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肺炎链球菌磷壁酸胆碱成分介导细菌的侵袭
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（重庆医科大学医学检验系 重庆 !$$$/%）

摘 要：分析肺炎链球菌细胞壁胆碱成分在其侵袭宿主细胞的过程中的作用。通过肺炎链球菌对人脐静脉内皮细

胞的侵袭实验，观察血小板活化因子受体（@AB6C）拮抗剂 D. 1#$#/ 对肺炎链球菌侵袭率的变化，以及乙醇胺取代细

胞壁胆碱后肺炎链球菌侵袭率的变化。研究发现受体拮抗剂 D. 1#$#/ 处理活化血管内皮细胞后，肺炎链球菌的侵

袭率显著降低（! E $F$/），乙醇胺取代肺炎链球菌细胞壁成份中的胆碱同样降低了细菌对活化内皮细胞的侵袭（!
E $F$/）。实验表明肺炎链球菌可能是通过脂磷壁酸和磷壁酸的胆碱成分与内皮细胞表面的血小板活化因子受体

结合来介导侵袭作用的。
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肺炎链球菌（"#$%&#’(’(()* &+%),’+-.%）可粘附于

人的鼻咽部［/］，一般不出现临床症状。如果机体自

身状态发生改变或伴有其他疾病，肺炎链球菌就会

成为条件致病菌，从粘附部位下行到肺，与肺泡上皮

细胞及毛细血管内皮细胞发生作用，引起大叶性肺

炎。细菌甚至可入血，引发败血症及肺炎链球菌性

脑膜炎等并发症，死亡率大大增加［#］。有文献报

道［"，!］：鼻粘膜上皮细胞表面含有 H(?.A?!(""H9( 糖

基，它是肺炎链球菌粘附的受体，而静息期（C-IJ:,=）
血管内皮细胞表面含 H9(.A?!(""（!("!）H9( 结构，

也可被肺炎链球菌特异识别。但是，在炎症时，血管

内皮细胞表面结构发生巨大变化，出现一些新的受

体。其中，就包括血小板活化因子受体（@(9J-(-J 9?J:6
K9J:,= L9?J’M M-?-NJ’M，@AB6C），它能与 @AB 结合，介导

@AB 的炎症反应［1］。肺炎链球菌的磷壁酸和脂磷壁

酸与 @AB 具有相同的磷酸胆碱基团，它们也能与

@AB6C 结合［%］。但是，这些壁成分与 @AB6C 结合后

能否介导细菌粘附侵袭，目前还不清楚。此外，@AB6
C 的一个重要特征就是它与 @AB 结合后，很快发生

“内化”（O,J-M,9(:P9J:’,）作用而进入细胞内［0］，但目前

对于 @AB 内化作用方面的研究较少。肺炎链球菌

的脂磷壁酸和磷壁酸与 @AB6C 结合是否也会发生

“内部化”作用而进入细胞内，现在知之甚少。本研

究组已建立了肺炎链球菌粘附细胞的模型［5］，为本

课题的进行提供了一个良好的研究平台。基于以上

背景，本研究着重探讨细胞因子激活血管内皮细胞

后：（/）肺炎链球菌对活化的内皮细胞的侵袭及其与

@AB 受体的关系。（#）血小板活化因子受体拮抗剂

及蛋白质合成抑制剂对肺炎链球菌侵袭的影响。

! 材料和方法

!"! 材料

@AB 受体拮抗剂 D. 1#$#/ 及溶剂，由法国 OQD
研究所 DM9R+-J ) @ 博士惠赠；白介素6/（OS6/）/$$ 万

T U支，购自北京邦定生物工程公司；肿瘤坏死因子

（4.B6"）($ 万 T U支，购自北京邦定生物工程公司；肺

炎链球菌标准 V#型菌株，中国医学科学院菌种保

存中心；人脐静脉内皮细胞由本实验室分离培养。

!"# 人脐静脉内皮细胞的分离培养

参照安 静［2］等方法，略加改进。无菌取新鲜

脐带 #$?8 W #1?8，去掉破损或有夹痕部分。无菌 X6
Q9,YI’液后复冲洗，去除脐静脉中的淤血。静脉两

端插上去尖端的大号针头，然后用止血钳夹紧。从

一端将 $F#1Z的胰酶灌入，当另一端有胰酶流出时

为止。"$[水浴消化 18:,，连续 " 次，每次收集消化

