
!! 卷 !期
"##!年 $月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
%&’(!!
)*+*,-

.&(!

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
"##!

基金项目：国家“/01项目”子课题（23///#33/#4）
"通讯作者。56’789:：$4;"<;$!1/4<30；=;>9?’：’*@ABCD9*( 6E*( @C
作者简介：曾巧英（3/4$ F），女，副教授，博士，研究方向为预防兽医学。56’：$4;/13;0413""/；89:：$4;/13;0413""#；=;>9?’：GHIG?I? B I9J&&(

@&>( @C
收稿日期："##1;#/;3#，修回日期："##!;#";31

猪链球菌 !型对扁桃腺上皮细胞的黏附和侵袭作用

曾巧英3，" 陆承平3"

（3 南京农业大学农业部动物疫病诊断与免疫重点开放实验室 南京 "3##/<）

（" 甘肃农业大学动物医学院 兰州 01##0#）

摘 要：猪链球菌 "型（KK"）是重要的人畜共患病病原体，溶菌酶释放蛋白（LMN）是 KK"的主要毒力因子之一。用
天然表达 LMN的江苏分离株 O)/$#3和不表达 LMN的上海分离株 KO##4!!!，研究 KK"对仔兔扁桃腺上皮细胞的黏
附和侵袭作用。黏附计数结果表明，O)/$#3（LMNP）和 KO##4!!!（LMNF）均能对扁桃腺上皮细胞高水平黏附。扫描

和透射电镜均观察到 O)/$#3的高水平黏附现象，黏附部位是细胞膜和细胞微绒毛，并观察到细胞膜上有链球菌正
处于内化过程中。裂解记数结果表明，O)/$#3有低度侵袭力，KO##4!!!未检测到侵袭力。结果提示，扁桃腺是 KK"
的定殖器官和感染门户；LMNP菌株黏附后直接侵入细胞内是其穿过扁桃腺上皮细胞屏障的机制之一。
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猪链球菌 "型（KK"）是重要的人畜共患病病原体，主要
感染人和仔猪，实验动物中，豚鼠、R9’S7@ 小鼠和兔均易
感［3］，主要引起脑膜炎、肺炎、心内膜炎、关节炎、败血症及突

发性死亡等，引起世界范围内高度重视。溶菌酶释放蛋白

（L*T9>?E9,6;T6’69,6E AT&-6?C，LMN）是 KK" 的胞壁大分子糖蛋
白，是 KK"的主要毒力因子之一［"，1］。KK"在扁桃腺中的带菌
率很高［!］，推测其致病过程开始于对扁桃腺的定殖，由此侵

入血流，随血流扩散到机体多种器官引起多种病症［<］，但 KK"
对扁桃腺上皮细胞的确切作用目前仍然不明。本试验研究

KK"对仔兔扁桃腺上皮细胞的黏附和侵袭作用，旨在从细胞
水平上探明 KK"突破扁桃腺屏障建立感染的机制。

" 材料和方法

"#" 细菌培养
KK"江苏分离强毒株 O)/$#3（LMNP）系姚火春等［4］分离

保存，上海分离株 KO##4!!!（LMNF）和 R群链球菌 ####"系
上海兽医站刘佩红兽医师惠赠。用 5OR血平板复苏菌株，

10U培养 "!J，挑单菌落接种于 5OR肉汤，培养 3$J，再按 3V
量接种于 5OR（5&EE O6W?-- RT&-J）肉汤，培养 3"J 后，经
4###T7>?C离心 3<>?C，#X3>&’7Y NRK（AO0X!）洗两遍并制成

3 Z 3#$ [8\7>Y菌悬液。

"#! 细胞培养
仔兔扁桃腺上皮细胞为自行培养，系原代分离纯化后经

K%!# F 5抗原转化，O=A;"细胞系本实验室保存，作为人源
细胞参照。所有细胞培养于 "!孔板，用 ">>&’7Y Y;2’*;3#V
.[K;MNL]34!#（2?S@&）营养液、置 10U、<V [ "̂、饱和湿度下

