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I--I~V一6体外感染对外周血单个核细胞 IL一6、IL一8的 

诱生和 NK活性的影响 

丝 垄＼ 晓辉 周瑶玺 。 

提 要 采用生物活性法和／或酶联免痤吸附法以及乳酸脱氢酶释放法，研究 了人类疱疹病 毒 6 

。型(HHV一6)南京地方株 CN8对人外周血单十棱细瞻(PBMCs)的 IL一6、IL一8的诱生和 NK活性 

的影响，并与国外的 GS株作 比较。结果发现 ，HHV一6 CN8、GS两株病毒感染均可诱导 PBMCs 

产生 lL一8，柏 h达到峰值。两株病毒所诱生的 IL一8水平并无显著性差异(P>0．0S)，并可抑制 

’ IL一6的产生，但 GS株的抑制作用强于 CN8株(P(0．05) HHV一6体讣感染 l2～24h可以增强 

NK活性，且 CN8株诱导的 NK活性高于 GS株(P( 05)，之后 NK活性逐渐减弱。以上结果提 

示 ：HHV一6感染可以通过诱生细咐因子和改变 NK活性而影响人的免疫功能，而 A组的 GS株对 

免疫功能的抑制作用大于 B组的 CN8株。 

关键词 耋垂塑 錾晕珂苎：竺苎塑 ：宴塑塑 兰 6，白细瞻介索一8'异釜至盥醒兰 - ————— _ 卜———一 —+H+ 

体外实验已证实人 跫缪， 毒6型(HHV一6)主要感染 CD4’T细胞、B细胞、单核一巨 

噬细胞和 NK细胞。由于 HHV一6主要感染人免疫活性细胞，因此研究 HHV一6对人类免疫 

功能的影响就显得非常必要。我室1994年从南京要幼儿色谚(Es)患儿外周血单个棱细胞 

(PRM )中分离出三株 HHV一6南京地方~'CNS、CN8和 CN10[ 。在研究 HHV一6CN8株 

体外感染可诱生 TN j的基础上，进一步研究其体外感染对 PBMCs的 IL一6、IL一8的诱生 

及 NK活性的影响，结果如下： 

材料和方法 

1 HHV一6毒株 

1．1 HHV一6 GS株 由香港大学微生物学教研室惠赠 

1．2 南京地方株 CN株 我室从 ES患儿外周血单个核细胞中分离获得⋯1。 

2 细胞 

2．1 正常新生儿脐血单个核细胞(CBMCs) 健康产要的脐带血由南京 市妇产医院产房提供。用肝素抗凝， 

淋巴细胞分离液分离 细咐浓度为2×10‘／mL 培养茅件：20％新生牛血清 RPMII640，含 PHA 50 pg／mL， 

lL一2 10 u／m1 ，青、链霉索分别为 100 u／mL。接种病毒量为 l TCI 0／mL，井以同一批 CBMC~同群培养作 

为未感染细瞻对照。收集感染后 24 h、48 h、72 h的培养上清，骧存于 一舯 ℃，待柱。 

2 2 成人外周血单个核细胞(ABMC~) 取健康成人外局血，其分离、培养、收集方法同 CBMCs 

收穑日期：1996—10—21．修回日期：1997一Oj一21 

国家及省科委 自然科学基金资助课题 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


230 中 国 病 毒 学 第 12卷 

2．3 细瞻 苏州医学院 免疫学教研室张学光教授嘉赠。用含 250 pg／mL的 IL一6，10％新生牛血清的 

RPM[1640培养。用于检测 II 一6。 

2．4 K562 为 NK杀伤靶细瞻，用含 10％新生牛血清的 RPMI1640培养，用于检测 NK活性 

3 试翻 

3．1 PHA 广州市生化毒j品厂产品(10 mg，支)。 

3．2 IL一6标准品 由苏州医学院免疫学教研室张学光教授直赠。 

3．3 IL一6、．． II 8双抗体夹心 ELISA检测试剂盒 第四军医大学免疫学教研室提供 

