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!!'摘要(!目的!研究血小板在巨噬细胞杀伤真菌中的作用+!方法!培养小鼠巨噬细胞系)=2f"8_.C*&

提取腐皮镰孢菌孢子&分离小鼠血小板+ 实验分为单纯孢子组$孢子k巨噬细胞组和混合血小板组&分别接种

真菌孢子$等比例孢子k巨噬细胞以及血小板k孢子k巨噬细胞进行培养+ 分别于培养后 $$"$B 和 _ + 于转盘

式激光扫描共焦显微镜上任意选取各组 9 个视野进行拍照&计算各组巨噬细胞吞噬率$吞噬指数和真菌孢子

出芽率&于培养后 _$8 和 4 + 观察并测量各组菌丝伸长度+ 设置单纯巨噬细胞组$孢子k巨噬细胞组和混合血

小板组&应用细胞分析仪进行细胞毒性测定+!结果!混合血小板组培养后 $$"$B 和 _ + 的巨噬细胞吞噬率

和吞噬指数均明显高于相应时间点孢子k巨噬细胞组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#9*+ 培养后 $$"$B 和
_ + 各组孢子出芽率总体比较差异均有统计学意义)Mm8#\#9$BC\4%$99\$9$8#\9"&均 ;l#\##$*.孢子k巨噬

细胞组培养后 $$"$B 和 _ + 孢子出芽率均低于相应时间点单纯孢子组&而混合血小板组培养后 $$B 和 _ + 孢

子出芽率均低于孢子k巨噬细胞组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#$*+ 培养后 _$8 和 4 + 时各组菌丝伸长度

总体比较差异均有统计学意义)Mm$B\C8&;m#\##$.Mm_B\9C$;l#\##$.Mm8#\4C&;l#\##$*.培养 _$8 和
4 + 时孢子k巨噬细胞组菌丝伸长度均低于相应时间点单纯孢子组&培养 8 + 和 4 + 混合血小板组菌丝长度均

低于相应时间点孢子k巨噬细胞组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#9*+ 培养后 #$8$$"$$4 和 "_ + 各组细胞

指数总体比较差异均无统计学意义)Pm#\#"$$\#4$$\8$$$\94$"\9"&均 ;n#\#9*+ 培养后 B#$B8$_" 和 _4 +

各组细胞指数总体比较&差异均有统计学意义)Pm$#\4$$4\#4$9\8$$9\C"&均 ;l#\#9*.孢子k巨噬细胞组细

胞指数明显低于单纯巨噬细胞组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#$*+!结论!血小板可促进巨噬细胞对真

菌的吞噬和抑制作用&并且可能有拮抗真菌细胞毒性的作用+!
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"65(0+-20#7D5E%20#F%7X,F-OIN-+HHKKH1-F,KM*(-H*H-F,/ '(1J,M+(LHFM+(L,1N-,F)F(/I )/+)Q)-),/ ,KKO/L).!

G%04*$(!G(1J,M+(LHFSHJH1O*-OJHI&PH5',-H0 ;D&/-H0 FM,JHFSHJHHZ-J(1-HI (/I M*(-H*H-FSHJH)F,*(-HI KJ,'

Q*,,I ,K',OFH.U)'M*HFM,JHLJ,OM&FM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (/I ')ZHI M*(-H*H-LJ,OM SHJHFH-&(/I SHJH)/,1O*(-HI

S)-+ KO/L(*FM,JH&HTO(*MJ,M,J-),/ FM,JHk'(1J,M+(LH(/I M*(-H*H-kFM,JHk'(1J,M+(LH&JHFMH1-)PH*N.X+HMJHM(JHI

M*(-HS(FM*(1HI ,/ (FM)//)/LI)Fc *(FHJF1(//)/L1,/K,1(*')1J,F1,MH(-$ +,OJ&"&B (/I _ +,OJF(K-HJ1O*-OJH&K)PH

P)FO(*K)H*IFSHJHJ(/I,'*NFH*H1-HI (--+H1,JJHFM,/I)/L-)'HM,)/-FK,JM+,-,LJ(M+N.X+HM+(L,1N-)1J(-H&M+(L,1N-)1

)/IHZ(/I KO/L(*FM,JHLHJ')/(-),/ J(-HSHJH1(*1O*(-HI.6O/L(*+NM+(H*H/L-+ ,KH(1+ LJ,OM (-_&8 (/I 4 +,OJF(K-HJ

1O*-OJHSHJH1(*1O*(-HI.X+HF)/L*H'(1J,M+(LHLJ,OM&FM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (/I ')ZHI M*(-H*H-LJ,OM SHJHFH-(/I
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-+H1N-,-,Z)1)-NS(F'H(FOJHI QNJH(*>-)'H1H**(/(*NRHJ.X+HQJHHI)/L(/I OFH,K')1HS(F)/ (11,JI)/LS)-+ -+H

