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解脲脲原体垂直传播动物模型的建立

吕　杰 ,李凤云 ,唐素兰

[摘要 ]目的:建立妊娠期解脲脲原体(ureaplasma urea ly ticum , UU)生殖道感染垂直传播的动物模型。方法:血清 4型 UU标准

株生殖道感染妊娠期昆明鼠 ,通过 UU病原学检查 、免疫组化等技术 ,观察妊娠期 UU感染的垂直传播情况。结果:3. 5×104

CCU /m l、5×105 CCU /m l、106CCU /m l UU感染的新生仔鼠肺 、脾组织 UU阳性率分别为 0、0;2. 7%、 1. 4%;74. 4%、30. 3%。结

论:通过 UU生殖道感染妊娠期孕鼠 , 成功构建妊娠期 UU垂直传播的实验动物模型。
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The establishm ent of anmi alm odel by ureaplasma urea lyticum vertical transm ission
LÜ Jie, L I Feng-yun, TANG Su-lan

(Departm ent ofM icrobiology, B engbuMed ical College;Anhui Key Labora tory of In fection and Immun ity, B engbu 233030, China)

[ Abstract] Objective:To set up a vertica l transm ission anim a lm ode l by genita l infec tion w ith ureaplasm a urea ly ticum(UU) during

the course o f cyesis. Methods:Kunm ingm icew ere in fe cted by serotype 4 UU dur ing the period o f pregnancy th rough vag ina, the ve rtica l

transm ission from m o ther to filial gene ra tion w as observed by UU cu ltu re and imm um oh istochem ica l staining tes.t R esu lts:UU positive

ra tes from the lung and spleen in the newbo rn m ice by UU infection(3. 5×104 CCU /m l, 5×105 CCU /m l, and 106 CCU /m l) w ere 0

and 0, 2. 7% and 1. 4%, and 74. 4% and 30. 3%, respective ly. Conc lu sions:The UU vertica l transm ission anim a l model during the

course of cyesis w as constructed successfa ly th rough gen ital in fe ction w ith UU in the pregnant m ice.

[ Keyw ords] ureaplasma urealyticum;vertica l tranm ission;m ice, labo ra to ry

　　解脲脲原体 (ureaplasma urealyticum , UU)是寄

居于泌尿生殖道的常见微生物 ,是引起多种妇产科

疾病的潜在致病因素 。大量临床资料报道 ,妊娠期

UU感染可通过垂直传播方式影响胚胎发育 ,导致

早产 、胎膜早破 、流产 、新生儿出生低体重 、新生儿间

质性肺炎甚至围生儿死亡等诸多不良妊娠结

局
[ 1 ～ 7]