培养，营养液中不加抗生素，待长满单层后用于试验，试验时

O=A;"细胞每个处理设 4个重复，扁桃腺上皮细胞 1个重复，
整个试验重复两次进行。

"#$ 黏附和侵袭记数试验
给上述两种活力旺盛的各孔单层细胞换新营养液并加

入菌悬液，使其终浓度为 3 Z 3#0 [8\7>Y，置 10U孵育 "J（黏
附计数）或分别 "、1、!、<、4J（侵袭计数），弃培养液，NRK 洗
涤，然后按下列程序操作：在黏附记数试验时，用 #X3V胰酶

F #X#"V =_5)消化使细胞脱下，用 MNL]34!# 完全营养液

#X<>Y制成悬液并做 3#F 3 ‘ 3#F 4的递倍稀释，各稀释度取

3##!Y接种 5OR平板，10U培养 !$J，记录平均菌落数；在侵
袭记数试验时，加含 3##!+7>Y庆大霉素的营养液 10U继续
孵育 "J，NRK洗涤，再加 1##!Y含 3V 5T?-&C a;3##的 NRK，室
温 <>?C，并用巴氏吸管吹打，直接取样涂布 5OR平板，10U
培养 !$J，记录菌落数。设 R 群链球菌 ####" 株为阳性对
照［0］，细胞营养液为阴性对照。O)/$#3和 KO##4!!!两菌株
同法进行。

"#% &’()*"黏附和侵袭仔兔扁桃腺上皮细胞的电镜观察
方法同黏附记数试验，扫描电镜用细胞在细胞板内加经

鼠尾胶原包被的盖玻片，在加入 O)/$#3 菌液黏附孵育 "J
后，小心夹取盖玻片，常规方法固定制片，用 O?-9@J?K;1###.
扫描电镜观察。透射电镜用细胞不加盖玻片，和 O)/$#3菌
液共孵育 "J（观察黏附）或 <J（观察侵袭）后，NRK充分洗涤，
用无菌细胞刮刮下细胞，3###+离心 < ‘ 3#>?C，弃上清，1V
戊二醛 !U固定细胞沉淀 3J后换新固定液继续固定过夜，离
心除去固定液，NRK充分洗涤，加一滴 "V琼脂使形成琼脂



块，常规方法固定，超薄切片，枸橼酸铅和醋酸铀双重重金属

染色，!"#$#透射电镜下观察。
!"# 统计分析
本试验所有测试结果采用方差分析 %检验进行统计学

分析，以 ! & $’$(为差异显著，以 ! & $’$#为差异极显著。

$ 结果

$"! %%$对扁桃腺上皮细胞的黏附作用
$"!"! 黏附记数试验：)*+,$#和 -)$$.///对仔兔扁桃腺和
)0123均具有黏附力，且在两细胞间无显著差异（! 4 $’$(）。
)*+,$#（"567 ）的黏附菌数显著高于 -)$$.///（"568 ）

（! & $’$(）。
$"!"$ 电镜观察：扫描电镜观察，扁桃腺上皮细胞表面有大
量球菌成簇黏附，清晰可见排列呈单个、成双或短链（图 #）。

图 ! &’()*!黏附仔兔扁桃腺上皮细胞的扫描电镜观察
（’+,-** .，/+!0** .）
%9:;# -<=>>9>: ?@?<ABC> D9<BC:B=1E F?DC>GAB=A9>: )*+,$# =FE?B9>: AC

AC>G9@ ?19AE?@9=@ <?@@G HBCD >?C>=A=@ B=II9A（*;JK$$ L，M;#.$$ L）

透射电镜观察，黏附 3E，扁桃腺上皮细胞形态正常，活
力旺盛，细胞微绒毛稠密，细胞表面有球菌高密度黏附，菌体

椭圆形，单或双球菌，紧密结合于细胞膜或细胞表面微绒毛

上，有的被微绒毛紧紧包裹正处于内化过程中（图 32*）。黏
附 (E，被黏附的细胞表面微绒毛脱落，胞膜吐泡，有明显的
凋亡迹象（图 32M）。
$"$ %%$对仔兔扁桃腺上皮细胞的侵袭力
侵袭记数结果表明，菌液浓度为 # L #$K N%OPDQ，孵育时

