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绿脓杆菌外毒素 A 靶细胞的实验研究

胡福泉 周善章 (微生物学教研室 )

提 要 本文自 A P
一

1 03 株纯化了绿脓杆菌外毒素A
,

用 I “ s标记
,

然后在 B A L B / C小鼠体内

进行放射自显影示踪
、

病理组织学检查
、

超微结构观察及抗血清保护实验
。

结果表明
,

肝脏是绿脓

杆菌外毒素 A 的靶器官
,

肝细胞及枯否氏细胞是靶细胞
,

它们的严重变性坏死可能与动物急性死亡

有关
。

关盆词 绿脓杆菌外毒素 A ; 靶细胞 ; 肝细胞 ; 枯否氏细胞

绿脓杆菌是目前临床感染 中很棘手的病

原菌
, 它可产生粘液质

、

胞外酶
、

内毒素
、

外毒素 A ( p s e u d o m o a n s a e r u g i n o s a E x o t o -

: i n A ,
缩写 P E A ) 等十余种与致病有关的

物质 l() ()z
。

其中
, P E A 是毒性最强者

,

称为

致死性毒素 ( 3 ) (` )
。

它具有 N A D a s e 活性
,
可

分解 NA D (尼克酞胺腺嘿吟二核普酸 ) 为

A D P R (腺普二磷酸核糖 ) 及尼克酞胺两部

份
,
并将A D P R转移给延长因子 E F

一 2 ,

使后

者核糖基化而失去生物活性
,
进而导致蛋白

质合成受阻
`, )( “ )

。

但是在体内
,

P E A 于器官

水平损害的仅仅是肝脏还是多种器官 ? 在细

胞水平损害的仅仅是肝细胞还是多种细胞?

目前尚不清楚 (7 一 。 )
。

本研究中
,

纯化 了P E A
,

用 I `” 标记
,
采用放射自显影示踪

,
结合病

理组织学检查
、

超微结构观察及抗血清保护

实验以确定P E A的靶器官及靶细胞
。

材 料 与 方 法

一
、

P E A的纯化鉴定与标记

培养基选用胰酶酪蛋白大豆肉汤透析液
,

并加

人 1 %甘油及。 .

05 M的谷氨酸一钠
,

使营养更加丰

富.l( , 、 制备好的培养基p H 7
.

o
。

细菌采用 P A
一

10 3

株 (由美国L o u i s v i l l e大学 P i月 g h u
i

.

V
.

L i u 教授

姗与)
。

毒素纯化采用 D E A E纤维素 ( D E“ ) 分

段层析
、

70 %饱和硫酸铁沉淀
、

D E A E纤维素梯度

层析
、

经基磷灰石梯度层析的四步法
,

具体参照文

徐山
一

la)
。

用改良L o w yr 氏法测定样品蛋白质含量
,

种嘴联胶凝胶电泳测定样品纯度
,

用琼脂双向免

疫扩散测定样品的抗原特异性 (抗血清分别由iP n g
-

加宜
.

V
.

L iu 及美国国防卫生大学的M at t he w P ol -

l a c k 教授赠与)
,

用荧光探针菲吮澳红微量法监测

样品中
一

育无核酸
,

然后测定样品致死作用的耐热性

及半数致死量 ( L D 。 0)
。

P E A及 B S A (牛血清白

蛋白
,

供对照用 ) 的 1 1 2 `标记采用氯胺 T 法
。

标

记后再做小鼠致死性实验
,

测定标记毒素的生物学

活性
。

二
、

动物分组及处理

实验用小鼠为 B A L B / C纯系小鼠
,

体重 18 士 2

g
,

雌雄不限
。

所有动物在试验前禁食24 小时
,

饮水

中加 。 .

00 2 %的 K l
,

饱和封闭甲状腺
,

避免试验中

碘标毒素浓缩于 甲状腺中
。

动物随机分为三组
:

’

l幼 I
一

P E A 致毒组 (下称致毒组 ) :
30 只小鼠

, `

每只自尾静脉注射 8 L D 80 的 宜2 ` I
一

PE A
。

抗血清保护组 (下称保护组 ) :

20 只小鼠
,

在

注射标记毒标前 2 小时
,

每只小鼠腹腔注射一个保

护剂量的P E A抗血清 ( D r .

