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·基础论著·

左旋氧氟沙星对小鼠结核分枝杆菌生长

及细胞免疫的影响

李美忠　童新灯　乐晓华　苟继周　唐志佼　陈心春

　　【摘要】　目的　探讨左旋氧氟沙星对小鼠结核分枝杆菌生长、特异性细胞
免疫和病理改变的影响，探讨左旋氧氟沙星联合其他免疫治疗的可行性。方

法　３８只Ｃ５７ＢＬ／６小鼠尾静脉注射Ｈ３７Ｒｖ结核菌（１×１０６ＣＦＵ／只），然后随机
等分为两组，一组不作处理（对照组），另一组进行左旋氧氟沙星灌胃治疗（药物

组），３００ｍｇ／ｋｇ，每周灌５ｄ，疗程２８ｄ。在治疗开始后不同时间点处死小鼠，计数
肺组织结核分枝杆菌菌量、观察肺组织病理变化，测定脾细胞特异性细胞因子的

产生情况。结果　左旋氧氟沙星能有效抑制小鼠肺组织结核分枝杆菌的生长，与
对照组比较，药物组小鼠服药期间细菌量减少１００倍，停药后３０ｄ仍减少１０倍，
差别有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。同时药物治疗能减轻肺组织病理变化的程度。
药物组小鼠脾细胞分泌卡介苗（ＢＣＧ）特异性细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１０和ＩＬ
１７水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　左旋氧氟沙星能有效抑制小鼠结
核分枝杆菌的生长，同时能改善肺组织的病理变化和促进小鼠脾细胞分泌特异性

细胞因子。

【关键词】　左旋氧氟沙星；结核分枝杆菌；细胞免疫
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　　结核病作为一种慢性传染性疾病，严重危害人们的健康，近年来已成为全球
关注的公共卫生问题，据世界卫生组织统计，全球每年约有２００万人死于结核病，
约有８００万新发病例。我国是耐多药结核的高发区［１］。体外试验和大量的临床

试验表明，喹诺酮类药物左旋氧氟沙星（ｌｅｖｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＦＸ）具有很好的抗结核活
性，而且由于其不良反应少，临床上被广泛用于抗结核治疗［１］。ＬＦＸ是第三代的
全合成氟喹诺酮类抗菌药物，其抗菌效果好于第一代喹诺酮类药物。不仅如此，

文献还报道ＬＦＸ具有免疫调节作用，可以影响外周血单核细胞的细胞因子如ＩＬ
１、ＴＮＦα等分泌［２］。但ＬＦＸ在体内对小鼠免疫功能的影响如何，目前少有报道。
而且，现有资料主要是对ＬＦＸ抗结核分枝杆菌急性感染的细菌学观察，缺乏对感
染动物体内的结核分枝杆菌生长情况、病理变化的长期观察。为此，本文动态观

察ＬＦＸ治疗小鼠１２０ｄ的结核分枝杆菌生长情况、肺组织病理改变以及对小鼠免
疫功能的影响。

材料与方法

一、实验材料

３８只６～８周龄的雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体重在１６～２０ｇ。由武汉大学动物实
验中心提供。合格证号：ＳＣＸＫ（鄂）００３０００４。菌种：Ｈ３７Ｒｖ标准株由中国药品生
物制品检验检定所提供（菌号：９３００９）。

主要试剂：改良罗氏培养基购于上海市肺科医院；所有流式检测试剂均为美

国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司产品；细胞因子ＩＦＮγ、ＴＮＦα、ＩＬ１０和ＩＬ１７试剂盒均为美国
Ｒ＆Ｄ公司产品；Ｃｏｎ．Ａ为Ｓｉｇｍａ公司产品；ＢＣＧ为成都生物制品研究所产品。

