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猪囊尾蚴排泄分泌抗原LRRC15蛋白对仔猪T细胞
免疫应答的影响*

李丽竹,何威,周必英**

(遵义医科大学寄生虫学教研室,贵州遵义
 

563000)

【摘要】 目的 观察猪囊尾蚴排泄分泌抗原LRRC15蛋白对仔猪T细胞免疫应答的影响 方法 用LRRC15蛋白刺

激健康仔猪外周血PBMC和脾脏CD4+T细胞,分析T细胞免疫应答水平:①在PHA处理下,以RPMI
 

1640、ESA、Co-
nA为对照组,用 LRRC15蛋 白 刺 激 PBMC,流 式 检 测 CD4+、CD8+T 淋 巴 细 胞 数 量 比 例 变 化,以 及 CD4+CD25+

Foxp3+、CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞表达水平;②在有和无LPS存在下,用LRRC15蛋白刺激PBMC,ELISA检测培

养上清中IL-10含量;③分别于加入LRRC15蛋白后24、48、72
 

h检测初始CD4+Th细胞分化情况。分离仔猪脾脏

CD4+T细胞并与未成熟髓源性DC共培养,采用ELISA方法检测加入LRRC15蛋白24、48、72
 

h培养上清中的IL-4、

IL-5、IL-10、IL-17、IFN-γ水平。 结果 LRRC15蛋白刺激PBMC后,CD4+T淋巴细胞数量比例显著增加(P<0.05),
并诱导CD4+CD25+Foxp3+、CD8+CD25+Foxp3+Treg表达(均P<0.05),但不能诱导IL-10的分泌。LRRC15蛋白分

别作用于CD4+T细胞24、48、72
 

h,PBMC细胞IL-4、IL-17分泌水平显著降低(均P<0.05);LRRC15蛋白诱导24与48
 

h相比,PBMC细胞分泌IL-5水平升高(P<0.05);诱导72
 

h的IL-5水平与48
 

h时比较差异无统计学意义(P<0.05);

LRRC15蛋白诱导IFN-γ水平升高(P<0.05),诱导24、48、72
 

h时的分泌水平差异无统计学意义(P>0.05);LRRC15
蛋白于CD4+T细胞24、48、72

 

h均不能诱导IL-10分泌(均P>0.05)。 结论 LRRC15蛋白可诱导仔猪PBMC中

CD4+/CD8+T细胞免疫失衡,诱导Treg细胞表达,通过非依赖性IL-10途径发挥免疫抑制作用,并诱导早期Th1型免

疫应答和后期Th1/Th2混合型免疫应答。
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【Abstract】 Objective The
 

purpose
 

of
 

this
 

study
 

is
 

to
 

examine
 

the
 

effect
 

of
 

pig
 

cysticercus
 

excretory-secretory
 

antigen
 

LRRC15
 

protein
 

on
 

the
 

immune
 

response
 

of
 

piglet
 

T
 

cells. Methods LRRC15
 

protein
 

was
 

used
 

to
 

stimulate
 

healthy
 

piglet
 

peripheral
 

blood
 

mononuclear
 

cells
 

(PBMC)
 

and
 

spleen
 

CD4+
 

T
 

cells.
 

The
 

level
 

of
 

T
 

cell
 

immune
 

response
 

was
 

an-
alyzed

 

as
 

follows:①
 

PBMC
 

was
 

stimulated
 

with
 

LRRC15
 

protein
 

under
 

PHA
 

treatment,with
 

RPMI
 

1640,ESA,and
 

Co-
nA

 

as
 

control
 

groups.
 

The
 

changes
 

in
 

CD4+
 

and
 

CD8+
 

lymphocyte
 

cell
 

ratio
 

and
 

the
 

expression
 

level
 

of
 

CD4+CD25+

Foxp3+
 

and
 

CD8+CD25+Foxp3+Treg
 

cells
 

were
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

②PBMC
 

was
 

stimulated
 

with
 

LRRC15
 

protein
 

with
 

and
 

without
 

LPS.
 

The
 

IL-10
 

content
 

in
 

the
 

culture
 

supernatant
 

was
 

detected
 

by
 

ELISA.
 

