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阻断巨噬细胞介导的 ＰＤ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路对小鼠结
核复发的抑制作用
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　 　 【摘要】 　 目的　 利用功能性 ＰＤ⁃Ｌ１（ｐｒｏｇｒａｍｍｅｄ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｌｉｇａｎｄ⁃１，ＰＤ⁃Ｌ１）单抗阻断巨噬细胞介导的 ＰＤ１ ／
ＰＤ⁃Ｌ１ 通路，研究其对小鼠结核治疗后复发的免疫干预作用和机制。 方法 　 １０６ ＣＦＵ Ｈ３７Ｒｖ 经尾静脉感染

Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠获得结核的急性感染，两周之后分别给予异烟肼（１０ ｍｇ ／ ｋｇ）和异烟肼联合 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗（每只

５０ μｇ）连续治疗四周，获得潜伏感染，在潜伏期用 ＴＮＦ⁃α 抗体（每只 ５０ μｇ）诱导四周使其复发。 通过对各时间

点的肺、脾和肝组织病理及荷菌量的定量分析，探讨 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗对小鼠活动性结核及结核复发的干预作用。 利

用体外实验，进一步阐明敲低 ＰＤ⁃Ｌ１ 对结核菌感染的巨噬细胞凋亡的影响。 结果　 小鼠感染后，前两周肺、脾和

肝荷菌量较高（３ ～ ４ Ｌｇ ＣＦＵ ／ ｍＬ）、肉芽肿病变较重，表现为活动性结核，异烟肼和异烟肼联合 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗分别

治疗四周之后，肺、脾和肝荷菌量均较模型对照组显著性地降低，肉芽肿样病变也显著减轻，但是两个治疗组之

间没有显著性的差异。 而在复发期，相比较于异烟肼治疗组， 异烟肼联合 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗治疗组能够显著降低复发

期组织荷菌量，减轻病理病变。 体外实验证实：用 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体或 ｓｉＲＮＡ 敲低巨噬细胞上 ＰＤ⁃Ｌ１，结果发现二者都

能能促进结核感染的巨噬细胞凋亡。 结论　 功能性的 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体可以抑制结核复发，敲低巨噬细胞上 ＰＤ⁃Ｌ１ 或

阻断 ＰＤ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路能促进巨噬细胞凋亡，提示阻断 ＰＤ⁃Ｌ１ 能够有效的协助异烟肼治疗结核病，并且显著地抑

制结核的复发。
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ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 结核病是危害人类健康的重要传染病，根据

ＷＨＯ （ Ｗｏｒｌｄ Ｈｅａｌｔｈ Ｏｒｇａｎｉｚａｔｉｏｎ， ＷＨＯ） 报 告［１］，
２０１５ 年全球新发结核病（ ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ，ＴＢ）数量约为

１０４０ 万例，有 １４０ 万人死于结核病。 我国每年复发

肺结核病患者占新发结核病患者的 １５％～ ２０％ ，而
复治肺结核中发展成耐药结核的比例约为 ３５％ ～
５５％ ［２］。 临床上结核治疗后复发和耐药的情况时

有发生，导致结核迁延不愈［３］ 是耐药结核产生的主

要原因，因而控制结核病的疫情首要任务就是要积

极预防结核病的复发。
ＰＤ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路在某些病毒和细菌感染中［４ － ７］

发挥作用，ＰＤ⁃１： ＰＤ⁃Ｌ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ２ 通路在肿瘤和某些

感染性疾病中发挥免疫抑制作用，而在结核病中的

免疫作用尚不明确。 已有报道［８ － １０］， 菌株 ＢＣＧ
（Ｂａｃｉｌｌｕｓ Ｃａｌｍｅｔｔｅ⁃Ｇｕéｒｉｎ）和菌株 Ｈ３７Ｒｖ（结核分枝

杆菌标准株 Ｈ３７ＲＶ）感染 ＰＤ⁃１ 敲除小鼠的相关体

内实验显示出 ＰＤ⁃１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路相悖的结果。
本研究拟用 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗或与异烟肼共同作用

