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Ｂ７同源体３上调肺炎链球菌脑膜炎小鼠ＮＳＥ和

Ｓ１００ｂｍＲＮＡ的表达
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　　摘　要：目的　探讨Ｂ７同源体３（Ｂ７Ｈ３）对肺炎链球菌（ＳＰ）脑膜炎引起的脑损伤作用。方法　以ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠为研究对象，

通过侧脑室注射建立ＳＰ脑膜炎动物模型，４８只实验动物被分为４组：生理盐水组（ＣＯＮ组），Ｂ７Ｈ３蛋白组（Ｂ７Ｈ３组），ＳＰ组，

ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组。术后１８、４８、７２ｈ，小鼠被行神经行为学评分，麻醉后颈椎脱臼处死，冰上断头取脑，制备脑组织匀浆，运用实时

ＰＣＲ法，检测神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ的表达。结果　Ｂ７Ｈ３组的神经行为学评分与ＣＯＮ组比较，差异无统

计学意义（犘＞０．０５）；ＳＰ组明显低于ＣＯＮ组（犘＜０．０５）；ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组较ＳＰ组更进一步降低（犘＜０．０５）。Ｂ７Ｈ３组和ＣＯＮ组的

ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量差异无统计学意义（犘＞０．０５）；不同时间点ＳＰ组 ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量高于ＣＯＮ组

（犘＜０．０５）；ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量与ＳＰ组比较，各时间点更进一步升高（犘＜０．０５）。结论　Ｂ７Ｈ３在ＳＰ

诱导的小鼠脑膜炎中，上调ＮＳＥ、Ｓ１００ｂ的基因表达，促进了脑膜炎病情的进展。
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　　肺炎链球菌（ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌ，ＳＰ）是引起化脓

性脑膜炎最常见的革兰阳性细菌之一［１］。在能引起神经系统

后遗症的中枢神经系统疾病中，ＳＰ脑膜炎是最复杂，最严重

的［２］。通过正规的抗菌药物、激素及支持治疗后，ＳＰ脑膜炎仍

有高达２５％的致死率，约５０％的存活者遗留神经系统后遗

症［２］，多表现为智力低下、惊厥发作、听力损害、感觉障碍和运

动发育落后等［３］。因此，进一步研究细菌性脑膜炎的免疫病理

机制，对治疗和改善细菌性脑膜炎预后意义重大。Ｂ７同源体

３（Ｂ７Ｈ３）是Ｂ７协同刺激分子家族的新成员，它不仅在Ｔ细胞

介导的免疫调控中扮演者多种角色而且与ＳＰ脑膜炎的固有

免疫应答有关［４］。神经元特异性烯醇化酶（ＮＳＥ）是反映脑损

伤的标志物［５］，Ｓ１００ｂ蛋白约９６％存在于脑内，绝大部分分布

于神经胶质细胞中，是反映脑组织损伤的标志蛋白［６］。作者的

前期研究发现，在确诊细菌性脑膜炎患者的脑脊液中，Ｂ７Ｈ３

的表达显著升高［７］，并且在小鼠ＳＰ脑膜炎中，证实了Ｂ７Ｈ３是

通过ＴＬＲ２机制增强了脑内炎症反应，并且加剧了血脑屏障

的破坏［４］。本研究是在既往实验的基础上，通过观察Ｂ７Ｈ３对

ＳＰ脑膜炎小鼠的临床症状以及检测脑损伤标志物 ＮＳＥ和

Ｓ１００ｂ的基因表达的作用，进一步分析Ｂ７Ｈ３对ＳＰ脑膜炎中

脑损伤的影响。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物：ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠共４８只，由上海实验动

物中心（斯克莱公司）提供。试剂：ＳＰ３型购自 ＡｍｅｒｉｃａｎＴｉｓ

ｓｕｅＣｅｌｌＣｕｌｔｕｒｅＣｏｌｌｅｃｔｉｏｎ（ＡＴＣＣ，Ｍａｎａｓｓａｓ，ＶＡ），菌 号：

７３４２重庆医学２０１４年７月第４３卷第１９期

 基金项目：国家自然科学基金资助项目（３０９７２７１８，８１２７３２４２）；江苏省自然科学基金资助项目（ＢＫ２０１２６０５）。　作者简介：王延平

（１９８７－），硕士，主要从事儿童神经疾病研究。　△　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｘｕｑｉｎｌｉｌｉ＠１６３．ｃｏｍ；　▲　通讯作者，Ｅｍａｉｌ：ｙａｎ６２ｂｈ＠１２６．ｃｏｍ。



