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ｓＴＲＥＭ１在铜绿假单胞菌感染和定植的表达及意义
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　　摘　要：目的　通过研究可溶性髓样细胞触发受体１（ｓＴＲＥＭ１）在铜绿假单胞菌呼吸系统感染和定植不同状态下表达水平

的变化，探讨ｓＴＲＥＭ１在铜绿假单胞菌肺炎及呼吸道定植中的意义。方法　将９０只ＳＤ大鼠随机分为肺部感染组、口咽部定植

组及对照组，每组按铜绿假单胞菌接种后不同时间又分为３、９、２４ｈ亚组，每亚组１０只。运用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测血清

ｓＴＲＥＭ１浓度；采用逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）测定肺组织ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达；病理组织切片观察各组肺部炎症改变，

并进行肺组织匀浆菌落计数。结果　感染组大鼠肺组织病理改变在９ｈ最为严重，而定植组和对照组的肺泡及肺间质结构基本

正常；肺部感染组３、９、２４ｈ肺组织ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达和血清中ｓＴＲＥＭ１的浓度较定植组及对照组均明显增高（犘＜０．０５），

定植组与对照组ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达和ｓＴＲＥＭ１浓度的比较，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。结论　检测ｓＴＲＥＭ１有助于

鉴别铜绿假单胞菌感染与定植；动态监测ｓＴＲＥＭ１的变化对感染性疾病的早期诊断和病情评估具有指导意义。
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　　可溶性髓样细胞触发受体１（ｓＴＲＥＭ１）是近年来被发现

并应用于诊断感染性疾病的重要标记物，其在感染性炎症中表

达明显升高［１］。铜绿假单胞菌是呼吸道最常见的定植菌之一，

临床判断痰培养出的铜绿假单胞菌是定植菌还是致病菌非常

困难，鉴别手段十分有限，故寻求一种快速、简便、敏感的鉴别

诊断指标尤为重要。本研究旨在通过观察ｓＴＲＥＭ１在铜绿

假单胞菌呼吸系统感染和定植不同状态下的表达水平，探讨

ｓＴＲＥＭ１在铜绿假单胞菌感染和定植中的意义。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂　健康雄性ＳＤ大鼠９０只，体质量

１８０～２２０ｇ，由泸州医学院实验动物中心提供。铜绿假单胞菌

标准菌（ＡＴＣＣ２７８５３）由泸州医学院附属医院检验中心提供。

大鼠ｓＴＲＥＭ１酶链免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自美国

Ｒ＆Ｄ公司；总ＲＮＡ提取试剂盒购自北京天根生化科技公司；

ＲＴＰＣＲ试剂盒购自成都博瑞克生物技术公司；其他试剂均为

国产分析纯。

１．２　方法

１．２．１　动物模型的制作及分组　采用完全随机数字表法将大

鼠分成肺部感染组（感染组）、口咽部定植组（定植组）、对照组

３组，每组按铜绿假单胞菌接种后不同时间点以随机法再分为

３、９、２４ｈ亚组，每亚组１０只大鼠。肺部感染组：取培养１８ｈ

的铜绿假单胞菌，用无菌生理盐水配制成２个麦氏单位浓度（６

×１０８ｃｆｕ／ｍＬ）菌液，１％戊巴比妥（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉大

鼠后，经环甲膜穿刺从气管中注入０．４ｍＬ菌液；口咽部定植

组：将２个麦氏单位铜绿假单胞菌菌液０．４ｍＬ分别经口、鼻

腔缓慢滴入；对照组：经环甲膜穿刺从气管中注入无菌生理盐

水０．４ｍＬ。

１．２．２　检测指标及方法　制模成功后３、９、２４ｈ经心脏采血２

ｍＬ，离心后取上清液于－７０℃保存待测，采用ＥＬＩＳＡ法测定

血清ｓＴＲＥＭ１浓度，严格按照试剂说明书进行操作；取血后

处死大鼠，在无菌操作下取右下肺叶行苏木精伊红（ＨＥ）染色

后进行光学观察；将右上肺叶取材称质量，在无菌操作下制备
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肺组织匀浆，取１ｍＬ匀浆液用无菌生理盐水对其进行１０、

