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中性粒细胞在角膜真菌感染病程中的双相作用

杨彪!综述!张红敏!王丽娅!审校

!!'摘要(!真菌性角膜炎是由真菌引起的角膜感染性疾病$致盲率高$且近几年其发病率逐年升高) 机体

对真菌的免疫包括特异性免疫和非特异性免疫$其中中性粒细胞介导的非特异性免疫对真菌的杀伤起着关

键性的作用$其中不仅包括氧依赖型和非氧依赖型的杀菌方式$还包括近些年发现的中性粒细胞胞外捕获的

杀菌方式) 中性粒细胞通过释放酶以及活性氧簇#E#H%起到杀灭真菌的作用$但这些物质在杀伤真菌的同时

也会造成组织损伤*瘢痕形成甚至角膜穿孔) 本文主要介绍中性粒细胞杀伤真菌以及造成组织破坏的机制)
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!!中性粒细胞是重要的天然免疫细胞$在对抗外来病原体的

过程中发挥着重要的作用$其细胞质内含有多种颗粒酶$包括

氧化酶和各种蛋白水解酶$是中性粒细胞杀伤病原体的基础)

氧化酶通过一系列的反应产生活性氧簇 # L@.,K0J@D̀=A@2

1M@,0@1$E#H%来杀伤病原体$而蛋白水解酶起到溶解微生物的

作用$但是这些物质随中性粒的死亡*裂解释放到细胞外$并造

成组织损伤) 研究表明$去除中性粒细胞的小鼠真菌性角膜炎

模型的组织损伤程度比正常小鼠真菌性角膜炎模型低$但是菌

丝的量相对较高
+%, $所以中性粒细胞在抗感染的过程中是一把

双刃剑) 正常的角膜组织中缺乏中性粒细胞$激活后的中性粒

细胞才能自角膜缘进入角膜组织
+3, ) 自体细胞合成的活性物

质$如白细胞介素6% # 02K@L<@]R026%$ $I6% %*肿瘤坏死因子6%
#K]-DL2@,LD101̂.,KDL6%$VGP6%%*$I67*血小板活化因子# M<.K@<@K

.,K0J.K02A.̂,KDL$FUP%以及病原体产生的物质$如脂多糖 +(,
均可

激活中性粒细胞) !!
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!!中性粒细胞激活后$通过黏附*趋化*游走等一系列过程从

角膜缘血管进入角膜) 在炎症的起始阶段$特定的化学信号刺

激血管内皮细胞$使其表面表达 F选择素和 ;选择素 +:, ) 这些

选择素能与中性粒细胞表面的寡聚糖结合$使中性粒细胞黏附

于血管壁上) 选择素介导的中性粒细胞与内皮细胞的黏附$加

之炎症反应导致的血管扩张和血流剪应力的变化$使中性粒细

胞在血管内皮上滚动) 然后由细胞间黏附分子 #02K@L,@<<]<.L

.S?@10D2 -D<@,]<@$$8UQ%介导中性粒细胞变形$以阿米巴样运

动穿过血管壁$进入组织 +5, )

角膜组织中虽然缺乏中性粒细胞$但是正常的角膜组织中

存在巨噬细胞$且角膜缘血管内存在肥大细胞 +*, $这 3 种细胞

对中性粒细胞进入角膜组织起到一定辅助作用) 巨噬细胞表

面表达的 S@,K026% 与真菌表面表达的 !6葡聚糖结合$并分泌

8h8I%+,?@-DR02@#86h68-DK0̂% <0A.2S %,和 $I6% ! +)c7, $其中

8h8I% 是中性粒细胞的趋化因子$而 $I6% !可以促进巨噬细胞

表达 8h8I% +)$4, ) 肥大细胞在炎症的刺激下分泌 VGP6"*组胺

和其他各种蛋白酶$不仅可激活中性粒细胞还可以增加血管通

透性
+%&, ) 除了角膜内存留的免疫细胞$角膜组织细胞也有识

别真菌并趋化中性粒的作用$如角膜上皮细胞表达 VD<<样受体

#VD<<6<0R@L@,@MKDL1$VIE%$包括 VIE3 和 VIE:$它们可以识别真
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菌$并分泌中性粒细胞趋化因子$促进中性粒细胞的游走 +%%, )

另外$中性粒细胞表面表达的 VIE: 与对真菌的杀伤有关 +%3, )

在小鼠真菌性角膜炎模型中$中性粒细胞的数量从感染真菌后
4 ? 开始升高$3: ? 达高峰 +3, ) 对于人真菌性角膜炎$中性粒细

胞量的变化趋势尚未见报道)

