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葡聚

糖水平的变化'方法
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只
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大鼠随机分为对照组和肺炎感染组!每组各
"%

只'采用地塞米松磷酸钠

构建卡式肺孢子菌肺炎大鼠模型'模型构建成功后!观察两组大鼠的发病情况&体质量&肺重及肺重体积比'

设计卡式肺孢子菌的特异度引物!对两组大鼠进行
R4T]

检测'采用酶联免疫吸附试验"
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%法检测外周

血和肺灌洗液
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葡聚糖水平'结果
"

与对照组比较!肺炎感染组大鼠死亡
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葡聚糖水平高于外周血!

差异有统计学意义"
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本研究成功构建卡式肺孢子菌肺炎大鼠模型并建立卡式肺孢子菌简便

快捷的
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检测方法!
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肺孢子菌肺炎&

]N]

'是获得性免疫缺陷综合征

&

4SZW

'患者最常见的机会性感染疾病#也是该类患

者致死的重要原因(

!

)

$

]N]

是由卡式肺孢子菌&

]N

'

感染引发的一种疾病$目前临床上诊断
]N]

的主要

方法是病原学检测%免疫学诊断和分子学诊断(

"

)

$病

原学检测是最常用的方法#被称为/金标准0#此方法

特异度高#但是较繁琐%检出率低$免疫学诊断具有

特异度好#检出率高的优点#但是成本较高(

*

)

$分子

学诊断方法主要是聚合酶链式反应&

]N3

'#特异度

好#但是需要专门的试剂和贵重仪器$环介导恒温扩

*

(("

*
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"
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*
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增法&

R4T]

'指在等温环境下#

*%

"

,%I/1

内进行核

酸扩增#扩增过程中出现焦磷酸镁沉淀#肉眼可判断

结果(

)

)

$

R4T]

法灵敏度高#最低检测限为
!%

个拷

贝$张楠等(

$

)发现
R4T]

方法特异度高#灵敏度高

于
]N3

方法#反应时间较短#临床使用时不需要特殊

仪器#操作较简单$

!

#

*2

$

2Z

葡聚糖&

MZc

'是真菌细

胞壁的主要成分之一$研究发现
MZc

与深部真菌感

染关系密切(

,

)

$本研究通过构建卡式
]N]

大鼠模型#

建立
R4T]

法检测模型大鼠体内
]N

#同时测定

MZc

#旨在探讨
R4T]

检测方法在卡式
]N]

大鼠中

的可行性及
MZc

水平的变化$

>
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材料与方法

>#>

"

材料

>#>#>

"

实验动物
"

L/098D

大鼠#

W]U

级#雌性#

"%%

"

""%

:

左右#购自上海斯莱克动物中心$生产许可证

为
WNY[

&沪'

"%!(2%%%$

#实 验 动 物 许 可 证 为

W_Y["%!$2%%+

$

>#>#?

"

主要试剂
"

地塞米松磷酸钠注射液&金耀#天

津金耀药业有限公司#国药准字
b"%"%$!)

'+四环素

片&华南#广东华南药业集团有限公司#国药准字

b))%"%,+%

'+无内毒素质粒小提中量试剂盒(天根#

货号
Z]!!&

#天根生化科 技 &北京'有限公司)+

]TZ!&25V8=96D

试剂盒(宝生物#货号
,%!!

#宝生物

工程&大连'有限公司)+

M09ZO4

聚合酶&

[4R4Oc

#

货号
[R2Z(&&(

#上海康朗生物科技有限公司'+琼脂

糖&

W

C

;/1

#货号
4&"%!

#北京索莱宝生物科技有限公

司'+大鼠
!

#

*2

$

2Z

葡聚糖
PRSW4

试剂盒购自基尔顿

生物科技&上海'有限公司+

W_M3cD881

%

核酸染料

购自上海美季生物技术有限公司+引物由英潍捷基

&上海'贸易有限公司合成$

>#>#@

"

主要仪器
"

ZO4

电泳仪购自孚光精仪&中

国'有限公司+

Z[5"%%2"

恒温金属浴购自广州华韵生

物科技有限公司+台式高速离心机购自北京泰泽瑞达

科技有限公司+

[PUW2!

高速组织匀浆机购自上海艾

黎化学科技有限公司$

>#?

