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"摘要#

!

目的
!

探讨在铜绿假单胞菌感染时
'

!

连环蛋白"

'

!0I?1=<=

#对细菌感染引起的炎性反应和细菌清除的

调节作用$方法
!

采用
a17?1@=!NE>?

和免疫荧光检测细菌感染前后
'

!0I?1=<=

的表达%慢病毒感染后
a17?1@=!NE>?

检测
'

!0I?1=<=

上调效果%实时荧光定量聚合酶链反应"

RC!PQR

#检测促炎性因子的表达%平板计数检测荷菌量$

结果
!

在铜绿假单胞菌感染后!

'

!0I?1=<=

在巨噬细胞和中性粒细胞中的表达呈现一过性上调后逐渐降低%

'

!0I?1=<=

在细胞中抑制促炎因子的表达!并促进细菌清除$结论
!

在铜绿假单胞菌感染时
'

!0I?1=<=

抑制炎性反应并促进细

菌的清除$

"关键词#
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铜绿假单胞菌$

P6

%是革兰阴性条件致病菌#可引起医院

获得性肺炎*急性化脓性角膜炎*烧伤伤口的感染及菌血症等)

随着临床上抗菌药物的滥用和多重耐药菌株的出现#抗菌药物

治疗不能达到满意的效果+

-

,

)因此#如何调动机体的免疫防御

功能发挥抵抗细菌感染的作用成为治疗细菌感染的关注点)

'

!

连环蛋白$

'

!0I?1=<=

%是一个多功能分子#参与调控细菌

定植和机体炎性反应+

3!"

,

#然而
'

!0I?1=<=

在
P6

感染时的调控

尚不清楚)

'

!0I?1=<=

是
a=?

"

'

!0I?1=<=

通路$经典
a=?

通路%

中核心分子)在没有
a=?

配体时#

'

!0I?1=<=

被.降解复合体/

磷酸化后降解)在
a=?

与其受体结合后#

'

!0I?1=<=

不能被降

解而在胞浆中累积并转移到胞核促进下游靶基因的转录)除

了参与经典
a=?

通路#

'

!0I?1=<=

与钙黏附素和
(

!

连环蛋白$

(

!

0I?1=<=

%构成细胞的黏附连接+

"

,

)尽管研究表明
'

!0I?1=<=

在

炎症性疾病如克罗恩病+

$

,

*类风湿关节炎+

#

,中发挥调节作用#

然而#

'

!0I?1=<=

在机体免疫应答中发挥抑炎作用还是促炎作用

尚不清楚)此外#科学家发现经典
a=?

通路中的一些分子包

括
a=?3

和
a=?--

可在沙门氏菌感染时在小肠上皮细胞中抑

制细菌的定植#这些研究提示
'

!0I?1=<=

可以抵抗细菌感

染+

&!A

,

)然而#

'

!0I?1=<=

在
P6

感染时对荷菌量的调节尚不清

楚)本研究发现#在
P6

感染时#

'

!0I?1=<=

在巨噬细胞和中性

粒细胞中的表达呈一过性升高后随细菌刺激时间的延长逐渐

下降)慢病毒感染过表达
'

!0I?1=<=

后#

'

!0I?1=<=

抑制细菌感

染引起的炎性反应并促进细菌的清除)现报道如下)

$

!

材料与方法

$.$

!

细胞培养
!

人源胚胎肾细胞
3B"C

细胞和小鼠巨噬细胞

样
R6a3&$.A

细胞在
9/EN100>f7

改良培养基$

9U4U

%于

"AW

#

#T

二氧化碳$

QV

3

%培养箱培养)小鼠骨髓来源中性粒

细胞取自无特定病原$

5Pb

%级
&

周龄雌性
Q#A*(

"

&

小鼠的骨

髓细胞#应用
P1@0>EE

密度梯度离心法分离中性粒细胞#在洛斯

维帕克
!-&$%

$

RPU'!-&$%

%完全培养基于
"AW

#

#T QV

3

培养

箱培养)病毒感染时#在培养基中加入
X

8

"

;(

聚凝胺和慢病

毒$

UV'g-%

%感染细胞
&F

#更换培养基继续培养
3$F

后进行

-

A$-

-

检验医学与临床
3%-&

年
-

月第
-"

卷第
3

期
!

