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热处理光滑念珠菌对大鼠气道上皮细胞
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#摘要$

!

目的
!

探讨大鼠气道上皮"

<8=

$细胞与热处理光滑念珠菌孵育后
2345#,.$

%

67.)

和
89:.

!

的表达及意义&方法
!

以体外培养的
<8=

细胞与热处理光滑念珠菌孵育后分别于
1

%

0

%

)>

观察
<8=

细胞形态变化!以未与光滑念珠菌孵育的
<8=

细

胞为对照组&用
?3+53@,AB"5

法检测
2345#,.$

蛋白的表达#实时荧光定量
CD<

检测
67.)

和
89:.

!

E<9F

的表达#

=76GF

法检

测上清液
67.)

和
89:.

!

的分泌&结果
!

随着孵育时间的延长!

<8=

细胞破坏逐渐加重及
2345#,.$

%

67.)

和
89:.

!

的表达呈进行

性增高&孵育
1>

组与对照组比较%孵育
0>

组与孵育
1>

组比较%孵育
)>

组与孵育
0>

组比较!

2345#,.$

%

67.)

和
89:.

!

的表达

差异有统计学意义"

!

$

%&%;

$&结论
!

<8=

细胞具有天然免疫功能!其
2345#,.$

参与了对热处理光滑念珠菌的识别!并激活
67.)

和
89:.

!

的分泌!介导炎性反应&
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起负性调节作用&
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近年由于广谱抗菌药物)免疫抑制剂等的应用#使侵袭性

真菌感染$

#,OL+#O3JK,

M

LB#,J345#",

#

6:6

&的发病率增高#尤以重

症监护病房$

6DT

&最多见'

$

(

*

6DT

患者多以侵袭性肺部真菌

感染$

#,OL+#O3

I

KBE",L@

Q

JK,

M

LB#,J345#",

#

6C:6

&最为常见#

6C:6

已成为导致重症患者死亡的主要原因之一*以往
6:6

的病原

菌以白色念珠菌为主#近年非白色念珠菌所占比例明显增加#

其中光滑念珠菌和热带念珠菌占较大比例#有报道光滑念珠菌

几乎成为
6DT

非白色念珠菌中首位致病菌'

1

(

*本研究通过大

鼠气道上皮$

@L55@L4>3LB3

I

#5>3B#L

#

<8=

&细胞与热处理光滑念

珠菌孵育#探讨热处理光滑念珠菌对
<8=

细胞
2345#,.$

受体)

67.)

和
89:.

!

表达的影响*

E

!

材料与方法

E&E

!

细胞培养
!

<8=

细胞购于北京协和细胞资源中心*培

养于
2U=U:$1$V$

混合培养基中$含
$%W

胎牛血清及青链

霉素&*常规培养)传代#培养条件
'-X

)

;WDR

1

细胞培养箱

生长*

E&F

!

菌种
!

标准光滑念珠菌#编号
()1-

#购自上海酶联生物

科技有限公司*将光滑念珠菌标准菌株接种于沙堡培养基#在

'-X

真菌培养箱培养
0/>

后#挑取菌落于高温高压灭菌
CYG

冲洗
1

次#配制成悬液#血球计数板倒置显微镜下计数#

$1%%

@

I

E0X

离心弃上清#用无菌
CYG

缓冲液重悬#于
;)X

环境下

进行热处理
'%E#,

'

'

(

#

0X

储存备用*

;)/

重庆医学
1%$)

年
'

月第
0;

卷第
-

期

"

基金项目!广西医疗卫生重点科研课题$重
1%$1%%-

&%广西自然科学基金资助项目$

1%$'Z[9G:FF%$(1%(

&*

!

作者简介%张雪

$

$(/-\

&#住院医师#硕士#主要从事重症感染方面的研究*

!

#

!

通讯作者#
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E&G

!

<8=

细胞与热处理光滑念珠菌孵育实验

E&G&E

!

孵育前细胞准备
!

弃培养基#

CYG

冲洗#弃
CYG

#胰酶

消化#终止消化#离心#血球计数板倒置显微镜下计数#调整细

胞密度至
;]$%

;

"

E7

#每孔各取
$E7

细胞悬液加入
)

孔板#

放入培养箱培养
10>

*

E&G&F

!

孵育实验及分组
!

