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类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染ＴＨＰ１细胞模型的评价及其感染机制的初步探讨
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军医大学医学检验系临床微生物学及免疫学教研室２）

　　［摘要］　目的　建立类鼻疽伯克霍尔德氏菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，ＢＰｆｏｒ
ｓｈｏｒｔ）感染人急性单核白血病细胞ＴＨＰ１的细胞模型，探讨聚乙二醇３３５０（ＰＥＧ３３５０）对细菌侵入细胞
及胞内生存的影响，对比类鼻疽伯克霍尔德氏菌与其减毒株（也称为泰国株，即 Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａ
ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ，Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ，ＢＴｆｏｒｓｈｏｒｔ）的感染特性。方法　通过绘制细菌生长曲线，探讨类鼻疽伯
克霍尔德氏菌及其减毒株的增殖规律；通过透射电镜观察细菌胞内感染状态和宿主细胞的超微病理变

化；分析不同时相的细菌入胞率和胞内生存状态，探讨细菌与宿主细胞的相互作用；通过检测受感染细

胞培养液的上清和患者血清中的细胞因子，评价宿主细胞的反应性和ＰＥＧ对于细菌侵入细胞及胞内生
存的影响，以及对比细胞受类鼻疽伯克霍尔德氏菌及其减毒株感染后的炎症反应性，从而评价该模型的

稳定性。结果　确定了Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ和Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ的生长规律和感染时相特征及超微病理损伤
特点。炎症因子测定中，两种细菌感染细胞后分泌的ＴＮＦα出现感染中期的高峰，受ＢＰ感染的细胞的
ＩＬ６分泌则呈双峰改变，受ＢＴ感染的细胞ＩＬ６的分泌和ＰＥＧ对细胞分泌炎症因子的影响更为复杂。同
时，患者血清中细胞因子的检测则没有显示出一定的规律，与其临床转归关系也不明确。结论　成功构建
类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染ＴＨＰ１细胞的模型，初步探讨了类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染宿主细胞的机制。
　　［关键词］　 类鼻疽伯克霍尔德氏菌；类鼻疽伯克霍尔德氏菌减毒株；人急性单核白血病细胞；聚乙二醇
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ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＫｅｙＳｃｉｅｎｃｅａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙＰｌａｎｏｆＨａｉｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ（ＺＤＸＭ２０１４１４３）ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＰａｔｈｏｇｅｎｉｃＢｉｏｌｏｇｙ
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ＬｉｙｕａｎｌｉａｎｄＦａｎｇｙａｏｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙ．

　　类鼻疽（Ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓ）是一种由类鼻疽伯克霍尔德氏
菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，ＢＰ）引起
的一种热带疾病，发病率及病死率高，病程长，易复

发［１－３］。类鼻疽伯克霍尔德氏菌是兼性胞内菌，它侵入

人体后虽然可以引起人免疫细胞的一系列反应，但却能

通过一系列的逃逸机制阻止内吞体与溶酶体的融合，逃

避免疫细胞对它的清除作用，从而存活增殖并引起人体

的一系列炎症性疾病。这一机制是如何产生的？细菌

和宿主免疫细胞的相互作用的机制如何？目前还鲜有

报道。要研究这一机制，建立类鼻疽伯克霍尔德氏菌感

染细胞的模型是必要的前提。Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ
（Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ，ＢＴ）是一种对人和动物都不致病的类
鼻疽伯克霍尔德氏菌，由于它和ＢＰ无论菌落特征还是
表型都很相似，所以生物学研究上常把ＢＴ作为 ＢＰ研
究的对照菌株。ＴＨＰ１是人急性单核细胞，聚乙二醇
（ＰＥＧ）分子能改变细胞的生物膜结构，使两细胞发生疏
散和重组，从而使细胞发生融合，进而对细菌胞内生存

产生影响，因此本实验拟用ＰＥＧ对细胞进行预处理以
诱导细胞融合后再用细菌感染，观察 ＰＥＧ诱导细胞融
合后是否提高细菌的入胞率及这种情况下细胞培养上

清的细胞因子有何变化。故本研究拟以人急性单核白

血病细胞ＴＨＰ１为模型，以本室保存并已进行全基因组
测序的菌株ＢＰＣ００６（ＧｅｎＢａｎｋ：ＣＰ００３７８１＆ＣＰ００３７８２）为
病原菌代表，用购买的无毒株ＢＴ为对照菌株，评价细菌
与细胞孵育时间对细菌侵入细胞数量的影响，另外还评

