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肠道螺旋体对肠上皮细胞的吸附及其特性的研究
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　　提　要:目的　研究肠道螺旋体对肠上皮细胞吸附的特性。方法　利用人工培养的肠上皮细胞系 H407 细胞建立研

究肠道螺旋体与肠上皮细胞相互作用的方法 , 并用该方法研究肠道螺旋体对肠上皮细胞吸附的特性。结果　4 种不同来

源的肠道螺旋体分离株均能吸附到人肠上皮细胞系 H407 细胞的表面 , 其中以人的分离株 SP16 的吸附率为最高 , 而非致

病性的 Brachyspira innocens B256 株则没有明显的吸附。人分离株 SP16 与 H407 细胞共同孵育 1 h 后的吸附率为 63.77%,

2 h 则达到 89.11%。H407细胞经固定后肠道螺旋体仍能有效地吸附到细胞上 , 显示受体是稳定表达在肠上皮细胞的表

面。结论　利用人工培养的肠上皮细胞系 H407 细胞建立了研究肠道螺旋体与肠上皮细胞相互作用的体外模型。
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　　Abstract:Objective　To characterize the attachment of B.pilosicoli to intestinal epithelial cells.Methods　

Cultured human intestinal epithelial cell line H407 was employed for the establishment of an in vitro attachment assay

for the study of the mechanism of attachment of B.pilosicoli to intestinal epithelial cells.Results　Four strains of

B .pilosicoli isolated from human and animals could attach to H407 intestinal epithelial cells , and the human isolate

SP16 had the highest attachment rate.The attachment rate of SP16 reached 63.77%at 1 h and 89.11% at 2 h after

coincubation of SP16 with H407 cells.WhenH407 cells were fixed , human isolate SP16 could still attach to the cells

efficiently , suggesting stable expression of receptor on the cell surface.Conclusion　An in vitro attachment assay

using human intestinal epithelial cell line H407 has been established and can be used to study of interactions of B.

pilosicoli with human intestinal epithelial cells in vitro.
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　　肠道螺旋体(Brachyspira pilosicoli , B .pilosicoli)是

一新发现的引起肠道螺旋体病(intestinal spirochetosis ,

IS)的病原菌
[ 1 , 2]
。它既可以感染人 ,也可以感染动物

(如猪 、狗 、鸡等)。该螺旋体在世界许多地方都有发

现 ,包括北美洲 、南美洲 、欧洲和亚洲的国家。在美国 、

澳大利亚以及西欧的一些国家 ,肠道螺旋体在人群中

的感染率比较低 ,平均在 1.5%,但在 HIV阳性病人其

感染率超过 30%
[ 3]
。在发展中国家如巴布亚新几内

亚和阿曼 ,人群的感染率高达 30%
[ 4 ,5]
。在我国尚少

见到肠道螺旋体的研究报道。

　　肠道螺旋体病的主要特征是大量的长螺旋形的病
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原菌以一端吸附在大肠和结肠肠细胞的表面 ,另一端

游离在肠腔中 ,形成密集的单层螺旋体覆盖层 。有螺

旋体吸附的肠粘膜可出现微绒毛的损害 ,严重时螺旋

体可侵入上皮细胞
[ 6]
。

　　利用猪等动物模型的感染实验已经证明人的肠道

螺旋体可以导致肠道螺旋体病
[ 7 , 8]
,但肠道螺旋体对人

的致病性还存在争议 ,可能与慢性腹泻和肠出血有

关
[ 3 ,6]
。美国和法国的研究显示 ,对于重危病人和免疫

缺陷的病人 ,肠道螺旋体可以引起菌血症 ,导致严重的

后果
[ 9 , 10]

。

　　微生物吸附到上皮细胞是其在宿主建立感染的关

键步骤之一。为了研究肠道螺旋体与肠细胞的相互作

用 ,特别是吸附的分子机制 ,本研究建立了利用人工培

养的肠上皮细胞研究肠道螺旋体吸附的方法 ,并用该
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方法研究了肠道螺旋体吸附的特性 。

