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ＴＬＲ２和ＴＬＲ４在大鼠光滑念珠菌肺部感染中的表达及意义
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　　摘　要：目的　研究Ｔｏｌｌ样受体２（ＴＬＲ２）和ＴＬＲ４在光滑念珠菌肺部感染大鼠中的作用。方法　将３６只大鼠分为３组，每

组１２只：对照组（Ａ组）、未免疫抑制肺部光滑念珠菌感染组（Ｂ组）及免疫抑制肺部光滑念珠菌感染组（Ｃ组）。每组分别在造模

成功后第１、３天各处死大鼠６只，观察肺组织病理变化，用逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）法检测肺组织ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达、酶

联免疫吸附实验（ＥＬＩＳＡ）法测定ＴＮＦα蛋白水平。结果　Ａ组肺组织正常；Ｂ组部分肺泡塌陷、炎症细胞浸润，未见孢子或菌

丝；Ｃ组大部分肺泡塌陷，部分扩张，大量炎症细胞浸润、并有孢子菌丝聚积。第１、３天ＴＬＲ２ｍＲＮＡ和ＴＮＦα蛋白表达水平Ｃ

组明显高于其他两组（犘＜０．０１），Ｂ组高于Ａ组（犘＜０．０５）；Ｃ组第３天ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ，ＴＮＦα表达水平高于第１天（犘＜

０．０５，犘＜０．０１），且ＴＬＲ４表达高于Ａ组（犘＜０．０５）。结论　ＴＬＲ２和ＴＮＦα可能参与光滑念珠菌肺部感染的发生发展，ＴＬＲ４

可能起协同作用。
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　　近年来，由于广谱抗菌药物、免疫抑制剂、糖皮质激素的广

泛使用等，重症监护病房（ｉｎｔｅｎｓｔｉｖｅｃａｒｅｕｎｉｔ，ＩＣＵ）侵袭性真

菌感染（ｉｎｖａｓｉｖｅｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＩＦＩ）尤其是侵袭性肺部真菌

感染（ｉｎｖａｓｉｖｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｆｕｎｇａｌｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＩＰＦＩ）有增加趋势，

既往白念珠菌为最常见的病原真菌，但近年来在氟康唑预防及

治疗选择性压力下，非白念珠菌所占比例明显增加甚至远远超

过白念珠菌［１］。其中光滑念珠菌已成为非白念珠菌中第２位

或第３位的致病念珠菌
［２］。本文模拟ＩＣＵ常见的ＩＦＩ，建立光

滑念珠菌肺部感染大鼠模型，观察光滑念珠菌肺部感染后肺组

织Ｔｏｌｌ样受体２（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ２，ＴＬＲ２）、ＴＬＲ４水平的表

达及变化，探讨ＴＬＲ２、ＴＬＲ４在光滑珠菌肺部感染发生和发展

中的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　健康雌性ＳＤ大鼠３６只，６周龄，体质量（１５０±

３０）ｇ，购自广西医科大学实验动物中心，经检疫后健康无疾病。

将大鼠分３组每组１２只，Ａ组：对照组；Ｂ组：未免疫抑制肺部

感染光滑念珠菌组；Ｃ组：免疫抑制肺部感染光滑念珠菌组。

１．２　菌株　标准光滑念珠菌菌株（编号９５２７）：购自上海酶联

生物科技有限公司。比浊法用无菌生理盐水稀释成含菌量１×

１０７ＣＦＵ／ｍＬ混匀，４℃保存备用。

１．３　光滑念珠菌孢子悬液的制备　将光滑念珠菌接种查氏固

体培养基，置于真菌恒温培养箱中，３７．１℃恒温培养２４ｈ，用

含０．１％失水山梨醇单油酸酯聚氧乙烯醚（Ｔｗｅｅｎ）８０生理盐

水冲洗斜面，使孢子游离悬浮于Ｔｗｅｅｎ生理盐水中，８层２００
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目尼龙纱布过滤，滤液中孢子经计数测定，配成 １×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ孢子悬液。