１０２、１０３、１０４ 倍稀释，取各浓度的匀浆０．１ｍＬ，用接种环均匀

涂布在血琼脂平板表面，然后３７℃培养箱内孵育２４ｈ，最后计

算出各稀释倍数下的菌落数。定植组加行咽拭子细菌培养。

１．２．３　逆转录聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）检测肺组织中

ＴＲＥＭ１　ｍＲＮＡ表达：根据Ｇｅｎｅｂａｎｋ中大鼠ＴＲＥＭ１和三

磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）的序列，由上海生工生物工程有

限公司合成引物。引物序列：ＴＲＥＭ１上游５′ＡＧＴ ＡＴＧ

ＣＣＡＧＡＡＧＣＡＧＧＡＡＧ３′，下游５′ＴＣＧＧＧＴＴＧＧＡＧＴ

ＴＧＡＧＴＧＴＴ３′，扩增片段大小为３６２ｂｐ左右；ＧＡＰＤＨ 上

游：５′ＣＣＴＣＡＡ ＧＡＴＴＧＴＣＡＧＣＡＡＴ３′，下游：５′ＣＣＡ

ＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴＧＡＧＴ３′，扩增片段大小为１４１ｂｐ左

右。用Ｔｒｉｚｏｌ试剂一步法提取肺组织总ＲＮＡ，测定ＲＮＡ纯度

并定量，逆转录后行ＰＣＲ扩增。扩增条件：９４℃变性３０ｓ，５３

℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，共循环３０次，最后７２℃延伸５

ｍｉｎ。扩增产物经２％琼脂糖凝胶电泳鉴定，利用凝胶成像分

析系统扫描ＰＣＲ产物量，以相对吸光度（Ａ）值×面积表示，分

析结果以ＧＡＰＤＨ作为对照。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行分析，计量资料

用狓±狊表示，对各组数据分别进行正态检验和方差齐性分析，

若符合正态分布和方差齐性，则进行 ＡＮＯＶＡ，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　肺组织病理学观察　光镜下感染组各时间点可见大量炎

性细胞浸润并扩散到肺间质内，肺间质水肿，肺泡隔增厚，间质

及肺泡内出血明显，肺泡壁结构破坏，局部有肺泡膨胀不全或

肺泡塌陷、融合，其中以细菌接种９ｈ炎症改变最为严重，出现

典型肺炎表现，３、２４ｈ与之相比炎症表现较轻；而对照组及定

植组各时间点肺泡结构完整，肺泡腔清晰，肺泡间隔均一，肺泡

和肺间质无出血及炎性细胞浸润，见图１。

　　ａ：感染组３ｈ；ｂ：感染组９ｈ；ｃ：感染组２４ｈ组；ｄ：定值组３ｈ；ｅ：定值组９ｈ；ｆ：定值组２４ｈ；ｇ：对照组３ｈ；ｈ：对照组９ｈ；ｉ：对照组２４ｈ。

图１　　光镜下观察各组大鼠肺组织病理改变情况（ＨＥ×２００）

２．２　肺组织匀浆菌落计数　接种后３、９、２４ｈ，定植组和对照

组肺组织匀浆均未培养出细菌，而感染组肺匀浆中均有铜绿假

单胞菌生长，肺组织匀浆菌落计数均大于１０５ｃｆｕ／ｇ。定植组

咽拭子均培养出铜绿假单胞菌。

２．３　肺组织ＴＲＥＭ１　ｍＲＮＡ表达（表１，图２）与定植组和

对照组比较，感染组在细菌接种后３、９、２４ｈＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ

表达明显上调，差异有统计学意义（犘＜０．０５），其表达水平在３

ｈ就有升高，９ｈ显著增高，２４ｈ逐渐下降。而定植组和对照组

ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达相比，差异无统计学意义（犘＞０．０５）。

表１　　不同组别３、９、２４ｈ肺组织ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的

　　　　表达（Ａ值，狓±狊）

组别 狀 ３ｈ ９ｈ ２４ｈ

感染组 ３０ ２．２１±０．７５＃△ ２．８７±０．４８＃△ ０．９３±０．１５＃△

定植组 ３０ ０．１８±０．０４ ０．２１±０．０５ ０．１９±０．０４

对照组 ３０ ０．１９±０．０４ ０．２０±０．０４ ０．２０±０．０４

　　＃：犘＜０．０５，与同时间点的定植组相比；△：犘＜０．０５，与同时间点

的对照组相比。
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２．４　血清ｓＴＲＥＭ１的浓度（表２）　感染组血清ｓＴＲＥＭ１的

