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据世界卫生组织统计#每年死于肺炎链球菌侵入性疾病的

人数有
*+,

亿'

*

(

)肺炎链球菌表面蛋白
"

$

F

95IK0>0>>(16I8%

H(>5

F

8075;9"

#

$6

F

"

&是肺炎链球菌的主要毒力蛋白之一#该

菌在侵入性疾病的发病机制中发挥重要作用)另一方面#中性

粒细胞从血液中迁移到炎症病灶是固有免疫反应抗侵入性肺

炎链球菌疾病的初始阶段'

-

(

)然而#中性粒细胞和肺炎链球菌

的相互作用还不完全清楚)本研究通过揭示肺炎链球菌毒力

蛋白
$6

F

"

和人嗜中性粒细胞释放炎性因子
U?U#E

的密切关

系#从而了解肺炎链球菌与机体免疫细胞+免疫体系的相互关

系#现报道如下)

A

!

材料与方法

A+A

!

菌株及质粒
!

大肠埃希菌
'#&*

$

V̂ A

&为本实验室保存%

F

/̂%A&(

$

l

&"

$6

F

"

为本实验室构建)

A+B

!

动物及主要试剂
!

'"#'

"

>

小鼠由重庆医科大学动物中

心提供#均为雌性#

E

!

*.

周龄#

*E

!

&.

<

)异丙基
%

%

%V%

硫代吡喃

半乳糖苷+丙烯酰胺为
T;

<

K(

产品#质粒抽提试剂盒为
[K5

<

(

公

司产品#组氨酸单克隆抗体及辣根过氧化物酶标记羊抗鼠
R

<

S

为
30O(

<

59

公司产品#

Th'2

绿色荧光定量
$U2

购自罗氏公司#

2$!R%*,-.

培养基+胎牛血清+

L̂ $̂ T

购自
S;:>0

公司)

A+C

!

融合蛋白
/2)%L;6%$6

F

"

的诱导表达+鉴定及纯化
!

将

重组质粒
F

/̂%A&(

$

l

&"

$6

F

"

转化至大肠埃希菌
'#&*

中#挑

取阳性克隆#接种于含氨苄西林的普通琼脂培养液中#于
ADZ

振荡至对数增长期时#加入异丙基
%

%

%V%

硫代吡喃半乳糖苷$终

浓度为
*+=KK01

"

#

&诱导
-G

#取样进行
*&X

十二烷基磺酸钠

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

60@;IK@0@5>

J

16I1H09(75

F

01

J

(>8

J

1(75

<

51

515>780

F

G0856;6

#

TVT%$"Ŝ
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分析确

认被切除部分分别是
/2)%L;6

和
$6

F

"

后#将剩余溶液加入到

3;%"

<

(8065L;6

柱#滤去
/2)%L;6

蛋白#获得
$6

F

"

蛋白#置于

dE.Z

备用)

A+J

!

抗
$6

F

"

抗体的制备
!

腹腔免疫小鼠)基础免疫!

$6

F

"

*.

<

"只加完全弗氏佐剂%加强免疫!

$6

F

"*.

<

"只
l

不完全弗

氏佐剂$每隔
&

周加强
*

次#连续
&

次&%对照组只注射佐剂%第

A

次免疫
*

周后#眼眶取血行酶联免疫吸附试验$

59M

J

K5

1;9Q5@;KKI90608:597(66(

J

#

#̂RT"

&检测免疫效果#用
$6

F

"

蛋白包被酶标板#加小鼠血清#再加入二抗#显色后读取
-=.

9K

波长下各孔的吸光度#以高于阴性对照组
&+*

倍为阳性)

A+K

!

外周血中性粒细胞的分离
!

采集正常志愿者新鲜外周

血#全血用没有二价阳离子的
L(9Q6

平衡盐缓冲液$

L(9Q6

:(1(9>5@6(17K;)7I85

#

L'TT

&稀释后形成连续的梯度分层%在

室温下以
=..Y

<

的速度离心
A.K;9

后弃上清液#再将细胞置

于
*+=X

右旋糖酐溶液中#

&..Y

<

离心
*.K;9

#吸取上清液)

连续两次
.+=Y$'T

的低渗裂解
A.6

以去除红细胞%再用同等

体积的
*+D=Y$'T

恢复等张#中性粒细胞计数)最后#中性粒

细胞的形态分析评估其纯度大于
BEX

#台盼蓝染色显示其活

细胞所占比例大于
B,X

)分离获得的中性粒细胞用
2$!R%

*,-.

培养基培养#辅以
*.X

和
&.KK01

"

#

羟乙基哌嗪乙硫磺

酸缓冲液)

A+L

!

$6

F

"

蛋白对中性粒细胞活力影响的噻唑蓝法分析
!

中

性粒细胞$

*Y*.

