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摘   要 : 本文探讨了树突状细胞 (DCs)在抗马尔尼菲青霉感染免疫中的作用。用细胞因子 
rhGM-CSF 和 rhIL-4 诱导人外周血单核细胞分化为树突状细胞, 观察 DCs 的形态, 并用流式细胞

仪进行 DCs 的表型测定, ELISA 方法检测培养上清液 IL-12p70 的浓度, 混合淋巴细胞反应检测

DCs 刺激 T 淋巴细胞的增殖能力, 实时荧光定量 PCR 检测趋化因子受体 CCR7、CXCR4 的 mRNA
的表达。倒置显微镜下可见诱导获得的 DCs 细胞形态不规则, 表面伸展出大量树突。与马尔尼菲

青霉酵母共同培养 24 h 后 DCs 的胞内含有大量的酵母细胞; 细胞表型 CD86、CD83、HLA-DR 和

CD40 的表达明显增高; 刺激 T 淋巴细胞增殖的能力增强; 趋化因子受体 CCR7 和 CXCR4 的

mRNA 表达量增加且能够产生 IL-12p70 但产生的量低于 LPS 刺激组。DCs 能吞噬加热灭活的马

尔尼菲青霉酵母, 并趋于成熟, 抗原呈递能力增加, 但是产生 IL-12p70 的量较低, 可能造成宿主

抗马尔尼菲青霉酵母的细胞免疫功能的不足。 
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Abstract: To assay the influence of dendritic cells (DCs) on the function of anti-infective immunity to Peni-
cillium marneffei. DCs were generated from peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and pulsed with 
Penicillium marneffei yeasts. DCs morphology was observed by the inverted microscope and cell surface 
markers of DCs were analyzed by flow cytometry. The concentrations of IL-12p70 were detected by ELISA. 
Mixed lymphocyte reaction was performed to assay the proliferation of T cells. The mRNA of CCR7 and 
CXCR4 were detected by the Real-time PCR quantifications. The acquired DCs exhibited irregular appear-
ance and numerous long dendrites under light microscope. DCs and Penicillium marneffei yeasts were 
co-cultured for 24 h, numerous yeasts were observed inside the cells; an enhanced expression of the cell sur- 
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face markers CD86、CD83、HLA-DR and CD40 were demonstrated; the expression of CCR7 and CXCR4  
mRNA were also increased; the improved proliferation of T cells were observed in the mixed lymphocyte 
reaction. Yeasts-pulsed DCs secreted more IL-12p70 than that of non-pulsed, but less than that of 
LPS-pulsed DCs. DCs can engulf the Penicillium marneffei yeasts. When pulsed with Penicillium marneffei 
yeasts, DCs improved their expression of the co-stimulatory molecules and chemokine receptor 
CCR7、CXCR4, enhanced their capacity to process antigen. DCs play an important role in host 
defense against Penicillium marneffei infection. But the low level of the IL-12p70 production may lead to 
deficiency in the cell-mediated immunity against Penicillium marneffei.  

Keywords: Penicillium marneffei, Dendritic cells, Antigen-presenting cells 

马尔尼菲青霉病(Penicilliosis marneffei, PSM)
是由马尔尼菲青霉(Penicillium marneffei, PM)引起
的一种深部真菌感染性疾病。该病主要发生在东南

亚地区如泰国、越南、柬埔寨、老挝、香港和我国

广西、广东等地[1]。近年来随着糖皮质激素、免疫

抑制剂的广泛应用, 器官移植、造血干细胞移植的
广泛开展, 特别是 HIV 感染率的不断增高, 马尔尼
菲青霉病的发病率也日渐增多, 而且发病区域有扩
大趋势, 在我国的其他省份也相继出现马尔尼菲青
霉病的报道[2]。该病发病隐匿, 治疗困难, 病死率高
达 80％以上, 即使治疗有效的患者也必需使用有效
的抗真菌药物维持治疗较长一段时间[3]。 