浓度较定植组和对照组有明显升高（犘＜０．０５），而定植组血清

ｓＴＲＥＭ１浓度与对照组相比差异没有统计学意义。感染组各

时间点血清 ｓＴＲＥＭ１ 的浓度分 别 是 （８０．８２±１０．１０）、

（１３６．６０±２０．２９）、（５９．７４±９．１３）ｎｇ／Ｌ，组内ｓＴＲＥＭ１浓度

差异有统计学意义（犘＜０．０５），其中ｓＴＲＥＭ１的浓度在３ｈ

开始上升，９ｈ到达高峰，２４ｈ后降低。

　　１：ＤＮＡ标记物；２：感染组３ｈ；３：感染组９ｈ；４：感染组２４ｈ；５：定

植组３ｈ；６：定植组９ｈ；７：定植组２４ｈ；８：对照组３ｈ；９：对照组９ｈ；１０：

对照组２４ｈ。

图２　　不同组别３、９、２４ｈ肺组织ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ

表达水平

表２　　不同组别３、９、２４ｈ血清ｓＴＲＥＭ１的

　　　　　浓度（狓±狊，ｎｇ／Ｌ）

组别 狀 ３ｈ ９ｈ ２４ｈ

感染组 ３０ ８０．８２±１０．１０＃△１３６．６０±２０．２９＃△ ５９．７４±９．１３＃△

定植组 ３０ ４５．４３±１８．０１ ４２．８３±１３．３３ ４４．９９±１８．８５

对照组 ３０ ４０．２５±８．９３ ３８．４０±９．２０ ３８．７８±８．４７

　　＃：犘＜０．０５，与同时间点的定植组相比；△：犘＜０．０５，与同时间点

的对照组相比。

３　讨　　论

　　医院获得性肺炎是中国最常见的院内感染之一，其发病率

为１．３％～３．４％，病死率为２０％～５０％，而重症肺炎病死率高

达７０％
［２３］。铜绿假单胞菌作为医院获得性肺炎最常见的定

植菌之一，其在痰标本中分离率位居首位，在临床上通过痰培

养判断其为致病菌还是定植菌较为困难，临床医生对此很难做

出准确、及时的判断，从而可能造成抗菌药物的过度应用或延

误治疗时机，因此近年对致病菌和定植菌的鉴别成为了国内外

学者研究和探索的方向。但这些研究均存在可靠性不稳定，检

测周期长，操作复杂等局限性，并且仍无法确认是定植菌还是

致病菌［４７］。

ＴＲＥＭ１属于免疫球蛋白超家族受体，在许多髓样细胞表

面都有表达［１］。在对其天然配体的研究中发现［８］，铜绿假单胞

菌的细胞壁多糖可能是ＴＲＥＭ１的天然配体。ＴＲＥＭ１与配

体结合后，其跨膜结构域保守的赖氨酸残基与跨膜信号传导分

子ＤＡＰ１２的免疫受体酪氨酸激活基序（ＩＴＡＭ）中的天冬氨酸

残基结合，使酪氨酸磷酸化，从而引发一系列下游信号转导的

发生，启动与炎症相关基因的转录，促进 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８、

单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ１）等促炎因子和趋化因子的合成

和分泌，引起中性粒细胞脱颗粒及发生呼吸爆发，同时ＴＲＥＭ

１也能与Ｔｏｌｌ样受体互相影响，因此 ＴＲＥＭ１在炎症反应中

起到触发和放大的重要作用。ｓＴＲＥＭ１
［９］作为ＴＲＥＭ１的可

溶性形式，在炎症反应中高表达的ＴＲＥＭ１可从髓系细胞表

面被蛋白酶切割、脱落成为游离状态的ｓＴＲＥＭ１，并且在细胞

的培养液、动物模型或病人的血清、肺泡灌洗液、脑脊液、胸水

中均检测到了ｓＴＲＥＭ１的表达
［１０１３］。

ＴＲＥＭ１能够在铜绿假单胞菌的诱导下迅速启动其基因

转录并翻译为具有生理功能的蛋白分子，从而在早期就参与炎

症反应的启动且此后也一直发挥着相应的功能。在本研究中

发现，感染组各时间点血清ｓＴＲＥＭ１浓度明显高于定植组和

对照组，在细菌感染后的３ｈ即可检测到血清ｓＴＲＥＭ１的升

高，９ｈ其浓度达到最高，这与 Ｋｎａｐｐ等
［１４］的研究中发现注射

内毒素后血清ｓＴＲＥＭ１浓度的变化有着相似的趋势，而

ｓＴＲＥＭ１浓度的变化表明其可能具有早期鉴别铜绿假单胞菌

感染和定植的作用。同时作者也发现ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达