③The
 

initial
 

differ-
entiation

 

of
 

CD4+
 

Th
 

cells
 

was
 

detected
 

at
 

24,48,and
 

72
 

hours
 

after
 

adding
 

LRRC15
 

protein.
 

CD4+
 

T
 

cells
 

from
 

piglet
 

spleen
 

were
 

isolated
 

and
 

co-cultured
 

with
 

immature
 

myeloid
 

dendritic
 

cells
 

(DC),and
 

the
 

levels
 

of
 

IL-4,IL-5,IL-10,IL-
17,and

 

IFN-γ
 

in
 

the
 

culture
 

supernatant
 

at
 

24,48,and
 

72
 

hours
 

after
 

adding
 

LRRC15
 

protein
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA. 
Results After

 

stimulation
 

with
 

the
 

LRRC15
 

protein,there
 

was
 

a
 

significant
 

increase
 

in
 

the
 

proportion
 

of
 

CD4+
 

T
 

lym-

phocytes
 

(P<0.05),and
 

it
 

also
 

induced
 

the
 

expression
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+
 

and
 

CD8+CD25+Foxp3+Tregs
 

(both
 

P
<0.05).

 

However,it
 

was
 

unable
 

to
 

induce
 

the
 

secretion
 

of
 

IL-10.
 

The
 

LRRC15
 

protein
 

acted
 

on
 

CD4+T
 

cells
 

separately
 

for
 

24,48,and
 

72
 

hours,and
 

it
 

significantly
 

reduced
 

the
 

secretion
 

levels
 

of
 

IL-4
 

and
 

IL-17
 

in
 

PBMC
 

cells
 

(both
 

P<0.05).
 

Compared
 

to
 

LRRC15
 

induction
 

for
 

24
 

and
 

48
 

hours,the
 

secretion
 

level
 

of
 

IL-5
 

in
 

PBMC
 

cells
 

increased
 

significantly
 

(P<
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0.05)
 

while
 

there
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

secretion
 

level
 

of
 

IL-5
 

induced
 

for
 

72
 

hours
 

and
 

48
 

hours
 

(P<0.05).
 

The
 

LRRC15
 

protein
 

induced
 

an
 

increase
 

in
 

IFN-γ
 

level
 

(P<0.05),and
 

there
 

was
 

no
 

statistical
 

difference
 

in
 

the
 

secretion
 

level
 

after
 

24,48,and
 

72
 

hours
 

of
 

induction
 

(P>0.05).
 

Additionally,the
 

LRRC15
 

protein
 

could
 

not
 

induce
 

the
 

secretion
 

of
 

IL-10
 

in
 

CD4+
 

T
 

cells
 

after
 

stimulation
 

for
 

24,48,and
 

72
 

hours
 

(all
 

P>0.05). Conclusion The
 

LRRC15
 

protein
 

can
 

cause
 

an
 

immune
 

imbalance
 

of
 

CD4+/CD8+
 

T
 

cells
 

in
 

the
 

PBMC
 

of
 

piglets,as
 

well
 

as
 

induce
 

the
 

expression
 

of
 

Treg
 

cells.
 

It
 

exerts
 

immunosuppressive
 

effects
 

through
 

a
 

pathway
 

that
 

is
 

not
 

dependent
 

on
 

IL-10
 

and
 

induces
 

both
 

an
 

early
 

Th1-type
 

immune
 

response
 

and
 

a
 

late
 

Th1/Th2
 

mixed-type
 

immune
 

response.
【Key

 

words】 Cysticercus
 

cellulosae;excretory
 

secretory
 

antigen;LRRC15
 

protein;T
 

cell
 

immune
 

response

  囊尾蚴病(cysticercosis)又称囊虫病,是由猪带绦

虫(Taenia
 

solium,Ts)幼虫囊尾蚴(Cysticercus
 

cel-
lulosae)寄生于人或猪引起的一种严重危害人类健康

和畜牧业生产的人兽共患寄生虫病[1]。囊尾蚴感染宿

主后,因寄生部位和阶段不同,可引起不同程度的症

状,如脑囊虫引起的癫痫、颅内压升高等中枢神经系统

症状,严重的可导致死亡,这依赖于不同强度的宿主细

胞免疫反应而影响病情发展[2-5]。T细胞免疫在寄生

虫感染中占主导地位,CD4+和CD8+T淋巴细胞在感

染不同时期的增殖以及Th1、Th2、Th17和Treg细胞

的分化,诱导细胞因子或抗体产生[6-8]发挥免疫作用。
有研究表明,寄生虫排泄分泌抗原(Excretory

 

