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肿瘤坏死因子⁃α在利什曼原虫脾脏感染中的作用
甄二娜１，吴余玲１，胡姗姗１，２

（ １ 安徽医科大学药学科学学院临床药理研究所、抗炎免疫药物教育部重点实验室，合肥　 ２３００３２；
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摘要　 目的　 探究肿瘤坏死因子⁃α（ＴＮＦ⁃α）在小鼠利什曼原虫脾脏感染中的作用。 方法　 在小鼠的右侧后足皮下注射利什

曼原虫的前鞭毛体建立感染模型。 测量小鼠足垫厚度和体质量监测感染；通过 ＨＥ 染色观察感染后脾脏病理学变化；流式细

胞术检测脾脏内淋巴细胞和巨噬细胞的改变；间接免疫荧光法检测脾脏内精氨酸酶 １（Ａｒｇ⁃１）和诱导型一氧化氮合酶（ ｉＮＯＳ）
的表达水平；体外调控 ＴＮＦ⁃α 观察对巨噬细胞感染利什曼原虫的影响。 结果　 与 Ｂ６. ＷＴ 小鼠相比，Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠感染后

４２ ｄ 脾脏明显肿大，结构紊乱，各种细胞浸润并分散在整个脾脏中。 流式结果显示，感染利什曼原虫后，小鼠脾脏中 Ｔ 细胞和

Ｂ 细胞比例未发生明显改变，而 ＣＤ１１ｂ 单核细胞明显增加；免疫荧光结果显示，Ｍ２ 型单核 ／巨噬细胞的标志物 Ａｒｇ⁃１ 在

Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏中高表达（Ｐ ＜ ０. ０５）；Ｂ６. ＷＴ 小鼠的脾脏中 ｉＮＯＳ 表达相对较强（Ｐ ＜ ０. ０５）；体外研究显示，ＴＮＦ⁃α 缺失

或抑制 ＴＮＦ⁃α 后，腹腔巨噬细胞感染利什曼原虫明显增加（Ｐ ＜ ０. ０１），而加入 ＴＮＦ⁃α 后显著抑制了该细胞的感染（Ｐ ＜ ０. ０１）。
结论　 Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠后足垫皮下接种利什曼原虫后发生脾脏感染，可能与 ＴＮＦ⁃α 的缺失导致巨噬细胞发生 Ｍ２ 型分化和

一氧化氮产生减少有关。
关键词　 利什曼原虫；肿瘤坏死因子⁃α；脾脏；巨噬细胞；流式分析；免疫反应
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　 　 利什曼病是由利什曼原生动物寄生虫引起的重

大全球健康问题，每年影响全球约 １００ 万人。 利什

曼感染的临床表现包含可自愈的皮肤病以及致命性

的内脏感染（脾脏、肝脏和骨髓） ［１］。 在实验室环境

中，Ｃ５７ＢＬ（Ｂ６. ＷＴ）或 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠感染巨大利什

曼原虫（Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ，Ｌ． ｍａｊｏｒ）是 １ 个用于研究感染
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反应中细胞因子的作用以及辅助性 Ｔ 细胞（ Ｔｈ１ ／
Ｔｈ２）反应遗传二象性的经典动物模型［２］。 Ｌ． ｍａｊｏｒ
抵抗型 Ｂ６. ＷＴ 小鼠在感染后可通过产生干扰素⁃γ
（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃γ， ＩＦＮ⁃γ） 以及一氧化氮 （ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）实现自愈。 而易感的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠在感染后主

要产生 Ｔｈ２ 型细胞因子，无法清除寄生虫最终死于

感染［３ － ４］。
　 　 肿瘤坏死因子⁃α（ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α，ＴＮＦ⁃
α）是一种多效性细胞因子，主要由巨噬细胞、树突

状细胞和 Ｔ 淋巴细胞等免疫细胞产生。 既往研

究［５］表明，ＴＮＦ⁃α 缺失会导致 Ｌ． ｍａｊｏｒ 抵抗型小鼠
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皮肤感染弥散，淋巴结肿大，甚至出现致命的内脏感

