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#

%$白细胞介素
9

"

X0:9

%及核基质蛋白
:&

"

,,(:&

%浓度在铜绿

假单胞菌小鼠肺炎模型肺部炎症及肺纤维化进程中的变化&方法
!

建立铜绿假单胞菌慢性感染的动物模型!用
V0X+'

方法检测

其肺泡灌注液中
X0:F

#

$

X0:9

及血清
,,(:&

浓度!对其引起的相关炎性反应进行分析&结果
!

铜绿假单胞菌慢性感染引起的炎

性反应峰值在感染后的
&

(

%E

&结论
!

铜绿假单胞菌感染引起的炎性反应在一定程度上引起肺纤维化&
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铜绿假单胞菌$

@
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L

48?<=

#

('

%是引起人类

感染的传统致病菌#也是医院内呼吸道感染的常见病原菌之

一(由其引起的感染具有难治性'高耐药性和高病死率的特

点#在院内感染和临床抗感染治疗中占有极其重要的地位)

F

*

(

感染后引发炎性反应#在炎性反应的基础上#会引起一定程度

的肺纤维化)

&

*

(本研究应用
('

引起的慢性呼吸道感染的鼠

动物模型#通过检测其肺泡灌注液中白细胞介素
:F

#

$

X0:F

#

%#白

细胞介素
9

$

X0:9

%以及血清中核基质蛋白
:&

$

,,(:&

%浓度变

化#对由其引起的炎性反应及肺纤维化程度进行研究#为由该

菌引起疾病的诊断和治疗提供科学依据(

A

!

材料与方法

AGA

!

实验动物与主要试剂
!

H

(

9

周龄雄性昆明小鼠$清洁级

标准#体质量
&H

(

%&

L

%由海南省人民医院实验动物中心负责

饲养#所有的小鼠处于自然活动状态(

X0:F

#

'

X0:9

及
,,(:&

检测试剂盒由美国
Y`-+

2

<761<

公司提供(

AGB

!

菌株配制)

%

*

!

将标准菌株
('&J9D%

$来自于军事医学科

学院菌种保藏中心%接种到血平板#选取经过对数生长期的标

准菌株
&J9D%

单个菌落接种到
&10C+;

中#

%J\

'

F9M

扩

增(菌液浓度用
F$

倍稀释的
C+;

琼脂培养基评估(用麦氏

比浊管 比 浊#相 当 于
$GD

个 麦 氏 单 位 $大 约
FG%_F$

9

!cf

"

10

%(

AGC

!

实验动物分组情况
!

将
DD

只小鼠分为
%

组!

'

组
&D

只#

经支气管接种无菌琼脂糖珠悬液
D$

"

0

&

;

组
&D

只#经支气管

接种富含
('

琼脂糖珠悬液
D$

"

0

&

!

组
D

只#不接种#作为健

康对照组(

AGD

!

感染实验动物
!

小鼠气管切开#分别注入
D$

"

0

有
('

或无菌琼脂糖珠悬液(立即竖起小鼠#保持
&148

#使菌液流下

进入肺内#小鼠有类似呛咳反应(切开伤口不做处理#自然愈

合(对照组小鼠只做切口不接种(

AGE

!

标本的采集及处理
!

分别于接种后
F

'

&

'

%

'

D

'

JE

用
F$̂

乙醚麻醉小鼠后#先经心脏取血#血清标本收集贮存于
[9$\

冰箱中用于
,,(:&

及
X0:F

#

'

X0:9

浓度检测(用
J

号有斜面

的静脉采血针进行肺泡灌注#分
%

次#每次灌注
FG$10

无菌

(;+

#收集回收液#总回收液要大于
&10

#用于
X0:F

#

'

X0:9

浓

度检测

AGF

!

标本检测
!

应用酶联免疫定量技术检测
X0:F

#

'

X0:9

及

,,(:&

#严格按照说明书进行(

AGG

!

统计学处理
!

所有数据均用
V"56O

及
+'+9G$

统计软件

分析处理(计量数据以
HZ;

表示#每组不同时间点的标本检

测结果的差异用方差分析处理#各检测指标峰值间差异用方差

分析处理#以
I

$

$G$D

为差异有统计学意义(

B

!