secreto-
ry

 

antigen,ESA)其在宿主体内长期寄生的过程中不

断分泌和排泄的抗原物质,可调节不同的T细胞亚群

变化,引起Th混合免疫反应,诱导免疫抑制细胞及其

细胞因子产生,从而抑制宿主免疫系统功能[9-10]。其

中,猪囊尾蚴ESA可诱导CD4+/CD8+T细胞免疫失

衡且刺激Treg免疫抑制细胞及IL-10的产生,以及诱

导Th2型免疫应答占主导[11]。LRRC15蛋白是囊尾

蚴ESA中的高表达抗原,故推测LRRC15蛋白可能

在囊虫病的发生发展中发挥免疫调节作用。本实验用

LRRC15蛋白刺激仔猪外周血PBMC,分析其对T淋

巴细胞活化增殖、诱导Treg细胞和IL-10产生以及初

始CD4+T细胞分化的影响,为该蛋白在囊虫病发生

中的作用机制研究奠定基础。

材料与方法

1 材料

巴马香猪购自湖北奥菲生物科技有限公司。LR-
RC15蛋白和猪囊尾蚴ESA为本室制备;重组猪IL-
4、IL-2、GM-CSF购自英国 Abcam 公司;流式抗体

CD86(APC)、CD80(PE)、Foxp3(FITC)、CD25(Alexa
 

Fluor
 

647)、MHC
 

Ⅱ(FITC)及CFSE荧光染料购自

美国Thermo公司;流式抗体CD8(AF647)、CD4(PE-
Cy7)购自美国BD公司;ELISA试剂盒购自武汉云克

隆科技股份有限公司;红细胞裂解液、胎牛血清、磷酸

盐缓冲液(PBS)购自北京索莱宝科技有限公司;猪外

周血淋巴细胞分离液购自中国天津灏洋生物制品有限

公司;刀豆球蛋白A(ConA)购自美国Sigma公司。

2 方法

2.1 观察LRRC15蛋白刺激对仔猪T细胞亚群分化

的影响 无菌条件下采集猪外周静脉血,用猪淋巴细

胞分离液(Ficoll分离液)分离猪外周血PBMC(若有

红细胞残留,则用红细胞裂解液裂解红细胞);加入含

10%胎牛血清(FBS)和抗生素(100
 

U/mL青霉素,

100
 

μg/mL链霉素)的RPMI
 

1640培养基重悬PBMC
后用CFSE标记,加入LRRC15蛋白50

 

μg/mL,于标

准条件下培养3
 

h,再加入PHA
 

2.5
 

μg/mL。试验设

加入ESA
 

50
 

μg/mL、ConA
 

10
 

μg/mL和RPMI
 

1640
培养基作为对照组。培养48

 

h后,收集各组培养细

胞,根据CD4-PE
 

Cy7和CD8-AF647使用说明书方法

染色后流式检测CD4+和CD8+T比例。

2.2 观察LRRC15蛋白对Treg细胞表达的影响 
于培养的PBMC细胞中加入 LRRC15蛋白50

 

μg/

mL,以ESA(50
 

μg/mL)、ConA(10
 

μg/mL)和1640
培养基作为对照组。于标准条件培养48

 

h后收集细

胞,根据抗体CD4-PE
 

Cy7、CD8-AF647、CD25-Alexa
 

Fluor
 

647使用说明书标记细胞后用流式细胞仪检测

CD4、CD8、CD25、Foxp3表 达 情 况(分 别 以 CD4+、

CD8+细胞为基础设门)。

2.3 观察LRRC15蛋白对PBMC中IL-10分泌的影

响 收集培养的PBMC细胞,加入LRRC15蛋白50
 

μg/mL,以ESA(50
 

μg/mL)、LPS(2
 

μg/mL)、培养基

为对照组。培养24
 

h后1
 

500
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心20min,收集上清液,根据ELISA试剂盒说