C;中性粒细胞对真菌的杀灭

C'C;中性粒细胞的氧依赖型和非氧依赖型杀菌

中性粒细胞对病原微生物的杀灭主要分为非氧依赖型和

氧依赖型) 非氧依赖型杀菌依赖于中性粒细胞内的嗜天青颗

粒*特异性颗粒和白明胶酶颗粒$这 ( 种颗粒内含有多种杀菌

物质和蛋白酶) 杀菌物质包括防御素*溶菌酶素和阳离子蛋

白) 蛋白酶包括弹性蛋白酶和组织蛋白酶 O) 如果非氧依赖

型的杀菌机制缺陷$就会导致机体易发感染性疾病$如 8?@S0.R6

W0A.1?0综合征以嗜天青颗粒与特异性颗粒融合为特点$导致反

复感染
+%(, )

氧依赖型杀菌机制系统包括 E#H 及产生 E#H 的酶) 其

中$E#H 包括 #3 #c*W3#3 *#W#和 W#8<$酶类包括磷酸酰胺腺嘌

呤二核苷酸氧化酶 #GU"FW D̀0S.1@$G#h%和髓过氧化物酶

#-=@<DM@LD̀0S.1@$ QF#%) G#h 由 5 个 亚 基 构 成$ 分 别 是
M:&!,:+*M:)!,:+* M*)!,:+* M33!,:+

和 AM4%!,:+$其中 M33!,:+
和

AM4%!,:+
构成膜蛋白$即细胞色素 _557表达于细胞膜表面$它起

着传递电子的作用$将一个电子传递给#3形成 #3 #
c+%:, ) #3 #

c
的

形成具有重要意义$它是多种氧代谢产物的基础"3 个分子#3 #
c

可以自发地发生歧化反应生成 W3#3 $后者在 QF#的作用下生

成 W#8<) W#8<与真菌作用$起到对真菌的杀灭) 无论是 G#h

还是 QF#的缺乏$都会使机体易感真菌 +%5c%*, $提示氧依赖的杀

菌机制的重要性)

中性粒细胞通过吞噬和非吞噬的途径杀灭真菌$但都是由

氧依赖的途径和非氧依赖的途径介导的) 研究表明$中性粒细

胞可吞噬分生孢子和休眠孢子
+%, $特别是经抗体或者补体调理

后的孢子
+%)c%7, ) 由于菌丝体积较大$中性粒细胞无法直接吞

噬$而是附着于表面$释放细胞质内的颗粒酶$对菌丝造成杀

伤
+%4, ) 这种杀伤方式未在细胞内形成吞噬体$而是将各种酶

类释放到细胞外$包括 QF#*弹性蛋白酶和阳离子蛋白$它们通

过氧依赖或者非氧依赖的机制对真菌造成杀伤$如弹性蛋白酶

参与曲霉菌属的杀伤
+3&, ) 阳离子蛋白$如溶菌酶素也可对烟

曲霉菌和白色念珠菌造成杀伤
+3%, )

C'D;中性粒细胞细胞外捕获

中性粒细胞除了吞噬清除真菌外$还可行形成中性粒细胞

细胞外诱捕网# 2@]KLDM?0<@̀KL.,@<<]<.LKL.M1$G;V1%对真菌造成

杀伤$特别是无法直接吞噬的菌丝) G;V1是近些年发现的中

性粒细胞的杀菌机制) G;V1的形成是由中性粒细胞主动裂解

释放出染色质和组蛋白包围病原体$并释放出各种酶类对病原

体造成杀伤的) G;V1在真菌的杀灭清除中起着一定的作用$

目前已知的可以被 G;V1清除的真菌有构巢曲霉菌*烟曲霉菌

和白色念珠菌
+33c3:, ) G;V1的组成成分不仅有染色质*组蛋白$

还有中性粒细胞颗粒蛋白酶和杀菌物质$包括 %防御素*乳铁

蛋白和阳离子蛋白
+35, ) 这些物质参与 G;V1的形成$起到杀灭

真菌的作用) 组蛋白是构成 G;V1的主要成分之一$它可能会

对组织产生毒性作用$但是其机制目前尚不清楚) 败血症中

G;V1释放出组蛋白可对组织细胞造成伤害 +3*, ) 中性粒细胞

受到刺激后形成 G;V1是连续的过程) 在受到刺激后*& -02$

中性粒细胞形态学无明显变化$随后核膜*颗粒膜破裂$释放出

染色质和蛋白酶&在受到刺激后 %3& -02$核膜的完整性瓦解$

染色质释放到胞质中&%7& -02 时组成 G;V1的成分已经均匀地

分布在细胞质中$然后这些物质释放到细胞外$G;V1形成 +3), )