(INU1KQE<=

!

ZI=/I@

M

3%-&

!

+>E.-"

!

:>.3

"

基金项目!国家自然科学基金青年基金资助项目$

X-$%-&$#

%(广东省医学科研基金资助项目$

*3%-$$$A

%(广东省中山市科技计划资助项

目$

3%-$6-bQ%BX

%)

!!

作者简历!陈康#女#博士#主管检验技师#主要从事分子诊断与检验研究)

!

#

!

通讯作者#
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!

OD;%A&%

#
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)



后续检测)

$./

!

慢病毒的制备
!

氯化钙$

QIQE

3

%转染法应用三质粒包装

系统进行慢病毒的制备)

'

!0I?1=<=

突变激活型质粒*相应空载

质粒*包膜质粒及包装质粒购自
6KK

8

1=1

)转染时#

3B"C

细胞

更换为含
3#;>E

"

(

氯喹的
9U4U

完全培养基)

-%

8

'

!0I?1!

=<=

突变激活型质粒"相应空载质粒*

"

8

包膜质粒和
-%

8

包装

质粒用无菌水调至
$#%

"

(

后加入
#%

"

(3.#;;>E

"

(QIQE

3

后#加入
#%%

"

(3])*5

缓冲液#充分混匀后逐滴加入每个细

胞培养皿中)继续培养#收集培养上清液)高速离心法收集病

毒颗粒#用
)'+

,

3$

抗原检测试剂盒检测病毒滴度#病毒滴

度
%

-%

B

Ĉ

"

;(

#

hX%W

保存备用)

$.'

!

蛋白质印迹法$

a17?1@=!NE>?

%

!

为了检测慢病毒应用的

有效性#收集细胞悬液蛋白样品经十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺

凝胶电泳$

595!P624

%后转膜至硝酸纤维膜上#

#T

脱脂奶粉

孵育以封闭非特异性结合#

$W

过夜孵育
'

!0I?1=<=

$

-i-%%%

%

的一抗#一抗孵育完成后孵育抗兔二抗
-F

)最后经曝光检测

目的蛋白的水平)

$.1

!

实时荧光定量聚合酶链反应$

RC!PQR

%

!

用
CR'O>E

法提

取细胞
R:6

)

-

8

R:6

转录成
09:6

#用
5\*R2@11=

进行

RC!PQR

扩增)白细胞介素
!&

$

'(!&

%*白细胞介素
!-

'

$

'(!-

'

%*

巨噬细胞炎性蛋白
!3

$

U'P!3

%*肿瘤坏死因子
!

(

$

C:b!

(

%和管

家基因
'

!I0?<=

的引物序列#见表
-

)

表
-

!

PQR

扩增用引物序列

基因 引物序列 $

#f

!

"f

%

'

!I0?<= 26CC6QC2QCQC22QCQQC62Q

上游

26QCQ6CQ2C6QCQQC2QCC2Q

下游

'(!& Q6Q662CQQ2262622626Q

上游

Q6266CC2QQ6CC2Q6Q66Q

下游

'(!-

'

Q2Q62Q62Q6Q6CQ66Q66262Q

上游

C2CQQCQ6CQQC226622CQQ6Q2

下游

U'P!3 C2CQ66C2QQC26626QQQC2QQ

上游

66QCCCCC26QQ2QQQCC26262C22

下游

C:b!

(

Q6Q626662Q6C26CQQ2Q26Q

上游

C2QQ6Q662Q62266C26266262

下游

$.2

!

免疫荧光检测
!

细胞滴入无菌载玻片上#

$T

甲醛固定后

进行免疫荧光检测)载玻片先后孵育
'

!0I?1=<=

$

-i#%%

%一抗

3F

#

Q

M

"

标记二抗
-F

#核染色剂
$

#

&!