染。 在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染中，ＴＮＦ⁃α 的缺失会导致肝脏

中浸润的髓系单核细胞优先向 Ｍ２ 型巨噬细胞分

化，ＮＯ 产生减少，Ｌ． ｍａｊｏｒ 不能被清除［５］。 脾脏中

是否也存在和肝脏中类似的感染机制呢？ 因此，该
研究基于 ＴＮＦ⁃α 基因敲除小鼠以及 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染

模型，观察小鼠脾脏变化，阐明 ＴＮＦ⁃α 在抗感染中

的作用机制，为临床抗 ＴＮＦ⁃α 治疗所致机会性感染

和复发风险增加提供理论依据。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 细胞 　 来源于 Ｂ６. ＷＴ 和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠

的腹腔巨噬细胞。
１． １． ２　 利什曼原虫和实验动物　 利什曼原虫是由

德国埃尔兰根微生物学研究所赠送；实验采用维持

寄生虫感染性的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠，以及作为对照的

Ｂ６. ＷＴ 小鼠和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠，所有小鼠均为体质

量（２０ ± ２）ｇ 的雄性，鼠龄均为 ６ ～ １２ 周，饲养于澳

大利亚孟席斯医学研究所 ＳＰＦ 环境中。 所有动物

实验程序均获得塔斯马尼亚大学动物伦理委员会的

批准（动物伦理编号：Ａ１３９３４ ＆ Ａ１３９３５）。
１． １． ３ 　 主要试剂与仪器 　 ＣＤ１１ｂ、ＣＣＲ２、ＣＤ１９、
ＣＤ４、ＣＤ８α 流式抗体 （货号： ａｂ１３３３５７、 ａｂ２７３０５０、
ａｂ２５４１７０、ａｂ１８３６８５、ａｂ２１７３４４，美国 Ａｂｃａｍ 公司）；
ＴＮＦ⁃α（货号：３１５⁃０１Ａ⁃１ＭＧ，纯度 ＞ ９８％ ，规格：５０
μｇ，美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；依那西普

（Ｅｎｂｒｅｌ）（货号：Ｐ７１１３Ｆ，纯度 ＞ ９５％ ，规格：５０ μｇ，
美国 ＡＢ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司）；精氨酸酶 １（ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１，
Ａｒｇ⁃１）、诱导型一氧化氮合酶（ ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ
ｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）抗体（货号：１６００１⁃１⁃ＡＰ、１８９８５⁃１⁃ＡＰ，
武汉三鹰生物技术有限公司）；Ⅱ型胶原酶（货号：Ｃ２⁃
２８⁃１００ＭＧ，美国 Ｓｉｇｍａ 公司）；ＮＯ 检测试剂盒（Ｇｒｅｉｓｓ
ＲｅａｇｅｎｔⅠ和Ⅱ）、脱氧核糖核酸酶Ⅰ（货号： Ｓ００２１Ｓ、
Ｄ７０７３，上海碧云天生物技术研究所）；青 － 链霉素、
Ｈａｎｋ′ｓ 平 衡 盐 溶 液、 ＲＰＭＩ １６４０ 培 养 基 （货 号：
ＰＢ１８０１２０、ＰＢ１８０３２３、ＰＭ１５０１１０Ｂ，武汉普诺赛生物科

技有限公司）；胎牛血清（货号：０８５⁃０６０，维森特生物

技术有限公司）；ＨＥ 染色试剂盒（货号：Ｇ１１２０，北京

索莱宝科技有限公司）。 激光共聚焦显微镜（型号：徕
卡 ＴＣＳ ＳＰ８，德国徕卡公司）；流式细胞仪（型号：ＢＤ
ＦＡＣＳＣａｎｔｏⅡ，美国 ＢＤ 公司）；波扫仪器（型号：Ｐａｎ⁃
ｎｏｒａｍｉｃ ＭＩＤＩⅡ，匈牙利 ３Ｄ ＨＩＳＴＥＣＨ 公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 利什曼原虫的培养　 为了保持寄生虫的感