液于盛有 /%!$（含 /1Z小牛血清，终止消化）的离心

管内。![/1$$= 离心 /$8:,，去上清，再以无菌 X6
Q9,YI’液洗 # 次。加入含 /1Z小牛血清的 /%!$，混

匀并调整细胞浓度为 # \ /$1 ]8S。取 #8S 接种于直

径为 !?8 的小培养皿中，"0[1Z^_# 培养 !5‘，更换



!"#$ 培养基后继续培养。一般在第 # 天细胞就完

全融合，可以用于粘附侵袭试验。

!"# 肺炎链球菌对活化内皮细胞侵袭作用的分析

内皮细胞经 %&’!（!$$( ) *&）、+,-’!（!$$ ( ) *&）

活化 #. 后，/01 洗 2 次。加人用无血清无双抗的

!"#$ 稀 释 的 肺 炎 链 球 菌（2 3 !$45-( ) *6），作 用

#2*67 后用 /01 洗 8 次，分别按 9、0 两种方法进行

不同处理。

9: 加入 $:2; +<6=>7 ?’!$$ 溶解细胞 !$*67，收

集溶解液离心 @$*67（2$$$A），去上清。加入 !*& 无

血清无双抗的 !"#$ 培养液，混匀后再用无血清无双

抗的 !"#$ 培养液连续 @ 次 @$ 倍稀释，取 !$$"& 涂血

平板，置 84B培养箱培养 #C.，计数菌落数。即可得

到粘附和侵袭的细菌总数。

0: 先 加 入 含 庆 大 霉 素（2$$( ) *&）、青 霉 素

（!$( ) *&）的 !"#$ 培养基与内皮细胞作用 D$*67，

@2B。充分杀死细胞外粘附的细菌，无菌 /01 洗 2
次，再按方法 9 处理。即可得到侵袭入细胞的肺炎

链球菌数，计算侵袭率。

侵袭率 E 侵袭的细菌总数
粘附和侵袭的细菌总数

3 !$$;。

!"$ 环己亚胺和 %& ’()(! 对细菌侵袭的影响

内皮细胞活化后，先经蛋白质合成抑制剂环己

亚胺（$:!**>FG&）和血小板活化因子受体拮抗剂 0,

2@$@!（!$$"A ) *&）处理 8$*67，/01 洗 8 次后再按方

法 !:8 处理。观察而二者对肺炎链球菌侵袭的影

响。

!"’ 乙醇胺取代细胞壁胆碱对细菌侵袭的影响

肺炎链球菌在不含胆碱而含乙醇胺（@$"A ) *&）

的 5 H I 培养基中生长，按方法 !:8 处理，分析侵袭

作用。

!"* 数据统计处理

采用完全随机设计的方差分析。组内两两比较

用 J 检验

( 结果

("! 肺炎链球菌对活化内皮细胞的侵袭

实验结果表明，肺炎链球菌对活化内皮细胞的

粘附率增加，侵袭作用则大大增强。静息期，粘附的

肺炎链球菌很少发生侵袭，侵袭率不到 $:@;。而

内皮细胞经 %&’! 活化后可使肺炎链球菌侵袭率提

高 !2 倍以上，达到 !:C;。+,-’!可使侵袭率提高

@$ 倍以上，达到 @:2;，结果表明（表 !），+,-’!对肺

炎链球菌侵袭的促进作用比 %&’F 略强（/ K $:$2），这

可能是 +,-’!对内皮细胞的直接损伤大，炎症反应

程度严重，有利于细菌侵袭。结果提示：细胞因子刺

激内皮细胞表达新的表面受体与肺炎链球菌侵袭有

关。

表 ! 不同因素对肺炎链球菌侵袭的影响（+,-.瓶，!/ 0 1，2 3 #）

+LMFN ! +.N NOONP= >O Q6OON<N7= OLP=><R >7 S7NT*>P>PPLF 67ULR6>7 => V(WX5 PNFFR（5-(GM>==FN，!? H 1，7 E 8）

Y<>TS Z6=.>T=
LM=6M6>=6PR

Z6=.
L7=6M6>=6PR

0,2@$@!
H L7=6M6>=6PR

5[PF>.N\6*6QN
H L7=6M6>=6PR

X=.L7>FL*67N
H L7=6M6>=6PR

+<[SR67
H L7=6M6>=6PR

]NR=67A R=L=N （2!$ ^ D#）3 !$8 4@8 ^ !C" _ "4D ^ !@C C$4 ^ !#! "2C ^ C8 2D! ^ D2