2=[AF-(-H'H/-.X+)FF-OINS(F(MMJ,PHI QN-+H&ZMHJ)'H/-(*2/)'(*&-+)1F7,'')--HH,KdH/(/ &NH3/F-)-O-H

)d?&&72>"#$C>#_*.!H%("&0(!X+HM+(L,1N-)1J(-H(/I M+(L,1N-)1)/IHZ,K'(1J,M+(LHF)/ ')ZHI M*(-H*H-LJ,OM

(-$ +,OJ& "& B (/I _ +,OJF(K-HJ1O*-OJHSHJHF)L/)K)1(/-*N+)L+HJ-+(/ -+,FH)/ FM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (-

1,JJHFM,/I)/L-)'HM,)/-)(**(-;l#\#9*.X+HJHSHJHF)L/)K)1(/-I)KKHJH/1HF)/ FM,JHLHJ')/(-),/ J(-H(-$ +,OJ&"&B

(/I _ +,OJF(K-HJ1O*-OJH(',/LI)KKHJH/-LJ,OMF)Mm8#\#9&BC\4%&99\$9&8#\9".(**(-;l#\##$*.X+HFM,JH

LHJ')/(-),/ J(-HF,KFM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (-$ +,OJ&"&B (/I _ +,OJF(K-HJ1O*-OJHSHJH*,SHJ-+(/ -+,FH,KF)'M*H

FM,JHLJ,OM&S+)*H-+HFM,JHLHJ')/(-),/ J(-HF,K')ZHI M*(-H*H-LJ,OM (-$ +,OJ(/I B&_ +,OJF(K-HJ1O*-OJHSHJH*,SHJ

-+(/ -+(-,KFM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM&-+HI)KKHJH/1HFSHJHF-(-)F-)1(**NF)L/)K)1(/-)(**(-;l#\#$*.X+HJHSHJH

F)L/)K)1(/-I)KKHJH/1HF)/ KO/L(*+NM+(H*H/L-+ (-_&8 (/I 4 +,OJF(K-HJ1O*-OJH(',/L-+H-+JHHLJ,OMF)Mm$B\C8&

_B\9C&8#\4C.(**(-;! #\##$*.X+HKO/L(*+NM+(H*H/L-+F,KFM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (-_&8 (/I 4 +,OJF(K-HJ

1O*-OJHSHJH*,SHJ-+(/ -+,FH,KF)'M*HFM,JHLJ,OM&(/I -+HKO/L(*+NM+(H*H/L-+F,K')ZHI M*(-H*H-LJ,OM (-8 (/I 4

+,OJF(K-HJ1O*-OJHSHJH*,SHJ-+(/ -+,FH,KFM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (--+H1,JJHFM,/I)/L-)'HM,)/-.X+HI)KKHJH/1HF

SHJHF-(-)F-)1(**NF)L/)K)1(/-)(**(-;l#\#9*.X+HJHS(F/,F)L/)K)1(/-I)KKHJH/1H)/ 1H**)/IHZQH-SHH/ # +,OJ&8&$"&

$4 (/I "_ +,OJF(K-HJ1O*-OJH)Pm#\#"&$\#4&$\8$&$\94&"\9".(**(-;n#\#9*.X+HJHSHJHF)L/)K)1(/-I)KKHJH/1HF

)/ 1H**)/IHZ(',/LI)KKHJH/-LJ,OMF(-B#&B8&_" (/I _4 +,OJF(K-HJ1O*-OJH)Pm$#\4$&4\#4&9\8$&9\C".(**(-;l

#\#9*.X+H1H**)/IHZHF)/ FM,JHk'(1J,M+(LHLJ,OM (-I)KKHJH/--)'HM,)/-FSHJHF)L/)K)1(/-*N*,SHJ-+(/ -+,FH)/

F)'M*H'(1J,M+(LHLJ,OM )(**(-;l#\#$*.!I*'2&"(#*'(!;*(-H*H-F1(/ MJ,',-H-+HM+(L,1N-,F)F(/I )/+)Q)-),/ ,K

'(1J,M+(LHF,/ KO/L)&(/I M*(-H*H-F'(N+(PH(/-(L,/)F-)1HKKH1-,/ KO/L(*1N-,-,Z)1)-N.