染性，Ｌ． ｍａｊｏｒ 通过易感的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠进行组织

传代。 感染前，寄生虫在含有 １０％ 兔全血、青 － 链

霉素、非必需氨基酸和 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ４⁃羟乙基哌嗪乙

磺酸的 ＲＰＭＩ １６４０ 培养基中重悬，并在 Ｎｏｖｙ⁃Ｍａｃ⁃
Ｎｅａｌ⁃Ｎｉｃｏｌｌｅ 血琼脂斜面上进行接种前培养，培养至

２ ～ ３ 代，以保证 Ｌ． ｍａｊｏｒ 的病原活性和感染能力。
１． ２． ２　 分组与体内感染　 将小鼠分为 Ｂ６. ＷＴ 组和

Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 组。 将 ３ × １０６ 个处于静止期的前鞭毛

体（感染阶段）悬浮于 ０. ９％ 氯化钠溶液中，总体积

为 ５０ μＬ，通过皮下注射的方式接种到小鼠的后足

垫中，建立 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染模型。
１． ２． ３　 利什曼原虫的体外分组与感染 　 Ｌ． ｍａｊｏｒ
在易感的 ＢＡＬＢ ／ ｃ 小鼠中进行组织传代，从感染小

鼠的病变组织中提取 Ｌ． ｍａｊｏｒ 在体外培养至 ２ ～ ３
代。 将体外培养的腹腔巨噬细胞设置 Ｂ６. ＷＴ 对照

组、Ｂ６. ＷＴ ＴＮＦ⁃α 预处理组 （５０ ｎｇ ／ ｍＬ）、 Ｂ６. ＷＴ
Ｅｎｂｒｅｌ 预处理组（２０ ｎｇ ／ ｍＬ）以及 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 对照

组，在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染前，腹腔巨噬细胞与 ＴＮＦ⁃α、Ｅｎ⁃
ｂｒｅｌ 分别孵育 ２ ｈ，再感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ ４８ ｈ。
１． ２． ４ 　 小鼠脾脏的收集及 ＨＥ 染色 　 选择感染 ６
周后的小鼠，取出脾脏并放入磷酸缓冲盐溶液 （
ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ， ＰＢＳ）中清洗。 再将脾脏

置于 ４％多聚甲醛溶液中固定，石蜡包埋，切片后进

行 ＨＥ 染色，脱蜡水化后用苏木精染色 ５ ～ １０ ｍｉｎ；
流水冲洗分色，再用伊红染色 １ ～ ２ ｍｉｎ，最后脱水、
透明化并用中性树胶封片。 通过显微镜观察脾脏组

织结构变化及炎症细胞浸润等情况。
１． ２． ５　 脾脏单个核细胞的分离　 从感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ ６
周的小鼠中取出脾脏并切成小块。 再在含有胶原酶

Ⅱ和脱氧核糖核酸酶Ⅰ的 Ｈａｎｋ′ｓ 平衡盐溶液中消

化 ３０ ｍｉｎ；消化完成后，将消化液通过 １００ μｍ 筛网

过滤，以去除主要的组织碎片；４ ℃、１ ４００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，使用红细胞裂解缓冲液以去除红细胞，加
入 ＰＢＳ 至 １５ ｍＬ 以终止反应。 细胞在 ４ ℃条件下

离心 ５ ｍｉｎ 进行收集，重复洗涤步骤 ２ 次。 最后，将
细胞重悬在 １ ｍＬ ＰＢＳ 中，以便进行后续实验。
１． ２． ６　 流式细胞术检测细胞变化　 将脾脏的细胞

悬液调整浓度为（１ ～ ２） × １０６ 个细胞 ／ ｍＬ，进行多

色流式细胞染色。 每管中入加含有流式抗体的

ＦＡＣＳ Ｂｕｆｆｅｒ 溶液 ５０ μＬ： ＣＤ４ ＰｅｒＣＰ⁃Ｃｙ５. ５ （１ ∶
２００）、ＣＤ８α Ｐａｃｉｆｉｃ Ｂｌｕｅ（１ ∶ ２００）、ＣＤ１９ ＦＩＴＣ（１ ∶
３００），重悬，４ ℃避光孵育 ３０ ｍｉｎ；孵育结束后，加入

