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脆弱类杆菌内毒素／脂多糖对正常人外周血单核细胞分泌 

肿瘤坏死因子 0【和白细胞介素 1 p的影响 

马铮铮 任利成 黄晓元 

感染和脓毒性休克，至今仍然是严重烧(创)伤或大手术 

后患者面临的严重问题，是影响创面愈合的关键因素 。此 

时患者免疫力下降，厌氧菌所致脓毒症的发生率呈上升趋 

势，脆弱类杆菌等条件致病菌在其中占较大比例，成为严重 

烧伤常见的并发症和死亡原因之一。 

以往多选择大肠杆菌 LPS进行观察研究，对于脆弱类杆 

菌 LPS的相关报道较少。脆弱类杆菌是人体微生物菌落重 

要的组成部分，是临床检出率最高的厌氧菌之一 。本研究 

以脓毒症为出发点，结合敏感检测技术，拟观察脆弱类杆菌 

LPS在烧伤感染中的变化和作用，探讨其可能的机制。 

1 材料与方法 

1．1 主要试剂和仪器 

标准脆弱类杆菌 NCTC9343购 自美国模式菌种收集 中 

心。RPMI 1640培养基 、N一2一羟基哌嗪乙磺酸(HEPES)、新生 

牛血清 (NCS)购 自美国 HyClone公 司 ，TNF—d和 IL-1B ELISA 

试剂盒购 自深圳晶美生物技术有限公司，瑞氏染液购 自上海 

新中化学科技有限公司，淋巴细胞分离液(相对密度 1．077) 

购 自北京鼎国昌盛生物科技有限责任公司。恒温细胞培养 

箱购 自德 国 Heraeus公司 ，倒 置相差 显微 镜购 自 日本 Olym— 

pus公司，2100型酶标仪购自美国Awareness公司，DU一800型 

紫外分光 光度仪 购 自美 国 Beckman公司 。 

1．2 样本来源及细胞实验 

1．2．1 样本来源 (1)对标准脆弱类杆菌 NCTC9343进 

行常规复苏，接种至实验前24 h内新鲜配制并于厌氧环境下 

预还原的厌氧菌液体培养基中，37℃培养 72 h。采取改良酚 

水法 提取脆弱类杆菌 LPS。经鲎试验检测其活性 ，以无热 

原水和 LPS工作标 准品分别作 阴性 和阳性 对照检验其效 价 ， 

制备成 1 g／L的溶液备用。(2)采集 6例健康成年志愿者外 

周静脉血 10 mL，置入去热原的乙二胺四乙酸抗凝试管 中，密 

度梯度离心法获取末次离心细胞，重新悬浮于 RPMI 1640培 

养液 中，其 内含有 体积 分数 10％ NCS、2 mmol／L谷 氨酰胺 、 

25 mmol／L HEPES，常规培养过夜 。细胞计 数 ，锥虫蓝染色 提 

示活细胞比例为 95％ ～98％[(96±4)％]，瑞氏染色提示细 

胞纯度为 94％ ～98％ [(94±3)％ ]。 
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1．2．2 细胞实验 (1)将单核细胞接种于 24孔培养板， 

l×10。个／孔，按照随机数字表法分为 6个部分。分别加入 

终浓度 为 0(正 常对照 )、0．1、1．0、10．0、100．0、1000．0 ng／mL 

的 LPS，每种浓度 LPS设 6个复孔。细胞常规培养 24 h，分别 

收集样本离心，将上清液装入 Eppendorf管备用。(2)将单核 

细胞接种于24孔培养板 ，1 X 10 个／孑L，按照随机数字表法 

分为5个部分。加入终浓度为 1000．0 ng／mL的LPS分别作 

用0(加入 LPS后即刻)、4、8、16、24 h(每个时相点设 6个复 

孔)，收集样本进行离心，将上清液装入 Eppendorf管备用。 

1．3 检测指标 

按照 ELISA试剂盒说明书操作 ，检测不同浓度 LPS和同 

一 浓度 LPS作用不同时间的单核细胞上清液 ，记录 TNF— 及 

IL一1B含量 。 

1．4 统计学处理 

数据以 ±S表示，采用 SPSS 17．0统计软件，行秩和检 

验 (Kruskal—Wallis法 )，Nemenyi法进 行组 间多 重 比较。P < 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结果 