和血清ｓＴＲＥＭ１的浓度水平与肺部炎症程度相关，在肺部炎

症改变最为严重的感染９ｈ组 ＴＲＥＭ１基因表达和血清

ｓＴＲＥＭ１浓度水平的增加最为明显，而随着感染的控制和炎

症的减轻，ＴＲＥＭ１水平则逐步下降。提示ＴＲＥＭ１与感染

性炎症反应有着紧密的联系，ＴＲＥＭ１的表达高低能够反映炎

症反应的强弱，其变化有助于临床医师对感染性疾病严重程度

和治疗效果的评价。

综上所述，ＴＲＥＭ１在呼吸系统铜绿假单胞菌感染和定植

的不同状态下表达具有明显的差异，依靠这种差异有助于呼吸

道铜绿假单胞菌感染与定植的鉴别。动态监测ｓＴＲＥＭ１的

变化对感染性疾病的早期诊断和病情评估具有重要意义。
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省份，广西壮族自治区为１．３５％
［７］，江西省为０．３６％

［８］，河北

省为２％
［９］，河南省为２．０８％

［１０］。这说明本市总体处于中等

水平，本次发现的结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染患者主要集

中在经济较为发达的西部和中部地区，两个地区的 ＨＩＶ感染

率明显高于其他地区，且高于全市平均水平，因此，各地区感染

水平不均衡，地区差异明显，表明本市的结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ

双重感染形势不容乐观，控制双重感染应因地制宜，分类指导，

监测重点地区。

３．２　不同人群特点的结核病患者 ＨＩＶ感染状况　通过对本

次参与调查的所有结核病患者进行分析，不同年龄、性别、职

业、文化程度和登记分类的结核病患者的 ＨＩＶ感染率没有统

计学差异，这也提示人们在制定双重感染的防控政策和措施

时，应该全方位覆盖不同人群特点的结核病患者。

３．３　结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染使结核病防控工作面临

新的挑战　ＨＩＶ病毒导致机体免疫功能缺陷，助长了结核病

的进一步流行。一些研究表明，ＨＩＶ感染导致部分结核病可

疑患者就诊延迟；同时可加快感染结核分枝杆菌的患者发展成

为活动性肺结核患者的进程。结核病也可能增强 ＨＩＶ的复制

并加速 ＨＩＶ感染的自然进程
［１１］，这无疑增加了患者的治疗难

度，使得治疗成功率下降。《２０１１年全球结核病控制报告》显

示２０１０年全球约有３５万人死于 ＨＩＶ感染相关结核病。部分

非洲国家３０％的 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ患者的死亡和结核病有关
［１２］。

近年来，对结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染流行态势调查发现，

结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染率不断攀升，其感染病例每年

增加近１０％
［１３］。可以看出结核病的防控工作面临结核病和

ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染所带来新的挑战，加强结核病和 ＨＩＶ／

ＡＩＤＳ双重感染的防治工作已刻不容缓。

３．４　采取积极有效的措施，加强结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感

染防治工作　ＨＩＶ感染增加了结核病的流行，只有加强结核

病防治机构与ＡＩＤＳ防治机构的协作才能有效控制双重感染

疫情，减轻与ＡＩＤＳ相关的结核病负担。重庆市分别制定了结

核病和ＡＩＤＳ防治规划，正在建立结防机构和艾防机构的有效

合作机制，逐步开展了双向筛查工作。与此同时，也应进一步

加强对重点地区的监测，及时发现和治疗患者，更有效的控制

结核病和 ＨＩＶ／ＡＩＤＳ双重感染。
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