探究其对于 ＴＮＦ⁃α 抗体诱导的结核复发的抑制作

用。 通过分析小鼠结核病急性感染期和复发期的

荷菌量及病理病变，明确 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体的作用。 通过

ｓｉＲＮＡ 体外敲低结核菌感染的巨噬细胞上 ＰＤ⁃Ｌ１ 或

用 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体阻断 ＰＤ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路，用流式方法检

测巨噬细胞凋亡的情况，初步探究巨噬细胞上 ＰＤ１ ／
ＰＤ⁃Ｌ１ 通路在结核发病和复发中的作用及机制，以
期能为结核病复发的临床干预提供新的思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

菌株和细胞结核分枝杆菌标准株 Ｈ３７Ｒｖ（菌号

为 ９３００９）由中国药品生物制品检定所提供，在中性

罗氏培养管中培养，３７℃、５％ ＣＯ２，培养 ４ 周后收

菌，无菌过滤制成单细胞悬液，分装储存于 － ８０℃低

温冰箱。 过滤之后的菌液用细菌超声分散计数仪

分散均匀，浓度调为 １􀆰 ０ × １０７ＣＦＵ ／ ｍＬ。
ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞系购自赛百慷公司。 培养于含

１０％胎牛血清、１００ μｍｏｌ ／ ｍＬ 青霉素和 １００ μｍｏｌ ／
ｍＬ 链霉素的 ＤＭＥＭ 培养液中，置于 ３７℃、５％ ＣＯ２、
饱和湿度培养箱中培养，调节细胞的传代浓度，每 ２
ｄ 传代一次。
１􀆰 ２　 实验动物

ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 雌性小鼠 ２８ 只，４ ～ ６ 周龄，体
重 １２ ～ １４ ｇ，购自北京维通利华实验动物技术有限

公司［ＳＣＸＫ（京）２０１６ － ００１１］，［ＳＹＸＫ（京）２０１１ －
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００２２］。 实验动物的使用得到了中国医学科学院医

学实验动物研究所实验动物使用和管理委员会的

批准（批准号：ＺＬＪ１６００１），实验在中国医学科学院

医学实验动物研究所生物安全 ３ 级实验室（国卫

ＡＢＳＬ３⁃０５９）进行。 动物在感染 １ 周前进入生物安

全 ３ 级实验室适应。
１􀆰 ３　 主要试剂与仪器

分枝杆菌中性罗氏培养管（珠海贝索生物技术

有限公司，中国）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＦＩＴＣ ／ ＰＩ 细胞凋亡检测

试剂盒 （ＢＤ 公司，美国）；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ⁃ＰＥ ／ ７⁃ＡＡＤ 细

胞凋亡检测试剂盒 （ＢＤ 公司，美国）；ＬＥＡＦＴＭ Ｐｕｒｉ⁃
ｆｉｅｄ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＣＤ２７４（Ｂ７⁃Ｈ１） （Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ，美国）；
ＬＥＡＦＴＭ Ｐｕｒｉｆｉｅｄ Ａｎｔｉ⁃Ｍｏｕｓｅ ＴＮＦ⁃α （Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ）、Ｉｓｏ⁃
ｎｉａｚｉｄ （ Ｓｉｇｍａ，美国）； ＣＤ２７４ （ Ｂ７⁃Ｈ１） ＰＥ （ ｅＢｉｏ⁃
ｓｃｉｅｎｃｅ，美国）；流式细胞仪（ＢＤ 公司，美国）；Ｎａｎｏ⁃
Ｚｏｏｍｅｒ Ｓ６０ 明场荧光切片扫描仪（日本）；细菌超声

分散计数仪 （广东体必康生物科技有限公司，中
国）； ｓｉＲＮＡ （广州锐博，ＡＧＡｃＧｕＡＡＧｃＡＧｕＧｕｕＧＡＡ
ＧＡＴＡＴＴＴＧＣＴＧＴＣＴＴＴＡＴＡ）。
１􀆰 ４　 实验方法

