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金黄色葡萄球菌$简称金葡菌%是人体皮肤定植菌之一#与

皮肤感染和皮肤炎性疾病相关'

)

(

)金葡菌通过表达*分泌毒素

及免疫调节分子#逃逸机体的免疫杀伤和免疫清除'

+

(

)

!

!

外毒

素$

/01

%是金葡菌外分泌的重要毒素#也是其最主要的致病因

子#与金葡菌感染所致炎性损伤及皮肤屏障功能损伤密切相

关'

-

(

)巨噬细胞是抵抗金葡菌感染的重要的天然免疫细胞#能

够吞噬金葡菌#激活抗菌功能#降解*递呈抗原#激活适应性免

疫应答#最终杀灭吞噬的金葡菌)动物实验证实#

/01

缺失突

变金葡菌毒力*致病性减弱#但
/01

是否通过抑制巨噬细胞的

吞噬能力而增强金葡菌在的定植力及相关机制并不清楚'

*

(

)

微小
(R7

$

'%(R7B

%是一类重要的非编码
(R7B

#参与多种生

物信号通路#包括细胞分化*凋亡及免疫'

>

(

)

'%(!)*:1

和
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)>>

对巨噬细胞和树突状细胞等多种免疫细胞的功能具有调

节作用'
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)
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*

'%(!-,K

*

'%(!)*+

则与巨噬细胞的吞噬功

能和细胞因子分泌相关'

<

(

)

/01

是否通过调控
'%(R7B

表达

水平影响巨噬细胞吞噬能力尚不明确)为此#本研究对
/01

相

关作用机制进行了分析)现将研究结果报道如下)
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材料与方法
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试剂与动物
!

野生型金葡菌菌株
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23!"#$%&$'

%

购自美国典型培养物保藏中心$
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%#

/01

缺失金葡菌菌株

$

#

/01!"#$%&$'

%由都柏林大学
S#B"CE

教授馈赠)鼠源巨噬细

胞株
(72+:*;<

及
/T=+@-

细胞购自上海细胞研究所)金葡

菌固体培养基$
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%#液体培养基$

365

%购自奥博星公司)

(R7

提取试剂和定量聚合酶链反应$

U

(3!49(

%试剂盒购自

日本
31=1(1

公司)
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逆转录引物*扩增上游引物和扩

增下游引物购自于广州锐博公司)野生型及突变型蛋白激酶
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非翻译区
W3(

$

-VW3(

%寡核苷酸$

4=9
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-VW3(
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及
?I"1&"4=9
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-VW3(

%购自上海英骏公司)

4=9
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*
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磷

酸甘油醛脱氢酶$

X74Q/

%一抗购自美国
7KG1'

公司)

:

"

.

周龄无特定病原体$
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%级雌性
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"

9

小鼠购自第三军医

大学实验动物中心)本研究动物实验遵循
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原则#经第三军

医大学实验动物伦理委员会审核批准)
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号#随机分为磷酸盐缓冲液$
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感染
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感染组#每组
:

只)各组小鼠均背部脱

毛#并进行相应处理)
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对照组处理方法为皮内注射
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胎牛血清$
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条件下培养
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细胞)
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细胞体外感染
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调整
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细胞浓
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#
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感染菌量与
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细胞的比例#即感染复数$

?_Y

%为
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&培养
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后#收集
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细胞进行相关检测)
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!U

(3!49(

检测
!

常规方法提取细胞总
(R7

)按
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逆转录试剂盒说明书要求#加入所需试剂#包括
)

#

H

总
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*
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#
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逆转录引物#反应

条件为
*+^)>'%&
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试剂盒说明要

求#加入
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*预混液$

D

EC'%$
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上游引物*
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下游引物#反应条件为
@>^-'%&

#

@>^)>B

*

>.^+,B

循环
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次)采用
+

a

%%

9"方法定量分析
'%(!)*+

在各组皮肤组织和

巨噬细胞中的表达水平)

@;A;D
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(72+:*;<

细胞吞噬能力测定
!

