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类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染Ａ５４９细胞模型的建立
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　　［摘要］　目的　建立类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染人肺癌上皮细胞Ａ５４９的细胞模型。方法 　 优化类鼻疽伯克霍尔
德杆菌感染Ａ５４９细胞的感染条件（如ＭＯＩ、感染时间），通过活细胞工作站动态观察、Ｇｉｅｍｓａ染色、激光共聚焦、透射电镜
确证胞内感染和宿主细胞的形态变化，通过炎症因子 ＩＬ８和 ＴＮＦα的检测，分析病原菌入胞率和宿主反应性，评价该模
型中病原菌侵入Ａ５４９导致多核巨细胞（ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｒｇｉａｎｔｃｅｌｌ，ＭＮＧＣ）形成的特点和病理损伤规律。结果　 透射电镜结
果显示类鼻疽伯克霍尔德氏菌侵入到胞内的时间最早是４ｈ。通过Ｇｉｅｍｓａ染色形态观察，类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染后
最早８ｈ可观察到典型ＭＮＧＣ的形成。随着感染时间的延长，ＭＮＧＣ形成率和炎症因子ＩＬ８逐渐升高，而 ＴＮＦα在此模
型中变化不明显。结论　 成功构建类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染Ａ５４９细胞模型。
　　［关键词］　 类鼻疽伯克霍尔德氏菌；人肺癌上皮细胞；细胞模型
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　　类鼻疽（Ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓ）是由类鼻疽伯克霍尔德氏菌
（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，简称类鼻疽杆菌）所引起的

一种新发传染病［１］。该疾病主要集中在东南亚和澳

大利亚北部等地区，而我国的海南、广州、香港以及台

湾也是重要的流行区［２］。类鼻疽杆菌主要经呼吸道、

消化道、血液或者直接接触的途径感染，几乎可以侵入

机体的任何器官。其中超过５０％的类鼻疽患者以肺
炎的临床表现出现，严重者可伴发败血症，再者吸入性

感染作为最易传播的感染方式，使类鼻疽肺部感染机
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制的研究显得尤为重要［３－４］。目前国内关于类鼻疽杆

菌的基础研究鲜有报道，至今尚未建立类鼻疽杆菌感

染人肺上皮细胞的研究模型。本研究以人肺癌上皮细

胞Ａ５４９为模型，以本室分离、保种及全基因组测序的类
鼻疽杆菌 ＢＰＣ００６（ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＰ００３７８１＆ＣＰ００３７８２）为
病原菌代表，分别评价细菌数量、细菌与细胞孵育时间

对细菌侵入细胞数量的影响，通过形态学和病理生化

指标评价感染后 Ａ５４９细胞病理损伤的特点，以此评
价感染模型的稳定性，旨在为进一步研究其致病机制

奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株、细胞株、试剂及仪器
　　 类 鼻 疽 伯 克 霍 尔 德 氏 菌 菌 株 ＢＰＣ００６（ＧｅｎＢａｎｋ：
ＣＰ００３７８１＆ＣＰ００３７８２）和人肺癌上皮细胞Ａ５４９均由本室保存；
ＤＭＥＭ细胞培养基和胎牛血清均购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司；人ＩＬ８和
ＴＮＦαＥＬＩＳＡ预包被试剂盒购自达科为公司；兔抗类鼻疽伯克
霍尔德氏菌多克隆抗体由本室方瑶硕士制备；山羊抗兔 ＦＩＴＣ
购自碧云天公司。透射电镜（ＰｈｉｌｉｐｓＴＥＣＮＡＩ１０）、活细胞工作
站（ＯＬＹＭＰＵＳＩＸ８１ＺＤＣ）、激光共聚焦显微镜（ＬｅｉｃａＴＣＳＳＰ５）
均由本校仪器分析测试中心提供。