9P=6UL=NQ M[ %&’!
（!$$(G*&）

（C8# ^ !"@）3 !$8 （!#$ ^ 8#）3 !$@" （84 ^ !!）3 !$@# （2" ^ @$）3 !$@# 4"! ^ !@4# （!#4 ^ @"）3 !$@

9P=6UL=NQ M[ +,-’!
（!$$(G*&）

（4"@ ^ !84）3 !$8 （!D$ ^ #D）3 !$@$ （22 ^ !C）3 !$@% （"D ^ !4）3 !$@% C!8 ^ @$@% （!4D ^ @8）3 !$@

"，$：/ K $:$! P>*SL<NQ => _ ；#：/ K $:$! P>*SL<PNQ => "；%：/ K $:$! P><*FSL<NQ => $ ‘

("( 受体拮抗剂 %& ’()(! 及环己亚胺对肺炎链球

菌侵袭的抑制作用

用血小板活化因子受体拮抗剂 0, 2@$@! 处理

活化的血管内皮细胞，可显著降低肺炎链球菌的侵

袭（/ K $:$!），结果见表 !。0, 2@$@! 是一种天然的

萜类化合物，它能与血小板活化因子受体特异地结

合。提示：0, 2@$@! 可能是占据了肺炎链球菌的侵

袭受体，阻断侵袭因子与受体的结合。环己亚胺是

一种蛋白质合成抑制剂，它可抑制细胞因子刺激内

皮细胞表达新的蛋白质受体。本实验发现：环己亚

胺可以降低肺炎链球菌对活化内皮细胞的侵袭（表

!）。提示：环己亚胺可能抑制了内皮细胞合成新的

受体蛋白，从而影响了肺炎链球菌的侵袭作用。

("# 细胞壁磷酸胆碱基团和表面蛋白质对肺炎链

球菌侵袭的影响

本实验发现：乙醇胺取代肺炎链球菌细胞壁成

份中的胆碱可以降低细菌对活化内皮细胞的侵袭作

用（/ K $:$!），结果见表 !。结果提示：磷酸胆碱基
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团与肺炎链球菌粘附、侵袭活化的内皮细胞密切相

关。

!"# 电镜观察

本研究用透射电镜观察到：内皮细胞中有肺炎

链球菌侵入。有单个细菌，有成对细菌，还可见到 !
个细菌被包在囊泡内（图 "）。肺炎链球菌菌体着色

深，有些细菌的细胞壁清晰可见。粘附的细菌与内

皮细胞的膜紧密相连。内皮细胞形态完整。从电镜

照片中还可见到正处于侵袭过程中的肺炎链球菌，

此时的内皮细胞膜局部出现凹陷（图 #）。

图 $ 肺炎链球菌侵袭 %&’(!激活的内皮细胞的透射电

镜照片（$!))) * ）

$%&’" ()*+* *, -./01*2*2234 %.536%*. +* 789:; 32+%53+/< => ?@$A!
62B//./< => +B3.61%66%*. /4/2+B*. 1%2B*62*-/（"#CCC D ）

?)/ =32+/B%3 E36 %.53<%.& +* 3 789:; 2/44 ’ ?)/ =32+/B%3 E36 %. &**<

6)3-/ E%+) %.+32+ 2/44 E344 ’ F 4%++4/ -3B+ *, %+ %11/B6/< %. 2/44 ’ ?)/ 2/44

E36 %. &**< 6)3-/ 3.< ,*B1/< 3 -3B+ 2*.235%+>’

图 ! 肺炎链球菌侵袭 +,($ 激活的内皮细胞的透射电镜

照片（-))) * ）

$%&’ # ()*+* *, -./01*2*2234 %.536%*. +* 789:; 32+%53+/< => GHA"

62B//./< => +B3.61%66%*. /4/2+B*. 1%2B*62*-/（ICCC D ）

J./ 3.< -3%B *, =32+/B%01 E/B/ 60BB*0.</< %. 5/6%24/ *, 789:; 2/44 ’

?)/ 2/44 E344 *, =32+/B%01 E36 %.5%6%=4/’ ?)/ 2/44 E36 %. &**< 6)3-/’