2．1 不同浓度 LPS对单核细胞分泌 TNF—d的影响 

单核细胞培养液中 TNF一 的浓度随着脆弱类杆菌 LPS 

浓度的增加而升高，当 LPS浓度达 100．0 ng／mL时，培养液 

中 TNF—d浓度达峰值 ；LPS浓度增 至 1000．0 ng／mL时 ，培养 

液中 TNF一0l浓度虽下降但仍保持于较高水平。与 0 ng／mL 

LPS比较 ，1．0、10．0、100．0、1000．0 ng／mL的 LPS作 用下 ， 

TNF—n含量均明显增加()( 值为 1．59～22．98，P值均小于 

0．05)。见 图 1。 
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注：与0 rig／mL LPS作用时(正常对照)比较， P<0．05 

图1 不同浓度脆弱类杆菌LPS对单核细胞分泌 TNF． 的影响 

2．2 不同浓度 LPS对单核细胞分泌 IL一1B的影响 

单核细胞培养液中 IL-lB的浓度随着脆 弱类杆菌 LPS 

浓度的增加而升高，当 LPS浓度达 100．0 ng／mL时，培养液 
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的特 异 性 免 疫 应 答 。研 究 显 示 ，脆 弱 类 杆 菌 LPS通 过 

TLR4一cD14一MD一2途径发挥促炎效应 l 。 E 5] 

单 核巨噬细胞系统 活化 ，炎症 因子和抗 炎 因子 的平衡 ， 

是启动脓毒症并决定感染预后的关键 。本实验中单核细 [6] 

胞在脆弱类杆菌 LPS诱导下，可在4 h时大量分泌 TNF—ot和 

IL一1／3，分别在 8 h和 16 h达峰值并维持在较高水平，证实其 

反应快速而持续。TNF—oL出现高峰的时间稍早于 IL一1B，推 

测是单核细胞受到 LPS刺激后首先介导分泌 TNF—oL。TNF—oL 

是一种多功能的细胞因子，也是其他炎症介质大量释放的启 

动因子，能激活多形核白细胞、内皮细胞、单核巨噬细胞等多 

种效应细胞，可在细胞水平、亚细胞水平上诱导其过度释放， 

进而产生瀑布效应，导致全身炎症反应综合征。TNF— 和 

IL一1／3是 NF—KB调控基因的表达产物 ，也是 NF．KB的激活 

物，可从不同环节并以不同方式参与体内炎症反应和组织损 

伤过程 。TNF一0【和 IL一113通过 NF-KB途径可以诱 导 IL一1、 

IL-4、IL一6、IL一8及其 自身大量释放 ，并且激活中性粒细胞、 

单核巨噬细胞系统和内皮细胞，引起次级炎症介质如血小板 

激活因子 、磷脂酶 A2等过度产生。 

单核细胞产生 TNF— 和 IL一1B的效应随着 LPS的浓度 

增高而增加，但在较高浓度 LPS中，TNF—d和 IL一1B含量反而 

有所下降。提示 LPS诱导 TNF一0L的产生在一定范围内呈剂 

量依赖关系，严重创伤早期机体内LPS浓度与血清TNF一Ⅱ水 

平呈正相关 。感染初期 LPS可引 起机体 发热 、血管 扩张 、血 

管通透性增加、中性粒细胞增多、补体激活、血压下降等病理 

生理反应 ，LPS信号在 翻译水 平上调 节 TNF的表达 ，具 有增 

加 TNF mRNA稳定性、延长其半衰期的作用，促进 TNF—d的 

释放。机体通过释放促炎因子 TNF—oL、IL一113、iNOS、ICAM一1、 

IL一6等 ，趋化 中性 粒细胞 发挥抗 炎作 用 。当感 染加 重时 ，一 

方面 LPS通过下调炎症因子、巨噬细胞表面的清道夫受体及 

其胞核内 mRNA表达，上调抗炎症 因子如 TGF—B、IL-4、IL一10 

等以及其他内源性介质抑制机体免疫 ，抑制单核细胞人 

类白细胞 Ⅱ类抗原的表达，以及单核巨噬细胞在内毒素刺激 

下产生TNF-o【等炎症介质的能力 ，并导致 DIC及 MOF；另 

一 方面，过度释放的炎症介质和高浓度的 LPS可诱导单核细 

胞凋亡 、显著抑制 IL．2的释放 以及补体裂解产物 C5a 

大量增加 ，也是加重机体免疫抑制的因素。 
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