"8%1 9*+$(#7VHJ(-)-)FDM(-+,*,LN. G(1J,M+(LH. 6O/L). ;*(-H*H-F. ;+(L,1N-,F)F. <HJ')/(-),/ J(-H

:"'$3+*.+-,% ?(-),/(*?(-OJ(*U1)H/1H6,O/I(-),/ ,K7+)/( ) 4$CC#%#" *. dH/(/ ;J,P)/1)(*?(-OJ(*

U1)H/1H6,O/I(-),/ )$8"B##_$#$8B*. dH/(/ U1)H/1H(/I XH1+/,*,LN3//,P(-),/ X(*H/-;J,EH1-)$__$##9$##$9*
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!!真菌性角膜炎)KO/L(*cHJ(-)-)F&6V*是真菌侵袭角
膜后引起的以角膜溃疡及炎性细胞浸润为主的感染性

角膜病变+ 流行病学及病例观察研究均显示在中国
6V的主要病原菌是以镰刀菌属和曲霉菌属为首的丝
状真菌&其临床治疗棘手且药物治愈率低&预后较
差

/ $ "̂0 + 因此对 6V发病机制进行深入研究&探寻其新

的治疗思路至关重要+ 本课题组前期的研究显示&在
小鼠 6V病灶区有大量巨噬细胞$中性粒细胞及血小
板聚集+ 巨噬细胞与中性粒细胞作为主要的免疫细胞
在机体感染后被募集到病灶区以产生防御&但血小板
在 6V病灶区聚集的作用尚不清楚+ 研究表明&血小
板除了在血栓形成和止血调节中的功能外&在免疫防
御和炎症反应中也有重要价值&血小板在革兰阴性菌$

疟原虫$病毒及曲霉菌等病原菌感染过程中起免疫调
节作用

/ B Ĉ0 + 本课题组前期体内实验研究发现&应用

血小板抗体去除小鼠血小板的 6V小鼠&其角膜穿孔
率较单纯 6V小鼠明显上升&提示血小板可能在角膜
真菌感染过程中亦发挥重要作用+ 中性粒细胞与巨噬
细胞是杀伤真菌的主要免疫细胞&血小板可增强中性
粒细胞杀伤真菌的功能

/ 40 + 然而&血小板对巨噬细胞

吞噬真菌方面的作用尚未可知+ 本研究中应用小鼠巨
噬细胞$真菌孢子和小鼠血小板体外共培养的方法&探

讨血小板对巨噬细胞吞噬及杀伤真菌的作用及其可能

机制&为 6V的治疗提供新的思路+

;7材料与方法

;.;!材料
;.;.;!巨噬细胞!小鼠 =2f"8_.C 巨噬细胞系购自
中国科学院上海细胞库+ 用 @G&G培养液培养于
BC o$体积分数 9] 7A"$%9]湿度的细胞培养箱中+
;.;.<!真菌菌株!腐皮镰孢菌标准株)编号%B.94_#*&

购自中国科学院微生物研究所&用马铃薯葡萄糖琼脂
培养基培养于 "4 o真菌生化培养箱中+
;.;.=!实验动物!U;6级 4e$" 周龄昆明白雄性小
鼠&体质量 "BeB# L&购自郑州大学实验动物中心+ 小
鼠的饲养与使用均遵照美国视觉与眼科学研究协会制

定的 2=[A声明&并经河南省眼科研究所实验动物伦
理委员会批准)批文号%d?&&72>"#$C>#_*+
;.;.>!主要试剂及仪器!@G&G培养液$青链霉素混
合液$b>谷氨酰胺$胰蛋白酶 &̂@X2消化液)北京索莱
宝科技有限公司*.胎牛血清)美国 dN7*,/H公司*.枸
橼酸葡萄糖抗凝液)美国 U)L'(公司*.马铃薯葡萄糖
琼脂培养基)青岛海博生物技术有限公司*.瑞姬染液
)南京建成科技有限公司*.钙荧光白)1(*1,K*O,JS+)-H&
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76f* )美国 6*Oc(公司 *.抗小鼠 7@_$>;&)美国
H:),F1)H/1H公司*+ 细胞培养箱 )美国 X+HJ',6)F+HJ
U1)H/-)K)1公司*.真菌生物化学培养箱)广东省医疗器
械厂*.离心机)美国:H1c'(/ 7,O*-HJ公司*.转盘式激
光扫描共焦显微镜)=HP,*O-),/ @̀&英国 2/I,J公司*.
实时无标记细胞功能分析仪)Z7&bb)LH/1H=X72U$8&
杭州艾森生物有限公司*+
;.<!方法
;.<.;!细胞培养!选取培养 9eC I$形态类圆形的巨
噬细胞&胰蛋白酶 &̂@X2消化液消化使细胞悬浮&终
止消化后 B##p4 离心 9 ')/&应用 @G&G培养液重悬
细胞沉淀并计数+ 将细胞按照 9p$#9 D孔均匀接种于
$" 孔板中&放入 BC o$9] 7A"$%9]湿度的细胞培养
箱中培养 " + 后使用+
;.<.<!真菌孢子提取!选取培养 _eC I 的白色絮状
菌株用于实验+ 轻轻刮取琼脂斜面菌落至含无菌
@G&G培养液的玻璃试管中使真菌悬浮&应用对折 "
次的无菌纱布将真菌悬液过滤至无菌离心管中并计

