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TNF及r—IFN对它的影响 
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(南京医学院微生物教研壹．南京 210005) 

提 要 

本文观察了体外 HSV-I感染对人淋巴细胞增殖、 分化， 产生免疫球蛋白 曲 影 响。 

HSV—I能密染 PWM刺激的人扁桃体淋巴细胞，并抑制其增殖和免疫球蛋白(TgG)的产 

生 ，感染实验组的IgG产量较对 照组明显 降低 (P<0．0Os) HSV—I感染后， 上清 中可捡 

出一定量的病毒，其滴度为10。‘。--10 5。 TCIDs口／ml!直接免疫荧光法捡出病毒抗原阳 

性细胞为3和--8．5呖。在感染实验系统中加入重组的 IFN。(r—IFNa)、IFNT(r—IFNr) 

和纯化的肿寤坏死因子 (TNF)，观察到 r-IFNa和TNF均有一定程度抗病毒作用，部分 

解除 Hs、r—I对 fgG产生的抑制作用。和对-黑组相比，差异显著 (P<0．01)。r一[FNT对 

HSV—I的枣染和 IgG产生几乎无作用 (P>0．0S)，但 r-!FNT对 TNF有协同怍用：抑铜 

病毒增殖和解除HSV-]对IgC产生的抑镧，比单独用TNF组更为显著
．(P<0．01)。 

关■■：单纯疱当病毒 人淋巴细驰 免疫球蛋白G产生 胂癌坏死因子 干扰素 

Berg(1961)⋯首次报道麻疹病毒能感染体外培养的人外周血白细胞。七十年代以 

后，随着淋巴细胞纯化，核酸杂交以及DNA转染等技术的发展，证实多数人类病毒在体 

内、外能惑染人淋巴细胞，并且病毒感染可影 响淋巴细胞的功能，如t麻疹病毒、流感 

病毒感染能抑制免疫球蛋白产生”】，而EB病毒感染则可激活和转化B细胞，增强免疫球 

蛋 白的合成。 。近来研究指出， I型单纯疱疹病毒 (HSV-1)的感染潘 化 的 人 淋巴细 

胞，并产生低湔度舶 病毒 。至于这种感染对免疫球蛋白产生的影响，国内外尚未见报 

遭。本文建立THS~一I体外感染人淋巴细胞的模型，这种感染介于增殖和非增殖型感染 

之问，或称为低度增殖感染，即只有少数细胞感染，多数细胞不感染“ )。我们用它来观 

察此种感染对人淋巴细胞增殖、产生免疫球蛋白(IgG)舶影响，以及IFNa，IFNy和TFN 

在这实验系统中的作用。 

材 料 和 方 法 

一

、 ；I|巴柚囊纛藏 翻●：扁桃体细胞悬液按本室常规 。I制成，并用一次粘耐法去除巨啦细 

胞。方法如下：上进细胞悬液分装 于扁瓶 中，37℃，5嘶c0t 2至 3小时后， 吸出来暖附细胞 至24 

1月 日修回。 
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孔细胞培养板中，每孔台细胞数为l×1口 ／ml。 