价了用ＰＥＧ与ＴＨＰ１共同孵育５ｍｉｎ后对侵入细胞的
细菌数量的影响。同时通过电镜从形态学上评价细菌

侵入细胞的病理损伤变化，并检测人血清及感染后

ＴＨＰ１细胞分泌的各种细胞因子的变化，来评价感染模
型的稳定性。

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株 ＢＰＣ００６（ＧｅｎＢａｎｋ：

ＣＰ００３７８１＆ＣＰ００３７８２）和人急性单核白血病细胞ＴＨＰ１
均由本室保存。类鼻疽伯克霍尔德氏菌无毒株菌株

ＢＴ编号为Ｅ２６４购自ＡＴＣＣ；ＰＥＧ型号为３６４０，相对分
子质量３３５０，购自美国Ｓｉｇｍａ公司；酵母提取物、胰蛋
白胨购自美国Ｓｉｇｍａ公司，ＮａＣｌ（国产分析纯）购自国
药集团化学试剂有限公司，琼脂购自 Ｐｒｏｍｅｇａ公司；
ＢＩＬＯＮＣＯＳ２１１Ｃ恒温摇床购自购自上海比朗仪器有
限公司；ＴｈｅｒｍｏＦｏｒｍａ３１１１型细胞培养箱购自美国
Ｆｏｒｍａ公司；紫外分光光度计８４５３购自Ａｇｉｌｅｎｔ；１６４０细
胞培养基和胎牛血清均购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；人 ＩＬ１β、
ＩＬ６和ＴＮＦαＥＬＩＳＡ预包被试剂盒购自深圳达科为公
司；透射电镜（ＰｈｉｌｉｐｓＴＥＣＮＡＩ１０）由第三军医大学分析
中心提供。

１．２　方法
１．２．１　比较 Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ和 Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ的生长
规律　　ＢＰ和ＢＴ通过三线法划线接种于固体 ＬＢ培
养基中，３７℃培养，４８ｈ后分别挑单个菌落转种于加有
５ｍＬ液体ＬＢ的摇瓶中置于温控摇床中，３７℃，２００ｒｐｍ
扩大培养，４ｈ后分别取１００μＬ加入１０ｍＬ液体 ＬＢ
里，３７℃，２００ｒｐｍ扩大培养。分别收集４ｈ、６ｈ、８ｈ、
１０ｈ、１２ｈ和１４ｈ的菌液１００μＬ加入９００μＬ无菌生
理盐水重悬，并用无菌生理盐水倍比稀释，分别取１００μＬ
菌液涂板，培养４８ｈ后计数并比较ＢＰ和ＢＴ的生长规
律，定量细菌浓度，确定感染细胞的细菌浓度。

１．２．２　比较 Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ和 Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ的胞内
生存情况　　取培养好的 ＴＨＰ１加入１５ｍＬ离心管，
８００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ后轻柔弃上清，再用１６４０培养基
重悬，以每孔细胞浓度为 １×１０６个，２ｍＬ／孔接种于
６孔板中，每孔加入１０μＬ浓度为１×１０１０／ｍＬ的菌液
感染细胞。３７℃、５％ＣＯ２孵箱中共孵２ｈ，后取出以
８００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，轻柔弃去上清，３７℃预热的无菌
ＰＢＳ洗两次，加入含２５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的１６４０培养
基重悬以杀灭胞外细菌，后按２ｍＬ／孔加入６孔板中
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共孵２ｈ，共孵后取出轻轻吹打板壁以免细胞粘壁，加
入ＥＰ管中８００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，上清收集测细胞因
子，底部沉淀加入１ｍＬ１％ Ｔｒｉｔｏｎ裂解１５ｍｉｎ后用无
菌ＰＢＳ倍比稀释涂板计数。收集感染４ｈ、８ｈ、１２ｈ、
２０ｈ、２４ｈ、４４ｈ的细胞及相同时相的用无毒株 ＢＴ感
染的细胞，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％。
１．２．３　透射电镜观察细菌的入胞情况　　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 ８００ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ后，在４℃的条件下，用 ２．５％戊二醛固定样
品，送至第三军医大学电镜室进行透射电镜检测。

