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检测
H*:9

应用

的效果后!结膜下注射
H*:9

观察疾病进展#实时荧光定量
0:C

检测炎性因子的表达#

PS[RH

和流式细胞术检测细胞凋亡&

结果
!

H*:9

延缓角膜炎的疾病进展#随后实验发现
H*:9

促进抑炎因子分泌抑制促炎因子的分泌#促进角膜浸润细胞的凋亡&

结论
!

H*:9

通过调节炎性因子促进细胞凋亡!抑制角膜炎症反应!在铜绿假单胞菌角膜炎中发挥角膜保护作用&
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细菌性化脓性角膜炎是致角膜盲的主要原因之一*

!

+

$造

成细菌性化脓性角膜炎的病原体众多"其中铜绿假单胞菌引起

的化脓性角膜炎占首位*

"

+

$铜绿假单胞菌&

0/

'是革兰阴性条

件致病菌"当角膜发生损伤时易于被感染诱发角膜炎"其致病

机制主要是大量炎症细胞和细胞因子的聚集引起过度炎症反

应导致的角膜免疫病理损伤*

&

+

$因此"如何抑制过度炎症引起

的免疫病理损伤是治疗疾病的关键$作为一个化学分子"氯化

锂&

H*:9

'可参与多个生理调节过程"如糖原的合成#基因的表

达#炎症调节及细胞凋亡*

.

+

$研究报道
H*:9

可在内毒素诱发

的炎症*

F

+

#

P899

样受体介导的慢性小肠炎*

(

+

#弗朗西斯氏菌感

染*

%

+中抑制炎症反应$此外"

H*:9

可调节多种细胞的凋亡"如

巨噬细胞#神经细胞#淋巴细胞#上皮细胞等*

K-!!

+

$然而"

H*:9

在铜绿假单胞菌感染引起的化脓性角膜炎中的作用还未知$

研究报道"

H*:9

作为药物可治疗精神双向障碍*

!"

+

"并在阿尔茨

海默氏病*

!&

+

#糖尿病*

!.

+中有潜在的治疗效果$然而"

H*:9

可

否应用于化脓性角膜炎中还有待证明$本研究发现"

H*:9

通

过调节细胞因子分泌和浸润细胞的凋亡"抑制角膜局部炎症反

应"延缓角膜炎疾病进展"在化脓性角膜炎中发挥角膜保护

作用$

$

!

材料与方法

$#$

!

角膜炎动物模型的建立及临床炎症分级
!

用乙醚麻醉小

鼠后"在体视显微镜
.$

倍放大倍数下用
"F<

的针头在小鼠的

左侧眼角膜上连续划
&

下"每次划痕约
!@@

$用移液器滴加

入
FH

的
!M!$

(

:OS

%

@H

菌量于划伤角膜"右侧眼未经任何

处理作为正常对照$感染
0/

的小鼠角膜于
!

#

&

和
FL

观察角

膜病变情况$根据已建立的角膜疾病临床分级评分如下!

$

级"角膜清澈或轻度浑浊"浑浊范围部分或完全遮盖瞳孔)

^!

级"角膜轻度浑浊"浑浊范围部分或完全遮盖眼前段)

^"

级"

角膜浑浊度增高"浑浊范围部分或完全遮盖眼前段)

&̂

级"角

膜高度浑浊"浑浊范围完全遮盖眼前段)

.̂

级"角膜穿孔$感

染后
FL

"裂隙灯显微镜观察并拍摄细菌感染后小鼠角膜的炎

症状态"用临床评分法确定角膜疾病的严重程度$

$#%

!

方法

$#%#$

!
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!

结膜下注射
H*:9

及对照
[3:9

"收集角

膜的蛋白样品"经
GTG-0/<R

后转膜至硝酸纤维膜上"分别孵

育
F_

脱脂奶粉#磷酸化糖原合酶激酶&

0-<Ge&

'&

!b!$$$

'的

一抗过夜#抗兔二抗
!?