ＡＴＣＣ６３０３；ｍＢ７Ｈ３蛋白购自美国Ｒ＆Ｄ公司；ＮＳＥ、Ｓ１００ｂ和

βａｃｔｉｏｎ三对引物均由上海博亚（英骏）有限公司设计；Ｔｒｉｚｏｌ

试剂购自上海博亚（英骏）有限公司；ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａｇｅｎｔ

ｋｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ试剂盒、ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＩＩ（Ｐｅｒｆｅｃｔ

ＲｅａｌＴｉｍｅ）试剂盒均购自宝生物工程（大连）有限公司；

ＲＮｅａｓｙ
?ＭｉｎｉＫｉｔ购自凯杰生物技术（上海）有限公司。

１．２　方法

１．２．１　动物分组　将４８只ＢＡＬＢ／Ｃ小鼠分为４组，每组１２

只。生理盐水组（ＣＯＮ组）定位后向侧脑室注入１５μＬ０．９％

氯化钠，Ｂ７Ｈ３蛋白组（Ｂ７Ｈ３组）定位后向侧脑室注入１０μＬ

浓度为０．３３μｇ／μＬ的Ｂ７Ｈ３蛋白＋５μＬ０．９％氯化钠，ＳＰ组

定位后向侧脑室注入１０μＬ０．９％氯化钠＋５μＬ浓度为１．５×

１０４ｃｆｕ／ｍＬ），ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组。以上各实验组小鼠按处死时间

分为１８ｈ组、４８ｈ组、７２ｈ组，术后置于室温２０～２５℃，光线

明、暗各１２ｈ，自由饮食饲养。

１．２．２　细菌与化脓性脑膜炎的制备　将菌种 ＡＴＣＣ６３０３接

种于血琼脂糖固体培养基上，置于３７℃、５％的ＣＯ２ 培养箱中

过夜。挑取单个菌落，接种于含有１５ｍＬ脑心浸液的５０ｍＬ

的离心管中，倾斜插入３７℃恒温摇床中，以２４０ｒ／ｍｉｎ振速摇

过夜；取３５０μＬ细菌悬液接种于脑心浸液中，２４０ｒ／ｍｉｎ３７℃

恒温摇床培养６～８ｈ，此时细菌生长至对数生长期，收菌，

３０００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，离心后在管底可见乳白色沉淀，弃上

清液，取１０ｍＬ无菌的ＰＢＳ冲洗细菌沉淀；再同前离心１次，

弃上清液后用无菌ＰＢＳ１０ｍＬ重悬沉淀，充分吹打混匀后，取

１００μＬ，仍用无菌ＰＢＳ进行倍比稀释余下细菌离心，将只含有

细菌沉淀的离心管用封口膜封住放入－２０℃冰箱中备用；倍

比稀释后的细菌各取１００μＬ进行涂板，置于３７℃、５％的ＣＯ２

培养箱中培养；２４ｈ后计数血平板上的菌落，计算保存备用的

细菌总数。在制作化脓性脑膜炎时，用０．９％氯化钠稀释备用

细菌沉淀，制成浓度为１．５×１０４ｃｆｕ／ｍＬ的ＳＰ悬液。

　　小鼠脑膜炎模型采用改进的Ｄｉａｂ的侧脑室注射法
［８］，首

先用麻醉剂戊巴比妥钠（浓度１．０％）６０ｍｇ／ｋｇ，腹腔注射诱

导深度麻醉，然后俯卧位固定小鼠，在小鼠头正中沿矢状位做

一个长１．５ｃｍ左右的切口，暴露颅骨结构，可见各额、顶骨结

构界限，准确定位：前囟后约０．５ｍｍ，中线右旁开１．０ｍｍ为

进针处，垂直深度为２．５～３．０ｍｍ，然后将１５μＬ的细菌悬液

（１．５×１０４ｃｆｕ／ｍＬ）在约２ｍｉｎ内缓慢、匀速地注入侧脑室，留

置针头于颅内１ｍｉｎ后缓慢拔出（控制好注入速度和退针速

度，以防由于速度过快引起的颅内压急剧升高和退针过快注入

的液体外溢而影响注入侧脑室的液体量）。为证实定位准确，

按以上定位方法向侧脑室内注射蓝黑墨水，３～５ｍｉｎ后颈椎

脱臼处死，解剖脑部结构，可见蓝黑色墨水已通过脑脊液迅速

扩散至脊髓腔颅底窝小脑延髓池双侧侧脑室。

１．２．３　神经行为学评分　在１８、４８、７２ｈ时分别对各组小鼠

（狀＝４）进行神经行为学评分，评分标准采用Ｌｏｅｆｆｌｅｒ的神经行

为学５分制评分方法
［９］。５分：抓住背部时能正常活动，在５ｓ

内翻身成功；４分：自主运动减少，５ｓ内能翻身；３分：翻身可以

成功，但时间超过５ｓ；２分：不能翻身；１分：不能运动；０分：

死亡。

１．２．４　实时ＰＣＲ　侧脑室注射后１８、４８、７２ｈ，将各组小鼠

（狀＝４）用１％戊巴比妥钠（６０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，快速颈椎

脱臼处死，在冰块上断头，将脑组织迅速放入液氮中快速冻。

待行实时ＰＣＲ检测。采用 ＴＲＩＺＯＬ抽提法提取小鼠脑组织

匀浆中的总ＲＮＡ，抽提的总ＲＮＡ，使用ＲＮｅａｓｙ?ＭｉｎｉＫｉｔ进

行纯化，操作步骤严格按照说明书进行，取纯化后的 ＲＮＡ