= 细胞"孔&分别接种到
B,

孔板#用
*.9

<

"

K#

+

=.9

<

"

K#

+

*..9

<

"

K#

+

&..9

<

"

K#

+

=..9

<

"

K#

浓度的
$6

F

"

蛋白分别处理中性粒细胞
*&G

和
&-G

#每孔加入
*.

"

#

噻唑

蓝溶液#继续培养
-G

#小心吸去孔内培养液#每孔加入
&..

"

#

二甲亚砜#低速振荡
*.K;9

#使结晶物充分溶解)在
==.9K

处

的吸光度测定吸光度#以量化有活性的中性粒细胞)

A+M

!

U?U#E

浓度的测定
!

中性粒细胞接种于
*.>K

培养皿

中$

=Y*.

, 细胞"个&#用
*.9

<

"

K#

+

=.9

<

"

K#

+

*..9

<

"

K#

+

&..

9

<

"

K#

浓度的
$6

F

"

蛋白刺激中性粒细胞
EG

后提取总

23"

#取
*

"

<

的总
23"

#利用随机引物将其逆转录成
>V3"

)

采用实时定量
$U2

扩增
U?U#E

$上游引物!

=c%S"UU"U

"U/SUSUU""U"U"%Ac

%下游引物!

85O5865

#

=c%"UU/U/

/U"""""U//U/UUUS"U%Ac

和
%

%(>7;9

$上游引物!

=c%

"SUSSS"""/US/SUS/S%Ac

%下游引物!

=c%U"SSS/

"U"/SS/SS/SUU%Ac

&)同时#用
*.9

<

"

K#

+

=.9

<

"

K#

+

*..9

<

"

K#

+

&..9

<

"

K#

浓度的
$6

F

"

蛋白分别刺激中性粒细

胞
*&G

和
&-G

#然后收集细胞培养上清液#采用
#̂RT"

测定

U?U#E

在无细胞上清液中的浓度)

A+W

!

实时定量
$U2

扩增
U?U#E

!

中性粒细胞分两组接种于

,

孔板中$

=Y*.

= 细胞"个&#一组加入
$6

F

"

蛋白$

*..9

<

"

K#

&

和抗
$6

F

"

抗体$

=.

"

<

"

K#

&孵育
A.K;9

的混合物%另一组只

加
$6

F

"

蛋白$

&..9

<

"

K#

&不加抗体#处理
&-G

后#采用实时

定量
$U2

扩增
U?U#E

)

A+AX

!

统计学处理
!

应用
T$TT*,+.

软件进行统计学数据分

析#组间比较采用
7

检验#组间比较采用单因素方差检验#以
!

$

.+.=

为差异有统计学意义)

B

!

结
!!

果

'#&*

"

F

/̂%A&(

$

l

&

%$6

F

"

的诱导表达产物可见相对分子

质量约
D....

的蛋白条带#为
$6

F

"

$相对分子质量
=....

&与

/8)%L;6

$相对分子质量
&....

&的融合蛋白条带$图
*

&%重组

蛋白与组氨酸单克隆抗体反应#在
D....

左右处出现特异的

反应条带#确证获得了带有
,

个组氨酸接头的融合蛋白$图

&

&)透析除去尿素#使融合蛋白复性$图
A

&)

!!

*

!

'#&*

"

F

/̂%A&(

$

l

&的诱导表达产物%

&

!

'#&*

"

F

/̂%A&(

$

l

&

%$6%

F

"

的诱导表达产物%

A

!

!(8Q58

)

图
*

!!

融合蛋白的电泳图

!!

*

!

!(8Q58

%

&

!诱导表达的融合蛋白)

图
&

!!

融合蛋白的
4567589%:107

图

!!

*

!

!(8Q58

%

&

!纯化的融合蛋白)

图
A

纯化的融合蛋白的电泳图

!!

*

!

!(8Q58

%

&

!酶切后的融合蛋白)

图
-

!!

融合蛋白酶切后的电泳图

切除融合蛋白
/2)%L;6

标签#获得
$6

F

"

蛋白$图
-

&)高

EBA*

重庆医学
&.*&

年
=

月第
-*

卷第
*-

期



浓度的
$6

F

"

蛋白引起宿主细胞的细胞毒作用是非常有限$图

=

&)

$6

F

"

蛋白刺激中性粒细胞后#

U?U#E

的释放均呈剂量依

赖性增强$图
,

#

!

$

.+.=

&#其中
U?U#E

水平在
&-G

高于
*&G

#

U?U#E

的释放在
*..

!

&..9

<

"

K#

浓度时进入了一个平台期

$图
D

&)当
$6

F

"

蛋白被抗体中和后#

U?U#E

的释放明显下降

$图
E

#

!

$

.+.=

&)

图
=

!!

$6

F

"

蛋白对中性粒细胞活力影响的线形图

图
,

!!

中性粒细胞受
$6

F

"

蛋白刺激后产生
U?U#E

的

柱状图

图
D

!!

$6

F

"

蛋白刺激中性粒细胞释放
U?U#E

的线形图

图
E

!!