１􀆰 ４􀆰 １　 动物分组

实验分为 Ａ 组：感染对照组、Ｂ 组：异烟肼治疗

组、Ｃ 组：异烟肼 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体协同治疗组、Ｄ 组：ＴＮＦ⁃
α 诱导复发组、Ｅ 组：异烟肼协同 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体自然复

发组、Ｆ 组：异烟肼自然复发组。
１􀆰 ４􀆰 ２　 动物感染和取材

以 １􀆰 ０ × １０７ ＣＦＵ ／ ｍＬ 的 Ｈ３７Ｒｖ １００ μＬ ／只尾静

脉感染 Ｃ５７ＢＬ ／ ６ 小鼠，两周之后分别给予异烟肼

（１０ ｍｇ ／ ｋｇ），异烟肼联合 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗（每只每周 ５０
μｇ）连续治疗四周，之后 ＴＮＦ⁃α 抗体（每只每周 ５０
μｇ）诱导四周。 每个时间点各组分别取 ４ 只小鼠脱

颈椎处死，解剖取脾脏、肺脏、肝脏组织进行荷菌量

的检测和病理分析。
１􀆰 ４􀆰 ３　 组织荷菌量检测

取左侧肺组织、脾头 １ ／ ３ 及肝腹背部的小叶，组
织研磨匀浆。 匀浆液用生理盐水按照 １：１０ 的比例

进行梯度稀释，分别取 １０ － １、１０ － ２、１０ － ３三个稀释度

的组织稀释液 ５０ μＬ，接种于分枝杆菌中性罗氏培

养管，每个梯度各接种 ２ 管，３７℃、５％ ＣＯ２，培养 ３
～ ４ 周进行菌落计数。
１􀆰 ４􀆰 ４　 组织病理分析

余下的脾、肺、肝组织置于 ４％中性甲醛固定液

中固定 ７２ ｈ，脾脏和肝脏组织分别按长轴最大横切面

进行修块，肺组织完整分离小肺叶。 组织块经梯度酒

精脱水后石蜡包埋，切片厚度为 ５ μｍ，ＨＥ 染色之后，
将 ＨＥ 片用 ＮａｎｏＺｏｏｍｅｒ Ｓ６０ 明场荧光切片扫描仪（日
本）进行明场半自动扫片，用 ＶＤＰ． Ｖｉｅｗ ２ 软件对病

变组织进行定量分析。 分析单位面积（ｍｍ２）的肺组

织中肉芽肿面积，单位面积（ｍｍ２）脾脏内白髓内肉芽

肿的面积，单位面积（ｍｍ２）肝脏内肉芽肿个数。
１􀆰 ４􀆰 ５　 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达的检测方法

用６ 孔板每孔加２ ｍＬ 的５ ×１０５ｃｅｌｌｓ 的巨噬细胞

悬液，按照 ＭＯＩ ＝ １ 加 １ × １０６ ＣＦＵ 的 Ｈ３７Ｒｖ，５％
ＣＯ２、３７℃孵育感染 ２４ ｈ，设置正常对照组和感染组。
培养结束后，弃培养液，加入 ＰＢＳ，１０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５
ｍｉｎ 洗涤细胞 ３ 遍。 收集细胞于 １􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，
加 ２００ μＬＰＢＳ 重悬，加 ＰＥ⁃ＰＤ⁃Ｌ１（ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ）流式

抗体每孔 ２ μＬ，室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，标记细胞。 上

机前 １００ μＬ ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，用流式细胞仪

检测细胞 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达情况。
１􀆰 ４􀆰 ６　 ＰＤ⁃Ｌ１ 对巨噬细胞凋亡的影响

