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新鱼腥草素钠对小鼠鲍曼不动杆菌

肺感染模型的保护作用

张怡敏１，周雪宁２，张宏方１，环　诚１，叶峥嵘１

（１．陕西中医药大学病原微生物及检验教研室，陕西 咸阳　７１２０４６；
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［摘要］目的　构建小鼠鲍曼不动杆菌诱导的肺炎模型，观察新鱼腥草素钠对鲍曼不动杆菌肺部感染的保护作用。

方法　将小鼠分为对照组、肺炎模型组、低剂量新鱼腥草素钠组和高剂量新鱼腥草素钠组。术前４ｄ和１ｄ利用环

磷酰胺预处理各组Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，从术前３ｄ开始，低剂量新鱼腥草素钠组和高剂量新鱼腥草素钠组每天给予新

鱼腥草素钠治疗，使用重症监护病房分离的鲍曼不动杆菌菌株制备新鲜菌液，通过气道接种方法接种至小鼠制备

鲍曼不动杆菌肺感染模型，分别于接种后２４、７２ｈ进行小鼠肺及血液细菌计数，苏木精伊红染色观察肺组织炎症

变化，检测支气管肺泡冲洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）白细胞、中性粒细胞数量以及肿瘤坏死因子α

（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）的水平。结果　小鼠接种鲍曼不动杆菌后肺

及血液中细菌数量增多（犘＜０．０５）；小鼠肺部有严重的炎性反应和组织损伤，ＢＡＬＦ中白细胞计数升高（犘＜０．０５），

ＴＮＦα、ＩＬ１β含量增加。而经过新鱼腥草素钠治疗后，小鼠肺及血液中细菌数量显著低于肺炎模型组，肺组织损伤

较轻，ＢＡＬＦ中白细胞、中性粒细胞以及ＴＮＦα、ＩＬ１β水平均显著升高（犘＜０．０５）。结论　新鱼腥草素钠能够显著

提高鲍曼不动杆菌感染小鼠的白细胞数量和活性，从而增强抗感染能力。
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　　鲍曼不动杆菌为非发酵革兰阴性杆菌，广泛存

在于自然界，属于条件致病菌［１２］。研究［３］表明，鲍
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曼不动杆菌已经成为医院获得性感染的重要病原

菌，主要存在于重症监护病房和呼吸科，常引起呼吸

系统感染，也可引发菌血症、手术部位感染等。鲍曼

不动杆菌感染致死率接近５０％。此外，由于细菌耐

药的现象愈发严重，鲍曼不动杆菌的治疗变得愈加
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困难［４］。因此，临床上迫切需要发展针对鲍曼不动

