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>>"摘要#>目的>探讨白介素[P$#/,4('4-R#/ P#!U[P%在人类免疫缺陷病毒$6-$%/ #$$-/+74M#D#4/D)N#(-.#

W!\%合并马尔尼菲蓝状菌$,%'%(+$)D4.$%(/4MM4##QI%感染人群中的表达情况及作用) 方法>选择在南宁市

第四人民医院未接受抗病毒治疗$%/,#(4,(+N#(%',64(%*)#2FQ%的W!\感染者 8A 例#按是否合并QI感染情况分

为W!\aQI组$:8 例%与W!\组$:< 例%) 比较两组的人口学资料和外周血单核细胞$*4(#*64(%'"'++7 $+/+[

/-D'4%(D4''#SKIH%中!U[P 的表达水平) 结果>两组年龄(性别和病毒载量比较差异无统计学意义$!b9c9<%#

W!\aQI组的HYJ

a

Q细胞计数低于W!\组#差异有统计学意义$!d9c9:;%) W!\aQI组中巨噬细胞$SKIH

中的一个亚群%的!U[P 表达水平高于W!\组#差异有统计学意义$!d9c9@B%) 结论>W!\aQI组 SKIH中

的!U[P 表达较W!\组高#这可能是导致巨噬细胞免疫过度激活#促进QI感染#影响病程进展的关键因素)

>>"关键词#>马尔尼菲蓝状菌'>人类免疫缺陷病毒'>外周血单核细胞'>白介素[P

>>"中图分类号#>F<:8cB>"文献标识码#>2>"文章编号#>:PAJ =@;9P$89:B%9< =9<:J =9<

>>7+#&:91@BPBeX1#../1:PAJ =@;9P189:B19<1::
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D#4/D)N#(-.$W!\% %/7 Q%'%(+$)D4.$%(/4MM4#$QI% D+#/M4D,#+/ *%,#4/,.1?#/"),'>QE4/,)[.4N4/ W!\[#/M4D,47 *%[

,#4/,.E6+6%7 /+,(4D4#N47 %/,#(4,(+N#(%',64(%*)$2FQ% E4(4.4'4D,47 M(+$,64O+-(,6 S4+*'4f.W+.*#,%'+M̂ %//#/3

H#,)# %/7 E4(47#N#747 #/,+W!\aQI3(+-*$:8 D%.4.% %/7 W!\3(+-*$:< D%.4.% %DD+(7#/3,+,64#/M4D,#+/ .,%,-.+M

QI1Q6474$+3(%*6#D7%,%%/7 ,64'4N4'+M!U[P #/ *4(*64(%'"'++7 $+/+/-D'4%(D4''$SKIH% E4(4D+$*%(47 "4[
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QD4''D+-/,+M,64W!\aQI3(+-* E%..#3/#M#D%/,')'+E4(,6%/ ,6%,+M,64W!\
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/#M#D%/,')6#364(,6%/ ,6%,+M,64W!\3(+-*$!d9c9@B%1B)*.6A'()*>Q64!U[P 4&*(4..#+/ +MW!\aQI3(+-* #/

SKIH#.6#364(,6%/ W!\3(+-*# E6#D6 $%)'4%7 ,+#$$-/46)*4(%D,#N%,#+/ #/ $%D(+*6%34.%/7 $%)"4%D(#,#D%'

M%D,+(,+*(+$+,4QI#/M4D,#+/ %/7 7#.4%.4*(+3(4..#+/1

>>!C#8 D)&,'">Q%'%(+$)D4.$%(/4MM4#$QI%'>W-$%/ #$$-/+74M#D#4/D)N#(-.$W!\%'>S4(*64(%'"'++7

$+/+/-D'4%(D4''$SKIH%'>!/,4('4-R#/ P$!U[P%

>>艾滋病是严重危害人类公共卫生安全的传染性

疾病之一#据国家卫生健康委员会发布的数据显示#

截止 89:A年底全国共报告人类免疫缺陷病毒$6-$%/

#$$-/+74M#D#4/D)N#(-.#W!\%感染者e获得性免疫缺

陷综合征$%D̀-#(47 #$$-/+74M#D#4/D).)/7(+$4#2!YC%

患者 BBcA 万例#比 89:P 年新增 :@c: 万例!:"