感染当天，取对数生长期的 ＲＡＷ２６４􀆰 ７ 细胞 １
× １０６ 个接种到六孔板，于 ５％ ＣＯ２、３７℃、饱和湿度

条件下培养，共 ３ 个组： 对照组 ｃｏｎｔｒｏｌ、 实验组

Ｈ３７ＲＶ、ＰＤ⁃Ｌ１ ＋ Ｈ３７Ｒｖ，每个处理组设 ３ 个复孔。
第二天加入 ＰＤ⁃Ｌ１⁃ｓｉＲＮＡ 或 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体，孵育 １ ｈ
之后加入 Ｈ３７Ｒｖ 感染巨噬细胞，培养 ４ ｈ 后消化细

胞并收集细胞，加入 ＰＢＳ １０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 洗

涤后，将细胞重悬于 ４００ μＬ １ × ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ（ＢＤ
Ｐｈａｒｍｉｎｇｅｎ ＰＥ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｋｉｔ Ｉ，
ＬＯＴ：７０２６５８８）中。 ＰＤ⁃Ｌ１⁃ｓｉＲＮＡ 组加入 ５ μＬ ＦＩＴＣ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ５ μＬ ｐｒｏｐｉｄｉｕｍ ｉｏｄｉｄｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
（ＰＩ）染色；ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗组加入 ５ μＬ ＰＥ ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ５
μＬ７⁃ＡＡＤ 染色。 室温避光孵育 １５ ｍｉｎ，加 ４００ μＬ １
× ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 到每个管中。 每管加 ４％多聚甲醛

２００ μＬ 固定 １５ ｍｉｎ，用流式细胞仪检测细胞凋亡率。
１􀆰 ５　 统计学方法

采用统计软件 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７ 进行统计分

析。 所有数据均采用平均数 ± 标准差（􀭰ｘ ± ｓ）表示。
结果采用单因素方差分析（Ｏｎｅ⁃ｗａｙ ＡＮＯＶＡ）， ｔ 检
验和 Ｔｕｋｅｙ 检验分析组间差异是否显著，Ｐ ＜ ０􀆰 ０５
为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 小鼠组织荷菌量分析

小鼠在感染 ２ 周后分别给予异烟肼和异烟肼联
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合 ＰＤ⁃Ｌ１ 进行治疗 ４ 周后（图 １）相比较 Ａ 组，Ｂ， Ｃ
组肺、脾、肝脏荷菌量明显减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），Ｃ 组较

之 Ｂ 组荷菌量虽有下降，但是差异无显著性。 Ｂ 和

Ｃ 组的小鼠用 ＴＮＦ⁃α 抗体诱导四周后（图 １），相比

较 Ｆ 组，Ｄ 组肺、脾、肝荷菌量明显增加（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ
＜ ０􀆰 ００１、Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）；Ｅ 组的肝脏和脾脏的荷菌量

减少，但是差异无显著性。 与 Ｄ 组相比，Ｅ 组肝脏

和脾脏荷菌量显著性减少（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

注：１：肺脏荷菌量；２：脾脏荷菌量；３：肝脏荷菌量；Ａ：感染对照组；Ｂ：异烟肼治疗组；Ｃ：异烟肼 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体协同治疗组；Ｄ：ＴＮＦ⁃α 诱导复发

组；Ｅ：异烟肼协同 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体自然复发组；Ｆ：异烟肼自然复发组；与 Ａ 组比较，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 Ｄ 组比较，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 １　 小鼠结核模型中肺脾肝不同时期的菌荷菌量（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． １： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｌｕｎｇ． ２： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ． ３： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ． Ａ： ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｂ：ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｃ：ｉｓｏｎｉａｚｉｄ
ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤ⁃Ｌ１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ． Ｄ： ＴＮＦ⁃α ｉｎｄｕｃｅｄ⁃ｒｅｌａｐｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ： ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｌａｐｓｅ ｉｎｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＰＤ⁃Ｌ１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ

ｇｒｏｕｐ． Ｆ： ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｌａｐｓｅ ｉｎ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｇｒｏｕｐ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｄ，＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． １　 Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｏｆ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｉｎ ｔｈｅ Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