数&置于冰盒中备用+
;.<.=!小鼠血小板分离!按照 #\#$ '*DL腹腔内注
射体积分数 $]戊巴比妥钠麻醉小鼠并将其固定于平
面上&用颈椎脱臼法处死小鼠后用含 9## !*枸橼酸葡
萄糖抗凝液的 " '*注射器抽取心脏血+ 将抗凝全血
置于 &;管中&轻轻颠倒混匀&B##p4 离心 $# ')/+ 取
上层富血小板血浆于新 &;管中&8##p4 离心 $# ')/&
弃去上清液&应用管内剩余上清液轻轻振荡混匀血小
板沉淀后吸取 " !*均匀涂布于载玻片上&用瑞姬染液
染色后在光学显微镜下进行纯度计数&确保血小板纯
度大于 %9]+ 其余血小板沉淀用 @G&G培养液稀释
后计数并室温保存+
;.<.>!实验分组处理!单纯孢子组中孢子按照
9p$#9 D孔均匀接种于 $" 孔板中+ 孢子k巨噬细胞组
中孢子和巨噬细胞按照数量比 $ h$接种于 $" 孔板中+
混合血小板组中孢子$巨噬细胞和血小板按照数量比
9 h9h$## 均匀铺于 $" 孔板中进行混合培养+ 每孔体
积 $\9 '*&真菌用质量分数 #\"] 76f染色&血小板用
7@_$>;&染色+ 孢子及血小板均现取现用&且铺板过
程不超过 B# ')/&将铺好的培养板置于 7A" 培养箱中

培养并计时+ 实验重复 B 次+
;.<.?!吞噬率及吞噬指数的测定!各组分别于培养
后 $$"$B 和 _ + 将 $" 孔板置于转盘式激光扫描共焦荧
光显微镜的孵育装置中 )BC o$9] 7A"$%9]湿度*&
每组任意选取 _## 倍显微镜下 9 个视野拍照&将各通
道荧光图片与光学图片融合后计数巨噬细胞总数$吞

噬孢子的巨噬细胞数及被吞噬的孢子数&计算各组巨
噬细胞吞噬率)9 个视野中吞噬孢子的巨噬细胞总数D
巨噬细胞总数p$##]*及吞噬指数)9 个视野中被吞噬
的孢子总数D巨噬细胞总数p$##]*+
;.<.@!孢子出芽率及菌丝长度测定!混合血小板组
中孢子$巨噬细胞和血小板按照数量比 $ h9 h$## 铺
板&其余培养方法同 $."._+ 分别于培养后 $$"$B 和
_ + 在每组 _## 倍显微镜下任意选取 9 个视野拍照+
将各通道荧光图片与光学图片融合后计数视野中孢子

出芽个数及孢子总数&计算各组孢子出芽率)9 个视野
中孢子出芽总数D孢子总数p$##]*+ 分别于培养后
_$8 和 4 + 在每组中任意选取 9 个视野于 _## 倍显微
镜下拍照+ 将各通道荧光图片与光学图片融合后用
3'(J)FC." 软件分别测量各组视野中真菌菌丝的长度+
;.<.J!巨噬细胞毒性测定!将巨噬细胞以 9p$#_ D孔
的密度均匀接种于微孔板中&置于细胞培养箱中培养
$" +&使细胞生长处于潜伏期与对数生长期交界+ 按
照 $.".8 中孢子k巨噬细胞组和混合血小板组比例将
孢子及血小板加入含细胞的微孔板中&静置 B# ')/ 后
将微孔板与细胞功能分析仪连接&放入培养箱中培养
并计时&使用实时无标记细胞功能分析仪进行细胞毒
性测定+ 该系统通过贴壁细胞附着于微孔板底部的微
电极所产生的电阻抗值实时监测细胞增生情况&反映
细胞毒性水平+ 用电阻抗值整合而成的无量纲参数即
细胞指数&表示细胞毒性变化 / %0 &细胞指数与细胞毒
性水平呈负相关+
;.=!统计学方法

