
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$-&$2&%%'

不同滴度噬菌体
\1(

对气道上皮细胞
(W;Y

的生长及功能影响研究"

梁
!

梅!郭述良1

#

!张红梅'

"

$&

重庆市渝北区人民医院呼吸内科
!

0%$$1%

'

1&

重庆医科大学附属第一医院呼吸内科!重庆
0%%%$)

'

'&

重庆市第五人民医院呼吸内科
!

0%%%)1

$

!!

"摘要#

!

目的
!

研究噬菌体
\1(

不同滴度对气道上皮细胞株
(W;Y

的生长及功能影响&方法
!

分别用高滴度"

$%

(

A?f

#

35

$和低滴度"

$%

-

A?f

#

35

$噬菌体
\1(

及噬菌体缓冲液组作用于
(W;Y

细胞株后!用四甲基偶氮唑蓝比色法"

:;;

$检测

细胞生长情况'用酶联免疫吸附试验"

Y5@69

$法测量细胞上清液白细胞介素"

@5

$

.)

%

@5./

水平'用逆转录
A8B

"

B;.A8B

$检测细胞

间黏附分子
.$

"

@89:.$

$

3BI9

的表达!用流式细胞技术检测细胞凋亡率&结果
!

高%低滴度噬菌体
\1(

作用气道上皮细胞一段

时间后!对细胞生长活性%细胞因子
@5.)

%

@5./

和
@89:.$3BI9

的表达!以及细胞凋亡率的影响与噬菌体缓冲液组比较差异无

统计学意义"
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高%低滴度噬菌体
\1(

对体外培养的气道上皮细胞生长及功能无明显影响&

"关键词#

!

细菌噬菌体'气管'白细胞介素类'血管细胞黏附分子
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'气道上皮细胞'安全性
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当前#结核病仍是全球最严重的公共卫生问题之一#

1%$0

年全球
()%

万人患有结核病#其中
$2%

万人因感染结核而死

亡#

0/

万人为耐多药结核病)结核病耐药形势严峻#而现有的

治疗方案无法达到令人满意的效果#因此急需研发新的治疗结

核病的方法和制剂)噬菌体作为细菌病毒中的一种#能在感染

细菌周期末期特异性裂解宿主菌#故可作为抗菌制剂而被用于

研究&

$

'

#特别是用于耐药菌的治疗&

1

'

)噬菌体
\1(

能裂解结

核分枝杆菌#有望用于结核病的诊断和治疗)本课题组前期研

究发现#噬菌体
\1(

能裂解巨噬细胞内的结核分枝杆菌#使结

核病模型豚鼠肝*脾脏器荷菌量减少#这为研制耐药结核病治

疗用噬菌体制剂奠定了基础&

'
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)且前期研究还发现噬菌体

\1(

通过呼吸道给入后到达肺部的滴度比皮下*肌内注射高#

且维持时间长#表明气道给药可能有利于治疗肺结核&

0

'

)但通

过呼吸道给入噬菌体安全性如何还不得而知#本文通过对噬菌

体
\1(

对体外培养的气道上皮的生长和功能研究#以期了解

噬菌体通过气道给药的安全性)

?
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材料与方法
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材料
!

试验材料!气道上皮细胞株
(W;Y

#由重庆市儿童

医院呼吸科实验室惠赠(噬菌体
\1(

由中国药品生物制品检

定所王国治教授惠赠)试剂!
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培养基$美国
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R
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公

司%#胎牛血清$

?H6

#美国
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公司%#胰蛋白酶$美国
7#KF"

公司%#四甲基偶氮唑蓝比色$
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#超纯级#美国
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公

司%#酶联免疫吸附试验$
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%试剂盒$美国
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公司分
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细胞凋亡检测试剂盒$凯基公司%)逆转录

试剂盒*
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*
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*

;G

M

酶*

\I9 :GJP<J

$上海宝生物公

司%#引物序列由上海宝生物合成)
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方法
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细胞的培养
!

