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干酪乳杆菌细胞壁成分构建川崎病动物模型
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　　摘　要：目的　建立干酪乳杆菌细胞壁成分（ＬＣＷＥ）诱导的川崎病动物模型，为后续川崎病的相关研究提供实验材料。方法

ＬＣＷＥ组小鼠经腹部及肌肉注射ＬＣＷＥ，每只注射０．１ｍＬ（含２００ｍｇＬＣＷＥ），ＰＢＳ组小鼠注射０．１ｍＬＰＢＳ，分别于注射后第１、

３、２８天对小鼠进行眼眶取血，并解剖取心、肺、肝、肾、脾等脏器组织进行病理切片、ＨＥ染色，观察组织病理变化，并对小鼠血液进

行血常规检验。结果　ＬＣＷＥ组在注射ＬＣＷＥ后第１、３、２８天，ＷＢＣ逐渐上升，在注射ＬＣＷＥ后第３天ＰＬＴ及 ＭＰＶ上升，第

２８天基本恢复正常。病理切片显示ＬＣＷＥ组小鼠心脏组织可见血管壁增粗且周围有炎症细胞浸润，有些可出现斑块。结论　成

功建立了川崎病动物模型。
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　　川崎病是一种主要发生在５岁以下婴幼儿的急性发热出

疹性疾病［１］，在发达国家或地区，川崎病所致的冠状动脉并发

症已取代风湿热成为小儿最常见的后天性心脏病［２］，静脉丙种

球蛋白滴注（ＩＶＩＧ）和水杨酸制剂的及时使用可极大地降低冠

状动脉病变的发生率，有５％～６％的患儿在ＩＶＩＧ治疗后仍可

发生冠状动脉病变［３］，早期干预减少冠状动脉损伤意义重大，

建立川崎病动物模型至关重要。目前国内外建立川崎病模型

的动物包括小鼠、兔、猪和犬，其中小鼠常用的品系包括

Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ、Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ、ＣＤＩ、ＤＢＡ／２Ｎ 和 Ｂａｌｂ／ｃ等，小鼠造模

诱导剂主要为干酪乳杆菌细胞壁提取物和白色念珠菌提取

物［４］，综合文献报道，本实验室选取成功率较高的Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ

系小鼠作为实验动物，以干酪乳杆菌细胞壁提取物作为诱导

剂，构建川崎病模型，为进一步研究川崎病治疗方法提供实验

材料，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　 材 料 　 实 验 菌 株 为 干 酪 乳 杆 菌 干 酪 亚 种，编 号

ＧＩＭ１．１５９，购自广东省微生物研究所微生物菌种保藏中心

（ＧＩＭＣＣ）。

１．２　仪器与试剂　主要仪器：超声破碎机（Ｓｏｎｉｃ＆ Ｍａｔｅｒｉａｌｓ

ＵＣ１００）、生物安全柜 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ９００、台式高速冷冻离心机

（Ｚ３２３Ｋ型）、７２２Ｓ分光光度计、ＡＢ１０４Ｎ型电子天平（经广州

市质量技术监督局广州市计量测试所验证），ＢＣ３０００型血常

规分析仪。ＭＲＳ培养基：胰蛋白胨１０ｇ，牛肉膏１０ｇ，酵母膏５

ｇ，吐温８０１ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４２ｇ，ＣＨ３ＣＯＯＮａ３ｇ，枸橼酸三铵２ｇ，

七水合硫酸镁０．２ｇ，一水合硫酸锰０．０５ｇ，葡萄糖２０ｇ，加水

至１０００ｍＬ，调节ｐＨ值为６．２～６．４，分装后１２１℃高压灭菌

１５ｍｉｎ。ＤＮａｓｅⅠ、ＲＮａｓｅＡ购自Ｓｉｇｍａ公司，胰蛋白酶购自

广州威佳生物科技有限公司，均用ＰＢＳ溶解，配成浓度为１００

ｍｇ／ｍＬ的贮存液。蒽酮硫酸溶液：称取０．４ｇ蒽酮溶于２００

ｍＬ浓硫酸中，配成０．２％的蒽酮硫酸溶液。蒽酮（分析纯）、

无水硫酸、鼠李糖（ＭＢＣＨＥＭ）由国药集团化学试剂有限公司

提供。

１．３　方法

１．３．１　干酪乳杆菌细胞壁复合成分（ＬＣＷＥ）的提取　（１）细

菌培养：将－７０℃冻存的干酪乳杆菌接种于５ｍＬＭＲＳ培养

基中，３７℃静置培养１ｄ，取０．５ｍＬ菌液接种于５０ｍＬＭＲＳ

液中，３７℃培养过夜。取１０ｍＬ培养液接种于５００ｍＬＭＲＳ

液体培养基中，３７℃培养１８～２０ｈ。将培养液４℃５０００ｒ／
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ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，弃上清液，收获细菌沉淀，并用ＰＢＳ反复吹洗

