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"摘要#
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目的
!

研究
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激动剂
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预处理后耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

:9;<

$攻击小鼠肾

脏的保护作用%方法
!

将雌性
;2=

级昆明小鼠共分为未处理正常小鼠组&生理盐水组和
234'5+60

处理组
'

组!每组
0

只%

234'5+60

处理组用
234'5+60

尾静脉注射预处理小鼠
10>

!每只
?%

!

@

!分别于
:9;<

感染
'

&

-!

后观察肾脏脓肿的形成情况#流式法检测
:9;<

攻击
$1>

后肾脏中性粒细胞的浸润#

A.259

法检测
:9.

;<

攻击
)

&

$1>

后小鼠肾脏肿瘤坏死因子
.

"

"

7B=.

"

$&白细胞介素"

C8

$

.)

&

C8.$

和
C8.$%

的基因表达!以及高迁

移蛋白
D$

"

EF:2$

$&热休克蛋白
-%

"

E;2-%

$&

=G

#$

受体"

=G

#

9

$

$&补体受体
'

"

59'

$及趋化因子
5H58$

'

1

受体的表达情况%结果
!

与生理盐水组比较!

234'5+60

预处理能抑制
:9;<

攻击小鼠后肾脓肿的形成!减少

肾脏中性粒细胞的浸润"

!

$

%&%$

$!降低趋化因子受体
5H58$

'

1

基因的表达"

!

$

%&%?

$#

234'5+60

预处理小

鼠肾脏
7B=.

"

&

C8.)

和
C8.$

表达水平降低!而
C8.$%

则增加"

!

$

%&%?

$#

E;2-%

和
EF:2$

基因在
:9;<

感染

)>

内两组比较差异无统计学意义"
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%
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$!但
$1>

后
E;2-%

和
EF:2$

基因均降低"
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$

%&%$

$#
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预处理小鼠肾脏
59'

和
=5

#$

受体表达水平均高于生理盐水组"
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$

%&%?

$%结论
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预处理降低
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导致的炎性反应并对
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所致肾脓肿具有抑制作用%
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金黄色葡萄球菌是院内感染率较高的细菌之一#

自上世纪
)%

年代检出第
$

株耐甲氧西林金黄色葡萄

球菌$

:9;<

&以来#其分离率已逐年上升#目前
:9.

;<

已由院内感染扩展到社区'

$.1

(

#自
1%%1

年以来#耐

万古霉素金黄色葡萄球菌分离逐年增加'

'

(

#使临床用

药面临严峻考验'

0

(

)因此#寻找免疫学治疗和预防金

黄色葡萄球菌感染已成为人们关注的焦点#

7891

受

体是机体免疫系统识别革兰阳性细菌的主要模式识

别受体)本课题组前期研究表明#

7891

受体合成配

基
234'5+60

预处理小鼠能显著降低
:9;<

小鼠肺

炎模型的病死率#并在体外能增强巨噬细胞和中性粒

细胞的杀菌功能'

?.)

(

#提示
234'5+60

能增强感染动

物对金黄色葡萄球菌的抵抗能力#由于金黄色葡萄球

菌血流感染后#脏器脓肿是常见并发症之一#所形成

脓肿可源源不断地提供感染源#是金黄色葡萄球菌感

染久治不愈的常见原因之一)因此本研究拟用亚致

死剂量的
:9;<

进行小鼠造模#探索
234'5+60

对金

黄色葡萄球菌感染后对肾脏的保护功能)

@

!

材料与方法

@&@

!

材料
!

$/

&

11

@

的
;2=

级昆明$

T:

&小鼠购自

于江西省中医药大学实验动物中心%

:9;<

标准菌株

$

:9;<

#

<7550''%%

&于本室保存%

2W

"

5Y?&?.3,K#.

FM.$

#

2W.3,K#.5Z$$R

来源于
R#"OJ

@

J,!

公司$美国&#

胶原酶
'

和
ZB<+J

来源于美国
+#

@

43

公司#

97.259

和
A.259

扩增试剂盒购自
73T393

公司$日本&#其

余试剂均为国产分析纯)

DJG643,

低温冷冻高速离

心机*

5[

1

恒温细菌培养箱和
A.259

仪$

5=H()

&由

江西省人民医院中心实验室提供)

@&A

!

方法

@&A&@

!

引物合成 由上海英韦创津公司合成下列引物

序列#见表
$

)

@&A&A

!

:9;<

制备
!

将
:9;<

转种于血琼脂平板#

$/

&

10>

后挑选单个菌落移种于
8D

培养继续培养

0

&

)>

到对数期#

0\)%%%]

@

离心
$%4#,

#留取沉

淀#无菌
L

E-&02D;

洗
?

次后重悬#细菌数按照文献

'

)

(计算后备用)

@&A&B

!

肾脓肿模型
!

:9;<

菌悬液制备同前#将所

得菌悬液稀释至每
$%%

!

8

含
$]$%

/

5=̂ :9;<

#尾

静脉注射每只
$%%

!

8

#

234'5+60

预处理剂量每只
?%

!