气道上皮细胞
(W;Y

用含
$%]

的
?H6\:Y:

培养基$内含有
0&%33"4

"

5

谷氨酰胺#

02%%

3

M

"

5

葡萄糖%培养于
2%35

培养瓶中#置于
'-^

#

2]8V

1

细

胞培养箱中培养#每隔
$!

换液#待细胞于对数生长期时用于

试验)

?&@&@

!

:;;

比色法检测细胞增殖活性
!

取对数生长的

(W;Y

细胞制成
$_$%

2

"

35

接种到
()

孔细胞培养板内#每孔

$2%

$

5

#待过夜贴壁后换无血清培养液培养
10N

#使细胞同步

化于
7

%

期)取出培养板后弃去无血清培养基#给药组加入噬

菌体
\1(

使得每孔终浓度分别为
$%

(

*
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A?f
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35

$高滴度

组*低滴度组%#每孔终体积均为
1%%

$
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#以噬菌体缓冲液

$
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%为阴性对照孔#均设置
0

个复孔#置于
'- ^

*
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年
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月第
0)

卷第
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期
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2]8V

1

细胞培养箱培养#

10N

后#加入
:;;

$

2

M

"

5

%每孔
1%

$

5

后放入
'-^

*

2]8V

1

细胞培养箱孵育
0N

#以
/%%J

"

3#,

#

离心
23#,

#弃去上清液#每孔加入二甲基亚砜
$2%

$

5

#轻轻振

荡
$%3#,

#使紫色结晶完全溶解后#用全波长酶标仪于
2-%,3

检测吸光度$

G

%值#该试验重复
'

次)细胞存活率
a

$

G

给药组
X

G

空白组%"$

G

正常组
XG

空白组 %

_$%%]

)其中给药组为试验干预

组#正常组为未做任何处理组#空白组为单纯加入
:;;

细胞

培养基组)
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法检测细胞上清液白细胞介素$
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%
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@5./

分

泌水平
!

接种处于对数生长期的
(W;Y

气道上皮细胞悬液以

$_$%

2

"孔接种于
10

孔细胞培养板内#每孔
2%%

$

5

待过夜贴

壁后试验组加入噬菌体
\1(

使每孔的最终浓度分别为
$%

(

*

$%

-

A?f

"

35

$高滴度组*低滴度组%#终体积为
$35

#均设置
0

个复孔(以
Q

NG

M

<KTOO<J

为阴性对照组#脂多糖$

5A6

#终浓度为

$%3

M

"

5

%设置为阳性对照组#置入
'-^

*

2]8V

1

细胞培养箱

培养#

1!

后#收集细胞上清液#

'%%%J

"

3#,

#离心
1%3#,

#取上

清液#按照
Y5@69

试剂盒说明书操作#测上清液细胞因子
@5.

)

*

@5./

水平#该试验重复
'

次)

?&@&B

!

B;.A8B

半定量检测气道上皮细胞细胞间黏附分子
.$

$

@89:.$

%

3BI9

的表达
!

将对数生长的气道上皮细胞悬液

以
$_$%

)

"瓶接种到细胞培养瓶中#细胞过夜贴壁后加入噬菌

体
\1(

使每孔的终浓度分别为
$%

(

*

$%

-

A?f

"

35

$高滴度组*

低滴度组%#终体积为
'35

(以
Q

NG

M

<KTOO<J

为阴性对照组#置

入
'-^

*

2]8V

1

细胞培养箱培养#

1!

后按照说明书提取细胞

总
BI9

#反转录合成
F\I9

链#加入
;G

M

酶及上*下游引物#在

A8B

仪上进行
A8B

扩增)

@89:.$

引物核苷酸序列!上游
2e.

797;8; 78; 777 99; ;;; 8;7 7.'e

#下游
2e.797

7;79897;7997;7;7977.'e

#

A8B

循环参数为!

(0

^'%+

变性#

2)^'%+

退火#共反应
'%

循环(

!

.GFE#,

上游
2e.

;88;7;7789;889879998;.'e

#下游
2e.799789

;;;7877;779879;.'e

)

A8B

循环参数为!

