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几种细胞因子对 HSV一1感染单核巨噬细胞的影响 
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—  
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JU提要 以HSV一1接种人单接细胞系u埘和小鼠腹腔巨嚆细胞．并在接种前后分 以不同的细胞 
。因子处理。经病毒滴定、免疫荧光试验检测病毒抗原及多聚酶链反应技术检潞病毒基因，研究了 

细胞 因子对 HSV一1感染单校巨噬纲臆的影响。结果证实．TNF—n50a／mL、M—CSF20O a／mL、 

IFN一-／1000 u／mL、IFN～41000 u／mL均 能增强单校 巨噬细胞 对 HSV一1的抗性，加速细胞 对 

HsV一1DNA的清除，抻审I病毒抗原的表达；并能拮抗 LPS对 FISV一1在单校巨噬细胞中表达的 

促进作用 ’ 

关键词 单纯疱疹病毒，单接巨噬细胞 细胞因子 

细胞因子在抗病毒免疫中有重要意义 “。单核巨噬细胞既能产生多种细胞因子，又是多 

种细胞因子作用的靶细胞，在抗病毒免疫中也起重要作用。前文报道人单核细胞系 U 细胞 

对 HSV一1感染具有天然抗性，LPS则能削弱这种抗性，促进感染的发生发展_2】。现进一步 

研究肿瘤坏死因子 a(TNF—ct)、巨噬细胞集落刺激因子(M—CSF)、n和 T干扰素 (1FN—n、 ) 

等细胞因子对 HSV一1感染 U937和小鼠腹腔巨噬细胞的影响。 

材料和方法 

1 细瞻墨其培养 

u蜥细胞；小鼠腹砬巨噬细胞：自3周|争Balb／C小鼠废腔分离．以贴壁培养击除非巨盛细胞；乳兔肾 

(PRK)细胞单层：按常规 制备 甩 10％新生牛血清 RPMI1640营养液(答氨酰胺 2retool／L,青、链霉素各 

100I1，mL)于 37℃ 、 ％ O 中培养。 

2 囊毒 ’ 

HSV一1 SM44抹 在 PRK细胞单层传代 

3 绷匏因子夏其中和单抗 

基因重组人肿瘤坏死因子 rhTNF—n)：南京大学生化系徐贤秀教授彦赠 ；纯 化的人尿巨瞄细胞集藩弱 

激因子(hM—CSF)：南京大学生化系朱德煦教授赢赠 ；基因重组人 y干扰索(rhlFN一-／)．上海生物制品研究 

所产品；基因重组人 a干扰索fIFN—n)及其中和单抗 、rhTNF—a中和单抗 ：均 由第四军 医大学免疫 室盒伯泉 

教授惠赠 

4 HSV一1感染细胞墨细胞 因子对其影响的疆囊 

4 1 u晰 细胞 取生长良好，以古或不古处理因素的营养液培养 3 d的 u"7细瞻调其浓 度为 los细胞／mL．按 

种 HsV—l，MOI=1TCID~／细胞。3，℃ 1 h后洗谱细胞 2砍除去游离病毒 再以原先相同的营养液调至原 

细胞浓度，分装于细胞培养瓶．5mL／瓶，37℃培养。定时换液：先摇匀纲胞，取 2mL持检．再以原先相同的营 
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养液补足原体积，井调 pH。离心待检样品，上清一70℃冻存，备作病毒滴定，沉淀细胞经洗涤后 一20"C冻存， 

备作 PCR检测病毒 DNA；井以部分细胞豫片．备作病毒抗原检测。每组实验均设取份，取均值。 

4 2 鼠陧腔巨噬细胞 将贴壁的鼠腹腔巨噬细胞重量 ．以音或不音处理 因素的营养渣配戚 5×1 细胞／mL 

旅度的悬液，种于 24孔细胞培养板．1mLl孔。培养 3 d后接种 HSV一1，MOI=1 TCtthe／细胞 。37℃吸附 1 

h后轻洗 2敢去除游离病毒，加原先相同的营养渣 37℃培养。适时换藏、调 pH。定期按 孔收集培 养上清藏 ． 

一 70℃冻存，备作病毒滴定。 

4，3 病毒滴定 病毒 DNA检测和病毒抗原测定：分别罘用徽量 PRK单层细胞病变法、PCR法和间接免疫 

荧光法。操作要点与前文报道相同．见参考文献口】 

结 果 

1 TNF M．CSF、IFN．"It和 a对 HSV．1感染的 ug”细胞培养中病毒酒度、赢毒 DNA持续存 

在时间及病毒抗原阳性细胞百分率的影响 见表 1、2。 

衰 1 

Tab1 

蛐毫因子对 liSV 1盛肇的 U93 蛔胞培养 中瘸毒滴度殪 胁 法所 u T蛔施中病毒 DNA存蕾时问的辱蝻 

Eff~t 0f cytokin~ ∞ the viral“t盯 HSV 一1 in~ectedU∞T c culture and the dum6oatimeot viralDNA inf~ted 