１．４　光滑念珠菌肺部感染模型的建立　Ｃ组：大鼠腹腔注射

地塞米松１ｇ／ｋｇ，每２天１次，经５次制成免疫抑制状态。Ａ、

Ｂ组大鼠腹腔注射等量生理盐水。于经５次腹腔注射地塞米

松或生理盐水后次日，Ｂ、Ｃ组大鼠分别气管内注入１×１０７

ＣＦＵ／ｍＬ光滑念珠菌孢子悬液０．３ｍＬ／只，Ａ组以等量生理

盐水注入气管内。在气管内注入光滑念珠菌悬液或生理盐水

后的第１天和第３天处死大鼠，无菌法分离大鼠肺组织用于肺

组织病理切片和ＲＮＡ提取。

１．５　肺组织病理观察　取各组大鼠１ｇ左肺组织作石蜡切

片，常规苏木素伊红（ＨＥ）染色、过碘酸雪夫（ＰＡＳ）染色，观察

肺组织病理改变。

１．６　逆转录ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）检测ＴＬＲ２及ＴＬＲ４的表达　取

约５０～１００ｍｇ大鼠左肺组织，采用 Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取总

ＲＮＡ。按ＲＴ试剂盒说明书逆转录并进行ＰＣＲ扩增。以大鼠

βａｃｔｉｎ作为内参，引物序列如表１。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 预变

性４ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，６０℃３０ｓ，７２℃６０ｓ，３０个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ。扩增产物在１．５％琼脂糖凝胶上电泳３０ｍｉｎ，凝胶

成像系统拍照并分析光密度值，计算ｍＲＮＡ相对表达量，公式

如下：ｍＲＮＡ相对表达量＝目的基因条带光密度值／对应的β

ａｃｔｉｎ条带光密度值。

表１　　实验扩增目的基因引物

目的基因 引物序列 片段长度（ｂｐ）

ＴＬＲ２ 正向：５′ＣＡＣＡＧＧＡＣＴＣＡＡＧＡＧＣＡＴＣＧ３′ ３６２

反向：５′ＡＧＣＴＧＣＣＡＴＣＡＣＡＣＡＣＡＣＣＡ３′

ＴＬＲ４ 正向：５′ＣＴＣＴＴＧＣＡＴＣＴＧＧＣＴＧＧＧＡＣＴＣ３′ ２１８

反向：５′ＴＣＣＡＧＣＣＡＣＴＧＡＡＧＴＴＧＴＧＡＣＴ３′

βａｃｔｉｎ 正向：５′ＧＣＴＧＴＡＧＣＴＴＧＡＣＣＡＣＣＡＣＡＧ３′ １８８

反向：５′ＧＧＴＴＡＴＴＡＣＧＣＡＴＧＴＣＡＡＣＧＴＣ３′

１．７　酶联免疫吸附试验（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓ

ｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）法测定肺组织匀浆液中ＴＮＦα蛋白水平　取冻

存肺组织标本，加入６倍组织质量体积（ｍＬ）的冰生理盐水，匀

浆器充分匀浆，加入３倍组织质量体积（ｍＬ）的冰生理盐水冲

洗后放入离心管中离心，离心上清液备用，取大鼠 ＴＮＦα

ＥＬＩＳＡ反应板，严格按照说明书要求操作，进行标准液浓度的

制备，按标号对号对应孔位使用０．２ｍＬ移液器逐一将血清移

入９６孔反应板中，再使用反应液反应，反复３次甩干并冲洗反

应板，终止液终止反应，置入自动酶联免疫分析仪读取犗犇值。

绘制标准曲线，计算 ＴＮＦα浓度（ｎｇ／Ｌ），每标本测３次取平

均值。

１．８　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３软件进行数据处理，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　肺组织病理变化　大体观察：肉眼观察Ａ组肺组织形态

正常，表面光滑呈粉红色，边缘锐薄，触之质地均匀无硬结。Ｂ

组肺组织充血，外观肿胀，表面可见散在结节，未见灰白色病

灶，第３天较第１天无明显差异。Ｃ组肺组织充血，外观肿胀，

表面凸凹不平，质韧，可见多个大小不一的灰白色病灶，第３天

较第１天严重。常规 ＨＥ、ＰＡＳ染色病理观察显示：Ａ组肺泡

结构清晰完整，无炎性细胞浸润，第１天和第３天肺组织无明

显区别；Ｂ组部分肺泡塌陷、炎症细胞浸润，未见孢子或菌丝，

第１天和第３天病理改变未见明显区别；Ｃ组大部分肺泡塌

陷，部分扩张，大量炎症细胞浸润并有大量孢子菌丝聚积，肺组

织出血、坏死明显，第３天与第１天比较肺组织可见较多机化

病灶，见图１。

２．２　３组肺组织ＴＬＲ２、ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达及比较　第１、３

天肺组织ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达水平Ｃ组明显高于 Ａ组及Ｂ

组（犘＜０．０１），Ｂ组较Ａ组也明显增高（犘＜０．０１）；Ｃ组第３天

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平高于 Ａ 组（犘＜０．０５）；Ｃ组第３天

ＴＬＲ４ｍＲＮＡ表达水平高于第１天（犘＜０．０５），见图２，表２、３。

　　Ａ：Ａ组第１天ＨＥ染色（×２００）；Ｂ：Ｂ组第１天ＨＥ染色（×２００）；Ｃ：Ｃ组第１天ＰＡＳ染色（×４００）；Ｄ：Ａ组第３天ＨＥ染色（×２００）；Ｅ：Ｂ组第

３天 ＨＥ染色（×２００）；Ｆ：Ｃ组第３天ＰＡＳ染色（×４００）。

图１　　肺组织病理照片图
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　　Ａ：βａｃｔｉｎ；Ｂ：ＴＬＲ２；Ｃ：ＴＬＲ４；１为Ｃ组第１天、２为Ｃ组第３天、３为Ｂ组第１天、４为Ｂ组第３天、５为Ａ组第１天、６为Ａ组第３天。