刺激 G;V1形成的物质有很多$如 $I67*细菌*真菌和 FUP) 中

性粒细胞接受上述物质刺激后$激活下游的蛋白激酶 8# MLDK@02

R02.1@8$Fk8% +37, ) Fk8的激活和 G#h活化及 E#H 产生关系

密切) 目前的研究认为$E#H 的形成介导 G;V1的形成$并认为
E#H 是 G;V1形成的第二信使 +34, ) 若无 E#H 的形成$G;V1也

不会形成) 如慢性肉芽肿病患者$在真菌或者细菌的刺激下都

未能形成 G;V1+(&, ) 此外$中性粒细胞弹性蛋白酶和 QF#在

G;V1的形成中也发挥着重要作用) 弹性蛋白酶受 E#H 刺激后

迅速从颗粒中移出并进入细胞核$在 QF#的协助下降解 W% 组

蛋白
+(%, $促进 G;V1形成)

D;中性粒细胞对角膜组织的破坏

D'C;E#H 对角膜的损伤

中性粒细胞通过氧依赖途径产生 E#H$包括 #3 #
c*W3 #3 *

#W#以及卤化物 W#8<$每种氧化产物都可能造成组织损伤$但

其各自对组织损伤的能力有限) 从 #3 #
c*W3 #3到 W#8<是速度

很快的连续过程$#3 #
c*W3#3在未释放到组织前就被消耗$因此

对组织的破坏作用有限) #W#的生成量非常少$也不是主要的

破坏因素
+(3, ) 对组织最具有破坏力的是 W#8<$在体外实验

中$它对组织有很强的破坏作用) 在多数活体组织$它的损伤

作用很有限$但并不能认为 W#8<对组织无毒性作用$如 W#8<

可造成肺的损伤
+((, ) 单独的氧代谢产物对组织造成的损伤不

大$但是它与蛋白酶共同作用就可能对组织造成严重损伤)

D'D;基质金属蛋白酶对角膜的损伤

基质金属蛋白酶 #-.KL0̀-@K.<<DMLDK@02.1@1$QQF1%是可以

调节细胞与细胞$细胞与基质之间相互作用的重要酶类$它参

与调节细胞外基质的塑型*生长因子的相互作用*细胞外的信

号接收以及细胞的分化增生与凋亡
+(:, ) QQF1可水解细胞间

质成分$因此 QQF1可能造成组织损伤) 存在于中性粒细胞颗

粒中的 QQF1主要是 QQF64 和 QQF67 +(5, ) QQF64 可水解多

种细胞外基质成分$主要有胶原#*胶原.和胶原/$而 QQF67

能够水解胶原"*胶原'和胶原() 翟华蕾等 +(*,
发现$QQF64

和 QQF63 在茄病镰孢菌*烟曲霉菌和白色念珠菌感染的兔真

菌性角膜炎模型中对 G#h角膜组织起重要作用) 正常状态下

QQF1以酶原的形式储存在中性粒细胞中$而在炎症反应中$中

性粒细胞激活产生大量的氧代谢产物$对 QQF1的激活起着重

要作用)

D'E;丝氨酸蛋白酶对角膜的损伤

丝氨酸蛋白酶主要存在于中性粒细胞的嗜天青颗粒中$包
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括弹性蛋白酶*组织蛋白酶 O和蛋白酶 () 丝氨酸蛋白酶以一

级结构第 %45 位氨基酸为丝氨酸残基为特点$其催化活性与丝

氨酸*组氨酸和天冬氨酸有关$这 ( 种氨基酸残基在蛋白质三

级结构上相互接近$构成活性中心 +(), $是中性粒细胞内含量最

多的水解酶类$其过度释放可能造成组织的损害)