U T cens det~ted byp口t 

*added 3 days after haxathtion 痨毒接种三天后加人 
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寰 2 鳃囊因子对丑 ，一1蕞种 thai矗后■●抗簟阳性鳃囊百分事的量响 

Tab2 Effectof叮曲k 瑚 onthe id 曲 舯  of}E V一 1一itmeulat~lU蛳 ce珏I 

*~dded 3 days after i-aoeulatlon 病毒接种三天后加入 

2 TNF—a、IlVN—T和a对 IR$V一1感染的小曩腹腔巨噬细胞培养中寅毒的影响 见图1、2。 

．  讨 论 

1 TNF—a对单桉巨噬细胞中 IR$V一1复制的抑制 

TNF—a对大多数感染上皮类、成纤维类细胞的病毒，包 括 HSV，具有直接 的抗病毒作 

用l1 J。本研究证实它也能抑制 HSV一1对单核巨燧细胞的感染。实验结果显示．以 TNF—a 

s0ll／niL持续处理经和未经 LPS刺激 的 u9，7细胞，接种 HSV一1后病毒滴度的下降、病毒 

DNA的清除及病毒抗原的消失均显著加快(表 1～2中的 1、2、3、5组)，这一作用可被 TNF—a 

中的单抗所阻断(表 1～2中 6组)．表明 TNF—n有促进 um细胞培养 中 HSV一1清除的作 

用，也能拮抗 LPS对 HSV一1增殖的促进作用。在鼠腹腔巨燧细胞培养系统中 n 一n也呈 
一 定剂量依赣关系加速 HSV一1的灭活清除(图 1)。然而，TNF—a在 u 细胞中的抗 HSV 

一 1作用不被 IFN—a的中和单抗所阻断，提示这一作用不是通过诱生内源性 IFN—n来实现 

的。这与国外的报道相一致 J。 

2 M —CsF对 Bk．W~一1感染 u 绷稳的抑嗣作用 

Lee等l5 1987年采用 1000--2000 ll／mL M—CSF可完全保护小鼠巨燧细胞 免受 vsv的 

攻击致病效应。姚茔等 报道了 M—CSF对 1O种(型)常见呼吸道病毒所致 C'PE的抑箭作 
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DaT t ；nfe[I；on 