明书检测IL-10水平。

2.4 观察LRRC15蛋白对初始Th细胞分化的影响

2.4.1 未成熟DC细胞的分离 健康仔猪麻醉后穿

刺髂后上棘,抽取骨髓20
 

mL,按1∶1比例加入无菌

PBS(0.01
 

mol/L,pH7.2),2
 

000
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心10
 

min,弃上清。用无菌PBS重悬细胞,然
后加5

 

mL
 

Ficoll液分离进行细胞分离。收集单个核

细胞,加入等量预冷PBS混匀,4
 

℃、2000
 

r/min离心

10
 

min,弃上清。重复洗涤一次,收集未成熟DC。

2.4.2 磁珠分选CD4+T细胞 取仔猪新鲜脾脏,加
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入适量RPMI
 

1640培养基,轻轻研磨至无明显组织

块,滤出的液体即为脾细胞悬液,加入10
 

mL
 

RPMI
 

1640培养基洗涤一次,1
 

500
 

r/min离心10
 

min,弃上

清。取细胞沉淀于EP管中,根据磁珠说明书方法用

LS柱置于 MACS分选仪上筛选CD4+T细胞,加入4
 

μL
 

CD4-PE
 

Cy7抗体,4
 

℃避光孵育30
 

min,洗涤后

流式细胞仪检测其纯度。

2.4.3 DC-CD4+T细胞共培养体系LRRC15蛋白刺

激试验 收集CD4+T细胞和骨髓源性未成熟DC,加
入LRRC15蛋白50

 

μg/mL进行刺激试验,以 ESA
(50

 

μg/mL)、RPMI
 

1640培养基和LPS(100
 

ng/mL)
为对照组。CD4+T淋巴细胞与DC细胞数比例为10
∶1,置于37

 

℃共培养24
 

h后1
 

500
 

r/min(离心半经

10
 

cm)离心20
 

min去除培养基,加入含10
 

ng/mL猪

rIL-2的RPMI
 

1640完全培养基继续于37
 

℃培养24、

48和72
 

h,收集培养液,15
 

00
 

r/min(离心半经10
 

cm)离心20
 

min后,取上清,ELISA检测细胞因子水

平。细胞因子标准品溶液按试剂盒说明书配制,在酶

标仪450
 

nm波长处测各孔的吸光度(A)值,绘制标准

曲线,计算IL-4、IL-5、IL-10、IL-17、IFN-γ浓度。

2.5 统计学分析 采用SPSS
 

18.0软件进行统计学

分析。实验数据以均数±标准差(x±s)表示,多组间

比较采用单因素方差分析(One-way
 

ANOVA),组间

两两 比 较 采 用 LSD(Least-Significant
 

Difference,

LSD)-t检验。P<0.05为差异有统计学意义。

结 果

1 LRRC15蛋白对T淋巴细胞亚群数量变化的影响

LRRC15蛋白刺激PBMC后测定T淋巴细胞亚

群比例变化,结果如图1和图2。与空白对照组相比,

LRRC15组 CD4+T 淋巴细胞比例显著增加(P<
0.05),CD8+T淋巴细胞比例无显著变化(P>0.05)。

ConA刺激对照组PBMC中的CD4+T和CD8+T淋

巴细胞比例显著增加(均P<0.05)。LRRC15蛋白刺

激组与ConA组相比CD4+T淋巴细胞比例显著增加

(P<0.05),CD8+T淋巴细胞比例无显著变化(P>
0.05);与ESA组相比CD4+T和CD8+T淋巴细胞比

例均无显著变化(均P>0.05)。

2 LRRC15蛋白诱导Treg细胞表达情况

LRRC15蛋白刺激健康仔猪PBMC诱导Treg细

胞表达情况见图3和图4。与空白组相比,LRRC15
刺激 组 CD4+ CD25+ Foxp3+ Treg 细 胞 和 CD8+

CD25+Foxp3+ Treg 细 胞 比 例 显 著 增 加 (均 P <
0.05)。ESA组CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞比例