采用 U;UU "$.# 统计学软件)美国 3:G公司*进
行统计分析+ 各组吞噬率$吞噬指数$孢子出芽率及菌
丝伸长度的数据资料经 U+(M)J,>f)*c 检验呈偏态分
布&以 8);"9&;C9 *表示&吞噬率及吞噬指数组间比较
采用 G(//>f+)-/HNW检验&孢子出芽率及菌丝伸长度
组间比较采用 VJOFc(*>f(**)FM检验+ 巨噬细胞毒性
测定定量资料经 U+(M)J,>f)*c 检验呈正态分布&以
'H(/qU@表示&不同组间细胞指数总体比较采用单因
素方差分析&组间多重比较采用 bU@>&检验+ ;l#\#9
为差异有统计学意义+

<7结果

<.;!孢子k巨噬细胞组和混合血小板组培养后不同
时间点巨噬细胞对真菌孢子的吞噬功能比较

转盘式激光扫描共焦荧光显微镜下可见 " 个组巨
噬细胞$真菌孢子及血小板均匀分布&出现巨噬细胞吞
噬真菌孢子现象&被吞噬的孢子全部或部分局限于巨

!__%! 中华实验眼科杂志 "#$% 年 $" 月第 BC 卷第 $" 期!7+)/ Y&ZM AM+-+(*',*&@H1H'QHJ"#$%&[,*.BC&?,.$"
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图 ;7孢子m巨噬细胞组和混合血小板组培养后不同时间点巨噬细胞吞噬真菌孢子显微镜荧光图片与光学图片
融合图)p_##&标尺m_# !'*!蓝色荧光所示为真菌)76f染色* &红色荧光为血小板)7@_$>;&染色* &可见部分
巨噬细胞吞噬真菌孢子现象)箭头* + 随培养时间的延长&孢子k巨噬细胞组及混合血小板组吞噬孢子的巨噬细
胞数均不断增加+ 同一时间点混合血小板组吞噬孢子的巨噬细胞数均多于孢子k巨噬细胞组

表 ;7孢子m巨噬细胞组和混合血小板组培养后不同时间点巨噬细胞吞噬率比较/L&!)"<?&"J?*0

组别 样本量
培养后各时间点巨噬细胞吞噬率

$ + " + B + _ +

孢子k巨噬细胞组 % 9\$B)"\%_& 8\%#* 4\BB)9\"8&$B\%9* $B\$8) C\_$&$C\89* $9\##)$$\$$&""\""*

混合血小板组 % 8\_9)_\##&$#\##* $"\4")4\8"&$8\8C* $8\8C)$B\#_&""\9#* "B\#4)$4\%"&"9\4$*
W值 C8#\## CB9\## 944\9# 98%\9#
;值 #\##% #\##9 l#\##$ l#\##$

!)G(//>f+)-/HNW检验*

表 <7孢子m巨噬细胞组和混合血小板组培养后不同时间点巨噬细胞吞噬指数比较/L&!)"<?&"J?*0

组别 样本量
培养后各时间点巨噬细胞吞噬指数

$ + " + B + _ +

孢子k巨噬细胞组 % 9\$B)"\%_& 8\%#* 4\9$)9\_$&$B\BB* $$\%#) 4\BB&$8\##* $9\"")$$\$$&"B\#4*

混合血小板组 % 8\8C)_\##&$#\"#* $"\"#)4\BB&$9\##* $C\9#)$B\BB&"$\8"* "$\_B)$9\%$&"8\8C*
W值 C_"\## 4$4\9# 98%\## 8_8\9#
;值 #\##8 #\#B$ l#\##$ #\##$

!)G(//>f+)-/HNW检验*

表 =7= 个组培养后不同时间点真菌孢子出芽率比较/L&!)"<?&"J?*0

组别 样本量
培养后各时间点孢子出芽率

$ + " + B + _ +

单纯孢子组 8 98\4")_B\B"&89\8#* C8\C9)89\44&44\#9* %#\##)4#\#_&%9\CB* %#\%$)%#\##&$##\##*