１ ｍＬ ＦＡＣＳ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬。 离心 ５ ｍｉｎ，弃上清液，最
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后在每个流式管中加入 ３００ μＬ ＦＡＣＳ Ｂｕｆｆｅｒ 重悬，
过滤后上机检测。
１． ２． ７　 间接免疫荧光法检测 Ａｒｇ⁃１、ｉＮＯＳ 的表达　
脾脏组织样本经处理后，石蜡包埋切片，然后用免疫

染色通透液（ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００）进行通透处理。 ５％ 的

ＢＳＡ 室温封闭 １ ｈ，加入 Ａｒｇ⁃１ （１ ∶ ２００） 或 ｉＮＯＳ
（１ ∶ ２００）一抗 ４ ℃孵育过夜，次日，室温下加入荧

光标记二抗（１ ∶ ５００）避光孵育 ２ ｈ，ＰＢＳ 洗涤 ３ 次，
ＤＡＰＩ 染色 ５ ｍｉｎ 后滴入抗荧光淬灭剂，指甲油封

片；最后，在荧光显微镜下观察并拍摄图像。
１． ２． ８　 腹腔巨噬细胞的分离与培养　 将 Ｂ６. ＷＴ 小

鼠进行安乐死处理，置于 ７５％ 乙醇中浸泡 ５ ｍｉｎ 后

转入超净台，向小鼠腹腔内注射预冷的无菌 ＰＢＳ 缓

冲液 ５ ｍＬ，轻揉腹部约 １ ｍｉｎ，在下缘处用无菌注射

器抽取腹腔液，将抽取的液体收集至 １５ ｍＬ 离心管

中，离心 １０ ｍｉｎ 后弃上清液，用预冷的 ＲＰＭＩ １６４０
全培养基重悬细胞沉淀，将重悬后的细胞接种于培

养瓶中，置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 的细胞恒温培养箱中

培养 ２ ｈ。 结束后，用 ＰＢＳ 溶液洗去悬浮细胞，余下

的贴壁细胞即为小鼠原代腹腔巨噬细胞，再用 ＲＰＭＩ
１６４０ 培养基继续培养。 保存时，用含 １０％ ＤＭＳＯ 的

冻存液重悬细胞，分装至冻存管，先置于 － ８０ ℃冰

箱中过夜，然后转移至液氮罐中长期保存。
１． ２． ９ 　 Ｇｒｉｅｓｓ 法检测 ＮＯ 含量 　 取出试剂 Ｇｒｅｉｓｓ
Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅰ和Ⅱ，恢复室温，用细胞培养液稀释标准

品，按每孔 ５０ μＬ 在 ９６ 孔板中加入标准品及样品，
再加入室温的 Ｇｒｅｉｓｓ Ｒｅａｇｅｎｔ Ⅰ和Ⅱ，５０ μＬ ／孔，室
温下孵育 ３０ ｍｉｎ，使用分光光度计在 ５４６ ｎｍ 波长下

测定吸光度。 通过标准曲线计算亚硝酸盐浓度，进

而推算 ＮＯ 含量。
１． ３　 统计学处理　 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ Ｖ９. ０ 软件

进行统计学处理，所有数据均以 �ｘ ± ｓ 的形式表示，
组间差异比较采用单因素方差分析和 ｔ 检验。 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ 后脾肿变化 　 在感染前，
两组小鼠的脾脏外观和重量无差异。 在感染后第

４２ 天，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠会出现严重的脾肿大，且脾

脏颜色较暗；从感染后第 ２８ 天开始，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小

鼠的脾脏重量持续大于 Ｂ６. ＷＴ 小鼠，在第 ４２ 天处

死时脾脏重量超过 ３００ ｍｇ（Ｐ ＜ ０. ０５）。 相比之下，
Ｂ６. ＷＴ 小鼠的脾脏重量则在感染 ２８ ｄ 后恢复到感

染前水平。 见图 １。
２． ２　 小鼠脾脏组织的病理学变化 　 ＨＥ 染色结果

显示，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 的小鼠脾脏组织病理学发生了显

著改变。 在未感染的 Ｂ６. ＷＴ 和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 的小鼠

中，脾脏结构完整，红髓和白髓界限清晰。 但是在感

染 ４２ ｄ 后，与 Ｂ６. ＷＴ 小鼠相比，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾

脏结构紊乱，白髓界限模糊不清，甚至消失，各种炎

性细胞浸润并分散于整个脾脏中。 见图 ２。
２． ３　 ＴＮＦ⁃α缺失后对感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ 小鼠脾脏中淋