３次。（２）酶消化：称量细菌沉淀质量，以１０倍体积４％十二烷

基硫酸钠（ＳＤＳ）充分重悬，然后置摇床２５０ｒ／ｍｉｎ室温振荡过

夜。１００００×ｇ、４℃离心４０ｍｉｎ，弃去上清液，沉淀用ＰＢＳ充

分吹洗８次。然后依次分别用１０倍体积２５０μｇ／ｍＬ的ＤＮａｓｅ

Ⅰ、ＲＮａｓｅＡ、胰蛋白酶３７℃消化处理干酪乳杆菌４ｈ，每一步

消化后均用ＰＢＳ吹洗２次，最后一次胰蛋白酶消化后吹洗４

次，１００００×ｇ、４℃离心４０ｍｉｎ，细菌沉淀－７０℃保存备用。

（３）超声破碎：称取上述沉淀物质量，以４倍体积的ＰＢＳ重悬，

冰浴超声，振幅３００Ｗ，超声５ｓ、停４ｓ，２０次为１个循环，每次

循环中间停３ｍｉｎ；共超声３０个循环；超声完成后，菌液呈稀乳

白色，可自动滴下；４００００×ｇ，４℃离心１ｈ，上清液用０．２２μｍ

的滤器过滤，即得ＬＣＷＥ，将ＬＣＷＥ分装于１．５ｍＬ的ＥＰ管

中，－８０℃保存备用。取少量定量用。

１．３．２　ＬＣＷＥ浓度测定　（１）标准液的配制：称取０．１ｇ鼠李

糖溶于１０ｍＬ蒸馏水中配成１０ｇ／Ｌ溶液，然后连续２次１０倍

稀释，至终浓度１００ｍｇ／Ｌ，作为标准液母液。以母液配置标准

曲线浓度各浓度（０、２５、５０、１００ｍｇ／Ｌ）。（２）样品稀释：取０．２

ｍＬＬＣＷＥ提取液，分别做２、１０、５０倍稀释。（３）测定：取１０

支５０ｍＬ长试管，加入４ｍＬ蒽酮硫酸液，置于冰上５ｍｉｎ。然

后分别加１ｍＬ各浓度标准液及样品到４ｍＬ蒽酮硫酸液中

（沿壁缓慢加入，在冰水浴中轻轻摇动，注意防止碳化），沸水中

煮２０ｍｉｎ，冷却３０ｍｉｎ后用７２２Ｓ分光光度计比色，根据吸光

度（Ａ）值绘制标准曲线，并计算样品ＬＣＷＥ的浓度。

１．３．３　川崎病小鼠模型的建立　Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠经腹腔及肌

肉注射 ＬＣＷＥ建立川崎病动物模型。将３０只 Ｃ５７ＢＬ／６鼠

（４～６周龄，雌性，体质量１９～２０ｇ）于实验开始当日（０ｄ），随

机分为ＬＣＷＥ组、ＰＢＳ组。ＬＣＷＥ组经腹腔及大腿肌肉一次

性注射０．１ｍＬＬＣＷＥ（每只２００ｍｇ），ＰＢＳ组注射等量ＰＢＳ。

密切观察小鼠的一般行为变化，每天测量体质量，观察水肿情

况。于ＬＣＷＥ处理后的１、３、２８ｄ各处死５只小鼠，均以眼球

取血于ＥＤＴＡ抗凝管中进行血常规检测，剖开胸、腹腔，分别

留取心脏、肝脏和脾脏标本于甲醛中固定。采用ＢＣ３０００型血

常规仪对小鼠血液进行血常规检测。病理学检查：将小鼠心

脏、肝脏和脾脏组织迅速置入４％多聚甲醛中常规固定，经脱

水、石蜡包埋、连续切片及 ＨＥ染色后，在光学显微镜下观察各

器官组织病理变化。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件包进行统计学分析，

计量资料采用狓±狊表示，组间比较采用狋检验，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬＣＷＥ中鼠李糖浓度监测结果　用苯酚／硫酸比色方法