孢子k巨噬细胞组 8 B"\#C)"C\44&_$\CB*( 9C\$_)9B\%"& 8_\#C*( C"\CB)84\"4& 4#\##*( 48\C_) 4#\##& %#\%$*(

混合血小板组 8 "B\C#)$%\9_& "C\$"* Q 9_\B#)_9\$$& 8$\#C* 8_\"#)99\98& C#\#_* Q C9\##) 88\8C& C4\%9* Q

M值 8#\#9 BC\4% 99\$9 8#\9"
;值 l#\##$ l#\##$ l#\##$ l#\##$

!注%与单纯孢子组比较&(;l#\#$.与孢子k巨噬细胞组比较&Q;l#\#$)VJOFc(*>f(**)FM检验*

噬细胞胞质内.同一时间点混合血小板组中吞噬孢子
的巨噬细胞数均多于孢子k巨噬细胞组&且随观察时
间延长&" 个组吞噬孢子的巨噬细胞数逐渐增加 )图
$*+ 培养后 $$"$B 和 _ +&混合血小板组巨噬细胞吞噬
率均高于孢子k巨噬
细胞组&差异均有统
计学意义)WmC8#\##$
CB9\##$ 944\9#$ 98%\9#&
均 ;l#\#9*)表 $*+

培养后 $$"$B 和
_ +&混合血小板组巨
噬细胞吞噬指数均明

显高于孢子k巨噬细
胞组&差异均有统计
学意义 )WmC_"\##$
4$4\9#$ 98%\##$ 8_8\9#&
均;l#\#9*)表 "*+
<.<!单纯孢子组$孢
子k巨噬细胞组和混
合血小板组培养后不

同时间点真菌孢子出

芽率比较

转盘式激光扫描

共焦荧光显微镜下观

察可见&两端呈钝圆
形短柱状的真菌孢子

由一端出芽后形成菌

丝并不断伸长.同一
时间点单纯孢子组孢

子出芽个数最多&孢
子 k巨噬细胞组次
之&混合血小板组最
少.随观察时间延长&
各组真菌孢子出芽个

数均 不 断 增 多 )图
"*+ 各组培养后 $$
"$B 和 _ + 孢子出芽
率总体比较差异均有

统 计 学 意 义 ) Mm
8#\#9$BC\4%$99\$9$
8#\9"&均;l#\##$*+
培养后 $$"$B 和 _ +
孢子k巨噬细胞组孢
子出芽率均低于单纯

孢子组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#$*.而培养后
$$B 和 _ + 混合血小板组出芽率均低于孢子k巨噬细胞
组&差异均有统计学意义)均 ;l#\#$*)表 B*+
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图 <7= 个组培养后不同时间点真菌孢子出芽显微镜荧光图片与光学图片融合图hp_##&标尺m_# !'*!蓝
色荧光所示为真菌h76f染色* &红色荧光为血小板h7@_$>;&染色* &白色箭头所示为部分真菌孢子出芽现
象+ 随时间延长&各组孢子出芽数均不断增多+ 同一时间点单纯孢子组孢子出芽个数最多&孢子k巨噬细胞
组次之&混合血小板组最少

培养后4h 培养后6h 培养后8h
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图 =7= 个组培养后不同时间点真菌菌丝生长显微镜荧光图片与光学图片融合图
hp_##&标尺 m_# !'* !蓝色荧光所示为真菌孢子 h76f 染色* &红色荧光为血小板
h7@_$>;&染色* &白色箭头所示为部分真菌菌丝+ 随观察时间延长&各组菌丝均逐渐生
长&培养后 4 + 菌丝长度最长且局部交叉生长+ 同一时间点菌丝长度比较&单纯孢子组
最长&孢子k巨噬细胞组次之&混合血小板组最短

<.=!单纯孢子组m孢子k

巨噬细胞组和混合血小板

组培养后不同时间点真菌

菌丝长度比较

转盘式激光扫描共焦

荧光显微镜下观察可见&
真菌由孢子出芽后继续生

长为粗长的菌丝&且随观
察时间延长各组菌丝长度

逐渐增加&至培养后 4 +&
各组部分菌丝重叠交叉后

继续生长+ B 个组培养后
同一时间点菌丝长度比

较&单纯孢子组最长&孢
子k巨噬细胞组稍次之&
混合血小板组最短 h图
B*+ 各组培养后 _m 8 和
4 + 菌丝长度总体比较&差
异均有统计学意义 hMm
$B\C8#m _B\9C#m 8#\4C#&
均 ;l#\#9*+ 培养后 _m8
和 4 + 孢子k巨噬细胞组

