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隐球菌病患者中ＮＫ细胞活性降低及其意义
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［摘要］　目的：研究隐球菌病患者中ＮＫ细胞和隐球菌之间的相互作用，为开发有效的预防和治疗方法提供依据。方法：收集

隐球菌病患者和健康对照者各４０例的外周血标本。（１）采用流式细胞术分析外周血单个核细胞（ＰＢＭＣ）中ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、

ＣＤ２８、ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ５６表达水平；（２）以Ｋ５６２为靶细胞，采用 ＭＴＴ法分析ＮＫ细胞毒性活性以及ＩＦＮα或ＩＬ２对其的作用；

（３）经ＥＬＩＳＡ法检测培养上清中的ＩＦＮγ水平，并检测培养上清液的细胞毒性活性；（４）定量ＰＣＲ分析穿孔素、颗粒酶和颗粒溶素

的转录水平；（５）将新生隐球菌与ＮＫ细胞共同孵育，探讨ＮＫ细胞对新生隐球菌生长的抑制作用。结果：与健康对照相比，隐

球菌病患者ＰＢＭＣ中ＣＤ５６＋细胞显著减少（Ｐ＜０．０１），ＣＤ８＋、ＣＤ１９＋、ＣＤ１８＋细胞显著增加（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１），ＣＤ８＋／ＣＤ２８＋

比例升高（Ｐ＜０．０５），ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比例下降（Ｐ＜０．０５），而ＣＤ２＋、ＣＤ３＋、ＣＤ４＋细胞无显著变化。隐球菌病患者ＰＢＭＣ中ＮＫ细

胞的细胞毒性活性显著降低（Ｐ＜０．０１）；加入ＩＦＮα或ＩＬ２后其活性显著升高（Ｐ＜０．０１）。隐球菌病患者ＰＢＭＣ培养上清液中

ＩＦＮγ显著低于健康对照组（Ｐ＜０．０１）。隐球菌病患者中穿孔素、颗粒酶和颗粒溶素的转录水平均显著降低（Ｐ＜０．０１）。隐球菌

病患者ＮＫ细胞抑制新生隐球菌生长的程度明显低于健康对照（Ｐ＜０．０５）。结论：隐球菌病患者中ＮＫ细胞数量和活性降低，利

用ＩＬ２或ＩＦＮα等细胞因子能显著上调ＮＫ细胞的杀伤活性，提示了一条新的高效低毒的治疗途径。
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　　近年来，随着艾滋病发病率明显上升、免疫抑制

剂的应用以及其他原因，由新生隐球菌引起的隐球

菌病发病率呈明显上升趋势，主要发病人群为一些
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免疫功能低下的人群，包括艾滋病患者［１］（预计到

