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目的
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应用环磷酰胺"

L/P

$构建免疫抑制大鼠耐甲氧西林金黄色葡萄球菌"

KWS-

$鼻黏膜定植模

型%方法
!

将
Q;:6=5

大鼠随机分为对照组和模型组!每组
!%

只!雌雄各半%模型组大鼠在细菌定植前
&B

连续肌

内注射
L/P

"

#"9

@

#

I

@

$!造成大鼠免疫抑制!红霉素软膏处理大鼠鼻腔固有菌群!通过滴鼻方式滴入
!"

"

J

新鲜

KWS-

悬液!连续滴注
&B

%对照组大鼠鼻腔红霉素软膏处理后连续
&B

滴入
!"

"

J

的新鲜
KWS-

悬液%免疫抑

制前后分别对模型组大鼠外周血血象及免疫学指标进行监测!并且对免疫抑制及细菌定植后大鼠鼻黏膜组织进行

检测%结果
!

模型组大鼠肌内注射
L/P'B

后"

L/P

组$!与肌内注射
L/P

前
!B

"空白组$比较发现!大鼠外周血

血象!
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^

'

LR&

^

LR#

^

'

LR&

^

LR*

^

/

淋巴细胞!

T

淋巴细胞!以及
N_

细胞较给药前均明显下降"

A

$

")"!

$%小

剂量高浓度的
KWS-

悬液鼻腔滴注!细菌定植一段时间后!经免疫组化染色可见金黄色葡萄球菌分布于鼻黏膜组

织中%结论
!

成功构建了免疫抑制大鼠
KWS-

定植模型!该模型可用于进一步研究宿主免疫抑制状态对
KWS-

毒力及耐药性的影响及机制%
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耐甲氧西林金黄色葡萄球菌$

KWS-

%是造成住院患者医

院感染发生及高病死率的主要病原之一)

!.%

*

+

KWS-

在住院

患者鼻前庭部位可持续定植达
'

个月或更长#其持续定植患者

是造成
KWS-

医院内传播的主要传染源)

&

*

#

KWS-

感染的发

生多与免疫低下,实施侵入性治疗和广谱抗菌药物的长期使用

等有关+随着异质性万古霉素中介耐药的金黄色葡萄球菌

$

7MFS-

%检出率的增高)

#

*

#以及耐万古霉素金黄色葡萄球菌

$

MWS-

%的不断报道)

$

*

#

KWS-

感染控制及新型抗感染药物研

发已成为一个亟待解决的难题+本研究旨在构建免疫抑制大

鼠
KWS-

定植模型及正常大鼠
KWS-

定植模型#为进一步研

究宿主环境对
KWS-

毒力变异机制的影响提供实验数据#并

为结合宿主因素研发新型抗
KWS-

感染药物提供新的思路和

依据+

$

!

材料与方法

$)$

!

菌株来源
!

收集内蒙古医科大学附属医院检验科临床微

生物室常规方法及
M;61I%

鉴定为
KWS-

的临床菌株+

-

"**

-

检验医学与临床
%"!$

年
#

月第
!%

卷第
(

期
!

J=8K1BL4;<

!

-

3

5;4%"!$

!

M04)!%

!

N0)(

"

基金项目!国家自然科学基金资助项目$

*!%'"%##

%(内蒙古自治区自然科学基金资助项目$

%"!#KS"*$#

%(

内蒙古医科大学附属医院重大科研项目$

Nc[c.OR%"!%"!$

%+

!!

作者简介!董鹏霞#女#内蒙古医科大学
%"!%

级在读硕士研究生#主要从事机体免疫功能及疾病分子诊断+

#

!

通讯作者#

Z.9=;4

!

=<6C0

A

=

#

!'&)?09

+
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!

菌液制备
!

血平板上挑取
KWS-

单个菌落#在
JT

液体

培养基中
&(d

振荡孵育过夜#当细菌生长至对数期时#

!%"""

5

"

9;<

离心
$9;<

收集细菌#用无菌生理盐水快速洗涤
%

次#然

后悬浮细菌至
!e!"