稀释光滑念珠菌液#计数#调整浓度

为
;]$%

)

"

E7

#每孔加
$%%

#

7

菌液#孵育复数$

EKB5#

I

B#4#5

Q

"J

#,J345#",

#

UR6

&为
$

'

0

(

*第
$

次向六孔板任意一孔加入菌液

后#每隔
1>

#分别再向其他六孔板任意一孔加入菌液#总共加

菌液
'

次#分别标记孵育
)>

组)孵育
0>

组和孵育
1>

组*再

从剩余孔中随机选取一孔#此标记为对照组*

E&H

!

?3+53@,AB"5

检测
2345#,.$

蛋白
!

终止各组孵育#将细

胞收集加入蛋白裂解液#离心提取上清液*应用
YDF

定量法

计算蛋白浓度*经十二烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳

$

G2G.CFZ=

&分离蛋白#将凝胶中蛋白转移至
Ĉ 2:

膜上*

8YG.8

洗膜#封闭后#与一抗孵育#次日与二抗孵育*

8YG.8

洗膜后加入化学发光试剂#

[

线胶片曝光*应用
6EL

M

3_

软件

分析并计算各组条带灰度值*

E&I

!

实时荧光定量
CD<

检测
67.)

和
89:.

!!

终止各组孵

育#收集细胞加入
$E78@#̀"B

#按照说明书提取
<9F

*以
1

#

M

总
<9F

为模板#按照说明书配制逆转录反应体系#合成
429F

第一链*

67.)

引物序列!上游
;a.FDFZDZF8ZF8ZDFD

8Z8DF.'a

#下游
;a.FDZZFFD8DDFZFFZFDDFZ.'a

%

89:.

!

引物序列!上游
;a.DFDDFD ZD8 D88 D8Z 8D8

FD8.'a

#下游
;a.FZF8ZF8D8ZFZ8Z8ZFZZZ8D.'a

%

$

.L45#,

M

引物序列!上游
;a.ZZF ZF88FD8ZDDD8ZZD

8DD8F.'a

#下游
;a.ZFD8DF 8DZ 8FD8DD8ZD88Z

D8Z.'a

*实时荧光定量
CD<

反应条件!
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#

(0X1%

+

#

;/X1%+

#

-1X1%+

#

0%

循环*基因相对表达量以
1

\

##

D5

表示*

E&J

!

上清液
=76GF

检测
67.)

和
89:.

!

因子
!

终止各组孵

育#分别取
$%%

#

7

共培养细胞上清液#按
=76GF

检测试剂盒

说明进行#绘制曲线#得出各组
67.)

和
89:.

!

的表达浓度*

E&K

!

统计学处理
!

使用
GCGG$/&%

统计软件进行各组的比

较#计量资料以
DbA

表示#采用两独立样本
8

检验*以
!

$

%&%;

为差异有统计学意义*

F

!

结
!!

果

F&E

!

0

组
<8=

细胞光镜观察
!

<8=

细胞与热处理光滑念珠菌

孵育光镜下见对照组
<8=

细胞形态清晰)完整%孵育
1

)

0

)

)>

组

可见
<8=

细胞形态不完整#边缘模糊*孵育
1>

组与对照组比

较)孵育
0>

组与孵育
1>

组比较)孵育
)>

组与孵育
0>

组比

较#

<8=

细胞碎片及光滑念珠菌孢子逐渐增多*见图
$

*

F&F

!

0

组
2345#,.$

受体蛋白的表达及比较
!

?3+53@,AB"5

印

迹见图
1

*

0

组
2345#,.$

的表达见表
$

*孵育
1>

组与对照组

比较)孵育
0>

组与孵育
1>

组比较)孵育
)>

组与孵育
0>

组

比较#

2345#,.$

蛋白的表达差异有统计学意义$

!

$

%&%;

&*

!!

F

!对照组%

Y

!孵育
1>

组%

D

!孵育
0>

组%

2

!孵育
)>

组*

图
$

!!

0

组
<8=

细胞与热处理光滑念珠菌孵育光镜观察&

]1%

'

!!

$

!对照组%

1

!孵育
1>

组%

'

!孵育
0>

组%

0

!孵育
)>

组*

图
1

!!

0

组
<8=

细胞受体
2345#,.$

蛋白表达

表
$

!!

0

组
2345#,.$

蛋白的表达&

DbA

'

组别
2345#,.$

蛋白

对照组
%&1)$-b%&%$-;0

孵育
1>

组
%&0(%-b%&%$((/

L

孵育
0>

组
%&-(00b%&%;$;0

A

孵育
)>

组
%&(%-(b%&%1;)0

4

!!

L

!

!

$

%&%;

#与对照组比较%

A

!

!

$

%&%;

#与孵育
1>

组比较%

4

!