虽然该病的危害较大, 但由于对该病的认识较
晚, 马尔尼菲青霉与宿主的相互作用、宿主对其的
抗真菌免疫情况以及其致病机制并不完全清楚。有

研究表明, 马尔尼青霉的双相性的转变与其致病性
存在着直接关系, 尤其是酵母相可能与致病性密切
相关[4,5]。在先前的小鼠模型中发现, 细胞免疫以及
Th1 型的细胞因子在宿主抵抗其感染中起重要作 
用[6,7]。树突状细胞(Dendritic cells, DCs)是人体内抗
原提呈功能最强的、唯一能激活初始 T 淋巴细胞
(Native T cells)的专职抗原递呈细胞。其抗原递呈能
力是巨噬细胞的 10~100 倍且可以根据不同的抗原
产生不同的细胞因子诱导不同的免疫型别[8]。本实

验主要研究人的树突状细胞受马尔尼菲青霉酵母相

细胞冲击后其功能的变化, 初步探讨树突状细胞在
宿主抗马尔尼菲青霉免疫中的作用, 为进一步探讨
其发病机制以及探索新的治疗手段奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  酵母细胞的制备 
马尔尼菲青霉 SUMS0152 (经形态学及DNA 测

序鉴定证实) , 由本真菌室从 1 名 2 岁的血液病患
儿血液中分离。将在脑心浸汁培养基(BHI)平皿上转
变好的酵母相接种于 BHI 液体培养基中 ,  37℃  
150 r/ min 振荡培养 72 h, 镜下观察有酵母细胞出

现 ,离心收集。无菌磷酸盐缓冲盐水 (Phosphate- 

buffered saline , PBS)洗涤 3 次后于 65℃水浴中加热

1 h, 获得灭活的马尔尼菲青霉酵母相细胞, 调整酵

母细胞浓度为 107/mL备用。 

1.2  人外周血单核细胞来源的树突状细胞的体外

诱导培养 
无菌采取健康人外周静脉血 , 肝素抗凝。用

Ficoll-Hypaque 密度梯度法和贴壁法获得单核细胞, 
加入含有细胞因子重组人粒细胞-巨噬细胞集落刺
激因子(Recombinant human granulocytemacrophage 
colonystimulating factor, rhGM-CSF; Wako, 日本 , 
1000 U/mL), 重组人白介素-4(Recombinant human 
interleukin 4, rhIL-4; Wako, 日本 , 500 U/mL)的
RPMI 1640 完全培养液 (Gibco, 美国 ), 置于  5％ 
CO2, 37℃培养箱中培养。第 3天半量换液 1次, 第
7 天收集悬浮细胞为未成熟的树突状细胞。调整细
胞浓度为 2×106/mL 备用。将树突状细胞和马尔尼
菲青霉酵母在 37℃, 5％ CO2 培养箱中共同培养, 
细胞与酵母的比例为 1:5[9]。实验组：经马尔尼菲青

霉酵母冲击 24 h的树突状细胞(DCs＋PM), 阴性对
照组：未受马尔尼菲青霉酵母冲击的树突状细胞

(DCs), 阳性对照组：经脂多糖(Lipopolysaccharide, 
LPS; Sigma公司, 100 ng/mL)刺激 24 h的树突状细
胞(DCs+LPS)。 

1.3  树突状细胞的表型分析 
收集各组的树突状细胞, 用 PBS 液调整细胞浓

度为 1×106/mL, 加入离心管 100 μL/管, 分别加入
异硫氰酸荧光素(Fluorescein isothiocyanate, FITC)或
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藻红蛋白(Phycoerythrin, PE)荧光标记的单克隆抗体
CD1a、 CD86、CD83、CD40、HLA-DR(Pharmingen
公司)。避光 4℃标记 30 min, PBS洗涤 2次后用流
式细胞仪(美国 BD公司)检测。 

1.4  IL-12p70 的检测 
用酶联免疫吸附剂测定(Enzyme linked immu-

nosorbent assay, ELISA)法检测各组 DC培养上清液
中白介素(Interleukin, IL)-12p70 的含量, 操作严格
按试剂盒(武汉博士德公司)说明书进行。试剂盒最
低检测量为 7.5 pg/mL。 