,

L[f

"

9J

+

$)'

!

实验动物
!

SV[

级
Q;:6=5

大鼠
%#

只#购自北京维通利

华实验动物技术有限公司#许可证号!

SLP_

$京%

%"!%."""!

+

体质量
!*"

!

%%"

@

#雌雄各半#分笼饲养#动物饲养温度
%"

!

%#d

#相对湿度
$"+

!

'"+

#自由饮食及饮水+

$)1

!

仪器与试剂
!

注射用环磷酰胺$

L/P

#山西普德药业股份

有限公司#批号
"#!&"$"!

%(日本日立公司
KZ_'#$"I

三分类

血球计数仪(溶血素,

[-LS?=4;C5

流式细胞仪及大鼠
LR&.

-VL

,

LR#.VZ

,

LR*=.[F/L

,

LR#$W-.[F/L

,

LR!'!=.VZ

荧光

单抗购自美国
TR

公司(兔抗金黄色葡萄球菌单克隆抗体和鼠

抗兔第二抗体由华大蛋白公司免疫动物制备+

$)2

!

模型制备方法
!

%#

只大鼠随机分为模型组$

!%

只%和对

照组$

!%

只%#雌雄各半+模型组大鼠在细菌定植前
&B

连续肌

内注射
L/P

$

#"9

@

"

I

@

%#

!"+

水合氯醛麻醉#每次在鼻腔定植

细菌前#用微型小棉棒取鼻黏膜分泌物接种至血平板#

&(d

恒

温箱培养
!*

!

%#7

+红霉素软膏作用鼻腔固有菌群数分钟后#

鼻腔滴入
!"

"

J

已制备好的新鲜
KWS-

悬液#连续滴注
&B

+

选取
L/P

注射前
!B

$空白组%,注射
'B

后$

L/P

组%两个时间

点#对模型组各大鼠外周血进行血常规检测及淋巴细胞亚群分

析(对照组大鼠直接麻醉后取鼻黏膜分泌物血平板培养#红霉

素软膏作用数分钟后鼻腔滴注
!"

"

J

新鲜
KWS-

悬液连续

&B

+

$))

!

模型指标评价

$)))$

!

大鼠鼻黏膜菌群观察
!

收集细菌鼻腔定植
"

,

&

,

(

,

!#B

$分别记为
R=

A

"

,

R=

A

&

,

R=

A

(

,

R=

A

!#

%后大鼠的鼻黏膜分泌

物#观察血平板上模型组和对照组各大鼠鼻黏膜上
KWS-

的

生长变化状况+

$)))/

!

大鼠外周血血象检测
!

ZR/-

抗凝血
%"

"

J

#加入
%

9J

的标本稀释液中混匀#用三分类血球计数仪检测大鼠外周

血中的白细胞$

QTL

%,红细胞$

WTL

%,血红蛋白$

UYT

%及血小

板$

VJ/

%#统计检测结果+

$)))'

!

大鼠外周血淋巴细胞分析
!

取
ZR/-

抗凝全血
$"

"

J

#分别加入
%

支上样管中#管
-

加入抗大鼠
LR&.-VL

,

LR#.

VZ

及
LR*=.[F/L

混合物
*

"

J

(管
T

加入抗大鼠
LR&.-VL

,

LR#$W-.[F/L

及
LR!'!=.VZ

混合物
*

"

J

(漩涡振荡混匀#室

温避光孵育
!"9;<

+每管加入
!e

溶血素
!9J

#室温避光
(

9;<

#

!$""5

"

9;<

离心
$9;<

#生理盐水洗涤
!

次#

$""

"

J

生理

盐水重悬#流式细胞仪检测
/

淋巴细胞亚群,

T

淋巴细胞及自

然杀伤$

N_

%细胞比例+

$)))1

!

