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自噬真核细胞在不动杆菌清除中的机制及诱导巨噬
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要"目的
!

观察自噬真核细胞在不动杆菌清除中的机制及对诱导巨噬细胞凋亡蛋白质组织学的影响%方法
!

取
.-4

雌

性小鼠
)?

只!建立小鼠不动杆菌感染模型!随机分为对照组"

.\#)

$和观察组"

.\#)

$%对照组注射生理盐水!观察组注射自噬真

核细胞!测定两组小鼠不动杆菌清除情况及诱导巨噬细胞凋亡的蛋白质组织学情况%结果
!

两组小鼠植入后即刻病灶组织细菌

定量比较!差异无统计学意义"

!

$

(=(!

$'观察组植入后
)?

&

?$K

病灶组织细菌定量!显著低于对照组"

!

#

(=(!

$'观察组小鼠注

射自噬真核细胞后肺部组织基本正常!肺泡腔开放!未见异常物质!肺泡壁无明显增厚!且壁内未见炎性细胞浸润%对照组小鼠由

于注射生理盐水缺乏不动杆菌清除能力导致肺部可见大量炎性细胞浸润!血管扩张!部分小鼠存在充血现象%结论
!

不动杆菌小

鼠体内注射自噬真核细胞能提高机体清除率!诱导巨噬细胞凋亡%

关键词"自噬真核细胞'

!

不动杆菌'

!

巨噬细胞'

!

蛋白组织学
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鲍曼不动杆菌是临床上常见的致病菌#是革兰阴性菌的一

种#能导致多种感染性疾病#尤其是在免疫缺陷'昏迷'创伤及

慢性疾病患者中(

#

)

*有研究报道显示#鲍曼不动杆菌感染引起

的病死率为
#"=(>

!

!?=(>

#且具有较高的耐药性(

)

)

*近年

来相关研究表明#鲍曼不动杆菌能黏附'侵入多种哺乳动物体

内#并且能在宿主细胞中得以生存(

:

)

#但是其具体机制尚不完

全知晓*自噬是细胞程序化凋亡的过程#也是真核生物进化保

守对细胞内物质进行相应周转的重要过程#细胞在饥饿状态下

更加容易发生#自噬细胞能清除一些多余或老化的细胞器#维

持机体代谢平衡及器官的功能更新(

?

)

*但是#对于自噬真核细

胞在不动杆菌清除中的机制及对诱导巨噬细胞凋亡蛋白质组

织学的影响少有报道(

!

)

*为探讨自噬真核细胞在不动杆菌清

除中的机制及对诱导巨噬细胞凋亡的蛋白质组织学的影响#本

研究选取
)(#!

年
!

月至
)(#<

年
$

月本院提供的
.-4

雌性小

鼠
)?

只进行研究#现报道如下*

A

!

材料与方法

A=A

!

实验动物
!

取
.-4

雌性小鼠
)?

只#随机分为对照组

$

.\#)

%和观察组$

.\#)

%#体质量为
):

!

?!

&

#平均$

:)="_

:=(

%

&

#所选动物均由本院动物实验中心提供*实验过程中对

裸鼠的饲养'处理均符合.关于善待实验动物的指导下意见/相

关规则(

<

)

*所有实验均通过医院动物委员会批准同意*

A=B

!

材料与试剂
!

为保证实验的顺利完成#采用的主要材料

与试剂有鲍曼不动杆菌
d5B#!##

'环磷酰胺'麻醉剂
)

#

)

#

)B

三

溴乙醇'

*81

&

EN

培养基'甲醛组织固定剂'白细胞稀释液等#

相关试剂和仪器厂家见表
#

*

A=C

!

方法

A=C=A

!

小鼠不动杆菌感染模型建立
!

$

#

%术前处理*根据相

关文献#实验术前
?O

'术前
#O

分别采用腹腔注射
)((Q

&

"

U

&

和
#!(Q

&

"

U

&

环磷酰胺#使得小鼠体内中性粒细胞计数下降为

"(=(>

左右(

;

)

*$

)

%菌液准备*取
*8

平皿上生长的单个鲍曼

+

();)

+
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不动杆菌菌落#放置在
#(Q*

的
*8

液体中进行培养#以
#!(

N

"

QA0

震荡进行
)K

培养#使得吸光度$

,

%值菌粒直径为
<((

0Q

#取
!Q*

细菌液
#(QA0

离心#速度为
?(((N

"

QA0

#去除上

层清液后采用生理盐水洗涤后制备菌液#取
#((

'

*

菌液经过

稀释后接种到
*8

培养基上进行
#<K

培养#控制不动杆菌菌液

水平为
)=(a#(

$

!

!=(a#(

$

--7e

"

Q*

*利用耳窥镜直视下

进行小鼠气管插管#待插管成功后沿着气管插管注射
#(

'

*

鲍

曼不动杆菌菌液#连续吹打
:

次#确保菌液全部进入小鼠肺部#

在啮齿动物操作台上进行
#QA0

竖立#然后将小鼠缓慢放平在

操作台上(

$

)

#将小鼠放回饲养笼中#见图
#

*

A=C=B

!

处理方法
!

对照组注射生理盐水方法!小鼠模型建立

后静脉注射
!Q*

生理盐水#每天
#

次#共注射
#

次*观察组注

射自噬 真 核 细 胞 方 法!小 鼠 模 型 建 立 后 静 脉 注 射
#a

#(

< 个"毫升自噬真核细胞#每天
#

次#共注射
#

次(

"

)

*

表
#

!!