杆菌的新疗法和干预策略。

鱼腥草是一种传统中药，其性味辛寒，具有清热

解毒、消肿排脓、利尿通淋等功效，可用于治疗肺脓

溃疡、肺热咳喘、热痢热淋、水肿、脚气、尿路感染、痈

肿疮毒等症，因此鱼腥草往往用于治疗肺病、泌尿系

统疾病［５６］。鱼腥草素是传统中药鱼腥草的主要活

性成分，化学名称为癸酰乙醛，现代医学认为其具有

抗菌、增强机体免疫力等多种作用［７］。由于该物质

不稳定，目前临床上常使用十二酰乙醛的亚硫酸氢

钠加成物，即新鱼腥草素钠。本研究通过制备小鼠

鲍曼不动杆菌感染的肺炎模型，预先给予新鱼腥草

素钠治疗，观察鱼腥草素对鲍曼不动杆菌性肺炎的

防治效果。

１　材料

１．１　动物　８０只雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，８～１２周龄，

购自空军军医大学实验动物中心（小鼠合格证编号：

２０１５００７３），饲养于１２ｈ光照／１２ｈ黑暗的环境中，

能够自由摄取食物和饮水。

１．２　菌株　陕西中医药大学第一附属医院重症监

护病房分离的鲍曼不动杆菌菌株，经过法国生物梅

里埃ＡＰＩ鉴定系统常规鉴定。

１．３　试剂　小鼠肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ

ｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，

ＩＬ１β）ＥＬＩＳＡ检测试剂盒：上海润裕生物科技有限

公司；新鱼腥草素钠注射液：江西瑞金三九药业有限

公司。

１．４　仪器　ＢＸ５３Ｍ 光学显微镜：日本奥林巴斯公

司；Ａｐｐｌｉｓｋａｎ 多功能读数仪：美国赛默飞世尔

公司。

２　方法

２．１　菌液制备　将临床分离的鲍曼不动杆菌接种

至琼脂糖培养板，放置于３７℃细菌培养箱中培养过

夜，用灭菌牙签挑取单个菌落转接至含５～８ｍＬＬＢ

培养液的摇菌管中，置于摇床中３７℃、１８０ｒ／ｍｉｎ振

荡培养１２ｈ，取５ｍＬ细菌液４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０

ｍｉｎ，收集沉淀，采用１ｍＬ无菌生理盐水重悬，用比

浊法测定并调整菌液浓度为１×１０８集落形成单位

（ｃｏｌｏｎｙｆｏｒｍｉｎｇｕｎｉｔｓ，ＣＦＵ）／ｍＬ。

２．２　模型制备　８０只Ｃ５７ＢＬ／６雄性小鼠，体质量

为１８～２０ｇ，根据随机数字表进行完全随机化分组，

分为对照组、肺炎模型组、低剂量（５ｍｇ／ｋｇ）新鱼腥

草素钠组和高剂量（１０ｍｇ／ｋｇ）新鱼腥草素钠组，每

组２０只，各组小鼠于模型制备前４ｄ和前１ｄ，通过

腹腔注射环磷酰胺（５０ｍｇ／ｋｇ），以抑制小鼠免疫功

能，其中低剂量新鱼腥草素钠组和高剂量新鱼腥草

素钠组在手术前４ｄ开始每天通过腹腔注射给予新

鱼腥草素钠注射液，持续至实验结束。小鼠经４％

戊巴比妥钠（４０ｍｇ／ｋｇ）腹腔注射麻醉，用注射器将

１００μＬ菌液注入气道，对照组注射等量生理盐水，

注射完毕，待小鼠复苏后正常饲养，观察小鼠生存状

态，根据文献［８］介绍的方法进行，若小鼠接种后出

现明显的呼吸急促、活动减少、反应迟钝、毛发杂乱

等表现，表明模型复制成功。

２．３　细菌学定量　在接种后２４、７２ｈ每组分别用

颈椎脱臼方式处死５只小鼠，摘除肺组织，加入适量

无菌生理盐水后匀浆，通过７０μｍ 孔径的滤膜过

滤，用无菌生理盐水１０倍稀释后取１００μＬ样品接

种至琼脂培养板进行３７℃培养过夜，计数鲍曼不动

杆菌的菌落数量。

２．４　小鼠肺组织病理学观察　每组各取小鼠５只，

在接种后７２ｈ处死小鼠，收集右侧肺组织，经４％多

聚甲醛固定，石蜡包埋，切片，苏木精伊红（ｈｅｍａ

ｔｏｘｙｌｉｎｅｏｓｉｎ，ＨＥ）染色，观察比较各组小鼠肺组织

病理学变化。

２．５　支气管肺泡冲洗液（ｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅ

ｆｌｕｉｄ，ＢＡＬＦ）炎性细胞检测　每组各取小鼠５只，

同样方法麻醉小鼠，切开气管，注入０．５ｍＬＰＢＳ溶

液进行支气管肺泡灌洗，反复３次。将回收到的液

体混匀，收集ＢＡＬＦ中全部细胞，用血细胞计数仪

计数，Ｈｅｍａ３染色后用细胞涂片进行细胞分类。

２．６　ＥＬＩＳＡ检测　每组各取小鼠５只，小鼠处死

前通过心脏采血方法收集１ｍＬ血液，分离血清，检

测血清中细胞因子ＴＮＦα和ＩＬ１β水平。

２．７　统计学方法　采用ＳＰＳＳ１７．０软件进行数据

分析。连续型变量采用“均数±标准差（珚狓±狊）”进行

统计学描述。数据符合正态分布时，多组均数比较

采用单因素方差分析，均数多重比较采用ＬＳＤ检

验；若数据不符合正态分布，采用非参数检验。犘＜

０．０５表示差异具有统计学意义。

３　结果

３．１　各组小鼠状态观察　在麻醉、插管、接种等操

作过程中无小鼠死亡，对照组小鼠活动、进食无异

常。肺炎模型组小鼠接种鲍曼不动杆菌后６ｈ，出

现明显的呼吸急促、活动减少、反应迟钝的表现；接

种后２４ｈ，上述症状进一步加重，并出现摄食减少、

毛发杂乱、蜷缩、浑身颤抖等病变加重的征象；７２ｈ

后小鼠出现严重的呼吸困难、反应迟钝、浑身颤抖、

体质量减轻等表现。新鱼腥草素钠组小鼠接种鲍曼

不动杆菌后也出现呼吸急促、活动减少的现象，但是
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与肺炎模型组相比，症状较为轻微。