3．4 LDH释放法检测 NK活性的试剂 氧化型辅酶 I，吩嚎二甲醋磕酸盐，硝基氯北四氮哇兰， 产品， 

均由本室尤丽莽教授嘉赠 

4 IL一6舅定 

4 1 生物活性法 细瞻培养 3天后，用不含 II，一6的 RPMll64o藏洗涤 2次以|皇去残存的 IL一6，细瞻维 

度为 5x105十，mL．加八 96孔扳 100 孔。再加八倍 比稀释的标准品和待检样本 100 孔。37一℃ 5％ 

o 孵育 72h左右，以对照组细瞻 100％死亡为标准。然后做 ～frr套色检测 OD值，MTT试验接常规操 

作 。以不同含量的 IL一6标准品所 得的 0D值及其对应的 IL一6含量 作标准 曲线，再根据待检标本的 

OD值从标准曲线上求出相应的 IL一6含量。 

4．2 EL1SA 按试剂盒说明书操作 

5 IL-8捡蔫 

E1 ISA甚，接试剂盒说明书操作。 

6 NK活性捡蔫 

采用改良的 LDH释放法检测细瞻毒试验 l̈。 一 

7 缝计学处理 

采用配对 t检验 

结 果 

1 HI-IV一6体外感染硼 CBMC,1L一6的分泌 

1．1 HI-IV一6感染对 CBMCs、IL一6分泌的影响 见表 1。CBMCsHI-IV一6感染组所产生 

的 IL一6水平比CBMCs未感染组产生的 IL一6水平低，且有显著性差异(P<0．05)，其中 GS 

感染组对 IL一6分泌的抑制作用较 CN8，感染组强(P<0．05)。 

将27份标本生物活性法和 ELISA所测得的两组对应值作直线回归分析，结果显示 r= 

0．984(P<0．001)，表明两种方法检测结果密切相关。 

1．2 无PHA刺激条件下 HHV一6感染对 CBMCs 1L一6分泌的影响 见表 2。HI-IV一6在 

PHA刺激后的 CBMCs上生长较好，但 PHA可以刺激 CBMCs分泌 1L一6。为了排除 PHA对 

病毒感染的 CBMCs分泌1L一6的干扰．在无PHA刺激的情况下，再次检测 HI-IV一6对 CBM— 

csIL一6分泌的影响，发现 IL一6总体水平比有PHA刺激时稍有下降，但 HI-IV一6仍然抑制 

IL一6分泌。 

2 HI-IV一6体外感染后可诱生 IL—s 

2．1 HI-IV一6感染对 CBMCs分泌 IL一8的影响 见表 3。HI-IV一6GS株和 CNB株体外感 

染都可以诱生高水平的 1L一8，与对照组比较有显著性差异(P<0 001)而两株病毒问诱生水 

平无差异(P>0．1)。 
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2．2 FH-IV一6感染状态下 IL一8分泌的动力学特征 见图 l。 

寰 I 唧 一6毫集48h后对 IL一6分泌帕影响 

Tabl Effectsd 唧 一6infe,~Am on lL一6 dllcth -inCBMC~culture at48h 盯 h~culatkm 

1600_+570．89 1j46±4” ．41·1409：[=468．64～ 1632~556．83 3~J,4~44t．40·1483：[=458．16一 

·与未盛染的 CBMC~组比较。P<0．001 

· ⅢI d．c,mltiu]group af0  P<0．00l 

△与 GS盛染的 CBMC~组比较。P<0．05 
Z~Cmnlmred 【hthe ofCBMC~infectedwithGSretain，P<0

． 05 

寰 2 无 PHA舅listf珏{v一6对 11 一6畸群响 

l生■{舌性法1 

Table 2 Effct't of} }lV一6iniec6onon IL一6ind眦6叩 

in CBMC~culturewithvoPHA (MTT! 