按每孔
*;,\),

> 个

细胞向
@:

孔板中加入
(72+:*;<

细胞#分为
-

组处理#即对

照模拟物$

G#&"E#0'%'%GB

%组*

'%(!)*+

模拟物$

'%'%GB

%组*抑

制剂$

%&F%K%"#E

%组#分别转染
G#&"E#0'%'%GB

*

'%(!)*+'%'%GB

和
%&F%K%"#E

#

+*F

后加入
D

/E#J#(CJ

标记的金葡菌$购自美国

8%NC3CGF&#0#

H

%CB

公司%#孵育
)F

后#以
456

洗涤
-

次&加
*]

多聚甲醛固定
-,'%&

#流式细胞术检测各组荧光强度)

@;A;E

!D

?Y(!4=9

!

-VW3(

荧光素酶报告基因载体构建及活

性检测
!

4=9

!

-VW3(23

及
?I"1&"4=9

!

-VW3(

经退火*双

酶切处理后#插入荧光素酶报告基因载体
D

?Y(!(T4_(3

#构

建
D

?Y(!4=9

!

-VW3(23

载体及
?I"1&"

D

?Y(!4=9

!

-VW3(

载体)将
/T=+@-

细胞接种于
@:

孔板中#待
@,]

细胞贴壁

后#采用脂质体
+,,,

包裹转染#分组包括
'%(!R9

和
D

?Y(!

4=9

!

-VW3( 23

组#

'%(!)*+'%'%GB

和
D

?Y(!4=9

!

-VW3(

23

组#

'%(!R9

和
?I"1&"

D

?Y(!4=9

!

-VW3(

组#

'%(!)*+

'%'%GB

组)转染
+*F

后#采用美国
4E#'C

H

1

公司
X0#?1$+,

"

+,

型化学发光检测仪检测各组荧光强度)

@;A;F

!

免疫印迹检测
!

采用细胞裂解液裂解
(72+:*;<

细

胞#低温条件下
)*,,,E

"

'%&

离心
)>'%&

#收集上清液并测定

蛋白浓度)取
+,

#

H

总蛋白#经
.]

十二烷基磺酸钠
!

聚丙烯酰

氨凝胶电泳$

6Q6!47XT

%分离后#采用聚偏氟乙烯膜$

4[QS

%

转膜#

>]

脱脂奶粉封闭
)F

#采用磷酸盐吐温缓冲液$

4563

%洗

膜
-

次&滴加
4=9

!

一抗$稀释比例
)̀ .,,

%*

X74Q/

一抗$稀

释比例为
)̀ >,,,

%#

*^

孵育过夜&

4563

洗膜
-

次#滴加辣根

过氧化物酶$

/(4

%标记山羊抗小鼠
Y

H

X

抗体#孵育
*,'%&

#洗

膜
-

次后暗室曝光)

@;B
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统计学处理
!

采用
6466++;,

软件进行数据处理和统计

学分析)计量资料组间比较采用非配对样本
=

检验)

(

$

,;,>

为比较差异有统计学意义)

A
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结
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果
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/01

上调金葡菌感染皮肤组织
'%(!)*+

表达
!

与
456

对

照组相比#金葡菌感染后
)

*

-

*

<J

#

23!"#$%&$'

感染组和

#

/01!"#$%&$'

感染组小鼠皮肤组织
'%(!)*+

表达水平升高#

且
23!"#$%&$'

组
'%(!)*+

表达水平高于
#

/01!"#$%&$'

感

染组$

(

$

,;,>

%#见图
)

)

A;A

!

/01

上调金葡菌感染巨噬细胞
'%(!)*+

表达
!

与
456

对

照组相比#金葡菌感染后
:F

#

23!"#$%&$'

感染组和
#

/01!"

#$%&$'

感染组巨噬细胞
'%(!)*+

表达水平升高#且
23!"#$J

%&$'

感染组
'%(!)*+

表达水平高于
#

/01!"#$%&$'

感染组

$

(

$

,;,>

%#见图
+

)
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注!与
456

对照组比较#

"

(

$

,;,>

&与
#

/01!"#$%&$'

感染组比

较#

&

(

$

,;,>

)

图
)
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各小鼠模型组皮肤组织
'%(!)*+

表达水平

!!

注!与
456

对照组比较#

"

(

$

,;,>

&与
#

/01!"#$%&$'

感染组比

较#

&

(

$

,;,>

)

图
+
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感染
:F

后各组小鼠模型巨噬细胞

'%(!)*+

表达水平

A;B

!

