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铜绿假单胞菌体外粘附肠上皮细胞对其细胞膜生物特性的影响

陈　军 ,夏培元 ,常　山 ,肖光夏　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探索铜绿假单胞菌粘附肠上皮细胞后细胞膜生物特性的变化规律及可能的机制。方法　采用体外

肠上皮细胞培养模型 ,研究绿脓杆菌粘附后对肠上皮细胞活力 、细胞膜磷脂酶 A2、细胞内钙 、细胞膜磷脂成分 、膜流动性的

影响。结果　细菌粘附后 3 h 肠上皮细胞活力明显下降 , PLA2活性增高 , 细胞内钙离子浓度增加 , 肠上皮细胞膜荧光偏振

度 、微粘度和分子排列有序性系数即出现增加 , 膜流动性降低 , 细胞膜磷脂含量降低 , 磷脂酰肌醇(PI)、磷脂酰胆碱(PC)含

量逐渐降低。结论　绿脓杆菌粘附后肠上皮细胞胞内钙超载所导致的膜 PLA2活化以及肠上皮细胞膜磷脂降解是导致膜

流动性降低的根本原因。
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Study of the effects of Pseudomonas aeruginosa adhesive on membrane of intestinal ep-
ithelial cells in vitro
CHEN Jun , XIA Pei-yuan , CHANG Shan , XIAO Guang-xia(Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Third Military Medical U-

niversity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective 　To explore the mechanism of intestinal epithelial cell membrane injury due to Pseu-

domonas aeruginosa adhesion.Methods　The intestinal epithelial cells were cultured and adhered with Pseudomonas

aeruginosa.The changes in the viability of the cells and the activity of membranous PLA2 , the calcium content of

cell , contents of phospholipid and membrane fluidity were observed.Results　At 3rd h after the adhesion of Pseu-

domonas aeruginosa , the viability of the intestinal epithelial cells decreased significantly , but the activity of membra-

nous PLA2 , the calcium content of cell increased significantly;the contents of phospholipid(PL), phosphatidyli-

nositol(PI)and phosphatidylcholine(PC)in cell membrane decreased gradually , but the membrane fluorescence po-

larization and microviscosity of intestinal epithelial cell membrane increased significantly.Conclusion　The activa-

tion of PLA2 and the degradation of phospholipid due to the overloading of calcium in intestinal epithelial cells after

the adhesion of Pseudomonas aeruginosa to intestinal epithelial cells might be the fundamental factors to result in the

reduction of membrane fluidity.
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　　严重烧(创)伤后肠道细菌移位并致感染这一现象

已被公认 。细菌移位的第一步是其粘附于肠粘膜上皮

细胞 ,进而定植于肠粘膜表面 ,随后侵入肠系膜淋巴

结 ,进而播及全身。目前关于细菌粘附于细胞表面后

细胞膜的一系列变化知之甚少 ,为了更好的了解这方

面的变化 。本研究拟从体外铜绿假单胞菌(绿脓杆菌)

粘附肠上皮细胞模型入手 ,探索粘附后细胞膜生物特

性的变化规律及可能的机制。
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1　材料和方法

1.1　菌株和细胞株
　　铜绿假单胞菌(Pseudomonas aeruginasa ATCC 27853),由本室

保存。鼠肠上皮细胞株 IEC-6 , 引自于中国科学院上海细胞研

究所。

1.2　培养方法
1.2.1　肠上皮细胞的培养　　IEC-6 细胞接种于 25 ml的培养

瓶中, 加入含 10%小牛血清和双抗(青 、链霉素各 100 U)的 DMEM

培养液中 ,于 37℃, 5%CO2、95%湿度的二氧化碳孵箱中培养 , 1～

2 d 更换培养液 , 90%融合时用 0.1%胰酶-EDTA 消化传代。

1.2.2　细菌培养　　铜绿假单胞菌 ATCC 27853 用普通培养基

经需氧 、37℃培养后 , 3 500 r/min离心 30 min收集细菌;用无血
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清无双抗的 DMEM 培养液悬浮细菌 ,调整菌浓度为 1×107/ml。

1.3　粘附实验及分组
　　正常对照组:肠上皮细胞在 24 孔细胞培养板中常规培养

致单层 ,用无菌 PBS 洗 3遍 ,改加 10%正常血清 DMEM 培养液;