瘟垫扁天敢 

囤 l rhTNF—n加建 Balb／e小鼠腹腔定居巨噬缉牖所 

盛囊的HSV—l的清除。(o— o)：未经 rhT[qF—a处理 

的腹 腔定居巨噬龋囊；(⋯ )以 rhTNF一口100 u／mL 

和(●—_．)500 u／mL处理的腹腔定居巨毫缉囊。 

F_崛 l Vital 如搬  酬 ed rhTNF—din脚 一l 

— inlreeted．．eri~  Res M●flora BaIh，c mice．(o——o)： 

Periton~ Res M 霄 0吐 rhTNF一口t e吐；(●— —●)： 

ortre~tedwith rhTNF—t5∞ u／吐 or (⋯ J：100 u／ 

mL． 

DaT ft ； c ；on 

岳垫扁天敢 

图 2 rhIFN rhrFN—T(1000 u／mL)对 B h，c小鼠 

废驻定 居的 巨噬 缉胞清 除所 盛 囊的 }t V—l的髟响 。 

(0— 0)：LPS20坤，mL处理的废驻定暑巨噬缉囊，未经 

IFN处理；(⋯ )：经 LPS和 IPN—n同时处理；(●一  

●)；经 LPS和 IF3q一 同时处理。 

F啦 E(fe~ of埘 FN xhIFN—r，(1000 u／mL)，onthe 

vit clearancefrom 哪 一1一in~eeted 帕 Res of 

Ball mice．(o— o)：Res treated with LPS(20 

ⅢL)，hit without IFN；or(⋯ )； ullaII∞曲  th 

LPSand IFN or(●—一●)：如 d曲艇 with LPS and 

IFN 

用。本文证实 M—CSF对 HSV一1感染 u 细胞具有抑制作用。本研究结果显示，Uso7细胞 

如持续培养于古 200 mL M—CSF的营养液中，接种 HSV一1后病毒滴度的下降、病毒 DNA 

及抗原的消失要 比未经 M—CSF处理的对照组迅速得多(表 1～2中 1、9组)i即使是 HSV一1 

接种 3天后才将 M—CSF加入营养液，仍能抑制病毒的表达、加速病毒的清除(表 1～2中 1、 

1O组)；而且 M—csF还能拮抗 LPS对病毒增殖的促进作用(表 1～2中2、7组)。M—CSF的 

抗病毒机理尚不清楚。Lee等u5 认为是通过诱生 内褫性 IFN一 因为 IFN—a／口的抗体可 

中和其抗病毒活性。但究竟是 IFN—a还是 口在其中起作用?在本研究中，IFN—a中和单抗 

与 M—CSF同时处理，u 细胞接种 HSV一1后病毒滴度、病毒 DNA清除时间及病毒抗原表 

达的动力学均无明显的改变(表 1～2中7、8组)，提示 M—CSF在 u9”细胞上的抗 HSV一1作 

用似与诱生内源性 IFN—a无关。但是否与诱生 IFN一13有关．抑或存在其它的抗病毒机制． 

尚需进一步研究。 

3 埘N对单接巨啦细胞中Hsv—t复制的抑制 

众所周知 IFN能抑制病毒的增殖。本研究结果显示，无论是 LPS刺激的 u937或鼠腹腔巨 

噬细胞，接种 HSV一1 3 d后再以 IFN—a或 Y1000 u／mL处理 ．均能促进细胞对病毒的清除。 

一{＼ 一pI．J0一l  d1 一§ !  > 

一拓荜 g {＼R鲁 巳 】 羹 

(1E＼ _叼百卜 Ia—l  d' 0 § ll1量 》 

一轻摹右 薯＼ 一pL) 嚣 鼍 
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u” 细胞培养中病毒产量及产毒时间显著减少，病毒 DNA清除加速，病毒抗原表达受抑(表 l 

～ 2中 2、11、12组)，IFN—n的这一作用可被其相应 中和单抗所 封闭(表 1～2中 2、12、13 

组)。鼠腹腔巨噬细胞 中病毒滴度较未经 IFN处理的对照组提前 2 d(IFN—n)～4 d(IFN—T) 

降至测不出水平(图 2)。这一结果表明，IFN能抑制单核巨噬细胞中 HSV一1的复制，阻止 

LPS刺激的促病毒增殖作用。一般认为，与 IFN—a相 比，IFN—T抗病毒作用较弱，而这一作 

用的种属特异性较高。本研究中 IFN—T对人 U93v细胞和小鼠腹腔巨噬细胞均有抑制 HSV— 

l瘟染的作用。这可能是 IFN一-1,作为单核 巨噬细胞激活因子增强了单核巨噬细胞灭活、清除 

HSV—l的活性。近年来，IFN一7的直接抗病毒作用正受副高度关注[1l。 

4 应用前景 

细胞因子常具有多方面的生物学活性 。它们的抗病毒活性 I／I益引起人们的兴趣。近年来 

不仅在体内外证实了 TNF—a、M—CSF、IFN等细胞因子的抗病 毒活性，更发现 了 IFN一7、 

TNF—n具有不依赣体内其他免疫因素(包括 CTL细胞)的直接抗病毒活性Hl。由于临床抗 

病毒化疗发展受制，细胞因子的应用为抗病毒治疗提供了新的途径。本研究结果从一个新的 

角度为TNF—a、M—CSF、IFN—T和 n今后用于临床病毒感染的治疗提供了实验依据，即它 

们可以增强单核巨噬细胞的抗病毒活性，从而促进机体对病毒感染的清除及其自身的恢复。 

可以相信，不久的将来，细胞因子的应用成为抗病毒感染治疗的重要手段之一。尤其是基因重 

组细胞因子，因其制备简便，成本低，为将来的大规模运用提供了可能。 
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Effect of Cytokines on the Infection of 

M onec yte．-M acrophages with HSV 一 1 

Ji Xiaohui Yao Kuen Li Huandi Zhou Yaoxi 

(Department ofMicrobiology，NanjingMedical Uni~．rsity，·Na ng 210029) 

ira v／tro humannma~ e—lineu卅 。dls andmou辨pedtone~macmphageswere．山0cuLa 

withHSV 一1．whichwex~e persistendytreatedwith different cytokines since several days before 

orafterinoculation．仙 eaffectofthese
．

cytokL~ ontheirdectionoftxlono~ e—macrophegeswith 

HSV一1was studied by virustitraticoa，indirectimmunofluorescenttestforviral antigen and p。dy． 

rfle~ chain reactiontechniquefor viral DNA ininfected 。ells．n  results showed thatTNF—n 

5Ou／mL，M —CSF200 u／mL．IFN一71000u／mL andIFN—n1000 u／mL all enhancedthe re． 

sistance of monocyte—mac~ophases tO HSV —l infection．accelerated the clearance 0f virus DNA 

an dinhibited the expr'-=-~sion of viral antigen in the cells．rnorenver，theywerean tergictO the ell· 

hancement activity of LPS for the virus replication in rn0nocyte—mm ~phages． 

Key words Herpes Simple Virus，M onor yte—macrophage．Cytokiue  
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