$经曝光检测目的蛋白的量$

$#%#%

!

C539-7*@50:C

!

用
PC6\89

法提取细胞
C[/

$

!

$

A

C[/

转录成
]T[/

"用
GQ2C<455,

进行实时荧光定量
0:C

扩增$白介素
!$

&

6H-!$

'#白介素
(

&

6H-(

'#白介素
!

"

&

6H-!

"

'#

肿瘤坏死因子
&

&

P[O-

&

'和
"

-3]7*,

的引物序列见表
!

$

$#%#&

!

PS[RH

!

取
H*:9

%

[3:9

处理后的感染及未感染眼球"

._

福尔马林固定"石蜡包埋切片$切片经脱蜡脱水后用末端

脱氧核苷酰酶试剂盒染断裂
T[/

末端以标记凋亡细胞"用核

染色剂
.d

"

(-

二脒基
-"-

苯基吲哚&

T/06

'染细胞核"封片后荧光

显微镜下观察$

(

K%.
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表
!

!!

引物列表

基因 引物序列 &

Fd-&d

' 引物上#下游

"

-3]7*, </PP/:P<:P:P<<:P::P/<:

上游

</:P:/P:<P/:P::P<:PP<:

下游

6H-( :/://<P::<</</<</</:

上游

:/<//PP<::/PP<:/://:

下游

6H-!

"

:<:/<:/<:/:/P://://</<:

上游

P<P::P:/P::P<<//<<P::/:<

下游

P[O-

&

:/:/<///<:/P</P::<:</:

上游

P<::/://<:/<<//P</<//</<

下游

6H-!$ /<:P<</://:/P/:P<:P//::</:

上游

:PP</PPP:P<<<::/P<:PP:P:P<

下游

$#%#'

!

流式细胞术
!

取
H*:9

%

[3:9

处理后的感染角膜&每组

F

只'胶原酶消化"筛网滤过收集单细胞悬液$细胞悬液避光

孵育含
FH

碘化丙啶&

06

'的结合缓冲液"流式细胞仪上分析细

胞凋亡&

06

阳性细胞数量'$

$#&

!

统计学处理
!

采用
G0GG!!#$

统计软件进行统计分析"

所有动物实验按每组
F

只"每个实验重复
&

次"结果以
Hl@

表

示"角膜临床评分用
V-1

统计分析方法"其他实验用非配对

的
7

检验"

!

$

$#$F

为差异有统计学意义$

%

!

结
!!

果

%#$

!

结膜下注射
H*:9

的效果
!

为了研究
H*:9

在
0/

角膜炎

中的作用"结膜下注射
H*:9

或
[3:9

&对照'"

15+754,-Y987

显

示"

0/

感染小鼠角膜后"

0-<Ge&

的表达低于正常角膜&图
!

"

9*,5"

比
9*,5!

'"结膜下注射
H*:9

"

0-<Ge&

的表达水平明显上

调&图
!

"

9*,5&

比
9*,5"

'$见图
!

&见,国际检验医学杂志-网站

主页.论文附件/'$

%#%

!

H*:9

延缓角膜炎疾病进展
!

临床评分结果显示"在
0/

感染后
!

#

&

#

FL

"

H*:9

注射组疾病的严重程度减轻"

!

#

&

#

FL

的

临床评分分别为
^!

#

^"

#

^"

%

^&

"而对照组的临床评分分别

为
"̂

#

&̂

#

^.

&图
"/

'$裂隙灯照片显示"

H*:9

处理组&图

":

'角膜中%重度浑浊遮盖瞳孔区)对照组&图
"2

'膜溃疡穿孔$

IR

染色结果显示"相对于
H*:9

处理组&

"R

'对照组&图
"T

'角

膜重度水肿"角膜增厚"并有大量的炎性细胞的浸润$临床表

现结果提示
H*:9

能够延缓
0/

角膜炎的疾病进程"在
0/

角膜

炎中发挥角膜保护作用$见图
"

&见,国际检验医学杂志-网站

主页.论文附件/'$

%#&

!