1.5  混合淋巴细胞反应 
另取健康人外周血, 按前述方法分离外周血单

个核细胞, 收集非贴壁细胞为淋巴细胞。用尼龙毛

(Bioscience, 美国)法分离同种异体效应 T 淋巴细

胞。向刺激细胞(DCs)中加入丝裂霉素(浙江海正公

司)30 μg/mL, 37℃, 5％ CO2 培养箱中孵育 45 min

后取出用含有 10％胎牛血清的RPMI-1640培养液洗

涤 3 次, 重悬细胞。取 96 孔板, 分别以 1×104、5

×103 个刺激细胞加入每孔。将反应细胞按 1×105

个加入每孔, 终体积为 200 μL, 每组设 3 个复孔。

对照组只加入未致敏的 T 淋巴细胞。将培养板轻轻

摇匀, 置于 37℃, 5％ CO2 培养箱中孵育 96 h。在结

束实验前 4 h, 按照 MTT 试剂盒(Chemicon, 美国)

的说明书操作, 最后用酶联免疫检测仪(Labsystems 

Dragon 公司)于 570 nm处, 测 OD 值并记录结果。

按下式计算刺激指数(Stimulating index, SI), SI=实

验组 OD值/对照组 OD值。 

1.6  Real-time PCR 法对趋化因子受体 CCR7、
CXCR4 的 mRNA 水平的检测 

采用 Trizol 法提取细胞总 RNA, 紫外分光光度

计评估其完整性并估算其产量。以 1 μg 的总 RNA 

为模板合成 cDNA。采用嵌合荧光法实时 RT-PCR(两

步法) , 对目标基因进行相对定量分析, 操作均采用

TaKaRa公司提供的试剂盒, 并按其说明书进行。内

参采用β-actin Real Time RT-PCR Primer (TaKaRa, 

大连宝生物公司)。趋化因子受体 CCR7编码基因的

正向引物  5′-GCACAGCCTTCCTGTGTGGTT-3′, 

反向引物 5′-ATCGTCCGTGACCTCATCTTGAC-3′, 

扩增产物为 133 bp。CXCR4编码基因的正向引物为

5′-GCCAACGTCAGTGAGGCAGA-3′, 反向引物为

5′-GCCAACCATGATGTGCTGAAAC-3′, 扩增产物

为 99 bp。PCR 反应条件: 95℃预变性 10 s; 然后 

95℃, 5 s, 60℃, 31 s, 共 40个循环。检测仪器为 ABI 
PRISM7000 实时 PCR 扩增仪(美国 ABI 公司)。 

1.7  统计学处理 
正态分布计量资料以平均数±标准差(x±s)表

示, 三组间均数比较采用方差分析, 非正态分布计
量资料及方差不齐时采用非参数检验。采用

SSPS11.5 统计软件处理数据, 显著性水平为 0.05。 

2  结果 

2.1  人外周血单核细胞来源树突状细胞的形态 
从外周血获得的单核细胞经培养 7 d, 细胞由贴

壁状态逐渐转为悬浮, 细胞体积显著增大, 形态不
规则, 毛刺多而密。流式细胞仪检测细胞膜表面分
子 CD1a 阳性率为 79.2％±2.2％ (n=3)。DCs 和马
尔尼菲青霉酵母共培养 6 h 即可以看见显著的吞噬
现象, 24 h 后可见树突状细胞内含有大量马尔尼菲
青霉(见图 1)。 

 

 
 

图 1  光镜下树突状细胞和马尔尼菲青霉酵母共培养 6 h
后的形态(×400 倍) 
Fig. 1  Observation of morphology of DCs pulsed by PM un-
der inverted microscope (after co-cultured 6 h, ×400) 

2.2  树突状细胞受马尔尼菲青霉酵母冲击后膜表

面分子的变化  
对DCs的表型检测发现, 培养 7 d后, 标志DCs

成熟状态的细胞表型 CD86、CD83、HLA-DR 和

CD40 比例较低; 而 DCs 与马尔尼菲青霉酵母共培

养 24 h后, 表型发生了改变, CD86、CD83、HLA-DR

和 CD40 的表达明显增高, 显示了 DCs 的进一步成

熟(见图 2)。 
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图 2  经共培养 24 h 后, 各组树突状细胞的表型表达率(右上角) 
Fig. 2  FACS analysis of DCs was performed after 24 h of incubation in the presence of PM or LPS 

