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要"目的
!

探讨溶藻弧菌感染小鼠后引起的炎性因子水平变化及意义$方法
!

建立溶藻弧菌
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腹腔注射感

染
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小鼠动物模型!进行血液学和肝功能指标检测以及肝脏病理学检查!采用炎性因子抗体芯片进行炎性因子检测$结果

!

溶藻弧菌
&'((%))*+'

感染
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.

小鼠的半数致死量为
%/%#

+

(01

$感染组小鼠血液白细胞和血小板数目均降低!差异

有统计学意义"

!

$

#2#"

#&红细胞和血红蛋白量'丙氨酸氨基转移酶'天门冬氨酸氨基转移酶水平均升高!差异有统计学意义"

!

$

#2#"

#&病理学观察发现!溶藻弧菌感染可引起小鼠肝'肺严重损伤&炎性因子检测筛选出
!#

种显著变化的炎性因子!其中细胞因

子信号值大于
!##

!倍数改变大于
%#

的有
3

种炎性因子!分别为
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该研究所筛选出的溶藻弧菌感染小鼠后变化的炎性因子为溶藻弧菌炎症机制的研究提供了理论依据$
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动物实验&
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溶藻弧菌是海洋弧菌科中最为常见的革兰阴性致病菌#广

泛分布于世界各地海域和口岸处#可引起鱼类发生细菌性鱼

病#也可引起海洋作业人员伤口海水浸泡感染(中耳炎(眼内

炎(胃肠炎和败血症等疾病)

%6$

*

'溶藻弧菌感染主要发生在夏

季#但随着全球变暖的趋势#溶藻弧菌感染的季节范围逐年扩

大)

*

*

'由于其致病特点不同于陆地致病菌#对临床抗菌药物的

敏感性不同#而且感染后鉴定困难#不易及时救治#因此溶藻弧

菌越来越受到人们关注'由于溶藻弧菌感染后均表现为局部

或全身的炎性反应#具体的炎性因子变化尚不明确#因此#研究

溶藻弧菌的炎性因子对于溶藻弧菌的治疗和预防具有十分重

要的意义'本研究建立了溶藻弧菌腹腔注射感染
,&-,

"

.

小

鼠动物模型#通过血液学和肝功能指标检测#组织病理学观察

以及炎性因子检测来探讨溶藻弧菌诱导的炎性反应'
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材料与方法

@2@
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实验菌株与动物
!

本研究使用了溶藻弧菌
&'((%))*+'

#

为模式菌株#购自中国海洋微生物菌种保藏管理中心'实验动

物为
;D0

级
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.

小鼠#雌性#

7

#

3

周龄#体质量$

!%Y%

%

E

#

购买于山东大学动物实验中心#适应性饲养
%

周'
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!

方法

@2A2@
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半数致死量测定
!

根据文献)

"

*中的方法#细菌在碱性

蛋白胨水中过夜培养后#收集细菌悬液将其浓度调整为
%/

%#
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的菌悬液备用'

取小鼠分为实验组$分设
"

个浓度梯度%与对照组#每组
%#

只#

实验组分别腹腔注射上述不同浓度的溶藻弧菌进行感染#每只

#2%M-

&对照组注射等体积无菌碱性蛋白胨水'观察
!*J

#并

记录各浓度小鼠的死亡情况'
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血液学(肝功能指标检测
!

溶藻弧菌致死剂量感染小

鼠后#于小鼠濒死前收集小鼠眼球血'采用
;

O

GMI?4\6!%

血

液分析仪进行血液学检测&剩余眼球血于
"###N

"

M@A

离心
%#

M@A

#分离血清后采用贝克曼
]\(3##

生化分析仪检测丙氨酸

氨基转移酶$

&-'

%(天门冬氨酸氨基转移酶$

&;'
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!

脏器组织病理学观察
!

收集小鼠组织脏器如心脏(肺(

肝脏(脾脏(肾脏(胃(小肠#采用甲醛溶液固定
!*J

#石蜡包埋(

切片后进行
:̂

染色#光镜下观察组织病理学改变'
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溶藻弧菌感染小鼠后炎性因子检测
!

