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钙信号转导途径介导肺炎链球菌

侵袭人肺!型上皮细胞

尹一兵 徐邦牢 罗进勇 朱 旦 孟江萍
（重庆医科大学检验系 重庆 !%%%&#）

摘 要：用 98:-B=? 特异性 9C6D8EF:))(=G=?荧光染料，观察肺炎链球菌（ !"#$%"&’&’’() %*$(+&*,-$）
作用 H3!4细胞前后的 98:-B=?细胞骨架重排情况；用细胞松弛素 +预处理 H3!4细胞，观察肺炎

链球菌对 H3!4细胞的侵袭率；使用 +:B0(),?,预处理 H3!4细胞，观察其与 98:-B=?细胞骨架重排百

分率间是否存在剂量依赖关系；用 9I0:8$JHK荧光探针负载 H3!4细胞后测定肺炎链球菌粘附

H3!4细胞后的胞内 D:$ L浓度。结果发现肺炎链球菌作用 H3!4细胞后，98:-B=?细胞骨架呈块状、

丝状聚集；而松弛素 +可明显降低肺炎链球菌对 H3!4细胞的侵袭率；肺炎链球菌粘附 H3!4细

胞后胞内 D:$ L高于对照；+:B0(),?,可部分抑制 H3!4细胞 98:-B=?细胞骨架重排，且与 98:-B=?细

胞骨架重排百分率间存在量效关系。以上结果提示肺炎链球菌可通过 D:$ L 细胞信号转导途
径触发 H3!4细胞 98:-B=?细胞骨架重排，进而导致肺炎链球菌侵袭 H3!4细胞。
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肺炎链球菌（!"#$%"&’&’’() %*$(+&*,-$）是一种常见的革兰氏阳性致病菌，临床发病率和
死亡率均较高［&］。肺炎链球菌是一种侵袭性细菌，但致病机理尚不十分清楚，有文献资料

报道，肠致病性大肠埃希氏菌（<?B,0(E:BF(@,?=- .)’/$#,’/,- ’&0,，<O<D）及沙门氏菌（ !-0+&1
*$00-）等［$，"］革兰氏阴性致病菌粘附宿主细胞可使胞内 D:$ L浓度增加，由此触发 98:-B=?细
胞骨架重排，进而侵袭宿主细胞。D:$ L除具有信号转导功能外，还具有直接参与由细胞内
肌动蛋白（H-B=?）引起的兴奋8收缩耦联效应这一重要的生理功能。基于此，本文旨在探讨
肺炎链球菌是否通过钙信号转导触发 98:-B=?细胞骨架重排，进而侵袭 H3!4细胞，这将为最

终阐明肺炎链球菌的致病机理提供科学的理论依据，为开发新一代治疗肺炎链球菌感染

性疾病的药物提供新思路。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和细胞株：肺炎链球菌"型标准菌株 DKDD（P）"&$%"，购自中国科学院菌种
保藏中心。肺!型上皮细胞（H3!4），购自中国科学院上海细胞研究所细胞库。

!"!"# 主要试剂：D L Q半合成肺炎链球菌培养基，含酵母抽提物［!］，6RHP血平板；MO8



!"#$%&细胞培养基，用于培养 ’(%)细胞，购自 *"+,-.,/；.,/购自杭州四季青生物工程材
料研究所，特级，无支原体；胰酶购自 /0123，溶于的 4+/（&5#66789:，;< =5%），浓度为
&5>(?；."@,A4B3887CDCE 、.F13A>9’! 、G3H1780E0、"型胶原酶、细胞松弛素 G均购自 /CI63。
!"# 肺炎链球菌培养
将肺炎链球菌接种于 , J K培养基中，L=M，水浴静置培养至对数生长中后期（!"$>&