!

$

%&%;

#与孵育
0>

组比较*

F&G

!

0

组
67.)

和
89:.

!

E<9F

实时荧光定量
CD<

结果及比

较
!

实时荧光定量
CD<

$图
'

%

)

&示待测基因的荧光信号真实

可信*

<8=

细胞与热处理光滑念珠菌孵育后#

0

组
67.)

和

89:.

!

E<9F

的表达见图
-

)

/

#表
1

)

'

*孵育
1>

组与对照组

比较)孵育
0>

组与孵育
1>

组比较)孵育
)>

组与孵育
0>

组

比较#

67.)

和
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!

E<9F

的表达均明显增高#差异有统计

学意义$
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%&%;

&*

图
'
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扩增产物溶解曲线分析

))/

重庆医学
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年
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月第
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卷第
-

期



图
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67.)E<9F

实时荧光定量
CD<

扩增曲线

图
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89:.

!

E<9F

扩增产物溶解曲线分析

图
)
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89:.

!

E<9F

实时荧光定量
CD<

扩增曲线

图
-

!!

0

组
<8=

细胞中
67.)E<9F

实时荧光定量
CD<

表达

图
/
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0

组
<8=

细胞中
89:.

!

E<9F

实时

荧光定量
CD<

的表达

表
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0

组
67.)E<9F

实时荧光定量
CD<

的表达&

DbA

'

组别
67.)E<9F

对照组
$&%%%%b%&%%%%%

孵育
1>

组
$&)'$%b%&$%-01

L

孵育
0>

组
1&$($;b%&$)/(0

A

孵育
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组
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4

!!

L

!

!

$
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#与对照组比较%

A

!

!

$
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#与孵育
1>

组比较%

4
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!

$

%&%;

#与孵育
0>

组比较*

表
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0

组
89:.

!

E<9F

实时荧光定量
CD<

的表达&

DbA
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组别
89:.
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E<9F

对照组
$&%%%%b%&%%%%%

孵育
1>

组
1&1;-0b%&%0%((

L

孵育
0>

组
0&)'1(b%&1%/(;

A

孵育
)>

组
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L

!

!

$
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#与对照组比较%

A

!

!

$
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组
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和
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因子
=76GF

检测的结果及比较
!

=76GF

显示#孵育
1>

组与对照组比较)孵育
0>

组与
1>

组比

较#孵育
)>

组与
0>

组比较#

67.)

和
89:.

!

的表达均显著升

高$

!

$

%&%;

&*见表
0

)

;

*

表
0

!!

0

组上清液
67.)

因子的表达&
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(
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对照组
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当真菌进入呼吸道#首先接触气道上皮细胞*一般情况下

当纤毛清除系统有效运行时真菌能被迅速清除*当宿主免疫

力低下)免疫状态抑制或吸入真菌数量远远超过气道防御屏障

清除能力时#真菌即可侵入机体导致真菌感染*此时#气道上

皮细胞的早期识别能力和免疫趋化等天然免疫功能显得尤为

重要*以往气道上皮细胞仅被认为起着机械物理屏障作用#但

随着深入研究发现气道上皮细胞还是呼吸道应对病原微生物

感染产生免疫应答的前哨细胞$

+3,5#,3B43BB

&*更重要的是气

道上皮细胞可通过病原识别受体$

I

L5>"

M

3,@34"

M

,#5#",@343

I

.

5"@

#

C<<

&识别真菌并构成强大的免疫屏障#从而成为抵抗真

菌等病原微生物入侵机体的第一道防线'

;

(

*

真菌侵入机体后#首先通过
C<<

对真菌表面病原相关分

子模式$

I

L5>"

M

3,L++"4#L53!E"B34KBL@

I

L553@,

#

CFUC

&进行识

别启动天然免疫*

C<<

是启动整个天然免疫应答的枢纽'

)

(

*

真菌细胞壁任何成分都可能是潜在的
CFUC

#位于细胞壁最

-)/
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内层的
$

.

葡聚糖是重要的
CFUC

*由于
$

.

葡聚糖被甘露聚糖
.

甘露糖蛋白层覆盖#从而阻止
C<<

对其的直接识别*当细胞

壁破坏时
$

.

葡聚糖被释放#宿主受体对暴露的
$

.

葡聚糖碎片识

别启动天然免疫*本研究发现随着
<8=

细胞与热处理光滑念

珠菌孵育时间的延长#

<8=

细胞形态完整性逐渐破坏#细胞溶

解)被吞噬现象越来越严重#细胞碎片逐渐增多#菌群数量不断

增多#甚至几乎覆盖全部
<8=

细胞*以上现象均提示热处理

的光滑念珠菌仍具有很强致病性#通过热处理'

'

(可使光滑念珠

菌细胞壁内层的
$

.