巴细胞的影响　 流式结果显示，在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染 ４２
ｄ 后，Ｔ 细胞（包括 ＣＤ４ ＋ 和 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞）和 Ｂ 细胞

的比例在两组小鼠之间差异无统计学意义，提示

ＴＮＦ⁃α 的缺失对脾脏中 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的比例无

显著影响。 见图 ３。
２． ４　 ＴＮＦ⁃α缺失的小鼠脾脏中巨噬细胞的变化

图 １　 Ｂ６. ＷＴ 和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏感染情况（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇ． １　 Ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ （�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

　 　 Ａ： Ｔｈｅ ａｐｐｅａｒａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｆｒｏｍ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ Ｌ． ｍａｊｏｒ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ； Ｂ： Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｕｓｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ａｔ ｄｉｆ⁃

ｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ； ∗Ｐ ＜ ０. ０５ ｖｓ Ｂ６. ＷＴ ｍｉｃｅ．

·７２３２·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２５ Ｄｅｃ；６０（１２）



图 ２　 Ｂ６. ＷＴ 和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏组织病理（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇ． ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎ Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

　 　 Ａ： Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｉｍａｇｅｓ ｏｆ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ × ５； Ｂ： Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅ ｓｃｏｒｅ ｏｆ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｐｌｅｅｎ ｔｉｓｓｕｅ ｉｎｊｕｒｙ ｉｎ ｍｉｃｅ； ∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１ ｖｓ Ｂ６. ＷＴ ｍｉｃｅ．

图 ３　 Ｌ． ｍａｊｏｒ感染对小鼠脾脏 Ｔ 细胞和 Ｂ 细胞的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇ． ３　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ Ｌ． ｍａｊｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ Ｔ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ Ｂ ｃｅｌｌｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｓｐｌｅｅｎ （�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

　 　 Ａ，Ｂ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＣＤ４ ＋ ， ＣＤ８ ＋ Ｔ ｃｅｌｌｓ， ａｎｄ ＣＤ１９ ＋ Ｂ ｃｅｌｌ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ； Ｃ － Ｅ： Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ
ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｄａｔａ．

流式结果表明，在感染利什曼原虫 ４２ ｄ 后，与

Ｂ６. ＷＴ 小鼠相比， Ｂ６. ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏组织中

ＣＤ１１ｂ 高表达，提示小鼠感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ 后， Ｂ６．
ＴＮＦ － ／ － 小 鼠 脾 脏 中 单 核 细 胞 浸 润 增 加 （ Ｐ ＜
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０. ００１）。 免疫荧光染色发现，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠脾脏

组织中 Ａｒｇ⁃１ 高表达，提示 ＣＤ１１ｂ ＋ 细胞群可能为表

达 Ａｒｇ⁃１ 的 Ｍ２ 型巨噬细胞。 同时，Ｂ６. ＷＴ 小鼠的

脾脏中 ｉＮＯＳ 表达相对较强，Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠的 ｉＮ⁃
ＯＳ 表达较弱且分散。 这些结果提示，在缺乏 ＴＮＦ⁃α

的情况下，Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染后 Ｍ２ 型巨噬细胞产生少量

的 ＮＯ。 见图 ４。
２． ５　 ＴＮＦ⁃α对 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染腹腔巨噬细胞的影响

　 从 Ｂ６. ＷＴ 和 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠中提取腹腔巨噬细

胞，在 Ｌ． ｍａｊｏｒ感染前分别加入外源性 ＴＮＦ⁃α和

图 ４　 ＴＮＦ⁃α的缺失对感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ小鼠脾脏中巨噬细胞的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇ ． ４　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｎ ｓｐｌｅｎｉｃ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎ ｍｉｃｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ． ｍａｊｏｒ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