N &5% 约 #&O,.P96:），用于整个实验时，先离心（>(&&196CE，#&6CE），再用预冷的 4+/
（&5#66789:，;< =5%）洗 L次，不含双抗 Q4!"#$%&培养液体悬浮至 #&O,.P96:浓度。
!"$ %&’()*+的 %,-.&/0’112*3*+荧光染色
!"$"! 肺炎链球菌作用后：将 ’(%)细胞接种于带小块盖玻片的 >%孔培养板板孔中，每孔
约 #6:，细胞浓度约 > R #&% 96:，待单层生长后，吸出孔内培养液，用 4+/冲洗 L 次，加入
#&!: 肺炎链球菌菌液，然后加入不含双抗的 Q4!"#$%&培养液 #6:，轻轻混匀，L=M，温育
>B，吸出孔内液体，夹出小盖玻片，用 4+/（&5#66789:，;< =5%）轻轻冲洗 (次，%?多聚甲醛
室温固定 #(6CE，去固定液，用 4+/轻轻冲洗 (次，沥干水份，避免干燥，将其置于干净的载
玻片上，每张盖玻片上加 #&!: ."@,A4B3887CDCE荧光染料，室温潮湿暗盒中静置 %&6CE后，洗
去染料，用 4+/冲洗 (次，沥干，用无荧光软布擦净其背面，放在洁净无荧光载玻片上，荧
光显微镜下观察 .A3SHCE重排情况，同时设不受肺炎链球菌感染的 ’(%)细胞为对照。

!"$"# 信号传导抑制剂 G3H17880E0预处理 ’(%)细胞后：同 #5L5#，只是在加入肺炎链球菌
前，分别加入预先用 Q4!"#$%&稀释混匀成梯度浓度的抑制剂预处理 ’(%)细胞 L&6CE，再加
入肺炎链球菌继续作用 >B，荧光镜下观察。
!"$"$ .A3SHCE的重排计分标准［(］：荧光镜下显示典型 .A3SHCE聚集结构者计 #分，非典型
者计 &5(分，没有发生聚集者计 &分，每张盖玻片计数 >&&个细胞，则 .A3SHCE重排百分率
（?）N总计分9>&& R #&&。
!"4 侵袭 5647细胞实验

!"4"! 肺炎链球菌侵袭 ’(%)细胞实验：’(%)细胞培养和肺炎链球菌处理同 #5L5#，待肺炎
链球菌作用于 ’(%)细胞 >B 后，加入含 #? .,/，#&P96: 青霉素，>&&P96: 庆大霉素的

Q4!"#$%&培养液，L=M，孵育 #B，吸出孔内液体，用无菌 4+/（&5#66789:，;< =5%）洗 L次，
加入 #&&!: &5>(?胰酶使贴壁细胞悬浮，再加入 %&&!: &5&>(? @1CH7ETA#&& 裂解细胞
L6CE，#&倍稀释后吸取 #&&!:涂布 @/’+平板［$］，L=M，培养过夜，计数菌落数，肺炎链球
菌侵袭入 ’(%)细胞内的个数 N平板上计数的菌落数9每培养孔的细胞数。

!"4"# 细胞松弛素 G对肺炎链球菌侵袭入 ’(%)细胞的作用：同 #5%5#，只是在加入肺炎链
球菌前，用不同浓度的细胞松弛素 G处理 ’(%)细胞 >B，再加入肺炎链球菌继续温育 >B，计
数侵入 ’(%)细胞的肺炎链球菌数。为了证实细胞松弛素 G不作用于肺炎链球菌，将肺炎
链球菌用不同浓度的细胞松弛素 G预先作用 >B，用无菌 4+/（&5#66789:，;< =5%）洗 L次，
将其作用于不经细胞松弛素 G处理的 ’(%)细胞，计数侵入 ’(%)细胞的肺炎链球菌数。

!"6 5647细胞内［.’#8］* 测定

!"6"! ’(%)细胞内［,3> J］C 测定：用 &5>(?胰酶消化贴壁单层 ’(%)细胞，GA<3EU’V液洗 L
次，>6:负载液悬浮细胞，加入 #&!: .F13A>9’!溶液，L=M水浴避光振荡 %&6CE，用含 &5>?
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!"#的 $%&’()’*液洗 + 次，用细胞内钙测定液悬浮细胞，用台盼蓝染色检查细胞活力
, -./［0］，并调整细胞数至 1 2 3.4 567，分别扫描标准品及负载后细胞悬液的激发波长和
发射波长以判断负载是否成功，选择负载后细胞悬液的激发波长和发射波长为测定波长，