= 、HSV—I感染：扁桃体淋 巴细胞培养物和 r-IFN 、卜IFN 、TNF中加入美洲商陆 (PWM, 

Sigma~ 出品 )刺激浓度~lOp．g／ml，刺教培 养 3天，加入 HSV—I【HKs’RK2株， 北京病毒所 

提供 )感染复数MOI=2，第 4至 9天 硷测上清 巾 IgG含量，病 毒感 染滴度 (TCID s 0／m1)以及检 

测淋巴细胞增殖和病毒抗原 阳性细胞 数；于 PwM刺教起 始印分别加 入适 当剂 量的重组的 一干扰素 

(卜iFN )、重组的Y一干扰素 (卜IFN )(由上海生物 制品所提供 )及 纯化 TNF(第二军医大学 

提 供 )，培养 3天，加入 HSV—I，第 7天测上清中 IgG含量和病毒感染滴度 ， 井设 不感染的对 照 

组 。 

三、竞疵荧光检壹：HSV—I感染家兔 (1发角膜接种，2次皮内接种 )，取血清，其中和效价 

>1 t 320，提取兔血 清 IgG，用异硫氰酸标记 ，即为荧光标记抗体，用直接荧光法测HSV—I抗原 阳 

性细胞 ，并计算阳性细胞 的．百分率。 

四、绷童增殪检测：参照Mo smann的报道I 1．以MTT比色分析法检预l淋巴细胞的增殖。 

五、IgG的拉测：ELIsA双抗体夹心法，按照H erfast报道的方法加以改皂I。I。 

结 果 

一

、 PWM刺激浓度的逸择t预备实验中分别取 4种 PWM刺 激浓 度t 2／Zg／ml、 

5／~g／ml、10／Zg／ml、20／zg／ml，测第7天上清中IgG含量。观察lO例扁桃体淋巴细胞IgG 

最大产量的 PWM浓度。 7倒为10Pg／ml， 2例为 20．Ug／ml，1倒为 5／zg／ml，因此选 

PWM10／Zg／ml为最佳刺激浓度。 

二、HSV-I感染对IgG产生的影响I PWM 刺激 3天后，加~．HSV—I(MOI为 2)， 

测第4至 9天上清中 IgG产量。感染组的 IgG量较对照组明显下降 (P<O．005)，说明 

HSV—I对淋巴细胞产生IgG有抑制作用，见图 1。 

囤1 HSV·I盛染对IgG产生的影响 

Figl The effect of HSV-I infeetlen 

o produetion of IgG 

图2 HSV·I感染对人扁桃体细胞增殖的影响 
Fig 2 Effeat of HSV-I itfeetloa 0n the 

eellnlar prollfertlion of toneillar ~ell。 

三、人扁桃体淋巴细胞H,SV-I感染特征t用MTT比色分析法观察HSV—I对淋巴细胞 

增殖的影响，见图2。 

感染组的淋巴细胞增殖明显低于未感染组，这与国外研究报道相同”)．  

淋巴细胞感染HSV—I l～ 6天后，检测荧光阳性细胞数，峰值 (约 8．5％ )出现于 

感染后3～4天，1～2天，5～6天的阳性细胞数均较低 (约3～5 )。此结果与国外报道 

相符t HSV—I{蠡染后约5％的淋巴细胞表达病毒抗原“ ，TCIDs0法滴定上游中病毒感染 

_Lf 。̈ ＼ 
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滴度为1O。一一l0 TCID50／ml。 

