
3　讨论

　　人类在漫长的进化过程中 , 从海洋走向陆地 , 从对海水温
度的适应转为对当前体温的依赖 , 实际上 , 外界生存条件的变
化塑造了生物的功能和形态。 亚低温作为一种特殊的刺激条
件 ,对多种形式的中枢神经系统损伤具有一定的保护作
用。[2 ～ 5]关于其作用机制 , 人们已从多方面进行探讨 , 目前较为
明确的机制包括以下几个方面:低温可以降低机体或细胞的代
谢率从而减少能量需求 , 可以减少兴奋性神经递质的释放 , 减
少离子的流动 , 减轻血管通透性的改变 , 抑制 NO合酶的活性 ,
减轻水肿并降低血脑屏障的破坏。还有人注意到亚低温可以
减少TBI 后急性期中性粒细胞的局部聚集和 IL-6 的释放 ,试图
从免疫学的角度对亚低温的保护作用作出评价[ 6] 。星形胶质
细胞对神经元的功能具有支持和保障作用 , 胶质细胞的存活对
中枢神经功能的维持具有重要意义。由于在神经细胞的生存
活动中 , 神经营养因子的重要作用是无庸置疑的 , 作者联想到
亚低温对神经细胞的保护作用可能与亚低温条件下神经营养

因子对神经细胞的作用发生变化有关。神经细胞表面神经营
养因子受体的上调可以放大神经营养因子对神经细胞的促存

活和生长的作用。本研究的结果初步证实了这一推论。
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　　白念珠菌正常存在于人体表与腔道中 , 属于条件致病菌 ,

当正常菌群失调或抵抗力降低时则引起致病 ,而定植是感染的

第一步。本实验观察了预先口饲白色念珠菌的昆明种小鼠经
60Coγ射线不同剂量全身一次性照射后不同时点肠道白色念珠

菌定植情况 , 以期为60Coγ射线照射后引起内源性感染的防治

提供实验依据。

1　材料与方法

1.1　动物来源与分组
　　健康昆明种小白鼠 120只(第三军医大学实验动物中心提

供),雄性 ,体重(20±5)g , 随机抽取 30 只作本实验动物肠道白色

念珠菌带菌情况调查 ,余 90只随机分为Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ三组 , 每组 30只。

1.2　白色念珠菌的来源与接种方法
　　白色念珠菌由西南医院皮肤科惠赠(保存菌种 1933 株),

首先转种于沙堡氏液 100 ml 中 , 振荡培养(37 ℃, 150 r min)
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24 h ,离心洗涤 3 次 , 配成 2×106 CFU ml的白色念珠菌菌悬液

(无菌蒸馏水配制),按每只小鼠 5 ml d ,连续喂养 3 d 后60Co 源

照射。

1.3　钴源
　　由第三军医大学预防医学系防原医学教研室提供。距离

150 cm ,剂量率为 64.29 rad min ,总剂量分别为 0 、4.5 及 6 Gy。

1.4　细菌标本的采集
　　各实验组分别于照射后第 1、3、5、7、9 天随机抽取 5 只动

物 , 75%酒精中浸泡 5 min后 , 行断颈处死 , 无菌操作下 ,取盲肠

内容物置于已称重的含还原剂的 1 ml稀释液中 ,称重备用。

1.5　细菌的培养
　　取上述盲肠内容物 10 倍称释 , 根据初步镜检计数选择适

当稀释度 ,各稀释度取 0.1 ml , 重复接种 3个含 2 , 3 , 5-氯化二苯

四氯唑(TTC)琼脂培养平板 ,用 L棒涂布均匀 , 37 ℃培养 48 h ,

观察白色念珠菌生长情况并计算菌落数。

1.6　白色念珠菌的鉴定
　　TTC 平板培养呈无色或淡红色 , 玉米培养查厚膜孢子 , 血

清培养 3 h行芽管试验 。并按下列公式进行定量计数;肠道内

容物含菌量(CFU g)=菌落数×10×相应稀释度。
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1.7　白色念珠菌肠道定植定性观察
　　取第 9天小鼠盲肠 , 高压冲掉粘膜残物。置于 Bouins' 液中