　 　 Ａ， Ｂ： Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｌｅｎｉｃ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ； Ｃ： Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ
Ａｒｇ⁃１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＭＦＩ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ × ２００； Ｄ： Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯＳ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ＭＦＩ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ × ２００； ∗Ｐ ＜ ０. ０５， ∗∗∗Ｐ ＜
０. ００１ ｖｓ Ｂ６. ＷＴ ｍｉｃｅ．
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ＴＮＦ⁃α 抑制剂 Ｅｎｂｒｅｌ。 通过对巨噬细胞内感染 Ｌ．
ｍａｊｏｒ 的比例进行计数，结果表明，与对照组相比，
ＴＮＦ⁃α 抑制剂 Ｅｎｂｒｅｌ 处理后，巨噬细胞感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ
比例明显上升，与来自 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠的腹腔巨噬

细胞感染相似，而且巨噬细胞胞内 Ｌ． ｍａｊｏｒ 虫体明

显增多，巨噬细胞体积相对增大。 相反，外源性

ＴＮＦ⁃α 显著抑制了巨噬细胞感染，巨噬细胞感染比

例降低，细胞内虫体数量减少（Ｐ ＜ ０. ０１）。 ＮＯ 是参

与对 Ｌ． ｍａｊｏｒ 免疫反应的关键分子，它由宿主细胞

（特别是巨噬细胞）产生，ＮＯ 的产生可以通过测量

其稳定代谢物———亚硝酸盐来评估。 通过 Ｇｒｉｅｓｓ 试

剂测定亚硝酸盐的结果表明，ＴＮＦ⁃α 抑制剂 Ｅｎｂｒｅｌ
处理后，巨噬细胞产生 ＮＯ 的能力明显降低，而外源

性 ＴＮＦ⁃α 则可以促进 ＮＯ 的产生（Ｐ ＜ ０. ０１）。 提示

ＴＮＦ⁃α 对 ＮＯ 的影响可能是影响巨噬细胞感染的重

要因素。 见图 ５。

３　 讨论

　 　 皮肤利什曼病是一种由 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染引起的慢

性传染病，ＴＮＦ⁃α 在调控 Ｔｈ１ 免疫反应以及巨噬细

胞的极化中发挥着不可或缺的作用。 课题组前期研

究［６］显示，ＴＮＦ⁃α 缺失后会导致皮肤 Ｌ． ｍａｊｏｒ 抵抗

型小鼠皮肤感染弥散，淋巴结肿大，甚至出现致命的

肝脏感染。 然而，目前对 ＴＮＦ⁃α 的缺失促进 Ｌ． ｍａ⁃
ｊｏｒ 传播的机制以及脾脏是否也会产生类似的影响

尚不明确。 因此，本研究重点探讨了 ＴＮＦ⁃α 在巨大

Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染中的作用及其机制。
　 　 巨噬细胞是 ＴＮＦ⁃α 的主要来源之一，它们在受

到病原体或炎症刺激时，能够分泌大量 ＴＮＦ⁃α。 巨

噬细胞在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染中扮演着双重角色：一方面，
它们作为寄生虫的主要宿主细胞，Ｌ． ｍａｊｏｒ 可以通

过抑制溶酶体酸化及活性氧的生成等机制逃避巨噬

图 ５　 ＴＮＦ⁃α对 Ｌ． ｍａｊｏｒ感染巨噬细胞的影响（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）
Ｆｉｇ． ５　 Ｔｈｅ ｉｍｐａｃｔ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｏｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｌ． ｍａｊｏｒ（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ５）

　 　 Ａ： Ｂ６. ＷＴ ａｎｄ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｏｕｓｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｅｎｂｒｅｌ ｏｒ ＴＮＦ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ Ｌ． ｍａｊｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ （ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ Ｌ． ｍａｊｏｒ⁃ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ） × ４００； Ｂ： Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｌ． ｍａｊｏｒ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ； Ｃ： Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＮＯ ｉｎ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌ．