P
.

V
.

iL u赠与 )
。

` “ ` I
一

B S A 对照组 (下称对照组 ) :

20 只 小

鼠
,

用 , “ ` I
一

B S A取代 l “ , I
一

P E A注射动物
,

其余

一切处理同致毒组
。

三
、

放射 自显影及病理组 织学检查

致毒组小鼠于濒死时活杀
,

本组最 后 一 只 杀

毕
,

相继活杀其余两组
。

取心
、

肺
、

肝
、

肾按病理

常规制成 5 协厚的切片
。

用浸片法涂上核
一

4 型 乳

胶
,

收置于暗盒
,

放 4 ℃冰箱曝光 72 小时
,

D
一

1b9

显影液显影 4 分钟
,

酸性坚膜定影液定影15 分钟
,

然后再按常规 H E染色
。

此过程中
,

平行制做各正常

组织片 (来 自未接受过毒素及 11 幼的小鼠 ) 20 张
,

作为正常组织参照片及放射自显影的本底片
。

在光镜下对各切片的组织病理学改变 进 行 观

察
,

记录结果
。

自显影银盐颗粒计数在 40 倍物镜
、

16 倍目镜的光镜下进行
。

目镜中放置目微格
。

每张

切片计数五个视野
。

视野按系统抽样原则确定
,

即利

用载物台游标
,

首先确定组织正中心一视野
,

然后向

上
、

下
、

左
、

右分别推进 1
.

s m m
,

得其余四视野
。
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每个视野计数目微格正中九个方格
。

求出每平方毫

米内的银盐颗粒数
。

自显影颗粒的分布服从P i os s o n

分布
,

统计资数按 P io
s s o n分布处理

。

四
、

超微 结构观察

另用 8只小鼠
,

每只注射 S L D 。 。的未标记 11 “ “

的毒素
。

濒死时活杀动物
,

取心
、

肝组织制成超薄

切片
,

经负染后在 电镜下观察超微结构改变
。

结 果
、

P E A 的纯化鉴定与标记

本文中提纯的 P E A 在聚丙烯酞胺凝 胶

电泳上只有一条带
,
不含核酸及内毒素

。

可

与L i二及 P ol l ae k 提供的两份抗血 清 发 生 反

应
,

在双向免疫扩散中仅有一条沉淀线
。

用

寇氏法测定
,
对 18 士 2 9体重的 B A L B / C小鼠

的 r
`

D 。 。
为 20 2 n g

。

毒素的致死作用不耐热
。

经 I
` “ 6
标记后

, S L D 。 。

的攻击量同样可使

小鼠在 48 小时内死亡
,
表明毒素标记后致死

活性无明显损失
。

二
、

动物濒死率及组 织病理改变

致毒组小鼠在注射毒素 3~ 4小时后开始

发病
,
表现为耸毛

,
精神萎靡

, 活动力差
,

不进食
。

症状逐渐加重
,
最后极度衰竭

,
呼

吸微弱
,

在 17
.

5一 48 小时期间
,
全部分别进

入濒死状态
。

保护组及对照组小鼠外观无一

发病
。

在光镜下
,
致毒组小鼠心

、

肺组织结

构清晰完整
。

少数肾小管上皮细胞有轻

保护组中有 5只小鼠的屏细胞可见浊肿
、

胞

浆疏松或空泡变性
,
但未见坏死现象

。

保护

组心
、

肺
、

肾以及对照组各种组织中均未见

病理改变
。

三
、

自显影颗粒计数

根据统计结果
,
致毒组小鼠肝组织中银

盐颗粒数居第一位
,

肾组织居第二位
,

两者均

非常显著地高于本组心
、

肺组织及保护组与

对照组的相应组织和本底 ( P值均 < 0
.

0 0 1 )
,

而肝脏又非常显著地高于肾 (P < 0
.

0 0 1 )
。

致毒组心
、

肺组织与保护组
,

对照组相应组

织的颗粒数无显著差异 ( P值均> 0
.