。目前关于妊娠期 UU感染对围生期疾病的

研究仅限于临床病例的调查分析 ,因此建立一个妊

娠期 UU感染垂直传播的动物模型 ,对于进一步研

究妊娠期 UU感染与不良妊娠结局之间相关性并阐

明其发病机制十分必要 。本研究拟通过 UU生殖道

局部感染妊娠期孕鼠 ,观察妊娠期 UU感染垂直传

播情况 。

1　材料与方法

1. 1　实验动物　采用成年健康昆明种小鼠 , 8 ～ 10

周龄 ,雌性 25 ～ 30 g,雄性 30 ～ 35 g。由本院实验动

物中心提供 。

1. 2　菌株　血清 4型 UU标准菌株购于同济大学

同济医院中心实验室。

1. 2. 1　菌液制备　将冻于 - 80 ℃的 UU标准菌株

于 37 ～ 45 ℃水浴中静置 1m in,使其快速融化 ,接种

UU液体培养基 , 37 ℃恒温箱培养 24 ～ 48 h,见培养

基由黄变红 ,且液体澄清透亮无浑浊 ,无沉淀 ,可确

认有 UU生长 。

1. 2. 2　解脲脲原体计数 　采用颜色改变单位

(co lour change unit, CCU法 ),方法为:取 12只无菌

试管 ,每管加入 1. 8m l UU液体培养基 ,取对数生长

期 UU 0. 2m l加入第 1管 ,充分混匀后吸取 0. 2 m l

加入第 2管 ,依此梯度稀释至最后 1管 ,置 37 ℃孵

育 ,以培养基颜色改变的最末 1管为颜色改变单位

(CCU /m l)。根据实验需要将 UU浓度调整为 3. 5

×10
4
CCU /m l、5 ×10

5
CCU /m l和 10

6
CCU /m l三个

浓度 。

1. 3　UU培养基 　UU 液体培养基参照 Tay lor-

Rob inson培养基
[ 8]
配制。

1. 4　主要试剂　血清 4型 UU标准株抗体由东南

大学医学院公共卫生学院流行病学教研室提供;SP

免疫组化试剂盒购于福州迈新生物技术开发有限公

司。

1. 5　实验动物感染与分组　雌雄小鼠按 2∶1比例

于晚 18时合笼 ,次日早 7时检查雌鼠阴栓 ,发现阴

567蚌埠医学院学报 2006年 11月第 31卷第 6期

DOI :牨牥 牨牫牳牴牳牤j  cnki  issn 牨牥牥牥牠牪牪牥牥 牪牥牥牰 牥牰 牥牥牨



栓者为已交配 ,定为妊娠 0天 ,将妊娠鼠合笼饲养 。

于妊娠第 6天将孕鼠随机分为三组 ,根据感染剂量

不同分为 A 组:3. 5 ×10
4
CCU /m l;B组:5 ×10

5

CCU /m l;C组:10
6
CCU /m l。分别于妊娠第 7、8天 ,

10、11天和 13、14天 ,用微量加样器吸取 UU菌液注

入孕鼠生殖道内进行感染 ,剂量为每次 150 μl,共 6

次 (孕鼠感染前生殖道拭子检查无 UU感染)。

1. 6　实验观察　

1. 6. 1　UU再分离培养　待孕鼠自然分娩后 ,无菌

条件下取孕鼠胎盘 ,新生仔鼠脾 、肺等组织接种于

UU液体培养基 , 37 ℃孵育 ,发现培养基由黄变红 ,

且培养基澄清 、无浑浊 、无沉淀 ,可初步认为有 UU

生长 ,经 0. 45 μm微孔滤膜滤过后取 0. 2 m l转种

UU固体培养基 ,用无菌 L型玻棒均匀涂布 , 37 ℃、

5%CO 2下孵育 48 ～ 72 h,低倍镜下观察 ,若见有油

煎蛋样菌落可进一步确认 。

1. 6. 2　UU抗原检测　采用 SP免疫组化法检测

UU抗原 ,取上述相关组织做 UU免疫组化检测 。一

抗为兔抗血清 4型 UU标准株多克隆抗体 (使用时

10倍稀释 ),二抗为羊抗兔 IgG。阳性结果呈棕黄色

颗粒。

1. 7　统计学方法　采用 χ
2
检验和四格表确切概率

法 。

2　结果

2. 1　UU培养结果　A组孕鼠胎盘及新生仔鼠肺 、

脾组织中均未检出 UU。 B组孕鼠胎盘中 UU检出

阳性率为 7. 1%,新生仔鼠肺 、脾组织中 UU阳性率

分别为 2. 7%和 1. 4%;鼠数分别为 10只和 5只 。 C

组孕鼠胎盘中 UU阳性率为 74. 3%, 新生仔鼠肺 、

脾组织 UU阳性率分别为 74. 4%和 30. 3%;例数分

别为 255只和 108只。 A组与 B组各组织中 UU阳

性率差异均无统计学意义(P >0. 05),而 C组与 A、

B组各组织中 UU阳性率差异均有统计学意义(P <

0. 01)(见表 1)。

表 1　各组孕鼠胎盘和仔鼠肺、脾组织中 UU检出结果比较(只)

分组
孕鼠胎盘

　n　UU阳性　

仔鼠

　n 　肺 UU阳性 　脾 UU阳性

A组 24 0 378 0 0

B组 28 2 366 10 5

C组 35 26** 356 255* * 108**

合计 87 28 1 100 265 113

χ2 — 47. 86 — 651. 20 230. 26

P — <0. 005 — <0. 005 <0. 005

　　χ2分割法:与 A组和 B组比较**P <0. 01

2. 2　UU抗原检测结果　免疫组化结果显示 ,在 C

组孕鼠胎盘及新生仔鼠肺 、脾组织中检测到大量

UU抗原(见图 1 ～ 4)。

3　讨论

　　国内有学者用 UU感染雄性大鼠 ,建立起 UU

感染与不育关系的动物模型
[ 9]

