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　　摘　要：目的　探讨ＮＯ电化学微传感器在抗细菌感染免疫研究中的应用价值。方法　应用前期制备的基于纳米金（ｎａｎｏ

Ａｕ）修饰玻璃纤维的新型ＮＯ电化学微传感器实时检测大肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）不同浓度刺激组、不同时间刺激组的小鼠巨噬细胞

（ＲＡＷ２６４．７细胞）ＮＯ的释放水平。结果　与对照组相比，ＲＡＷ２６４．７细胞受到Ｅ．ｃｏｌｉ刺激后，ＮＯ的释放水平明显上调（犘＜

０．０１），且对Ｅ．ｃｏｌｉ的刺激具有浓度依耐性。随着Ｅ．ｃｏｌｉ作用时间的延续，ＲＡＷ２６４．７细胞的 ＮＯ释放水平逐渐上升，作用１２ｈ

时达到高峰，然后开始下降。结论　ＮＯ电化学微传感器成功应用于Ｅ．ｃｏｌｉ激活的巨噬细胞释放ＮＯ过程的实时检测。
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　　ＮＯ是一种重要的生物信息分子和效应分子
［１］，它在舒张

血管平滑肌中发挥着重要的作用［２］，同时也是免疫系统杀伤抑

制细菌、病毒和寄生虫等病原体有效武器［３］。过去研究者做了

大量关于ＮＯ抗感染作用的研究，几乎均是采用重氮反应法，

仅有不到１０％的报道涉及电化学方法。目前，尚未有将 ＮＯ

电化学传感器应用于抗细菌感染的相关报道。本实验选用大

肠埃希菌（Ｅ．ｃｏｌｉ）作为试验菌株，来探索 ＮＯ电化学微传感器

应用于实时检测细菌激活ＲＡＷ２６４．７细胞释放 ＮＯ的过程，

探讨巨噬细胞在吞噬、杀灭细菌过程中 ＮＯ的作用机制，为抗

感染免疫研究提供新的理论和实验依据。

１　材料与方法

１．１　材料　Ｅ．ｃｏｌｉ标准株（ＡＴＣＣ２５９２２）为本室保藏菌株，

ＲＡＷ２６４．７小鼠巨噬细胞购自武汉大学典型培养物保藏中

心。ＭｏｎｏＳｔａｔ电化学工作站（美国ＤＴＩ公司），基于纳米金修

饰玻璃纤维柱状电极的 ＮＯ 电化学微传感器（ＴｅｆｌｏｎＡｕ

ＧＦＥ）为前期工作所制备
［４］。ＲＰＭＩ１６４０和胎牛血清均为

ＧＩＢＣＯ公司的产品，Ｌ精氨酸为上海试剂公司的产品，其他试

剂均为国产分析纯，实验用水为双蒸水。

１．２　方法

１．２．１　ＮＯ标准溶液的制备如文献［５］所述。

１．２．２　细胞培养　ＲＡＷ２６４．７细胞用含１０％胎牛血清的

ＲＰＭＩ１６４０细胞培养液在３７℃，５％ＣＯ２ 饱和湿度条件下进

行培养，待细胞生长进入对数增殖期时收获培养细胞。将其转

入到９６孔板中，用含２％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０细胞维持液

将其浓度调为１×１０６ｍＬ－１，每孔２００μＬ备用。

１．２．３　细菌培养　Ｅ．ｃｏｌｉ用ＬＢ液体培养基在３７℃振荡过夜

培养，离心后弃上清液，用生理盐水将其浓度调为１×１０９

ｍＬ－１。用含１０％胎牛血清的ＲＰＭＩ１６４０培养液稀释细菌浓

度至１×１０６、５×１０６、１×１０７ｍＬ－１。

１．２．４　微传感器实时检测ＲＡＷ２６４．７细胞 ＮＯ的释放　根

据预实验结果进行实验分组，（１）不同浓度Ｅ．ｃｏｌｉ刺激组：分别

加入０、１×１０６、５×１０６、１×１０７ｍＬ－１的Ｅ．ｃｏｌｉ作用１２ｈ；（２）不

３４８１重庆医学２０１４年５月第４３卷第１５期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（６１２０１０９１）。　作者简介：吴汪泽（１９８２－），主管技师，硕士，主要从事电化学传感器在实验室诊

