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大鼠肺部侵袭性光滑假丝酵母菌感染过程中犇犲犮狋犻狀１蛋白和犐犔１７、

犐犔２３的含量变化及意义

黄　婷
１，骆雪萍１，赵　莹

１，吴呈霖２

（１．桂林医学院第二附属医院重症医学科，广西 桂林　５４１００１；２．十堰市太和医院呼吸内科，湖北 十堰　４４２０００）

［摘　要］　目的　通过建立大鼠肺部侵袭性光滑假丝酵母菌感染模型，探讨大鼠肺组织树突状细胞相关Ｃ型凝集

素１（Ｄｅｃｔｉｎ１）和血清、肺泡灌洗液中白细胞介素（ＩＬ）１７、ＩＬ２３含量的变化及意义。方法　将５４只ＳＤ大鼠随机

分为Ａ、Ｂ、Ｃ组，每组１８只。Ａ组不做任何处理，Ｂ组直接气管内灌注热处理光滑假丝酵母菌菌液，Ｃ组先免疫抑

制后再气管内灌注等剂量热处理光滑假丝酵母菌菌液。在感染后第１、３、５天，观察各组大鼠肺组织的病理变化，

并对各组大鼠肺组织中的Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量以及大鼠血清、肺泡灌洗液中的ＩＬ１７及ＩＬ２３含量进行检测及

比较。结果　Ｃ组大鼠肺组织炎症病变及肺损伤最严重，Ｂ组次之，Ａ组无炎症改变。Ａ组血清及肺泡灌洗液中

ＩＬ１７、ＩＬ２３含量及肺组织 Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量在各时间点均最低；Ｂ组和Ｃ组中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量及肺组织

Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的表达量均随时间增高，且Ｃ组ＩＬ１７、ＩＬ２３含量以及Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量在各个时间点均高于Ａ组

和Ｂ组。通过多元回归分析得出，对大鼠进行免疫抑制、大鼠真菌感染及感染后的时间长短均分别对大鼠血清、肺

泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量及肺组织Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的表达量有影响，其中应用免疫抑制剂对大鼠血清、肺泡灌洗

液中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量及肺组织Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的表达量影响程度最大，大鼠真菌感染及感染后的时间长短的影响次

之。结论　Ｄｅｃｔｉｎ１是识别热处理光滑假丝酵母菌感染的重要受体，诱导产生的ＩＬ１７、ＩＬ２３参与抗真菌的免疫应

答，并可能导致肺损伤。

［关　键　词］　热处理光滑假丝酵母菌；Ｄｅｃｔｉｎ１受体；白细胞介素１７；白细胞介素２３
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　　侵袭性念珠菌病（ｉｎｃａｓｉｖｅｃａｎｄｉｄｉａｓｉｓ，ＩＣ）是指