与ConA组相比显著增加(P<0.05),CD4+CD25+

Foxp3+Treg细胞比例显著降低,而与LRRC15组比

较差异无统计学意义(P>0.05)。LRRC15组与ESA
组相比CD4+CD25+Foxp3+Treg细胞比例差异无统

计学意义(P>0.05),CD8+CD25+Foxp3+Treg细胞

比例显著降低(P<0.05)。

A CD4+T淋巴细胞比例(%) B CD8+T淋巴细胞比例(%)。
图

 

1 流式细胞术检测T淋巴细胞亚群比例(%)
A The

 

ratio
 

of
 

CD4+T
 

lymphocytes B The
 

ratio
 

of
 

CD8+T
 

lymphocytes
Fig.1 The

 

proportion
 

of
 

T
 

lymphocyte
 

subsets
 

was
 

measured
by

 

flow
 

cytometry
 

(%)

  A CD4+T淋巴细胞表达量 B CD8+T淋巴细胞表达量(a 与

Control组相比,P<0.05;b与ConA组相比,P<0.05)。
图

 

2 LRRC15蛋白刺激PMBC中T细胞亚群比例变化(%)
A The

 

expression
 

quantity
 

of
 

CD4+T
 

lymphocytes B The
 

ex-
pression

 

quantity
 

of
 

CD8+T
 

lymphocytes
 

(a
 

Compared
 

with
 

Control
 

group,P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

ConA
 

group,P<0.05).
Fig.2 The

 

change
 

of
 

the
 

proportion
 

of
 

T
 

cell
 

subsets
 

in
 

PBMC
with

 

LRRC15
 

protein
 

(%)

3 LRRC15蛋白对PBMC中IL-10分泌的影响

在有和无LPS存在下,用LRRC15蛋白刺激PB-
MC,收集培养上清,采用ELISA检测IL-10水平,结
果如图5。无 LPS存在下,LRRC15蛋白和囊尾蚴

ESA组IL-10水平与空白对照组比较均显著增加(均

P<0.05);ESA组与LRRC15组相比IL-10水平显著

降低(P<0.05)。LRRC15和囊尾蚴ESA与LPS联

合刺激时,LRRC15蛋白抑制PBMC中LPS诱导的

IL-10分泌,ESA促进PBMC中LPS诱导的IL-10分

泌(均P<0.05)。
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  A CD4+CD25+Foxp3+T淋巴细胞比例(%) B CD8+CD25+

Foxp3+T淋巴细胞比例(%)
图

 

3 Treg细胞流式检测

A The
 

ratio
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+T
 

lymphocytes(%) B 
The

 

ratio
 

of
 

CD8+CD25+Foxp3+T
 

lymphocytes(%)
Fig.3 The

 

number
 

of
 

Treg
 

cell
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry

  A CD4+CD25+Foxp3+T淋巴细胞表达量 B CD8+CD25+

Foxp3+T淋巴细胞表达量(a 与Control组相比,P<0.05;b 与ConA
组相比,P<0.05;c与ESA组相比,P<0.05)。

图
 

4 LRRC15蛋白诱导Treg细胞亚群比例的变化(%)
A The

 

expression
 

quantity
 

of
 

CD4+CD25+Foxp3+T
 

lympho-
cytes B The

 

expression
 

quantity
 

of
 

CD8+CD25+Foxp3+T
 

lympho-
cytes

 

(a
 

Compared
 

with
 

control
 

group,P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

ConA
 

group,P<0.05;c
 

Compared
 

with
 

ESA
 

group,P<0.05).
Fig.4 The

 

change
 

of
 

the
 

proportion
 

of
 

Treg
 

cell
 

subsets
 

induced
by

 

LRRC15
 

protein(%)