大鼠鼻黏膜组织病理学观察
!

处死各组动物后#取部

分鼻黏膜组织做组织切片#运用免疫组织化学染色方法确认

KWS-

在大鼠鼻黏膜组织的成功定植+

$).

!

统计学处理
!

应用
SVSS!&)"

统计软件进行数据处理及

统计学分析#正态分布的计量资料以
IgD

表示#组间比较采用

3

检验#以
A

$

")"!

为差异有统计学意义+

/

!

结
!!

果

/)$

!

大鼠鼻黏膜分泌物培养后
KWS-

定植菌的变化
!

造模

开始时$

R=

A

"

%#大鼠鼻黏膜凝固酶阴性葡萄球菌$

LNS

%菌群

比例较高#

KWS-

几乎为零+连续定植
&B

后#取不同时间点

$

R=

A

&

,

R=

A

(

,

R=

A

!#

%的大鼠鼻黏膜分泌物培养后#发现随着

红霉素软膏对鼻腔固有菌群的处理及
KWS-

菌株的持续定

植#模型组大鼠鼻黏膜内
KWS-

菌株的定植数量较对照组明

显增加+见图
!

!

%

+

!!

注!

W!

!

W!%

为
!%

只模型组
Q;:6=5

大鼠编号+

图
!

!

模型组
Q;:6=5

大鼠不同时间点鼻黏膜分泌物

KWS-

菌群变化趋势

!!

注!

W!

!

W!%

为
!%

只对照组
Q;:6=5

大鼠编号+

图
%

!

对照组
Q;:6=5

大鼠不同时间点鼻黏膜分泌物

KWS-

菌群变化趋势

/)/

!

L/P

对外周血血液学检测指标的影响
!

大鼠肌内注射

L/P

$

#"9

@

"

I

@

%

'B

后#血液学检查可见外周血
QTL

,

VJ/

均出

现迅速下降#与肌内注射
L/P

前一天比较差异有统计学意义

$

A

$

")"!

%+同时
WTL

,

UYT

亦明显降低$

A

$

")"!

%+见表
!

+

表
!

!

注射
L/P

前后大鼠外周血血液学指标的变化&

IgD

'

组别
1 QTL

$

e!"

,

"

J

%

WTL

$

e!"

!%

"

J

%

UYT

$

@

"

J

%

VJ/

$

!"

,

"

J

%

空白组
!% !&)#&g%)&$ ()"$g")&$ !$,)'(g()&* !!&,)($g!$%),&

L/P

组
!% %)",g!)"*

"

$),$g")*!

"

!%()%$g!')"(

"

!&()($g#&)*,

"

!!

注!与空白组比较#

"

A

$

")"!

+

表
%

!

注射
L/P

前后大鼠外周血
/

淋巴细胞亚群)

T

淋巴细胞及
N_

细胞的影响&

+

*

IgD

'

组别
1 LR&

^

LR&

^

LR#

^

LR&

^

LR*

^

T

淋巴细胞
N_

细胞

空白组
!% &')(,g()$( %*)',g$)(" *)"#g%)!% !&)$'g')&& *)&&g&)%#

L/P

组
!% %&)%'g*)'(

"

!()"$g')"#

"

$)$"g%)"%

"

&)&(g&)%$

"

%)*#g!)'*

"

!!

注!与空白组比较#

"

A

$

")"!

+

-

!**

-

检验医学与临床
%"!$

年
#

月第
!%

卷第
(

期
!

J=8K1BL4;<

!

-

3

5;4%"!$

!

M04)!%

!

N0)(



/)'

!

L/P

对外周血
/

淋巴细胞亚群,

T

淋巴细胞及
N_

细胞

的影响
!