绿脓杆菌粘附组:常规培养致单层 , 用无菌 PBS 洗 3遍 ,每孔加

入200μl菌液 , 然后置 37℃ 5%CO2 培养箱中孵育。以上两组

均于粘附后 1、3 、6 h 收集样本进行检测。

1.4　检测指标
1.4.1　细胞活力的测定　　采用四唑盐(MTT)比色法[ 1] 。

1.4.2　IEC 培养液中磷脂酶 A2(PLA2)活性的测定　　采用生

化法
[ 2]
。

1.4.3　IEC 胞浆游离 Ca2+浓度的测定　　采用荧光法[ 3] 。

1.4.4　IEC 膜脂流动性测定　　采用荧光偏振法测定[ 4] 。

1.4.5　IEC 膜磷脂分析　　采用高效毛细管电泳法(HPCE)[ 5] 。

1.5　统计学处理
　　数据以 x±s表示 ,采用华西医科大学 PEMS医用统计软件

包作 t检验。

2　结 果

2.1　绿脓杆菌粘附对 IEC 细胞活力的影响

　　绿脓杆菌粘附后 ,细胞活力在 1 h即下降 , 至孵育 3 h 细胞

活力显著下降 ,之后持续降低 , 见表 1。

表 1　绿脓杆菌粘附对 IEC细胞活力的影响( x±s)

Tab 1　The effects of Pseudomonas aeruginosa adhesion on IEC

cell viability( x±s)

Time(h) n 1 h 3 h 6 h

Control group 10 0.57±0.09 0.55±0.08 0.51±0.06

Adhesion group 10 0.46±0.05＊ 0.36±0.07＊＊ 0.19+0.05＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Control group

2.2　绿脓杆菌粘附对细胞膜 PLA2的影响

　　结果显示粘附后 1 h PLA2的活性即开始升高 , 3～ 6 h 活性

明显增加 ,见表 2。

表 2　绿脓杆菌粘附对 IEC培养上清 PLA2 活性的影响

(μmol·min-1·L-1 , x±s)

Tab 2　The effects of Pseudomonas aeruginosa adhesion on PLA2

activity of IEC cell supernatant(μmol·min-1·L-1 , x±s)

Time(h) n 1 h 3 h 6 h

Control group 10 0.07±0.02 0.08±0.02 0.09±0.03

Adhesion group 10 0.11±0.04＊ 0.16±0.06＊＊ 0.29±0.09＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Control group

表 3　绿脓杆菌粘附对 IEC胞浆游离钙浓度的

影响(nmol/L ,  x±s)

Tab 3　The effects of Pseudomonas aeruginosa adhesion on IEC

cytosol ic free calcium(nmol/L ,  x±s)

Time(h) n 1 h 3 h 6 h

Control group 10 102.37±43.6 111.79±46.8 132.47±38.6

Adhesion group 10 145.32±43.2 223.56±48.6＊＊ 321.77±55.8＊＊

＊＊:P<0.01 vs Control group

2.3　绿脓杆菌粘附对 IEC 胞浆游离钙浓度的影响

　　粘附后胞浆 Ca2+浓度迅速升高 , 至 3 h 非常显著的高于对

照组 ,此后持续增高 , 见表 3。

2.4　绿脓杆菌粘附对 IEC 细胞膜流动性的影响

　　作用 1 h IEC细胞膜荧光偏振度即开始升高 , 膜流动性下

降 ,膜脂微粘度和分子排列有序性系数增加 , 随时间延长变化

加剧 , 6 h 达最高值 ,见表 4。

表 4　绿脓杆菌粘附对 IEC细胞膜荧光偏振度 、膜脂微粘度和分子

排列有序性系数的影响(n=10 , x±s)

Tab 4　The effects of Pseudomonas aeruginosa adhesion on IEC fluorescence

polarization and membrane fluidity(n=10 ,  x±s)

Post adhesion hour(h)
Control group

1 3 6

P 0.135±0.045 0.155±0.048 0.211±0.053＊ 0.257±0.042＊＊

η 0.911±0.186 0.973±0.124 1.771±0.138＊ 2.529±0.189＊＊

γ 0.098±0.013 0.117±0.014 0.144±0.019＊ 0.185±0.024＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊:P<0.01 vs Control group

2.5　绿脓杆菌粘附对 IEC 细胞膜磷脂成分的影响

　　粘附后 1 h细胞膜磷脂含量即开始减少 , 其中磷脂酰肌醇

PI、磷脂酰胆碱 PC受较大的影响 ,随着作用时间的延长 , IEC 细

胞膜中 PI、PC 的含量逐渐降低 , 而磷脂酰鞘磷脂 SM、磷脂酰乙

醇胺 PE 及磷脂酰丝氨酸 PS 的变化无明显的规律性 , 见表 5。

表 5　绿脓杆菌粘附对 IEC 细胞膜磷脂成分的影响(n=5 , μg/ml ,  x±s)

Tab 5　The effects of Pseudomonas aeruginosa adhesion on IEC

membrane phospholipid(n=5 , μg/ml ,  x±s)