注：实验重复 3 遍, 此为其中一次的实验结果 
Note: Control DCs were incubated in medium only. Data are representative of three experiments 

 
2.3  树突状细胞受马尔尼菲青霉酵母冲击后分泌

IL-12p70 的变化 
未受马尔尼菲青霉酵母冲击的 DC 培养上清液

中未检测到 IL-12p70 的产生, 而接受马尔尼菲青霉

酵母冲击的 DC 培养上清液中可以检测到 IL-12p70

的产生量为 30.20 pg/mL±14.65 pg/mL, 但较 LPS

刺激组 116.32 pg/mL±25.80 pg/mL低, 三组间在统

计学上有显著性差异(n=8, P<0.05)。 

2.4  树突状细胞受马尔尼菲青霉酵母冲击后刺激

同种异体淋巴细胞增殖的能力 
成熟的 DCs 高表达共刺激分子, 有较强的刺

激 T 淋巴细胞活化增殖的能力。马尔尼菲青霉酵母
冲击的树突状细胞和 LPS刺激的树突状细胞刺激同
种异体淋巴细胞增殖的能力较未受冲击的树突状细

胞增强(n=6, P<0.05), 马尔尼菲青霉酵母相细胞冲
击的树突状细胞和 LPS冲击的树突状细胞在刺激同
种异体淋巴细胞增殖的能力上在统计学上无显著性

差异(n=6, P>0.05)(见图 3)。 

2.5  树突状细胞受马尔尼菲青霉酵母冲击后趋化

因子的表达情况 
经马尔尼菲青霉冲击后的树突状细胞趋化因子

受体 CCR7的 mRNA的表达量较未受冲击的树突状 
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图 3  树突状细胞刺激同种异体淋巴细胞增殖的能力 
Fig. 3  Stimulating effect of DCs on proliferation of T cell  
(*P<0.05; # P>0.05) 
 
细胞显著增高, 其增高程度较 LPS 刺激组高, 三组
间在统计学上有显著性差异(n=5, P<0.01)。而趋化
因子受体 CXCR4 仅在马尔尼菲青霉刺激组增高
(n=5, P<0.05), 在 LPS刺激组未见其 mRNA表达量
增加(见表 1)。 