二、实验方法

１．动物模型的建立与分组：采用尾静脉注射方法［３］，将３８只小鼠进行结核
分枝杆菌感染。每只注射菌液０．２ｍｌ，含 Ｈ３７Ｒｖ标准株结核分枝杆菌１×１０６

ＣＦＵ。感染后小鼠随机分为对照组和药物组，每组各１９只。感染后的小鼠在动
物生物安全三级实验室（武汉大学ＡＢＳＬ３实验室）ＩＶＣ笼具中饲养，观察小鼠体
重及生存情况。对药物组小鼠进行左旋氧氟沙星灌胃，３００ｍｇ／ｋｇ，每周灌５ｄ，疗
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程为４周。
２．脾细胞培养与细胞因子检测：在感染后的第１０天和第３０天，对照组和药

物组各处死两只小鼠，采用颈椎脱臼法处死小鼠，用７５％酒精消毒小鼠体表５
ｍｉｎ。注意防止酒精进入小鼠的口鼻内。无菌条件下解剖小鼠，分离出脾脏和肺
脏。肺脏分别进行病理检测和结核菌培养；分离单个脾细胞，７０μｍ筛网过滤。
脾细胞在 ＢＣＧ的刺激下，５％ ＣＯ２，３７℃培养 ７２ｈ，收集培养上清进行 ＩＦＮγ、
ＩＬ１０、ＴＮＦα、ＩＬ１７等细胞因子的检测，具体操作严格按照试剂盒说明书。
３．肺组织菌落计数：无菌取肺组织，称重后放入乳钵研碎，缓慢加入１ｍｌ生

理盐水继续研磨均匀，再加入１ｍｌ４％硫酸作用１５ｍｉｎ，混匀后取１００μｌ悬液，
用生理盐水分别作１０、１０２、１０３、１０４、１０５倍稀释，取１０２、１０３、１０４、１０５倍稀释的菌液
各１００μｌ分别接种到罗氏培养基，置３７℃培养箱中，培养１８ｄ后计菌落数。计算
出每克肺组织中的菌落数（ＣＦＵ）。
４．病理检测：切取小鼠肺脏做病理学检查，４０ｇ／Ｌ甲醛溶液固定，常规梯度

脱水、包埋、切片，进行 ＨＥ染色和抗酸染色，观察肺组织病变情况和抗酸杆菌数
量。

三、统计学处理

小鼠生存情况观察采用方差分析，小鼠肺组织结核分枝杆菌培养计数与脾细

胞培养上清中细胞因子水平分析采用ｔ检验。
结　　果

一、小鼠的饲养观察

两组小鼠均有毛发凌乱不规则、活动少、精神状态、食欲差，嗜睡等状况。在

接种细菌后的第４周，对照组有４只小鼠死亡（２１％）；而药物组没有小鼠死亡。
二、细菌计数结果

对小鼠肺组织进行结核分枝杆菌的定量培养，结果显示，在治疗的第１０天，
药物组的细菌计数明显低于感染对照组，而到第３０天时，两组小鼠的每克肺组织
结核菌数量均有增高，但对照组增高更明显（见图１～２）。

三、脾细胞培养上清中的细胞因子检测

治疗后的第１０天，脾细胞培养上清中的 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα水平极低，在第３０
天时，ＩＦＮγ、ＩＬ１０、ＴＮＦα和 ＩＬ１７均有升高，而药物组升高更明显，差异具有显
著性（图３）。同时，在相同的条件下将 ＬＦＸ作为刺激剂对小鼠脾细胞进行体外
培养，实验结果却未发现这种差异。

四、病理学改变

对照组小鼠肺组织全部实性变，肺泡隔融合；间质聚集大量的淋巴细胞及多

量的巨噬细胞；而药物组小鼠肺组织约５０％实性变，部分肺泡隔增宽融合；间质
大量的淋巴细胞聚集，巨噬细胞较多（图４）。
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图１　小鼠肺组织结核菌定量培养结果

图２　小鼠肺组织病理抗酸染色（油镜 １０００×）
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图３　脾细胞培养上清中细胞因子水平的变化情况
注：Ａ：ＩＦＮγ；Ｂ：ＴＮＦα；Ｃ：ＩＬ１０；Ｄ：ＩＬ１７