固定 ,常规石蜡包埋 , 切片 ,HE 染色 , 糖原 PAS 染色 , Olympus 多

功能显微镜观察。 电镜标本置于 3%戊二醛磷酸缓冲液中固

定 ,常规制样 , 电镜AMR-1 000B扫描观察并摄影。

1.8　统计学处理

　　实验资料采用裂区设计统计分析 ,显著性水准取α=0.05。

2　结果

2.1　正常昆明种小鼠肠道白色念珠菌定植情况
　　随机抽取实验小鼠 30只进行盲肠内容物的真菌培养及肠

道电镜扫描观察, 结果均未发现白色念珠菌 ,见图 1A。表明在正

常生理状态下 ,实验所用健康昆明小鼠肠道无白色念珠菌定植。

2.2　
60
Co照射后不同时相点各组实验小鼠肠道白色

念珠菌定植情况
　　裂区设计见表 1 , 统计结果见表 2。

　　由表 2可见各小鼠间肠道白色念珠菌定植相差不显著(P

>0.05), 表明所选小鼠的均衡性较好。 而各实验组观察时间

及剂量与时间的交互作用相差非常显著(P <0.01), 并显示两

实验组白色念珠菌肠道定植随照射后时点的延长和辐照剂量

的增大而渐增多 ,对照组却减少。

2.3　照射后第 9天小鼠肠道念珠菌定植的定性观察

　　肠道组织HE.PAS 染色发现辐射组小鼠肠道有较多红染

的椭圆孢子且有发芽现象 ,电镜扫描更形象地显示白色念珠菌

定植肠道的状况 ,见图 1B ～ D。

表 1　小鼠肠道白色念珠菌定植状况(lgx , CFU g)

每只鼠盲肠白色念珠菌定植量的对数值
剂量(Gy) 60Co辐照后时相(d)

1 2 3 4 5

1 4.8060 4.7166 4.8330 4.7555 4.8000

0 3 4.7326 4.8342 4.8462 4.7494 4.8146

5 3.8135 3.8816 3.8575 3.8060 3.6471

7 3.4136 3.4809 3.3831 3.3265 3.4062

9 2.8087 2.7952 2.8471 2.7742 2.8319

1 4.9343 4.9547 4.9181 4.9343 4.9031

4.5 3 4.9589 4.8816 5.1682 4.8487 5.0216

5 5.1449 4.9910 5.2603 5.1945 4.9937

7 5.5494 5.5687 5.6173 5.5107 5.4860

9 5.9138 5.7975 5.8893 5.7732 5.8164

1 4.9717 5.2340 5.0766 4.9903 5.1741

6.0 3 5.1945 5.3124 5.3589 5.3809 5.2562

5 5.5075 5.4533 5.5302 5.4942 5.3969

7 5.8001 5.7731 5.8274 5.8462 5.8106

9 6.5454 6.3187 6.4481 6.5205 6.4328

表 2　白色念珠菌计数的裂区设计方差分析

变异来源 平方和 自由度 均方 F值 P值

区组(动物间) 0.0459 4 0.0115 2.452 >0.05

照射剂量(A) 40.8214 2 20.4107 4305.16 <0.01

误差(a) 0.0379 8 0.0047

照射时间(B) 0.5582 4 0.1395 26.26 <0.01

交互影响(AB) 23.3911 8 2.2389 550.30 <0.01

误差(b) 0.2554 48 0.0053

总计 65.1095 74

A:正常健康小鼠　(×1 500);B:预饲白色念珠菌未行60Co照射　(×1 500);C:预饲白色念珠菌后行 4.5 Gy 60Co 照

射　(×1 500);D:预饲白色念珠菌后行 6.0 Gy 60Co 照射　(×1 460)