２０１０年我国将有１０００万人感染艾滋病，按照目前

艾滋病患者隐球菌病６％～１０％的发病率，到时将

有６０万～１００万艾滋病患者合并患有隐球菌病）。

目前对隐球菌病的治疗还较为棘手，效果还不理想，

病死率和病残率较高。一线抗真菌药物两性霉素Ｂ
不良反应较大，治疗周期长，花费较高，患者难以长

期承受。

　　在人体抵抗隐球菌感染的过程中，天然免疫反

应形成人体防御的第一道防线，其中天然杀伤（ｎａｔ

ｕｒａｌｋｉｌｌｅｒ，ＮＫ）细胞起着关键性的作用［２］。因此在

机体产生抗隐球菌的保护性免疫反应中，ＮＫ细胞

的充分激活至关重要。如果能提高患者自身免疫系

统的抵抗能力尤其是 ＮＫ细胞的杀伤病原体功能，

将有助于提高抗感染治疗效果、降低不良反应。因

此研究隐球菌病患者中ＮＫ细胞和隐球菌之间的相

互作用，开发有效的预防和治疗方法以控制疾病的

发生和病情发展，对隐球菌病的预防和治疗具有重

要意义和应用前景。

　　本课题对隐球菌病患者外周血中 ＮＫ细胞数

量、表型、细胞毒性活性以及可溶性细胞毒性分子、

细胞因子的分泌进行了分析，并初步探讨了ＩＬ２、

ＩＦＮα对 ＮＫ细胞活性的作用，为深入研究 ＮＫ细

胞与病原体新生隐球菌之间的信号分子和细胞作用

机制、进一步探讨预防和治疗隐球菌病途径打下了

基础。

１　材料和方法

１．１　试剂　完全α２ＭＥＭ培养基为Ｇｉｂｃｏ产品，含

ＩＬ２１００Ｕ／ｍｌ、１５％新生牛血清、１５％马血清、１００

μｇ／ｍｌ链霉素、１００Ｕ／ｍｌ青霉素；Ｋ５６２细胞（人红

白血病细胞系）为本科实验室保存，培养于完全ＲＰ

ＭＩ１６４０培养基（含１０％牛血清）；ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍｌ）

为Ｆｌｕｃａ产品；ＩＬ２和ＩＦＮα购自Ｒ＆Ｄ公司。

１．２　外周血标本　收集２０００～２００５年间本科确诊

收治的隐球菌病患者４０例以及相应年龄、性别的

４０例健康对照个体外周血标本，各２０ｍｌ。

１．３　外周血ＮＫ细胞的分离　采用密度梯度法，分

离纯化人外周血中单个核细胞（ＰＢＭＣ）。经洗涤

后，以每５０μｌ冰的ＭＡＣＳ缓冲液（０．１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ，

含２ｎｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ和０．５％人白蛋白）中加１×１０７

ＰＢＭＣｓ混匀。为去除 ＣＤ３＋ Ｔ 细胞，以包被抗人

ＣＤ３单抗的 ＭＡＣＳ磁珠与细胞悬液混匀，６℃孵育

３０ｍｉｎ，经洗涤后用 ＭＡＣＳＬＤ 分离柱分离得到

ＣＤ３－细胞。而后用 ＣＤ５６磁珠分离得到 ＣＤ３－／

ＣＤ５６＋细胞。经流式细胞仪分析ＣＤ３－／ＣＤ５６＋细

胞纯度，纯度＞９０％的样品进行下一步实验。

１．４　细胞表面标志物分析　取１００μｌ外周血，用相

应的荧光标记的抗 ＣＤ２、ＣＤ３、ＣＤ４、ＣＤ８、ＣＤ２８、

ＣＤ１８、ＣＤ１９、ＣＤ５６单克隆抗体，经流式细胞术分析

细胞表面标志物表达水平。

１．５　ＮＫ细胞毒性活性分析　５×１０４／ｍｌＫ５６２靶

细胞１００μｌ／孔加入９６孔板，按照效／靶比２．５∶１、

５∶１、１０∶１、２０∶１、４０∶１取 ＮＫ效应细胞１００μｌ
加入不同效／靶孔，实验同时设立效应细胞、靶细胞

和ＲＰＭＩ１６４０调零孔，每组４个复孔，３７℃５％ＣＯ２
孵育１２ｈ，加入５ｍｇ／ｍｌＭＴＴ１０μｌ／孔继续培养４

ｈ，离心弃上清，加入１０％ＳＤＳ，０．０１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ溶

解沉淀过夜，检测５７０ｎｍ处的光密度（Ｄ）值，计算

杀伤百分比。杀伤百分比＝［１－（ＤＥ＋Ｔ－ＤＥ）／

ＤＴ］×１００％。ＤＥ＋Ｔ：效应细胞＋靶细胞；ＤＥ：效应

细胞；ＤＴ：靶细胞。

　　在细胞毒性活性实验中，于效／靶孔加入１０００

Ｕ／ｍｌ人ＩＦＮα或１００Ｕ／ｍｌ人ＩＬ２共同孵育，以研

究细胞因子对ＮＫ细胞活性的作用。

１．６　体外培养产生可溶性细胞毒性因子和ＩＦＮγ
的检测　取患者和健康对照组的４×１０６ＰＢＭＣ，加

入１ｍｌＲＰＭＩ１６４０培养基，含０．２％ ＢＳＡ 和２５

ｍｍｏｌ／ＬＨｅｐｅｓ，１０００ＵＩＬ２，孵育２４ｈ。收集上清

液，冻存于－７０℃。（１）经ＥＬＩＳＡ法检测培养上清

中的ＩＦＮγ水平；（２）以Ｋ５６２细胞作靶细胞检测溶

解细胞活性：１００μｌ培养上清液，５０ｍｌ完全ＲＰＭＩ