@

#注射体积每只
$%%

!

8

#每组动物
0

只#

'

*

-!

后断

颈处死并收集肾脏观察小鼠脓肿肾个数和切片作
EW

染色#观察脓肿大小和数量*

_D5

浸润情况)

@&A&C

!

肾脏中性粒细胞浸润流式检测
!

将小鼠分为

未处理正常小鼠组*生理盐水组和
234'5+60

处理组

共
'

组#每组
0

只#

234'5+60

处理组按每只
?%

!

@

尾

静脉注射
234'5+60

#生理盐水组注射体积每只
$%%

!

8

生理盐水)除未处理正常小鼠组外#

234'5+60

或

生理盐水处理
10>

后以每只
$]$%

/

5=̂

的
:9;<

尾静脉攻击#攻击小鼠攻击
$1>

后断颈处死并摘取左

肾#匀浆#胰酶消化#肾中性粒细胞制备按文献'

?

(方

法进行#即用
$% ^

"

48

胶原酶
'

和
1

!

@

"

48

的

ZB<+

消化
'%4#,

#离心收集细胞后加入进行
2W

"

5Y?&?FM.$

和
2W.3,K#.5Z$$R

室温孵育
'%4#,

后#

$]2D;

洗
'

次#

0̀

多聚甲醛固定后检测)

@&A&D

!

肾组织
259

!

将雌性
1%

&

11

@

;2=

级的

T:

小鼠分成组#每组动物
0

只#

234'5+60

预处理剂

量每只
?%

!

@

)

:9;<

亚致死量感染细菌量为每只

$]$%

/

5=̂

#尾静脉注射)攻击小鼠
)

*

$1>

后断颈处

死并摘取左肾*匀浆)

A.259

按参考文献'

-

(略有改

动进行#按
73T393

试剂盒提取总
9B<

#反转录后进

行
A.259

%反转录条件按
736393

提供方法进行%

A.

259

!

(? \

变性
?4#,

#

?/ \

退火
'%+

#

-1 \

延伸

'%+

#共进行
'?

&

0%

个循环)

表
$

!!

GZB<

序列

基因 上游引物$

?a

&

'a

& 下游引物 $

?a

&

'a

& 基因库编号

F<Z2E 7F7F755F75F7FF<757F< 77F57F77F<<F75F5<FF< $1)%$1?'/

7B=.

"

F55<FF<FFF<F<<5<F<<<57 <<F<FF57F<F<5<7<FF5<55 $''/(1')/

C8.) 755<F<<<55F57<7F<<F77 775<7<5<<75<F<<77F55<77 $')10'$%

C8.$ 5577F7F5<<F7F757F<<F5 5755<5<F55<5<<7F<F7F< $$/$'%-0-

C8.$% F5<F5577F5<F<<<<F<F<F 7557F5<77<<FF<F75FF77 1($?-?$0'

5H58$ 775<5575<<F<<5<755<F <57757775755F77<577FFF 11(?--11?

5H581 55<<FFF77F<5775<<F<<5 F75<F77<F5577F55777F7 $$/$'%?1-

59' 55<FF<<7F5<55<<F7<5< 575<FF<77<F5F<7F5755 $(/0'0

=59

$

5<F<7F7775<F<<7F5<5<5 F<F7<F<<F<F77555<FFF7 $(%?-%$/-

E;2-% 75<FF<555<55<75F<FF<F <<5577F<5<F7<<75FF7F5 $10''(/1?

E:FD$ 575<5<F55<77F5<F7<5<7 <F<<F77F<5<F<<F5<755F $$0'1)?0-
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统计学处理
!

用
;2;;$'&%

进行统计学分析#计

量资料用
AbF

表示#组间比较采用
>

检验%计数资料

用率表示#组间采用
!

1 检验#以
!

$

%&%?

为差异有统

计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

234'5+60

预处理抑制
:9;<

导致的肾脓肿
!

234'5+60

预处理小鼠感染
:9;<

后#脓肿主要在集

中于肾脏#

:9;<

感染
'

*

-!234'5+60

处理组脓肿

肾数量少于生理盐水组$

!

$

%&%?

&#见表
1

#图
$

箭头

所示白色部分为肾脓肿#生理盐水组
-!

内
$

只小鼠

出现死亡#其余肾脏已变形且脓肿较为明显#切片结

果显示
234'5+60

处理组肾脓肿的病变程度明显减

轻低于生理盐水组$切片均来源于左肾&#见图
1

)肝

组织未见肉眼可见脓肿#切片也少见脓肿迹象)

表
1

!!

:9;<

感染后的脓肿肾个数$个%

项目

'!

生理

盐水组

234'5+60

处理组

-!

生理

盐水组

234'5+60

处理组

发生脓肿肾个数
- ' ) '

未发生脓肿肾个数
$ ? % ?

! %&%'$ %&%0$

!!

<

!生理盐水组
'!

%

D

!

234'5+60

处理组
'!

%

5

!生理盐水组
-!

%

Z

!

234'5+60

处理组
-!