５００ｎｇ进行逆转录，逆转录操作步骤按照ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＲＴｒｅａ

ｇｅｎｔｋｉｔＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ执行，逆转录条件如下：３７ ℃

１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ。特异性引物如下：ＮＳＥ上游引物５′ＴＣＡ

ＴＴＣＴＣＣＴＧＧ ＡＧＣＣＴＣＴＴ３′，下游引物５′ＡＡＧ ＡＧＣ

ＡＧＡＧＡＧＡＧＣＡＡＧＧＧ３′；Ｓ１００ｂ上游引物５′ＴＧＣＣＣＴ

ＣＡＴＴＧＡＴＧＴＣＴＴＣＣＡ３′，下游引物５′ＧＡＧＡＧＡＧＣＴ

ＣＧＴＴＧＴＴＧＡＴＡＡＧＣＴ３′；βａｃｔｉｎ上游引物，５′ＧＧＴＣＡＴ

ＣＡＣＴＡＴＴＧＧＣＡＡＣＧ３′，下游引物５′ＡＣＧ ＧＡＴ ＧＴＣ

ＡＡＣＧＴＣＡＣＡＣＴ３′。实时ＰＣＲ的操作按照ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘ

ＥｘＴａｑＩＩ（ＰｅｒｆｅｃｔＲｅａｌＴｉｍｅ）的说明书进行，反应条件如下：

９５℃３０ｓ１个循环，９５℃５ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃３０ｓ３５个循

环，７２℃１５ｍｉｎ１个循环。

１．２．５　ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ的相对表达量的计算　采用２ΔΔｃｔ

方法计算 ｍＲＮＡ 的相对量，以βａｃｔｉｎ基因为内参基因，对

ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ进行均一化处理，利用荧光阈值（Ｃｔ值）计

算ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ的相对表达量。

１．３　统计学处理　所有数据采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行统

计学分析，计量资料以狓±狊表示，数据作正态性犠 检验和方

差齐性Ｌｅｖｅｎｅ检验；满足条件者多组间比较采用单因素方差

分析，组间两两比较采用狋检验；不满足条件者采用非参数检

验。以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　Ｂ７Ｈ３对小鼠神经行为学评分的影响　各时点Ｂ７Ｈ３组

神经行为学评分与 ＣＯＮ 组比较，差异无统计学意义（犘＞

０．０５）；不同时间点ＳＰ组较 ＣＯＮ 组降低（犘＜０．０５）；ＳＰ＋

Ｂ７Ｈ３组与ＳＰ组比较，评分进一步降低（犘＜０．０５），见表１。

表１　　各组小鼠不同时间点神经行为评分比较（狓±狊）

组别 狀 １８ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＣＯＮ组 ４ ５．０００±０．０００ａ ５．０００±０．０００ａ ５．０００±０．０００ａ

Ｂ７Ｈ３组 ４ ５．０００±０．０００ａ ５．０００±０．０００ａ ５．０００±０．０００ａ

ＳＰ组 ４ ４．５００±０．５７７ｂ ３．５００±０．５７７ｂ ２．７５０±０．５００ｂ

ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组 ４ ４．０００±０．０００ ３．０００±０．０００ １．７５０±０．５００

　　ａ：犘＜０．０５，与ＳＰ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组比较。

２．２　实时ＰＣＲ特异性产物　实时ＰＣＲ产物具有高度特异

性，电泳条带如图２。

　　Ｍ：ＤＮＡ标记物；１：ＮＳＥ特异性产物；２：Ｓ１００ｂ的特异性产物。

图２　　实时ＰＣＲ特异性产物

２．３　Ｂ７Ｈ３对脑膜炎时脑损伤标志物 ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相

对表达量的影响　在细菌注射后１８、４８、７２ｈ，Ｂ７Ｈ３组与ＣＯＮ

组比较，ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ 相对表达量差异无统计学意义
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（犘＞０．０５）；不同时间点ＳＰ组ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量