联脒
!3!

苯基吲哚$

96P'

%

#;<=

#封片后荧光显微镜下观察)

$.)

!

细菌杀伤实验
!

实验用
P6

为标准菌株
-B&&%

购自美国

典型菌种保藏中心$

6CQQ

%)实验步骤参照文献+

X

,#具体如

下)经慢病毒感染后细胞加入
P6

$

UV'g-%

%

-F

后#更换含

"%%

8

"

(

庆大霉素的完全培养基以杀伤细胞外细菌#继续培养

-F

)收集
-F

和
3F

细胞悬液#

%.-T C@<?>=!̀

裂解细胞以释

放细胞内细菌)细胞裂解液经
-%

倍系列稀释后#每个稀释梯

度涂布于
"

块假单胞菌属分离用固体培养基上#

"AW

过夜培

养后计数菌落数#以每
-%

& 细胞数的菌落计数来表示细胞的荷

菌量)

$..

!

统计学处理
!

采用
5P55--.%

统计软件进行统计处理和

分析#计量资料以
AY=

表示#组间比较采用
5

检验#以
B

$

%.%#

为差异有统计学意义)

/

!

结
!!

果

/.$

!

P6

感染细胞后
'

!0I?1=<=

的表达及亚细胞定位
!

在巨噬

细胞和中性粒细胞中检测未感染及
P6

感染后不同时间点
'

!

0I?1=<=

水平的变化及亚细胞定位)实验结果显示#

'

!0I?1=<=

组成性表达于巨噬细胞$图
-6

和
Q

#

%F

%和中性粒细胞$图
-*

和
9

#

%F

%中#在细菌短时间刺激后$图
-6

和
Q

#巨噬细胞#

&F

(

图
-*

和
9

#中性粒细胞#

-3F

%

'

!0I?1=<=

的表达达到最高并转

位至核内$表现为
Q

M

"

红色荧光和
96P'

蓝色荧光的共定位%#

但随着刺激时间的延长表达逐渐下调并于持续刺激后未见明

显表达$图
-6

和
Q

#巨噬细胞#

$XF

(图
-*

和
9

#中性粒细胞#

$XF

%)

!!

注!

6

*

*

分别为在
P6

感染的巨噬细胞和中性粒细胞中用
a17?!

1@=!NE>?

法检测
'

!0I?1=<=

蛋白水平的表达(

Q

*

9

分别为在
P6

感染前后

的巨噬细胞和中性粒细胞中用免疫荧光的方法检测
'

!0I?1=<=

$红色荧

光%的亚细胞定位(白色箭头所指是
'

!0I?1=<=

表达降低的细胞%#放大

倍数为
$%%

倍(

%

*

&

*

-3

*

3$

*

"&

*

$XF

分别表示
P6

未感染及感染后

时间)

图
-

!

P6

感染细胞中
'

!0I?1=<=

的表达及亚细胞定位

/./

!

过表达
'

!0I?1=<=

抑制促炎性因子的分泌
!

为了研究
'

!

0I?1=<=

的调节作用#采用慢病毒感染细胞上调细胞内
'

!0I?1!

=<=

的表达#用
RC!PQR

的方法检测了
P6

感染后
'

!0I?1=<=

过

表达组和空载慢病毒组体外培养细胞中促炎性因子的表达)

实验结果显示#在巨噬细胞中过表达
'

!0I?1=<=

在感染
&F

抑制

促炎性细胞因子
'(!&

$图
36

%*

'(!-

'

$图
3*

%*

C:b!

(

$图
3Q

%和

U'P!3

$图
39

%的表达)在中性粒细胞中#过表达
'

!0I?1=<=

在

P6

感染
&F

抑制促炎性细胞因子
'(!&

$图
34

%*

C:b!

(

$图
32

%

和
U'P!3

$图
3)

%而对
'(!-

'

$图
3b

%的表达无明显作用)在巨

噬细胞和中性粒细胞未受细菌感染时过表达
'

!0I?1=<=

各细胞

因子未见变化$图
36

!