H*:9

调节炎性因子的分泌
!

炎性细胞浸润和炎性因子

的分泌是引起角膜过度炎症的关键因素$为了全面了解角膜

的炎症反应情况"检测
H*:9

和
[3:9

处理组炎性因子的表达"

结果显示"在
0/

感染后
!

#

FL

"

H*:9

促进抑炎因子
6H-!$

的表

达&图
&/

'"并且抑制促炎因子
P[O-

&

的表达&图
&T

'"而对促

炎性因子
6H-(

&图
&2

'和
6H-!

"

&图
&:

'无影响$在未感染时"

两组的炎性因子的分泌无差别&图
&

"

/-T

'$见图
&

&见,国际

检验医学杂志-网站主页.论文附件/'$

%#'

!

H*:9

促进角膜浸润细胞的凋亡
!

炎性细胞的凋亡是控

制宿主过度炎症的一个重要措施$

PS[RH

检测发现"

0/

感

染后
FL

"与对照组相比&图
.2

'"

H*:9

处理组&图
.T

'的角膜基

质中有更多
PS[RH

染色为阳性的细胞&绿色荧光'"且与核染

色剂&紫色荧光'共定位"为凋亡细胞&图
.2

和
T

中的白色箭

头所指细胞'$

0/

未感染时"

H*:9

&图
.:

'和
[3:9

&图
./

'处

理组中均未见
PS[RH

染色为阳性的细胞"见图
.

&见,国际检

验医学杂志-网站主页.论文附件/'$为了进一步量化
H*:9

处

理后角膜浸润细胞凋亡的情况"流式检测结果显示"

0/

感染

!

#

FL

后"

H*:9

促进细胞的凋亡"其
06

阳性的凋亡细胞的比例

分别为
!!#&_

和
"$#&_

"而对照组凋亡细胞的比例为
F#'%_

和
!$#(_

"两组比较差异有统计学意义&

!

$

$#$F

'$见图
F

&见

,国际检验医学杂志-网站主页.论文附件/'$

&

!

讨
!!

论

H*:9

在阿尔茨海默氏病*

!&

+

#糖尿病*

!.

+及精神双向障碍*

!"

+

中有潜在的治疗作用"然而"

H*:9

在铜绿假单胞菌角膜炎中的

作用还未知$本研究发现"

H*:9

通过调节炎性因子分泌和细胞

凋亡"抑制炎症反应"发挥角膜保护作用$

据报道"

H*:9

在多种疾病中可抑制炎症反应$

[3?@3,

等*

F

+报道"

H*:9

通过抑制
P[O-

&

#

6H-!

"

#活性氮自由基在精神

双向障碍中发挥抑炎作用)

25;459

等*

!F

+报道
H*:9

在内毒素休

克的动物模型中抑制内毒素诱导的
6H-(

的产生)

13,

A

等*

!!

+

报道
H*:9

通过降低促炎性因子
P[O-

&

和
C/[PRG

的表达在

内毒素血症诱发的急性肾衰竭中发挥保护作用$本研究发现

H*:9

通过促进
6H-!$

的表达"抑制
P[O-

&

的表达在化脓性角

膜炎中发挥抑炎作用$同时"组织化学染色结果显示"

H*:9

处

理组角膜浸润细胞明显减少$炎性因子分泌的调节和炎性细

胞浸润的减少是抑制角膜过度炎症"延缓疾病进展$

炎性细胞的凋亡也是机体降低炎症反应的一个策略$研

究发现"在巨噬细胞*

K

+

#神经细胞*

'

+等中"

H*:9

促进细胞凋亡)

而抑制急性
P

淋巴细胞白血病细胞*

!$

+

#肾小管上皮细胞*

!!