真菌侵入人体内脏、血液或表皮角质层以下深部组

织结构引起的感染。过去ＩＣ最常见的病原体是白

假丝酵母菌，近年来随着重症监护病房中高龄、免疫

缺陷或免疫功能低下患者的增多，以及机械通气、动

静脉穿刺、持续床旁血液透析、体外膜肺氧合等各种

侵入性操作的增加，我国光滑假丝酵母菌血症已仅

次于白假丝酵母菌，在全部假丝酵母菌感染中上升

至第４位
［１］。光滑假丝酵母菌对氟康唑敏感性低，

对一线治疗药物棘白菌素的耐药率也在逐年增加，

从而导致光滑假丝酵母菌感染发病率高，预后差，病

死率高［２］。

β葡聚糖是真菌致病的重要成分，树突状细胞

相关Ｃ型凝集素１（Ｄｅｃｔｉｎ１）受体在抗真菌感染免

疫以及β葡聚糖介导的机体固有免疫调节中起着

至关重要的作用。白细胞介素（ＩＬ）１７是新近发现

的ＴＨ１７细胞所分泌的效应因子，具有强大的促炎

作用。ＩＬ２３是维持 ＴＨ１７细胞亚群分化和稳定的

重要因子，对ＩＬ１７的生成至关重要，同时本身也是

一种促炎症因子。研究［３］证实，白假丝酵母菌感染

时宿主通过免疫系统激活ＴＨ１７细胞，产生ＩＬ１７、

ＩＬ２２等细胞因子，募集中性粒细胞杀灭真菌孢子。

以往对光滑假丝酵母菌及其β葡聚糖信号通路、下

游相关细胞因子的研究相对较少，本研究采用经气

管内灌注光滑假丝酵母菌菌液复制光滑假丝酵母菌

肺部感染的动物模型，通过观察大鼠肺组织病理改

变，肺组织中Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量的变化，血清及

肺泡灌洗液中ＩＬ１７及ＩＬ２３含量的动态变化，从

而进一步探讨 Ｄｅｃｔｉｎ１通路对侵袭性肺部热处理

光滑假丝酵母菌感染的识别，以及ＩＬ１７、ＩＬ２３表

达和变化的意义，为光滑假丝酵母菌感染的发病机

制、治疗提供理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　实验动物　健康清洁级雌性ＳＤ大鼠５４只，

体重１８０～２２０ｇ，由桂林医学院实验动物中心提供。

动物合格证号ＳＣＸＫ桂２０１３－０００１，按清洁级标准

正常饲养。

１．１．２　主要实验试剂　光滑假丝酵母菌标准株（编

号为９６２７）购于上海酶联生物科技有限公司，ＢＣＡ

蛋白定量试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公

司，ＰＶＤＦ膜购自北京索莱宝科技有限公司，兔抗鼠

Ｄｅｃｔｉｎ１一抗购自美国ＡＢＣＡＭ 公司，山羊抗兔二

抗购自北京中杉金桥生物技术公司，βａｃｔｉｎ一抗、

二抗及ＥＬＣ发光液均购自武汉Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司，

ＩＬ１７及ＩＬ２３酶联接免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）试剂

盒均购自美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司。

１．１．３　热处理光滑假丝酵母菌悬液的制备　将光

滑假丝酵母菌菌株接种于沙堡琼脂培养基，置于真

菌培养箱培养４８ｈ后，用细菌接种环挑取菌落，用灭

菌生理盐水冲洗２次后再用生理盐水稀释成菌悬液，

采取比浊法将其含菌量定量至５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ，

按照文献［４］进行热处理（９５℃水浴热处理３０ｍｉｎ），

备用。

１．２　实验方法

１．２．１　动物分组和模型制备　健康雌性ＳＤ 大鼠

５４只，所有大鼠均适应性喂养３ｄ后，采用随机数

字表法分为空白对照组（Ａ 组）、直接感染组（Ｂ组）

和免疫抑制感染组（Ｃ组），每组１８只。Ａ组全程正

常饲养，Ｃ 组大鼠连续５ｄ腹腔注射地塞米松

（０．６ｍｇ／ｋｇ），Ｂ组腹腔注射等剂量生理盐水。５ｄ

后Ｂ组及Ｃ组大鼠予１０％水合氯醛（３ｍＬ／ｋｇ）
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腹腔注射麻醉后，仰卧固定于鼠板，用小型压舌板将

舌体推开，在透射光源下观察到大鼠会厌和声带的

运动后，以１６Ｇ静脉留置针作为气管导管在明视下

进行气管插管，Ｂ组及Ｃ组大鼠在气管插管后一次

性快速灌注制备好的热处理菌悬液０．３ｍＬ，连续感

染３ｄ，灌注后立即竖立鼠板，水平摇晃３ｍｉｎ使菌

液在双肺内均匀分布。

１．２．２　大鼠处死以及血清、肺泡灌洗液的收集　三组

大鼠分别于第３次感染后第１、３、５天，每组随机选

取６只大鼠，麻醉后固定于鼠板上，经膈肌心脏放血

处死大鼠并收集血液１ｍＬ，４℃４０００ｒ／ｍｉｎ离心

２０ｍｉｎ收集血清；消毒颈部皮肤，暴露颈部气管，用

５ｍＬ灭菌注射器针头呈３０°角轻柔插入气管１／２

处，随后水平进针约２．５ｃｍ并固定，结扎右侧肺门，

将５ｍＬ４℃预冷灭菌生理盐水灌入左肺，间隔

１ｍｉｎ后缓慢回抽，反复３次为灌洗１次，共灌洗

２次，收集所有的肺泡灌洗液，４℃１５００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ收集上清，与血清一起置于－８０℃冰箱保