)

#

%F

%)此结果提示
'

!0I?1=<=

在
P6

感染的巨噬细胞和中性粒细胞中抑制炎性反应)

/.'

!

过表达
'

!0I?1=<=

降低细胞的荷菌量
!

细菌感染时#过度

炎性反应和细菌毒力是致病的主要因素)以上结果发现
'

!

0I?1=<=

在
P6

感染时发挥抑炎作用)随后#用细菌平板计数法

来检测在巨噬细胞和中性粒细胞中过表达
'

!0I?1=<=

对细菌清

除如何调节)实验结果显示#在巨噬细胞中$图
"6

%

'

!0I?1=<=

组与空载慢病毒组相比在
P6

刺激
-F

和
3F

荷菌量都是明显

降低)同样#在中性粒细胞中$图
"*

%

'

!0I?1=<=

组与空载慢病

毒组相比在细菌刺激
3F

$图
"*

%荷菌量明显降低而细菌刺激
-

F

$图
"*

%时两组荷菌量无明显差异)此结果提示#

'

!0I?1=<=

在

巨噬细胞和中性粒细胞中能够有效促进细菌的清除)

-
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注!

6

!

9

*

4

!

)

分别表示在
P6

感染前后的巨噬细胞和中性粒细胞中

用
RC!PQR

法检测
'

!0I?1=<=

慢病毒和空载慢病毒处理后
'(!&

*

'(!-

'

*

C:b!

(

和
U'P!3

基因水平的变化(与空载慢病毒组相比#

"

B

$

%.%#

#

""

B

$

%.%-

#

"""

B

$

%.%%-

(

%F

和
&F

分别表示
P6

未感染及感染后

&F

)

图
3

!

过表达
'

!0I?1=<=

抑制促炎性因子的分泌

!!

注!

6

*

*

分别为在
P6

感染的巨噬细胞和中性粒细胞中用平板计

数的方法检测细胞对细菌的杀伤作用)与空载慢病毒组相比#

"

B

$

%.%#

#

""

B

$

%.%-

#

"""

B

$

%.%%-

(

%F

和
&F

分别表示
P6

未感染及感

染后
&F

)

图
"

!

过表达
'

!0I?1=<=

降低细胞的荷菌量

'

!

讨
!!

论

作为经典
a=?

通路中的核心分子#

'

!0I?1=<=

在众多病理

和生理过程中发挥重要作用+

3!"

,

)然而#

'

!0I?1=<=

在调节机体

炎性反应中的作用尚存争议)作者的研究发现
'

!0I?1=<=

在

P6

刺激的巨噬细胞和中性粒细胞中抑制炎性反应并促进细

菌清除#这为临床治疗
P6

感染提供备选方案)

以往研究发现
'

!0I?1=<=

在沙门菌+

B

,和结核分枝杆菌+

3

,感

染时表达下调#而在痢疾志贺菌+

-%

,刺激下表达上调)这些研

究提示细菌感染引起
'

!0I?1=<=

表达的不同取决于细菌的种

类)作者研究发现#在
P6

刺激巨噬细胞和中性粒细胞后
'

!

0I?1=<=

表达呈一过性增高后随刺激时间的延长而逐渐下调)

P6

感染引起的
'

!0I?1=<=

的下调提示
'

!0I?1=<=

在该细菌

感染时发挥调节作用)本研究发现#过表达
'

!0I?1=<=

可在巨

噬细胞中抑制促炎性细胞因子的分泌#这与之前报道的
'

!0I?1!

=<=

可抑制结核分枝杆菌刺激的巨噬细胞的炎性反应相一

致+

3

,

)然而#

'

!0I?1=<=

在中性粒细胞中的炎症调节作用未见报

道)本研究发现#过表达
'

!0I?1=<=

可在
P6

刺激的中性粒细胞

中抑制促炎性因子的分泌$包括
'(!&

*

C:b!