4 LRRC15蛋白对Th分化的影响

4.1 未成熟DC细胞形态 扫描电镜观察未成熟DC
细胞表面褶皱多,毛刺样突起少(图6)。

4.2 LRRC15蛋白对初始CD4+T细胞分化的影响

 分选出的仔猪脾脏CD4+T淋巴细胞纯度在80%以

上(图7)。
将CD4+T细胞与体外诱导的仔猪髓源性未成熟

DC共培养,分别加入LRRC15蛋白刺激,ELISA检测

24、48、72
 

h培养上清IL-4、IL-5、IL-10、IL-17、IFN-γ
水平,结果如表(1-3),根据吸光度计算出各细胞因子

的浓度,由此作出图8。与空白组相比,LRRC15蛋白

组24、48、72
 

h时的IL-4、IL-17水平均显著降低(均P

<0.05);LRRC15蛋白诱导24与48
 

h相比,IL-5水

平显著升高(P<0.05),IL-5在72与48
 

h的分泌水

平无显著变化(P<0.05);LRRC15蛋白组IFN-γ水

平显著升高(P<0.05),24、48、72
 

h时的分泌水平无

显著变化(P>0.05);LRRC15组在3个时间段均不

能诱导分泌IL-10分泌(均P>0.05)。LRRC15蛋白

组24、48、72
 

h时IL-4、IL-5、IL-10、IL-17及IFN-γ分

泌水平与LPS组相比均显著降低(均P<0.05),IL-
17水平与ESA组相比均显著降低(均P<0.05),24

 

h
时的IL-10水平显著降低(P<0.05);3个时间段比较

IL-4、IL-5、IFN-γ水平差异无统计学意义(P>0.05),
在48和72

 

h时的IL-10水平差异无统计学意义(P>
0.05)。

注:a与Control组相比,P<0.05;b与LPS组相比,P<0.05。
图

 

5 LRRC15蛋白刺激PBMC中IL-10分泌水平(%)
Notes:a

 

Compared
 

with
 

Control
 

group,P<0.05;b
 

Compared
 

with
 

LPS
 

group,P<0.05.
Fig.5 The

 

secretion
 

level
 

of
 

IL-10
 

in
 

PBMC
 

stimulated
with

 

LRRC15
 

protein(%)

图
 

6 扫描电镜下未成熟DC形态

Fig.6 The
 

morphological
 

of
 

immature
 

DC
 

in
 

vitro
by

 

scanning
 

electron
 

microscope
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表
 

1 DC-CD4+T细胞共培养24
 

h上清中细胞因子分泌水平(A450 值)
Table

 

1 The
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

in
 

the
 

co-culture
 

supernatant
 

in
 

24
 

h(A450
 value)

组
Group

IL-4 IL-5 IL-10 IL-17 IFN-γ

Control 0.275±0.146b,c 0.296±0.062b,c 0.132±0.004b,c 0.228±0.005b 0.238±0.007b

LRRC15 0.198±0.125a,b 0.336±0.062a,b 0.133±0.057b,c 0.144±0.007a,b,c 0.266±0.006a,b

ESA 0.193±0.127a,b 0.311±0.007a,b 0.150±0.003a,b,c 0.222±0.004b 0.50±0.272a,c

LPS 0.247±0.014a,c 0.423±0.156a,c 0.168±0.009a,c 0.257±0.110b 0.307±0.156a,b,c

  注:a
 

P<0.05,与Control组相比;b
 

P<0.05,与LPS组相比;c
 

P<0.05,与ESA组相比。

图
 

7 CD4+T细胞纯度

Fig.7 The
 

purity
 

of
 

CD4+T
 

cell

表
 

2 共培养48
 

h上清中细胞因子分泌水平(n=3,A450 值)
Table

 

2 The
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

in
 

the
 

co-culture
 

supernatant
in

 

48
 

h(n=3,A450
 value)

组别
Group

对照
Control LRRC15 ESA LPS

IL-4 0.370±0.021b,c 0.215±0.135a,b 0.238±0.141a,b 0.317±0.115a,c

IL-5 0.338±0.009b,c 0.372±0.006a,b 0.358±0.010a,b 0.440±0.013a,c

IL-10 0.146±0.062b 0.142±0.035b 0.147±0.005b 0.185±0.121a,c

IL-17 0.263±0.150b,c 0.178±0.008a,b,c 0.289±0.009a,b 0.668±0.211a,c

IFN-γ 0.263±0.010b 0.285±0.09a,b 0.274±0.012b 0.307±0.156a,c

  注:a
 

P<0.05,与Control组相比;b
 

P<0.05,与LPS组相比;c
 

P<0.05,与ESA组相比。

表
 

3 共培养72
 

h上清中细胞因子分泌水平(n=3,A450 值)
Table

 