１６４０培养基，含Ｋ５６２靶细胞，混合培养１６ｈ后，经

ＭＴＴ法检测细胞毒性活性。

１．７　定量ＰＣＲ分析穿孔素、颗粒酶和颗粒溶素的转

录水平　采用ＲＮＡ纯化试剂盒（Ｑｉａｇｅｎ公司）提取

ＰＢＭＣ中的ＲＮＡ，取１μｇＲＮＡ，用随机引物进行ｃＤ

ＮＡ转录反应。采用特异性的引物在ＧｅｎｅＡｍｐ７９００
检测仪（ＡＢＩ公司）进行定量ＰＣＲ分析穿孔素、颗粒酶

和颗粒溶素的转录水平。引物如下：颗粒溶素上游引

物为５′ＧＴＣＧＡＣＡＴＧ ＧＣＣＧＧＡＣＴＡ ＣＡＧＧＡＣ

Ｃ３′，下游引物为５′ＣＴＣＧＡＧＴＡＣＣＴＡ ＧＧＴＣＣＴ

ＣＣＡＧＡＴＣＴＧ３′；穿孔素上游引物为５′ＧＴＣＧＡＣ

ＡＴＧＣＡＧＣＣＣＧＣＴＧＣＴＣ３′，下游引物为５′ＣＴＣ

ＧＡＴＣＡＣＣＣＡＣＧＧＣＣＣＣＡＣＴ３′；颗粒酶Ｂ上游
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引物为５′ＧＴＣＧＡＣ ＡＴＡ ＡＣＣ ＡＡＴ ＣＣＴ ＧＣＴ

ＴＣＴ３′，下游引物为５′ＣＴＣＧＡＧＴＴＧＧＣＧＴＴＴ

ＣＡＴＧＧＴＴＴＴ３′。

１．８　ＮＫ细胞对新生隐球菌的生长抑制　将新生

隐球菌（２×１０３／孔）与１×１０６ＮＫ细胞共同孵育０、

２４或４８ｈ后，用０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解效应细胞，

并涂布于沙氏培养基，计数隐球菌菌落数。通过与

只加入隐球菌的对照孔比较，探讨 ＮＫ细胞对新生

隐球菌生长的抑制作用。

２　结　果

２．１　细胞表面标志物分析　结果见表１。与健康

对照相比，隐球菌病患者ＰＢＭＣ中ＣＤ５６＋细胞显著

减少（Ｐ＜０．０１），ＣＤ１８＋细胞显著增加（Ｐ＜０．０１），

ＣＤ８＋、ＣＤ１９＋细胞增加（Ｐ＜０．０５），ＣＤ８＋／ＣＤ２８＋

比例升高（Ｐ＜０．０５），ＣＤ４＋／ＣＤ８＋比例下降（Ｐ＜
０．０５）甚至倒置，而ＣＤ２＋、ＣＤ３＋、ＣＤ４＋细胞表达水

平无明显差异。

表１　隐球菌病患者ＰＢＭＣ表面标志物分析

Ｔａｂ１　ＣｅｌｌｓｕｒｆａｃｅｍａｒｋｅｒｉｎＰＢＭＣｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ
（ｎ＝４０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＣＤ２＋（％） ＣＤ３＋（％） ＣＤ４＋（％） ＣＤ５６＋（％） ＣＤ８＋（％） ＣＤ１８＋（％） ＣＤ１９＋（％） ＣＤ４＋／ＣＤ８＋ ＣＤ８＋／ＣＤ２８＋

Ｃｏｎｔｒｏｌ ８０．１４±７．２４ ７２．２１±５．８３ ４４．０３±６．３７ １６．８５±５．８３ ２３．８５±７．９５ ５５．１±１０．２４ １２．７５±４．６３ ２．２５±０．５８ １２．００±３．７８
Ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ ８２．２６±９．１２ ７６．９２±８．９３ ４７．２８±７．２８ ２．９４±０．９３３０．８０±８．９３ ９８．７０±４．３２１８．９３±５．７９ １．１４±０．３６ ２０．８６±６．９８

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．２　隐球菌病患者 ＮＫ 细胞的细胞毒性活性分
析　与健康对照相比，隐球菌患者ＰＢＭＣ中ＮＫ细
胞的细胞毒性活性显著降低。在同一效／靶比，２组
的特异性溶解率间存在显著性差异（Ｐ＜０．０１）。随
着效／靶比的增加，ＮＫ 细胞的细胞毒性活性也增
加。见图１。

图１　隐球菌病患者（Ａ）和健康对照个体（Ｂ）

ＮＫ细胞的细胞毒性活性

Ｆｉｇ１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆＮＫｃｅｌｌｓｉｎＰＢＭＣｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈ
ｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ（Ａ）ａｎｄｈｅａｌｔｈｙｃｏｎｔｒｏｌｓ（Ｂ）

Ｐ＜０．０１ｖｓｗｉｔｈｏｕｔｃｙｔｏｋｉｎｅｇｒｏｕｐ；ｎ＝４０，珚ｘ±ｓ

　　在效／靶孔加入ＩＦＮα或ＩＬ２共同孵育后，患
者和健康对照组ＮＫ细胞的细胞毒性活性均显著增
高（Ｐ＜０．０１），且２组间存在显著差异（Ｐ＜０．０１），
但细胞因子刺激引起的ＮＫ细胞的活性增高比例在
患者组和对照组之间无明显差异（图１）。