。 UU有 14个血清

型 ,各血清型别的致病力存有差异 ,流行病学调查显

示 ,血清 4型 UU致病力最强 ,其与垂直传播引发不

良妊娠结局的关系最为密切 。本实验选用致病力最

强的血清 4型 UU作为感染菌 ,以 3个不同浓度的

血清 4型 UU生殖道局部感染妊娠期母鼠 ,通过 UU

病原学分离及免疫组化等技术 , 发现在 1 ×10
6

CCU /m l(浓度最高)组新生仔鼠的相关组织中培养

出 UU并检测到大量抗原 ,结果显示妊娠期孕鼠感

染的 UU传播给了子代。由于小鼠妊娠周期为 19 ～

21天 ,胚胎发育的 8. 5天是器官分化开始期 ,我们

预实验发现若在小鼠妊娠早期如 3 ～ 4天就对孕鼠

进行感染处理 ,极易导致母鼠妊娠失败 ,这对观察

UU的垂直传播有很大影响 ,因此我们选择从第 7天

开始感染;另一方面 ,小鼠器官分化结束是在妊娠中

期 ,而 13 ～ 14天是小鼠妊娠中期结束 ,因此我们选

择在第 13 ～ 14天对孕鼠进行最后一次感染处理。

新生儿感染 UU的途径有宫内感染 、分娩时经

产道感染 、出生后母婴接触感染三种 。我们在孕鼠

胎盘中分离培养出 UU并检测到大量 UU抗原 ,这

一结果说明妊娠期间生殖道感染的 UU可通过胎盘

发生垂直传播 ,其具体途径可能是:妊娠期间下生殖

道感染的 UU上行引起宫内感染 ,我们在胚胎发育

早期即对孕鼠进行感染 ,此时胎盘屏障功能尚不完

善 ,由于 UU为无壁微生物 ,具有一定可塑性 ,更有

可能通过发育尚不完善的胎盘屏障发生垂直传播进

入胎儿体内。

我们通过血清 4型 UU生殖道局部感染妊娠期

孕鼠 ,成功构建出妊娠期 UU生殖道感染的垂直传

播动物模型 ,为进一步研究妊娠期间 UU感染与各

种不良妊娠结局 、新生儿 UU感染性疾病之间的关

系及其发病机制奠定了基础 。
　　(本文图 1 ～ 4见封四)
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神经胶质瘤组织中鸟氨酸脱羧酶的表达及其多胺含量检测的意义

王　春
1
,武文娟

2
,陈士文

1
,赵　莉

1

[摘要 ]目的:探讨鸟氨酸脱羧酶(o rnithine decarboxy lase, ODC)的 mRNA丰度及多胺含量的改变在神经胶质瘤发生中的作用。

方法:RT-PCR法检测神经胶质瘤组织中 ODC的表达 ,同时使用 H PLC法检测瘤组织 、正常神经组织中多胺的含量。结果:RT-

PCR结果证实神经胶质瘤组织中 ODC mRNA丰度明显高于正常的神经组织;瘤组织中精胺和精脒含量均高于正常神经组织

(P <0. 01);而腐胺的含量二者差异无统计学意义(P >0. 05)。结论:ODC的高活性及由此产生高含量精胺与神经胶质瘤的

发生有一定关系 , ODC可能作为神经胶质瘤的肿瘤标志物 ,在诊断和判断其预后方面有一定的意义;抑制神经组织中 ODC的

表达有可能作为生物治疗神经胶质瘤重要手段。

[关键词 ] 神经胶质瘤;鸟氨酸脱羧酶;多胺
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Clin ical significance of determ ination of ornith ine decarboxylase and polyam ine in human gliomas
WANG Chun1 , WU W en-juan2 , CHEN Shi-w en1 , ZHAO L i1

(1. D epartm ent of Anatom y, 2. Departm ent of B iochem istry andMolecu lar B iology, BengbuM edical College, Bengbu 233030, China)

[ Abstract] Objective:To explore the significance o f de te rm ina tion of o rnithine decarboxy lase(ODC) m essenger RNA and content of

po lyam ine in hum an g liom a. M ethods:RT-PCR w as used to exam ine ODC mRNA expression in hum an g liom a and high perfo rmance

liqu id chroma tog raph(HPLC) was used to de term ine the conten t o f po ly am ine in tumo r compared w ith contro l g roup. R esu lts:The

expre ssion leve l of ODC mRNA was inc reased in gliom as than nom a l nervous tissues and the content o f spe rm ine and spe rm idine in

tumo r tissues w as h igher than in no rm al tissues(P <0. 01), but the re wa s no d iffe rence of the con tent of pu trescine be tw een g liom a and

norm a l tissue s(P >0. 05) . Conclusions:It w as ev idence that the h igh ODC activa tion and h igh content of sperm ine w ere close ly

co rre la ted w ith the g row th of g liom a. ODC m ay represent a tumo rm arker and m ay play an important ro le in d iagno sis and progno sis of

g lioma. I tm ay be a im po rtan tm ethod fo r bio log ical imm unothe rapy.

[ Keyw ords] po lyam ine;g liom as;o rnithine decarboxy lase

　　多胺是细胞增殖调控的的重要物质 ,生理性多

胺包括腐胺 (putrescine, Pu)、精脒 (sper-m id ine, Sd)

和精胺 (spe rm ine, Sm),在肿瘤组织中多胺的聚集对

其生长有促进作用 。鸟氨酸脱羧酶 (orn ithine

decarboxy lase, ODC)是多胺生物合成过程中的限速

酶 。肿瘤组织中 ODC的含量均较正常组织有明显

增高 ,而且 ODC的增高程度与肿瘤恶性程度呈正相

关
[ 1]

。 ODC基因表达增强 、ODC活性升高 ,可导致

多胺生物合成增加 ,与肿瘤的发生 、发展有密切关

系
[ 2, 3]

。神经胶质瘤是最常见的脑部恶性肿瘤 ,约

占颅内肿瘤的 40%。本研究旨在通过 RT-PCR方法

检测神经胶质瘤组织中 ODC的表达 ,同时对瘤组织

和正常脑组织中多胺的含量进行检测 ,探讨 ODC的

mRNA丰度及多胺含量的改变在神经胶质瘤的发生

发展中的作用 。
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