3 The
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

in
 

the
 

co-culture
 

supernatant
in

 

72
 

h(n=3,A450
 value)

组别
Group

对照
Control LRRC15 ESA LPS

IL-4 0.387±0.169b 0.299±0.191a,b 0.284±0.241a,b 0.328±0.137a,c

IL-5 0.344±0.012b,c 0.371±0.007a,b 0.363±0.009a,b 0.461±0.009a,c

IL-10 0.137±0.045b 0.138±0.008b 0.148±0.09b 0.172±0.011a,c

IL-17 0.250±0.156b,c 0.157±0.090a,b,c 0.302±0.017a,b 0.682±0.021a,c

IFN-γ 0.266±0.006b,c 0.279±0.063b 0.268±0.004b 0.321±0.019a,c

  注:a
 

P<0.05,与Control组相比;b
 

P<0.05,与LPS组相比;c
 

P<0.05,与ESA组相比。

讨 论

囊虫病对人类和动物的健康均有害,但它是一种

可以预防和有可能根除的疾病[12],然而根除囊虫病感

染的困难在于宿主免疫细胞与ESA之间的相互作用

机制尚不明确,虫体建立持续感染需要长期调节宿主

免疫系统,而囊尾蚴ESA可通过免疫调节机制,导致

宿主感染加剧[13]。LRRC15蛋白是ESA中发挥作用

的主要效应因子,为LRR结构域的超家族[14]成员,该
类蛋白具有参与细胞凋亡、粘附、信号转导、固有免疫、
激素受体间相互作用及细胞周期调节等多种生物学功

能[15-18]。

  A IL-4水平 B IL-5水平 C IL-10水平 D IL-17水平 
E IFN-γ水平(a与Control组相比,P<0.05;b与LPS组相比,P<0.
05;c与ESA组相比,P<0.05)。

图
 

8 ELISA检测DC-CD4+T细胞共培养上清中细胞因子水平

A The
 

secretion
 

level
 

of
 

IL-4 B The
 

secretion
 

level
 

of
 

IL-5 C
 The

 

secretion
 

level
 

of
 

IL-10 D The
 

secretion
 

level
 

of
 

IL-17 E 
The

 

secretion
 

level
 

of
 

IFN-γ(a
 

Compared
 

with
 

control
 

group,P<0.
05;b

 

Compared
 

withLPSgroup,P<0.05;c
 

Compared
 

with
 

ESA
 

group,
P<0.05).

Fig.8 The
 

cytokine
 

secretion
 

levels
 

in
 

the
 

co-culture
 

supernatant
were

 

detected
 

by
 

ELISA

在囊尾蚴感染阶段,T淋巴细胞作为介导细胞免

疫的重要细胞群,特别是CD4+、CD8+T细胞亚群与

囊虫病症状有密切关系。研究发现,脑囊虫病癫痫患

者外周血中CD3+、CD4+ 和CD8+T细胞均比非癫痫

患者低,这可能是引起癫痫发作的原因之一[19]。另

外,在早期囊虫病患者的脑脊液中 CD3+、CD4+ 和

CD8+T细胞均比外周血中高,说明T淋巴细胞亚群

的分化随囊尾蚴寄生部位及感染阶段而变化[20]。在

本实验结果中,LRRC15蛋白可引起CD4+T细胞数

量增加,而ESA诱导的CD4+T和CD8+T淋巴细胞
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数量均无显著变化,说明在不同感染阶段,CD4+/

CD8+比值的变化处于动态之中,如在囊虫病的轻度

炎症反应阶段,CD4+T细胞增多,随着炎症反应加剧,

CD8+T淋巴细胞增多。LRRC15蛋白与ESA的作用

结果不一致,说明LRRC15在ESA中的表达量随时

间的变化而变化。
为进一步了解LRRC15蛋白能否介导囊虫病的

免疫抑制,本研究检测了 Treg细胞的主要标记物

CD25和Foxp3。Treg细胞能产生抑制性细胞因子,
如IL-10、TGF-β,并且Treg表面高表达CD25(IL-2α)
受体竞争结合细胞因子IL-2,诱导T效应细胞死亡,
抑制T细胞增殖[20]。其中,CD4+ 和CD8+Treg细胞