２􀆰 ２　 感染小鼠组织病理变化

感染 ２ 周治疗 ４ 周之后（图 ３），Ａ 组肝脏病变

主要为出现大量散在的小肉芽肿，肉芽肿主要由巨

噬细胞、淋巴细胞及少数中性粒细胞构成。 脾脏白

髓区及红髓区可见主要由巨噬细胞组成的肉芽肿。
肺脏可见肉芽肿样病变。 病理定量分析（图 ２），相
比较于 Ａ 组 Ｂ、Ｃ 组的脾脏病变明显减轻 （ Ｐ ＜
０􀆰 ０１），肝脾病变显著减轻（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１，Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）
（图 ２），但是 Ａ 组和 Ｂ 组的肝脾病理差异无显著

性。 ＴＮＦ⁃α 抗体诱导四周之后（图 ２），Ｄ、Ｅ 组肝脏、
脾脏和肺脏内均可见的肉芽肿，但是 Ｅ 组的脾脏肉

芽肿要比 Ｄ 组的病变面积小。 进行病理病变定量

分析（图 ２），相比较 Ｄ 组，Ｅ 组的肺脾的病变程度显

著性减轻（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１、Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），肝脏的肉芽肿密度

也显著降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０１），相对于 Ｆ 组，Ｅ 组的肺脏和

肝脏的病变程度降低，但是二者差异没有显著性。
２􀆰 ３　 结核菌感染巨噬细胞后 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达

流式细胞仪检测发现（见图 ４）：Ｈ３７Ｒｖ 感染巨

噬细胞 ２４ ｈ 后，红色峰（感染组）相比较蓝色峰（对
照组）右移，表明 ＰＤ⁃Ｌ１ 表达升高。
２􀆰 ４　 ＰＤ⁃Ｌ１ 敲低或阻断后对结核菌感染的巨噬细

胞凋亡的影响

利用流式细胞仪检测结核菌感染的巨噬细胞的

凋亡，用 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗干预后，巨噬细胞对照凋亡率为

见（图 ５Ａ）左图（１４􀆰 ４％），Ｈ３７Ｒｖ 感染后巨噬细胞凋

亡率见中图（１２􀆰 ２％），加入 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗后，巨噬细胞

凋亡的细胞比例见右图（１３􀆰 ９％）。 对 ３ 个复孔流式

结果进行统计，结果见图 ５ Ａ⁃１， Ｈ３７Ｒｖ 感染巨噬细

胞之后细胞凋亡率降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５），加 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗后

细胞凋亡率较感染组显著性上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ０５）。
用 ｓｉＲＮＡ 敲低巨噬细胞上 ＰＤ⁃Ｌ１ 后检测细胞

凋亡（图 ５Ｂ），左图为巨噬细胞对照（１４􀆰 ４％ ），中图
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注：１：肺脏荷菌量；２： 脾脏荷菌量；３： 肝脏荷菌量；Ａ： 感染对照组；Ｂ： 异烟肼治疗组；Ｃ：异烟肼 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体协同治

疗组；Ｄ： ＴＮＦ⁃α 诱导复发组；Ｅ： 异烟肼协同 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗体自然复发组；Ｆ： 异烟肼自然复发组；与 Ａ 组比较，∗∗∗Ｐ ＜

０􀆰 ００１， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１； 与 Ｄ 组比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１。

图 ２　 小鼠结核模型中肺脾肝不同时期的组织病变定量（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． １： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｌｕｎｇ． ２： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ． ３： Ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｌｏａｄ ｉｎ ｌｉｖｅｒ． Ａ： Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ． Ｂ： Ｉｓｏｎｉａｚｉｄ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ． Ｃ： Ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤ⁃Ｌ１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ． Ｄ： ＴＮＦ⁃α ｉｎｄｕｃｅｄ⁃ｒｅｌａｐｓｅ ｇｒｏｕｐ． Ｅ：
Ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｌａｐｓｅ ｉｎｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＰＤ⁃Ｌ１ ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌ ａｎｔｉｂｏｄｙ ｇｒｏｕｐ． Ｆ： Ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｌａｐｓｅ ｉｎ ｉｓｏｎｉａｚｉｄ ｇｒｏｕｐ．

Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ａ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１， ∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐ Ｄ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０１．

Ｆｉｇ． ２　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ
ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ

为 Ｈ３７Ｒｖ 感染巨噬细胞后凋亡情况（７􀆰 ９７％ ），右图

为 Ｈ３７Ｒｖ 感染后加入 ＰＤ⁃Ｌ１⁃ｓｉＲＮＡ 后，凋亡的细胞

比例（１４􀆰 ０％ ）。 对 ３ 个复孔流式结果进行统计（图
５Ｂ⁃１），Ｈ３７Ｒｖ 感染巨噬细胞之后细胞凋亡率显著

性降低（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１），加 ＰＤ⁃Ｌ１⁃ｓｉＲＮＡ 组细胞凋亡

率较感染组显著性上升（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。

３　 讨论

本研究发现，结核急性感染经过异烟肼单独治

疗及 ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗协同异烟肼治疗后，均可以明显降

低荷菌量和减轻病变，虽然两者组间无显著性差

异，但是经 ＴＮＦ⁃α 抗体诱导复发之后，可以看到 ＰＤ⁃
Ｌ１ 单抗联合异烟肼治疗组相比较单用异烟肼治疗

组，可以显著降低复发期的荷菌量和病变。 这表明

ＰＤ⁃１：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路在体内可能发挥免疫抑制作用，
ＰＤ⁃Ｌ１ 单抗阻断 ＰＤ⁃１：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路后，可能逆转该通

路的免疫抑制作用，从而遏制复发期荷菌量上升而

表现出免疫保护作用。 用 Ｈ３７Ｒｖ 体外感染巨噬细

胞，２４ ｈ 后发现 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达上升，利用 ＰＤ⁃Ｌ１ 抗

体阻断或 ｓｉ⁃ＲＮＡ 敲低结核菌感染的巨噬细胞上

ＰＤ⁃Ｌ１，可以促进巨噬细胞的凋亡，在抑制小鼠结核

的复发中发挥作用。
上述结果与已发表的用 ＢＣＧ 感染 ＰＤ⁃１ 敲除小

鼠的结论是一致的，但是与 Ｈ３７Ｒｖ 感染的 ＰＤ⁃１ 敲

除小鼠的结论是相悖。 但依然不能否认结核感染

的宿主体内 ＰＤ１ ／ ＰＤ⁃Ｌ１ 通路发挥免疫抑制作用。
究其原因，是因为：其一：用 ＢＣＧ 和 Ｈ３７Ｒｖ 分别感

染小鼠后，ＰＤ⁃１ 通路所发挥的免疫作用不同，这种

差异的产生可能与 ＰＤ⁃Ｌ１、ＰＤ⁃Ｌ２ 的差异表达有关。
小鼠感染 ＢＣＧ 后，ＰＤ⁃Ｌ１ 高表达，而 ＰＤ⁃Ｌ２ 无明显

表达变化。 ＰＤ⁃１：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路使 Ｔｈ１ 型细胞免疫功

能受到损伤，可以恢复 Ｔｈ１ 型细胞免疫的功能，从而

在体内表现出免疫保护作用，即 ＰＤ⁃１ 敲除后的小鼠

脾脏荷菌量比野生型小鼠低。 Ｈ３７Ｒｖ 感染小鼠后，
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ＰＤ⁃Ｌ１ 和 ＰＤ⁃Ｌ２ 均出现高表达，可能是因为 ＰＤ⁃１：
ＰＤ⁃Ｌ１ 和 ＰＤ⁃１：ＰＤ⁃Ｌ２ 发挥相反的作用，即 ＰＤ⁃１：
ＰＤ⁃Ｌ１ 发挥免疫抑制作用，ＰＤ⁃１：ＰＤ⁃Ｌ２ 发挥免疫保