存，备用。

１．２．３　大鼠肺组织的收集　分离肺组织，取右上、

中叶肺组织于－８０℃保存，用于蛋白印迹法检测

Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的表达量；取右下肺置于１０％多聚甲

醛固定、脱水，石蜡包埋，常规切片ＨＥ染色。

１．２．４　ＩＬ１７、ＩＬ２３含量的检测　采用ＥＬＩＳＡ法

检测。取３组大鼠血清及肺泡灌洗液的上清液标本

各１００μＬ，所有标本均设２个复孔检测，严格按照

ＩＬ１７、ＩＬ２３试剂盒说明书的操作步骤检测标本中

ＩＬ１７、ＩＬ２３含量，得到的结果以ｐｇ／ｍＬ表示。

１．２．５　Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量的检测　采用 Ｗｅｓｔ

ｅｒｎＢｌｏｔ法进行。取冻存的肺组织５０ｍｇ进行组织

匀浆，离心后取上清即为总蛋白，用ＢＣＡ蛋白浓度

定量试剂盒进行蛋白定量，用８％聚丙烯酰胺凝胶

进行ＳＤＳＰＡＧＡ电泳，ＰＶＤＦ膜湿转，室温封闭２ｈ

后分别加入Ｄｅｃｔｉｎ１一抗（１∶２０００）、βａｃｔｉｎ一抗

（１∶４０００）４°Ｃ孵育过夜，洗涤３次后加入二抗室

温孵育１ｈ，洗涤３次后用ＥＣＬ化学试剂发光，用

ＣｈｅｍｉＤｏｅＸＲＳ图像采集系统采集图像，ＩｍａｇｅＪ软

件检测条带灰度值，以Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白目的条带与内

参蛋白βａｃｔｉｎ条带的灰度比值作为Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白

的相对表达量。

１．３　统计学分析　应用ＳＰＳＳ１８．０统计分析软件进

行统计分析。各组实验结果以均数±标准差（狓±狊）

表示，影响因素采用多元回归分析，检验水准α＝

０．０５。

２　结果

２．１　大鼠一般情况及病情观察　实验过程中，Ａ组

大鼠全程进食、饮水及活动无明显改变，精神好，较

活跃，毛发光亮。Ｂ组大鼠活动在气管给药结束后

第１天无明显改变，第３天及第５天逐渐有大鼠出

现进食及饮水减少，精神稍差，活动较前减少，体重

逐渐下降。Ｃ组大鼠从给药结束后第１天即开始出

现食欲下降，进食及饮水明显减少，精神差，嗜睡，活

动明显减少，口鼻部位出现淤血点，粪便软烂，体重

明显下降，并且上述症状随时间加重。大鼠平均体

重变化情况见图１。
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图１　三组大鼠平均体重变化情况

犉犻犵狌狉犲１　Ｃｈａｎｇｅｓｉｎａｖｅｒａｇｅｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆ

ｒａｔｓ

２．２　肺组织病理学改变

２．２．１　肉眼观察　肉眼见Ａ组大鼠肺组织形态正

常，质软，表面光滑呈粉红色，无充血、水肿，边缘锐

薄。Ｂ组大鼠肺组织第１天稍肿胀，第３天及第５

天可见充血、水肿，表面有散在质韧的灰白色病灶，

第５天较第３天充血、水肿明显。Ｃ组大鼠肺组织

病变最严重，充血、水肿明显，触之较硬、弹性差，表

面有大小不一的灰白色病灶，病变程度随时间逐渐

加重。

２．２．２　ＨＥ染色观察　显微镜下可见Ａ组大鼠肺

泡结构清晰，肺间隔完整，无充血或炎性细胞浸润，

第１、３、５天无明显改变。Ｂ组大鼠部分肺泡塌陷，

肺泡腔及肺间隔可见炎性细胞浸润，可见肺组织出

血，病变严重程度随时间进行性加重。Ｃ组大鼠肺

组织病变最严重，大部分肺泡塌陷，界限不清晰，病

灶之间有大量炎性细胞浸润，肺组织出血、坏死明

显，病变严重程度随时间进行性加重。见图２。
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　　Ａ１．１（×２００倍）及Ａ１．２（×４００倍）为空白对照组；Ｂ１．１、Ｂ２．１、Ｂ３．１（×２００倍）及Ｂ１．２、Ｂ２．２、Ｂ３．２（×４００倍）分别为Ｂ组第１、３、５天；

