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检测外阴阴道假丝酵母菌病"
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致病白假丝酵母菌感染的体外培养小鼠阴道

上皮细胞的局部免疫及细胞形态学变化!并比较致病白假丝酵母菌的侵袭性差异%方法
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法检测
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水平!以扫描电镜观察比较细胞形态学变化%结果
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致病白假丝

酵母菌表现出比
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致病菌更强的黏附性$穿透性$破坏性%
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#%随培养时间的增加!
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组中
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水平逐渐升高"
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致病白假丝酵母菌表现出了比
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致病白假丝酵母菌更强的侵袭性!引起了更剧烈的阴道局部免疫功能变化!同

时激发出了上皮细胞对致病菌更明显的抗性%
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%是由假丝酵母菌引起的阴道黏膜和$或%外

阴真菌感染#是妇产科常见的感染性疾病)研究显

示#

334

的发生与宿主防御机制及阴道上皮局部免

疫功能变化相关&
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)上皮细胞在假丝酵母菌刺激下

释放多种免疫因子组成复杂的信号网络#在局部免疫

应答中起着调控作用&
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)细胞介导免疫$
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感染的主要防御机制#其中辅助性
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细胞及其细胞因子等在抗假丝酵母菌感染中发挥了

重要作用&
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)但其确切机制尚不明确#本研究在小鼠

阴道上皮细胞体外培养的基础上检测阴道局部免疫

因子表达与真菌侵袭力的关系#以期为
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的发

病机制提供新理论)
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材料与方法
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致病白假丝酵母菌
!

所有致病白假丝酵母菌

均来自本院妇产科门诊
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患者)患者均

知情同意#研究通过医院伦理委员会批准)
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*

2334

诊断标准以第
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版妇产科学为依据)排除妊

娠期*哺乳期*患糖尿病#口服避孕药#
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个月内接受过

全身抗真菌治疗或
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小鼠阴道上皮细胞的原代培养
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断颈法处死

小鼠#消毒铺巾解剖取出新鲜阴道上皮#用含双抗的
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清洗后放入含
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中并置于
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冰箱过夜)分离上皮层分割成碎片#用
1H;%&15Y

胰酶
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消化
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#含
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胎牛血清的
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终止消化#轻轻吹打
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#弃上清液)加
:
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重悬计

数#按每毫升
$_$%

) 个细胞接种于
15EH

1细胞培养瓶#

置于
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5Y4̀

1

培养箱培养(

0/C

首次换液#以后隔

天换液#倒置相差显微镜观察细胞生长情况)
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小鼠阴道上皮细胞传代与铺板*爬片制作
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取生长汇合度
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的上皮细胞#
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5 个细胞接种于明胶处理的

10

孔板#继续培养(将明胶处理的爬片置于
10

孔板

中#爬片中点上方加
1

滴细胞悬液#置于培养箱
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致病白假丝酵母菌菌液配置
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株#复温后挑取单菌落在沙堡罗

氏培养基上转种纯化
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次#挑取约
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$H;:

7

#;#<9
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检测
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水平
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铺板
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#换液)实验组加
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及致病菌悬液各
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与上皮细胞继续培养
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)

*

$1

*

10

*

0/C

取上清液以
:;=>?

法检测
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电镜观察致病菌对上皮细胞的侵袭过程
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胞爬片
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组%致病菌各
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液继续培养
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*
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*
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*
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(对照组则以等量
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代替菌液)扫描电镜下观察细胞形态学变化)
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统计学处理
!

采用
>Q>>1$&%

统计软件进行分

析)计量资料以
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表示#采用方差分析#以
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为差异有统计学意义)
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结
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果
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体外培养小鼠阴道上皮细胞形态学特征
!

小鼠

阴道上皮细胞体外培养传代后#电镜下可见所培养上

皮细胞表面布满皱褶微绒毛#呈不规则疏网状#细胞

触角细长#细胞边缘连接处#形成清楚的细胞分界线#

细胞紧密相连*呈铺石状排列#见图
$

)

图
$
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小鼠阴道上皮细胞形态学%扫描电镜
_)%%
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小鼠阴道上皮细胞与白假丝酵母菌共培养后的

形态学变化
!

培养
)C

后#

334

*

2334

组细胞微绒

毛较对照组减少#部分细胞缩小#胞体变圆凸起呈滴

状#少量孢子附着)培养
$1C

后#

334

组少量孢子附

着在细胞周围#细胞间隙增大(

2334

组大量孢子聚

集#细胞表面微绒毛减少*消失#部分孢子转化为菌

丝)培养至
10C

#

334

组细胞被菌丝侵蚀#表面形成

孔洞#部分细胞塌陷#胞质外溢#偶见残缺的细胞轮廓

和菌丝(

2334

组菌丝穿透细胞膜在细胞内生长#微

绒毛消失#细胞萎缩#部分细胞残缺不全#大量菌丝缠
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组
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图
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两组电镜扫描形态学分析

绕)培养至
0/C

#

334

*

2334

组均见大量残缺不全

的细胞残骸并缠绕附着成团的菌丝#核中央形成空

洞)

2334

致病白假丝酵母菌表现出比
334

致病菌

更强的黏附性*穿透性*破坏性#见图
1

)

@&A
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小鼠阴道上皮细胞与白假丝酵母菌共培养后免

疫细胞因子的表达情况
!

共培养
$1

*

10

*

0/C

后#

23.

34

组
=;.0

*

=;./

*

@AB.

"

水平高 于 对 照 组 $

!