(0^'%+

变性#

2/^'%+

退火#共反应
'2

循环#扩增产物琼脂糖电泳并

扫描成像#计算机软件分析电泳条带灰度)

?&@&C

!

流式细胞仪对气道上皮细胞凋亡的检测
!

台盼蓝记数

细胞活力大于
(2]

的气道上皮细胞
$%

2

"孔接种于
10

孔细胞

培养板#细胞贴壁后换无血清
\:Y:

培养基
10N

#使细胞同

步于
7

%

期)试验组加入噬菌体
\1(

使每孔终浓度分别为

$%

(

*

$%

-

A?f

"

35

$高滴度组*低滴度组%#终体积为
$35

(阴性

对照组加入
Q

NG

M

<KTOO<J

#均设
'

个复孔#刺激
0/N

后#以无二

乙胺四乙酸$

Y\;9

%的
%&12]

胰蛋白酶收集上清液和底壁细

胞#以
$%%%J

"

3#,

离心
23#,

)用无菌
AH6

洗涤
1

次#沉淀以

2%%

$

5K#,!#,

M

缓冲液悬浮细胞#加入
2

$

59,,<=#,>.?@;8

混匀后再加入
2

$

5

碘化丙啶$

A@

%#室温避光孵育
$%3#,

后立

即用流式细胞仪检测)

?&A

!

统计学处理
!

采用
6A66$(&%

软件分析#计量资料用
Hd

C

表示#多组间比较采用单因素方差分析#组间两两比较采用

56\.8

检验#两组间比较采用独立样本
8

检验#检验水准
!

a

%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义)

@

!

结
!!

果

@&?

!

高*低滴度噬菌体
\1(

对
(W;Y

细胞生长活性
!

高滴度

和低滴度分别作用于气道上皮细胞
(W;Y

不同时间
$1

*

10

*

0/

N

后#各组存活率见表
$

)采用重复测量方差分析#作用时间对

(W;Y

细胞无明显影响$

Pa%&/(1

#

!a%&01-

%(高*低滴度对

细胞生长活性比较差异无统计学意义$

Pa%&2%)

#

!a%&)$(

%(

作用时间及浓度之间不存在交互作用$

Pa$&%2'

#

!a%&0%/

%)

表
$

!!

:;;

法检测
(W;Y

细胞增殖存活率结果%

HdC

'

]

&

组别
$1N 10N 0/N

高滴度组
((&$-%d%&01% (/&-)/d%&)1) ((&102d%&01-

低滴度组
((&'1%d%&2)- (/&(1'd%&'-) ((&%%%d%&0'1

阴性对照组
(/&(2/d%&0$% ((&%0/d%&0-0 (/&)1/d%&)$0

@&@

!

高*低滴度噬菌体
\1(

对
(W;Y

分泌细胞因子的影响

@&@&?

!

高*低滴度噬菌体
\1(

对
(W;Y

分泌
@5.)

的影响
!

用

高*低滴度噬菌体
\1(

作用于气道上皮细胞
(W;Y0/N

后#各

组细胞上清液
@5.)

水平较少#高滴度组&$

$&$/2d%&$$0

%

,

M

"

5

'*低滴度组&$

$&$('d%&('1

%

,

M

"

5

'与阴性对照组

&$

$&1'/d%&00'

%

,

M

"

5

'及正常组&$

$&1$%d%&$%$

%

,

M

"

5

'两两

比较差异无统计学意义$

Pa%&12-

#

!a%&/22

%(阳性对照组

&$

'&-//d%&%0/

%

,

M

"

5

'与正常组比较细胞因子水平明显升

高#比较差异有统计学意义$

8a0)&$1'

#

!a%&%%%

%)

@&@&@

!

高*低滴度分别对
(W;Y

分泌
@5./

的影响
!