图
$

!!

234'5+60

预处理抑制
:9;<

导致的肾脓肿大体观

!!

<

!正常小鼠组%

D

!

234'5+60

处理组
'!

%

5

!

234'5+60

处理组

-!

%

Z

!生理盐水组
'!

%

W

生理盐水组
-!

图
1

!!

234'5+60

预处理抑制
:9;<

导致的

肾脓肿切片$

EW]1%%

%

A&A

!

234'5+60

预处理抑制中性粒细胞的浸润
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流
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金黄色葡萄球菌血流感染后#脏器脓肿是常见并

发症之一#所形成脓肿可源源不断地提供感染源#是

金黄色葡萄球菌慢性感染久治不愈的常见原因之一#

因此本研究探索
234'5+60

是否能抑制金黄色葡萄

球菌内脏脓肿的形成%本研究结果显示#

:9;<

感染

小鼠#肝组织未见肉眼可见脓肿#切片也少见脓肿迹

象#

234'5+60

预处理后#脓肿主要集中于肾脏#

:9.

;<

感染
'!

和
-!

的结果显示#

234'5+60

处理组肾

脏脓肿数量显著减少#切片结果显示其肾脓肿的病变

程度明显减轻低于生理盐水处理组)

中性粒细胞是天然抗感染免疫的一线细胞'

-

(

#当

金黄色葡萄球菌侵入机体后#中性粒细胞快速聚集到

感染部位#从而发挥抗感染作用#但过度的中性粒细

胞浸润也会导致不同程度组织损伤和过度炎性反

应'

/

(

)另一方面#中性粒细胞删除的小鼠也能显著降

低其细菌清除率和感染动物的存活时间'

(

(

#因此适当

控制中性粒细胞的浸润具有重要意义)与以往研

究'

$%

(一致#本研究结果表明#预处理
234'5+60

减少

:9;<

感染小鼠肾脏中性粒细胞浸润)进一步研究

表明#这种现象可能与降低中性粒细胞趋化因子
5H.

58$

"

1

及细胞表面趋化性受体表达有关#其机制可能

通过限制机体中性粒细胞的浸润而抑制因过度中性

粒细胞聚集而导致的过度炎性反应'

$$

(

)本课题组前

期已发表数据显示#

234'5;T0

鼻腔滴注也能显著降

低
:9;<

感染后肺部中性粒细胞的浸润'

?

(

#但如何

控制中性粒细胞的聚集量目前仍然是亟待解决的

问题)
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对于感染患者来说#过度的炎性反应往往是其死

亡的重要因素'

$1

(

#因此本研究对小鼠感染后肾脏炎症

介质的基因表达进行了检测#结果发现#

234'5+60

的

预处理能抑制
:9;<

感染小鼠肾组织促炎症因子

7B=.

"

*

C8.$

(

和
C8.)

的释放#并且提高抗炎症因子

C8.$%

的释放#提示
234'5+60

预处理能抑制
:9;<

感染导致的过度炎性反应)

EF:2$

和
E;2-%

反应急性肾肾损伤的重要炎

症指标#

EF:2$

和
E;2-%

的表达增加能增加肾脏

的炎性反应和肾细胞的急性损伤'

$'

(

)本研究表明#

234'5+60

预处理小鼠在金黄色葡萄球菌感染
)>

内

与对照组比较无显著变化#但能显著降低
$1>

后

EF:2$

和
E;2-%

的
49B<

表达#提示
234'5+60

能降低金黄色葡萄球菌感染小鼠肾脏的炎性反应)

调理吞噬是机体抗菌免疫重要机制#其中调理性

=G

#

受体分为
'

类'

$0

(

#通过结合不同的
C

@

F

亚型发挥

调理吞噬作用#有研究报道
7891

激动剂处理能增强

外周血单核细胞释放细胞因子和体外抗菌能力'

$?

(

)

本研究结果表明#

234'5+60

预处理能增强
:9;<

感

染后肾
=5

#

9

$

基因表达#但单独
234'5+60

预处理

后其表达水平增加不明显#其潜在机制尚不明确)补

体受体为另一类调理吞噬性受体#可通过结合与细菌

结合的
5'R

和
#5'R

而发挥补体参与的杀菌作用#文

献研究表明#机体感染病原微生物后补体受体的表达

水平增加'

$?

(

)因此#本研究也检测肾组织中补体受体

的表达#结果表明#

234'5+60

预处理也能显著增强

59'

的表达)结合上述研究结果提示#

234'5+60

预

处理增强的细菌清除率可能与增强肾组织免疫细胞

表面调理吞噬性受体表达*抑或是增强中性粒细胞等

免疫细胞氧化应激*杀菌性蛋白的释放有关'

?

(

)

综上所述#

234'5+60

预处理能显著降低
:9;<

导致肾脓肿#同时抑制因
:9;<

感染所导致的过度

炎性反应#降低肾损伤程度#该现象并非增加
2:B

等

免疫细胞数量#可能与增强肾组织浸润的免疫细胞的

吞噬功能相关)
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