较ＣＯＮ组明显升高（犘＜０．０５）；各时间点ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组ＮＳＥ、

Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量较ＳＰ组进一步升高（犘＜０．０５）。见

表２、３。

表２　　４组小鼠各时间点脑组织ＮＳＥｍＲＮＡ

　　　水平比较（狓±狊）

组别 狀 １８ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＣＯＮ组 ４ ０．０２８±０．００６ａ ０．０２８±０．００３ａ ０．０２８±０．００１ａ

Ｂ７Ｈ３组 ４ ０．０５２±０．０３４ ０．０２０±０．００１ ０．０３６±０．００２

ＳＰ组 ４ ０．０９５±０．０３０ｂ ０．１７７±０．０２１ｂ ０．３６９±０．０３５ｂ

ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组 ４ ０．１２４±０．０４９ ０．３３０±０．０８８ ０．５２９±０．０２０

　　ａ：犘＜０．０５，与ＳＰ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组比较。

表３　　４组小鼠各时间点脑组织Ｓ１００ｂｍＲＮＡ

　　　水平比较（狓±狊）

组别 狀 １８ｈ ４８ｈ ７２ｈ

ＣＯＮ组 ４ ０．０３２±０．００６ａ ０．０２９±０．００２ａ ０．０４６±０．００２ａ

Ｂ７Ｈ３组 ４ ０．０４０±０．０１８ ０．０２９±０．００３ ０．０４８±０．００１

ＳＰ组 ４ ０．０６１±０．０５７ｂ ０．１８５±０．０１２ｂ ０．２８４±０．００８ｂ

ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组 ４ ０．１４８±０．０５２ ０．１９４±０．０１８ １．６２０±０．１１８