１．２　方法
１．２．１　细菌侵袭实验（细菌入胞率的分析）　　Ａ５４９用１０％
ＦＢＳＤＭＥＭ培养基重悬，以 ５×１０５个／孔接种于 １２孔板中，
３７℃、５％ＣＯ２孵箱中培养过夜。感染当天更换新鲜培养基，细
菌以不同感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）比例感染细
胞，１７０×ｇ离心５ｍｉｎ。共孵１ｈ后，用３７℃预热的无菌 ＰＢＳ
洗２次，加入含２５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的１０％ＦＢＳＤＭＥＭ，杀灭
胞外细菌。收集感染４ｈ后的细胞，用０．２％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解
后倍比稀释涂板计数。计算方法为：摄取率 ＝（细胞裂解出的
细菌数／感染初始细菌数）×１００％。
１．２．２　Ｇｉｅｍｓａ染色［多核巨细胞（ｍｕｌｔｉｎｕｃｌｅａｒｇｉａｎｔｃｅｌｌ，
ＭＮＧＣ）形成率的分析］　　细菌以 ＭＯＩ＝１００∶１感染接种于盖
玻片上的Ａ５４９单层细胞，取感染后不同时相的细胞爬片，用无
菌ＰＢＳ洗涤３次，无水甲醇固定１０ｍｉｎ，自然干燥后Ｇｉｅｍｓａ染
色。为了评价ＭＮＧＣ的形成规律，每张细胞爬片观察３０个视
野。将细胞核＞２的定义为１个 ＭＮＧＣ。ＭＮＧＣ形成率的计算
方法为：ＭＮＧＣ＝（多核巨细胞中的核数／总的核数）×１００％。
１．２．３　空斑形成实验　　细菌以ＭＯＩ＝１００∶１或１０００∶１感染
Ａ５４９细胞２４ｈ后，用无菌ＰＢＳ洗涤３次，Ｇｉｅｍｓａ染色后观察。
１．２．４　动态观察细胞融合状态　　通过活细胞工作站动态实
时观察，可以快速确定细菌感染后 Ａ５４９细胞形态学变化的规
律，为后续实验摸索条件。

１．２．５　免疫荧光分析　　将细胞爬片用２．５％多聚甲醛固定
３０ｍｉｎ，０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００透膜５ｍｉｎ，１∶２００稀释的兔抗类鼻疽
杆菌多克隆抗体孵育１ｈ，１∶５００稀释的山羊抗兔 ＦＩＴＣ二抗避
光孵育１ｈ，１∶１０００稀释的 ＤＡＰＩ避光孵育１０ｍｉｎ。最后用抗
荧光淬灭剂封片后，４℃湿盒内避光保存，待激光共聚焦显微
镜观察。

１．２．６　透射电镜观察细菌的入胞情况　　从形态学上观察病
原菌入侵宿主细胞内的情况。将收集的细胞以１０００ｒ／ｍｉｎ离
心１０ｍｉｎ后，在４℃的条件下，用２．５％戊二醛固定样品，送至
本校电镜室。

１．２．７　ＩＬ８和ＴＮＦα的检测　　检测不同感染时相下细胞培
养上清中ＩＬ８和ＴＮＦα的含量，评价感染后Ａ５４９细胞的炎症
反应，按试剂盒说明书进行。

１．２．８　统计学处理　　所有实验重复 ３次以上，数据采用
ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行ｔ检验，ＡｄｏｂｅＩｌｌｕｓｔｒａｔｏｒＣＳ３和Ｇｒａｐｈ
ＰａｄＰｒｉｓｍ５软件作图，从而得到此感染模型的最佳条件。

２　结果

２．１　细菌入胞率的分析结果
　　类鼻疽杆菌 ＢＰＣ００６以不同的 ＭＯＩ感染 Ａ５４９细胞，观察
感染４ｈ后的细菌入胞率，结果显示，细菌在 ＭＯＩ为１００∶１和
１０００∶１时，细菌的入胞率较高［分别为（４．４８±１．１３）％、
（４．５６±０．５０）％］，两者无明显的差异（Ｐ＞０．０５），而在ＭＯＩ为
１∶１和１０∶１时入胞率较低［分别为（０．４３±０．３１）％、（０．９１±
０４４）％］。图１显示了类鼻疽杆菌感染 Ａ５４９细胞（ＭＯＩ＝
１００∶１）４ｈ后的入胞情况。
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↑：类鼻疽杆菌
图１　类鼻疽杆菌感染Ａ５４９细胞４ｈ后的入胞情况　（ＴＥＭ）