Ｃ１．１、Ｃ２．１、Ｃ３．１（×２００倍）及Ｃ１．２、Ｃ２．２、Ｃ３．２（×４００倍）分别为Ｃ组第１、３、５天

图２　三组大鼠肺组织病理检查结果

犉犻犵狌狉犲２　Ｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌｅｘａｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓ

２．３　三组大鼠血清中ＩＬ１７、ＩＬ２３的含量及影响

因素比较　Ａ组大鼠血清中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量在三

组中均最低，Ｂ组和Ｃ组大鼠血清中ＩＬ１７、ＩＬ２３

含量均随时间增高，同时ＩＬ１７、ＩＬ２３含量在各个

时间点均是Ｃ组最高，Ｂ组次之，Ａ组最低。采用多

元回归分析得到对大鼠进行免疫抑制、大鼠真菌感

染及感染后的时间长短均分别对血清中ＩＬ１７、

ＩＬ２３含量有影响，其中应用免疫抑制剂对血清中

ＩＬ１７、ＩＬ２３含量影响均最大；对血清中ＩＬ１７含量

而言感染后的时间影响次之，真菌感染影响程度最

低；对血清中ＩＬ２３含量而言，真菌感染影响程度次

之，感染后时间影响程度最低。见表１、２。

表１　各时间点三组大鼠血清中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量（ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

犜犪犫犾犲１　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｓｅｒｕｍＩＬ１７ａｎｄＩＬ２３ｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

分组
ＩＬ１７

第１天 第３天 第５天

ＩＬ２３

第１天 第３天 第５天

Ａ组 １４．８５±１．４７ １４．１０±１．２６ １４．５５±１．５２ ７．６３±１．３３ ６．３１±１．０７ ７．１１±１．３５

Ｂ组 １８．７８±２．０５ ２２．８６±３．５６ ２７．９８±３．５９ １０．２８±２．３６ １１．８５±２．２４ １５．１６±３．０７

Ｃ组 ３１．０８±２．８２ ４１．２１±４．８９ ５７．９０±４．３１ １７．１０±２．４９ ２０．５５±２．８６ ２３．６８±３．９２
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表２　血清中ＩＬ１７、ＩＬ２３浓度的影响因素

犜犪犫犾犲２　ＩｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ１７ａｎｄＩＬ２３ｉｎｓｅｒｕｍ

变量
ＩＬ１７

回归系数及９５％犆犐 标准化回归系数 犘

ＩＬ２３

回归系数及９５％犆犐 标准化回归系数 犘

免疫抑制剂 ２０．１９（１６．３０，２４．０８） ０．６６８ ＜０．００１ ８．２４（６．４５，１０．０２） ０．６２１ ＜０．００１

真菌感染 ９．０４（５．１６，１２．９３） ０．２９９ ＜０．００１ ５．０６（３．２８，６．８５） ０．３８１ ＜０．００１

感染后时间 ５．７９（３．８４，７．７３） ０．３３２ ＜０．００１ １．９４（１．０５，２．８３） ０．２５３ ＜０．００１

２．４　三组肺泡灌洗中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量及及影响

因素比较　Ａ组肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量在

三组中均最低，Ｂ 组和 Ｃ 组大鼠肺泡灌洗液中

ＩＬ１７、ＩＬ２３含量均随时间增高，同时ＩＬ１７、ＩＬ２３

含量在各个时间点均是Ｃ组最高，Ｂ组次之，Ａ组最

低。采用多元回归分析得到对大鼠进行免疫抑制、

大鼠真菌感染及感染后的时间长短均分别对肺泡灌

洗液中ＩＬ１７及ＩＬ２３含量有影响，其中应用免疫

抑制剂对两种炎症因子含量影响程度最大，进行真菌

感染影响程度次之，感染后时间长短影响程度最低。

以上差异均有统计学意义（犘＜０．０５）。见表３、４。

表３　各时间点三组大鼠肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３浓度（ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