２．３　体外培养上清液细胞毒性活性和ＩＦＮγ的检
测　ＮＫ细胞培养上清中可溶性细胞毒性因子活性
分析（特异性溶解率）显示，健康对照组不加细胞因
子、加ＩＦＮα、加ＩＬ２后的细胞毒性活性分别为
（１５．７６±３．７５）％、（３５．９８±８．９５）％、（３９．７５±
７．９６）％，而隐球菌病患者 则 分 别 为 （１３．３８±
３．５２）％、（３４．０６±７．５８）％、（３７．９９±７．３２）％，２组
间无明显差异。在同一效／靶比，隐球菌病患者ＰＢ
ＭＣ培养上清液中产生的ＩＦＮγ显著低于健康对照
组（Ｐ＜０．０１）；而随着效／靶比的增加，ＩＦＮγ产生量
也增加（图２）。

２．４　穿孔素、颗粒酶和颗粒溶素的转录水平　与健
康对照组相比，隐球菌患者ＰＢＭＣ中穿孔素、颗粒
酶和颗粒溶素的转录水平均显著降低（Ｐ＜０．０１）。
加入ＩＦＮα或ＩＬ２共同孵育后，三者的转录水平增
高（Ｐ＜０．０５，图３）。

２．５　ＮＫ细胞对新生隐球菌的生长抑制　新生隐
球菌与ＮＫ细胞共同培养，其生长受到抑制，菌落
增殖＜４００％，隐球菌病患者ＮＫ细胞抑制程度明显
低于健康对照（Ｐ＜０．０５）。加入ＩＦＮα或ＩＬ２后，
可明显增强ＮＫ细胞对新生隐球菌生长的抑制作用
（Ｐ＜０．０５，图４）。



第２期．陈孙孝，等．隐球菌病患者中ＮＫ细胞活性降低及其意义 ·１２３　　 ·

图２　隐球菌病患者ＮＫ细胞培养

上清液中ＩＦＮγ水平

Ｆｉｇ２　ＩＦＮγｌｅｖｅｌｉｎＰＢＭＣｓｕｐｅｒａｔａｎｔ

ｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；ｎ＝４０，珚ｘ±ｓ

图３　ＰＢＭＣ细胞中穿孔素、颗粒酶和颗粒溶素的转录水平

Ｆｉｇ３　Ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆｐｅｒｆｏｒｉｎ，ｇｒａｎｚｙｍｅＢａｎｄｇｒａｎｕｌｙｓｉｎ

ｉｎＰＢＭＣｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ
Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ；ｎ＝４０，珚ｘ±ｓ

图４　ＮＫ细胞对隐球菌的生长抑制

Ｆｉｇ４　ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＮｅｏｆｏｒｍｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｕｓ

ｇｒｏｗｔｈｂｙＮＫｃｅｌｌｓｏｆｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ
Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｃｒｙｐｔｏｃｏｃｃｏｓｉｓ；ｎ＝４０，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　隐球菌病是一种病死率高、预后较差的疾病，目