间为 (E时，)*+,$# 对仔兔扁桃腺上皮细胞有低度侵袭力
（低于 # N%OP($$$个细胞），每个细胞孔中仅有 #$ R 3$N%O，
孵育时间为 3、J、/、.E时，均未发现有细菌侵袭；-)$$.///对
上述两种细胞均无侵袭力。对照菌株 M群链球菌 $$$$3株
对仔兔扁桃腺上皮细胞的侵袭力低于 )0123细胞。透射电
镜观察孵育 (E的扁桃腺上皮细胞，发现被细胞膜紧紧包裹
的链球菌，正处于内化过程中，但胞内未观察到链球菌的存

在（图 32N，S）。

, 讨论

扁桃腺上皮细胞难以培养，因此和 --3相互作用的研究
尚未见报道。本试验首次采用经 -T/$ 8 U抗原转化的原代
扁桃腺上皮细胞，发现 --3可对其高水平黏附，且有低度侵
袭力，该结果从细胞水平上证明，扁桃腺是 --3的定殖器官
和感染门户；提示 "567 --3菌株首先黏附于扁桃腺上皮细
胞，然后直接侵入细胞内是其穿过扁桃腺上皮细胞屏障的机

制之一。该结果映证了如下试验，N@9HAC>2)=F@?V将 -6%猪和
--3感染猪混养进行的同居感染试验，从同居 3E开始就能在

图 $ &’()*!黏附仔兔扁桃腺上皮细胞的透射电镜观察
%9:;3 UB=>GD9GG9C> ?@?<ABC> D9<BC:B=1E F?DC>GAB=A9>: )*+,$# =FE?B9>:
AC AC>G9@ ?19AE?@9=@ <?@@G HBCD >?C>=A=@ B=II9A
*; -ECW9>: )*+,$# =FE?B9>: AC <?@@ D?DIB=>?（!）CB <?@@ D9<BCX9@@9（!）
CB I?9>: ?><@CG?F 9> <?@@ D9<BCX9@@9（"）（J$$$ L ）；M; -ECW9>: AE?
IYFF9>: CH <?@@ D?DIB=>?（"）I?9>: =FE?B?F IV )*+,$#（!）；N;（K$$$
L）=>F S（#($$$ L ）; -ECW9>: )*+,$# I?9>: 9>A?B>=@9Z?F IV <?@@
D?DIB=>?（"）;

扁桃腺中分离到 --3菌株，随后在血液中分离到 --3 菌株，
最后发病时，在大脑实质和脑脊液或肺脏组织等均能分离到

--3菌株；从同居、发病直至死亡的整个过程中，均能从扁桃
腺分离出 --3菌株，而在鼻腔、消化道、泌尿生殖道中均未分
离到，据此认为扁桃腺是 --3 的定殖器官和感染门
户［(，,，+，#$］。

透射电镜观察到细胞膜上正处于内化过程中的链球菌，

表明进入细胞内是在 --3 黏附后发生，且侵袭记数表明
)*+,$#（"567）对扁桃腺上皮细胞和 )0123细胞均有低度侵
袭力，对澄清以往关于 --3是否具有侵袭能力的争议提供了
新的证据。没有发现侵入到胞内的细菌，是因为侵袭率低，

观察细胞数目有限。[CBAC>等［K］曾用相差荧光显示法观察
到 --3 侵袭到 )0123 细胞内，但裂解记数法未检测到，而
NE=B@=>F没有发现侵袭现象［##］。作者认为各研究小组的试
验结果的差异可能和不同的试验条件有关，--3的侵袭不是
一个偶然的事件。

本研究中 -)$$.///（"568）对扁桃腺上皮细胞和 )0123
细胞均没有侵袭力，但天然或人工敲除 "#$ 基因所得的
"568菌株和 "567菌株在临床上具有相同的致病力［#3］，提

示 "568菌株存在其它突破机体的扁桃腺防御屏障的未知

机制。肺炎链球菌和脑膜炎奈瑟菌黏附细胞后，可导致非溶

血素相关性的细胞间隙增大，细胞间连接破坏，细菌得以从

细胞间隙穿过［#J，#/］，"568菌株是否有此机制，有待研究。
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