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金葡菌及其 L型诱导脐静脉内皮细胞凋亡及相关基因的研究

管俊昌,刘　勇,徐　飞, 夏佩莹

[ 摘要]目的:探讨金黄色葡萄球菌(金葡菌)及其 L型诱导细胞凋亡的作用及可能的分子机制。方法:用流式细胞术检测金葡

菌及其 L 型感染人脐静脉内皮细胞( HUVECs) 后 2 h 、4 h、6 h 、8 h 和 10 h 的细胞凋亡率,并同时用免疫组化方法检测各时间

点 bcl-2 及 Fas 基因的表达情况。结果:金葡菌及其 L 型均能诱导 HUVECs发生凋亡, 与对照组比较差异有显著性( P<0.05

～ P <0.01) 。金葡菌 L 型诱导细胞的凋亡率均低于金葡菌( P<0.01) ;bcl-2 及 Fas 基因表达率在感染后 6 h与对照组比较差

异均有显著性( P<0.01) , 在诱导的时间内 bcl-2 基因表达率逐渐降低, 而 Fas 基因表达率逐渐增加( P<0.01) 。结论:金葡菌

及其 L 型均能诱导 HUVEC发生凋亡,其机制可能与下调 bcl-2蛋白及上调 Fas蛋白有关。
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[ Abstra ct] Objecti ve:To investigate the possible mechanism of apoptosis of human umbilical vein endothelial cells( HUVECs) induced

by Staphy lococcus aureus ( S .aureus ) and its L-forms.Methods:S .aureus and its L-forms were used to infect HUVECs by

incubation for different intervals of 2 hours, 4 hours, 6 hours, 8 hours and 10 hours.Apoptotic rates in the treated cells were measured

by flow cy tometry , and expression of bcl-2 and Fas gene were detected by using immunohistochemical staining.Results:Both

S .aureus and its L-forms induced apoptosis in HUVECs.The apoptotic ra tes of trea ted HUVECs at different time were significantly

higher than that of the control ( P <0.05-P<0.01) .Morever the apoptotic rates induced by L-forms were obviously lower than

that by S .aureus( P<0.01).At the 6 hours after infection, Bcl-2 expression in HUVECs tea ted with S .aureus and its L-forms w as

significantly low er, but that of Fas significantly higher than that in the control g roup.Conclusi ons:Both S .aureus and its L-forms can

induce apoptosis of HUVECs which may be resulted from bcl-2 down-regulation and Fas up-regulation.
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　　金黄色葡萄球菌(金葡菌)是临床上常见的主要

致病菌之一 。通常认为金葡菌感染导致炎症, 炎症

促进坏死,但随着研究的深入,人们发现金葡菌感染

还可以诱发宿主细胞凋亡[ 1 ～ 4] , 当金葡菌变异成 L

型后,全部或部分失去细胞壁,其是否能诱导细胞凋

亡,目前国内外尚未见报道。抑凋亡基因bcl-2和促

凋亡基因 Fas是现今研究较多 、较重要的两个细胞

凋亡相关基因, 本文通过金葡菌及其 L 型感染体外

培养的人脐静脉内皮细胞 ( human umbilical vein

endo thelial cells, HUVECs) , 用流式细胞术检测凋亡

细胞 、免疫组化法检测 bcl-2及 Fas 的表达情况, 以

探讨金葡菌及其 L 型诱导细胞凋亡的作用及可能

的分子机制。

1　材料与方法

1.1　菌种　金葡菌标准菌株:CMCC 26075 株(产

肠毒素 B 菌株 )购于中国药品生物制品鉴定所。

CMCC 26075 株 L 型:按文献方法[ 5] 诱导与稳定。

用无菌生理盐水 、高渗盐水分别将细菌型及 L 型的

培养物制成 10
8
CFU/ml的悬液。

1.2　主要试剂　RPM I 1640 营养液及胰蛋白酶购

自美国 Gibco 公司 。小牛血清购自杭州四季青公

司 。胰蛋白酶 、碘化丙锭( P I) 、Triton X-100 购自华

美生物工程公司。鼠抗人 bcl-2单抗及兔抗人 Fas

多抗 、即用型 S-P 免疫组化试剂盒购自福州迈新生

物技术开发公司。

1.3　主要仪器 　二氧化碳孵箱(日本 SANYO 公

司) ;流式细胞仪 FACS Calibur (美国 BD 公司) ;离

心机( Sigama 公司) 。

1.4 　细胞及培养　人脐静脉内皮细胞系 ( ECV-

304)购自中科院上海细胞生物学研究所, 用含 10%
胎牛血清的 RPM I 1640培养液, 在 37℃5%CO2条
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件下常规培养,收获指数生长期的 HUVECs, 取约