(

和
U'P!3

%#抑制

细菌感染引起的炎性反应)炎症介质对宿主防御病原体的感

染是必不可少的)同时本研究还发现
'

!0I?1=<=

抑制炎性因子

的分泌#同时促进细菌的清除#两者似乎相矛盾)以往的报道

为该结果提供了解释的依据)研究报道#

'

!0I?1=<=

可以在多种

细胞类型中促进活性氧自由基+

--

,和活性氮自由基+

-3

,的表达#

两者是氧依赖性细菌清除机制中的重要分子(另外#

'

!0I?1=<=

下游转录因子
!$

$

C0G!$

%可以促进防御素
#

和
&

的表达#防御素

是非氧依赖性细菌清除机制的主要组成部分)这些研究提示#

'

!0I?1=<=

抑制炎性反应的同时#可能上调氧依赖性或非氧依赖

性杀菌机制促进细菌的清除)

综上所述#

'

!0I?1=<=

在
P6

刺激的巨噬细胞和中性粒细胞

中抑制炎性反应并促进细菌清除)本研究揭示了在
P6

感染

时
'

!0I?1=<=

的调节作用#为
P6

感染及感染引起的宿主炎性反

应的治疗提供备选方案)
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病细胞表面细胞间黏附分子
!-

$

'Q6U!-

%的作用#可使细胞的

迁移能力明显下降)白血病细胞黏附性的增强也是白血病细

胞远处扩散及残留白血病细胞再次复发的重要原因+

&

,

)研究

发现白血病患者血清
7'Q6U!-

和
7+Q6U!-

水平与白血病的

转归密切相关#血清
7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

水平显著升高#提示

患者的预后不佳+

A!X

,

)因此#

7'Q6U!-

和
7+Q6U!-

的表达水

平对白血病的转归及预后判断具有一定临床参考价值)

苦参是我国的一种传统中草药#其性苦*寒#具有清热燥

湿*杀虫*利尿的功效)在干燥情况下可提取*分离出数十种药

理活性成分#其中苦参碱是目前研究较多的一种生物碱)有研

究显示#苦参碱对多种人肿瘤细胞增殖都具有明显抑制作用#

可抑制细胞
9:6

合成和周期转换#诱导细胞早期凋亡等#被

认为是一种较好的肿瘤诱导分化药物+

B!-%

,

)临床研究发现#苦

参注射液与临床化疗药物联用可有效逆转白血病细胞的耐药

性#减少药物不良反应#缓解肿瘤疼痛#有效改善患者的生活质

量+

--

,

)既往研究发现#苦参碱可抑制白血病细胞对多种炎性

细胞因子的表达和分泌+

-3

,

#结合临床上苦参注射液广泛用于

肝硬化*病毒性肝炎*皮肤及妇科炎症等的治疗#推测苦参碱的

抗白血病作用可能与其免疫调节作用和抗炎性介质作用有关)

本研究结果显示急性白血病患者较健康对照者具有较高

的血清
7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

水平#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%#单纯药物常规化疗或联用苦参注射液治疗均可明显降

低患者血清中两种黏附分子的表达水平#其中苦参治疗组
7'!

Q6U!-

*

7+Q6U!-

水平下降程度明显高于常规化疗组#差异

有统计学意义$

B

$

%.%#

%#提示
7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

与白血病

的发生具有一定相关性#常规化疗药物可有效降低白血病患者

血清中这两种黏附分子的表达水平#

7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

可以

作为化疗疗效判断的参考指标)苦参则可协同增强上述化疗

药物对
7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

水平的降低作用)从临床治疗效

果比较发现#苦参治疗组治疗有效率为
B%.%%T

#高于常规化

疗组的
&A.&AT

#差异有统计学意义$

B

$

%.%#

%#也进一步验证

了苦参在急性白血病中的治疗作用)

综上所述#临床联用苦参注射液可以通过降低急性白血病

患者体内
7'Q6U!-

*

7+Q6U!-

水平#改善常规化疗药物的临

床疗效#抑制白血病的转归)
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