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慢阻肺患者鲍曼不动杆菌感染肺泡巨噬细胞
凋亡机制的研究*

张阳,焦雨佼**,巩翠珂,张树森,段玉玲

(邢台市人民医院呼吸与危重症医学科,河北邢台
 

054000)

【摘要】 目的 研究鲍曼不动杆菌参与慢性阻塞性肺疾病(COPD)肺部感染的肺泡巨噬细胞凋亡的机制。 方法 选

取2018年5月-2021年5月收治的3
 

026例慢阻肺患者,痰液培养检测病原菌分布情况。将人肺泡巨噬细胞分为对照组

以及肺泡巨噬细胞感染组,培养24
 

h后,采用CCK-8法检测细胞增殖情况,采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况,采用

Western
 

bolt法检测Janus激酶1/信号转导子和转录激活子1
 

(JAK1/STAT1)信号通路相关蛋白表达水平。 结果 3
 

026例慢阻肺患者中肺部感染862例(28.49%),共检出病原菌1
 

012株,其中革兰阴性菌665株(65.71%),革兰阳性菌

241株(23.81%),真菌106株(10.47%);主要感染病原菌为鲍曼不动杆菌212株、肺炎克雷伯菌150株、大肠埃希菌122
株。鲍曼不动杆菌感染组的肺泡巨噬细胞活力明显低于对照组,而肺泡巨噬细胞调亡明显高于对照组(P<0.05)。

JAK1/STAT1信号通路相关蛋白(p-JAK1、p-STAT1、NF-κB、TNF-α)表达水平均明显高于对照组(P<0.05)。 结论

 慢阻肺肺部感染病原菌主要为鲍曼不动杆菌,鲍曼不动杆菌可能通过激活肺泡巨噬细胞的JAK1/STAT1信号通路而

上调炎症反应,诱导细胞凋亡。
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【Abstract】 Objective To
 

study
 

the
 

mechanism
 

of
 

Acinetobacter
 

baumannii
 

involved
 

in
 

the
 

apoptosis
 

of
 

alveolar
 

mac-

rophages
 

in
 

pulmonary
 

infection
 

of
 

chronic
 

obstructive
 

pulmonary
 

disease. Methods 3
 

026
 

patients
 

with
 

chronic
 

ob-
structive

 

pulmonary
 

disease
 

treated
 

in
 

our
 

hospital
 

from
 

May
 

2018
 

to
 

may
 

2021
 

were
 

selected.
 

Sputum
 

culture
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

distribution
 

of
 

pathogens.
 

Human
 

alveolar
 

macrophages
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group
 

and
 

alveolar
 

macro-

phage
 

infection
 

group.
 

After
 

24
 

hours
 

of
 

culture,cell
 

proliferation
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8
 

method,apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

Janus
 

kinase
 

1
 

/
 

signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

1
 

(Jak1/

STAT1)
 

signal
 

pathway
 

related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

bolt
 

method. Results There
 

were
 

862
 

cases
 

(28.49%)
 

of
 

pulmonary
 

infection
 

in
 

3
 

026
 

patients
 

with
 

COPD.
 

1
 

012
 

strains
 

of
 

pathogens,665
 

strains
 

of
 

Gram-negative
 

bacteria
 

(65.71%),241
 

strains
 

of
 

Gram-positive
 

bacteria
 

(23.81%)
 

and
 

106
 

strains
 

of
 

fungi
 

(10.47%)
 

were
 

detected.
 

The
 

main
 

pathogens
 

were
 

212
 

strains
 

of
 

A.
 

baumannii,150
 

strains
 

of
 

Klebsiella
 

pneumoniae
 

and
 

122
 

strains
 

of
 

Esche-
richia

 

coli.
 

The
 

cell
 

viability
 

of
 

the
 

A.
 

baumannii
 

infection
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group,

and
 

the
 

cell
 

apoptosis
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

expression
 

level
 

of
 

JAK1/

STAT1
 

signaling
 

pathway
 

related
 

proteins
 

(p-JAK1,p-STAT1,NF-κB,TNF-α)
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

of
 

the
 

control
 

group
 

(P<0.05). Conclusion The
 

main
 

pathogen
 

of
 

COPD
 

pulmonary
 

infection
 

is
 

A.
 

baumannii.
 