四、r—IFNa、r—IFNF、TNF对HSV—I抑制作用的解除：在感染试验系统中，培养开 

始即分别加入r-IFNa(1000IU／m1)、r—IFNF(1000IU／m1)、TNF(1000IU／m1)，后两者联 

合‘r_IFNyl000IU／ml+TNF1000IU／m1)应用。第 7天测IgG量 r_IFNa、TNF部分解除 

HSV—J的抑制效应 (P<0．01)，r-IFN~'则几无解除作用 (P>O．05)j r—IFNF，TNF 

联合应用，具有协同作用 (P<O．01)，见图 3。 

本实验还观察了不同剂量的上述淋巴、单核因子对 HSV—I复制的影响。 r-IFNa、 

TNF均明显抑f~]Hsv—I的复制，抑制作用呈剂量依赖关系。r-IFN 抑制作用微弱，但与 

TNF联合应用，两者有明显协同作用，见图4。 

tq  t+ f’l 1+I c+ J ⋯  

r F哳  IFNrTNF f一[FN 

固3 干扰幕和胂癌坏死因子对感染细胞 

产生IsG的蟛响 
Fig3 Effect of IFN nd TNF 0n IgG 

p rodu~tlom 0f infe~ted oelI euIture 

0‘ 

0 

0 

0 

0。 

图4 不同剂量的干扰紊和肿瘤坏死因子对 

病毒堪殖的影响 
Ff$4 Effect of IFN ‘口d TNF i4 different 

cD口evntrtllone 。n viru Pli ‘tiOn 

讨 论 

淋巴细胞对各种病毒感染的敏感性是不同的，大致分为下述几种情况“ 1．允许 

病毒复制并可释放感染性病毒颗粒，即增殖型感染，如脊髓灰质炎病毒，2．病毒可感染 

细胞，只有部分细胞表达病毒抗原，而不能复制完整的病毒，即非增殖型感染，如流感 

病毒I 3．病毒根本不能惑染细胞，如腺病毒I 4．静止细胞不能感染病毒，经促分裂jf尊处 

理，活化的细胞方能产生完整病毒，但产量不太，只有部分细胞产生病毒，单纯疱疹病 

毒 (HSV)即属于此神情况。因此，HSV感染淋巴细胞是介于增殖型与非增殖型感染之 

间。 

本实验在培养扁桃体淋巴细胞时，将其粘附细胞(主甍为巨噬细胞 )去除，因为在 

IgO产生时，巨噬细胞宜少量存在，过多或无均不适宜 1。 用一次牿附法去除不彻底， 

尚余l～2％ 即满足PWM刺激产生 Ig@的反应⋯ ，故本实验用一次粘附法除去牯附细 

胞。 

PWM刺激培养淋巴细胞 3天，淋巴细胞的活化、增殖迭高峰“1， 本实验观察珂， 

此时加入 HSV—J， 可获得最佳感染， 淋巴细胞增殖和产生 IgG反应均明显受到抑制。 

PWM刺激较早期或较晚期加入 HSV—I，抑制效应均较弱，因为PWM刺激早期，淋巴细 

取尚未活化，HSV—I不能在其中增殖I PWM刺激嗥期，洋巴细胞巳大量分化，HSV—I不 

，  ；  、 ， ：  ， ． 
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能抑制分化成熟的淋巴细胞产生免疫球蛋白 )。 

某些淋巴、单核因子对HSV—I的抑制效应有解除作用。IFNa抗病毒作用大于IFN~,。 

近来证实 TNF亦具有抗病毒活性，其可能机制为， 1．增强未感染病毒细胞舶 抗病毒能 

力J 2．杀份病毒感染细胞J 3．抑制病毒介导的细胞病变⋯ 。TNF单独有抗病毒作用， 

若与 IFNFI[~台应用，则具有协同抗病毒作用，可能是由于IFN 可诱导增强TNF受体表 

达的缘故 )。本实验研究发现，单独TNF可部分解除HSV—I的抑制，HSV—I感染滴度下 

降，并呈剂量依赖关系，而与]FNy~合应用，则有明显的协同抗病毒作用，与国外近年 

实验结论相符。 
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Inhibitory Effect of HSV In~eCtion in Vitro on 

IgG and Effect of TNF and r-IFN oll It 

Cao Zhi—hui et nl 

(Dtpt．0，Microbiology，Nanjing Medical College．Nan／ing 210005) 

We successfully established a system in vitro that HSV—I infected human 

tonsillar lymphocytes．Tonsillar lymphocytes prestimulated with PWM(10pg／m1) 
were infected by living HSV—I， ao as to their proliferation and IgG synthesis 

were abated signiflcantly(PGo．005)．In the supernatants，the infeotive titer9 of 

HSV—1 were about 108’l一10‘“TCID5o／=i，humher of viral antigen positiye cells 

about 3％一8 ．We found that some lymphokine and monokine can dampen the 

inhibition of infection of infectious HSV—I． The effect of purified recombihint 

IFN一口 we9 stronger than that of IFN-7(PG0．O1)． The purified tumor necrosis 

factor(TNF)also abated alone the inhibition of HSV—I markedly， so that IgG 

synthesis enhanced more highly than that without addlag TNF(PG0．01)． TNF 

in comhlnation with IFN-y caused a larger increasing in IgO synthesis than 

that observed for TNF alone(PGO．01)or IFN—y alone(PG0．01)．This result 

showed that the activity of TNF had dramatically synergized with IFN—y． 

Key w ords I Herpes simplex virus Human lymphcytes IgG produ— 

I：tio~ Tumor eeeroeis fBctor I4terfero 
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