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摘 要：猪链球菌 #型（GG#）溶菌酶释放蛋白（HIJ）的致病作用迄今不明，为此，以 K;?9#细胞
为上皮细胞体外模型，将纯化的 HIJ溶液和细胞共孵育，光镜观察，发现 HIJ可诱导细胞发
生两种典型形态学变化：一是诱导细胞融合形成多核巨细胞，随后巨细胞发生凋亡；二是诱导

单个细胞凋亡。透射电镜观察和流式细胞分析确证 HIJ具有诱导上皮细胞凋亡的功能，凋
亡率达 28L。证明 HIJ可单独作为 GG#的毒力因子。
关键词：猪链球菌 #型，溶菌酶释放蛋白，细胞融合，细胞凋亡
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猪链球菌病是猪的主要传染病之一，其病原体猪链球菌有 ": 个血清型，其中 # 型
（!"#$%"&’&’’() )(*) OE?- #，GG#）是毒力最强、危害最严重、流行最广泛的型之一［2，#］。GG#主
要可引起猪和人的脑膜炎、败血症及突发性死亡，是一种重要的人畜共患病病原体，故引

起世界范围内的高度重视。我国于 2//8年曾在江苏省暴发流行［"］。2"%PQ的溶菌酶释放
蛋白（H+R6<=B6S- R-(-6S-B ?R’O-=,，HIJ）是 GG#的胞壁大分子糖蛋白，其表达和菌株的致病
力显著相关，是 GG#重要的毒力因子之一［2 T :］。
毒力因子及其致病机理是疫病防治的理论基础，从而成为研究的焦点。国内外均已

对 HIJ进行过大量研究［%，0］，但迄今为止，究竟 HIJ在 GG#致病过程中有何作用，未见有
报道。本试验以 K;?9#为模型，研究 HIJ对上皮细胞的致病作用，旨在探明 HIJ和 GG#
毒力相关的机理所在。

" 材料和方法

" #" 细胞培养
K;?9#细胞系本实验室保存，用含 2$L无支原体新生犊牛血清（1=U=>’）、#<<’(4V

V91(, 的 IJHW2%!$（1=U=>’）常规方法培养，营养液中不加抗生素。
" #! HIJ的纯化

GG#江苏分离株 KN/8$2（HIJX ）系姚火春等分离并保存［"］。用 3KY（3’BB F-Z=OO
UR’OF）血平板复苏菌株，"0 [培养 #! F，挑单菌落接种于 3KY肉汤，培养 28F，再按 2L量接
种于 % $$$ <V 3KY 肉汤，培养 28 F 后 % $$$ R4<=, 离心收集并超声波裂解菌体，然后



!"""" #$%&’离心，取沉淀即为细胞壁，用溶菌酶降解细胞壁后得 ()* 粗提物，后者再经
+,- . /"和 +,- . 0连续两次制备电泳（123 #45464# 78753%，9:; )<=）得电泳纯 ()*，其纯
化过程中不加防腐剂和蛋白酶抑制剂。!>静置后蛋白沉淀析出，弃上清，将沉淀用 " ? /
%4@$A *9B（+,C?!）配制成 " ?! %D$%A的原液，用 " ?EE!%滤膜过滤除菌。
! "# 光镜观察
用 )*(:/F!"完全营养液稀释 ()*原液制成 !"!D$%A和 !!D$%A的工作液，两种浓

度的 ()*溶液同时同法进行试验。给长满单层的 ,G+HE细胞（内置盖玻片）换上 ()*溶
液，置 -C >分别孵育 /、E、-、!、0、F、C、I、J、//和 /E 2，到设定时间后，分别用镊子夹出盖玻
片，*9B充分洗涤，用甲醇：冰乙酸（- K /）固定，L&3%7M染色，镜检。用 )*(:/F!"完全营养
液同倍稀释配制 ()*原液用的 *9B（" ?/ %4@$A，+,C?!）作阴性对照。
! "$ 透射电镜观察
参照 N&O35等的方法［I］。将 !"!D$%A的 ()*工作液加入长满单层的 ,G+HE细胞（不

加盖玻片），-C >孵育 0 2，*9B充分洗涤，用无菌细胞刮刮下细胞，/ """ #$%&’离心 0 . /"
%&’，弃上清，沿管壁给细胞沉淀中加入 -P戊二醛 ! >固定 / 2，将细胞铲离管底，换新固
定液继续固定过夜。离心除去固定液，*9B充分洗涤，给细胞团块上加一滴 EP琼脂，冷
却，使形成琼脂块。/P锇酸 ! >后固定 E 2，梯度酒精脱水，环氧树脂 -C >包埋过夜，
F">固化 !I 2，干燥。超薄切片，枸橼酸铅和醋酸铀双重重金属染色，Q(/"/透射电镜下
观察。