护作用。 其二∶ ＰＤ⁃Ｌ１和 ＰＤ⁃１ 免疫功能抑制作用的

机制不尽相同。 在肿瘤和多种慢性感染中［１１］，ＰＤ⁃１
通过与 ＰＤ⁃Ｌ１、ＰＤ⁃Ｌ２ 结合，从而抑制 Ｔ 细胞的 ＴＣＲ
信号，进一步下调免疫激活因子和与存活相关的蛋

白表达。 而在 ＡＰＣ 上表达的 ＰＤ⁃Ｌ１ 存在于 ＭＡＳＫ ／
细胞因子 ／ ＳＴＡＴ⁃３ 依赖模式中 ∶ 在 ＳＴＡＴ⁃３的调控

下，ＴＬＲ⁃ＡＰＣ 在 ＩＬ⁃６ 和 ＩＬ⁃１０ 上高表达，同时抑制

ＳＴＡＴ⁃３ 活化，进而阻断 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达。 所以，在阻

断 ＰＤ⁃１ 和 ＰＤ⁃Ｌ１ 后免疫反应存在一定的差异。
而 ＰＤ：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路的体外结果与本研究组 ＰＤ⁃

Ｌ１ 抗体干预的结果一致，虽然已报道的 ＰＤ⁃１ 敲除

小鼠结果与之相左，依然提示小鼠体内 ＰＤ１：ＰＤ⁃Ｌ１
通路可能发挥免疫抑制 作用，其原因是因为 ＰＤ⁃１
敲除小鼠可能由于敲除导致的自身免疫过强使结

核加重，然而，其精确作用和机制需要深入研究。
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注：从左到右分别为脾、肝、肺的组织病变图；ＨＥ 染色：大图是 × １２􀆰 ５ 倍，左上角小图为 × １００ 倍；脾、肝和肺组织

中标记处为病变。

图 ３　 小鼠结核模型中肺脾肝不同时期的组织病理改变（ｎ ＝ ４）
Ｎｏｔｅ． Ｆｉｇｕｒｅｓ ｆｒｏｍ ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ ｓｔａｎｄ ｆｏｒ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ， ｌｉｖｅｒ ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ＨＥ
ｓｔａｉｎｉｎｇ． Ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ × １２􀆰 ５ ｏｆ ｔｈｅ ｌａｒｇｅｒ ｐｉｃｔｕｒｅ， × １００ ｏｆ ｔｈｅ ｕｐｐｅｒ ｌｅｆｔ ｉｎｓｅｔｓ． Ｔｈｅ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ， ｌｉｖｅｒ
ａｎｄ ｌｕｎｇ ｔｉｓｓｕｅ ｐｉｃｔｕｒｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｌｅｓｉｏｎｓ．

Ｆｉｇ． ３　 Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｌｕｎｇ， ｓｐｌｅｅｎ ａｎｄ ｌｉｖｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｎ ｔｈｅ
Ｍ． ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍｉｃｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｅｒｉｏｄｓ
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注：Ａ 为巨噬细胞阴性对照；Ｂ 为 Ｈ３７Ｒｖ 感染巨噬细胞 ２４ ｈ 的结果；红色峰表示感染细胞 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达；蓝色峰表示未感染细胞 ＰＤ⁃Ｌ１
的表达。

图 ４　 感染 Ｈ３７Ｒｖ 的巨噬细胞 ＰＤ⁃Ｌ１ 的表达

Ｎｏｔｅ． Ａ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｂ ｓｔａｎｄｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ Ｈ３７Ｒｖ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ． Ｒｅｄ ｃｕｒｖｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃Ｌ１ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ． Ｂｌｕｅ ｃｕｒｖｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＤ⁃Ｌ１ ｏｆ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．