肌内注射
L/P

前后大鼠外周血
/

淋巴细胞亚群,

T

淋巴细胞和
N_

细胞变化情况见表
%

+与肌内注射
L/P

前比

较#肌内注射
L/P'B

后可导致大鼠外周血中
LR&

^

,

LR&

^

LR#

^

,

LR&

^

LR*

^

/

淋巴细胞#

T

淋巴细胞#以及
N_

细胞的

比例明显降低$

A

$

")"!

%+见表
%

+

/)1

!

定植
KWS-

后鼻黏膜组织染色结果
!

连续
&

次小剂量

鼻腔滴注
KWS-

新鲜悬液#在细菌定植两周后取各实验组部

分动物鼻黏膜组织做石蜡切片#经免疫组化染色后#模型组大

鼠鼻黏膜组织细胞膜及细胞质$图
&T

%中均可见大量
KWS-

#

对照组大鼠鼻黏膜组织中可见有适量
KWS-

分布于细胞膜

$图
&L

%或细胞质$图
&R

%+见图
&

+

!!

注!

-

为阴性对照#

T

为模型组#

L

,

R

为对照组+

图
&

!

大鼠鼻黏膜组织免疫组化染色结果

'

!

讨
!!

论

!!

金黄色葡萄球菌是临床常见的致病性较强的细菌#容易感

染自身免疫功能低下,使用免疫抑制剂和肿瘤患者等人群#可

引起严重的急性或慢性感染+有研究表明#人群中
KWS-

定

植率大约为
!)$+

)

'

*

#金黄色葡萄球菌的鼻腔定植是诱发某些

感染的危险因素#如菌血症,术后感染及呼吸道感染等+研究

发现#

UYT

可通过特定机制促进金黄色葡萄球菌鼻腔定植#主

要因
UYT

能够抑制
=

@

5

菌群传感系统的感应和表达
=

@

5

效应

分子
WN-

$

的下降#含有
UYT

的鼻腔分泌物有能力调节金黄

色葡萄球菌各种毒力因子的基因表达#促进细菌在鼻腔的定

植)

(

*

+因此#如何有效消除鼻腔耐药菌株的定植#切断其传播

途径#对防治医院内
KWS-

的传播和感染#降低患者的病死率

有着重要意义+

L/P

作为细胞毒性化疗药物#在杀伤肿瘤细胞的同时#可

杀伤体内增生活跃的免疫细胞+目前国内已有大量研究表明#

L/P

能抑制动物的体液免疫和细胞免疫应答#造成实验动物

的免疫抑制)

*.,

*

+淋巴细胞作为体内主要的免疫效应细胞#其

数量和亚群的变化对机体免疫状态有一定的提示作用#本研究

通过肌内注射
L/P

构建大鼠免疫抑制状态#经检测发现给予

L/P

一定时间后#大鼠外周血
QTL

,

/

淋巴细胞亚群,

T

淋巴

细胞及
N_

细胞较正常时均明显降低#表明免疫抑制状态构建

成功#可以用来模拟临床上化疗后患者的免疫功能状态+

此外#实验过程中发现#每组大鼠鼻腔滴注等量
KWS-

悬

液后#处于免疫抑制状态下的大鼠
KWS-

定值明显增多#这与

Q=<

@

等)

!"

*在临床调查中发现接受化学药物治疗的恶性肿瘤

患者
KWS-

定植率较高有一定的相似性#即在特定病理状态

下更有利于
KWS-

的定植#同时与临床上出现的院内感染中

KWS-

易感染免疫功能低下的患者相一致+

总之#本实验构建的免疫抑制
KWS-

鼻黏膜定植模型#旨

在更多地了解细菌鼻腔定植所涉及的宿主因素和细菌分子机

制+结合宿主因素和病原学特征对金黄色葡萄球菌致病机制

做进一步研究#既可为
KWS-

定植患者进行局部去除定植处

理提供新的思路和依据#同时对于临床上处于免疫抑制状态的

患者#对其宿主环境与金黄色葡萄球菌毒力演变及耐药机制的

相关性进行深入研究#为临床耐药菌株的治疗和控制探索新的

方法+
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