弹性蛋白酶是相对分子质量为 ( (&& 的单链蛋白质$与丝

氨酸蛋白酶有着相似的功能$主要由早幼粒细胞合成并储存在

嗜天青颗粒内$平均每个成熟的中性粒细胞含 ( MA弹性蛋白

酶$并不再合成 +(7, ) 中性粒细胞杀伤真菌$特别是菌丝的过程

会释放出颗粒酶$而弹性蛋白酶作为一种重要的水解酶$可对

真菌造成杀伤$但同时也会水解组织成分而造成组织损伤) 弹

性蛋白酶是中性粒细胞中最具破坏性的酶类$它不仅可水解弹

性蛋白$还可水解胶原*蛋白多糖和纤维连接蛋白 +(4, ) 角膜基

质是角膜中层的结缔组织$占角膜厚度的 4&Y) 角膜基质主要

由 ( 种蛋白构成$包括胶原*聚合蛋白多糖和其他糖蛋白$这些

成分可以被弹性蛋白酶分解$提示弹性蛋白酶可能在真菌性角

膜炎组织破坏中起着一定作用) 目前已证实$中性粒细胞弹性

蛋白酶在急性肺损伤的过程中发挥着重要作用) 另外$据
8y@/RDJw+:&,

报道$中性粒细胞弹性蛋白酶在兔角膜碱烧伤的组

织破坏中起着主要作用)

真菌感染角膜后$中性粒细胞被激活并在各种炎性因子和

趋化因子的作用下向感染部位迁移) 中性粒细胞被激活后$细

胞内的嗜天青颗粒快速动员并向胞膜移动$使弹性蛋白酶在细

胞膜上表达) 膜结合的弹性蛋白酶可以分解角膜基质内的纤

维连接蛋白和胶原$促进中性粒细胞向感染部位迁移 +:%, ) 这

样$中性粒细胞在迁移的过程中也造成了组织损伤) 到达病灶

后$中性粒细胞吞噬真菌后或者死亡后$弹性蛋白酶也会释放

到组织
+37, $不仅杀伤真菌$同时也造成组织的破坏) 弹性蛋白

酶可以分解细胞外间质$但是正常情况下这种破坏作用处于抑

制状态$因为人体内存在弹性蛋白酶的内源性抑制剂$包括 %%

抗胰蛋白酶*分泌性白细胞蛋白酶抑制剂 #1@,L@KDL=<@],D,=K@

MLDK@.1@02?0_0KDL$HIF$%和 %3巨球蛋白
+:3, $其中 %%抗胰蛋白酶

在抑制弹性蛋白酶活性中起关键作用) %%抗胰蛋白酶是一种

相对分子质量为 53 &&& 的糖蛋白$由肝脏合成$主要存在于血

浆中) %3巨球蛋白由肝脏合成$但是血浆内含量较少) HIF$主

要由各种腺体合成$在其分泌液中含量丰富$如呼吸道粘液*关

节滑液*泪液等 +:(, ) 在炎症反应中$中性粒细胞的聚集是否能

造成组织的损伤与组织中弹性蛋白酶抑制剂的浓度和活性有

关) 中性粒细胞被激活后产生 E#H$E#H 对组织的直接破坏作

用有限$但是它可抑制弹性蛋白酶抑制剂$打破弹性蛋白酶和

弹性蛋白酶抑制剂的平衡$这样感染灶就形成了无抑制剂的微

环境$促进弹性蛋白酶的基质降解作用 +(3, &另一方面$真菌性

角膜炎病程中$中性粒细胞迁移至感染部位$与细胞外基质紧

密接触$而抑制剂主要存在于血浆内$在角膜组织中并不能达

到抑制大量弹性蛋白酶的作用$因此$为弹性蛋白酶造成组织

破坏提供了条件)

E;中性粒细胞的死亡方式对组织破坏的影响

中性粒细胞有 : 种死亡方式$分别是坏死*凋亡*自我吞噬

和 G;V1形成 +37, ) 其中$凋亡*自我吞噬和 G;V1形成是程序化

的死亡$坏死是非程序化的死亡并释放出细胞内的各种蛋白)

目前认为坏死是造成组织损伤的主要死亡方式
+::, ) 中性粒细

胞死亡以凋亡为主$如果炎症反应过于剧烈$其死亡方式会转

变成以坏死为主$加重组织的损伤 +37, ) 炎症反应的程度与感

染的菌量和菌种有关) 如果感染的菌量较少$炎症反应较轻$

那么中性粒细胞数量少且以凋亡为主$组织破坏较轻$预后好&

反之$中性粒细胞数量较多且以坏死为主$组织破坏重$预后较

差) 中性粒细胞是杀灭真菌的主要炎性细胞$而炎症反应也是

机体对抗真菌的保护性反应$因此$临床上必须在真菌得到控

制的前提下$才能应用免疫抑制剂和酶抑制剂以减轻炎症反

应$抑制酶活性$减少组织的破坏$但具体的控制组织破坏的方

法还有待进一步研究)

综上所述$中性粒细胞可杀伤真菌$还可造成组织破坏$最

终导致患者角膜瘢痕形成甚至致盲$因此研究中性粒细胞造成

角膜损伤的机制有着广阔的前景)
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