"

方法

>#?#>

"

]N]

模型构建
"

)%

只
L/098D

大鼠分成肺炎

感染组和对照组#每组各
"%

只$对肺炎感染组大鼠

进行腹腔注射地塞米松磷酸钠注射液
*#$I

:

"只#

"

次"周#期间为防止细菌感染#给予肺感染大鼠含四环

素的饮水&

!

:

"

R

'#对照组大鼠腹腔注射同等剂量无

菌生理盐水#连续注射
&

周#

&

周后停止注射$期间随

时观察两组大鼠的活动%饮水和饮食情况#记录大鼠

存活数#每
"

周称量体质量$停止地塞米松磷酸钠注

射液后#取肺炎感染组大鼠右肺中叶制成肺印片进行

cTW

染色#油镜下观察并发现肺组织中存在典型的

肺孢子菌包囊#则认为
]N]

模型构建成功$

>#?#?

"

实验样本的采集
"

构建模型前#每组各取
,

只大鼠称重#使用乙醚进行麻醉后心脏取血
!IR

#离

心后取血清备用$解剖各组大鼠#取肝脏%肠系膜淋

巴结及完整的肺组织并称重#计算肺重"体质量比$

参照相关文献(

(

)的方法#对大鼠进行支气管肺泡灌

洗#采用离心管收集灌洗液#离心收集上清备用$到

第
&

周时两组各处死
!%

只大鼠#麻醉后心脏取
!IR

血#离心后取血清备用$解剖大鼠取肝脏%肠系膜淋

巴结及完整的肺并称重#计算肺重"体质量比$收集

灌洗液#方法同上$

>#?#@

"

引物设计
"

从
c818M;1B

获得卡式肺孢子菌

核内核糖体小亚基
!,0D3O4

的基因序列&

Y!"(%&

'#

使用
ZO4I;1

软件与人肺孢子菌&

4M",,*+"

'%念株

菌属&

P!$!,&

'%酵母菌属&

d($$(&

'和小鼠肺孢子菌

&

4_$*",$!

'等的
!,0D3O4

进行比对#选择一段保守

性好的基因片段$利用
]D/I8D$

软件设计
!,0D3O4

特异度
R4T]

引物$见表
!

$

表
!

""

R4T]

引物及碱基序列

R4T]

引物 序列

U* $i245N4c454NNc5Nc54c5N5542*i

M* $i2cN5N5N445N5c5N445NN5542*i

US] $i255N4cNN55cNc4NN454N5NN5NcN5NccN45N5545c2*i

MS] $i244cccN4NN4NN4cc4c5545c5N5cc4NN5cc5c4c2*i

R66

C

U $i2cc44NNNc44c4N555c4555N2*i

R66

C

M $i25cNccN5544555c4N5N44N2*i

>#?#A

"

质粒构建
"

使用引物
U*

%

M*

进行
]N3

扩增#

]N3

产物与
]TZ!&25

载体连接后转化至感受态细

胞中#提取重组质粒
]TZ!&252!,0D3O4

$

>#?#B

"

R4T]

反应体系
"

本实验采用
"$

#

R

反应体

系#包括
!%\HA??8D"#$

#

R

#

>O5]0"

#

R

#

T

:

N@

"

*#"

#

R

#

R66

C

U

和
R66

C

M

引物各
%#!,

#

R

#

US]

和
MS]

引

物各
%#*"

#

R

#

U*

和
M*

引物各
%#%)

#

R

#

MW5ZO4

聚合酶
%#&

#

R

#将反应混合物混匀后#再分别加入模

板&质粒模板或者组织
ZO4

'

"

#

R

#

W_M3c3PPO

%

%#$

#

R

#加双蒸水至
"$

#

R

#混匀后点离#放置于
,*g

恒温水浴
!<

$取
$

#

R

进行
"-

琼脂糖凝胶电泳#观

察电泳和颜色变化结果$

*
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>#?#K

"

酶联免疫吸附试验&

PRSW4

'法检测血清和肺

灌洗液中
MZc

"

严格按照
!

#

*2

$

2Z

葡聚糖
PRSW4

试

剂盒说明书步骤进行检测$

>#@

"

统计学处理
"

选用
W]WW!+#%

软件对本研究数

据进行统计学分析#研究中体质量%肺重及肺重"体质

量比和
MZc

等指标水平经验证均符合正态分布#以

E ?̂

表示#组间各指标水平比较均采用独立
5

检验分

析#组内采用配对
5

检验#

!