３．２　各组小鼠肺内和血液中细菌计数比较　在检

测的各个时间点中，对照组小鼠肺组织中未检出细

菌，肺炎模型组小鼠肺内和血液中细菌数量显著增

加（犘＜０．０５）。新鱼腥草素钠组小鼠肺内和血液中

细菌数量明显少于肺炎模型组（犘＜０．０５），其中高

剂量新鱼腥草素钠组治疗效果优于低剂量新鱼腥草

素钠组（犘＜０．０５）。见表１。

表１　各组小鼠接种鲍曼不动杆菌后肺内和血液中细菌计数（珚狓±狊）

组　别 狀
肺内细菌计数／１０６

２４ｈ ７２ｈ

血液中细菌计数／１０４

２４ｈ ７２ｈ

对　照 ５ ０ ０ ０ ０

肺炎模型 ５ ３７．０±９．０ ３２００．００±９００．００ ２１０．０±１４０．０ ５４００．００±１６００．００

低剂量新鱼腥草素钠 ５ ５．１±１．７ ２６．００± ４．００ １２．０± ５．０ ４２０．００± ９０．００

高剂量新鱼腥草素钠 ５ １．７±０．９＃ ０．１２± ０．０４＃ １．８± ０．８＃ ０．４３± ０．２２＃

　　注：与肺炎模型组比较，犘＜０．０５；与低剂量新鱼腥草素钠组比较，＃犘＜０．０５

３．３　各组小鼠肺组织病理观察　肺炎模型组小鼠

术后７２ｈ肺组织呈现严重的炎症变化，包括支气管

管壁增厚、支气管扩张、单核细胞渗出，肺间质重度

充血等典型的肺炎病理改变。在给予新鱼腥草素钠

治疗后，小鼠肺部炎症明显减轻，表现为少量的间质

充血、水肿和白细胞渗出。而高剂量新鱼腥草素钠

治疗的效果更为明显。见图１。

３．４　各组小鼠ＢＡＬＦ中炎性细胞水平比较　与对

照组相比，肺炎模型组小鼠ＢＡＬＦ中炎性细胞明显

增加（犘＜０．０５）；与肺炎模型组相比，经过新鱼腥草

素钠治疗的小鼠ＢＡＬＦ中炎性细胞明显增加（犘＜

０．０５），其中中性粒细胞占白细胞的比例也更高

（犘＜０．０５）。见表２。

　　注：Ａ．对照组；Ｂ．肺炎模型组；Ｃ．低剂量新鱼腥草素钠组；Ｄ．高剂量新鱼腥草素钠组

图１　各组小鼠肺组织学观察（ＨＥ染色，１０×１０倍）

表２　各组小鼠不同时间点ＢＡＬＦ中炎性细胞水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
白细胞计数／１０４