) 各种

机会性感染是 2!YC 患者死亡的主要原因#其中马

尔尼菲蓝状菌$Q%'%(+$)D4.$%(/4MM4##QI%感染是好

发于2!YC人群的机会性感染之一!8"

) QI作为一

种地方性感染性真菌#主要流行于亚热带#尤其是泰

国(越南(老挝(柬埔寨等东南亚国家以及中国华南

地区!@#J"

) 在QI感染人群中#W!\感染者的数量占

;;cAg#是广西地区 W!\e2!YC 患者死亡的主要原

因之一!<"

) 外周血单核细胞$*4(#*64(%'"'++7 $+/+[

/-D'4%(D4''#SKIH%是外周血中具有单个核的细胞#

包括Q淋巴细胞(K淋巴细胞和单核细胞等) 淋巴

细胞受到病原刺激后会分泌细胞因子并启动机体的

适应性免疫功能) 单核细胞受到病原体或细胞因子

的刺激后会分化为巨噬细胞#吞噬杀灭病原体#即机

体的天然免疫功能) 巨噬细胞是W!\和QI的共同

靶细胞#其主要依赖细胞炎性因子拮抗QI的感染)

白介素[P$#/,4('4-R#/ P#!U[P%是白介素家族中的一

员#主要由 K细胞和 Q细胞等产生!P"

) 有研究发

现#!U[P 水平与 2!YC 患者的免疫重建不良等不良

事件的发生呈正相关关系!A"

) 本研究通过比较W!\

合并QI感染者与W!\非合并QI感染者外周血中

SKIH的!U[P 表达水平#从天然免疫的角度初步探

讨!U[P 与 QI感染的关联性#为 QI感染的临床诊

治提供科学基础#现报告如下)

E9对象与方法

EFE9研究对象>遵循知情同意的原则#选取 89:A[9P ?

89:;[9: 在南宁市第四人民医院确诊为 W!\感染但

未经抗病毒治疗$%/,#(4,(+N#(%',64(%*)#2FQ%的住院患

者 8A例#其中男 :; 例#女 B 例#平均年龄为 JJcP@ 岁#

HYJ

a

Q细胞计数平均水平为 B@cA9 D4''.e

!

'#W!\病

毒载量平均水平为 :9 8@8cB@ D+*#4.e

!

') 按是否合并

QI感染分为W!\aQI组$:8例%和W!\组$:< 例%)

本研究获得广西医科大学伦理委员会的批准)

EFG9纳入标准与排除标准9纳入标准&$:%:; 周岁

以上'$8%W!\阳性#且未曾接受2FQ'$@%知情同意

本研究内容) 排除标准&$:%曾接受过 2FQ'$8%近

期曾接受抗真菌治疗)

EFH9QI感染的诊断>按美国W!\合并机会性感染

的预防和治疗指南!;"制定的诊断标准#以血液和$或%

痰液(肺泡灌洗液(脑脊液等体液经真菌培养证实

QI感染阳性或组织病理发现QI为金标准)

EFI9研究方法9收集研究对象的电子病历资料#包

括年龄(性别(HYJ

a

Q细胞计数和病毒载量信息#其

中HYJ

a

Q细胞计数和病毒载量由南宁市第四人民

医院检验科应用 KYS6%($#/34/

QI

2SHI+-.42/,#[

W-$%/ HYJ 试剂盒$美国 KY公司%和 W!\[: 核酸

定量试剂盒$h!2TL̂ #凯杰生物工程有限公司%进

行检测)

:cJc:>标本的采集与 SKIH的分离>采集研究对

象外周静脉血 89 $'#运用 O#D+''梯度密度法分离

SKIH

!B"

#细胞计数板法计数后以 SKC$SiT998:#武

汉博士德生物工程有限公司%稀释至 : j:9

J

D4''.e

!