10
4
/ml的细胞接种于无菌的六孔板中, 常规培养

24 h后进行实验。制作细胞爬片时,可在加入细胞悬

液前,将 1 cm2大的无菌玻片放入六孔板中。

1.5　实验方法　弃去陈旧的培养液, 加入 1.8 ml

不含小牛血清的营养液, 同时加入 0.2 ml诱导因素

进行实验 。按诱导因素不同实验分组:A 组, 10
8

CFU/ml金葡菌诱导组;B 组, 108 CFU/ml金葡菌 L

型诱导组;C 组, 生理盐水对照组 。各组于诱导因素

加入后 2 h 、4 h 、6 h 、8 h 、10 h 分别收集一次细胞,

70%冷乙醇固定, 流式细胞术检测。细胞爬片制

备:于各时间点取出各组的细胞爬片, 放入 PBS 溶

液中清洗 2次, 以 4%的多聚甲醛固定 20 min,再以

PBS冲洗, 用中性树胶将细胞爬片贴于载玻片上, 进

行免疫组化检测 。

1.6　流式细胞仪分析 　细胞离心弃去固定液, 行

PI染色后上机测试, 激发波长 488 nm, Cellquest 软

件获取数据, Modif it LT 3.0分析凋亡率 。

1.7　bcl-2及 Fas蛋白的免疫组化检测　按常规方

法并加以修改。细胞爬片用 PBS( pH 7.4)洗 5 min

×3次※加入内源性过氧化酶阻断液, 室温下孵育

10 min※PBS( pH 7.4)洗 5 min×3次※加入 0.2%

的 Tri ton X-100的柠檬酸钠溶液,室温下孵育 5 min

※PBS( pH 7.4)洗 5 min×3次后加入兔血清, 以下

步骤同常规方法 。同时做省略一抗 ( PBS 代替) 、省

略二抗等空白对照。阳性结果为胞膜或胞浆呈棕黄

色,随机记录 5个视野的阳性细胞数占总细胞数的

比值。

1.8　统计学方法　采用方差分析和 q检验。

2　结果

2.1　流式细胞术检测结果　凋亡率分析发现金葡

菌及其 L型诱导内皮细胞凋亡率明显高于对照组

( P<0.05 ～ P<0.01) ,在共培养 8 h后为金葡菌及

其 L 型诱导内皮细胞凋亡的高峰;而金葡菌组诱导

内皮细胞凋亡率与 L 型组比较差异有显著性( P <

0.01) (见表 1) 。

表1　各组不同时间诱导的细胞凋亡率( %)比较( n i=4;x±s)

分组 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h

金葡菌组1.95±0.06
＊＊
## 2.06±0.08

＊＊
## 7.10±0.54

＊＊
## 24.43±3.56

＊＊
## 6.95±0.60

＊＊
##

L型组 1.42±0.23
＊

1.54±0.18
＊

3.52±0.07
＊＊

14.15±2.68
＊＊

11.03±0.98
＊＊

对照组 1.07±0.18 1.23±0.20 1.39±0.04 1.56±0.10 1.71±0.17

F 26.50 26.79 335.17 79.25 194.12

P <0.01 <0.01 <0.01 <0.01 <0.01

MS组内 0.030 0.026 0.099 6.622 0.450

　　q检验:与对照组比较 ＊P <0.05 , ＊＊P <0.01;与 L 型组比较

## P <0.01

2.2　bcl-2及 Fas蛋白的免疫组化染色结果　金葡

菌及 L 型组 HUV EC 的 bcl-2及 Fas蛋白表达率于

6 h后与对照组比较差异均有显著性( P<0.01) ;随

诱导时间的延长 bcl-2蛋白表达率逐渐降低, 于 6 h

后表达率显著低于 2 h( P <0.01) ,而 Fas蛋白表达

率则随诱导时间的延长逐渐增加, 于 6 h后显著高

于 2 h( P <0.01) ,明显增强(见表 2 、3) 。
表 2　各组因素不同时间对 HUVEC 的 bcl-2蛋白表达率( %)的影响( n i=5;x±s)

分组 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h F P MS组内

金葡菌组 24.20±0.67 23.48±1.06 17.40±1.78＊＊## 15.20±1.55＊＊## 14.92±1.45＊＊## 54.58 <0.01 1.849

L 型组 24.00±0.94 22.62±1.19 16.96±1.59＊＊## 14.70±1.91＊＊## 14.14±1.65＊＊## 46.35 <0.01 2.240