图４　小鼠肺组织病理变化（ＨＥ１００×）
注：对照组小鼠肺组织全部实性变，肺泡隔融合；间质大量的淋巴细胞聚集及多量的巨噬细胞；而药

物组小鼠肺组织约５０％实性变，部分肺泡隔增宽融合；间质大量的淋巴细胞聚集，巨噬细胞较多

讨　　论
自从证实氧氟沙星等氟喹诺酮类药物在体外有抗结核分枝杆菌活性以来，动

物实验证明了氟喹诺酮类药物治疗结核病的安全性与有效性［４］，临床上含氧氟

沙星（ＯＦＬＸ）或左旋氧氟沙星（ＬＦＸ）的方案治疗初治、复治、尤其耐多药结核病
均有良好疗效［５，６］。结核分枝杆菌具有对氟喹诺酮产生自发突变率低的特点，且

氟喹诺酮类与其他抗结核药之间无交叉耐药性。ＬＦＸ具有这种良好的抗结核分
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枝杆菌活性，有较高的安全性以及与其他抗结核物良好的协同作用，决定了其在

治疗耐药性结核杆菌（ＭＤＲＴＢ）中的重要作用及广阔的应用前景。但是既往对
ＬＦＸ治疗结核的研究缺乏长期疗效的观察，尤其是长期用药后结核病灶的组织病
理的变化。另外，ＬＦＸ的免疫调节功能在结核病致病机理中的作用也有待观察。

本实验对小鼠肺组织进行定量培养，发现从治疗后的第１０天起，两组都能培
养出了结核分枝杆菌，且对照组明显高于药物组。在治疗第３０天后，药物组的细
菌量虽然有明显增加，但在整个观察期内均明显低于对照组。另外，肺组织的病

理结果也显示，药物组在炎症细胞浸润与肺组织实变程度均优于对照组，这表明，

ＬＦＸ有明显抑制结核分枝杆菌生长的作用。
ＩＦＮγ和ＴＮＦα作为Ｔｈ１型的细胞因子，在免疫反应过程中起到增强抗原递

呈细胞的递呈能力、促进 Ｔ细胞增殖活化、增强细胞毒性 Ｔ淋巴细胞（ｃｙｔｏｔｏｘｉｃ
ｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅ，ＣＴＬ）杀伤活性的功能。本研究的结果显示，在应用ＬＦＸ治疗后，小鼠
脾细胞在 ＢＣＧ的刺激下，产生细胞因子 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα的能力大大增强，表明
ＬＦＸ能够促进感染结核分枝杆菌的小鼠脾细胞分泌 ＩＦＮγ和 ＴＮＦα等细胞因
子，进而调节细胞免疫功能。而当 ＬＦＸ作为直接刺激物对小鼠脾细胞进行体外
培养却没有发现这种差异，说明ＬＦＸ的免疫调节功能不是直接作用于脾细胞，而
是通过机体的免疫系统来发挥作用的，具体机制还有待深入的研究。

ＬＦＸ作为第三代喹诺酮类药物，可渗入巨噬细胞内，高浓度地集中在人体肺
泡巨噬细胞中，能较好地发挥细胞内外杀菌作用。它是通过作用于细菌的 ＤＮＡ
螺旋酶，抑制ＤＮＡ螺旋酶Ａ亚单位，从而抑制细菌ＤＮＡ的复制和转录达到抗菌
作用的。综合所得结果，ＬＦＸ除了直接作用于被巨噬细胞吞噬的结核分枝杆菌，
抑制其生长与繁殖外，还可能作用于巨噬细胞的相关受体，使其产生一系列的细

胞因子，如ＩＦＮγ和ＴＮＦα，通过这些细胞因子的分泌，调节相关Ｔ细胞亚群的增
殖与活性，从而促进免疫系统对结核分枝杆菌的细胞免疫功能。
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