1　材料与方法

1.1　菌株
　　肠道螺旋体标准株 P43 6 78(ATCC#49776)和 Brachyspira in-

nocens B256株(ATCC#29796)由ATCC 获得。肠道螺旋体人分离

株SP16、犬分离株 16242-94 和猪分离株Wahoo 为保存菌株。以

上螺旋体均在厌氧条件下在 trypticase soy broth 培养液中培养。

1.2　细胞培养
　　人肠上皮细胞系 H407 细胞(ATCC#CCL6)用含有 10%胎

牛血清的MEM (GIBCO)培养液在 37 ℃含 5% CO2 的孵箱中培

养。对用于吸附实验的细胞 , 先用含有 0.1%胰酶和 0.02%

EDTA的 PBS 处理 ,用 PBS 洗 1 次 ,将细胞悬浮于含有 10%胎牛

血清的 MEM 培养液中 , 调整细胞浓度为 1×105 细胞 ml , 以每

孔1 ml加到带有无菌培养孔的 4 孔培养玻片上 , 于 37 ℃ CO2

孵箱中过夜培养。

1.3　肠道螺旋体吸附实验
　　新培养的肠道螺旋体用 MEM 培养液洗 1 次 , 用含有 10%

胎牛血清的MEM培养液稀释到最终浓度为 1×107 螺旋体 ml ,

再以每孔 1 ml加入到长有 H407 细胞的培养玻片上 , 通常在

37 ℃CO2 孵箱中培养 1 ～ 2 h。在培养时间到达后 ,用 PBS 洗 4

次以去除没有吸附的螺旋体 , 再用含 2%多聚甲醛和 2.5%戊

二醛的固定液固定 10 min ,在空气中晾干。细胞培养玻片首先

与 1∶1 000 稀释的螺旋体特异的 7G2 单克隆抗体[ 11] 反应 30

min。用 PBS 洗涤 3 次后分别与生物素标记的抗小鼠抗体以及

碱性磷酸酶标记的亲和素反应。 用 PBS 洗涤 3 次后加 Vector

Red底物反应 , 并用苏木精复染使背景为浅蓝色。对照单加稀

释液。

1.4　螺旋体的处理
　　将新培养的肠道螺旋体在无菌条件下分为 4 份 , 第 1 份作

为对照 ,其余 3 份分别以 0.3%的甲醛溶液处理 1 h 、在 56 ℃加

热处理1 h 和在冰上冻1 h。甲醛溶液处理的螺旋体用PBS 洗3

次以去除甲醛。4 份肠道螺旋体标本均以含有 10%胎牛血清

的MEM培养液稀释为 1×107 螺旋体 ml , 分别加在含有 H407

细胞的不同培养孔中 , 在 37 ℃ CO2 孵箱中培养 2 h ,然后用组

化的方法特异地显示吸附在 H407 细胞上的肠道螺旋体。

1.5　H407细胞的处理

　　在细胞培养玻片上生长的 H407 细胞分别用含有 0.25%

戊二醛的 PBS 溶液和 1%甲醛溶液在室温中处理 10 min。 用

PBS 洗 4次 , 分别加入1×107 螺旋体 , 在37 ℃ CO2 孵箱中培养

2 h ,用免疫组化的方法特异地显示吸附的肠道螺旋体。对照用

没有处理的H407 细胞。

1.6　用粘蛋白(猪肠来源 ,以及牛颌下腺来源)、唾液

酸和肝素对肠道螺旋体的处理

　　为了检测含糖化合物对肠道螺旋体吸附的影响 , 新稀释的

1×107 的肠道螺旋体分别与 500 μg猪肠来源的粘蛋白 、500μg

牛颌下腺来源的粘蛋白 、500 μg 唾液酸或 50 单位肝素共同在

37 ℃孵 30 min ,然后分别加入到含有 H407 细胞的细胞培养玻

片的培养孔中 ,在 37 ℃ CO2 孵箱中培养 2 h , 然后用免疫组化

的方法特异地显示肠道螺旋体。

1.7　肠道螺旋体细胞吸附的计算方法
　　对每 1个实验计数大约 200 个细胞。单一细胞如果有 5 个

以上的螺旋体吸附则被定为阳性。 结果以下列方式表示:(阳

性细胞数 总细胞数)×100%。

2　结果

2.1　肠道螺旋体对人肠上皮细胞系 H407细胞的吸附

　　起初用吉姆萨染色难以准确地分辨吸附的螺旋体。改用

免疫组化特异染色后 ,螺旋体被染成红色 ,易于分辨与记数(图

1)。本研究所用的 4 株不同来源的肠道螺旋体 , 包括肠道螺旋

体标准参考株 P43 6 78、人分离株 SP16、犬分离株 16242-94 和猪

分离株Wahoo均可以吸附到 H407 细胞上 , 而非致病的 B.in-

nocens B256 株则没有明显的吸附 , 证实该方法是特异的。人分

离株SP16 是所用的肠道螺旋体中对 H407 细胞吸附率最高的 ,

孵育 1 h的吸附率为 63.77%, 2 h 则达到 89.11%(图 2)。所以

在以后的实验中均选用 SP16株。

A:B.pi losicoli human isolate SP16 spirochetes attaching to cultured hu-

man H407 intestinal epithelial cells were stained red　(IHC×40);B:

Control immunocytochemist ry staining of B.pilosicoli　(IHC×40)

图 1　肠道螺旋体免疫组化染色

Fig 1　Immunocytochemical staining of B.pilosicoli

　　比较没有血清的MEM与含有 10%胎牛血清的 MEM 作为稀

释液对肠道螺旋体吸附的影响发现 , 用含 10%胎牛血清的MEM

作为稀释液明显提高肠道螺旋体对 H407细胞的吸附(图2)。
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　　所用肠道螺旋体数量与 H407 细胞数量之比对肠道螺旋体

的吸附率有显著的影响。在螺旋体与细胞之比为 100∶1时 , 2 h

的吸附率为 84.98%,而在 10∶1时则仅为 22.15%。

Open and shaded bars represented the attachment rate of spirochetes in

MEM medium without serum and that of spi rochetes in MEM medium con-

taining 10% fetal bovine serum , respectively

图 2　孵育时间和胎牛血清对肠道螺旋体吸附到 H407 细胞的影

响( x±S x)

Fig 2　Effects of fetal bovine serum and length of incubation on at-

tachment of B.pilosicoli strain SP16 to H407 cells( x±S x)

2.2　影响肠道螺旋体吸附的因素
　　0.3%的甲醛溶液和 56 ℃处理 1 h 均可以杀死肠道螺旋

体 ,但不影响螺旋体的数量。这些死亡的肠道螺旋体在 2 h 的

孵育期内完全不能吸附到 H407 细胞上。

　　在冰上冷冻的肠道螺旋体若吸附实验在 4 ℃孵育则螺旋

体不能吸附到 H407 细胞上 ,若在 37 ℃孵育则对吸附没有明显

的影响。

2.3　细胞处理对肠道螺旋体吸附的影响
　　在加入肠道螺旋体之前用含 0.25%戊二醛的 PBS 溶液和

1%甲醛溶液分别固定 H407 细胞对螺旋体的吸附虽然有些影

响 ,但肠道螺旋体仍能有效地吸附到 H407细胞上(图 3)。

A:Control;B:1% formalin;C:0.25% glutaraldehyde

图 3　细胞处理对肠道螺旋体 SP16株吸附的影响

Fig 3　Effects of H407 cell treatment on spirochete attachment

2.4　含糖化合物对肠道螺旋体吸附的影响
　　同对照相比 , 500 μg猪肠来源的粘蛋白 、500 μg 牛颌下腺

来源的粘蛋白 、500 μg 唾液酸和 50 U肝素对肠道螺旋体的细

胞吸附没有明显的影响。

3　讨论

　　以往多用猪和鸡等动物模型来研究肠道螺旋体

与肠上皮细胞的相互作用
[ 7 , 8]
,虽然可以忠实地反映

体内感染的状况 ,但由于动物实验费用昂贵和工作量

大等特点 ,难以进行大规模的筛选实验。本研究利用

体外培养的人肠上皮细胞系 H407细胞和免疫组化特

异染色建立了研究肠道螺旋体与肠上皮细胞相互作

用的新方法。该方法的建立对研究肠道螺旋体吸附

的分子机制 ,如筛选配体和受体等 ,有重要的意义。

吉姆萨染色将细胞和螺旋体染成相似的颜色 ,在显微

镜下难以区分。用免疫组化的方法则具有明显的优

势 ,首先是 7G2 单克隆抗体特异地同螺旋体反应
[ 11]
,

避免了非特异性反应;其次是螺旋体与细胞分别染成

红色和浅蓝色 ,易于记数分析 。

　　人肠道螺旋体分离株 SP16对 H407 细胞的吸附

同肠道螺旋体的数量和孵育时间密切相关 ,说明吸附

是特异的。死亡的 SP16分离株不能吸附到 H407细

胞上 ,其可能的解释是肠道螺旋体的吸附需要它的化