溶藻弧菌致死剂

量感染小鼠后#于小鼠濒死前收集小鼠血清#使用
8>

O

,@<=I.J

公司小鼠炎性因子抗体芯片进行炎性因子检测#包括干扰素
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起源的趋化因子$
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%(瘦素$
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趋化

因子$
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(巨噬细胞集

落刺激因子$
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%(单核细胞因子$

C@

E

%(巨噬细胞炎性蛋

白$

C5D

%
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(血小板因子
6*

$

D06*

%(调节正常
'

细胞

表达和分泌因子$

8&9':;

%(干扰素诱导
'6

细胞
"

亚族趋化

剂$

56'&(

%(
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细胞活化蛋白$

'(&6$

%(组织源性基质金属蛋

白酶抑制剂$

'5CD6%

%(肿瘤坏死因子$

'90

%

6

"

(肿瘤坏死因子

受体$

'908

%

'

(
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淋巴细胞趋化因子$

,-(

%(

(]$#-

(嗜酸性粒细胞趋化因子$
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粒细胞集落刺激因子$

B6(;0

%(粒
6

巨噬细胞集落刺激因子

$

BC6(;0

%(细胞间黏附分子
6%

$

5(&C6%

%'检测步骤按照操作

说明书进行'以细胞因子信号值大于
!##

#倍数改变大于
!

或

小于
#2"

为差异因子进行筛选'

@2B

!

统计学处理
!

采用
;D;;%+2#

统计学软件进行数据处

理#计量资料的组间比较采用
8

检验#

!

$

#2#"

为差异有统计

学意义'

A

!

结
!!

果

A2@

!
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小鼠感染后的一般情况
!

实验组注射溶藻弧菌

菌液
!J

后开始出现毛发竖立(腹部颤抖(呼吸急促(背弓(蜷

缩少动(进食减少等情况#症状的轻重与注射的细菌量呈正相

关#死亡或活杀前上述情况都未好转或减轻'对照组精神状态

良好#无上述症状#无死亡'

A2A

!

半数致死量检测
!

为确定溶藻弧菌腹腔注射感染小鼠的

感染剂量及感染时间#本课题组进行了半数致死量实验'根据

8IIP6CTIA.J

法计算得#小鼠的半数致死量为
%/%#

+

(01

#本

课题组的后续实验采用剂量为每只
%/%#

+

(01

'
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!

溶藻弧菌感染后小鼠主要脏器的病理改变
!

为观察溶藻

弧菌感染对小鼠脏器的病理改变#本课题组取小鼠心(肺(肝(

脾(肾(胃(小肠组织标本进行
:̂

染色(镜检'腹腔注射感染

溶藻弧菌后#可以引起小鼠多个脏器的损伤#以肝脏和肺脏的

损伤较重#炎性反应明显'肝细胞出现疏松(肿胀(坏死#炎症

细胞浸润&肺脏淤血(水肿#肺泡塌陷#炎症细胞浸润#见图
%

'
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!

溶藻弧菌感染对小鼠全血细胞分析及生化指标的影响
!

溶藻弧菌感染组小鼠血液中白细胞和血小板水平均低于对照

组#差异有统计学意义$

!

$

#2#"

%&红细胞和血红蛋白水平均

高于对照组#差异均有统计学意义$

!

$

#2#"

%&血清中
&-'

和

&;'

水平也高于对照组#差异有统计学意义$

!

$

#2#"

%'这些

检测结果进一步验证了肝脏炎性病理损伤#提示溶藻弧菌感染

后肝功能受损'见图
!
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炎性因子的芯片检测分析
!

本课题组收集了溶藻弧菌感

染后的小鼠血清#采用炎性因子抗体芯片检测了
*#

种炎性因

子水平的变化'以细胞因子信号值大于
!##

#倍数改变大于
!

或小于
#2"

作为筛选条件#血清中
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种炎性因子水平增加'结果提示#溶藻弧菌感染

能够引起大量炎性因子显著增加'其中细胞因子信号值大于

!##

#倍 数 改 变 大 于
%#

的 有
3

种 炎 性 因 子!
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溶藻弧菌致小鼠肝#肺损伤的病理学

改变$

:̂

染色%

!##/

&

图
!

!!

溶藻弧菌感染小鼠后血细胞和肝功能指标检测

B

!

讨
!!

论

大量临床资料显示#溶藻弧菌感染后可导致局部或全身的

炎性反应#目前#具体的炎性因子尚不明确'因此#迫切需要研

究溶藻弧菌感染后导致的炎性因子变化#以期为临床诊治提供

一定的理论依据'

病理切片显示#感染后肝细胞坏死#水肿#炎性细胞浸润#

并且肝功能指标
&-'

和
&;'

水平也明显升高'这些均提示

感染后肝脏出现明显炎性反应'这可能是由于细菌感染后由

门静脉进入肝脏#肝脏成为入侵的首要器官#可能更容易受损#

而具体机制需要进一步探讨'

根据文献报道及本研究实验结果#笔者推测当大量的溶藻

弧菌被注入到小鼠腹腔后#溶藻弧菌被腹膜吸收后进入血液#

通过血液循环到达全身各个组织脏器#引起炎性反应'为进一

步探讨溶藻弧菌感染小鼠的炎性反应机制#采用了炎性因子抗

体芯片技术检测小鼠血液中的炎性因子改变'本研究共检测
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了
*#

种炎性因子#筛选出
!#

种炎性因子水平明显增加'其中

细胞因子信号值大于
!##

#倍数改变大于
%#

的共有
3

种炎性

因子#分别为
4(

(

5-67

(

89&':;

(

5-6%!