前临床应用的抗真菌药不良反应比较严重，尤其难

以用于具有肝、肾功能障碍的患者。因此，深入研究

隐球菌病中宿主与病原体之间的相互作用、激发抗

隐球菌感染的保护性免疫反应机制，开发有效的预

防和治疗方法，不仅具有重要的社会意义、科学价

值，而且将产生巨大的经济效益。

　　研究［３］表明，在感染早期，ＮＫ细胞可被病原体

及其产物激活，能通过直接的细胞毒性反应或分泌

可溶性因子杀死入侵病原体。其主要机制是释放含

穿孔素、颗粒酶Ｂ和颗粒溶素的细胞毒性颗粒，因而

分析ＮＫ细胞的细胞毒性效应因子有助于了解个体

的细胞毒性反应能力。除杀伤功能外，ＮＫ细胞还

能分泌大量具有免疫调节活性的细胞因子，从而对

获得免疫应答进行调节，是联系天然免疫与获得性

免疫的桥梁。在隐球菌感染人群中，只有部分免疫

功能较为低下的个体才发病。因此在受隐球菌感染

而不发病的健康个体中的免疫反应，与发病患者中

的免疫反应有所不同。本研究结果表明，与健康对

照相比，隐球菌病患者ＰＢＭＣ中ＣＤ５６＋细胞显著减

少，ＣＤ１８＋细胞显著增加，ＣＤ８＋、ＣＤ１９＋细胞增加，

ＣＤ８＋／ＣＤ２８＋比例增高。ＣＤ５６是 ＮＫ细胞的标志

物，ＣＤ１８表达于淋巴细胞和髓细胞，与ＣＤ１１ａ、ｂ、ｃ
以及细胞间黏附分子（ＩＣＡＭ）等黏附分子结合，起

调理吞噬、黏附的作用，因此提示隐球菌病的病程

中，天然免疫系统包括ＮＫ细胞、巨噬细胞等发挥着

重要的作用。由于ＮＫ细胞的减少导致患者天然免

疫力降低，抵抗病原体入侵的能力不足，而导致疾病

的发生。尽管 ＣＤ８＋、ＣＤ１９＋ 细 胞 增 加，ＣＤ８＋／

ＣＤ２８＋比例增高，但仍不足以代偿ＮＫ细胞的不足，

因此在隐球菌病的治疗中需要寻找激发ＮＫ细胞功

能以恢复足够的杀伤病原体的正常天然免疫作用。

　　与健康对照相比，隐球菌患者ＰＢＭＣ中ＮＫ细

胞的细胞毒性活性显著降低。随着效／靶比的增加，

ＮＫ细胞的细胞毒性活性也增加。这提示，隐球菌

病患者的ＮＫ细胞活性受损，导致对病原体的抵抗

力不足；而另一方面，隐球菌的入侵，也可能损伤

ＮＫ细胞功能，尤其当侵入病原体量越大，可能导致

对ＮＫ细胞损伤越大［４］。在细胞毒性活性实验中，

加入ＩＦＮα或ＩＬ２共同孵育，可显著增高ＮＫ细胞

的细胞毒性活性，提示辅以一定的细胞因子刺激，可

提高已受损的ＮＫ细胞的活性，有助于机体发挥天

然免疫效应以杀伤病原体。隐球菌病患者ＰＢＭＣ
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培养上清液中，ＩＦＮγ显著低于健康对照组，说明

ＩＦＮγ在机体抗隐球菌的反应中也起着重要作用，

提示在临床治疗中应用ＩＦＮγ提高疗效的可能性。

通过定量ＰＣＲ检测，隐球菌患者中穿孔素、颗粒酶

和颗粒溶素的转录水平显著降低。加入ＩＦＮα或

ＩＬ２共同孵育，可增高三者的转录水平，从而有助于

提高机体杀伤入侵病原体的能力。因此，检测这些

杀伤相关分子的水平，有助于即时了解患者体内免

疫系统的细胞毒性活性，实现临床治疗的个体化调

控。隐球菌病患者ＮＫ细胞抑制新生隐球菌生长的

能力明显降低。ＩＦＮα或ＩＬ２可明显增强ＮＫ细胞

对新生隐球菌生长的抑制作用。另一方面，外来病

原体的入侵也可能导致机体免疫功能的下降［５］。本

研究表明，隐球菌病患者ＮＫ细胞降低，细胞免疫反

应能力下降。但这究竟是由于患者本身先有ＮＫ细

胞缺陷而后导致隐球菌病的发生，或是隐球菌感染

进一步损伤ＮＫ细胞功能，尚需进一步研究。

　　本研究结果表明，ＩＬ２或ＩＦＮα能显著上调

ＮＫ细胞的杀伤活性，提示利用一定的细胞因子如

ＩＬ２或ＩＦＮα，可调节ＮＫ细胞功能，进行隐球菌病

免疫干预治疗，具有一定的实践意义。

　　通常情况下，ＮＫ细胞激活后，颗粒极化聚集，

其间涉及到ＰＩ３、ＶＡＶ、ＲＡＣ、ＰＡＫ、ＭＥＫ、ＥＲＫ等

信号分子的作用。在细胞毒性颗粒向外释放的过程

中，影响因素有胞内Ｃａ２＋浓度、ＰＬＣ活化等，但具体

作用机制尚不明确。ＮＫ细胞还能产生许多细胞因

子，如ＩＦＮγ可增强 ＭＨＣⅠ类和Ⅱ类分子的表达，

活化巨噬细胞［６］，如ＩＬ５、ＩＬ１０、ＩＬ１３、ＧＭＣＳＦ和

多种趋化因子可进一步调节其他免疫细胞反应，吸

引免疫反应细胞迁徙至反应位点，调节抗原特异性

免疫反应，此间涉及多个信号分子链的作用，包括

ＪＡＫ、ＴＹＫ、ＳＴＡＴ１、ＳＴＡＴ２等［７］。ＮＫ细胞的激

活和发挥功能过程受到抑制性和活化性信号的精确

调节，但其信号调控机制正在进一步研究中。
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