高滴度组

&$

%&)'1d%&%01

%

,

M

"

5

'*低滴度组&$

%&2()d%&$)'

%

,

M

"

5

'细

胞上清液细胞因子
@5./

水平与阴性对照组&$

%&)12d%&%%'

%

,

M

"

5

'及正常组&$

%&)%(d%&%12

%

,

M

"

5

'比较差异无统计学意

义$

Pa$&2)/

#

!a%&10/

%(阳性对照组&$

%&/$-d%&%$)

%

,

M

"

5

'

与正常组比较细胞因子水平升高明显#比较差异有统计学意义

$

8a$0&%)0

#

!a%&%%%

%)

@&@&A

!

高*低滴度噬菌体
\1(

对
(W;Y

细胞表达
@89:.$

的

3BI9

影响
!

高滴度组$

1&-)d%&1-

%和低滴度组$

1&-2d

%&'%

%各组间
@89:.$3BI9

表达量与阴性对照组$

1&/0d

%&$2

%和正常组$

1&0(d%&'2

%均比较差异无统计学意义$

Pa

%&)(2

#

!a%&2/$

%#见图
$

)

!!

$

!高滴度组(

1

!低滴度组(

'

!阴性对照组(

0

!正常组)

图
$

!!

各组
(W;Y

细胞
@89:.$3BI9

的表达

@&@&B

!

流式细胞仪检测
!

高滴度组&$

(&/1d%&2(

%

]

'*低滴

度组&$

(&(/d%&'0

%

]

'与阴性对照组&$

$%&%(d%&'1

%

]

'*正

常对照组&$

$%&2)d%&$/

%

]

'凋亡率两两比较差异无统计学意

义$

Pa$&((1

#

!a%&$(0

%)

A

!

讨
!!

论

!!

结核病耐药问题逐渐严重#故急需要开发新的抗菌药物#

噬菌体
\1(

裂解谱广#抗原性较高#能裂解耐药结核分枝杆

菌#故有望用于肺结核病特别是耐药结核病的治疗&

2

'

)结核病

以肺部感染最多#通过课题组前期研究表明通过呼吸道给药噬

菌体到达肺部量最多#药物量维持时间长&

0

#

)

'

#保证其有效性#

但目前国内外对噬菌体对气道上皮的功能及安全性研究甚少)

气道上皮细胞具有机械屏障作用#同时还有更重要的免疫

炎症防御作用&

-

'

#气道上皮细胞受刺激后可产生多种炎症介

质#募集炎性细胞#诱发异常炎症反应#造成病理损伤&

/

'

)

@5.)

在正常气道上皮细胞极少分泌#但在受刺激后分泌量增加#其

主要功能是促进
;

*

H

细胞增殖活化#参与炎症反应#导致机体

发热等#

@5./

是一种化学趋化因子#可趋化并激活中性粒细胞

21%1

重庆医学
1%$-

年
2

月第
0)

卷第
$2

期



到达炎症部位#发挥作用&

(

'

)而
@89:.$

属于免疫球蛋白超家

族成员之一#参与调解炎症反应#细胞和组织之间分化和发育*

免疫反应应答及淋巴细胞归巢和再循环等一些重要的生理功

能&

$%

'

#也是大部分血清型鼻病毒*呼吸道合胞病毒等多种病毒

的受体#受到相关病毒感染时#其
@89:.$

表达上调&

$$.$'

'

)

本试验研究结果提示!无论是高滴度或是低滴度噬菌体

\1(

对气道上皮细胞分泌的
@5.)

*

@5./

及气道上皮细胞的生长

活性和
@89: 3BI9

的分泌均无明显影响#表明噬菌体
\1(

本身不会刺激气道上皮细胞发生炎症反应#初步表明噬菌体

\1(

对气道上皮细胞具有较好的安全性#但本试验仅限于体外

试验#对体内试验是否安全需要进一步动物试验证明)

综上所述#噬菌体
\1(

作用于人气道上皮细胞一段时间

过后#对其生长及功能均无明显影响#表面噬菌体
\1(

对气道

上皮细胞有较好的安全性#为今后噬菌体生物制剂通过呼吸道

治疗肺结核感染提供安全性依据)
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