图 1　小鼠盲肠白色念珠菌定植扫描电镜结果
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3　讨论

　　肠道是白色念珠菌感染 、播散的中心器官 , 而白色念珠菌
对肠粘膜的粘附和定植是感染和播散的重要生态学因素[1 ～ 3] 。

可见白色念珠菌感染播散机理的明确阐明有待于定植生态学

基础研究的深入。为此我们首先对正常小鼠肠道白色念珠菌

携带状况进行了调查 ,肠道真菌培养和电镜扫描检查结果均未
发现有白色念珠菌粘附与定植 ,与文献[ 4] 报道一致 ,表明在正

常生理状态下 ,实验所用健康昆明种小鼠肠道无白色念珠菌定
植 ,即白色念珠菌不是鼠体内的常居菌。为使白色念珠菌在小

鼠肠道定植成为内源性菌而存活一段时间 , 我们先喂养成年小
鼠白色念珠菌 3 d , 再用60Co γ射线作不同剂量全身照射。辐照

后第1 、3、5、7、9天肠道白色念珠菌培养结果表明:各实验组均
有白色念珠菌存在 , 且正处于增殖状态。肠道组织切片 HE、

PAS 及扫描电镜(SEM)都同样证实了这一现象存在 , 尤其是电
镜扫描更形象地展示了大量的白色念珠菌粘附于肠粘膜。 裂

区统计分析显示各小鼠间白色念珠菌定植无显著性异(P >
0.05), 认为本实验所采用的接种方法确保了小鼠间白色念珠

菌的稳定定植。

　　生理状态下 ,肠道微生态之间 、肠粘膜粘液层 、肠上皮细胞
及细胞间的紧密连接 、上皮下基底膜及肠淋巴组织等共同构成

肠道特有的抗感染屏障 ,一般不发生肠源性感染。γ射线辐射
导致肠道机械屏障的损害 、全小肠上皮内淋巴细胞数量减少和

功能降低所造成的肠粘膜免疫功能的下降可能为白色念珠菌

肠源性感染的发生提供了条件[ 5 、6] 。本实验观察到两辐射照组

白色念珠菌肠道定植量随辐射后时点的延长和辐照剂量的增

大而增多 , 而对照组却减少(P<0.01)。可见 , 60Co γ射线全身
一次性照射削弱了小鼠对抗白色念珠菌肠道定植的能力 ,促进

了白色念珠菌肠道粘附与定植。但具体机制有待深入探讨。
　　关键词:60Co辐射;白色念珠菌;定植

　　中图法分类号:R379.4;R811.5　　　文献标识码:B
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奥曲肽对 SGC-7901细胞中 Bcl-2和 Bax基因的调控作用

Regulatory effects of octreotide on expressions of Bcl-2 and Bax genes in SGC-7901 cells

唐卓斌 ,刘为纹　　(第三军医大学附属西南医院全军消化专科中心 ,重庆 400038)

　　我们以前研究发现奥曲肽可诱导人胃癌细胞株 SGC-7901
细胞凋亡 ,但其作用机制目前国内外未见报道。为此 , 我们就

奥曲肽对SGC-7901细胞中 Bcl-2 和 Bax基因的调控作用进行了

研究。

1　材料与方法

1.1　主要试剂及仪器
　　奥曲肽由瑞士Sandoz 药厂惠赠 ,人胃癌细胞株 SGC-7901 由
本科培养 , 逆转录试剂盒 Asccess RT-PCR System(A1250)购自

Promega公司 , TripureTM Isolation Reagent kit购自德国宝灵曼公

司 , 2400 型PCR循环仪为美国 Perkin-Elmer公司产品 , 紫外线凝
胶成像系统为美国 Bio-Rad 公司产品。

1.2　方法
1.2.1　RT-PCR检测 Bax 和 Bcl-2 mRNA 表达　　选择对数生
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长期SGC-7901细胞 , 以 4.5×108 个 L浓度接种于 6 孔培养板

中 ,每孔 1.5 ml , 待其生长至对数生长期 , 每孔加入终浓度为

1×10 -7 mol L的奥曲肽 ,继续无血清培养 6 、12 、24、48 h 后提取

RNA ,按宝灵曼 RNA 提取试剂盒说明书操作 , 设未处理的胃癌

细胞为空白对照。采用25μl逆转录反应体积 , 内含 RNA模板

2 μl、5×Buffer 5μl、dNTP 0.5μl、MgSO4 1 μl、Bax、Bcl-2、GAPDH 引

物各1.5μl、Tfl酶0.5μl、AMV酶 0.5 μl , 用水补至 25μl , 2400 型

PCR仪扩增反应参数为:48 ℃ 45 min※94 ℃ 2 min※94 ℃ 30 s ,

60 ℃ 40 s , 68 ℃ 1 min(35 cycles)※68 ℃ 7 min。 PCR扩增产物

在 1.5%琼脂糖凝胶上电泳。

1.2.2　流式细胞仪检测 Bax和 Bcl-2蛋白表达　　消化收集经

1×10 -7 mol L奥曲肽作用 12 h 后的 SGC-7901细胞 , PBS 清洗两

次 ,加入 1∶100稀释的一抗 100 μl , 在 37℃恒温水浴中温育 30

min , PBS 洗 2 次 , 然后加入 1∶20 稀释的 FITC 标记的二抗 100

μl , 37℃水浴 30 min , PBS 洗两次 , 离心去上清 , 除去未结合的多

余荧光抗体。加入 1.0 ml PBS , 经 200 目滤网过滤 , 上机检测。

测量数据及图形输入计算机 , 应用相应程序软件进行资料处

理 ,测定前以鸡血红细胞标准样品调整仪器的 CV 值在 5%以
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