$6

F

"

蛋白及其抗体影响
U?U#E

产生的柱状图

C

!

讨
!!

论

肺炎链球菌的毒性蛋白#包括
$6

F

"

已被证明在侵入性肺

炎链球菌感染的发病机制中发挥关键作用'

&%-

(

)

$6

F

"

是肺炎

链球菌的细胞表面蛋白#在目前分离出的所有肺炎链球菌菌株

中都存在'

=

(

)

$6

F

"

的疫苗可以预防高危婴儿感染肺炎链球

菌'

,

(

)

$6

F

"

是乳铁蛋白结合蛋白#它可以抑制由肺炎链球菌

引起的补体活化'

D

(

)同时#

$6

F

"

可以保护肺炎链球菌避免受

乳铁蛋白的杀伤作用'

E

(

)此外#

$6

F

"

在流感病毒感染后的继

发性肺炎链球菌感染中也起作用'

B

(

)

嗜中性粒细胞是固有免疫系统中主要的效应细胞#同时也

参与适应性免疫反应'

*.

(

)嗜中性粒细胞是循环体系和组织中

最丰富的白细胞#成为清除侵入性肺炎链球菌的主要成分)肺

炎链球菌与中性粒细胞的相互作用激活了嗜中性粒细胞#使其

吞噬肺炎链球菌并且合成了多种炎症介质#从而诱发炎症反

应)这些炎症调节因子包括颗粒酶$如髓过氧化物酶+

%

%

葡萄

糖醛酸酶+弹性蛋白酶+明胶酶等&和细胞因子#特别是
R#%B

+肿

瘤坏死因子
$

$

7IK0895>806;6H(>708

$

#

/3P%

$

&和转化生长因

子
$

$

78(96H08K;9

<<

80N7GH(>708

$

#

/SP%

$

&

'

**%*&

(

#这可能是嗜

中性粒细胞防御侵入性肺炎链球菌感染的机制)由于嗜中性

粒细胞是早期免疫应答的重要组成#所以肺炎链球菌如何调节

中性粒细胞免疫功能对于解决侵入性肺炎链球菌的感染是非

常重要的)嗜中性粒细胞通过一定的趋化因子#尤其是
U?%

U#E

'

*A

(

#被招募到炎症部位)

U?U#E

是
U?U

趋化因子家族的

成员之一#它可以刺激嗜中性粒细胞的吞噬功能#并上调该细

胞表面黏附分子的表达#以及增强嗜中性粒细胞对内皮细胞的

黏附)事实证明#侵入性肺炎球菌疾病中炎症部位的
U?U#E

浓度明显增加'

*=

(

)

本研究证明了
$6

F

"

可以刺激中性粒细胞的
U?U#E

生

产)由于
U?U#E

是一个强有力的中性粒细胞趋化因子#肺炎

球菌毒性蛋白增加
U?U#E

的释放#招募更多的中性粒细胞在

感染组织杀死肺炎链球菌)另一方面#过量生产
U?U#E

可以

招募更多的中性粒细胞以及其他免疫细胞如淋巴细胞和嗜碱

性粒细胞在炎症部位#放大炎症反应)事实上#肺炎链球菌引

起的体液免疫反应就是细胞炎症因子和抗炎症因子在体内的

差异调节'

*,

(

)所以#本实验探讨了在炎症反应中肺炎链球菌

的这种毒力蛋白和
U?U#E

的功能联系#为弄清一系列炎症反

应中免疫细胞和肺炎球菌致病因素之间的关系#制定新的战略

来控制肺炎球菌侵入性疾病做铺垫)
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阻滞'

*&

(

#心脏和神经兴奋性降低#可抑制交感神经而使副交感

神经作用相对增强#麻醉观察时认为麻醉药物没有达到应有的

剂量而增加药量)$

A

&受体阻滞神经细胞膜上药物转运体的改

变#致使细胞内液中药物量不足#药物不能有效通过细胞内机

制发挥作用'

*A

(

)$

-

&戊巴比妥被多药耐药相关蛋白逆浓度泵

出细胞#减少细胞内药物浓度#导致细胞内药物浓度降低#不能

有效发挥麻醉作用)$

=

&从能量代谢来看#戊巴比妥麻醉动物

后#

L:

对
[

&

的亲和力降低#动物机体组织氧需要量超过了氧

供应量#容易使机体出现缺氧状态#乳酸亦有不同程度的增加)

细胞质及细胞器
F

L

值的改变#使药物到达作用部位的靶位点

时浓度减少'

*-%*,

(

)基于以上几种原因#使细胞内外药物浓度

降低#尤其是蛋白结构的改变以及体内对麻醉药物逐步耐受#

使重复戊巴比妥药物量逐渐增加)

综上所述#戊巴比妥多次麻醉实验动物后#使动物对麻醉

药产生一定的耐药性#因此#在动物实验过程中#除了采取有

效+合理+方便的麻醉方法和药物外#还应适量增加麻醉药物

量#以充分保障实验的顺利进行)
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