犜犪犫犾犲３　ＣｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ１７ａｎｄＩＬ２３ｉｎａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

分组
ＩＬ１７

第１天 第３天 第５天

ＩＬ２３

第１天 第３天 第５天

Ａ组 １７．９９±１．２２ １８．１２±１．３２ １７．６３±１．１６ ８．８９±１．７７ ９．４１±１．８４ ９．３５±１．６８

Ｂ组 ２６．９３±３．６５ ３６．９６±３．９１ ４８．１８±４．２５ １４．８０±３．７６ １７．６５±４．１３ ２２．５５±３．８４

Ｃ组 ５０．４６±６．７６ ６６．７５±６．７４ ８０．４３±７．７１ ２２．７６±３．９７ ２８．３６±５．１４ ３４．７６±４．１２

表４　肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３浓度的影响因素

犜犪犫犾犲４　ＩｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＩＬ１７ａｎｄＩＬ２３ｉｎａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ

变量
ＩＬ１７

回归系数及９５％犆犐 标准化回归系数 犘

ＩＬ２３

回归系数及９５％犆犐 标准化回归系数 犘

免疫抑制剂 ２８．５２（２３．７８，３３．２６） ０．６１３ ＜０．００１ １２．４０（９．７０，１５．１１） ０．５９１ ＜０．００１

真菌感染 １９．４２（１４．６９，２３．１７） ０．４１７ ＜０．００１ ９．３７（６．６７，１２．０８） ０．４４６ ＜０．００１

感染后时间 ８．４４（６．０７，１０．８０） ０．３１４ ＜０．００１ ２．２３（０．８８，３．５７） ０．１８４ ＜０．０５

２．５　相关性分析　经Ｐｅａｒｓｏｎ相关发现，Ｂ组：（１）

血清中ＩＬ２３和ＩＬ１７呈正相关；（２）肺泡灌洗液中

ＩＬ２３和ＩＬ１７两个因子也呈正相关（狉分别为０．８８５、

０．８４９，均犘＜０．０５）。Ｃ组：（１）血清中ＩＬ２３和ＩＬ１７

呈正相关；（２）肺泡灌洗液中ＩＬ２３和ＩＬ１７两个因子

也呈正相关（狉分别为０．６７５、０．６８０，均犘＜０．０５）。

ＩＬ１７在大鼠血清及肺泡灌洗液中的表达呈正相关

（狉＝０．９６７，犘＜０．０５），ＩＬ２３在大鼠血清及肺泡灌洗

液中的表达也呈正相关（狉＝０．８８６，犘＜０．０５）。

２．６　三组大鼠肺组织 Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量及影响

因素分析　Ａ组第１、３、５天Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达均很

低。Ｂ组和Ｃ组大鼠肺组织 Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量

随感染时间增加而增高，第１、３、５天均是Ｃ组蛋白

表达量最高，Ｂ组次之，Ａ组表达量最低。采用多元

回归分析得到对大鼠进行免疫抑制、大鼠真菌感染

及感染后的时间长短均分别对肺组织 Ｄｅｃｔｉｎ１蛋

白表达量含量有影响，其中应用免疫抑制剂对Ｄｅｃ

ｔｉｎ１蛋白表达量影响程度最大，真菌感染影响程度

次之，感染后时间长短影响程度最低。以上差异均有

统计学意义（犘＜０．０５）。见图３及表５、６。
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图３　各时间点三组大鼠肺组织Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的表达情况

犉犻犵狌狉犲３　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｅｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅｉｎ

ｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

表５　各时间点三组大鼠肺组织Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白的相对表达

量（狀＝３）

犜犪犫犾犲５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｅｃｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｏｆｌｕｎｇｔｉｓ

ｓｕｅｉｎｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｏｆｒａｔｓａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ

（狀＝３）

分组 第１天 第３天 第５天

Ａ组 ０．１６±０．０１ ０．１５±０．０２ ０．１７±０．０１

Ｂ组 ０．２０±０．０３ ０．３２±０．０５ ０．４６±０．０５

Ｃ组 ０．４９±０．０８ ０．６３±１．１０ ０．７７±０．０７

表６　大鼠肺组织Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白相对表达含量的影响因素

犜犪犫犾犲６　ＩｎｆｌｕｅｎｃｉｎｇｆａｃｔｏｒｓｆｏｒｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｅｃ

ｔｉｎ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｌｕｎｇｔｉｓｓｕｅ

变量 回归系数及９５％犆犐 标准化回归系数 犘

免疫抑制剂 ０．３０（０．２３，０．３７） ０．６５３ ＜０．００１

真菌感染 ０．１６（０．１０，０．２４） ０．３６０ ＜０．００１

感染后时间 ０．０９（０．０６，０．１３） ０．３４５ ＜０．０５

３　讨论

人体的免疫系统分为固有免疫系统（ｉｎｎａｔｅｉｍ

ｍｕｎｉｔｙ）和适应性免疫系统（ａｄａｐｔｉｖｅｉｍｍｕｎｉｔｙ），当

病原微生物入侵机体时首要面对的是机体固有免疫

系统。在固有免疫中，对机体而言最大的挑战就是

通过有限的受体迅速识别大量不同的病原体并作出

应答。系统性念珠菌病的宿主防御主要依靠吞噬细

胞（中性粒细胞、单核细胞和巨噬细胞）对真菌细胞

的摄取和杀死。

机体固有免疫系统通过病原模式识别受体

（ＰＲＲｓ）识别入侵真菌的病原体相关分子模式

（ＰＡＭＰ），激活免疫应答。真菌细胞壁作为最外层

的细胞结构，在真菌的致病性中起着重要作用［５］。

真菌细胞壁是由β葡聚糖、几丁质和甘露糖蛋白组

成的复杂结构，而β葡聚糖是真菌细胞壁最内层结

构，作为重要的ＰＡＭＰ被外层的甘露糖－甘露聚糖

蛋白层覆盖，从而阻止了ＰＲＲｓ对β葡聚糖的直接

识别［６］。Ｇｏｏｄｒｉｄｇｅ等
［７］发现通过热处理能破坏白

假丝酵母菌菌细胞壁外层的甘露聚糖－甘露糖蛋白

结构，使细胞壁内层的β葡聚糖得以暴露，从而被Ｃ

型凝集素受体家族识别，进而启动固有免疫开始发

挥抗真菌作用。而本课题组前期研究［８］发现，经过

热处理的光滑假丝酵母菌与活光滑假丝酵母菌同样

具有较强的致病性。本研究先建立大鼠免疫抑制状

态再经气管感染热处理光滑假丝酵母菌，发现免疫

抑制感染组大鼠较直接感染组大鼠一般情况更差，

病情更严重，肺组织的炎性细胞浸润、充血及肺泡结

构破坏等炎性病变更显著，说明成功建立了大鼠热

侵袭性热处理光滑假丝酵母菌肺部感染模型，同时

可以推测光滑假丝酵母菌通过热处理同样可以破坏

了光滑假丝酵母菌细胞壁外层结构甘露聚糖－甘露

糖蛋白结构，使细胞壁内层的β葡聚糖得以暴露从

而被ＰＲＲｓ识别，进而启动固有免疫开始发挥抗真

菌作用。

Ｃ型凝集素受体（ＣＣＲｓ）属于ＰＲＲｓ家族，Ｃ型

凝集素（如 ＭＲ、Ｄｅｃｔｉｎ．１、Ｄｅｃｔｉｎ２、ＤＣＳＩＧＮ、Ｍｉｎ

ｃｌｅ），可以介导宿主细胞对真菌的黏附和吞噬，并激

活细胞内信号通路产生抗真菌效应，包括细胞因子

的产生和氧化应激。Ｄｅｃｔｉｎ１受体通过识别真菌细

胞壁表面的β葡聚糖，激活酪氨酸激酶（ＳｙＫ）和

Ｒａｆ１途径，诱导产生多种细胞因子和趋化因子如

肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）α、ＩＬ２、ＩＬ６、ＩＬ１０、ＩＬ２３

等，在真菌的识别和免疫应答中起到重要作用，并且

参与影响 ＴＨｌ、ＴＨ１７ 的分化
［９］。本研究通过

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ方法检测大鼠肺组织中Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白