+的

凋亡$这提示"

H*:9

调节凋亡的作用依赖不同的细胞类型和刺

激因素$

PS[RH

和流式细胞术结果均显示"在铜绿假单胞菌

感染时"

H*:9

促进角膜浸润炎性细胞的凋亡$

综上所述"本研究揭示了
H*:9

在细菌性化脓性角膜炎中

的调节作用"为
H*:9

的临床辅助应用提供坚实的理论基础$
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引起腹泻的志贺菌&我国主要为福氏志贺菌'和致泻大肠

埃希菌的研究颇为广泛和深入"从微生物学实验诊断技术#感

染性腹泻发病机制#耐药菌谱及其耐药机制#新型治疗方法及

预防策略等方面进行了研究*

!-%

+

$在临床实践中"由于患者病

情错综复杂以及药物使用千差万别"细菌感染性腹泻的主要病

原菌并非霍乱弧菌#志贺菌和沙门菌等经典肠道病原菌"而是

因肠道菌群失调使得某些条件致病菌大量繁殖"引发腹泻$

研究者采用自动细菌鉴定系统对能与福氏志贺菌诊断血

清发生凝集反应的菌株进行鉴定"结果发现"能与福氏志贺菌

诊断血清发生凝集反应的病原菌不是福氏志贺菌"而是大肠埃

希菌$将该细菌接种于克氏双糖斜面琼脂试管和动力
-

吲哚
-

脲酶半固体琼脂试管"结果表现为发酵葡萄糖不产气#不发酵

乳糖#无动力#吲哚阳性#脲酶阴性"这就是无活性大肠埃希菌$

无活性大肠埃希菌与福氏志贺菌的生物学特性很相似"部分能

与福氏志贺菌诊断血清发生凝集反应$

在腹泻患者粪便中检测到无活性大肠埃希菌的文献报道

很少*

K-!"

+

"很可能是大家仍在遵循传统的大便细菌学检验"只

关注志贺菌#沙门菌"而忽略菌群失调后条件致病菌的检验$

因此"需要高度重视容易被遗漏的无活性大肠埃希菌的检测"

才能为临床治疗提供更多微生物学支持$

本次检测结果显示"无活性大肠埃希菌的耐药性较高"与

相关文献报道一致*

!&-!.

+

"认为致泻大肠埃希菌对临床常用抗

菌药物的耐药性不断增加$在临床用药要结合药敏试验结果"

选用敏感的抗菌药物"合理进行治疗$

无活性大肠埃希菌能引起腹泻"除易感人群的易感因素

外"与该菌本身的致病因素有关$参考相关文献资料*

!F

+

"可以

直接检测大肠埃希菌的毒力基因"为临床提供更准确的诊断依

据$该菌能引起腹泻"作为大肠埃希菌的一个类型&无活性

型'"是否与致泻大肠埃希菌存在相同或相似的致病基因和耐

药基因"生物学特性与志贺菌极为相似的无活性大肠埃希菌"

它们在基因水平是否也很相近呢2 尤其应关注无活性大肠埃

希菌是否含有志贺菌的致病基因和耐药基因$进一步研究无

活性大肠埃希菌引起腹泻的致病机制#流行病学调查#动物模

型构建#耐药机制"从而为肠道感染防治提供理论依据$

参考文献

*

!

+ 聂青和
#

感染性腹泻研究最新进展*

X

+

#

传染病信息"

"$!!

"

".

&

"

'!

%F-%K#

*

"

+

:?*+7*VX

"

O34;

f

;5/G

"

e?3, 1/

"

5739#:?343]754*+7*]+8>]?*9-

L45,E*7?G?*

A

59935,]5

=

?398

=

37?

B

!

5a

=

54*5,]5>48@3934

A

5;4Y3,

L*344?5374537@5,7]5,754*,23,

A

93L5+?

*

X

+

#05L*3746,>5]7T*+X

"

"$!$

"

"'

&

F

'!