ｍａｊｏｒ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ Ｅｎｂｒｅｌ ｏｒ ＴＮＦ⁃α ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｇｒｉｅｓｓ ｒｅａｇｅｎｔ； ∗∗Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｂ６. ＷＴ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ； ＃＃Ｐ ＜ ０. ０１ ｖｓ Ｂ６. ＷＴ ＴＮＦ⁃α ｇｒｏｕｐ．
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细胞的杀伤作用，从而实现胞内增殖。 另一方面，巨
噬细胞可以通过吞噬和消化病原体，分泌细胞因子

如 ＴＮＦ⁃α 和白细胞介素（ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）⁃１２，激活 Ｔ
细胞并促进 Ｔｈ１ 型免疫反应，从而增强宿主对感染

的抵抗力［７］。 巨噬细胞的活化一般可分为经典活

化（Ｍ１）和替代性活化（Ｍ２）两种不同的类型。 经典

活化的巨噬细胞（Ｍ１ 型巨噬细胞）由 Ｔｈ１ 细胞因子

如 ＩＦＮ⁃γ 诱导产生［８］，释放促炎细胞因子和细胞毒

性介质如 ｉＮＯＳ，有利于产生杀死 Ｌ． ｍａｊｏｒ 的活性物

质 ＮＯ［９］。 而 Ｔｈ２ 型细胞因子（如 ＩＬ⁃４、ＩＬ⁃１０ 和 ＩＬ⁃
１３）导致了巨噬细胞的替代性激活（Ｍ２ 型巨噬细

胞），产生少量的 ＮＯ，有利于 Ｌ． ｍａｊｏｒ 生存［１０］。 有

研究［１１ － １２］ 表明，ＴＮＦ⁃α 还可通过与其受体结合，激
活 ＮＦ⁃κＢ 信号通路，进而诱导 ＴＩＰＥ 家族蛋白 ＴＩＰＥ２
的表达，ＴＩＰＥ２ 可以通过激活 ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 信号通路促

进 Ｍ２ 巨噬细胞分化，负调节免疫应答，抑制炎症反

应。 另外，ＰＩ３Ｋ ／ Ａｋｔ 活性在寄生虫感染期间持续存

在，并且能够激活 ＮＦ⁃κＢ 转录抑制同源二聚体

（ｐ５０ ／ ｐ５０）、促进 Ｍ１ 型巨噬细胞 ｉＮＯＳ 下调。
　 　 本研究中 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠在感染后第 ４２ 天出

现了脾脏肿大和重量增加，同时脾脏结构被破坏，白
髓和红髓界限模糊不易检测，大量的免疫细胞分散

在整个脾脏组织中。 这表明 ＴＮＦ⁃α 在维持和调节

脾脏淋巴组织精细结构中具有重要作用。 细胞介导

的免疫反应在杀灭细胞内寄生虫方面发挥着重要作

用，尤其是 ＣＤ４ ＋ 和 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞。 在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 感染

中，特异性 ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞通过释放 ＩＦＮ⁃γ，能够有效

抑制寄生虫在内脏利什曼病中的复制［１３］。 研究［１４］

表明，缺乏 ＴＮＦ⁃α 基因的小鼠并未表现出 Ｔｈ１ 反应

受损，反而显示出更强的 Ｔｈ１ 反应，如 Ｔ⁃ｂｏｘ 转录因

子 ２１ 和 ＩＦＮ⁃γ 水平增加。 本研究中 ＣＤ４ ＋ 和 ＣＤ８ ＋

Ｔ 细胞比例无任何变化，因此，本研究重点关注固有

免疫细胞，它们能够激活并驱动效应 Ｔｈ１ 反应，在寄

生虫感染中的作用至关重要。 本研究根据 ＣＣＲ２ 和

ＣＤ１１ｂ 标记发现 Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － 小鼠在感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ
后脾脏中的巨噬细胞表现出 Ｍ２ 型巨噬细胞，这些