0 5) ,

同处于本底水平
。

详见下表与条图
。

各组织 中 自显影颗粒计数 (又士 S D / m m
“

)

致毒组
( n = 3 0 )

对照组
( n 二 2 0 )

保护组
( n 二 2 0 )

一

一
~ -

~

一
~

一
~

一一
一 - 一

一
~

-一一
一

一
~一

肝 ( L i )

肾 ( K )

心 ( H )

肺 ( L )

1 7 2
.

7士 1 3
。

1

3 8
.

3士 6
.

2

3
。

3士 1
.

8

7
.

2士 2
.

7

3
.

1士 1
.

7

3
.

3士 1
。

8

3
.

2士 1
.

8

3
.

7士 1
.

9

3
。

8士 1
。

9

3
.

8士 1
。

9

3
.

6士 1
.

9

4
.

5士 2
.

1

注
:

本底 = 3
。

61 士 1
.

9 ; 肝肾互比
,

P < 0
.

0 01

肝肾与其它各组织比
,

P 值均 < 。 .

0 01

肝肾外其它各组织及本底互比
,

P 值均 > 0
.

05

6080如

120.100匆旬o4.日日/契欲叫燕曝皿

度浊肿
,
未见明显有意义的病理变化

。

但

肝脏则可见广泛而严重的病理改变
,
表

现为肝小叶结构紊乱
,
肝索破坏

,
肝细

胞显著变性坏死
。

变性表现为细胞显著

浊肿
,
胞浆疏松

、

空泡变性及气球样变
。

细胞坏死现象严重
,

可为灶性坏死或大

块坏死
,
有的呈带状坏死

。

坏死表现为

嗜酸性小体形成
,
核固缩或核碎裂

,
细

胞破裂溶解
夕
内容物释放

。

坏死灶 中可

见 白细胞浸润
。

变性与坏死多同时参杂

存在
,

未见细胞增生现象
。

曾试图在光镜

下观察枯否氏细胞及内皮细胞有无改变
,

但因肝小叶结构关系紊乱后难 以辨认
。

决 0

O

术 L l L H
’

攻 L l 乙 砧 盆 元王不
一

面

对照组 致毒组 保护组

各组织中自显影颗粒数复方条图



酋
、

超微结构改变

电镜下
,
可见致毒组肝细胞内质网显著

扩张
,

’