...-..%#

*

&

+

:45

=

*,ZO

"

<*434LO

"

G]?n9954G

"

5739#T*++5]7*,

A

7?548958>7?5

P*4

!

[]W3,LP*4

!

6CPeG

%

6CG

=

F&+*

A

,399*,

A=

37?E3

B

+*,D*D8

*

X

+

#

V89V*]48Y*89

"

"$!$

"

%F

&

"

'!

&$K-&"&#

*

.

+

J59+]?935

A

54P/#V5]?3,*+@+8>

=

48Y*87*]3]7*8,+-/45D*5E

*

X

+

#

6,7XV5LV*]48Y*89

"

"$!$

"

&$$

&

!

'!

F%-("#

*

F

+

P**?8,5,e

"

J;E5?3,L/:

"

C3;78,5,[#I;@3,*,75+7*,39@*]48-

Y*8733,L?5397?

B

3

A

5*,

A

*

X

+

#/

A

5*,

A

C5+C5D

"

"$!$

"

'

&

"

'!

!$%-

!!(#

*

(

+

:5,754+>84T*+53+5:8,74893,L045D5,7*8,

&

:T:

'

#[37*8,39

"

+7375

"

3,L98]393453D3]]*,37*8,]8D543

A

53@8,

A

]?*9L45,3

A

5L

!'c&F@8,7?+cS,*75LG7375+

"

"$$'

*

X

+

#VV1C V84YV84739

1W9

B

C5

=

"

"$!$

"

F'

&

&(

'!

!!%!-!!%%#

*

%

+

e*@GX

"

I3,Q1

"

C3?@3,VV

"

5739#H*D53775,;375LG39@8,59-

935,754*]3+548D34P

B=

?*@;4*;@5a

=

45++*,

A

+E*,5*,754>548,-39-

=

?3?3+3,7*D*4393]7*D*7

B

3,L3995D*375+]9*,*]39+*

A

,+*,L;]5LY

B

*,-

>5]7*8,E*7?743,+@*++*Y95

A

3+7485,754*7*+D*4;+*,

=

*

A

957+

*

X

+

#Z3]-

]*,5

"

"$!$

"

"K

&

&!

'!

F$&!-F$&%#

*

K

+ 高亚色
#

检出一株双糖铁反应似志贺菌属血清学交叉的产毒性大

肠埃希菌*

X

+

#

海峡预防医学杂志"

"$$F

"

K

&

F

'!

F%-FK#

*

'

+ 高雯洁"张建平"沈志英"等
#

一株与福氏志贺菌
!3

交叉凝集的低

活性大肠埃希菌*

X

+

#

中国卫生检验杂志"

"$$%

"

!%

&

!!

'!

"!!F-

"!!(#

*

!$

+郭丹桂
#

一株具有福氏
(

型志贺菌相同抗原的大肠埃希菌*

X

+

#

职

业与健康"

"$$K

"

".

&

!.

'!

!&'.-!&'F#

*

!!

+何剑锋"叶金奶
#

与福氏志贺氏菌有共同抗原的两株肠杆菌科细

菌*

X

+

#

中国卫生检验杂志"

"$$'

"

!'

&

F

'!

!!(K#

*

!"

+严卓琳
#

一株三糖铁反应似志贺菌属血清学交叉的产毒型大肠埃

希菌*

X

+

#

中国医药指南"

"$!"

"

!$

&

!.

'!

!&!-!&"#

*

!&

+周敬纲"贾艳丽"杨静
#

腹泻综合征致泻性大肠埃希菌血清型分布

及耐药性的研究*

X

+

#

中国当代医药"

"$!.

"

"!%

&

&&

'!

!..-!.(#

*

!.

+常海岭"李月芳"曾玫"等
#

儿童致泻性大肠埃希菌腹泻临床与病

原分布特点*

X

+

#

中华传染病杂志"

"$!F

"

&&

&

&

'!