断中应用研究。　△　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２７）８２２１１５２７；Ｅｍａｉｌ：ｌｚｘ７ｌ＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ；　▲　通讯作者，Ｔｅｌ：（０２７）８７３３１６８１；Ｅｍａｉｌ：ｚｑ６０ｌｌ＠１６３．ｃｏｍ。



同时间Ｅ．ｃｏｌｉ刺激组：加入１×１０７ｍＬ－１的Ｅ．ｃｏｌｉ分别作用０、

６、１２、２４ｈ。上述每组细胞均设定４复孔，在３７℃，５％ ＣＯ２

饱和湿度条件下孵育相应时间。采用三电极系统：Ａｇ／ＡｇＣｌ

为参比电极，铂丝为对电极和ＴｅｆｌｏｎＡｕＧＦＥ为工作电极，将

三电极系统插入９６孔板中，保证３个电极均与细胞培养液接

触，待安培响应达到稳定后，用微量进样器加入３ｍｍｏｌ／Ｌ的

ＬＡｒｇ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞释放 ＮＯ，随时记录安培响应电

流（图１）。

图１　　ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＮＯ的实时检测示意图

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行分析，计量

资料以狓±狊表示，采用单因素方差分析与单侧Ｄｕｎｎｅｔ狋检验，

检验水准α＝０．０５，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　对ＮＯ电化学微传感器进行定标　在１０ｍＬ半密闭电