对照组 24.18±1.02 24.14±0.85 23.62±0.94　 23.22±0.96　 22.60±1.29　 2.10 >0.05 1.046

F 0.08 2.67 31.62 49.18 50.53 — — —

P >0.05 >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 — — —

MS组内 0.791 1.087 2.193 2.324 2.163 — — —

　　q检验:与对照组比较＊＊P <0.01;与各组 2 h比较##P <0.01

表 3　各组因素不同时间对 HUVEC 的 Fas 蛋白表达率(%)的影响( n i =5;x±s)

分组 2 h 4 h 6 h 8 h 10 h F P MS组内

金葡菌组 18.98±0.80 20.80±1.62 31.40±2.26＊＊## 33.64±2.47＊＊## 33.96±2.41＊＊## 65.27 <0.01 4.068

L 型组 19.02±1.00 20.94±1.56 32.78±1.63＊＊## 35.08±2.25＊＊## 36.42±1.61＊＊## 123.12 <0.01 2.749

对照组 19.02±1.12 19.26±1.18 19.96±1.14　 20.20±1.59　 19.60±1.00　 0.79 >0.05 1.495

F 0.00 2.02 81.95 73.79 131.69 — — —

P >0.05 >0.05 <0.01 <0.01 <0.01 — — —

MS组内 0.965 2.150 3.021 4.564 3.133 — — —

　　q检验:与对照组比较＊＊P <0.01;与各组 2 h比较##P <0.01

99蚌埠医学院学报 2005年 3月第 30卷第 2期



3　讨论

　　金葡菌是一种引起人及动物感染和中毒性疾病

的主要病原菌。研究发现金葡菌侵袭细胞与感染的

持久和迁延有一定的关系, 而且感染了金葡菌的细

胞可通过细胞凋亡发生细胞毒性作用[ 1, 2, 6] 。国外

已有大量实验证实,金葡菌虽然并非典型的胞内病

原菌,但可黏附并进入多种细胞,并在细胞内存活一

段时间, 诱导细胞凋亡[ 1～ 4] , 导致组织损伤。当金

葡菌变异成 L 型后, 失去或部分失去细胞壁, 其是

否能够诱导细胞凋亡, 目前国内外尚未见报道 。本

实验通过金葡菌及其 L 型感染体外培养的

HUVECs, 流式细胞术检测发现 G0/G1峰左侧出现

了一个亚二倍体细胞群的峰型, 即为凋亡峰。证明

金葡菌及其 L 型均可诱导 HUVECs发生凋亡 。

　　目前国内外学者认为细菌 L 型变异后,仍有一

定的致病性,但致病性较弱 。本实验结果发现金葡

菌及其 L 型虽然均能诱导内皮细胞凋亡, 但金葡菌

诱导细胞的凋亡率明显高于 L 型, 说明金葡菌 L 型

虽然能够诱导内皮细胞凋亡, 但诱导能力较原菌弱,

这可能与金葡菌变异为 L 型后致病物质减少有

关[ 7] 。

细胞凋亡的发生是受基因调控的。在众多调控

细胞凋亡的因子中, Fas及 bcl-2是最具代表性的一

对基因蛋白,两者处于动态平衡, 相互制约, 保持机

体的稳定[ 8] 。Fas蛋白属于肿瘤坏死因子/神经生

长因子受体家族的成员,研究发现 Fas在体内外与

FasL结合后均能导致表达 Fas的细胞发生凋亡[ 9] ;

bcl-2是 bcl-2家族的重要成员, 其过度表达可特异

性地抑制细胞凋亡
[ 10]
。本实验中免疫组化结果显

示, HUVEC在金葡菌及其 L 型感染 6 h后 bcl-2蛋

白明显下调, Fas蛋白明显上调, 与对照组比较差异

有显著性( P <0.01) 。Fas蛋白表达上调和 bcl-2蛋

白表达下调均促进凋亡的发生, 因此本实验结果提

示金葡菌及其 L 型诱导的 HUVEC 凋亡过程可能

与其上调促凋亡基因的表达和下调抑凋亡基因的表

达有关, 至于这两种基因蛋白诱导 HUVEC凋亡的

确切机制尚待进一步研究。另外本实验流式细胞术

检测结果示金葡菌及其 L 型诱导 HUVEC 的凋亡

率于第 8 h 明显高于对照组, 迟于 Fas蛋白的上调

表达,提示凋亡蛋白介导凋亡的发生需要一定的时

间 。有研究表 明, Fas 蛋白介 导凋亡 过程需

3.5 h[ 11] ,与本实验结果相符。
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