$

%#%$

表示差异有统计学

意义$

?

"

结
""

果

?#>

"

两组大鼠的一般情况比较
"

构建大鼠过程中发

现肺炎感染组大鼠出现饮食饮水减少%反应变迟钝%

斑块状脱毛%眼球颜色变暗%眼睛和鼻子炎性分泌物

增多等现象$注射地塞米松
&

周后#肺炎感染组大鼠

死亡
)

只#死亡率为
"&#$(-

$与对照组比较#肺炎感

染组大鼠体质量从第
,

周开始明显下降#持续到第
&

周#差异具有统计学意义&

!

$

%#%$

'$见图
!

$

""

注!与对照组比较#

!

!

$

%#%$

图
!

""

两组大鼠的体质量比较

?#?

"

两组大鼠肺重及肺重"体质量比比较
"

注射地

塞米松前两组大鼠肺重和肺重"体质量比差异无统计

学意义&

!

&

%#%$

'$与注射地塞米松前比较#注射地

塞米松
&

周后肺炎感染组肺重和肺重"体质量比明显

上升#且观察组注射地塞米松
&

周后肺重和肺重"体

质量比高于对照组#差异有统计学意义&

!

$

%#%$

'#具

体结果见表
"

$

表
"

""

两组大鼠肺重及肺重'体质量比比较$

E ?̂

%

组别
肺重&

:

'

注射地塞米松前&

'a,

' 注射地塞米松
&

周后&

'a!%

'

肺重"体质量比&

\!%

'"

'

注射地塞米松前&

'a,

' 注射地塞米松
&

周后&

'a!%

'

肺炎感染组
!#&!̂ %#!, "#&+̂ %#*!

!)

%#&!̂ %#!! !#+&̂ %#""

!)

对照组
!#(&̂ %#!& !#,)̂ %#!$ %#&)̂ %#%+ %#,!̂ %#%,

""

注!与对照组比较#

!

!

$

%#%$

+与同组注射地塞米松前比较#

)

!

$

%#%$

表
*

""

两组大鼠各组织卡式肺孢子菌
R4T]

"""

检测结果(

'

'

'

$

-

%)

组别
注射

地塞米松前

注射地塞米松
&

周后

肺 肝 肠系膜淋巴结

肺炎感染组
%

"

,

!%

"

!%

&

!%%

'

!

!

"

!%

&

!%

'

)

!

"

!%

&

!%

'

)

对照组
%

"

, %

"

!% %

"

!% %

"

!%

""

注!与对照组比较#

!

!

$

%#%$

+与肺组织比较#

)

!

$

%#%$

?#@

"

两组大鼠各组织卡式肺孢子菌
R4T]

检测结

果
"

注射地塞米松前#对两组大鼠&

'a,

'肺组织%肝

组织和肠系膜淋巴结进行
R4T]

检测#荧光为棕黄

色#判定
]N

感染为阴性$注射地塞米松
&

周后#对照

组大鼠
*

种组织
R4T]

荧光为棕黄色#判定
]N

感染

为阴性+肺炎感染组大鼠均有组织
ZO4R4T]

荧光

为绿色#判定
]N

感染为阳性#其中肝组织和肠系膜淋

巴结
]N

检出率低于肺组织#差异有统计学意义&

!

$

%#%$

'#与对照组比较#肺炎感染组肺组织检出率升

高#差异有统计学意义&

!

$

%#%$

'#肝和肠系膜淋巴结

检出率比较#差异无统计学意义&

!

&

%#%$

'#具体结果

见表
*

$

?#A

"

两组大鼠外周血和肺灌洗液
MZc

水平比较
"

注射地塞米松前两组大鼠外周血和灌洗液的
MZc

水

平差异无统计学意义&

!

&

%#%$

'$注射地塞米松
&

周

后肺炎感染组外周血和肺灌洗液
MZc

水平表达均上

升#均高于对照组#且肺灌洗液
MZc

水平高于外周

血#差异有统计学意义&

!

$

%#%$

'#具体结果见表
)

$

表
)

""

两组大鼠外周血和肺灌洗液
MZc

水平比较$

E ?̂

%

组别
外周血

MZc

&

C:

"

IR

'

注射地塞米松前&

'a,

' 注射地塞米松
&

周后&

'a!%

'

肺灌洗液
MZc

&

C:

"

IR

'

注射地塞米松前&

'a,

' 注射地塞米松
&

周后&

'a!%

'

肺炎感染组
!!#"!̂ !#"! ")#"*̂ "#)(

!)