结
!!

果

BGA

!

X0:F

#

'

X0:9

浓度
!

;

组比
!

组中炎性介质浓度明显升

高#两组比较差异有统计学意义$

I

$

$G$D

%(而
'

组与
!

组比

较差异无统计学意义$

I

%

$G$D

%(

X0:F

#

'

X0:9

浓度在接种
('

$

;

组%

&

(

%E

肺泡灌洗液中浓度达到高峰#与接种无菌琼脂

$

'

组%肺泡灌洗液中炎性介质峰值比较差异有统计学意义$

I

$

$G$D

%(两种细胞因子在接种
JE

后接近正常水平(血清中

未检测到
X0:F

#

及
X0:9

#仅有极少数小鼠有低水平表达$数据

未显示%#见表
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血清中
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浓度
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组血清中
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峰值与
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峰值比较差异有统计学意义$
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$G$D

%#而
'

组与
!

组比较差

异无统计学意义$

I

%

$G$D

%(

;

组
,,(:&

浓度在第
%

天达峰

值#见表
%

(

表
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小鼠肺泡灌注液中
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浓度&

HZ;
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取样时

间$
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浓度&
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组
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讨
!!

论

炎症是机体对外来刺激产生的一种病理反应过程#

X0:F

#

'

X0:9

等是已知的各种炎性反应的起始)

#

*

#它们可促进炎症细

胞的聚集'活化和炎症介质的释放)

D

*

#并具有趋化作用#产生炎

性反应(

X0:F

#

可直接作用于下丘脑体温调节中枢#引起发热#

增强炎性反应#促进机体对外来异物的清除&

X0:9

也可使中性

粒细胞和内皮细胞粘连#使急性炎性反应增强(本研究证实#

('

引起的肺部炎性反应使肺泡灌注液中
X0:F

#

'

X0:9

在感染

后迅速增加#在
&

(

%E

达到峰值#

D

(

JE

恢复正常(

在本实验中#两组小鼠血清中均未检测到
X0:F

#

'

X0:9

#分

析原因可能是血中浓度太低#另外因为酶联免疫法只能检测游

离的细胞因子#对结合至细胞或受体的细胞因子不能测出&也

可能与本实验采用方法的灵敏度'实验动物的炎性反应水平在

阈值以下有关(这与
;3?T8

等)

H

*报道相同#因为从信号功能

上看#虽然细胞因子很像内分泌激素#但细胞因子大多数是释

放在细胞周围短距离传递信号#而内分泌是分泌至血液远距离

传递#这些分泌在局部的细胞因子常常不能在血中测出其浓

度(但
,=77M

2

<

和
;4OO4=>

)

J

*在
FBBJ

年指出#恶病质很少归因

于一种细胞因子单独作用#而是多组细胞因子的共同作用(他

们认为#即使某种独立的细胞因子在系统中未被检测到#但它

已经有足够的数量充当增效剂引起炎性反应(

致病性
('

感染容易导致肺纤维化#从而导致微循环系统

的阻断和损伤)

D

*

#进而引起患者肺部更严重的感染)

9

*

(蛋白酶

和抗蛋白酶的失衡是肺气肿形成的机制之一)

B

*

&肺纤维化另一

个主要原因是基底膜的降解#而金属基质蛋白酶$

,,(<

%几乎

能降解所有的细胞外基质$

V!,

%(目前#有学者认为除了中

性粒细胞弹性蛋白酶外#

,,(<

家族在肺纤维化中起的重要

作用不可忽视)

F$

*

(

,,(<

是一组具有相同功能'结构高度同源'依赖锌离子

的肽链内切酶的总称#

,,(<

在转录'分泌'激活和活化后等

水平上受到严格调控(其中
,,(:&

主要表达于肺泡巨噬细

胞'淋巴细胞和支气管上皮细胞#

,,(:&

能溶解基底膜中
-

型

胶原'明胶'层粘蛋白和
V!,

#导致肺纤维化(有实验证实#检

测
,,(:&

可观测肺纤维化的进展程度)