胞内［8’1 9］: 由下式计算：［8’1 9］:（(6;<57）= >? 2（@%@6:(）5（@6’A%@）。式中 >? 为 @BC’%15
8’1 9的解离常数，在 +0D时为 11E(6;<57，@为在不同条件下测定的荧光强度值；@6’A为加

入终浓度为 .F3/ GCH;(I%3..后的最大荧光强度值；@6:(为在 @6’A基础上再加入终浓度为

J66;<57 KLG#时的最小荧光强度值。
!"#"$ 肺炎链球菌作用于 #JE-细胞内［8’1 9］: 测定：将 #JE-细胞接种于 1E孔培养板板孔，
接种密度为 1 2 3.E 5孔，单层贴壁（约 J 2 3.J 5孔）后，吸出孔内液体，各孔加入无双抗
MNOP34E.培养液 367及 3.!7肺炎链球菌菌液（约 3.Q8@R567）的混合液，+0D，J/ 8S1 分

别温育 +.、4.、-.6:(，收集 31孔细胞于一塑料试管中。收集细胞方法：在温育后，用无菌
N!"（.F36;<57，T&0FE）洗涤细胞 4 次，以去掉未粘附细菌，用含 .F1J/胶原酶 P 的
MNOP34E.温育消化细胞 3.6:(，含 J/ @8"的 N!"（.F366;<57，T& 0FE）洗 1次后，负载、洗
涤细胞［+］及测定计算［8’1 9］: 的方法同 3FJF3。

!"% 统计学处理
结果以 ! U "# 表示，组间比较用两样本均数的秩和 $ 检验；进行相关系数的计算。

$ 结果

$"! 肺炎链球菌作用后肺!型上皮细胞（&#’(）)*+,-./细胞骨架重排情况
肺炎链球菌作用 #JE-细胞后，@%’VH:(经特异性荧光染色剂 @PG8%TW’<<;:?:(染色呈深黄

绿色块状、丝状改变，并聚集在胞核周围（图版"%#）；对照细胞无上述变化，呈现均匀黄绿
色荧光外观。

$"$ )*+,-./重排与肺炎链球菌侵袭 &#’(细胞的关系

细胞松弛素 $预处理肺炎链球菌后，肺炎链球菌对未经细胞松弛素 $处理的 #JE-侵

袭率无显著差异（表 3），提示细胞松弛素 $不作用于肺炎链球菌。用细胞松弛素 $预处
理 #JE-细胞前后的侵袭情况，结果（表 1）显示：@%’VH:(细胞骨架重排抑制剂细胞松弛素 $
可明显减低肺炎链球菌对 #JE-细胞的侵袭，而且其浓度增加为 .F1J!X567时，未得到可测
的侵袭数。提示：@%’VH:(细胞骨架重排可导致肺炎链球菌侵袭 #JE-细胞。

表 ! 细胞松弛素 0预处理肺炎链球菌后
对 &#’(的侵袭

G’Y<Z 3 P([’*:;( ;\ " ] %&’()*&+,’ H; Y^

TCZHCZ’HZ? #JE- _:HW V^H;VW’<’*:( $

-（8^H;VW’<’*:( $）

5（（X567）
. .F3 .F1J .FJ

‘B6YZC ;\ :([’*:;(

5（8@R5_Z<<）
3EJ U +3 3E+ U 1Q 3E3 U 14 3+Q U +.

表 $ 细胞松弛素 0预处理
&#’(细胞前后的侵袭

G’Y<Z 1 P([’*:;( ;\ " ] %&’()*&+,’ H; #JE- YZ\;CZ

’(? ’\HZC TCZHCZ’H #JE- _:HW V^H;VW’<’*:( $

-（8^H;VW’<’*:( $）

5（（X567）
. .F3 .F1J .FJ

‘B6YZC ;\ :([’*:;(

5（8@R5_Z<<）
3J1 U +3 3- U 3.! .! .!
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!"# 钙信号转导在 $%&’()*细胞骨架重排中的作用
!"#"+!"#$%&’()标准液和负载后 (*+,细胞悬液扫描：扫描结果：!"#$%&’()标准液和负载
后 (*+,细胞悬液的激发波长分别为 -.*/0和 -*1/0；发射波长为 +2*和 +2*/0。