测定上清液中鼠李糖的浓度作为测定ＬＣＷＥ的浓度，样品经

５０倍稀释，提取的ＬＣＷＥ中鼠李糖浓度为２ｇ／Ｌ。

２．２　小鼠血液标本 ＷＢＣ、ＰＬＴ及 ＭＰＶ结果　ＬＣＷＥ组及

ＰＢＳ组分别于造模后第１、３、２８天分别眼球取血进行 ＷＢＣ、

ＰＬＴ及 ＭＰＶ检验，ＬＣＷＥ组在注射ＬＣＷＥ后第１、３、２８天，

ＷＢＣ呈逐渐上升；ＰＢＳ组在注射ＰＢＳ后第１、３、２８天，ＷＢＣ结

果变化不大。ＬＣＷＥ组在注射ＬＣＷＥ后第３天小鼠ＰＬＴ及

ＭＰＶ升高，第２８天基本恢复正常，见表１。

表１　　小鼠血液标本 ＷＢＣ、ＰＬＴ及 ＭＰＶ结果（狓±狊）

组别
ＷＢＣ（×１０９／Ｌ）

第１天 第３天 第２８天

ＰＬＴ（×１０９／Ｌ）

第１天 第３天 第２８天

ＭＰＶ（ｆＬ）

第１天 第３天 第２８天

ＰＢＳ组 ３．６±０．３１ ４．０±０．４４ ３．８±０．２１ ６２７．０±２０１．０ ７２６．０±４０．３ ７６１．０±３７．７ ７．３３±０．１５ ７．０３±０．６０ ７．７０±０．１０

ＬＣＷＥ组 ３．８±０．７５ ７．２±０．３５ ９．０±０．７２ ６１２．０±８１．０ ９８６．０±１３．８ ７７１．０±１７５．０ ７．２５±０．１５ ７．８０±０．１０ ７．３６±０．３５

　　：犘＜０．０１，与ＬＣＷＥ组注射ＬＣＷＥ后第３天的ＰＬＴ比较。

２．３　小鼠心脏病理结果　ＬＣＷＥ模型组小鼠在注射ＬＣＷＥ

后第１天心脏损伤不明显；第３天发生严重冠状动脉损伤，出

现炎症细胞浸润；第２８天出现严重损伤，表现为中膜增厚，伴

大量巨噬细胞和少量多形核白细胞（ＰＭＮ）浸润，并可见斑块

形成。见图１。

图１　　小鼠心脏病理结果

３　讨　　论

川崎病治疗手段较局限，临床研究取材困难，川崎病动物

模型的建立显得尤为重要。目前还没有公认的川崎病动物模

型的建立方法，研究认为川崎病符合感染性疾病和自身免疫性

疾病两大特征，细菌超抗原致病是引起川崎病的重要原因，川

崎病异常的免疫激活，是由细菌或病毒毒素以超抗原机制介导

引起的［３５］。目前，国内外关于川崎病动物模型方面的研究主

要使用的造模因子均基于超抗原学说，多使用ＬＣＷＥ
［６］或白

色念珠 菌 提 取 物 （ＣＡＤＳ）
［７］作 为 造 模 药 物，使 用 卡 介 苗

（ＢＣＧ）
［８］、牛血清清蛋白［９］作为造模药物的研究较少，Ｃ５７ＢＬ／

６Ｊ、Ｃ３Ｈ／ＨｅＮ两个品系小鼠对ＬＣＷＥ诱导发生川崎病的易感

性较高，多采用野生雌性小鼠、４～５周龄。鉴于此，本实验选

取野生雌性、４～５周龄Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠作为造模实验动物，采

用ＬＣＷＥ作为造模药物，为提高成功率，同时将ＬＣＷＥ注射

入小鼠腹腔及肌肉构建川崎病模型。

研究结果显示，ＬＣＷＥ组在注射ＬＣＷＥ后第１、３、２８天，

ＷＢＣ呈持续上升；另外，在注射ＬＣＷＥ后第３天该组小鼠的

ＰＬＴ及 ＭＰＶ升高，第２８天基本恢复正常，这与临床川崎病患

者ＰＬＴ的变化规律类似。超抗原激发的免疫性损伤激活血小

板发生黏附、聚集以及免疫复合物可促进组胺等活性物质的释

放，引发一系列的炎性反应，导致动脉壁的完整性破坏形成动

脉瘤和内膜增生纤维化而狭窄［９］。因此在光镜下观察到ＬＣ

ＷＥ组小鼠心脏血管炎的病理改变为：ＬＣＷＥ模型组小鼠在注

射ＬＣＷＥ后第１天心脏损伤不明显；第３天发生严重冠状动

脉损伤，出现炎症细胞浸润；第２８天出现严（下转第２８７１页）

·８６８２· 国际检验医学杂志２０１４年１１月第３５卷第２１期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｎｏｖｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．２１