-与未寡染的 cBhfcs组比较．P<0．05 

·C,~,nl,aredwith contro1日r。呷 ofCBMC~P<0．05 

寰 3 州 v一6毫豢 椰 h后 岫 培，I上蒲中的 IL-8含量 

卫 3 IL一8 bytR4V一6m C~MCe椰 h如 _耵l玎 

·与未薯夔的 CBMC~组比较，P<0．001 

‘Comp~edwith controlgroup ofCBMCa．P<0 001 

△与 GS盛鞋组比较，P>0．1 

Comp~edwith thegrOUpofGS strain—infectedGBMCs． 

P>0．1 

3 FH-IV一6俸外患染对NK活性的髟_穹 

FH-IV一6 GS与 CN8感染成人外周血单个核细胞(ABMCs)24 h后，与对照组比较，NK活 

性比对照组高，其中 CN8组的 NK活性又高于 GS组。但 72h之后三组的 NK活性均有所降 

低，且 CN8和 GS感染组与对照组之间的 NK活性水平已无显著性差异(见表 4)。 
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D E[tet inoculadott 

匿 1 H}Ⅳ 6漭生 II 一8动力学特征 

Fig 1 Kinetics0̈ L一8 mdud；Dn_竹HI-W一耐 嘣ed‘ M 

衰 4 HHV 6矗肇对成人外局直蛐胞lABMcsINK话性影响 

Table 4 Eliectof HI-IV一6inlectian ontheNK activityof aduh blood nmaonuclear cells{AgldC~ 

*与对照组 比较．P<0 05 

*r n̂ th co．trolgrot~p of 

ABM Cs．P< 0 05 

△与 GS组 比较 ．P<0．05 

△ Compared with thegtotlpof GS 

岫 m ，niected ABMCs．P<0 05 

#与对照组比较．P>0 05 

#C~mpared with cont~l groJpof 

^BM ．P>0 05 

☆ 与 GS组 比较 ．P>0 05 

☆ ( rⅡpar with the group GS 

strail~infected ABM Cs．P>0 05 

讨 论 

从对 IL一6、IL一8的诱生及对 NK活性的影响的角度，研究了 HHV一6对人类免疫功能 

的影响。结果证实HHV一6GS株(A型)、CNB株(B型)皆能诱生IL一8，在48 h达到峰值，二 

者诱生水平无显著性差异。但 IIHV一6感染可抑制 IL一6的分泌，其中 GS株的抑制作用比 

CN8株强。IIHV一6感染早期可以激发NK活性的增高．其中CN8株的激发作用比GS株强． 
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但随着时间的延长，NK活性即逐渐减弱。 

国外研究认为，HHV 6的A型毒株致病性强。A型的 ull02株感染 cD4 T细胞后，使 

细胞表面 CD3表达明显减少，而 B型的 Z29株刚无此作用，并认为 A型毒株可导致 T细胞免 

疫功能缺陷 ‘。结果证实，A型的GS株对 II，一6的诱生抑制作用比B型的CN8株强，而激发 

NK活性的水平则较低。从而支持国外指出的 A型株比B型株更易引起人昀免疫功能异常的 

观点。 

HHV一6感染可抑制 IL一6的分泌，有学者认为是由HHV一6的 DNA或病毒复制引起 

用磷乙酸(PAA)抑制 DNA的复制后可提高 IL一6的分泌量[6】。由于 IL～6是·种重要的免 

疫分子，可促进 B细胞分化和 Ig分泌，与 IL一2、IFN一-y等协同促进 CTL分化，体外试验 已证 

实 IL一6可以提高 LAK细胞扩增的能力和杀伤能力，具有抗癌活性。HHV 6感染人外周血 

之后．淋巴细胞对 IL一6诱生能力受到抑制．这可能导致机体在抗病毒、抗癌等方面免疫力有 

所减弱．特别是在免疫异常患者体内的作用将更明显。 ’ 