解池中以５ｍＬＰＢＳ（ｐＨ７．２）作为底液，插入三电极，通氮除

氧３０ｍｉｎ。在氮气保护下，加入一定体积的ＮＯ标准溶液到底

液中，利用安培响应法对 ＮＯ进行检测。结果显示，ＮＯ电化

学微传感器的线性范围为７．２０～１１．７２μｍｏｌ／Ｌ，线性方程是

Ｉ／ｎＡ＝１５．０２８＋０．０３６ＣＮＯ，相关系数狉＝０．９９８（图２）。

２．２　不同浓度Ｅ．ｃｏｌｉ及不同作用时间对 ＲＡＷ２６４．７细胞

ＮＯ释放的影响　与对照组相比，ＲＡＷ２６４．７细胞受到不同浓

度的Ｅ．ｃｏｌｉ刺激１２ｈ后，其释放的ＮＯ均明显增加，差异有统

计学意义（犘＜０．０１），并对Ｅ．ｃｏｌｉ具有浓度依赖性（图３Ａ，表

１）。ＲＡＷ２６４．７细胞被Ｅ．ｃｏｌｉ刺激１２ｈ后，其 ＮＯ释放量显

著增加，差异有统计学意义（犘＜０．０１），到２４ｈ仍维持较高水

平，但其 ＮＯ释放量略低于刺激１２ｈ后 ＮＯ释放量（图３Ｂ，

表２）。

图２　　ＮＯ电化学微传感器定标的结果

图３　　微传感器实时检测Ｅ．ｃｏｌｉ激活的ＲＡＷ２６４．７

细胞释放ＮＯ过程

表１　　不同浓度的Ｅ．ｃｏｌｉ对ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ释放的影响

Ｅ．ｃｏｌｉ刺激浓度（ｍＬ－１） ０ １×１０６ ５×１０６ １×１０７

作用时间（ｈ） １２ １２ １２ １２

氧化峰电流（ｎＡ，狓±狊） ５．７１±０．８４ ２７．５８±１．３９ ３３．８０±１．４３ ５２．５２±５．３７

ＮＯ浓度（ｎｍｏｌ／Ｌ，狓±狊） １５８．１１±２３．３３ ７６６．１１±３８．６１ ９３８．８９±３９．７２ １４５８．８９±１４９．１７

　　：犘＜０．０１，与０浓度比较。

表２　　不同作用时间的Ｅ．ｃｏｌｉ对ＲＡＷ２６４．７细胞ＮＯ释放的影响

作用时间（ｈ） ０ ６ １２ ２４

Ｅ．ｃｏｌｉ刺激浓度（ｍＬ－１） １×１０７ １×１０７ １×１０７ １×１０７

氧化峰电流（ｎＡ，狓±狊） ２．６９±０．４８ １２．１２±１．３８ ５２．５２±５．３７ ４６．９４±２．３６

ＮＯ浓度（ｎｍｏｌ／Ｌ，狓±狊） ７４．７２±１３．３３ ３３６．６７±３８．３３ １４５８．８９±１４９．１７ １３０３．８９±６５．５６

　　：犘＜０．０１，与０浓度比较。

３　讨　　论

机体在抗感染过程中巨噬细胞作为非特异性防御的第一

道防线［６］，巨噬细胞通过吞噬作用直接杀灭和清除病原体，并

释放大量的前炎症因子如 ＮＯ、ＩＬ１、ＩＬ６、ＩＬ１２等，参与免疫

调节［７］。准确地分析ＮＯ在生物机体中的浓度变化，成为揭示

其作用机制的必要手段。ＮＯ在机体内的浓度通常处于纳摩
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尔级水平，且ＮＯ半衰期为５ｓ，直接检测难度极大
［８］。重氮反

应法是通过检测ＮＯ的代谢终产物ＮＯ２－和ＮＯ３－来间接推算

出ＮＯ的浓度，是目前最被广泛应用的方法
［９］。但机体中

ＮＯ２－和ＮＯ３－不完全来源于 ＮＯ代谢，这就造成该方法存在

较大误差［１０］。电化学方法能够直接实时连续检测生物体内释

放的ＮＯ，其特点是灵敏度高、反应快、操作简单、选择性好、仪

器设备成本低［１１］。

研究发现，ＲＡＷ２６４．７细胞被细菌刺激后，胞内上调ｉＮ

ＯＳ的合成表达，当加入过量的外源性ＬＡｒｇ后，ｉＮＯＳ可以催

化ＬＡｒｇ释放大量的 ＮＯ
［１２］。这个反应类型是零级反应，ＮＯ

释放量与胞内ｉＮＯＳ蛋白量成正相关。本研究采用Ｅ．ｃｏｌｉ刺

激ＲＡＷ２６４．７细胞，不同时间点加入过量的外源性ＬＡｒｇ后，

用ＮＯ电化学微传感器检测ＲＡＷ２６４．７细胞释放 ＮＯ的量。

ＲＡＷ２６４．７细胞被Ｅ．ｃｏｌｉ刺激６ｈ后，其释放的ＮＯ水平高于

对照组，１２ｈ时ＮＯ释放量达高峰，并维持较高水平至２４ｈ。

巨噬细胞激活２４ｈ后其 ＮＯ释放量略低于激活１２ｈ后释放

量，可能是由于ＮＯ具有溶度依赖双重性
［１３］，ＮＯ能够自身调

节其表达量。本研究表明，在Ｅ．ｃｏｌｉ感染初期巨噬细胞就参

与免疫防御，诱导胞内ｉＮＯＳ蛋白的合成表达，并持续释放大

量的ＮＯ，发挥杀伤抑制细菌的作用。因此，机体在感染细菌

后，ＮＯ在天然免疫反应发挥着举足轻重的作用。

ＮＯ电化学微传感器具有适于微量分析、微区分析、活体

分析和便于集成化等优点［１４］，能够实现对单细胞水平和微环

境中ＮＯ的动态实时检测，目前ＮＯ微传感器已成功实现多种

生物组织和器官以及细胞水平上检测［１５］。有理由相信，ＮＯ电

化学微传感器在ＮＯ相关研究领域中的应用必将加深人们对

ＮＯ临床作用的认识。同时，ＮＯ电化学微传感器设计及其研

究技术的不断改进将会促进今后ＮＯ研究地不断深入。
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