Post adhesion

hour(h)
SM PC PE PI PS

0 38.4±4.3 52.1±5.4 35.9±5.2 60.3±7.4 57.7±8.1

1 41.2±4.6 47.3±4.6 34.2±4.6 51.1±6.3 59.8+7.7

3 44.6±5.1 40.3±3.9＊＊ 31.6±3.8 43.4±5.7＊＊ 63.3±6.4

6 39.9±3.9 33.4±3.8＊＊ 33.4±3.1 36.6±5.6＊＊ 56.6±5.9

＊＊:P<0.01 vs Control group

3　讨论

　　铜绿假单胞菌(绿脓杆菌)是一种条件致病菌 ,也

是烧伤病人肠道菌群移位的主要细菌之一
[ 6]
,绿脓杆

菌与肠上皮细胞的粘附是其移位的第一步 ,粘附后细

胞膜出现的一系列病理生理变化对认识肠粘膜细胞的

损害机制有重要的指导意义 ,因此本研究从体外粘附

模型入手 ,首次探讨了绿脓杆菌粘附后肠上皮细胞膜

生物物理特性的变化规律及意义。

　　本研究结果表明 ,绿脓杆菌粘附后 1 h细胞活力

即开始下降 ,至 3 h活力明显下降 ,说明绿脓杆菌粘附

后对 IEC 细胞造成了严重损害。同时 ,粘附后 1 h细

胞内Ca2+增多 ,且持续增高 ,至6 h为正常对照的2.43

倍 ,形成Ca2+超载 。肠上皮细胞细胞膜主要由膜蛋白
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和膜脂构成 ,膜脂的主要成分是磷脂:鞘磷脂 、磷脂酰

胆碱 、磷脂酰乙醇胺 、磷脂酰肌醇 、磷脂酰丝氨酸等。

研究显示粘附后细胞膜的磷脂组成发生改变 ,肠上皮

细胞膜中磷脂酰肌醇 PI、磷脂酰胆碱 PC 的含量随时

间的延长含量逐渐降低。Ca2+在细胞内过度的积聚对

细胞生长和功能的实现具有负面效应 ,导致细胞膜的

损伤 ,细胞内Ca2+超负荷导致细胞膜损伤的机制尚未

完全阐明。目前认为 ,胞浆内 Ca2+增高时可激活中性

蛋白酶和磷脂酶 ,加速膜磷脂的降解而引起膜的损伤 ,

损伤部位包括细胞的质膜 、线粒体内质网和细胞骨架

系统。一旦膜发生不可逆性损伤 ,它对各种离子的屏

障作用即丧失 ,导致细胞内外离子分布的紊乱 ,大量

Ca2+流入细胞内 ,进入细胞内的 Ca2+一方面进一步激

活磷脂酶;另一方面 ,大量的 Ca2+沉积于线粒体内 ,使

其能量代谢功能障碍乃至丧失 ,ATP减少 ,最终导致细

胞功能的降低和死亡[ 7] 。

　　PLA2属于 sn-2酰基水解酶家族[ 8] 。本研究结果

表明作用后 IEC-6磷脂酶 A2(PLA2)活性迅速升高 , 6 h

达0.29 μmol·min-1·L-1 。因此 PLA2 的活性异常增

高 ,可导致膜磷脂的大量降解。过多的 Ca2+是激活

PLA2最主要的因素
[ 9] , PLA2 的激活是膜磷脂减少的

主要原因[ 10] 。活化的 PLA2 水解膜磷脂 ,使肠上皮胞

外游离脂肪酸(FFA)和溶血磷脂大量堆积 , FFA 可衍

生为血小板活化因子等多种生物活性因子 ,这些代谢

产物一方面可直接损伤细胞膜和线粒体 ,还可为合成

炎症介质提供大量前体;另一方面膜磷脂组成改变可

使膜流动性降低 ,加剧膜结合蛋白功能的损害 ,形成恶

性循环 。其次膜磷脂代谢存在脱酰化-再酰化过程 ,即

在磷脂酶的作用下 ,磷脂水解成 FFA 与溶血磷脂 ,经

过酰基辅酶 A合成酶(CoAS)的作用 , FFA 再酰化 ,与

溶血磷脂再合成磷脂 ,此循环的任一环节异常都可导

致膜磷脂代谢紊乱。

　　细胞膜的流动性是指生物膜系统具有类似于液体

那样容易流动的一种物理性质[ 11] 。本研究显示铜绿

假单胞菌粘附后 3 h 后肠上皮细胞膜流动性明显降

低 ,而这意味着磷脂分子的活动度降低 。有研究表明

膜流动性与膜上内源性 PLA2呈负相关 ,即膜的硬化可

激活内源性 PLA2
[ 12] , Stark[ 13]也指出细胞膜磷脂成分

的变化将改变膜的流动性 。

　　综上 ,我们认为铜绿假单胞菌粘附后肠上皮细胞

胞内钙超载所导致的膜 PLA2 活化以及肠上皮细胞膜

磷脂降解是导致膜流动性降低的根本原因。这一系列

变化相辅相存 、互为因果从而导致了肠上皮细胞膜的

结构和功能损害 。
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