１．２．４　聚乙二醇诱导细胞融合对细菌胞内生存的影
响［４］　　ＴＨＰ１加入 １５ｍＬ离心管，８００ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ后轻柔弃上清，再用 １６４０培养基重悬后，按
５００μＬ／Ｌ的量加入ＰＥＧ诱导，置３７℃共孵５ｍｉｎ，后
８００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，轻柔弃去上清，再加入１６４０培养
基，以每孔２ｍＬ，浓度为１×１０６／孔接种于６孔板中，
细菌以ＭＯＩ＝１００∶１的菌量感染细胞。３７℃、５％ＣＯ２
孵箱中共孵２ｈ，后取出８００ｒｐｍ离心１０ｍｉｎ，轻柔地
弃去上清，３７℃预热的无菌 ＰＢＳ洗两次，加入含
２５０μｇ／ｍＬ卡那霉素的 １６４０培养基重悬以杀灭胞外
细菌，后按２ｍＬ／孔加入６孔板中共孵２ｈ，后取出轻
轻吹打板壁以免细胞粘壁，加入ＥＰ管中８００ｒｐｍ离心
１０ｍｉｎ，收集上清测细胞因子，底部沉淀加入 １％
Ｔｒｉｔｏｎ１ｍＬ裂解１５ｍｉｎ后用无菌 ＰＢＳ倍比稀释涂板
计数。同时做无毒株 Ｅ２６４的侵袭实验。分别收集感
染４ｈ、８ｈ、１２ｈ的细胞及相同时间无毒株 ＢＴ感染的
细胞。

１．２．５　ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β的检测［４－５］　　检测不
同感染时相下细胞培养上清中 ＴＮＦα、ＩＬ６和 ＩＬ１β
的含量，评价感染后 ＴＨＰ１细胞的炎症反应，按试剂
盒说明书进行。

１．２．６　患者血清中ＩＬ１β、和ＴＮＦα的检测　　检测
不同患者血清中 ＩＬ１β和 ＴＮＦα的含量，评价感染后
人体的炎症反应，按试剂盒说明书进行。

１．３　统计学处理
　　感染模型稳定性验证 所有实验均做３次以上重
复，数据统计采用 ｔ检验分析差异显著性，ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５．０软件作图，以得到感染模型建立的最佳条件。

２　结果

２．１　Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ和Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ生长规律的比较
　　ＢＰ和ＢＴ在４～８ｈ内生长相对后期较缓慢，８ｈ
以后生长增快，１２～１４ｈ细胞增长速度比８～１２ｈ的
速度还快。ＢＴ比 ＢＰ生长得快些，但两者区别不大，
见图１。
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图１　ＢＰ和ＢＴ生长曲线

２．２　Ｂ．ｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ和 Ｂ．ｔｈａｉｌａｎｄｅｎｓｉｓ的胞内生存情
况的比较

　　短时间（０～４ｈ）内观察，虽然４ｈ内 ＢＰ的数量
［（２０．１３±０．７９）ＣＦＵ（ｌｏｇ２）］多于 ＢＴ［（１９．３３±
１４３）ＣＦＵ（ｌｏｇ２）］，但ＢＴ生长速度超过了ＢＰ，且两者
数量相差的趋势愈来愈明显，８ｈ后ＢＴ数量［（２５．６５±
０．５７）ＣＦＵ（ｌｏｇ２）］明显多于 ＢＰ［（２２．７２±２．２９）ＣＦＵ
（ｌｏｇ２）］。
２．３　透射电镜观察细菌的入胞情况
　　ＢＰ感染１６ｈ后投射电镜下即可见细菌侵入细胞
内如（图２Ａ、Ｃ），而 ＢＴ感染的细胞在４４ｈ后才可见
细菌侵入细胞的现象（图２Ｄ）。同时无细菌感染的阴
性对照 ２４ｈ细胞尚是完好且无细菌侵入现象
（图２Ｂ）。
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Ａ：ＢＰ感染 １６ｈ，Ｂ：无细菌感染 ２４ｈ，Ｃ：ＢＰ感染 ２４ｈ，
Ｄ：ＢＴ感染４４ｈ
图２　不同细菌感染的不同感染时相细菌的胞内生存状态和