结果显示，在孕早期，ＰＩＨ、ＨＣＹ水平及叶酸水平三者之间，暂

未取得有统计学意义关联的数据支持（犘＞０．０５）。

综合国内外文献，结合本文研究结果表明：孕中期及孕晚

期，孕妇血清 ＨＣＹ水平升高，其ＰＩＨ风险明显增加；在孕中晚

期进行 ＨＣＹ水平检测具有一定的临床意义。血清 ＨＣＹ浓度

增高与叶酸水平下降是ＰＩＨ 的一个重要的危险因素，检测血

清 ＨＣＹ和叶酸浓度可以作为评价和预测ＰＩＨ一个敏感可信

的指标，对ＰＩＨ的诊断、治疗、疗效观察、预后有着极其重要的

意义，而且对于 ＨＣＹ水平偏高者，还可以通过服用叶酸降低

孕妇 ＨＣＹ水平来降低孕妇ＰＩＨ的风险。
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重损伤，表现为中膜增厚，伴大量巨噬细胞和少量多形核白细

胞（ＰＭＮ）浸润，并可见斑块形成。ＰＢＳ组小鼠心脏血管结构

正常，与文献报道一致［１０１２］，此外还可观察到ＬＣＷＥ组小鼠肝

脏及肾脏也表现为血管炎。

本研究结果显示，利用在Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠腹腔和肌肉同时

注射ＬＣＷＥ可成功诱导构建血管炎模型，构建的动物模型可

见 ＷＢＣ及ＰＬＴ增加以及血管斑块形成，可用于后续川崎病的

相关研究。
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ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｍｕｒｉｎｅｓｙｓ

ｔｅｍｉｃｖａｓｃｕｌｉｔｉｓｉｎｄｕｃｅｄｗｉｔｈＣａｎｄｉｄａａｌｂｉｃａｎｓｗａｔｅｒｓｏｌｕｂｌｅｆｒａｃ

ｔｉｏｎ：ａｎａｎｉｍａｌｍｏｄｅｌｏｆＫａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．ＭｏｄＲｈｅｕｍａｔｏｌ，

２００９，２０（２）：１６０１６７．

［８］ ＮａｋａｍｕｒａＴ，ＹａｍａｍｕｒａＪ，ＳａｔｏＨ，ｅｔａｌ．Ｖａｓｃｕｌｉｔｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙ

ｉｍｍｕｎｉｚａｔｉｏｎｗｉｔｈＢａｃｉｌｌｕｓＣａｌｍｅｔｔｅＧｕéｒｉｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙａｔｙｐｉｃａｌ

ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍａｎｔｉｇｅｎ：ａｎｅｗｍｏｕｓｅｍｏｄｅｌｆｏｒＫａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅ

［Ｊ］．ＦＥＭＳＩｍｍｕｎｏｌＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２００７，４９（３）：３９１３９７．

［９］ 田鑫，贺湘玲，方亦兵，等．血小板及其调控因子在幼兔免疫性血

管炎中的动态变化［Ｊ］．中国当代儿科杂志，２００９，１１（１０）：８５０

８５３．

［１０］阮仙利，方声，罗芳，等．川崎病患儿血小板参数的变化与冠状动

脉改变的关系研究［Ｊ］．中国热带医学，２００８，８（７）：１１７５１１７６．

［１１］ＢｒａｈｎＥ，ＬｅｈｍａｎＴＪ，ＰｅａｃｏｃｋＤＪ，ｅｔａｌ．Ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｃｏｒｏｎａｒｙ

ｖａｓｃｕｌｉｔｉｓｉｎａｍｕｒｉｎｅｍｏｄｅｌｏｆＫａｗａｓａｋｉｄｉｓｅａｓｅｕｓｉｎｇａｎａｎｇｉｏ

ｇｅｎｅｓｉｓｉｎｈｉｂｉｔｏｒ［Ｊ］．ＣｌｉｎＩｍｍｕｎｏｌ，１９９９，９０（１）：１４７１５１．

［１２］覃丽君，牛美真，王宏伟，等．干酪乳杆菌细胞壁成分诱导小鼠冠

状动脉炎的实验研究［Ｊ］．实用儿科临床杂志，２００６，２１（２０）：

１３８８１３９１．

（收稿日期：２０１４０６１１）
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