!"#,,̂ +#,! *!#""̂ *#",

!)#

对照组
!!#$"̂ !#!$ !"#$)̂ !#** !*#!(̂ &#), !*#,!̂ +#%,

""

注!与对照组比较#

!

!

$

%#%$

+与注射地塞米松前比较#

)

!

$

%#%$

+与外周血比较#

#

!

$

%#%$

@

"

讨
""

论

""

肺炎主要是病原体所引发的疾病#如!真菌%细

菌%支原体%衣原体和病毒等(

&

)

$

]N

属于机会性致病

真菌的一种#可导致
]N]

的发生$近些年来随着艾滋

病%肿瘤和自身免疫性疾病患者人数的增加#

]N]

的

致死率也逐年增加(

+

)

$研究报道#

]N]

与慢性阻塞性

*

+("

*
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年
"
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卷第
*

期
"
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肺病&

Ǹ ]Z

'发生存在关系(

!%

)

$目前临床上
]N

的检

测方法主要为病原学检查#该方法具有良好的特异

度#但是耗费时间较长(

!!

)

$

R4T]

是一种等温核酸

扩增方法#敏感性高$研究发现#

R4T]

灵敏度%特异

度和检出率与巢氏
]N3

和实时定量荧光
]N3

无明显

差异(

!"

)

$因此将
R4T]

检测方法运用于
]N]

检测#

对于该疾病的早期诊断和预后都具有重要的意义$

本研究采用腹腔注射地塞米松的方法构建
]N]

模型#建模过程中发现肺炎感染组大鼠出现饮食饮水

减少%反应变迟钝%斑块状脱毛%眼球颜色变暗%眼睛

和鼻子炎性分泌物增多等现象$注射地塞米松
&

周

后#肺炎感染组大鼠死亡
)

只#死亡率为
"&#$(-

$与

对照组比较#肺炎感染组大鼠体质量从第
,

周开始明

显下降#持续到第
&

周#差异有统计学意义&

!

$

%#%$

'$结果提示了模型大鼠病情随建模时间延长而

加重#也侧面验证了模型构建成功$孙艳等(

!*

)也发现

卡氏
]N]

模型大鼠随着建模时间病情会加重#出现体

质量减轻%反应迟钝等情况$目前国外已经开展

R4T]

检测肺孢子菌#但是国内还在构建
R4T]

检

测方法阶段(

!)

)

$本研究在
]N]

大鼠模型上运用

R4T]

技术检测到
]N

感染#检出率为
!%%-

#而对照

组各组织均未检测到
]N

感染$结果提示此方法具有

高特异度#结果可靠#不存在假阳性$值得一提的是#

]N]

组
!%

只大鼠肺组织均检测到
]N

感染#各有
!

只

肝脏组织和肠系黏膜组织也检测到
]N

感染#其原因

可能是
]N

在
]N]

疾病后期发生了转移扩散#这需要

后期大量实验验证$

MZc

检测主要用于系统性念珠菌病和肺曲霉病

的检测#在
]N

的检测中应用较少(

!$2!,

)

$本研究结果

显示#注射地塞米松前两组大鼠外周血和灌洗液的

MZc

水平差异无统计学意义&

!

&

%#%$

'$注射地塞

米松
&

周后肺炎感染组外周血和肺灌洗液
MZc

水平

表达均上升#均高于对照组#且肺灌洗液
MZc

水平高

于外周血&

!

$

%#%$

'$结果提示了
McZ

与
]N]

有一

定相关性#可作为
]N]

的早期辅助诊断指标$吴欢欢

等(

!(

)也发现
McZ

与
]N]

具有一定相关性#是可靠的

]N]

辅助诊断的指标$肺灌洗液中
McZ

高于血清

McZ

#原因是肺部是
]N

的易感部位#且肺泡中含有大

量吞噬细胞#吞噬病原菌后可释放更多
MZc

(

!&

)

$

A

"

结
""

论

""

本研究成功建立
]N]

大鼠
]N

基因的
R4T]

检

测方法#可将此方法与临床常用的
]N]

诊断方法结合

并进行优化#对简捷高效的新型诊断技术开发具有一

定的潜在价值$同时#本研究发现
McZ

与
]N]

有一

定相关性#可作为
]N]

的早期辅助诊断指标$
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