图２　　βａｃｔｉｎ、ＴＬＲ２、ＴＬＲ４电泳图

表２　　ＴＬＲ２ｍＲＮＡ的表达（狓±狊，狀＝６）

组别 第１天 第３天

Ａ组 ０．４３８±０．０４４ ０．３８７±０．０６１

Ｂ组 ０．５４９±０．１１５ａ ０．６８４±０．１０２ａ

Ｃ组 ０．９４８±０．０８６ｂｃ １．１４９±０．２５７ｂｃｄ

　　ａ：犘＜０．０５，ｂ：犘＜０．０１，与Ａ组比较；ｃ：犘＜０．０１，与Ｂ组比较；ｄ：

犘＜０．０５，与第１天比较。

表３　　ＴＬＲ４ｍＲＮＡ的表达（狓±狊，狀＝６）

组别 第１天 第３天

Ａ组 ０．３３２±０．０６２ ０．３４１±０．０５７

Ｂ组 ０．４２６±０．０７１ ０．４４０±０．１３８

Ｃ组 ０．３９４±０．１０１ ０．５６４±０．０９７ａｄ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｄ：犘＜０．０５，与第１天比较。

２．３　３组肺组织ＴＮＦα的表达及比较　３组的第１天比较，Ｃ

组高于Ｂ组（犘＜０．０１），Ｂ组高于 Ａ组（犘＜０．０１）；３组的第３

天比较，Ｃ组高于Ｂ组（犘＜０．０１），Ｂ组高于 Ａ组（犘＜０．０１）；

Ａ组第１天和第３天比较差异无统计学意义（犘＞０．０５）；Ｂ组

第３天高于第１天（犘＜０．０５）；Ｃ组第３天组高于第１天（犘＜

０．０５），见表４。

表４　　３组肺组织匀浆上清液ＴＮＦα的表达（ｐｇ／ｍＬ，狀＝６）

组别 第１天 第３天

Ａ组 １６．４５±１．１５ １５．２２±２．５７

Ｂ组 ２６．５９±２．４８ａ ３３．８８±５．１４ａｄ

Ｃ组 ４３．４８±６．７９ａｃ ６５．４９±７．０９ａｃｄ

　　ａ：犘＜０．０５，与Ａ组比较；ｃ：犘＜０．０１，与Ｂ组比较；ｄ：犘＜０．０５，与

第１天比较。

３　讨　　论

当病原真菌侵入，机体首先通过病原识别受体（Ｐｒａｔｈｏｇｅｎ

ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）对真菌表面的病原相关分子模式

（ｐａｔｈｏｇｅｎａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒｐａｔｔｅｒｎｓ，ＰＡＭＰｓ）进行识别后

启动天然免疫。ＴＬＲ是天然免疫中重要的ＰＲＲｓ之一，在宿

主抗真菌感染中发挥着重要作用［３］。迄今为止，已报道的与人

类有关的ＴＬＲ有１１种，小鼠存在１３种ＴＬＲ
［４］。

本研究病理结果可见当光滑念珠菌侵入机体后，免疫抑制

宿主肺组织较未免疫抑制宿主肺组织破坏更为严重，炎症反应

更加强烈、明显，并且肺组织内可见大量孢子聚集。而未免疫

抑制宿主在光滑念珠菌入侵的早期即有中性粒细胞、单核细胞

等募集于感染部位抵御病原菌侵袭并抑制了孢子的萌芽，避免

了肺组织的严重损坏。大鼠肺组织病理改变的机制是病原菌

与机体免疫系统相互作用的平衡被打破所致［５］。本研究提示

宿主完善的免疫功能对抵御真菌感染至关重要。

本研究中当光滑念珠菌孢子入侵大鼠肺组织后，其细胞壁

表面的磷脂甘露聚糖（ＰＬＭ）首先作为ＰＡＭＰ被ＴＬＲ识别，在

中性粒细胞等募集吞噬孢子后光滑念珠菌细胞壁内层的β葡

聚糖释放、暴露。Ｋａｗａｉ１等
［６］研究用白念珠菌细胞表面的

ＰＬＭ刺激树突状细胞（ｄｅｎｄｒｉｔｉｃｃｅｌｌ，ＤＣ）及巨噬细胞通过

ＴＬＲ２产生ＴＮＦα、ＩＬ１β和ＩＬ１０，导致Ｔ辅助细胞２（Ｔｈｅｌｐ

ｅｒｃｅｌｌ１，Ｔｈ２）和调节性 Ｔ细胞（ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙＴｃｅｌｌｓ，Ｔｒｅｇｓ）增