ＴＨＰ１细胞病理损伤表现

０５３２
第３７卷第２３期
２０１５年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１５



２．４　聚乙二醇诱导细胞融合对细菌胞内生存的影响
　　在ＰＥＧ３３５０诱导下，８ｈ内 ＢＰ和 ＢＴ在细胞的胞
内拷贝数是下降的，８～１２ｈ两者均呈上升趋势，而１２～
２４ｈ生长趋于停滞，如图３。
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图３　ＰＥＧ诱导细胞后细菌胞内生存的情况

２．５　ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ１β的检测
　　ＢＰ与ＢＴ感染的细胞上清中的细胞因子水平都
增高，而未感染的细胞上清则无任何变化。其中 ＢＰ
感染上清的炎症因子ＴＮＦα的含量在８ｈ内无明显变
化，１２ｈ达分泌峰值后持续下降，４４ｈ降至与４ｈ感染
时差不多水平，而 ＢＴ感染的上清则在感染后持续上
升，并在２０ｈ达峰值后渐次下降（图４Ａ）。在ＰＥＧ预
处理的情况下，两者都是先升高后再持续下降，但ＢＴ感

染的上清的ＴＮＦα在４ｈ时升高的更明显，８ｈ后 ＢＰ
和ＢＴ感染上清的 ＴＮＦα开始降低且两者差别不大
（图４Ｂ）。而在炎症因子 ＩＬ６的检测中，除未感染的
细胞上清无任何变化外，ＢＰ和ＢＴ感染上清的 ＩＬ６含
量差别更加明显，ＢＰ感染上清的 ＩＬ６呈明显的双峰
形，在８ｈ达第一个峰值后开始下降，在１２到２０ｈ几
乎达到最低值，２０ｈ后又开始持续升高并在２４ｈ达峰
值后再次下降，而ＢＴ感染上清的ＩＬ６含量则在４ｈ升
高后在８ｈ至２４ｈ维持在峰值附近，２４ｈ后再下降
（图４Ｃ）。用ＰＥＧ３３５０预处理后 ＢＰ感染上清的 ＩＬ６
含量在８ｈ内无变化，８ｈ后开始增高。而 ＢＴ感染上
清则在４ｈ先升高，８ｈ后降至与 ＢＰ感染上清差不多
的最低水平后再增高，且 ＢＴ感染上清的 ＩＬ６含量都
比ＢＰ感染的高（图４Ｄ）。而 ＩＬ１β的检测中，ＢＰ和
ＢＴ感染细上清的 ＩＬ１β含量都很高，４ｈ就都超过了
试剂的检测上限。

２．６　患者血清中ＴＮＦα和ＩＬ１β的检测
　　患者血清中在ＴＮＦα和ＩＬ１β检测中除了１例标
本的检测值：ＴＮＦα为９．４８ｐｇ／Ｌ；ＩＬ１β为１３１．８１ｐｇ／Ｌ
外，其余检测值都低于试剂的检测下限，升高的那例患

者病情危重，临床诊断为严重败血症，右上臂蜂窝织炎

及糖尿病。肝功能严重受损，血液黄疸严重。
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Ａ：ＢＰ、ＢＴ感染及未感染的细胞上清中 ＴＮＦα的检测；Ｂ：ＰＥＧ诱导后的 ＢＰ、ＢＴ感染的细胞上清中 ＴＮＦα的检
测；Ｃ：ＢＰ、ＢＴ感染及未感染的细胞上清中ＩＬ６的检测；Ｄ：ＰＥＧ诱导后的ＢＰ、ＢＴ感染的细胞上清中ＩＬ６的检测

图４　不同感染时相及不同细菌感染下细胞培养上清中细胞因子含量变化

１５３２
第３７卷第２３期
２０１５年１２月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７，Ｎｏ．２３
Ｄｅｃ．１５　２０１５