A.
 

bau-
mannii

 

may
 

up
 

regulate
 

inflammatory
 

response
 

and
 

induce
 

apoptosis
 

by
 

activating
 

Jak1/STAT1
 

signaling
 

pathway
 

of
 

alveolar
 

macrophages.
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transcription
 

1
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  慢性阻塞性肺疾病(chronic
 

obstructive
 

pulmona-
ry,COPD)简称慢阻肺,是常见的呼吸系统疾病,以不

完全可逆性的气流受限以及持续气道炎症为主要特

征,具有较高的致残率和致死率[1-2]。导致COPD发

生、发展的因素包括病原菌侵袭、空气污染、吸烟等,

COPD也容易引发肺部感染,进而累及呼吸系统,影响

COPD的治疗效果,不利于临床预后并降低患者的生

活质量[3]。研究发现,鲍曼不动杆菌是常见的医源性

感染病原菌,特别是在重症监护室患者中具有较高的

感染率,容易导致呼吸机相关性肺炎[4]。Janus激酶

1/信号转导子和转录激活子1
 

(Janus
 

kinase
 

1/signal
 

transducer
 

and
 

activator
 

of
 

transcription
 

1,JAK1/

STAT1)信号通路具有调控机体炎症反应、氧化应激

反应的作用,且研究已证实JAK1/STAT1信号通路

的活化可诱导肺泡巨噬细胞的凋亡,是影响COPD发

生发展的重要信号通路[5-6]。鲍曼不动杆菌可促进慢

阻肺的发生发展,但具体调控机制尚不明确。基于此,
本研究通过探讨鲍曼不动杆菌在慢阻肺患者中的感染

情况以及对肺泡巨噬细胞的增殖、调亡的影响,从而为

理解鲍曼不动杆菌引起肺损伤的机制提供理论依据。

对象与方法

1 基本资料

选取我院2018年5月-2021年5月收治的3
 

026
例慢阻肺患者,根据肺部感染情况分为感染组和非感

染组,年龄34~64岁,病程4~12年。
纳入标准:(1)符合2013年版《慢性阻塞性肺疾病

诊治指南》中关于慢阻肺的诊断标准[7],肺功能、影像

学检测(CT和X线)确诊;(2)肺部感染患者符合《美
国急性病医院预防医院感染策略纲要》中的诊断标

准[8];(3)动脉血二氧化碳分压(PaCO2)≥50
 

mmHg;
动脉血氧分压(PaO2)≥60

 

mmHg;(4)病历资料完

整。
排除标准:(1)心、肝、肾等重要脏器功能障碍;(2)

合并肺结核、肺部肿瘤,患有自身免疫疾病;(3)合并其

他感染性疾病,肺外细菌感染,呼吸道畸形。
该研究已获医院伦理委员会批准,患者均自愿签

署知情同意书。

2 方法

2.1 痰液病原检测 收集受试者痰标本,采用全自动

微生 物 鉴 定 系 统(型 号:BACTEC
 

FX
 

200,Becton
 

Dickinson公司)检测病原菌。

2.2 人肺泡巨噬细胞分离、纯化和培养 取健康志愿

者的肺泡灌洗液,2
 

000
 

r/min(离心半径
 

10
 

cm)离心

5
 

min,弃上清;PBS缓冲液洗涤后离心弃上清;PBS缓

冲液重悬细胞,加入PBS缓冲液,800
 

r/min(离心半

径10
 

cm)离心5
 

min,弃上清;加入1640培养基2
 

ml(
 

批号:1803719)重悬细胞、计数,以1.5×106 个接种于

T25培养瓶(赛默飞世尔科技(中国)有限公司,批号:

TG18YQ23)中;于37
 

℃、5%CO2 培养箱内培养(赛
默飞世尔科技(中国)有限公司,型号:Forma

 

)。

2.3 人肺泡巨噬细胞感染 取肺泡巨噬细胞,2×105

个/孔细胞接种于6孔板,于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱

(赛默飞世尔科技(中国)有限公司,型号:Forma
 

)培
养过夜。设对照组和感染组,其中感染组加入1×105

 

CFU/ml的鲍曼不动杆菌,对照组加入空白溶媒,培养

24
 

h,检测鲍曼不动杆菌对肺泡巨噬细胞的影响。

2.4 细胞增殖情况检测 CCK-8法进行检测。培养

24
 

h后收集以上各组细胞(每组3个复孔),并设置空

白对照,每孔加入10
 

μl
 

CCK-8溶液,37
 

℃孵育2
 

h,
使用酶标仪(北京普朗新技术有限公司,型号:DNM-
9602G)测定450

 

nm各孔的吸光度(A)值。细胞活力

=(A感染组-A空白对照组)/(A对照组-A空白对照

组)×100%。

2.4 细胞调亡情况检测 采用流式细胞仪(贝克曼库

尔特国际贸易(上海)有限公司,型号:CytoFLEX
 

LX)
进行检查。收集各组细胞,3×106 个/组,按照 An-
nexin

 

Ⅴ-FITC/PI染色试剂盒(批号:18Y03172W,美
国BD公司)说明书操作步骤进行处理,PBS清洗细胞

1次,于 每 孔 加 入 胰 蛋 白 酶(不 含 EDTA)(
 

批 号:

YTG8230914)消化细胞,1
 

000
 

r/min(离心半径10
 

cm)离心5
 

min后分离获取下层细胞,然后加入2
 

ml
结合缓冲液,依次加入100

 

μl的 Annexin
 

Ⅴ-FITC、

PI,避光孵育15~20
 

min。最后向流式管中加入400
 

μl缓冲液,混匀后上机检验,平行3次。

2.5 JAK1/STAT1信号通路相关蛋白表达水平检测

采用 Western
 

bolt法检测JAK1/STAT1信号通路相

关蛋白(p-JAK1、p-STAT1、NF-κB、TNF-α)表达水

平。采用RIPA裂解液(赛默飞世尔科技(中国)有限

公司,批号:20180372SMF)提取细胞的蛋白,BCA法

定量蛋白浓度,SDS-PAGE电泳,电转至PVDF膜上,
脱脂奶粉(5%)室温封闭2

 

h,依次使用对应的兔抗人

(一抗)(1∶2
 

000)、山羊抗兔多克隆IgG(二抗)(1∶
10

 

000)进行孵育,TBST洗膜,于凝胶系统中曝光,采
用Image

 

J软件分析条带灰度,并以甘油醛-3-磷酸脱

氢酶为内参,以目的蛋白与内参灰度值比值为p-JAK1、

p-STAT1、NF-κB、TNF-α的表达量,平行实验6次。

3 统计学分析

采取SPSS
 

19.0统计软件进行统计分析。计数资

料以例(%)表示,比较采用χ2 检验;计量资料以(x±
s)表示,组间比较采用独立样本t检验。P<0.05为

差异有统计学意义。
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结 果

1 基线资料以及血清指标比较

3
 

026 例 慢 阻 肺 患 者 中 肺 部 感 染 862 例

(28.49%),两组患者的性别、年龄等基线资料比较差

异无统计学意义(P>0.05)(表1)。

表
 

1 基线资料比较
Table

 

1 Comparison
 

of
 

baseline
 

data

组别
Group

n

性别
(男/女)
Gender

(male/female)

年龄(年)
Age
(years)

体质指数
Body

 

mass
 

index(kg/m2)

病程(年)
Course

 

of
 

disease(years)

吸烟(例)
Smoking
(cases)

PaO2
(mm

 

Hg)
PaCO2
(mm

 

Hg)