２．２　空斑形成实验
　　为了评价入胞后的细菌在胞间的传播能力，观察以ＭＯＩ为
１００∶１和１０００∶１分别感染细胞２４ｈ后空斑形成情况。与未感
染组相比，类鼻疽杆菌可以导致明显的空斑（直径约１ｍｍ）。
显微镜下将空斑放大观察，可见融合后的细胞大片坏死、脱落。

ＭＯＩ为１０００∶１时，空斑数量较多，细胞脱落明显，导致细胞量
损失较多，不利于后续对感染后细胞作进一步的功能分析。因

此，在此细胞模型中我们采用了ＭＯＩ为１００∶１的比例。见图２。
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Ａ：ＭＯＩ＝１００∶１的空斑形成；Ｂ：Ａ图空斑的局部放大（Ｇｉｅｍｓａ×４０）
图２　类鼻疽杆菌感染Ａ５４９细胞后空斑形成情况
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２．３　活细胞工作站动态观察细胞融合状态
　　实时动态观察细胞融合的形成规律（图３），在感染后１６ｈ
可观察到典型的 ＭＮＧＣ，虽然在早期感染（＜８ｈ）也可见
ＭＮＧＣ，但是融合的细胞数量较少，ＭＮＧＣ中的细胞核多在１０
个以下，而１６ｈ以后所形成的ＭＮＧＣ，其核数可达到１０３个。
２．４　ＭＮＧＣ形成率的分析结果
　　由图４可见，类鼻疽杆菌所导致的 ＭＮＧＣ在感染后１６ｈ
增加明显，并且形态改变明显，与活细胞动态观察结果一致。

另外，值得注意的是，在ＭＮＧＣ内存在大量的类鼻疽杆菌，而该
菌在非融合细胞或较小的ＭＮＧＣ内数量较少，这在激光共聚焦
结果中得到证实（图５）。
２．５　炎症因子ＩＬ８和ＴＮＦα的检测结果
　　与阴性对照组相比，在ＭＯＩ为１００∶１和１０００∶１的条件下，
炎症因子ＩＬ８随着感染时间的延长逐渐分泌增加，即在感染初
期上升较慢，而在感染中后期（８～２４ｈ）快速上升。而炎症因
子ＴＮＦα在此细胞模型中改变不明显。见表１。
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Ａ：感染后８ｈ；Ｂ：感染后１６ｈ；Ｃ：感染后２４ｈ
图３　动态观察不同感染时相下细胞融合情况　（倒置显微镜 ×２００）
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Ａ：感染后８ｈ（Ｇｉｅｍｓａ×１０００）；Ｂ：感染后１６ｈ（Ｇｉｅｍｓａ×１０００）；Ｃ：感染后２４ｈ（Ｇｉｅｍｓａ×４０）；Ｄ：ＭＮＧＣ形成率的定量分析结果
图４　不同感染时相下ＭＮＧＣ的形成率
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Ａ、Ｅ：白光图；Ｂ、Ｆ：ＤＡＰＩ通道；Ｃ、Ｇ：单染类鼻疽杆菌通道；Ｄ：Ｂ、Ｃ整合图；Ｈ：Ｆ、Ｇ整合图；Ａ～Ｄ：感染后２ｈ；Ｅ～Ｈ：感染后１６ｈ
图５　激光共聚焦显微镜观察感染Ａ５４９细胞２、１６ｈ类鼻疽杆菌在细胞内的存活情况
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表１　不同感染时相和感染条件下培养上清中细胞因子ＩＬ８和ＴＮＦα的检测结果（ｐｇ／ｍＬ，珋ｘ±ｓ）

ＩＬ８ ＴＮＦα
感染条件

８ｈ １２ｈ ２４ｈ ８ｈ １２ｈ ２４ｈ
阴性对照 １５．１９±４．０８ ２７．６５±８．１６ ５７．６１±６．１３ ６．０４±１．２８ ７．６５±３．０５ １１．９４±３．１８
ＭＯＩ＝１００∶１ １０６．００±１１．３７ａ １３９．２４±１６．７８ａ ７６８．９４±４２．２０ａ ７．１２±２．０２ ９．３８±１．８１ １４．０６±１．８８
ＭＯＩ＝１０００∶１ ２８０．８１±３０．９４ａ ３４８．３９±１２．０４ａ ９０７．８５±２４．９０ａ １３．２３±２．４２ １０．０５±２．６６ １３．７６±２．９７