! "% 流式细胞仪检测
参照周剑锋等的方法进行［J］。将 !"!D$%A的 ()*工作液加入长满单层的 ,G+HE细

胞，-C >孵育 0 2，用无菌细胞刮刮下，" ? / %4@$A *9B（+,C? !）洗两遍，加 /" %A C"P冷乙
醇（ R E">）固定 !I 2，- """ D离心 0 %&’，弃上清，加入 /" %A "? E %4@$A柠檬酸盐缓冲液
（+,C?I），置 -C >水浴 / 2，以抽提断裂的小分子量 =N<，离心收集细胞，用 *9B洗涤，加
)N<酶 E""!A（/%D$%A）作用 / 2，再加 I""!A碘化砒啶（*:）染色液（/""!D$%A，" ? / %4@$A
*9B配制），! >避光染色 -" %&’，用流式细胞仪（SM’5MD3 BG）检测分析。用 )*(:/F!"完全
营养液 / K/"稀释配置 ()*原液用的 " ?/ %4@$A *9B（+,C?!）作阴性对照。

& 结果

& "! ()*诱导 ,G+’&细胞融合和凋亡的光镜观察
()*可致 ,G+HE细胞出现两种典型的形态及染色特性的改变，即诱导细胞融合和凋

亡，凋亡在融合巨细胞和单个细胞均很明显。低浓度（!!D$%A）和高浓度（!"!D$%A）时所引
起变化相同，但高浓度时变化更明显。阴性对照的细胞形态染色特性均完全正常。

细胞融合早期（E . ! 2），核仁结构消失，细胞核嗜酸，染成均匀鲜红色（图 /，<）。中期
细胞核嗜酸性消失，核仁结构恢复（图 /，9）。晚期巨细胞，或是核染色质极度浓缩凝聚，
染成深紫色，伴有胞膜吐泡（图 /，<），或者核染色质分裂成块（图 /，T）。
单个细胞的凋亡早期，细胞仍保持贴壁的多边形形态，细胞膜有明显吐泡现象，细胞

核的嗜酸性极强，核仁结构消失，呈均匀鲜红色（图 /，=）。中期，细胞变圆，与邻周细胞脱
离，细胞膜完整，或有吐泡现象或没有，核的轮廓可辨，胞浆明显浓缩，嗜碱（图 /，G）。晚
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期细胞极度浓缩，嗜碱性极强，染成深紫色，胞内无可辨结构，或者核质边移，贴在细胞膜

下呈环形（图 !，"，#）。

图 ! "#$诱导 %&’()细胞融合和凋亡的光镜观察（"#$浓度为 *+!,-./，012.34，*++ 5）
"$%&! ’$%() *$+,-%,./( 0(-1$2% ./-/)-0$0 -3 45/67 +8990 $2:;+8: <= >?@

A：";08: +899 .) 8.,9= 0).%8（!）；";08: +899 .) 9.)8, 0).%8（"）；B：";08: +899 .) *$::98 0).%8（!）；

#：";08: +899 .) 9.)8, 0).%8（!）；A/-/)-0$0 -3 0$2%98 +899 .) 9.)8, 0).%8（"）；

C：A/-/)-0$0 -3 0$2%98 +899 .) 8.,9= 0).%8（"）；5：A/-/)-0$0 -3 0$2%98 +899 .) *$::98 0).%8（"）；

"：A/-/)-0$0 -3 0$2%98 +899 .) 9.)8, 0).%8（!）&
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细胞的形态变化对 !"#浓度有依赖关系，首先，融合细胞所含核的数目和 !"#的浓
度正相关，其次是细胞所发生的主要变化和 !"#的浓度相关。低浓度时，主要变化为细
胞融合，高浓度时细胞融合和凋亡变化均非常明显。

! "! 透射电镜观察
$%!&’()的 !"#作用 * +的 ,-./0细胞呈现出典型的凋亡形态改变：染色质凝聚、碎

裂成块分散于整个胞浆，或边缘化，向胞膜靠拢，胞膜微绒毛减少或失去微绒毛（图 0）。

图 ! #$%诱导 &’()!细胞凋亡的电镜观察
12&30 -456789(2689&8:.+ ;+9<2=& :.9.79;2; 9> ,-./0 6544; 2=?@65? AB !"#

C3D@645@; >8:&(5=7:729= 9> :.9.79726 6544（E*%% F）；

G3H@758<:8? 78:=;496:729= 9> 6+89(:72= 9> :.9.79726 6544（E%%% F）3

! "* 流式细胞仪分析
流式细胞仪对 !"# 作用 * + 的细胞染色体的倍体分析表明：亚 I%’IJ 期细胞占

JKL；IJ期细胞占 M$ 3*L；N期占 J0 3*L；I0’!期占 $ 3ML。直方图出现明显的凋亡细胞
特异的亚 IJ峰，即 C#峰，阴性对照细胞仅有 % 3*L的 C#峰（图 EC和图 EG）。

图 * #$%诱导 &’()!细胞凋亡的流式细胞分析图
12&3E 1O! :=:4B;2; ;+9<2=& :.9.79;2; :; JKL ,-./0 6544; 692=?@65? <27+ !"#