感染组 862 486/376 47.64±4.45 23.54±2.32 8.35±2.17 235 76.24±6.82 66.65±5.45
未感染组 2164 1167/997 47.39±4.57 23.39±2.14 8.49±2.06 621 75.82±7.12 67.02±5.61

�2/t 1.496 1.368 1.641 1.662 0.625 1.482 1.651
P 0.221 0.171 0.101 0.097 0.429 0.138 0.099

2 肺部感染病原菌分布特征

862例肺部感染患者共检测出病原菌1
 

012株,其
中革兰阴性菌665株(65.71%),革兰阳性菌241株

(23.81%),真菌106株(10.47%)。主要感染病原菌

为鲍曼不动杆菌212株、肺炎克雷伯菌150株、大肠埃

希菌122株(表2)。

表
 

2 肺部感染病原菌分布特征
Table

 

2 Distribution
 

characteristics
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
in

 

lung
 

infection
病原菌
Pathogen

株数(株)
No.

 

of
 

strain
构成比(%)

Composition
 

ratio
革兰阴性菌 665 65.71
 鲍曼不动杆菌 212 20.95
 肺炎克雷伯菌 150 14.82
 大肠埃希菌 122 12.06
 铜绿假单胞菌 98 9.68
 流感嗜血杆菌 36 3.56
 阴沟肠杆菌 20 1.98
 产气肠杆菌 15 1.48
 其他 12 1.19
革兰阳性菌 241 23.81
 金黄色葡萄球菌 95 9.39
 肺炎链球菌 62 6.13
 表皮葡萄球菌 36 3.56
 溶血链球菌 23 2.27
 溶血葡萄球菌 12 1.19
 屎肠球菌 8 0.79
 其他 5 0.49
真菌 106 10.47
 白假丝酵母 64 6.32
 白色念珠菌 32 3.16
 其他 10 0.99

3 细胞增殖情况

与对照组细胞相比,感染组的细胞活力明显下降

[(100.00±5.42)%
 

vs
 

(65.38±7.71)%],(t=
8.998,P<0.05)(图1)。

4 细胞凋亡情况

Q2区域即PI阴性而Annexin
 

Ⅴ-FITC阳性,代表

凋亡细胞。与对照组细胞相比,感染组的Q2区域细胞

群明显增加,表明细胞凋亡明显增加(P<0.05)(图1)。

5 JAK1/STAT1信号通路相关蛋白表达水平情况

感染 组JAK1/STAT1信 号 通 路 相 关 蛋 白(p-
JAK1、p-STAT1、NF-κB、TNF-α)表达水平均明显高

于对照组(均P<0.05)(表3)。

图
 

1 对照组、感染组细胞凋亡比较

Fig.1 Comparison
 

of
 

apoptosis
 

between
 

control
 

group
 

and
 

infection
 

group

表
 

3 JAK1/STAT1信号通路相关蛋白表达水平
Table

 

3 JAK1/STAT1
 

signal
 

pathway
 

related
 

protein
 

expression
 

levels
组别
Group

n p-JAK1 p-STAT1 NF-κB TNF-α

感染组 6 1.04±0.25 1.04±0.28 1.36±0.26 1.33±0.37
对照组 6 0.39±0.11 0.58±0.13 0.69±0.15 0.72±0.18
t 5.829 3.650 5.467 3.631
P <0.001 0.004 <0.001 0.005

讨 论

COPD的主要临床表现为慢性咳嗽、咯痰、喘息、
消瘦等,且随着病情的进展,可出现进行性呼吸困难、
早老化等[9]。COPD进展慢,容易出现肺部感染,且病

情迁移难治愈,容易导致患者心肺功能短时间内衰竭,
从而增加死亡风险。因此,研究COPD患者肺部感染

病原菌分布特点以及加重肺损伤相关机制对于疾病诊

治具有重要指导意义。本研究回顾性分析了本院

3
 

026例慢阻肺患者中肺部感染情况,肺部感染共862
例(28.49%),其中革兰阴性菌665株(65.71%),革兰

阳性菌241株(23.81%),真菌106株(10.47%),表明
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肺部感染以革兰阴性菌为主。邓翔等[10]通过检测