菌丝长度均低于相应时间点单纯孢子组&
差异均有统计学意义 h;m#\##%m#\#$Bm
#\#$$*+ 培养后 8 + 和 4 + 混合血小板组
菌丝长度均低于相应时间点孢子k巨噬细
胞组&差异均有统计学意义h均 ;l#\#$*
h表 _*+
<.>!单纯巨噬细胞组m孢子k巨噬细胞组
和混合血小板组培养后不同时间点巨噬

细胞毒性比较

B 个组培养后 #m8m$"m$4 和 "_ + 细
胞指数总体比较&差异均无统计学意义
hPm#\#"m$\#4m$\8$m$\94m"\9"&均 ;n
#\#9*+ B 个组培养后 B#mB8m_" 和 _4 +
细胞指数总体比较&差异均有统计学意义
hPm$#\4$m 4\#4m 9\8$m 9\C"& 均 ;l
#\#9*.其中各时间点孢子k巨噬细胞组细
胞指数明显低于单纯巨噬细胞组&差异均
有统计学意义 h;m#\###m#\##$m#\##4m
#\##%*&而孢子k巨噬细胞组细胞指数略
低于混合血小板组&差异均无统计学意义
h均 ;n#\#9*h表 9*+
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表 >7= 个组培养后不同时间点真菌菌丝长度比较/!,&!)"<?&"J?*0

组别 样本量
培养后不同时间点菌丝伸长度

_ + 8 + 4 +

单纯孢子组 _ "8\%#)"#\%#&B%\99* 84\##)_$\9B&%8\8#* 44\##)9%\$B&$"#\_9*

孢子k巨噬细胞组 _ ""\$9)$8\44&B8\$#*( 99\8#)B9\##&4#\##*( C9\%#)_C\_#&$#9\##*(

混合血小板组 _ "9\$9)$8\B4&B"\4#* _B\_#)"%\C#&8$\9#* Q 98\C#)_#\$#& C9\C#* Q

M值 $B\C8 _B\9C 8#\4C#

;值 #\##$ l#\##$ l#\##$

!注%与单纯孢子组比较&(;l#\#9.与孢子k巨噬细胞组比较&Q;l#\#$)VJOFc(*>f(**)FM检验*

表 ?7= 个组培养后不同时间点巨噬细胞毒性比较),%-'MNO*

组别 样本量
培养后不同时间点细胞指数

# + 8 + $" + $4 + "_ + B# + B8 + _" + _4 +

单纯巨噬细胞组 C #\4$q#\"$ $\##q#\B9 $\"8q#\BC $\8Cq#\B% "\#"q#\BC "\__q#\B" "\_Bq#\_B "\B4q#\94 "\"#q#\94

孢子k巨噬细胞组 C #\C%q#\"9 #\4Bq#\BB $\#8q#\B$ $\__q#\B$ $\C$q#\"8 $\%#q#\$8( $\4_q#\"#( $\C$q#\B#( $\9"q#\BB(

混合血小板组 C #\4#q#\"C #\C8q#\"C #\%8q#\"8 $\BCq#\B# $\C#q#\"% "\#$q#\$9 $\%9q#\$C $\C8q#\"4 $\9Bq#\B"

P值 #\#" $\#4 $\8$ $\94 "\9" $#\4$ 4\#4 9\8$ 9\C"

;值 #\%CC #\B8$ #\""C #\"B_ #\$#% #\##$ #\##B #\#$B #\#$"

!注%与单纯巨噬细胞组比较&(;l#\#$)单因素方差分析&bU@>&检验*

=7讨论

6V是一种高度致盲的感染性眼病&在中国北方地
区&其主要致病原因是农业生产中植物性外伤后并发
的真菌感染

/ $0 + 临床上对 6V的治疗以抗真菌药物为
主&但抗真菌药物的生物利用度及预后较差&即使 6V
得到适当的抗真菌药物治疗&仍有可能出现角膜穿孔
及后期形成的角膜瘢痕&从而致盲&因此 6V的治疗仍
是眼科临床的一大挑战+ 研究 6V的发病机制可为临
床研发新型$有效的药物治疗奠定科学基础+