C3C..79;2; 9> ,-./0 6544; 692=6@A:75? <27+ !"#；

G3D5&:72P5 69=7894 <27+9@7 !"#3

* 讨论
在细胞水平上研究病原菌及其毒力因子的致病机理是细胞微生物学研究的主要手

段，国外已在 NN0全菌水平上研究了其对上皮及血管内皮细胞的黏附作用［J%，JJ］，但提纯的
!"#对细胞的作用尚未见研究报道。
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本研究首次发现 !"#具有诱导上皮细胞融合和凋亡功能，此作用可使本来致密的细
胞结构破坏，从而使上皮细胞结构失去其屏障作用，是 $$%感染过程中突破扁桃腺和大脑
血脑屏障的的关键机制之一。血脑屏障有两条主要通路：血 &脑通路由脑微血管内皮细
胞构成，血 &脑脊液屏障由脉络丛上皮细胞构成。从本试验结果推断，脉络丛应该是 $$%
致脑膜炎时突破大脑屏障的通路之一。有报道 $$%致脑膜炎时，大脑实质并没有发现有
病变，而无论是自然感染还是实验感染猪，经长期的菌血症后，均有脉络丛刷状缘的细胞

损伤，脑室中也有纤维素和炎性细胞浸润［’%］，佐证了作者的推断。

$$%感染后即使及时地用大剂量的抗生素治疗，也不能阻止其严重的后遗症发生，主
要表现为失明、失聪及共济失调［’(］。肺炎链球菌感染致纤维素性肺炎的原因被认为是该

病原诱导肺上皮细胞持续性的凋亡所致［’)］，*群链球菌致脑膜炎后遗症的主要原因也被
认为是诱导脑细胞凋亡所致［’+］。!"#诱导细胞凋亡后，有大量细胞核和细胞碎片被释放
到周围组织环境中，使大量吞噬细胞聚集，其清除过程导致实质器官发生严重的炎症反

应，进而产生症状和后遗症。至于 !"#是否能直接诱导脑神经细胞的凋亡，从而直接导
致症状和后遗症，尚有待研究。确证 !"#诱导细胞凋亡和 $$%致脑膜炎及其后遗症的关
系是 !"#致病机理研究的另一重要内容。
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3’3360 06,0 7*0# !（CC!）’> 0))9:* -$=#9>7))=D 6/# 0-9’;’#= ?@A E(> 8)F’$8-G(7#= E’7/ HI0F! 8#::>
7) =#7#9<’$# 7/# #;;#87 ); ?@A )$ #0’7/#:’(: 8#::> D J$=#9 :’%/7 <’89)>8)0#，7E) 09’$8’0(: <)90/):)%F
’8 8/($%#> E#9# )G>#9B#=D K’9>7:*，7/# 8#::> E#9# ;->#= 7) ;)9< >*$8*7’( ($= ( (0)07)>’> ;)::)E#=D
C#8)$=:*，>’$%:# 8#:: E(> (:>) ’$=-8#= 7) (0)07)>’> (7 /’%/ :#B#: (> +LM，E/’8/ E(> B#9’;’#= G*
79($><’>>’)$ #:#879)$ <’89)>8)0* ($= ;:)E 8*7)<#79* D N7 >/)E#= 7/(7 ?@A (:)$# E(> 8(0(G:# ); ( B’F
9-:#$8# ;(87)9 ); CC! D
</5 =%7(#：A2(">2’3’3360 06,0 7*0# !，?-9(<’=(># 9#:#(>#= 09)7#’$，O0)07)>’>，.#:: ;->’)$

K)-$=(7’)$ ’7#<：P#* A9)Q#87 ); ./’$#># R(7’)$(: K-$=(<#$7(: @#>#(98/ ($= S#B#:)0<#$7（T+2221++21U）
!.)99#>0)$=’$% (-7/)9 D 6#:VK(W：LUF!3FX52U3+4；IF<(’:：:-80Y$Q(-D #=-D 8$
@#8#’B#= =(7#：

"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""

1LF+UF!11!

《微生物学报》稿件撰写要求（增补）

从 !115年起，为增加信息量和规范化，凡投稿我刊请注意对以下几方面进行适当的补充：
!"中英文脚注
中文脚注：（正文首页下方）

基金项目：⋯⋯（项目编号）

!通讯作者。6#:：LUF ；K(W：LUF ；IF<(’:：
作者简介：姓名（出生年F），性别（民族），籍贯，职称，学位及研究方向。IF<(’:：
（指的是第一作者）

收稿日期：!115F1+F!1，修回日期：!115F1XF!1
英文脚注：（英文摘要下方）

K)-$=(7’)$ ’7#<：⋯⋯（项目编号）

!.)99#>0)$=’$% (-7/)9 D 6#:：LUF ；K(W：LUF ；IF<(’:：
@#8#’B#= =(7#：1+F5+F!115

#"参考文献
补充所引论文的题目，其它要求请详见刊登在 !115年第 +期上的“投稿须知”。

$"英文摘要
用第三人称概述研究的目的、方法、结果和讨论，也可以加入自己的一些观点。要求语法正确，句子

通顺，最好请英文较好的专家审阅定稿后再投来。

!+X 微 生 物 学 报 X5 卷