ａ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照比较

３　讨论

　　类鼻疽被认为是一种正在扩散的人兽共患病。我
国海南、广西、福建及南海周边国家是类鼻疽感染的重

灾区，由于类鼻疽杆菌主要存在于水或土壤中，雨季或

强风季节会大大增加水源污染或吸入性感染的概率。

加上类鼻疽的临床表现不典型、病原菌耐药性强，一般

常规抗生素治疗不能杀灭病原菌，是经典的生物战剂。

类鼻疽急性感染者多以肺炎出现，致死率高，然而类鼻

疽的感染机制至今仍未阐明。本研究以类鼻疽肺部感

染的研究为切入点，从基本的细胞模型构建开始，旨在

为今后类鼻疽感染机制的研究工作奠定基础。

　　Ａ５４９细胞具有贴壁生长、培养简单、生长快速等
优点，是研究类鼻疽杆菌肺部感染的理想选择。因此

通过建立稳定的类鼻疽杆菌感染 Ａ５４９细胞模型探讨
类鼻疽杆菌肺部感染机制具有重要意义。

　　通过实验摸索，我们发现以较大的 ＭＯＩ比例感染
Ａ５４９细胞时细菌侵入宿主细胞的概率较大，一方面原
因，可能是Ａ５４９细胞不是吞噬细胞，对细菌的摄入率不
如巨噬细胞Ｊ７７４Ａ．１［５］和ＲＡＷ２６４．７［６］明显；另一方面，
细菌数量本身较少时，在共孵育的１ｈ内与宿主细胞的
相互作用概率较低。目前细菌侵入细胞的方式还不清

楚。在实验中，我们发现以ＭＯＩ＝１０００∶１感染细胞１２ｈ
后，细胞状态不佳，死亡细胞较多，同时空斑形成实验也

显示细胞大片死亡、脱落，考虑后续长时间感染的情况

需求，最终选取ＭＯＩ＝１００∶１为最佳比例。
　　多核巨细胞作为类鼻疽杆菌诱导宿主细胞融合后
形成的典型形态学特征，与类鼻疽杆菌的致病性密切

相关［７－８］，常常被用于细胞模型建立中的评价指标［９］。

通过活细胞工作站实时动态观察，我们初步了解到随

着感染时间的延长，类鼻疽杆菌使细胞融合逐渐增多，

在感染后 ２４ｈ尤其明显，可形成成百上千个核的
ＭＮＧＣ，肉眼可见。从我们的模型中可以看到，感染初
期细菌在胞内增殖并不明显，这一时间段很可能是细

菌逃避免疫的过程。进一步Ｇｉｅｍｓａ染色后观察，感染
初期ＭＮＧＣ形成率不高、形态较小，提示细菌在胞内
增殖、胞间传播并不明显，这一时间段很可能是细菌主

动逃避宿主细胞免疫清除的过程，而“自噬”在其中的

作用已见报道［１０］。我们发现 ＭＮＧＣ的形成随着感染
时间的延长逐渐增加，在感染１６ｈ后细胞呈片状融
合、形态典型。从 ＩＬ８的检测中也能看到这一规律，

而ＴＮＦα在此细胞模型中变化不明显，原因可能是
ＴＮＦα主要是由免疫细胞所分泌，而 Ａ５４９细胞自身
分泌较低，不能作为其病理损伤的生化评价指标。值

得注意的是，在融合的细胞中存在大量的类鼻疽杆菌，

尤其以周边较为明显。通过激光共聚焦显示，我们确

认细菌在非融合或者较小的 ＭＮＧＣ内较少，而在大片
融合的ＭＮＧＣ中大量存在，这一现象是否与类鼻疽杆
菌逃逸宿主的免疫清除以及强耐药性相关，有待进一

步证明。

　　本研究表明，我们构建的类鼻疽杆菌感染 Ａ５４９
细胞模型能较好地反映该细菌感染人肺上皮细胞的病

理变化，为进一步研究类鼻疽杆菌与宿主细胞的相互

作用提供了可靠的平台。
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