. 讨论

人的呼吸道上皮细胞表面含有 K42@F2"4!!K34
糖结构，血管内皮细胞表面含有 K34@F2"4!!（"4!L）

K34 糖结构，它们都是肺炎链球菌粘附的受体。但

是，这种静息期的粘附很少引起侵袭［"C］。肺炎链球

菌是一种条件致病菌，宿主细胞表面结构的改变可

能是细菌侵袭的一个重要原因。

血小板括化因子受体（(F$AM）广泛分布于人内

皮细胞、肺上皮细胞、白细胞、血小板等，但一般情况

下很少表达。如果受 H(N 或细胞因子 GHA"、?@$A!等

(F$AM 表达促进剂的刺激，则可以大量表达，并分布

到细胞膜表面，与 (F$ 结合，参与 (F$ 对细胞的炎

症反应。由于细胞株为永生化细胞，其基因表达调

控显然有别于正常细胞，本研究需要调节 (F$ 的表

达，因此选用原代细胞作为实验对象。

(F$AM 与配基结合后，很快发生“内部化”作用

而进入胞内。肺炎链球菌壁成份：磷壁酸，脂磷壁酸

的结构 与 (F$ 的 结 构 中 都 含 有 相 同 的 活 性 基 团

———磷酸胆碱［""］，肺炎链球菌通过该基团与活化的

内皮细胞表面的 (F$AM 结合，从而发生粘附作用。

纯化的磷壁酸、脂磷壁酸及脱酰基脂磷壁酸可阻断

细菌的这种粘附作用。肺炎链球菌与 (F$ 受体的

结合相当于一个大配基与受体结合，细菌可随受体

的“内部化”作用而进人细胞内。因此，肺炎链球菌

的侵袭可能不是主动过程，而是一个被动过程。用

细胞松驰素 O 抑制宿主细胞骨架结构：微丝、微管

的运动，也可阻止肺炎链球菌进入细胞［"#］，也证明

了这一点。电镜结果也发现：进入细胞内的肺炎链

球菌有的还与内陷的细胞膜连在一起，而宿主细胞

的结构却完好无损。以前认为：肺炎链球菌是非细

胞内寄生菌。但本研究证实：它能在血管内皮细胞

内存活，可逃避抗生素和宿主免疫系统的杀伤。

国外也有对肺炎链球菌细胞壁成分在其侵袭宿

主时的作用机理研究［"!］，但主要侧重于细胞壁的蛋

白成分研究，而对于侵袭过程还不甚清楚。实验结

果提示：肺炎链球菌的侵袭与磷壁酸和脂磷壁酸的

结构特征密切相关。侵袭作用是通过磷壁酸和脂磷

壁酸的磷酸胆碱基团与 (F$ 受体结合，在增加粘附

的基础上随受体内陷而进入细胞内。宿主细胞自身

状态的改变直接影响到细菌粘附或侵袭，静息期以

粘附为主，激活后则有利于侵袭。本实验用环己亚

胺抑制宿主细胞表面受体蛋白质的合成，也可抑制

肺炎链球菌的粘附和侵袭。同时，实验还发现：脱乙

酰基的脂磷壁酸（<H?F）也能与 (F$ 受体结合，抑制

肺炎链球菌对活化内皮细胞的粘附，阻止肺炎链球

菌的侵袭。已经证实：<H?F 不能刺激单核巨噬细胞

产生 GHAP 及 (K:#，不会直接引起炎症反应。利用这

一特性，将 <H?F 与免疫增强剂结合，有可能开发出

新一代的抗肺炎链球菌感染的疫苗。

(F$ 受体拮抗剂 Q@&#C#" 一种天然的萜类化合
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物，它能与 !"# 受体特异结合，阻断由 !"# 引起的

炎症反应［$%］。本实验用 &’()*)$ 处理活化后的内

皮细胞，既可抑制肺炎链球菌的粘附作用，又可大大

降低细菌的侵袭。这可能是 &’()*)$ 与 !"# 受体

结合后占据了肺炎链球菌的粘附受体之缘故。结果

提示：肺炎链球菌可能是通过脂磷壁酸和磷壁酸与

内皮细胞表面的血小板活化因子受体结合来介导侵

袭作用的。!"# 受体拮抗剂除具有抗炎作用外，还

有抗肺炎链球菌感染的作用，因此可能具有良好的

医用前景。
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