均为免疫反应的重要调节剂,这些发挥抑制作用的细

胞有利于寄生虫在宿主体内的寄生和持续。CD4+

CD25+Foxp3+Treg细胞在体内的胸腺和外周血中均

可产生,在增强对自身抗原的耐受性方面起关键作

用[21]。脑 囊 虫 病 患 者 外 周 血 和 脑 脊 液 中 CD4+

CD25+Foxp3+Treg细胞水平升高,能调节宿主免疫,
从而有利于囊尾蚴的生存[22]。同时,CD8+T细胞也

可表达CD25和Foxp3分子,该亚群在肿瘤、器官移植

和自身免疫性疾病可参与维持自身耐受和免疫抑制作

用[23-25]。LRRC15蛋 白 可 诱 导 Treg细 胞 产 生,而

Treg细胞能分泌具有抑制作用的细胞因子IL-10[26]。
在蠕虫感染的情况下,寄生虫诱导的IL-10分泌可以

增强宿主的稳态能力,增加Treg细胞的产生[27]。此

外,IL-10通过下调APC上的 MHC和共刺激分子影

响IFN-γ和IL-2的产生并抑制T细胞增殖[28]。犬弓

首蛔虫ESA能刺激犬PBMC中IL-10的分泌,CD8+

Treg细胞通过IL-10依赖的途径发挥作用,IL-10是

该细胞群抑制能力所必需的细胞因子[29]。在鼠多形

螺旋线虫感染中,从肠道分离的 CD8+Treg能够在

IL-10的存在下,通过IL-10依赖的方式抑制脾细胞增

殖[30]。

IL-10在曼氏血吸虫感染的初级免疫应答中的免

疫抑制作用也被证明会损害记忆T细胞的发展,从而

增加再感染的可能性[31-32]。然而,有研究表明CD4+

CD25+T细胞不表达Foxp3而表达IL-10,同样显示

出了免疫调节作用,且证明Treg细胞通过IL-10非依

赖途径发挥抑制作用[33]。为了证明LRRC15刺激后

外周血中IL-10的产生是否引起Treg细胞的增加并

依赖IL-10发生免疫抑制作用,本研究在有和无LPS
存在情况下进行了试验,结果显示在LRRC15蛋白刺

激下未检测到 PBMC中IL-10分泌。这可能说明

Treg细胞的增加是在非依赖IL-10的途径下产生的,
其中 Treg细胞介导的免疫抑制机制包括IL-10和

TGF-β的分泌,推测Treg细胞发挥免疫抑制作用可

能与TGF-β分泌有关。
机体抵抗囊尾蚴感染最重要的方式是适应性免疫

反应[34-36],依赖于全身性淋巴细胞的选择性增殖以及

Th1、Th2、Th17和Treg细胞的分化。本研究设置了

不同的时间点以观察LRRC15蛋白刺激CD4+T细胞

诱导Th免疫反应失衡的现象,发现LRRC15蛋白可

诱导早期Th1型反应,后期以Th1/Th2型混合免疫

反应为主(红色部分已修改)。有研究表明囊虫病早期

与 Th1型免疫应答相关的 TNF-α、IFN-γ、IL-17和

IL-23炎性因子增加有关[20,22],而无症状患者与 Th2
型抗炎反应的IL-10、IL-4、IL-5和IL-13细胞因子高

表达有关,有症状患者以Th1/Th2混合反应为主,与

IFN-γ、IL-4、IL-10、IL-13、IL-18水平升高有关[23]。在

不同的时期Th免疫应答随着感染加强而变化,有利

于虫体发挥免疫逃避,从而建立长期感染。本实验通

过观察不同时间点 Th分化的相关因子,推测 LR-
RC15蛋白可能直接诱导Th分化。

本研究表明,LRRC15蛋白可诱导仔猪PBMC中

CD4+/CD8+T细胞免疫失衡,诱导 Treg细胞表达,
通过非依赖性IL-10途径发挥免疫抑制作用,并诱导

早期Th1型免疫应答和后期Th1/Th2混合型免疫应

答。这为探讨该蛋白在囊虫病中的致病机制,以及研

制疫苗和治疗新靶点提供了新的思路。
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