'

备用)

:cJc8>SKIH中!U[P的 F̂ 2表达水平检测$FQ[SHF

法%>取 :99

!

'SKIH样本应用 F̂ 2提取试剂盒$Q%[

k%F%I#/#KLCQ%/7 G/#N4(.%'F̂ 2L&,(%D,#+/ k#,.#大

连宝生物工程有限公司%提取 SKIH的 F̂ 2) 严格

按照反转录试剂盒$Q2k2F2S(#$4CD(#*,

QI

FQI%.,4(

I#&[FF9@P2#大连宝生物工程有限公司%与FQ[SHF

试剂盒$Q2k2F2QKT(44/

QI

S(4$#&L&Q%̀

QI

"

Q'#F[

%̂.4WS'-.[FF;892#大连宝生物工程有限公司%的

说明书操作步骤对 SKIH的 F̂ 2表达水平进行检

测) 每个样本重复 @ 次) T2SYW为相对定量内参#

!U[P 的检测引物由生工生物工程$上海%公司进行

合成#引物序列见表 :) 以##

HQ法计算 !U[P 的相对

表达量!:9"

)

表 :>引物序列

引>物 方向 碱基序列

T2SYW 正向 <f[TTQTTQHQHHQHQT2HQQH22H2[@f

反向 <f[TQQTHQTQ2THH222QQHTQQTQ[@f

!U[P>> 正向 <f[2TT2T2HQQTHHQTTQT222[@f

反向 <f[H2TTTTQTTQQ2QQTH2QHQ[@f

*<:<*
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:cJc@>SKIH中巨噬细胞的!U[P蛋白表达量检测$流

式细胞术%>由于 !U[P 为分泌蛋白#需通过蛋白转

运阻断剂$*(+,4#/ ,(%/.*+(,#/6#"#,+(#美国 KY公司%

将其阻断在胞内再进行检测) 取 @ j:9

P 个 SKIH

细胞#以 8 $'FSI!:PJ9 细胞培养液$美国 T#"D+公

司%进行重悬#加 J

!

'蛋白转运阻断剂#混匀后接种

入 :8 孔板#每个样本均分至 8 孔#置入细胞培养箱

$@A l#<gH5

8

%进行培养 J 6#收集细胞培养液后

经离心机$K4DR$%/#美国 K4DR$%/ H+-',4(公司%离

心$899 3#J l%< $#/#收集底部细胞#加入 8<9

!

'

固定破膜剂$O#&%,#+/eS4($4%"#'#m%,#+/ C+'-,#+/ k#,#

美国KY公司%充分混匀#J l放置作用 @9 $#/#用

: 999

!

'洗涤缓冲液$S4($eV%.6 "-MM4(#美国KY公

司%洗涤细胞 @ 次#离心$899 3#J l%< $#/#用 :99

!

'

洗涤缓冲液重悬细胞#检测管加入 <

!

'HYP; 抗体

$O!QHI+-.42/,#[W-$%/ HYP;#<P8::A#美国KY公

司%和 <

!

'!U[P抗体$2SHF%,2/,#[W-$%/ !U[P H'+/4

Ih8[:@2<#<P:JJ:#美国KY公司%充分混匀#J l避

光孵育 @9 $#/) 空白管不加抗体#其他操作与检测

管一致) 用 : $'洗涤液缓慢吹洗细胞 8 次#离心

$899 3#J l%< $#/#加入8<9

!

'无钙无镁SKC$SiT998:#

武汉博士德生物工程有限公司%充分混匀#应用流式

细胞仪$H),+OUL]流式细胞仪#美国K4DR$%/ H+-',4(

公司%进行上机检测)

EFJ9统计学方法9应用 CSCC8@c9 统计软件对数据

进行分析#计量资料以均数n标准差$

!

JnE%表示#组

间比较采用成组 7检验#计数资料以百分率$g%表

示#组间比较采用
!

8 检验) !o9c9< 为差异有统计

学意义)

G9结果

GFE9两组的基线信息比较9W!\aQI组与W!\组

在年龄(性别(病毒载量方面比较差异无统计学意义

$!b9c9<%#W!\aQI组的 HYJ

a

Q细胞计数低于

W!\组#差异有统计学意义$!o9c9<%) 见表 8)

表 8>两组的基线信息比较!"