'%(!)*+

抑制
(72+:*;<

巨噬细胞吞噬能力
!

向

(72+:*;<

巨噬细胞转染
G#&"E#0'%'%GB

*

'%(!)*+'%'%GB

和

%&F%K%"#E

#结果显示#与
G#&"E#0'%'%GB

组相比#

'%(!)*+'%'%GB

组几何平均荧光强度下降$

(

$

,;,>

%#与
G#&"E#0'%'%GB

组相

比#

%&F%K%"#E

组几何平均荧光强度升高$

(

$

,;,>

%#见图
-

)

!!

注!与
G#&"E#0'%'%GB

组比较#

"

(

$

,;,>

)

图
-
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'%(!)*+

抑制
(72+:*;<

巨噬细胞吞噬能力

A;C

!

'%(!)*+

靶向调控
4=9

!!

构建的
4=9

!

-VW3(

及
?I!

"1&"4=9

!

-VW3(

荧光素酶报告基因载体
'%(!)*+

靶基因序

列见图
*7

)荧光素酶活性检测结果显示#

'%(!)*+'%'%GB

和

D

?Y(!4=9

!

-VW3(23

转染组荧光强度较
'%(!R9

和
D

?Y(!

4=9

!

-VW3(23

转染组显著降低$

(

$

,;,>

%#见图
*5

)蛋白

印迹检测结果显示#

'%(!)*+'%'%GB

转染组
4=9

!

蛋白质表达

水平较
'%(!R9

转染组显著下调#见图
*9

)

+

+**)
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!!

注!图
7

为
'%(!)*+

靶基因序列)图
5

为各转染组荧光素酶活性检测结果&与
'%(!R9

和
D

?Y(!4=9

!

-VW3( 23

转染组比较#

"

(

$

,;,>

)

图
9

为
(72+:*;<

细胞
4=9

!

蛋白水平免疫印迹法检测结果)

图
*

!!

'%(!)*+

靶向调控
4=9

!

表达水平

B

!

讨
!!

论

'%(R7B

对炎性细胞功能具有重要的调控作用#特别是在

病原识别和天然免疫信号转导方面)本研究结果显示#金葡菌

分泌的
/)1

能够促进金葡菌感染后的皮肤组织和巨噬细胞

'%(!)*+

表达水平上调#而巨噬细胞
'%(!)*+

表达水平与其对

金葡菌的吞噬能力密切相关)有研究显示#包皮垢分支杆菌无

毒株感染可诱导小鼠来源的
Z<<*;7)

巨噬细胞系表达
'%(!)*+!

-

D

#过表达
'%(!)*+!-

D

能够抑制髓性细胞的吞噬能力#且
'%(!

)*+!-

D

通过靶向下调肌动蛋白结合蛋白
R!M1B

D

表达水平#影响

肌动蛋白代谢动力学#最终影响巨噬细胞的吞噬效率'

.

(

)

4=9

!

属于丝氨酸"苏氨酸激酶家族#能够调控多种细胞

功能#包括细胞分化*凋亡和脂多糖$

846

%信号刺激转导等'

@

(

)

本研究首次通过双荧光素酶报告基因实验证实#

4=9

!

是
'%(!

)*+

靶向调控基因之一#巨噬细胞
(72+:*;<

细胞过表达

'%(!)*+

能够显著下调
4=9

!

表达水平)

4=9

!

能够控制巨噬

细胞中胞内病原菌的感染#并在吞噬体成熟过程中发挥重要作

用&杜氏利什曼原虫的
846

能够影响外周吞噬体内肌动蛋白

的聚集#而此过程与
4=9

!

的转位有关'

<!),

(

)上述研究均证实

4=9

!

在调控细菌吞噬方面具有重要作用#同时也支持本研究

发现的
4=9

!

调控巨噬细胞吞噬金葡菌的作用)

综上所述#金葡菌分泌的
/01

能够促进巨噬细胞表达

'%(!)*+

&

'%(!)*+

通过靶向下调与细胞吞噬功能相关的

4=9

!