的表达量及通过回归分析影响蛋白含量的因素，可

以看出真菌感染的Ｂ组和Ｃ组的大鼠Ｄｅｃｔｉｎ１蛋

白表达量较未感染的Ａ组明显增高，同时真菌感染

的Ｂ组和Ｃ组中的蛋白表达量均随感染时间增加

而增高，说明当热处理光滑假丝酵母菌感染机体后，

单核／巨噬细胞、中性粒细胞等抗原提呈细胞上的

Ｄｅｃｔｉｎ１受体通过直接识别真菌细胞壁表面的β葡

聚糖，激活机体天然免疫产生大量的细胞因子和趋

化因子对抗真菌感染。而免疫抑制感染组大鼠

Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白表达量从感染后第１天开始就较对照

组及直接感染组明显增高，肺组织病理改变更严重，

并且经过回归分析得到进行免疫抑制对 Ｄｅｃｔｉｎ１
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蛋白含量影响最大，提示在等量致病菌感染机体时，

免疫抑制状态下的大鼠较未免疫抑制的大鼠在光滑

假丝酵母菌感染早期 Ｄｅｃｔｉｎ１通路就被更多地激

活，并产生大量的炎症因子及趋化因子，诱发更强烈

的肺部炎症反应。

辅助性１７细胞（Ｔｈ１７细胞）是近年来发现的一

种ＣＤ４＋效应 Ｔ细胞，能分泌多种细胞因子，包括

ＩＬ１７、ＩＬ２１、ＩＬ２２和粒细胞巨噬细胞集落刺激因

子（ＧＭＣＳＦ），在维持黏膜内环境稳定中起着关键

作用，有助于对抗细菌和真菌等病原体的入侵［１０］。

ＩＬ１７具有强大的促炎作用，能促进巨噬细胞、上皮

细胞和成纤维细胞产生趋化因子将吞噬细胞募集到

免疫反应部位，增强机体对抗真菌感染的保护性免

疫作用。在原发肺曲霉菌感染患者中，能检测到Ｔ

细胞ＴＨ１７型表型特异性表达
［１１］；ＩＬ１７缺陷小鼠

比正常小鼠更易患系统性念珠菌病，在白假丝酵母

菌感染后，ＴＨ１７细胞能在感染后早期产生ＩＬ１７，

在获得性免疫建立之前发挥重要作用［１２］。而ＩＬ２３

不仅能刺激并维持ＴＨ１７细胞分化，促进ＩＬ１７因

子大量表达，同时ＩＬ２３本身还能通过记忆Ｔ细胞

的扩增产生大量巨噬细胞集落刺激因子来促进单核

细胞分化，与ＩＬ１７一起参与炎症反应
［１３］。已有研

究［１４１６］证实，在白假丝酵母菌感染及黄曲霉菌引起

的超敏性肺炎中，Ｄｅｃｔｉｎ１通过诱导由ＩＬ１２的ｐ１９

和ｐ４０亚基组成的ＩＬ２３等Ｔｈ１７驱动细胞因子来

调节Ｔｈ１７细胞的应答。本研究通过ＥＬＩＳＡ法检

测大鼠血清和肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量的变

化，发现３个时间点均是Ｃ组ＩＬ１７及ＩＬ２３的含

量最高，Ｂ组含量次之，Ａ组含量最低且无明显变

化，对血清及肺泡灌洗液中两种炎症因子含量的影

响因素进行回归分析可以得出，真菌感染的Ｂ组和

Ｃ组的大鼠血清及肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３两种

炎症因子含量均较未感染的Ａ高，并且Ｂ组和Ｃ组

两种因子随感染时间增加而增高，同时Ｂ组和Ｃ组