细胞表达 Ａｒｇ⁃１，它可以将精氨酸转化为鸟氨酸和尿

素，这一过程与 ｉＮＯＳ 产生 ＮＯ 的过程竞争同一底物

精氨酸［１５］，抑制了 ＮＯ 的合成。 体外实验显示，
ＴＮＦ⁃α 抑制剂 Ｅｎｂｒｅｌ 增强了巨噬细胞感染 Ｌ． ｍａｊｏｒ
的比例，同时减少了 ＮＯ 的产生，这会导致接受

ＴＮＦ⁃α 抑制剂治疗的患者发生机会性感染和复发风

险增加，因此，Ｅｎｂｒｅｌ 等 ＴＮＦ⁃α 抑制剂的使用需要

谨慎，特别是在 Ｌ． ｍａｊｏｒ 流行的地区。

　 　 综上所述，ＴＮＦ⁃α 的缺失导致小鼠在感染 Ｌ．
ｍａｊｏｒ 后发生不可控的脾脏感染，脾脏结构紊乱，各
种炎性单核细胞浸润。 同时，增加的单核细胞表现

为 Ｍ２ 型巨噬细胞，产生少量的 ＮＯ，导致 Ｌ． ｍａｊｏｒ
的存在和疾病进展。 这些结果表明，ＴＮＦ⁃α 在调节

巨噬细胞极化和功能中起着关键作用，可能为利什

曼原虫病的治疗提供新的靶点。
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［１１］ Ｒｏｙ Ｓ， Ｇｕｐｔａ Ａ Ｋ， Ｂａｎｅｒｊｅｅ Ｍ， ｅｔ ａｌ． ＰＤ⁃１ ｎｅｇａｔｉｖｅｌｙ ｔｕｎｅｓ

ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ｉｍｍｕｎｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｂｙ ｔｕｒｎｉｎｇ ｏｆｆ ＪＮＫ ａｎｄ ＳＴＡＴ１ ｓｉｇ⁃
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［ Ｊ］ ． Ｃｅｌｌ Ｉｍｍｕｎｏｌ， ２０２３， ３９１ － ３９２： １０４７５８． ｄｏｉ： １０． １０１６ ／ ｊ．
ｃｅｌｌｉｍｍ． ２０２３． １０４７５８．

［１２］ Ｓｅｔｈｉ Ｊ Ｋ， Ｈｏｔａｍｉｓｌｉｇｉｌ Ｇ Ｓ． Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｍｅｓｓｅｎｇｅｒｓ： ｔｕｍｏｕｒ ｎｅｃｒｏ⁃
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（１６）： ９３０６． ｄｏｉ： １０． ３３９０ ／ ｉｊｍｓ２３１６９３０６．
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Ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ⁃α ｉｎ ｓｐｌｅｅｎ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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（ １ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｐｈａｒｍｃｏｌｏｇｙ， Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ，Ａｎｈｕｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，
Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｏｆ Ａｎｔｉ⁃Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｎｄ Ｉｍｍｕｎｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｆｅｉ　 ２３００３２； ２Ｄｅｐｔ ｏｆ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ，
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ａｎｄ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ａｒｇｉｎａｓｅ⁃１（Ａｒｇ⁃１） ａｎｄ ｉｎ⁃
ｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅ （ｉＮＯＳ） ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｉｎｄｉｒｅｃｔ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ． Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
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ｔｈｅ ｍｉｃｅ， ｗｈｉｌｅ ＣＤ１１ｂ ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｃｅｌｌｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ． Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｍ２
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ ／ ｍｏｎｏｃｙｔｅ ｍａｒｋｅｒ Ａｒｇ⁃１ ｗａｓ ｈｉｇｈｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｏｆ Ｂ６． ＴＮＦ － ／ － ｍｉｃｅ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｔｈｅ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯＳ ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｌｅｅｎｓ ｏｆ Ｂ６. ＷＴ ｍｉｃｅ ｗａｓ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｓｔｒｏｎｇ （Ｐ ＜ ０. ０５）． Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｓｔｕｄｉｅｓ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ａｂ⁃
ｓｅｎｃｅ ｏｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ⁃α ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｅｉｓｈｍａｎｉａ ｂｙ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （Ｐ ＜
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