!

JnE#$,"g#%

组>别 例数
性别

男 女

年龄
$岁%

HYJ

a

Q细胞计数
$D4''.e

!

'%

病毒载量
$D+*#4.e$'%

W!\aQI组 :8 :9$;@c@% 8$:PcA% J9c;@ n:Jc:@ :8c@@ nJc;B Jc9B n:c:B

W!\组> > :< ;$<@c@% A$JPcA% JAcPA n:9c<8 :<;c;9 n8:8c@9 @cBP n:c:J

!

8

M7

= :c<:B :cJJ8 8cPA: 9c88A

! = 9c8:; 9c:P8 9c9:; 9c;8@

>注&病毒载量进行对数转换后呈对称分布#用几何均数 n标准差

$Tn.%表示

GFG9两组SKIH的!U[P F̂2表达情况比较>FQ[SHF

结果显示#W!\aQI组SKIH的!U[P 相对表达量为

$@c@8 n:c@@%#高于 W!\组的相对表达量$:c;P n

9c<J%#但差异无统计学意义$7d:c9B<#!d9c8;:%)

见图 :)

图 :>两组SKIH的!U[P 在 F̂ 2水平表达情况

GFH9两组SKIH中巨噬细胞的 !U[P 蛋白表达情况

比较>由于部分研究对象采集到的血样量较少#导

致SKIH获取量不足#故部分研究对象未能完成!U[P

在蛋白水平的检测#最终每组纳入 J 例) 在流式细

胞术中#在利用 HYP; 抗体对 SKIH中巨噬细胞进

行标记#检测SKIH中巨噬细胞内 !U[P 蛋白的表达

情况#结果显示#W!\aQI组 SKIH中巨噬细胞的

!U[P 平均荧光强度值为$; 8;JcP< n8 JB8c@J%#高

于W!\组$J P<Pc9< n: :<BcJ9%#差异有统计学意义

$7d8cPJ9#!d9c9@B%) 见图 8)

>

$

为两组平均荧光强度对比'

%

为流式细胞仪对W!\组SKIH中巨噬细胞的!U[P 检测结果'

&

为流式细胞仪对W!\aQI组SKIH中巨噬

细胞的!U[P 检测结果

图 8>两组SKIH中巨噬细胞的!U[P 蛋白表达情况

*P:<*
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H9讨论

HFE9真菌感染是艾滋病患者最常见的机会性感染#

部分真菌感染具有区域性特点#QI好发于亚洲南

部(印度北部和中国南部地区!J#::"

) 发生 QI感染

时#2!YC患者的免疫功能常处于低下的状态#病死

率高#严重威胁着患者的生命安全) 本研究结果显示#

合并QI感染的患者年龄为 J9c;@ 岁#与Z64/3等!:8"

的研究结果相似#这可能与该年龄段进入W!\e2!YC

病程终末期的人数较多有关) 合并QI者以男性为

主#这与U4等!:@"的研究结果一致) 有研究显示#竹

鼠是QI唯一的无症状非人类宿主#且与人类有相

似的基因谱#虽然目前没有直接证据表明 QI可在

竹鼠与人之间传播#但有流行病学资料提示职业性

接触野外植物和土壤与人类感染QI有关#认为QI

的感染始于机体从外界环境中吸入QI分生孢子!:J"

)

相比于女性#男性外出务农劳作较多#接触到QI感

染源的机会更大#这可能是 QI感染者中男性较多

的原因) 另外#这可能也与 W!\e2!YC 患者中男性

构成的比例较多有关) 可能是由于本研究纳入例数

较少#W!\aQI组与W!\组在性别方面差异无统计

学意义$!b9c9<%)

HFG9对于健康人而言#由于机体免疫系统功能的发

挥#QI在侵入前期就会被清除) 但对于 W!\e2!YC

患者而言#由于其免疫功能低下#发生QI感染的几

率则大大增加!:<"