　　ａ：犘＜０．０５，与ＳＰ组比较；ｂ：犘＜０．０５，与ＳＰ＋Ｂ７Ｈ３组比较。

３　讨　　论

Ｂ７Ｈ３是Ｂ７协同刺激分子家族的新成员，作者的临床资

料表明，在确诊细菌性脑膜炎患者的脑脊液中，相对于病毒性

脑炎患儿可溶性Ｂ７Ｈ３的表达显著升高
［７］，推测Ｂ７Ｈ３蛋白在

细菌性脑膜炎的病理、生理过程中发挥着重要作用。在本研究

中，通过侧脑室注射ＳＰ悬液建立ＳＰ脑膜炎小鼠模型，并且选

取术后１８、４８、７２ｈ时间点动态观察脑膜炎的症状。本研究发

现在侧脑室注射后１８ｈ，ＳＰ组神经行为学评分较ＣＯＮ组降

低，说明实验组小鼠在细菌感染后１８ｈ就已经出现了脑膜炎

临床症状；在细菌注射后４８、７２ｈ时，ＳＰ组与ＣＯＮ组比较评

分呈下降趋势，表明随着时间的推移脑膜炎小鼠的病情逐步加

重。ＳＰ和Ｂ７Ｈ３蛋白的联合注射与ＳＰ单独注射相比，神经行

为学评分进一步下降，表明在ＳＰ感染的前提下Ｂ７Ｈ３加剧了

ＳＰ脑膜炎的病情进展。同时还发现Ｂ７Ｈ３蛋白单独注射小鼠

的神经行为评分在各时间点均较ＣＯＮ组无变化，表明Ｂ７Ｈ３蛋

白本身对正常小鼠无影响，这与作者最近的研究结果相符［４］。

除临床症状外，本研究中还运用了实时ＰＣＲ技术检测脑

组织匀浆中脑损伤标志物 ＮＳＥ、Ｓ１００ｂｍＲＮＡ的表达。ＮＳＥ

是一种细胞质中的糖酵解酶，是存在于神经元内的形式，它是

由γγ二聚体组成的，相对分子质量为７８×１０３，半衰期为２４

ｈ
［１０］，它特异性存在于神经元尤其是中枢神经系统成熟的神经

元内，当神经元遭受各种应激状态时会将其释放［１１］。有研究

表明，ＮＳＥ血清水平亦越高，脑损伤的程度越重
［１２］。Ｓ１００ｂ蛋

白是一种相对分子质量只有２１×１０３ 的钙结合蛋白，生物半衰

期为２ｈ，它是由ββ组成的同源二聚体，在中枢神经系统的星

形胶质细胞中高表达并由它分泌［１３］。当Ｓ１００ｂ水平异常升高

时，它可以通过促炎症细胞因子的表达增加而产生有害影响促

进细胞凋亡［１４］。亦有研究表明，Ｓ１００ｂｍＲＮＡ在成年和老年

小鼠的创伤性脑损伤中的表达是上调的［１５］。在本研究中，实

时ＰＣＲ结果显示，细菌接种后１８、４８、７２ｈ，ＳＰ组小鼠 ＮＳＥ、

Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量较ＣＯＮ组明显升高，表明在基因水

平，ＳＰ感染诱导了小鼠脑组织中 ＮＳＥ、Ｓ１００ｂ的表达，ＳＰ＋

Ｂ７Ｈ３组小鼠的Ｓ１００ｂｍＲＮＡ相对表达量较ＳＰ组更进一步升

高，而在Ｓ１００ｂ、ＮＳＥｍＲＮＡ结果中均发现Ｂ７Ｈ３组和ＣＯＮ

组差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结合ＳＰ脑膜炎小鼠的同步

的神经行为学评分的动态观察，本结果显示，在脑膜炎的病情

进展中，Ｂ７Ｈ３在ＳＰ感染的基础上上调了ＳＰ脑膜炎小鼠脑损

伤标志物ＮＳＥ、Ｓ１００ｂ基因的表达。

综上所述，本研究发现在ＳＰ脑膜炎小鼠中，Ｂ７Ｈ３蛋白干

预加剧了ＳＰ脑膜炎的临床症状，并且对脑损伤标志物 ＮＳＥ、

Ｓ１００ｂ的基因表达发挥了上调作用。因此，可以认为协同刺激

分子Ｂ７Ｈ３在细菌性脑膜炎引起的脑损伤可能发挥着积极作

用。这一研究结论为Ｂ７Ｈ３作为细菌性脑膜炎干预治疗的潜

在靶点提供了实验依据。深入探讨Ｂ７Ｈ３加剧ＳＰ脑膜炎脑损

伤的信号机制，正是作者后续研究中的主要内容。
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现，氨基胍会引起蛋白非酶糖基化终产物（ＡＧＥｓ）增加，ＡＧＥｓ

可以通过使Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比例降低以及ｃａｓｐａｓｅ３的活化，从而

引起毛细血管周细胞凋亡［７８］。同时，氨基胍作为一种ＮＯＳ抑

制剂，对ＮＯＳ具有显著的抑制作用
［８９］，并有文献报道，氨基胍

对ＤＲ的治疗作用与抑制 ＮＯＳ有关，但是其抑制作用是否具

有ＮＯＳ亚型选择作用目前并不清楚，需要进一步的研究证

实［９１０］。

ＤＲ都会引起视网膜细胞的缺损，神经节细胞减少
［１０１１］，

降低视网膜细胞的缺损，增加神经节细胞数量是治疗视网膜病

变的主要目的。本研究发现，使用氨基胍的大鼠视网膜细胞缺

损情况减轻，神经节细胞明显增多。说明氨基胍可以抑制糖尿

病大鼠的视网膜病理性病变。

ＮＯＳ分为ｉＮＯＳ、ｎＮＯＳ、ｅＮＯＳ３个亚型
［１１１２］，它们在体内

起到不同的作用。研究发现，糖尿病大鼠视网膜中ｉＮＯＳｍＲ

ＮＡ水平明显提高，ｉＮＯＳ阳性细胞数也显著增多，且阳性细胞

主要分布在ＩＮＬ
［１３］。有研究表明，在正常大鼠视网膜中，ｉＮＯＳ

免疫反应沉淀物主要出现在ＩＮＬ的 Ｍüｌｌｅｒ细胞中
［１２１５］，而此

细胞是维系视网膜血管结构的重要的神经胶质细胞［１６］。由此

可推测ｉＮＯＳ产生的过多的 ＮＯ 有可能对血管造成损伤。因

此，抑制ｉＮＯＳ的表达可能对治疗ＤＲ具有一定的效果。本研

究发现，氨基胍对ｉＮＯＳ的水平及表达具有显著的抑制作用，

且具有选择性。

本研究证实了氨基胍可以改善ＤＲ，且作用途径与选择性

地抑制ｉＮＯＳ有关。对于氨基胍参与多作用途径治疗糖尿病

微血管病变提供了试验依据，同时，为研究和开发新型的治疗

ＤＲ药物起到一定的指导作用。
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