$

%&%5

%(

334

组
=;.0

*

=;./

水平在共培养
$1

*

10

*

0/C

后高于对照组#而
@AB.

"

水平在
)

*

$1

*

10

*

0/C

均高

于对照组$

!

$

%&%5

%)

2334

组
=;./

水平在
)

*

$1

*

10

*

0/C

均明显高于
334

组#

@AB.

"

水平在
10

*

0/C

高于
334

组#差异有统计学意义$

!

$

%&%5

%#

=;.0

水

平在两组间差异无统计学意义$
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%
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%)培养
)

*

$1

*

10C

后#

334

*

2334

组的
=;./

*

@AB.

"

水平均逐

渐升高$

!

$
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%#

=;.0

水平在共培养
)

*

$1

*

10C

逐

渐升高$
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%#见表
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表
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各组小鼠阴道上皮免疫细胞因子浓度%
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(
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)C $1C 10C 0/C
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#与对照组比较(
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!
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#与
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组比较

A
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讨
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成熟的鼠类阴道上皮细胞的培养方法主要有组

织块法和酶消化法)本研究采用酶分步消化法&

).-

'

)

6#+

7

8+9

!

酶可成功分离上皮组织#具有细胞纯度高*

培养周期短的特点#可以快速获得大量活性高的上皮

细胞#能够有效排除非上皮细胞的干扰&

/.(

'

)扫描电

镜下细胞表面见许多微绒毛和脊样胞质皱褶#符合典

型的鳞状上皮细胞特点#体外培养上皮细胞成功)

本研究选取
334

和
2334

的主要致病菌种白

假丝酵母菌$占
)%Y

$

/%Y

&

$%

'

%为研究对象)作为条

件致病菌#假丝酵母菌以酵母相少量存在于阴道中不

引起临床症状#当阴道微环境的免疫低下时#酵母相

转变为菌丝相并大量繁殖#从而致病&

$$

'

)假丝酵母菌

对上皮细胞的黏附*穿透*破坏导致了对细胞的侵袭

作用#是
334

发生的关键事件&

$1.$'

'

)结果显示#白假

丝酵母菌发芽形成菌丝并黏附于上皮细胞单层#然后

上皮细胞吞噬部分菌丝#导致白假丝酵母菌介导的上

皮细胞裂解)酵母相发展为菌丝相伴随着对细胞的

黏附*穿透#同时细胞被破坏逐渐加重*脱落死亡(

2334

致病菌的转变时间更短*破坏性更强)表明

2334

致病菌的侵袭性强于
334

)

@C

细胞包括
@C$

*

@C1

等不同的亚型#各自亚型

通过表达细胞因子实现免疫应答作用)

@C$

表达
=;.

/

*

@AB.

"

等#

=;./

通过正反馈调节中性粒细胞等活

化*聚集#释放出系列活性物质#介导阴道局部的抵抗

性免疫反应#以杀菌和抑制细胞损伤&

5

'

(同样
@AB.

"

增强中性粒细胞和巨噬细胞的吞噬活性#介导炎症相

关免疫应答#增强机体对假丝酵母菌的抗性#清除病

原体&

$0

'

)

@C1

分泌
=;.0

等#作为致病性细胞因子#

=;.0

响应于假丝酵母菌抑制
@C$

介导的噬菌作用#增

加对假丝酵母菌的易感性&
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本研究通过对
@C$

免疫因子
=;./

*

@AB.

"

及

@C1

免疫因子
=;.0

的研究发现#随时间的增加对照

组上清液中
@C$

免疫因子
=;./

*

@AB.

"

*

=;.0

水平呈

上升趋势#提示阴道上皮细胞可能是
@C

细胞免疫因

子的重要来源#说明正常阴道上皮细胞在没有外界刺

激的情况下也分泌少量免疫因子#发挥防御作用)表

明在无法顺利获取人类阴道上皮细胞的情况下#可采

用小鼠阴道上皮细胞进行相关研究)在实验组#感染

后
$1C

的
=;./

*

@AB.

"

*
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水平上升#
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组中

=;./

在感染中期$

$1C

%*

@AB.

"

在感染后期$

10C

%水

平比
334

组升高#表明感染后上皮细胞出现了随时

间增强的抵抗性免疫反应#并且
2334

组的抵抗力

更强(而
@C1

代表因子
=;.0

水平在感染
)

$

10C

随时

间上升#但后期$

10C

以后%则没有变化#

2334

与

334

组之间
=;.0

亦无差异#推测
=;.0

可能仅在感染

早期的致病菌易感性中起了一定的作用#但是在
23.

34

与
334

的致病均易感性中并没有明显区别)

在感染后期#

@C$

"

@C1

比值增大#局部
@C$

占优

势#阴道局部表现出对致病菌的抗性#对
2334

致病

菌的抗性更强#表明
@C$

"

@C1

平衡在阴道局部免疫

中具有重要作用(致病菌对上皮细胞的侵袭逐渐加

重#

2334

菌株侵袭性更强)由此可见#致病菌侵袭

性与阴道局部抵抗性免疫之间相互拮抗的结果和

2334

的演进$即病情好转或加重%息息相关#本研究

在小鼠阴道上皮细胞体外培养的基础上#体外构建阴

道模型#结合致病菌侵袭力和免疫功能变化#希望为

2334

的发病机制提供新理论#有助于设计更有效的

2334

治疗方式)
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À S?A\[ c̀B

#

>@::;:4

#

c?À b
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