主要材料和试剂

主要材料和试剂 厂家"批号

鲍曼不动杆菌
d5B#!##

临床分离菌

环磷酰胺
5A

&

QE

公司"批号
5*8-(<<<3

麻醉剂
)

#

)

#

)B

三溴乙醇
5A

&

QE

公司

*81

&

EN

培养基 上海生工公司"批号
#?(#)"!(

甲醛组织固定剂
中山市康乃馨生物医疗科技有限

公司

白细胞稀释液 南京建成生物工程研究所

图
#

!!

小鼠不动杆菌感染模型建立

A=D

!

观察指标
!

$

#

%病灶组织细菌定量*两组小鼠全部苏醒

后#颈椎脱臼法处死小鼠#无菌操作下取出两组小鼠肺#称重后

每
(=#

&

肺中加入
(="Q*

生理盐水#采用匀浆机研磨#取

#((

'

*

颗粒稀释后接种到
*8

培养基中进行
#<K

培养#完成菌

落计数#从而计算出每克肺部组织的细菌水平(

#(

)

*$

)

%小鼠巨

噬细胞凋亡的蛋白质组织学表达*手术后第
#?

天处死两组小

鼠#取出病灶肺部组织#采用水平为
?>

甲醛溶液进行固定#石

蜡包埋后制备
?

'

Q

病理切片#采用
d̀

染色#在倒置显微镜下

观察两组小鼠蛋白质组织学表达情况#相关操作步骤必须严格

遵循仪器'试剂盒操作说明进行(

##

)

*

A=R

!

统计学处理
!

采用
5+55#$=(

统计软件进行数据处理#

正态分布的计量资料以
H_D

表示#组间比较采用
>

检验#以

!

#

(=(!

为差异有统计学意义*

B

!

结
!!

果

B=A

!

两组小鼠植入后不同时间点病灶组织细菌定量比较
!

两

组小鼠植入后即刻病灶组织细菌定量比较#差异无统计学意义

$

!

$

(=(!

%&观察组植入后
)?

'

?$K

病灶组织细菌定量#显著低

于对照组$

!

#

(=(!

%#见表
)

*

表
)

!!

两组小鼠植入后不同时间点病灶组织

!!!

细菌定量比较%

H_D

(

-7e

&

组别
.

植入即刻 植入后
)?K

植入后
?$K

观察组
#) !=<:_(=)# ?=#)_(=#? #=)#_(=($

对照组
#) !=<#_(=#" !=$;_(=?: )=#)_(=:!

> #=)(! #"=)$# )(=??)

!

$

(=(!

#

(=(!

#

(=(!

B=B

!

两组小鼠巨噬细胞凋亡的蛋白质组织学比较
!

观察组小

鼠注射自噬真核细胞后肺部组织基本正常#肺泡腔开放#未见

异常物质#肺泡壁无明显增厚#且壁内未见炎性细胞浸润*对

照组小鼠由于注射生理盐水缺乏不动杆菌清除能力导致肺部

可见大量炎性细胞浸润#血管扩张#部分小鼠存在充血现象#见

图
)

*

!!

注!

1

为观察组!

8

为对照组

图
)

!!

两组小鼠巨噬细胞凋亡的蛋白质组织学比较%

a)((

&

C

!

讨
!!

论

不动杆菌属于革兰阴性菌的一种#该病菌能诱导多种感染

性疾病#且多发生在免疫缺陷'昏迷'创伤人群中*随着临床抗

菌药物的大量及不合理滥用#导致不动杆菌耐药率呈上升趋

势(

#)

)

*同时#不动杆菌又属于一种胞外菌#能黏附'侵入多种

哺乳动物细胞内#并且在宿主细胞中生存*因此#采取有效的

措施提高不动杆菌的清除率对提高治疗效果具有重要的意

义(

#:

)

*

文献(

#?

)报道显示#自噬属于细胞死亡的一种过程#能清

除机体内的一些多余或老化的细胞器#从而维持机体平衡*目

+

#);)

+

国际检验医学杂志
)(#;

年
#(

月第
:$

卷第
#"

期
!

%0JX*ET'IO
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.MJDTIN)(#;
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前#临床上对于自噬的机制尚不完全知晓#多与机体控制多种

细胞内生物感染有关*本研究以小鼠作为研究对象#建立小鼠

不动杆菌模型#并且分别植入生理盐水和自噬真核细胞#结果

显示#两组小鼠植入后即刻病灶组织细菌定量比较#差异无统

计学意义$

!

$

(=(!

%&观察组植入后
)?

'

?$K

病灶组织细菌定

量#显著低于对照组$

!

#

(=(!

%*提示自噬细胞的注入能有效

提高机体内不动杆菌的清除率#从而能维持机体内环境平衡#

避免病原菌对机体产生的影响*由于自噬细胞植入机体后能

提高细胞的自我吞噬能力#有效抑制炎性反应的发生和增殖#

导致病原菌不会对机体产生明显的影响#从而能诱导巨噬细胞

凋亡#减缓机体症状#帮助其早期清除病原菌*本研究中#观察

组小鼠注射自噬真核细胞后肺部组织基本正常#肺泡腔开放#

未见异常物质#肺泡壁无明显增厚#且壁内未见炎性细胞浸润*

对照组小鼠由于注射生理盐水缺乏不动杆菌清除能力#导致肺

部可见大量炎性细胞浸润#血管扩张#部分小鼠存在充血现象*

可见#不动杆菌小鼠体内注射自噬真核细胞能诱导巨噬细胞凋

亡#调节机体免疫#提高病原菌的清除能力(

#!

)

*

综上所述#不动杆菌小鼠体内注射自噬真核细胞能提高机

体清除率#诱导巨噬细胞凋亡#为临床不动杆菌感染清除提供

依据和参考*
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