!&%-!.!#

*

!F

+潘伟光"李一凡"邓启文"等
#

致婴幼儿腹泻的肠致病性大肠埃希

菌血清分型和毒力基因检测*

X

+

#

国际检验医学杂志"

"$!&

"

&.

&

!&

'!

!('!-!('"#

&收稿日期!

"$!F-$'-"K

'

&上接第
.%'

页'

!!

X0?34@3]89

"

"$!!

"

!("

&

(

'!

!.!$-!."&#

*

'

+

<o@5\-G*,75+C

"

H;]3+XX#H;]3+[O/P

%

O3++*

A

,39*,

A

@5L*375+

7?5,5;48,393

=

8

=

78+*+3,L@8784+*L55>>5]7+8><Ge-&*,?*Y*7*8,

*,3@8;+5@8L598>9*7?*;@7?543

=B

*

X

+

#X:9*,6,D5+7

"

"$!$

"

!"$

&

%

'!

".&"-"..F#

*

!$

+

0*574;]\;We

"

Xo\E*W/

"

C;]W5@3,,-T\*;4L\*p+W3e

"

5739#:

B

78-

=

4875]7*D55>>5]78>9*7?*;@3

A

3*,+7+

=

8,73,58;+3,L*,L;]5L3

=

8

=

-

78+*+8>9

B

@

=

?8*L]5999*,5VJHP-.

*

X

+

#O89*3I*+78]?5@:

B

78Y*-

89

"

"$$'

"

.%

&

.

'!

(&'-(.(#

*

!!

+

13,

A

Q

"

I;3,

A

1:

"

13,

A

:Q

"

5739#6,?*Y*7*,

AA

9

B

]8

A

5,+

B

,-

7?3+5W*,3+5-&45L;]5+5,L878a35@*]3];7545,39>3*9;45Y

B

L8E,-

45

A

;937*,

A

*,>93@@37*8,3,L45,39]5993

=

8

=

78+*+

*

X

+

#24X0?34@3-

]89

"

"$$'

"

!F%

&

(

'!

!$$.-!$!&#

*

!"

+

H*]?7C1#H*7?*;@

!

+7*993@3

)

848

=

7*8,*,7?5@3,3

A

5@5,78>Y*-

=

8934L*+84L54

*

X

+

#:[G[5;48+]*P?54

"

"$!"

"

!K

&

&

'!

"!'-""(#

*

!&

+

O8495,\3JZ

"

L503;93ZX

"

V3]?3L8-Z*5*43C

"

5739#T85+9*7?*;@

=

45D5,7/9\?5*@54d+L*+53+5

*

X

+

#T4;

A

+/

A

*,

A

"

"$!"

"

"'

&

F

'!

&&F-

&."#

*

!.

+

e3,\34*

B

3[C

"

03759Ce

"

03759[X#03759/,7*L*3Y57*]3,LD3+8-

=

4875]7*D53]7*D*7

B

8>9*7?*;@

!

C8958>

A

9

B

]8

A

5,+

B

,7?3+5W*,3+5-&

*

X

+

#6,L*3,X0?34@3]89

"

"$!!

"

.&

&

.

'!

.&&-.&(#

*

!F

+

25;459R

"

X8

=

5CG#X8

=

5H*

=

8

=

89

B

+3]]?34*L5-*,L;]5L*,75495;W*,-(

=

48L;]7*8,*+ ]8,748995L Y

B A

9

B

]8

A

5, +

B

,7?3+5 W*,3+5-& 3,L

GP/P&*,7?5Y43*,

*

X

+

#X[5;48*,>93@@37*8,

"

"$$'

"

(

&

!

'!

'#

&收稿日期!

"$!F-!!-!$

'

(

!K.

(

国际检验医学杂志
"$!(

年
"

月第
&%

卷第
.

期
!

6,7XH3YV5L

!

O5Y4;34

B

"$!(

!

Z89#&%

!

[8#.