 
表 1  各组趋化因子受体 CCR7 和 CXCR4 的 

mRNA 的表达量 
Table 1  The expression of the CCR7 and CXCR4 mRNA 

 CCR7 CXCR4 

DCs 1.00±0.00 1.00±0.00 

DCs+LPS 4.00±1.86 0.76±0.37 

DCs+PM 8.24±3.54 2.19±0.87 

注：通过 2 −△△CT 方法分析相对基因表达差异 
Note: Application of the 2 − CT △△ method 
 

3  讨论 

本文应用细胞因子 GM-CSF 和 IL-4 使血液中

单核细胞分化成树突状细胞。在正常情况下, 绝大

多数体内 DCs 处于非成熟状态, 主要分布于与外

来抗原易接触的部位, 表达低水平的辅助刺激因子

和粘附分子, 具极强的抗原内吞和加工处理能力。

在捕捉抗原后, 其抗原捕获能力下降, 主要组织相

容复合物分子及辅助刺激因子、粘附分子的表达上

调, 同时改变其趋化因子受体表达, 归巢至 T 细胞

区, 为 T 细胞提供第一信号和第二信号, 并且能分

泌细胞因子如 IL-12, 决定 Th 分化方向, 这也是决

定机体抗感染免疫应答效果的主要影响因素[10]。在

病原微生物与宿主的相互作用中, 病原体会利用各

种策略在不同层次上干扰宿主对其的免疫。树突状

细胞是体内功能最强并且是唯一能激活初始 T 淋巴

细胞的抗原提呈细胞, 被认为是联系固有免疫和适

应性免疫的桥梁。病原微生物常常利用阻止树突状

细胞的成熟、抗原提呈、迁移, 阻止其诱导 Th1 型

细胞免疫以及干扰其凋亡从而干扰宿主免疫, 使其

更容易在宿主体内生存及播散[11]。 

本实验结果显示: ①体外培养的人外周血单核
细胞来源的树突状细胞能吞噬加热灭活的马尔尼菲

青霉酵母细胞。②DCs接受马尔尼菲青霉冲击后, 逐
渐成熟 , 其表型和形态改变 , 抗原呈递能力增加 , 
刺激 T 淋巴细胞分化增殖的能力增强。③经马尔尼
菲青霉酵母冲击的树突状细胞能够分泌 IL-12p70, 
但其量小于 LPS刺激组。④DCs接受马尔尼菲青霉
冲击后, 其趋化因子受体 CCR7、CXCR4 的表达增
强, 有利于树突状细胞向次级淋巴组织迁移。 

我们在研究中观察到树突状细胞能够有效地吞

噬灭活的马尔尼菲青霉酵母, 并在该过程中能够上
调膜表面分子 CD86、CD83、HLA-DR和 CD40, 同
时获得了刺激 T 淋巴细胞增殖的能力。这与之前在
树突状细胞与白念珠菌酵母、组织胞浆菌酵母、曲

霉孢子等的相互作用研究中的结果一致[12−15]。经马

尔尼菲青霉酵母冲击的树突状细胞在功能成熟的同

时能够高表达趋化因子受体 CCR7、CXCR4, 能够
与淋巴管上皮细胞高表达的次淋巴组织趋化因子

SLC/CCL21 结合, 成熟 DCs 进入淋巴管, 在 ELC/ 
CCL19 的作用下定位于 T 淋巴细胞区, 有利于树突
状细胞和 T淋巴细胞充分接触发挥免疫效应[16]。然

而我们仅在 PM刺激组发现了趋化因子受体 CXCR4
的表达增高, 这与之前在白念珠菌[9]及结核杆菌[17]

的类似研究中的结果一致。目前 CXCR4 已被证实
为 HIV病毒的共受体[18], 也就是说 HIV病毒也可以
通过该受体进入免疫细胞, 在细胞内增殖并随免疫
细胞的迁移而在体内播散。由于马尔尼菲青霉病好

发于 HIV 感染患者中, 因而推测马尔尼菲青霉感染
有可能会加快 HIV感染者的艾滋病进程。但这个推
测还有待进一步研究的证实。 

以 IL-12、γ-IFN、α-TNF为特征的 Th1型的细
胞免疫应答在宿主抵抗胞内病原体的过程中起着重

要的作用。相反, 以 IL-4、IL-5 和 IL-13 为特征的
TH2 型细胞免疫应答与真菌病的恶化和感染的严重
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性相关[19]。用亚致死量的马尔尼菲青霉的分生孢子 
感染小鼠, 可以诱导产生高水平的 IL-12、γ-IFN、

α-TNF等 TH1型细胞因子。而巨噬细胞和单核细胞

只有在γ-IFN、α-TNF等细胞因子的存在下才能够有

效的吞噬和杀伤马尔尼菲青霉酵母。如果这些细胞

因子缺乏, 单核吞噬细胞杀伤马尔尼菲青霉酵母的

能力则显著下降[6]。我们观察到树突状细胞受马尔

尼菲青霉酵母细胞冲击后, 能够分泌 IL-12p70, 但

其分泌水平低于 LPS刺激组。IL-12是促进 Th细胞

向 Th1 方向转化的关键性细胞因子, 同时在促进巨

噬细胞、T淋巴细胞、NK细胞的增殖以及增强 NK

细胞的细胞毒活性, 促进 LAK 细胞和 CTL 的形成

过程中也具有重要作用[20], 因此受马尔尼菲青霉酵

母冲击的树突状细胞虽然可以诱导 CD4+ T 细胞向

细胞免疫方向转换, 但其可能有能力上的不足。 

综上所述, 树突状细胞能够有效吞噬马尔尼菲

青霉酵母, 同时逐渐成熟并具备了向次级淋巴结趋

化的能力, 抗原呈递功能增强。能够产生前炎症因

子 IL-12p70, 促进 CD4+ T细胞向具有抗真菌保护性

免疫的 Th1 方向极化, 但其产生的量较低, 可能造

成细胞免疫的功能不足。这可能是该菌容易在宿主

体内生存及播散的原因之一。 
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