葡聚糖暴露#而暴露了的
$

.

葡聚糖是光滑念

珠菌致病的重要成分#这与本研究团队在大鼠整体实验中的研

究结果一致'

-

(

*

D

型凝集素受体$

D.5

QI

3B345#,@343

I

5"@+

#

D7<

&是天然免

疫中重要的
C<<

之一#

D7<

能诱导细胞内信号传导'

/

(

*

D7<

家族中的树突状细胞相关性
2345#,.$

与真菌感染密切相关#是

识别真菌
$

.

葡聚糖重要的
C<<

'

(

(

*

2345#,.$

由胞外糖识别结

构域$

4L@A">

Q

!@L53@34"

M

,#5#",!"EL#,+

#

D<2+

&)跨膜区域和细

胞质免疫受体酪氨酸活化基序$

#EEK,"@343

I

5"@5

Q

@"+#,3.AL+3!

L45#OL5#",E"5#J+

#

68FU

&结构域构成'

$%

(

*正常情况下
2345#,.

$

呈低表达*本实验研究结果显示随着
<8=

细胞与热处理光

滑念珠菌孵育时间延长#

2345#,.$

的表达呈进行性升高#具有

时间依赖性*由此可见#

<8=

细胞不仅具有气道的屏障功能#

同时还有抗真菌的天然免疫功能#其
2345#,.$

是识别光滑念珠

菌
$

.

葡聚糖的重要
C<<

*

2345#,.$

识别
$

.

葡聚糖后还可诱发一系列的下游细胞因

子的表达及炎性反应*

7#

等'

$$

(研究发现用白色念珠菌
$

.

葡聚

糖体外刺激人急性单核白血病细胞#能引起固有免疫反应并使

下游因子
89:.

!

)

67.)

和
67./

表达增加*

Z"N

等'

'

(研究也发

现用人外周血单核细胞)鼠腹膜巨噬细胞分别与白色念珠菌孵

育#热处理组白念珠菌释放更高的
89:.

!

)

67.)

)

67.$%

和
6:9.

&

等因子*本实验结果同样显示
<8=

细胞与热处理光滑念珠

菌孵育后
67.)

和
89:.

!

E<9F

的表达)

67.)

和
89:.

!

的分

泌均随孵育时间延长而显著上调#与
7#

等'

$$

(和
Z"N

等'

'

(用白

色念珠菌
$

.

葡聚糖与细胞孵育
89:.

!

和
67.)

等因子表达水

平明显升高的研究结果一致*

73LB

等'

$1

(研究发现敲除
2345#,.

$

基因的小鼠真菌感染时
67.$

$

等细胞因子生成受阻#粒细胞

浸润减少和菌丝清除能力下降#尤其是在高表达
$

.

葡聚糖真菌

感染时上述表现更明显*然而#目前对于
67.)

在真菌感染中

发挥的作用尚未完全明确#甚至有争议*传统认为在真菌感染

期间#

67.)

的分泌对于机体是起保护防御作用的*但近期研

究'

$'

(显示#在真菌性血流感染中
67.)

和
89:.

!

的分泌量与疾

病的严重程度有关*本实验研究发现随着
67.)

和
89:.

!

表

达的进行性增高#

<8=

细胞被侵蚀)溶解更加显著#提示
67.)

起了负性调节的作用#与真菌性血流感染的研究结果相似*由

此可见#在真菌感染过程中#过强的免疫反应及过度的免疫应

答会引起大量的炎性介质释放产生局部免疫损伤#这些对宿主

自身是不利的*

综上所述#具有气道重要屏障功能的
<8=

细胞同样具有

抗真菌的天然免疫功能*

<8=

细胞的
2345#,.$

参与了对热处

理光滑念珠菌的识别#经热处理的光滑念珠菌仍具有较强的致

病性#其暴露了的
$

.

葡聚糖可直接作为
CFUC

被
<8=

细胞

2345#,.$

识别#并诱导下游细胞因子及炎性因子
67.)

和
89:.

!

的表达*

67.)

作为免疫反应中的重要的细胞因子在
<8=

细

胞光滑念珠菌感染中起到了负性调节作用*因此#充分认识

2345#,.$

及
67.)

可能在免疫学方面为临床抗真菌治疗提供一

个新的靶点*
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