COPD患者的痰液,共检出129株病原菌,其中革兰阴

性菌占比可达67.4%。本次研究发现,主要感染病原

菌为鲍曼不动杆菌212株、肺炎克雷伯菌150株、大肠

埃希菌122株,表明鲍曼不动杆菌是引起COPD肺部

感染的重要病原菌,与郎燕芳等[11]研究结果相近。另

外,研究认为[10,12],COPD为消耗性疾病,随着病程的

迁移,患者营养状态下降,且以中老年患者为主,自身

抵抗能力较差,导致机体免疫功能进一步降低,从而容

易发生病原菌感染。同时,长期使用抗菌素治疗,增加

了耐药风险,以及辅助使用机械通气也增加了病原菌

入侵肺部的机会。因此,临床上需加强病原菌的检测

了解COPD患者肺部感染病原菌的分布特征,并以抗

生素用药经验结合药敏试验为依据,合理使用抗菌治

疗,同时配合营养调控、呼吸功能训练以及心肺康复

等,增加患者免疫抵抗力以及增强肺组织的修复能力。

COPD的主要病理表现为呼吸道的慢性炎症损

伤、气道重构,其中鲍曼不动杆菌可通过其细胞壁脂多

糖而激活固有免疫细胞表面的模式识别受体,从而活

化固有免疫细胞,诱导炎症因子、趋化因子的释放,导
致肺组织损伤,加重疾病进展[13]。肺泡巨噬细胞是肺

组织重要的免疫细胞之一,其在参与细胞免疫应答、杀
伤病原菌以及清除细胞碎片等方面起着关键作用[14]。
本研究通过检测肺泡巨噬细胞增殖和凋亡情况,结果

显示鲍曼不动杆菌可降低肺泡巨噬细胞活力,诱导肺

泡巨噬细胞凋亡。结合Rumbo等[15]研究表明,鲍曼

不动杆菌可通过内吞途径侵入肺组织肺泡巨噬细胞内

部,从而导致肺泡巨噬细胞的应激反应和凋亡,进而造

成肺组织细胞损伤。同时,本研究显示,鲍曼不动杆菌

感染后,肺泡巨噬细胞的JAK1/STAT1信号通路相

关蛋白(p-JAK1、p-STAT1、NF-κB、TNF-α)表达水平

均明显高于对照组,表明可通过上调JAK1/STAT1
信号通路而刺激细胞炎症反应,从而诱导肺泡巨噬细

胞调亡,从而加重COPD疾病进展。当鲍曼不动杆菌

入侵免疫系统后,刺激免疫细胞大量分泌促炎因子,从
而激活和招募其他免疫细胞,并分泌更多的炎性因子,
继而 形 成 正 反 馈,导 致 炎 症 风 暴 的 形 成[16]。其 中

JAK1/STAT1信号通路是串联炎症反应过程的重要

信号通路,其通过调节肺泡巨噬细胞分泌 NF-κB、

TNF-α等促炎因子,加剧炎症反应,从而诱导肺泡巨

噬细胞的调亡,以及加重肺组织炎性损伤[17]。张怡敏

等[18]研究也证实,鲍曼不动杆菌感染肺泡巨噬细胞

后,可活化血小板激活因子受体,以及激活JAK1/

STAT1信号通路,从而诱导肺泡巨噬细胞的氧化应激

状态,促进丙二醛表达,降低超氧化物歧化酶活性,导
致丙二醛蓄积,使得核酸、蛋白质等大分子交联,诱发

细胞和组织损伤。研究表明,可针对JAK1/STAT1
信号通路进行深入研究,从而筛选出防治鲍曼不动杆

菌感染以及减轻COPD患者肺损伤的治疗靶点。
综上所述,慢阻肺肺部感染病原菌主要为鲍曼不

动杆菌,该菌可能通过激活肺泡巨噬细胞的JAK1/

STAT1信号通路而上调炎症反应,诱导细胞凋亡。
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