(

:<=>?@A

(

B6(;0

(

C5D6

%X

(

C@

E

'

4(

属于
(\(

趋化因子家族#可通过与趋化因子受体
!

$

(\(8!

%结合将中性粒细胞趋化到炎症部位发挥作用)

7

*

'有

研究报道在
(\(8!

缺乏小鼠的胰腺炎(肺损伤和关节炎模型

中#中性粒细胞的浸润明显减弱)

)

*

'

5-67

是一种多功能细胞

因子#可以激活巨噬细胞)

3

*

#是造血系统(神经内分泌系统及免

疫系统的主要成员)

+

*

'在葡萄球菌感染时#

5-67

过多分泌会

导致小鼠的死亡)

%#

*

'在细菌性脑膜炎时#

5-67

能够增加血脑

屏障的通透性#并能影响白细胞聚集及血管通透性)

+

*

'

89&':;

是促炎细胞因子趋化家族的成员)

%%

*

#对
'

细

胞(嗜酸性粒细胞(嗜碱性粒细胞以及单核细胞具有趋化性#在

白细胞向炎症部位聚集的过程中发挥着重要作用'

5-6%!

是

一种异源二聚体细胞因子#能诱导
94

细胞和
'

细胞产生干

扰素#激活肝内外单核巨噬细胞释放
'90

等多种炎症介质#大

量的
'90

作为一种炎症介质和内毒素休克介质可导致机体出

现多种免疫病理损伤#加重肝脏疾病发展)

%!

*

'

:<=>?@A

被认为是已发现的具有嗜酸性粒细胞趋化活性最

强的趋化因子#其对嗜酸性粒细胞的作用是通过与特异性受体

((8$

结合介导的'研究表明#

((8$6:<=>?@A

系统在过敏性

炎症$如变应性鼻炎(支气管哮喘%的形成中起着重要作

用)

%$6%*

*

'

B6(;0

是调节粒系祖细胞增殖分化并能增强成熟粒

细胞功能的细胞因子)

%"

*

'有研究者指出#

B6(;0

是确定细菌

感染存在及其在体内繁殖与否的一项敏感指标)

%7

*

'

C5D6%X

属于趋化因子家族#为巨噬细胞受到刺激后分泌

的主要炎性因子)

%)

*

'

C5D6%

"

可以活化中性粒细胞(嗜酸性粒

细胞和嗜碱性粒细胞引起炎性反应#其主要作用在于调节免疫

炎症反应'趋化因子
C@

E

又称为
(\(-+

#属于趋化因子家族#

通过与其特异性
B

蛋白偶联受体
(\(8$

的结合来发挥趋化

作用'有研究报道#

C@

E

参与了幽门螺杆菌相关性胃炎的炎细

胞浸润)

%3

*

'此外#

C@

E

还参与了肝脏炎症细胞的浸润#介导了

肝组织损伤#在慢性乙肝发病机制中起一定作用)

%+

*

'

溶藻弧菌感染后诱导产生多种细胞因子#这些细胞因子直

接或间接参与炎性反应#以抵御溶藻弧菌的感染'而促炎细胞

因子大量产生也对机体造成了病理性损伤'这些细胞因子一

方面可促进炎性细胞的渗出与趋化#如
4(

(

89&':;

(

:<=>?6

@A

(

C@

E

可吸引中性粒细胞(单核
6

吞噬细胞(嗜酸性粒细胞(嗜

碱性粒细胞等炎性细胞迁移至炎症病灶'另一方面可激活炎

性细胞#如
5-67

(

5-6%!

(

C5D6%6X

(

:<=>?@A

可以激活单核
6

吞噬

细胞(中性粒细胞等#增强它们的吞噬杀伤功能#促进他们释放

炎症蛋白和炎症介质#直接参与炎症过程'

炎性因子与溶藻弧菌致病过程密切相关#它们构成了复杂

的网络#相互促进或抑制#从而在溶藻弧菌的致病过程中发挥

作用'

总之#本实验建立了溶藻弧菌腹腔注射感染小鼠模型#发

现溶藻弧菌感染后可以引起肝脏和肺脏的炎性损伤#发现了一

些重要的炎性因子'本实验为研究溶藻弧菌的炎症机制提供

了实验数据#筛选出的炎性因子可能成为监测抗炎症治疗的指

标'期望更多的同行能够关注溶藻弧菌的炎症机制研究#为溶

藻弧菌的诊断(治疗和预防提供新的理论依据'
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