!"#"! 静息状态 (*+,细胞［3$& 4］5：静息状态下，细胞外［3$& 4］5 为 67-0089’:时，(*+,胞内

［3$& 4］5 为 6,+76 ; 6.7+/089’:（/ < +）；测定液中不含 3$& 4 并加入 1760089’:=>?(时，(*+,

细胞的胞内［3$& 4］5 为：6@@7@ ; &172/089’:（/ < +），二者比较 A B 171*，无显著性意义。

!"#"# 肺炎链球菌作用于 (*+,细胞后胞内［3$& 4］5 测定：［3$& 4］C（图版!%D）测定结果只
反映肺炎链球菌作用于 (*+,胞内［3$& 4］5 水平，因为用荧光探针 !"#$%&’()负载肺炎链球
菌（约 61.3!E’0:）后，获得的荧光强度值仅为 176，可忽略不计。结果提示：肺炎链球菌粘
附 (*+,细胞 -105/后胞内［3$& 4］5 显著增加，比对照组约高 -倍，且逐渐达到饱和。

!"#", 3$& 4抑制剂 F$G#899H/H对 !%$IG5/细胞骨架重排的抑制作用：图版!%3提示：信号
转导抑制剂可抑制 !%$IG5/细胞骨架重排，且 F$G#899H/H与 !%$IG5/细胞骨架重排抑制率间
存在剂量依赖关系。

# 讨论
病原菌侵袭宿主细胞是传染过程建立的重要环节，病原菌常可借助宿主细胞 !%$IG5/

细胞骨架的高度可塑性及运动功能而侵袭细胞［2］。肺炎链球菌具有较强的侵袭力，但肺

炎链球菌是否通过改变 !%$IG5/细胞骨架而侵袭宿主细胞尚不清楚。
本研究证实完整的肺炎链球菌可触发 (*+,细胞 !%$IG5/细胞骨架重排，并首次描述肺

炎链球菌触发 (*+,细胞 !%$IG5/细胞骨架重排的形态学特征。为进一步研究 !%$IG5/细胞骨
架重排在肺炎链球菌侵袭 (*+,细胞中的作用，我们用不同浓度的 !%$IG5/细胞骨架重排抑
制剂细胞松弛素 F预处理 (*+,细胞，发现随抑制剂浓度增大，侵袭数明显降低，并在浓度

为 17&*"J’0:时，未得到可测的侵袭数，提示：!%$IG5/细胞骨架重排在肺炎链球菌侵袭 (*+,

细胞中起着非常显著的作用，它可直接影响肺炎链球菌侵袭 (*+,细胞。

通过测定胞内［3$& 4］5 发现 -个时间点的胞内［3$& 4］5 均比对照组约高 -倍，这说明
肺炎链球菌作用于 (*+,细胞，可引起胞内［3$& 4］5 的变化；用 3$& 4信号转导抑制剂 K$G#89%
9H/H预处理 (*+,细胞后，发现 !%$IG5/细胞骨架重排百分率与该抑制剂间存在剂量依赖关
系，二者变化呈高度负相关，相关系数为 #3$& 4 < L 172@。由此提示：肺炎链球菌粘附 (*+,

细胞可使胞内［3$& 4］5 增加，从而可触发钙信号转导，导致 !%$IG5/细胞骨架发生重排。其
可能的机制是：肺炎链球菌粘附 (*+,细胞后持续作用于 (*+,细胞，导致 (*+,细胞膜钙通道

开放概率增加，3$& 4内流增多，从而使胞内［3$& 4］5 增加。3$& 4再影响多种微丝肌动蛋白
（$IG5/）结合蛋白活性，因此肺炎链球菌很可能通过钙信号转导使多种微丝肌动蛋白结合
蛋白活性发生变化，活性变化大小与 !%$IG5/细胞骨架重排百分率成比例。
综上述结果分析，3$& 4参与了 !%$IG5/细胞骨架的重排过程，肺炎链球菌通过 3$& 4 信

号转导途径触发 (*+,细胞 !%$IG5/细胞骨架重排，进而侵袭 (*+,细胞，胞内［3$& 4］5 超负荷，
可直接导致 (*+,细胞不可逆坏死。
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