IL一8是新近发现的主要由单核细胞产生的一种中性粒细瞒粒化因子，IL一8可趋化 ； 

激活中性粒细胞．并刺激中性粒细胞产生白三烯 B|(L]r )而使皮下血浆渗出，IL一8可以氆 

显趋化 IL一2活化的 NK细胞"J，关于 HHv 6对 IL一8诱生的影响，此前尚未见国内外报 

道，本研究首次证实HHV一6 GS椭融 N8株都可诱生IL一8。推测该炎性介质与Es患儿皮 

疹的发生(L，T域)及部分病倒外周血中中性粒细胞明显增高等有重要作用，同时还可以趋化粒 

细胞、T细胞等免疫细胞，在 HI-IV一6感染恢复方面可能具有重要作用。 

Takahashi等 1992年研究了 1 恻Es患儿急性期和恢复期 NK的反应性，发现只有在 

急性期 NK活性明显增强，特别是在发疹期。我们的体外研究结果与其基本一致。由于 NK 

为抗病毒免疫的重要因素，因此急性期病毒激发的NK活性增强有利于病毒的清除。NK活 

性的增强可能与病毒诱生 IL—lB l、TNF 、IFN— 、IL一8等细胞因子有关。我们已证实， 

HHV一6感染可促进 TNF一 、IFN— (资料待发表 )、IL一8的诱生，在实验中还发现用 

TNF—n单抗、IFN—a单抗可部分减弱 HHV一6激发的 NK活性，但随着感染时问的延长．细 

胞因子分泌减少及病毒感染导致的溶细胞性损伤 ]，NK活性将逐渐减弱。 

根据我们的实验结果可 推测 HHV一6感染早期主要诱导免疫细胞产生 TNF—a、TFN 

—a、IL一8等因子．并可提高 NK活性．促进机体对病毒的清除；但 tlHV一6也可通过抑制 II 
一

6的分泌和其它一些机制造成机体免疫功能的抑制。因此，HHV一6感染可诱生细胞因子 

和改变 NK活性，对病毒感染的发展和结局有重要作用。 

参 考 文 献 

1 陈斌．姚望，周瑶玺等 ．从病^外耐血单 1 棱细孢中检穗 HHv一6：甘离培养和基因扩增．中国蜻毒学．1996．1l(2’：125 

2 范萍．姚墼、季骁辉等 ．̂ 类疤痔病毒 6型可诱生 TNF～ 中国病毒学，1996．1l{4)：338--342 

3 武寸匿主编 ．实用临床免疫学橙验 南京：江苏科技出版社、J989 161 

4 黄 ≈芳、忖苓．周燕 LDH释放{击与形意学法测定细胞毒的对比研究．t海免疫学杂志．1989，9【I)：16 

5 Fu~kawa M，Y~ttknwa M．Yakushi~in Y et“ ．Distlnet effects htttman herpesvinas 6 h~agn herpesvirtk~7 ot1 surface 

melecute exlxe~skm aTld ftmtioa of Cm  T ．J lmmu．o1 I994 152(12)：5768 

6 Flamand L．Gossdhx J．DAddarioM a／．Human hetpesvirus 6induces：nterleukin一1 amlt necmsi fnctor pha but 

维普资讯 http://www.cqvip.com 

http://www.cqvip.com


中 国 病 毒 学 第 12卷 

notinterhtddn一6．_mI~aiphetlal bloodmoncem4ear cell cahuies．jV ．1991。65(9)：5105 

7 盒伯亲主碧 ．绷囊和分子免疫学 ．西安 ：世界图书出蕞公司．[995．142 

8 T|b 一k．S E．IGmdoT ．1nted~ and r 曲 cdl 峋 in p日 with e~mhemmbmen．Pedu~  

InfectD J．1992．1l(5)：369 

9 MalhatMS．Ga~mnoDA d ．1nf~don 0Imumd kill~ 汕  hmmnk叩 6．Natan~ 1993．362(6419)： 

45S 

～  ～~ffect of HHV一6 Infection OR Cytokines IL一6．IL一8 Induction and 

NK Acti~ of Hnman—Peripherial Blood Monon
．

uclear Cells 

FanPing YaoK Ji Zlxm Yaoxi 

glxx~ andHHV 一6GSorCN8 strain~dection groups．Comparingwithtminfectedo synthe- 
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