ：５′ＣＴＧＡＧＡＡＧＣＡＧＧＴＡＣＴＧＧＧＣ３′；ｒｅ

ｖｅｒｓｅ：５′ＣＴＧＣＡＴＴＧＴＣＴＣＣＧＡＡＧＡＡＡＴ３′。

１．３　统计分析　应用ＳＰＳＳ１９．０软件进行统计学

分析，各组数据以均数±标准差（狓±狊）表示，采用方

差分析以及两因素重复测量数据的方差分析；采用

Ｇｒａｐｈｐａｄｐｒｉｓｍ软件制作图。犘≤０．０５为差异具

有统计学意义。

２　结果

２．１　肺巨噬细胞ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲＮＡ表达水平　感

染４ｄ和７ｄ后异型免疫组和未免疫感染组 Ｎｏｔｃｈ

Ｄｌｌ１ｍＲＮＡ表达水平高于感染前，差异具有统计学

意义（犘＜０．０５）。异型免疫组 ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲＮＡ

表达水平高于同型免疫组及未免疫感染组，差异具

有统计学意义（犘＜０．０５）。见图１。
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图１　小鼠肺巨噬细胞ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲＮＡ表达量

犉犻犵狌狉犲１　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｉｎｍｉｃｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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２．２　肺巨噬细胞 ＭＨＣⅠ表达水平　感染４ｄ和

７ｄ后异型免疫组和未免疫感染组 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ

表达水平高于感染前，差异具有统计学意义（犘

＜０．０５）。异型免疫组 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ 表达水平

高于同型组及未免疫感染组，差异具有统计学意义

（犘＜０．０５）。见图２。
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图２　小鼠肺巨噬细胞 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ表达量

犉犻犵狌狉犲２　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＨＣⅠｉｎｍｉｃｅｐｕｌｍｏｎａｒｙａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２．３　ＩＦＮγ阳性 ＣＤ８＋Ｔ细胞水平　感染后第

７天，异型免疫组ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞的百分

比含量明显高于同型免疫组和未免疫感染组，差异

具有统计学意义（犘＜０．０５）。见图３。

２．４　小鼠肺流感病毒量测定　感染５ｄ后检测小

鼠肺病毒量，发现未免疫感染组小鼠肺病毒量最高，

而同型免疫组肺病毒量最低；异型免疫组肺病毒量

低于未免疫感染组而高于同型免疫组（均 犘＜

０．０５）。见图４。
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图３　小鼠ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞百分比含量测定
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图４　实时定量ＰＣＲ法测定小鼠肺病毒基因

犉犻犵狌狉犲４　ＶｉｒｕｓｌｏａｄｉｎｍｉｃｅｌｕｎｇｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

３　讨论

研究适应性细胞免疫应答反应在抗异型流感病

毒感染的主要机制，是开发以细胞免疫为基础的抵

御异型流感病毒感染疫苗的前提，此类疫苗可以为

机体提供交叉免疫保护。犖狅狋犮犺基因为细胞的重要

信号系统，脊椎动物常见Ｎｏｔｃｈ配体分为Ｄｅｌｔａｌｉｋｅ

与Ｊａｇｇｅｄ两类，前者包括ｄｅｌｔａｌｉｋｅ１、ｄｅｌｔａｌｉｋｅ３和

ｄｅｌｔａｌｉｋｅ４（又称 Ｄｌｌ１、Ｄｌｌ３和 Ｄｌｌ４）
［８］。目前，对

Ｎｏｔｃｈ信号在肿瘤的形成和发展中的作用研究较

多，但有限的与抗病毒感染免疫关系的研究，尚不能

说明Ｎｏｔｃｈ信号与抗病毒感染免疫之间的关系。本

研究在前期研究的基础上［４５］，测定再次感染时起重

要抗原递呈作用及连接适应性免疫应答反应的重要

免疫相关细胞—肺巨噬细胞表面 ＮｏｔｃｈＤｌｌ１ｍＲ

ＮＡ表达水平，发现异型免疫组和未免疫感染组感

染后４ｄ和７ｄ其表达水平升高，异型免疫组表达水

平高于同型组及未免疫感染组。ＡＰＣ中的巨噬细

胞表面ＮｏｔｃｈｌｉｇａｎｄＤｅｌｔａｌｉｋｅ１基因表达影响机

体抗流感病毒免疫应答反应，并与ＩＦＮγ水平密切

相关［７］。异型免疫组其水平显著升高，说明肺巨噬
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细胞表面Ｎｏｔｃｈ信号系统可能介导机体再次感染异

型流感病毒时的交叉保护免疫应答反应。

ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞主要由ＣＴＬ组成
［９］，

流感病毒感染５～７ｄ后ＣＴＬ趋化至肺部感染处，

识别表达 ＭＨＣⅠ病毒抗原肽的感染细胞，通过颗

粒酶、穿孔素等杀伤感染细胞。病毒感染后，表达于

肺巨噬细胞的 ＭＨＣⅠ递呈病毒抗原给ＣＤ８＋Ｔ细

胞，并产生细胞毒效应，发挥ＣＴＬ的功能，对清除体

内病毒感染起重要作用［１０］。本研究显示，异型免疫

组 ＭＨＣⅠ ｍＲＮＡ 表达水平高于同型组及未免疫

感染组，表明肺巨噬细胞 ＭＨＣⅠ基因表达与流感

病毒不同型别间交叉免疫应答反应相关。我们可以

推测，异型流感病毒感染后，通过肺巨噬细胞表面

Ｎｏｔｃｈ信号系统及 ＭＨＣⅠ基因启动ＣＴＬ为主的

抗流感病毒免疫应答反应。我们用流式细胞术检测

ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞水平结果，进一步证实了

ＩＦＮγ阳性ＣＤ８＋Ｔ细胞（ＣＴＬ）参与了异型流感病

毒间的交叉免疫应答反应。对小鼠流感病毒感染后

肺病毒量进行检测，结果显示感染与免疫型别不同

流感病毒时的病毒残留量小于未免疫感染组，表明

这种异型流感病毒间产生了交叉免疫保护作用。

综上所述，今后的努力目标是如何提高机体异

型流感病毒间的交叉保护作用，深入研究其机制，为

制备能够抵御变异流感病毒感染的疫苗提供新思

路。
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