２４ｈ ７２ｈ

中性粒细胞计数／１０４

２４ｈ ７２ｈ

对　照 ５ ０．０９２± ０．０４９ ０．０８５± ０．０３６ ０．０２１± ０．０１５ ０．０２３± ０．０２１

肺炎模型 ５ １．９００± ０．５５０△ ４．１００± ４．４２０△ １．２００± ０．６４０△ ３．６００± １．８７０△

低剂量新鱼腥草素钠 ５ ４２．０００±１６．５００ ５５．０００±１５．１００ ２６．０００±１５．４００ ３１．０００±２５．３００

高剂量新鱼腥草素钠 ５ ６９．０００±１０．６００ ７１．０００±１１．３００ ３２．０００±１２．４００ ３３．０００±１１．１００

　　注：与对照组比较，△犘＜０．０５；与肺炎模型组比较，犘＜０．０５

３．５　各组小鼠ＢＡＬＦ中 ＴＮＦα和ＩＬ１β水平比

较　与对照组比较，肺炎模型组小鼠ＴＮＦα、ＩＬ１β
水平显著升高（犘＜０．０５）；在给予新鱼腥草素钠治

疗后，治疗组ＢＡＬＦ中ＴＮＦα、ＩＬ１β水平均高于肺

炎模型组（犘＜０．０５），其中高剂量新鱼腥草素钠组

又明显高于低剂量新鱼腥草素钠组（犘＜０．０５）。结

果提示新鱼腥草素钠对小鼠免疫功能的促进作用具

有剂量依赖性。见表３。

４　讨论

随着临床大量抗生素的应用，鲍曼不动杆菌的

耐药性愈加严重，鲍曼不动杆菌感染已经成为临床

表３　各组小鼠ＢＡＬＦ中ＴＮＦα和ＩＬ１β水平比较（珚狓±狊）

组　别 狀
ＴＮＦ１α／

（ｐｇ／ｍＬ）
ＩＬ１β／

（ｐｇ／ｍＬ）

对　照 ５ ４．６５±１．６２ ６．２２±２．１４

肺炎模型 ５ ３７．６６±９．６１△ ７８．６５±８．９４△

低剂量新鱼腥草素钠 ５ ５９．３４±５．７１ ８９．７７±１．４５

高剂量新鱼腥草素钠 ５ ８２．７９±１２．１５＃１１６．６２±３４．５１＃

　　注：与对照组比较，△犘＜０．０５；与肺炎模型组比较，

犘＜０．０５；与低剂量新鱼腥草素钠组比较，＃犘＜０．０５

难控制的感染性疾病之一［９１１］。开发新的有效药物

控制鲍曼不动杆菌感染是目前研究的重要方向。由

于鲍曼不动杆菌是机会致病菌，通常情况下不会导
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致免疫力正常的人和动物致病。针对这一问题，在

本实验中预先给予小鼠环磷酰胺处理。环磷酰胺是

常用的烷化剂类免疫抑制剂，常用于器官移植或者

自身免疫性疾病［１２］，经过环磷酰胺预处理的小鼠体

内免疫功能下降，使得鲍曼不动杆菌能够成功感染

小鼠。在本研究中，笔者利用临床分离的鲍曼不动

杆菌菌株通过呼吸道接种的方式制备了小鼠肺炎模

型。鲍曼不动杆菌可以在小鼠肺内增殖并在肺外快

速传播，导致小鼠发生菌血症和肺炎。这种模型一

定程度上模拟了临床鲍曼不动杆菌感染导致肺炎的

病理过程。

新鱼腥草素钠在临床上作为重要的辅助用药常

用于呼吸系统感染性疾病的治疗，对卡他球菌、流感

杆菌、肺炎球菌、金黄色葡萄球菌等有明显抑制作

用［１３１７］。研究表明，其能够增强机体免疫力，具有抑

制病原微生物以及抗肿瘤作用［１８１９］。在本研究中，

小鼠接种大量鲍曼不动杆菌后，肺和血液中细菌增

加，由于自身免疫功能受到抑制，白细胞数量不足，

不能够充分激活固有免疫反应，表现为白细胞升高

受限，释放细胞因子不足，其结果是不能够快速清除

体内细菌，造成肺严重的炎性反应和组织损伤，而经

过新鱼腥草素钠治疗的小鼠，肺内和血循环中细菌

的数量显著减少，肺组织损伤程度较轻微，ＢＡＬＦ中

白细胞数量显著高于未给予新鱼腥草素钠治疗的小

鼠，ＴＮＦα和ＩＬ１β作为急性炎症过程中重要细胞

因子，主要由单核巨噬细胞和中性粒细胞分泌产生，

因此这两种细胞因子水平反映炎性反应程度以及单

核巨噬细胞和中性粒细胞的功能。肺炎模型组小鼠

经过环磷酰胺处理，其炎性反应受到一定程度的抑

制，但仍能够增生和活化，而新鱼腥草素钠治疗后，

小鼠体内免疫反应能力显著提高，表现为细胞因子

水平增加更为明显，说明新鱼腥草素钠能够提高机

体免疫力，促进白细胞活化，增加细胞因子分泌。

综上，本次研究结果表明，新鱼腥草素钠能够显

著改善鲍曼不动杆菌感染小鼠的免疫力并抑制鲍曼

不动杆菌在体内增殖，针对这一现象进行深入研究

可望为鲍曼不动杆菌的防治提供更多的实验基础。
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