生。陈青等［７］用白念珠菌ＰＬＭ 体外刺激人单核细胞后发现

ＰＬＭ只通过与ＴＬＲ２相互作用诱导ＩＬ６、ＩＬ８的分泌，ＴＬＲ４

不参与此过程；林莉等［８］研究显示大鼠白念珠菌支气管肺感染

后肺组织ＴＬＲ２和ＩＬ１０水平升高，认为ＴＬＲ２和ＩＬ１０可能

参与了白念珠菌肺部感染的发生和炎症的加重。还有研究显

示［９１０］与白念珠菌感染有关的 ＴＬＲ主要是 ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４。

释放暴露的β葡聚糖通过 ＴＬＲ２／ｄｅｃｔｉｎ１协同作用识别。因

此，本研究结果表明在免疫抑制大鼠光滑念珠菌肺部感染后肺

组织中 ＴＬＲ２ｍＲＮＡ 较 ＴＬＲ４ｍＲＮＡ 较早明显表达，推测

ＴＬＲ２在导致肺部光滑念珠菌感染免疫反应的发生和发展中

起到重要作用，而稍晚低表达的ＴＬＲ４可能是起协同作用的。

因为针对ＰＬＭ可以有几种不同 ＴＬＲ参与对其的识别，各个

信号转导途径之间可能存在交叉或转换［１１］。

本研究显示ＴＮＦα的表达Ｃ组较Ｂ组有明显差异，且随

着感染时间的延长Ｃ组 ＴＮＦα表达进一步增加。ＴＮＦα是

ＴＬＲ２和 ＴＬＲ４信号通路中的下游表达蛋白之一
［１２１３］，缺乏

ＴＬＲ２的细胞几乎不能产生ＴＮＦα。ＴＮＦα可提高中性粒细

胞的吞噬能力，能活化单核细胞和巨噬细胞，提高其杀伤活性，

分泌过氧化物酶，产生各种细胞因子，促进中性粒细胞黏附及

炎性反应的发生［１４］。

既往可见对白念珠菌肺部感染的研究，但对重要非白色念

珠菌之一的光滑念珠菌肺部感染的报道却极少。根据本研究

肺部光滑念珠菌感染大鼠肺组织 ＴＬＲ２和 ＴＮＦα高水平表

达，ＴＬＲ４稍晚低水平表达的结果，推测ＴＬＲ２和ＴＮＦα可能

在肺部光滑念珠菌感染的发生发展中起着重要作用，ＴＬＲ２是

识别并参与光滑念珠菌肺部感染免疫反应重要的模式识别受

体（ＰＰＲ），ＴＬＲ４可能起到交叉协同作用。因此，对光滑念珠

菌详尽的ＰＡＭＰ肺部感染的ＰＲＲ免疫信号通路及其产生的

下游细胞因子、免疫应答等的进一步更全面地研究将为临床

ＩＦＩ的防治提供重要的细胞和分子免疫学基础。

参考文献：

［１］ 杨向红，孙仁华，洪军．ＩＣＵ院内假丝酵母菌血症的临床

特点及预后的多因素分析［Ｊ］．中华医院感染学杂志，

２０１０，２０（２３）：３８２６３８２９．　 　　　 　（下转第４０３９页）
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Ｃａｓｐａｓｅ３等的活性，阻止细胞的凋亡
［９］，本研究发现高糖的环

境中内皮细胞Ｂｃｌ２蛋白的表达较对照组明显降低，Ｂｃｌ２表达

下调，抗凋亡能力下降，细胞凋亡增加，但是加用辛伐他汀后高

糖诱导的Ｂｃｌ２表达下调得到了有效的抑制，这样细胞的凋亡

也相应地减少。ｂａｘ基因是一个促凋亡基因，本研究显示辛伐

他汀可以抑制高糖诱导的ｂａｘ基因表达上调，说明了辛伐他汀

是通过上调Ｂｃｌ２蛋白和下调ｂａｘ基因表达来阻止内皮细胞凋

亡的，其具体的作用机制还有待进一步的研究。但是也有研究

显示辛伐他汀可以激活ＪＮＫ信号通路，而ＪＮＫ信号通路的激

活可以磷酸化Ｂｃｌ２，阻止Ｂｃｌ２的降解
［１０］，这也可能是辛伐他

汀抑制高糖下调Ｂｃｌ２表达的机制。

综上所述，本研究显示了辛伐他汀可以明显抑制高糖诱导

的内皮细胞凋亡，上调Ｂｃｌ２蛋白表达可能是其主要的作用

机制。

参考文献：
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