FF

*

(本实验检测了动

物模型血清中
,,(:&

浓度#观察由
('

感染引起的肺部炎症

变化及肺纤维化的进展程度(

通过检测动物模型肺泡灌注液
O0:F

#

'

X0:9

及血清中

,,(:&

浓度变化#证实由
('

慢性感染引起的炎性反应在
&

(

%E

达到峰值#并在肺部炎症基础上引起肺部一定程度的囊性

纤维化#与相关研究)

F&

*及临床进程相符#为临床诊断'治疗及

该菌的致病性研究提供了依据(
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结
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论

!.(-

的发病机制目前尚未完全明了#普遍认为
!.(-

是

以气道'肺实质和肺血管的慢性炎症为特征#其中细胞因子在

!.(-

发病过程中起重要作用(

X0:9

主要由单核
:

巨噬细胞产生#主要生物学活性是吸引

和激活中性粒细胞#定向游走到反应部位并释放一系列活性产

物#导致机体局部的炎性反应(

;=Q>l

2

76

)

&

*等研究证实
X0:9

水

平在
!.(-

患者的痰及肺泡灌洗液中显著升高(

V45R16463

等)

%

*亦发现
X0:9

和
X0:F%

在
!.(-

患者中的表达显著增高(

本研究结果显示血浆中
X0:9

及
X0:F%

在
!.(-

呼吸衰竭时显

著增高#而应用机械通气治疗
J&M

后患者血氧饱和度等肺功

能指标明显改善后又显著下降#与
!.(-

缓解期相比无显著

差异(

X0:F%

与机体的炎性反应和免疫调节等过程有关#

!3?<:

Q

2

)

#

*等研究发现
X0:F%

在肺组织受损后的表达显著增高#炎性

反应最终导致了
!.(-

的形成(动物实验研究转基因成年鼠

时发现#

X0:F%

过表达可使鼠肺容积扩大#黏液分泌增多#最终

导致肺气肿的形成)

D

*

(

;?TO6<

等)

H

*发现在马的气道阻塞模型

中#外周血
X0:F%

水平升高(本研究结果显示
!.(-

急性加重

期患者血浆
X0:F%

浓度明显增高#

X0:F%

可能参与了
!.(-

发

病机制并在其发病过程中加重了呼吸道炎症进程#在应用机械

通气治疗
J&M

后#随患者症状的明显好转#血液中
X0:F%

浓度

显著下降#与稳定期差异不明显(

X0:F9

是新近发现的一种细胞因子#是多种免疫性疾病的

重要发病因子#

X1=?R=

等)

J

*在实验中发现
X0:F9

的过表达参与

了
!.(-

的发病进程(

;467

等)

9

*研究发现
X0:F9

不仅可以诱

导
C

细胞产生
Xc/:

$

#还可以促进其他细胞因子如
C/c:

'

'

X0:

9

及
*,:!+c

等的生成(

A?<M48?

等)

B

*研究亦证实
X0:F%

及

X0:F9

在
!.(-

患者中的表达显著增高#在
!.(-

进程中有重

要作用(本研究结果显示
X0:F9

浓度在
!.(-

急性加重期明

显升高#应用呼吸机辅助通气改善缺氧'病情好转后其浓度又

显著下降(

本研究发现血浆中的
X0:9

'

X0:F%

及
X0:F9

浓度在
!.(-

患者急性呼吸衰竭时显著增高#在应用机械通气开始治疗
FM

时下降不明显#随着通气氧合功能的改善#这些细胞因子浓度

显著下降#当机械通气治疗
J&M

后患者各项生命体征相对稳

定时#血液中
X0:9

'

X0:F%

及
X0:F9

浓度与
!.(-

稳定期差异不

明显#因此认为
X0:9

'

X0:F%

'

X0:F9

这些细胞因子及其之间的相

互作用#参与了
!.(-

气道炎症过程#检测血浆
X0:9

'

X0:F%

'

X0:F9

浓度可作为临床判断
!.(-

患者病变的严重程度及活

动性指标之一(
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