#抑制巨噬细胞吞噬可分泌
/01

的金葡菌)本研究证实

金葡菌
/01

通过调控
'%(R7B

#逃逸机体的免疫吞噬和杀伤作

用#为防治金葡菌皮肤感染和炎性损伤提供了一定的依据和实

验基础)
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:

(对
+*<

例消化道肿瘤患者进行血清肿瘤

型
?+!4=

检测#结果显示消化道肿瘤患者血清肿瘤型
?+!4=

水平高于健康者$

(

$

,;,>

%#其诊断特异度为
.:]

#灵敏度为

<@]

)本研究采用
T8Y67

方法检测结直肠癌患者粪便标本肿

瘤型
?+!4=

阳性率为
.,;,,]

#血清标本阳性率为
:*;,,]

#

略低于国外学者的报道)虽然上述研究提示
T8Y67

检测结直

肠癌患者粪便和血清肿瘤型
?+!4=

有一定的特异性和敏感

性#但同时也存在假阳性或假阴性结果#不适用于结直肠癌早

期诊断'

.!@

(

)

实时荧光定量
49(

具有较高的灵敏度*特异度#可实现快

速定量检测#因此临床应用较为广泛#尤其适用于肿瘤相关基

因检测'

@!),

(

)本研究采用自建实时荧光定量
49(

方法检测

+,,

例结直肠癌患者粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

#检出阳性

).>

例#阳性率为
@+;>,]

#特异度和灵敏度分为
@-;,+]

和

@+;)-]

&相同标本
T8Y67

方法检出阳性
):,

例#阳性率为

.,;,,]

#特异度和灵敏度分别为
<.;::]

和
<@;,<]

&

49(

方

法检测粪便标本肿瘤型
?+!4=

对结直肠癌的诊断特异度和

灵敏度高于
T8Y67

$

(

$

,;,>

%#提示实时荧光定量
49(

检测

粪便标本肿瘤型
?+!4=QR7

对结直肠癌具有较大的诊断

价值)

本研究构建了肿瘤型
?+!4= QR7

重组表达质粒#经

49(

扩增和产物测序证实质粒构建成功#并以重组质粒为模

板建立了可用于肿瘤型
?+!4=QR7

检测的实时荧光定量

49(

方法)同时#滴度稀释法检测结果显示#自建
49(

方法

对肿瘤型
?+!4=QR7

的检测灵敏度达到
),G#

DL

"

'8

&特异

性分析结果显示#自建
49(

方法可检出肿瘤型
?+!4=QR7

#

对肌肉型
?+!4=QR7

和
?)!4=QR7

检测结果为阴性#具有

较高的特异性&重复性分析结果显示#该方法检测批内
IR

为

,;-]

"

);-]

#批间
IR

为
);)]

"

+;@]

#说明其具有良好的

重复性)由此可见#本研究建立的实时荧光定量
49(

方法对

肿瘤型
?+!4=QR7

的检测敏感性高*特异性强#为结直肠癌

早期筛查和诊断提供了一种新的检测方法'

))

(

)

本研究结果显示#结直肠癌患者粪便和血清肿瘤型
?+!

4=

水平与肿瘤病理分期存在一定的相关性#随着病理分期升

高#粪便和血清肿瘤型
?+!4=

水平逐渐升高#机制可能在于

肿瘤细胞生长过程中不断产生肿瘤型
?+!4=

#并分泌进入肿

瘤组织外部和外周血中&肿瘤细胞坏死凋亡也增加了肿瘤型

?+!4=

的释放#从而在排泄物中可检出肿瘤型
?+!4=

'

)

(

)因

此#肿瘤型
?+!4=

对结直肠癌的诊断具有较大的临床意义)

TM10J

等'

<

(的研究也证实肿瘤型
?+!4=

表达量与肿瘤
QIPCVB

分期和
3R?

分级相关&诊断大肠癌的总体灵敏度达到
<.]

#

各期诊断灵敏度从
3)

期的
:,]

上升到
3*

期的
),,]

#从

QIPCVB

分期
7

期的
:,]

上升到
QIPCVB

分期
Q

期的
@,]

)因

此#肿瘤型
?+!4=

是可用于结直肠癌筛查和诊断的生物标志

物之一)

综上所述#采用实时荧光定量
49(

检测粪便标本肿瘤型

?+!4=QR7

具有较高的诊断灵敏度和特异度#优于
T8Y67

#

是适用于结直肠癌早期诊断的准确*可靠*敏感*特异的实验室

检测方法'

)+

(

)
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