本课题组前期实验结果显示&在小鼠 6V模型病
灶区有大量中性粒细胞$巨噬细胞和血小板聚集.应用
抗体去除小鼠血小板后&6V模型鼠的角膜感染加重且
穿孔率升高&提示血小板可能在角膜真菌感染过程中
发挥作用+ 中性粒细胞与巨噬细胞是机体的主要免疫
细胞&在感染区迅速聚集以抵御真菌感染+ 大量血小
板在 6V病灶区与免疫细胞共同聚集是否亦参与机体
免疫反应尚有待进一步研究+

近来研究表明&血小板除了具有止血作用外&在炎
症和免疫反应中也起到关键作用+ 血小板表面可表达
多种受体并具有多种存储颗粒&其中 ">颗粒存储丰
富&含有多种细胞因子和趋化因子&可在炎症或组织损
伤部位迅速释放以调节免疫细胞活性并诱导细胞向炎

症部位迁移和募集
/ $# $̂"0 + 血小板表面表达多种 X,**

样受体)X,**>*)cHJH1HM-,JF&Xb=*及组织相容性复合体

#类分子&可通过识别病原体相关分子模式和损伤相
关的分子模式来感知危险信号并承担抗原递呈作用&
介导炎症反应

/ $" $̂90 +

本研究中结果显示&孢子k巨噬细胞组和混合血
小板组巨噬细胞吞噬率和吞噬指数随共培养时间延长

呈上升趋势&且同一时间点混合血小板组巨噬细胞吞
噬率和吞噬指数均高于孢子k巨噬细胞组+ 7R(c()

等
/ $80
研究结果显示& 富血小板血浆 ) M*(-H*H->J)1+

M*(F'(&;=;*增强了巨噬细胞吞噬烟曲霉分生孢子的
能力&但巨噬细胞$孢子和 ;=;共培养观察时间仅为
$9 ')/+ 本研究中持续观察了共培养后 $$"$B 和 _ +
巨噬细胞的吞噬情况&进一步证明在真菌感染时&巨噬
细胞能够吞噬病原菌&且血小板显著提高巨噬细胞的
吞噬作用+ =,FF(-,等 / $C $̂40

的研究表明缺乏 Xb=>" 或
Xb=>_ 均能使巨噬细胞吞噬能力受损+ 有研究显示&
7型凝集素受体 ) 7>-NMH*H1-)/ JH1HM-,J& 7b=*& 如
@H1-)/>$ 受体&在识别真菌细胞壁 $>葡聚糖后可介导
真菌的吞噬作用并产生细胞因子引发炎症反应

/ $% "̂$0 +

血小板表面可表达多种Xb=和 7b=/ $" $̂B0 &推测其可能
通过自身表达或刺激细胞 Xb=和 7b=表达上调参与
炎症反应&促进巨噬细胞吞噬真菌+

本研究结果显示&孢子k巨噬细胞组孢子出芽率
和菌丝长度低于单纯孢子组&但高于混合血小板组+
在共培养后 _ +&混合血小板组菌丝长度高于孢子k巨
噬细胞组&但差异无统计学意义&考虑其可能与本研究
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纳入的样本量不足有关+ =rI*(/I 等 / C0
研究表明&曲

霉菌可诱导血小板的活化以增强单核细胞的炎症反

应&并未阐明血小板及单核细胞对真菌的作用+ 本研
究结果表明&在真菌感染过程中巨噬细胞抑制孢子出
芽和真菌生长&且血小板促进巨噬细胞对真菌生长的
抑制作用+

:(/cF等 / ""0
研究报道在巨噬细胞吞噬炭疽杆菌芽

孢后&孢子会萌发并开始在吞噬溶酶体内产生毒素+
细菌毒素成分可在芽孢萌发的早期阶段合成并分泌&
且对巨噬细胞$中性粒细胞等免疫细胞产生毒性作
用

/ "B0 + 本研究结果显示&单纯巨噬细胞组细胞指数最
高&加入真菌孢子共培养后巨噬细胞的细胞指数有所
降低&表明真菌对巨噬细胞有细胞毒性作用+ 混合血
小板组巨噬细胞的细胞指数较孢子k巨噬细胞组有一
定程度上升&但差异无统计学意义&推测血小板可能有
拮抗真菌孢子细胞毒性的作用&未来仍需扩大样本量
进一步研究其相关机制+

综上所述&本研究结果表明在真菌感染期间&血小
板参与机体免疫反应&可促进巨噬细胞对真菌孢子的
吞噬及对真菌生长的抑制作用&且血小板可能有缓解
真菌细胞毒性的作用+ 血小板参与炎症反应的机制复
杂&其对巨噬细胞的作用机制尚待进一步研究+
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