３　讨论

　　类鼻疽伯克霍尔德氏菌分布广、致病性强［６－９］，临

床表现又不典型，易被误诊。由于类鼻疽是一种兼性

胞内菌，侵入人体后虽然引起人体免疫细胞的一系列

反应，却又能逃逸机体免疫清除作用而继续生长繁殖，

这一感染逃逸机制至今仍未阐明。本文旨在以类鼻疽

感染人单核细胞的研究为切入点，从基本的细胞模型构

建开始，为今后类鼻疽感染机制的研究工作奠定基础。

　　ＴＨＰ１来源于人急性单核细胞，具有悬浮生长、培
养简单的特点，是模拟研究类鼻疽伯克霍尔德氏菌感

染人体免疫细胞的理想模型。因此我们通过建立稳定

的类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染 ＴＨＰ１细胞模型对探
讨类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染与免疫系统作用机制具

有重要意义。

　　通过实验我们摸索了ＢＰ和 ＢＴ的生长规律，为后
续实验细菌感染复数（ＭＯＩ）的确定奠定了基础。透射
电镜不仅能确定细菌胞内感染成功，而且能观察到细

胞的病理损伤情况，实验中 ＢＰ感染的细胞在１６ｈ即
可看到细菌，而ＢＴ感染的细胞要到４４ｈ才能看到细
菌，这提示ＢＰ对人体具有比ＢＴ更强的侵袭力。在细
菌感染细胞后观察细菌在胞内生存情况，发现 ＢＴ复
制率比ＢＰ高，这可能是因为 ＢＴ对人体不致病，所以
细胞对 ＢＴ的免疫排斥没有 ＢＰ强。这一现象在
ＰＥＧ３３５０预处理细胞后细菌胞内生存情况中也存在，
但ＰＥＧ３３５０诱导时细菌的生存情况是先下降再升高
之后处于一个平台期。这可能是因为细菌开始侵入细

胞时，由于免疫杀伤作用使其数量减少，之后细菌逃避

宿主细胞免疫清除并开始增殖，在一段时间后达到拷

贝峰值，而后处于生长增殖的平台期。这一规律在ＩＬ６
的检测中也有体现，ＢＰ感染的细胞上清的 ＩＬ６含量
也是先升高后下降，这可能是细菌开始进入细胞时刺

激细胞的免疫机制使其分泌的细胞因子升高，之后病

原菌为逃避细胞的免疫防御而下调自身免疫原性，从

而与宿主细胞和平共处，使细胞分泌的细胞因子下降。

之后随着病原菌复制的增多，菌体的免疫原性或者分

泌性抗原的增加使宿主的免疫反应性增强，分泌更多

的细胞因子。随着感染时间延长，细胞免疫病理损伤

越加严重，最终细胞崩解增加，使分泌的细胞因子再次

下降。而ＢＴ感染细胞分泌的ＩＬ６则只升高而无这一
双峰变化也从另一方面加强这一推论的可能性。而

ＰＥＧ３３５０预处理的细胞可能是细胞膜的融合，结构性
的改变促使其对细菌的初始入侵不够敏感，之后才调

动免疫机制反应而使细胞因子升高。ＴＮＦα的检测中
可能由于ＢＰ逃逸细胞免疫的能力比 ＢＴ强，故其感染

开始时相对 ＢＴ刺激细胞分泌的细胞因子不明显，后
期随着细菌增殖的增多，免疫原性增加，刺激了细胞免

疫反应性，而感染后期随着细胞的崩解，细胞因子分泌

再次降低。而 ＰＥＧ３３５０预处理的细胞融合后降低了
其免疫反应性，分泌的细胞因子持续下降。患者血清

中的细胞因子含量除了一例临床症状特别严重的患者

升高外，其他患者都降低，是否可以认为细胞因子的检

测不能作为临床上类鼻疽感染的一个辅助检测指标这

有待进一步研究确认。

　　本研究构建的类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染ＴＨＰ１
细胞模型能较好地反映出类鼻疽伯克霍尔德氏菌感染

人单核细胞的病理变化，为进一步研究该菌与宿主细

胞的相互作用，阐明其致病机制和免疫机制具有重要

的指导意义。
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