学趋化的能力。活的肠道螺旋体能在鞭毛的驱动下

游向细胞 ,导致与细胞上受体的结合。

　　H407细胞经含 0.25%戊二醛的 PBS溶液和 1%

甲醛溶液固定后仍能被肠道螺旋体有效地吸附 ,提示

受体并不需要诱导 ,而是稳定地表达在肠上皮细胞的

表面 。而且螺旋体的吸附不需要细胞的主动参与 。

　　肠道螺旋体病的主要特征是大量的长螺旋形的

病原菌以一端吸附在大肠和结肠肠细胞的表面 ,形成

密集的单层螺旋体覆盖层。根据目前的研究 ,肠道螺

旋体对肠粘膜的吸附 ,以及由吸附的肠道螺旋体造成

的肠细胞微绒毛的损害和对肠上皮细胞的侵入等是

其致病的重要因素
[ 6]
。了解肠道螺旋体对肠上皮细

胞吸附的分子机制将有助于设计有效的阻止肠道螺

旋体感染的途径 。由于粘蛋白 、唾液酸和肝素已经在

其它病原菌中证明是它们受体的成分
[ 12～ 15]

,因此本研

究选择了这些化合物 ,它们不能阻断肠道螺旋体的吸

附说明该螺旋体的细胞受体可能不是这些成分。
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经皮穿刺
125
I粒子植入治疗肺部转移性神经鞘瘤 1例

Brachytherapy of lung metastasis of neurilemmoma with percutaneous implantation of
125
I seeds:a case report

胡建林 ,熊　玮 ,杨和平 ,黄　英 ,李学军　　(第三军医大学西南医院呼吸内科 ,重庆 400038)

　　患者 ,女性 , 20 岁。发现右肺进行增大结节病灶 7 个月 , 无

咳嗽 、咯血 、胸痛及其他症状。入院前 31 个月曾行 T11-12胸椎神

经鞘瘤切除术。入院前 16个月局部神经鞘瘤复发再次手术治

疗 ,术后化疗 2 个周期 ,局部病灶未再复发。查体:全身浅表淋

巴结无肿大 ,双肺无异常体征 , T11-12胸椎处未扪及包块。入院

前7 个月胸片示右下肺背段单个结节病灶 , 直径约 0.5 cm , 边

缘清楚。入院时 X线胸片示:右下肺结节病灶增大至直径 2

cm , 边缘仍光滑。经皮肺穿刺活检病理诊断为神经鞘瘤。

　　在X线透视定位下 ,将3 根 1.2 mm×160 mm 的 BARD穿刺

活检针经皮穿刺到肺部结节病灶内 ,通过穿刺针将 12 颗 125 I 粒

子置入到病灶内 , 每颗粒子放射活度为 33.3 MBq , 置入粒子

　　作者简介:胡建林(1963-),男 ,江西省景德镇市人 ,博士 ,副主任医师 ,副教
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究 ,已发表论文 26篇。电话:(023)68754121 , E-mail:jianlinhu63@

yahoo.com.cn

　　收稿日期:2004-05-25;修回日期:2004-06-20

总放射活度为 399.6 MBq。术后 38 d复查胸片示病灶缩小至直

径0.5 cm , 术后3 个月病灶完全消失 ,术后 7个月复查胸片仍未

见复发。患者术后一直无任何不适。术后 1 个月血常规检查

正常。

讨论

　　神经鞘瘤是自周围神经许旺细胞发生的良性肿瘤 ,临床上

较少见。手术切除肿瘤是最主要的治疗手段 ,少数患者手术后

局部肿瘤可复发 ,极少发生转移。本例患者发生肺内转移实属

罕见。对于不宜手术及术后复发者可进行放射治疗 , 体外γ刀

治疗仅可使少数神经鞘瘤完全消失 , 大多数病灶可缩小[ 1 , 2] 。

放射性 125 I粒子瘤体内植入是一种近距离放疗方式 , 由于放射

源直接在瘤体内起作用 , 与肿瘤细胞距离近 , 并且为持续性作

用 ,故很小剂量的放射源也能发挥很强的杀伤肿瘤细胞的作

用 , 对于许多实体瘤均有良好的局部控制作用[ 3 , 4] 。本例肺内
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