大鼠血清和肺泡灌洗液中ＩＬ２３的浓度均与ＩＬ１７

浓度呈正相关，提示光滑假丝酵母菌模型建立成功

后，ＩＬ１７、ＩＬ２３全程参与抗光滑假丝酵母菌免疫过

程，并且两种炎性因子的增长趋势与Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白

变化趋势与文献［１７１９］研究的结果一致，可以推测在

大鼠侵袭性肺部光滑假丝酵母菌感染过程中，感染

早期Ｄｅｃｔｉｎ１通路被激活后同样刺激ＩＬ２３分泌，

ＩＬ２３不仅参与诱导原始ＣＤ４＋Ｔ细胞向ＴＨ１７细胞

分化并产生大量ＩＬ１７，之后ＩＬ２３还与ＩＬ１７共同

发挥促炎作用，促进巨噬细胞、上皮细胞和成纤维细

胞产生趋化因子，将吞噬细胞募集到免疫反应部位，

增强机体对抗真菌感染的保护性免疫作用。

同时本实验还发现，在处于免疫抑制状态的免

疫抑制感染组各时间点 Ｄｅｃｔｉｎ１蛋白和ＩＬ１７、

ＩＬ２３两种炎性因子的含量均较直接感染组高，差异

具有统计学意义，同时免疫抑制感染组大鼠肺组织

较直接感染组有更多的炎性细胞浸润，肺组织结构

破坏更严重，推测当机体处于免疫力低下或者免疫

抑制状态时，Ｄｅｃｔｉｎ１通路被过多激活产生更多下

游炎性因子，过量表达的ＩＬ１７、ＩＬ２３募集过量炎

性因子反而可能加重肺组织损伤。本研究还发现免

疫抑制感染组、直接感染组大鼠肺泡灌洗液中

ＩＬ１７、ＩＬ２３含量均比同组相同时间点的血清中高，

结合本课题组前期对大鼠气道上皮细胞感染光滑假

丝酵母菌的研究［２０］，推测通过气管插管给予热处理

光滑假丝酵母菌感染时，大鼠气道上皮细胞首先受

到感染，其Ｄｅｃｔｉｎ１受体最先被激活，诱发ＩＬ２３的

等炎症因子释放，促使 ＴＨ１７细胞分化并产生

ＩＬ１７，首先引起肺部感染进而引起全身炎症反应，

使肺泡灌洗液中ＩＬ１７、ＩＬ２３含量高于血清，而当

存在免疫抑制时，更严重的肺部炎症病变使这种差

距更明显。结合上述研究结果可将对机体抗念珠菌

病的炎症反应设想为双刃剑，过度增强的炎症反应

反而可能加重机体损伤，因此，Ｄｅｃｔｉｎ１信号应由许

多负性调节因子严格控制，以终止免疫和炎症反应

并防止过度炎症反应发生。

综上所述，在大鼠肺部感染热处理光滑假丝酵

母菌后，Ｄｅｃｔｉｎ１通路早期被激活并产生ＩＬ６、

ＩＬ２３等细胞因子，其中ＩＬ２３参与诱导ＴＨ１７细胞分

化并促进ＩＬ１７产生，之后ＩＬ１７、ＩＬ２３与Ｄｅｃｔｉｎ１

通路产生的其他炎性因子一起共同参与抗真菌的免

疫过程，并且过强的ＩＬ１７、ＩＬ２３表达还可能参与介

导肺组织损伤，若能使用Ｄｅｃｔｉｎ１受体抑制剂可能对

减轻肺部炎症有一定作用。应当指出，目前关于

Ｔｈ１７应答的大多数结果均来自于实验动物模型，人

类Ｔｈ１７的分化过程可能与大鼠Ｔｈ１７的分化不完全

相同，尚需进一步研究。而本研究从分子水平探索光

滑假丝酵母菌及其ＰＲＲ的致病性以及宿主免疫应答

过程，希望能为今后临床上侵袭性光滑假丝酵母菌的

感染及免疫治疗提供新思路和理论依据。
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