偶见指纹样结构
。

线粒体明显肿胀变

性
,
晴模糊或消失

,
基质电子密度降低 , 也

有部份线粒体呈固缩变性
,
基质 电子密度增

加
。

胞浆内脂质小体及髓鞘样结 构 比较 多

见
。

核周间隙增宽
,
可见核膜内陷或核膜溶

解破裂
,
偶可见到核内髓鞘样结构

。

灶性胞

浆内变性 ( F o e a l C y t o p l
a s m i e d e g e n e r a -

t i o n , 即 F C D ) 十分引人注 目
,
这是一种细

胞坏死的前驱变化
。

枯否 氏细胞的改变亦十

分明显
,
超微改变类似肝细胞中之所见

,
此

外尚可见到吞噬溶酶体增加
,
有的整个细胞

呈溶解状态
。

肝内皮细胞
、

贮脂细胞及心肌

未见有意义的病理改变
。

讨 论

一般认为
,
外毒素的作用具有一定特异

性
,
人们通常将外毒素特异作用的细胞称为

靶细胞
,
但目前尚未见到对靶细胞的详细定

义及一致公认的判定标准
。

根据柯霍氏原则

及目前已知几种外毒素的作用特点
,
作为靶

细胞似应具备以下条件
: ( i ) 毒素到达并

作用于该细胞
,
此细胞表面具有该毒素的特

异受体, ( 2 ) 毒素可在该细胞引起与其作

用机制相符的病变 ; ( 3 ) 这种病变与宏观

病变有联系 , ( 4 ) 特异阻断措施可保护靶

细胞免受毒素攻击
。

要确定靶细胞须直接证实毒素到达了该

细胞
。

p a vl 。二 ik 。 曾研究过标记毒素在器官

水平的分布 ()t ,
但器官水平的研究不能显示

毒素是否进入细胞或进入了哪些细胞
。

在我

们的实验中
,
自显影示踪结果表明

,
致毒组

肝脏中的颗粒数居第一位
,
肾脏居第二位

,

且肝又大大高于肾
,
自显影颗粒大部份位于

胞浆中
。

而心
、

肺组织
,
对照组与保护组各

一

种组织都与本底无显著差异
。

毒素进入细胞

后
,
应在该细胞引起与其作用机制相符的病

变
。

组织病理学观察表明
,
病理改变仅见于

肝脏
,
病变以广泛急性变性坏死为特征

。

超

微结构观察进一步表 明
,

肝内受损细胞为肝

细胞及枯否氏细胞
,
而内皮细胞及贮脂细胞

未见有意义病理改变
。

对照组各组织中均未

见病变
,
说明致毒组肝内损害并非 I ’ 2 ”

的放

射性所致
。

细胞病理改变应与宏观病象有联

系
。

致毒组小鼠接受绝对致死量 的 毒 素 后

3 一 4小时开始发病
,
全部分别于 17

。

5 ~ 48

小时间进入濒死状态
,

模型重复性极好
。

经

抗血清保护的小鼠
,
有 5 只的肝脏在光镜下

有细胞浊肿
、

胞浆疏松及轻度空泡变性
,
然

未见坏死现象
。

分析抗血清保护后少数动物

仍出现轻度病变的原因可能有三
:

其一可能

是抗血清用量不够
,

保护不够完全 ; 其次
,

保护剂量虽够
,
但毒素分子进入血流 时

,
并

不能被抗体完全中和
,
而有少数毒素分子进

入了靶细胞 ; 兰是毒素分子与抗体的结合一

度是处于结合与解离的平衡过程中
,
自结合

物中解离出来的毒素仍有生物活性
, 以致进

入靶细胞引起病变
。

但在抗血清保护下
,

仅少

数动物中发现 了轻度病变
,
宏观未见发病

,

保护效果是肯定的
。

这说明肝脏 的 病 变 是

P E A特异的
。

但同时也提示
, 医疗实践中通

常使用的抗血清治疗
, 虽可见在个体宏观水

平取得良好保护效果
,
但并不意味着没有镜

下轻微病变
。

值得注意的是
,
致毒组肾组织中虽可见

到一定数量的自显影颗粒
,
然而却未见到有

意义的病理改变
。

导致这种分离现象的原因

可能是多方面的
。

首先
,

P E A进入细胞原本

有两条途径
, 一种是

“

受体介导的进入
”
途

径
,
另一种是不依赖于受体的

“

液相细胞摄

取
”

( F l u i d
一 p h a s e e n d o e 丁 t o s i s

)
,
即胞饮

作用
,

经后一途径进入的毒素不 能显 示 毒

性 (l’ )(l 5 ) ,
但在自显影中同样可 以显影

。

其

次 ,
标记毒素可能在进入细胞之前已降解为

碎片及游离 I
` 2 5 。

其三
,

标记毒 素进 入 肝

脏
,
引起病变

,
细胞变性坏死

,
再由其它吞

噬细胞吞噬降解
,
释放出游离 I ` 25 夕 后者经

肾脏排泄时被肾小管上皮细胞摄 入 导 致 显



影
。

这是一个较为费时的过程
,
后期肾组织

中的自显影颗粒可能大多来自这一途径
。

最

后
,
还应考虑进入肾脏的毒素量可能没有达

到引起细胞病变的闭值量或细胞内微环境不

适于毒性表现
。

由于种种原因
,

在肾脏虽有

一定数量的自显影颗粒出现
,
但未见有意义

的病理改变
。

因此
,
从细胞病理学这一层次

来讲
,
很难认为肾组织细胞是 P E A 的靶细

胞
。

来自自显影及光镜
、

电镜的结果
,
也未

能显示心肌作为靶细胞的可能性
。

通过本研究
,
我们在肝组织细胞中直接

显示了毒素的存在
, 同时观察到广泛而严重

的病变
,
且自显影颗粒的分布及病变可为抗

血清所阻断
。

超微结构观察进一步表明肝内

受损细胞为肝细胞及枯否氏细胞
。

故有理由

认为
,
肝脏是 P E A的靶器官 ; 肝细胞及枯否

氏细胞是靶细胞
, 它们的严重损害可能与动

物急性死亡有关
。
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