Ｆｉｇ． ４　 ＰＤ⁃Ｌ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｈ３７Ｒｖ

注：与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１；与 Ｈ３７Ｒｖ 组相比较，＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ５　 ＰＤ⁃Ｌ１ 对感染的巨噬细胞的凋亡影响（ｎ ＝ ３）
Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗Ｐ ＜ ０􀆰 ０５，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ Ｈ３７Ｒｖ ｇｒｏｕｐ， ＃Ｐ ＜ ０􀆰 ０５， ＃＃＃Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ５　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＤ⁃Ｌ１ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
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　 　 巨噬细胞作为机体天然免疫系统中重要的效应

细胞，其细胞凋亡作为一种有利于宿主清除结核菌的

方式，及通过防止结核菌逸散造成二次感染［１２］，在机

体与结核杆菌的抗争中起着非常重要的作用。 体外

实验发现，敲低 ＰＤ⁃Ｌ１ 或用抗体阻断均可以逆转结核

感染中 ＰＤ１：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路对巨噬细胞凋亡的可能抑制

作用，有效促进结核菌的清除并防止结核菌逸散造成

的二次感染，即抑制结核病的复发。 该作用需要在细

胞上 ＰＤ⁃Ｌ１ 特异性敲除的小鼠中深入论证。
综上所述，阻断 ＰＤ１：ＰＤ⁃Ｌ１ 通路可以抑制结核

病的复发，该抑制作用与促进巨噬细胞凋亡有关。
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􀦋􀦋专家问答

问：大小鼠常见采血方法

答：采血是动物实验常见的操作，我们可以在不同的情况下选择恰当的方法，现总结如下：
（１）剪尾采血：所需血量较少时采用，适用于涂片、试纸检测血糖等。 鼠尾消毒后，浸在 ４５℃～ ６０℃左右

的温水中 １０ ～ ３０ ｓ，使尾部血管充盈，用刀片或剪刀割去尾尖小鼠 １ ～ ２ ｍｍ，大鼠 ３ ～ ５ ｍｍ，自尾根向尾尖捋

尾巴，让血液流出。 每只实验动物一般可采血 １０ 次以上。 小鼠每次可取血 ０􀆰 １ ｍＬ；大鼠 ０􀆰 ３ ～ ０􀆰 ５ ｍＬ。 如

果长期反复取血，由近鼠尾末端向近心端操作。
（２）眼眶静脉丛采血：采血量较多，且动物不致死，适用于实验中血液指标的检验。 取血时拇指及食指

压迫颈部两侧，使眶后静脉丛充血。 手持硬质玻璃滴管（毛细管内径 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍｍ），与鼠面成 ４５ 度的夹角，
由眼内角刺入，刺入后再深入小鼠约 ２ ～ ３ ｍｍ，大鼠约 ４ ～ ５ ｍｍ，穿刺适当血液能自然流出。 多次建议左右

两眼轮换取血。 小鼠每次可采血 ０􀆰 ２ ～ ０􀆰 ３ ｍＬ；大鼠每次可采血 ０􀆰 ５ ～ １􀆰 ０ ｍＬ。
（３）摘眼球取血：此采血方法动物可致死，多用于小鼠。 小鼠倒置，尽量将小鼠眼周皮肤往颈后压，使眼

球突出，用眼科弯镊迅速夹去眼球，血液从眼眶中流入 ＥＰ 管。 注意不要反复用镊子刺眼眶，容易溶血。 每

次采血量 ０􀆰 ６ ～ ０􀆰 １ ｍＬ。
（４）腹主动脉采血：采血量大，动物致死，多用于大鼠。 动物麻醉，仰卧固定，从腹正中线皮肤切开腹腔，

使腹主动脉清楚暴露。 用注射器抽取血液，速度要慢，防止溶血。 小鼠每次可采血 １􀆰 ０ ～ １􀆰 ５ ｍＬ；大鼠每次

可采血 ８ ｍＬ 以上。
（感谢上海中医药大学中医肾病研究所 刘伟伟 的解答）
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