) 本研究结果显示#W!\aQI组

HYJ

a

Q细胞计数水平比 W!\组更低#提示 W!\a

QI组的免疫功能较 W!\组缺陷更加严重#这与

H64/ 等!:P"的研究结果相似) 在本研究中#W!\a

QI组的病毒载量大于 W!\组#但两组比较差异无

统计学意义$!b9c9<%#这可能与本次研究纳入病

例数较少有关)

HFH9!U[P 能够通过直接作用于天然免疫细胞或间

接活化炎症部位的基质细胞而调节机体的天然免疫

反应#同时还可以通过招募白细胞(活化白细胞以及

诱导白细胞分化等方式调剂机体的适应性免疫应

答) 另外#!U[P 还可以通过补体系统及病原识别受

体信号通路以使天然免疫与适应性免疫能够相互联

系#从而发挥防御功能!:A"

) 有研究显示#W!\e2!YC

患者的免疫重建不良及病情的进展都与 !U[P 的升

高有关!A#:;"

) 本研究结果显示#W!\aQI组 SKIH

的!U[P 在 F̂ 2表达水平高于 W!\组#但差异无统

计学意义$!b9c9<%#这可能是由于 SKIH中细胞

组成较为复杂所致) 在流式细胞术中#我们通过

HYP; 抗体对SKIH中巨噬细胞进行标记#检测巨噬

细胞中!U[P在蛋白水平的表达情况#结果显示#W!\a

QI组SKIH中巨噬细胞的!U[P 蛋白表达水平高于

W!\组#差异有统计学意义$!o9c9<%) !U[P 的升

高是免疫过度激活并加速疾病进程的一个标志#机

体通过补体系统和病原模式识别受体识别病毒#如

H<2F:和QUFJ#启动下游 CQ2Q@( Ô[

'

K的磷酸化#

促进!U[P 表达!:A"

) 在感染初期#!U[P 有助于免疫细

胞活化#杀伤病原体#但是随着病毒的持续存在#免

疫持续激活(!U[P 持续升高#反而不利于机体的损伤

恢复#导致机会性感染的发生#加速病程的进展)

综上所述#较高的!U[P水平可能是促进W!\e2!YC

患者发生QI感染的危险因素#但其内在机制仍然

需要我们进一步扩大样本量#对 !U[P 的上下游细胞

通路以及天然免疫在QI感染中的作用进行更进一

步的研究)
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基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱技术

在直接鉴定血流感染病原菌中的应用
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>>"摘要#>目的>探讨利用基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱$I2UY![Q5OIC%技术建立血流感染病

原菌快速(准确的鉴定方法) 方法>收集郑州大学附属儿童医院检验科 89:A[9A ?89:A[:8 血培养仪阳性报警

血培养瓶 <8J 个#抽吸血培养瓶中血液至血清分离胶管#采用差速离心法富集细菌#利用I2UY![Q5OIC对富

集后的菌液进行快速鉴定#并与传统培养 8J ?J; 6后形成的菌落最终鉴定结果进行比较) 结果>阳性报警

血培养瓶 <8J 个#JBP 个为单菌株血流感染#:P 个为混合菌感染#:8 例血培养报警假阳性结果) 在 JBP 个单菌

株所致血流感染样本中#菌株的属(种鉴定符合率分别为 B;cPg$J;BeJBP%和 B<c;g$JA<eJBP%) 其中#:89 株

革兰阴性菌属(种鉴定符合率分别为 BBc8g$::Be:89%和 B;c@g$::;e:89%'@AP 株革兰阳性菌属(种鉴定符

合率分别为 B;cJg$@A9e@AP%和 BJcBg$@<Ae@AP%) :P 个混合菌感染样本及 :8 个血培养报警假阳性样本均

未得到鉴定结果) 结论>该研究利用 I2UY![Q5OIC 对差速离心富集后的菌液进行直接鉴定#与传统的培

养鉴定方法相比#对血流感染中主要病原菌的鉴定符合率较高#且方法快速(简便#成本低廉#有效缩短了检测

时间#而且鉴定准确率高#适合在临床微生物实验室中推广应用)
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