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j兄正散抑制尿道致病性大肠杆菌的菌毛表达

和对尿道上皮细胞的粘附的影响

微生 物学 教研室 孙大锡 王道若 刁憬琦

华西医科大学 温病 理 论研 究室 蒋俊明 杨学海 张泰怀

电子显微镜实验室 王远萍 杨 果

尿道致病性大肠杆菌( U r opa th og en ieE
seh e r ieh ia

cl oi简称E U C )粘附到尿道 上皮细胞上是 UE C引起

尿路感染的重要始动因素
` ” 。

E U C粘附到尿道上皮细

胞的物质基础是P 菌毛
`: , 。

抑制 P 菌毛的表达
,

或使

P 菌毛表达异常均能预防和治疗 U E C 所引起 的 尿 路

感染
。

作者以往工作已 证明 中药八正散在休外能 明显

地抑制 U E C 粘附到人尿道上皮细 胞上
,

推 测八 正散

有抑制 U E C 的菌毛表达作用
` 3 , 。

本研究 证实 了这种

推侧
,

八正散正是通过抑制 U E C 的 P 菌毛的表达
,

抑

制 U EC 对尿道上皮细胞的粘附作用
。

材料和方法

城晌夕

一
、

实验材料

1
.

细菌悬液的制备
:

U E C (菌株号 8 4 0 3 3 )自急性

肾孟肾炎女性患者尿中分得
,

具有 P 菌毛和
一

廿露糖抵

扰性提血
,

体外粘附试验证明其能大量地粘附到人的

尿道上皮细胞上 ( 4 , ` ’ , 普通大肠杆 菌 ( C o m m o n E s e h e

r i e h i a e o l i简称 C E C )
、

菌株号 ( 8 4 0 0 6 )取自健康女性

粪便培养
,

具有 I 型菌毛和甘露糖放感性凝血
,

体外粘

附试验证明其很少能粘附到人的尿道上皮细 胞
_

L “
, ` , 。

供试菌株经两次转种后
,

再转种于肉汤
,

37
’

c 静置培

养 18 小时
,

离心
,

取沉淀
,

用生理盐水配制成浓度为

10
.

个 /毫升细菌悬液
。

2
.

尿道上皮细胞悬液的制备
:

取健康女性晨尿
,

离心
,

取沉淀
,

用生理盐水或离心后上清尿液配制成

1 .0个 /毫升细胞悬液
。

3
.

八正散煎剂稀释液
:

取八正散全方
,

加 蒸 馏

水煎煮
,

合并两次煎液
,

按生药重量浓缩成 1 00 % 《 w /

v
)浓度

,

过滤后离心
,

取其上清液
,

用 营养肉汤配制

成 s0 % ( v v/ )中药浓度的稀释液
。

二
、

实脸方法

1
.

中药体外试验
:

将供试菌悬液 0
.

1 毫升
,

接种

到 3 毫升的八正散煎剂稀释液中
,

3 7’C 静置培养 18 小

时后作细菌粘附试验
。

粘附试验 方法 同作者以前报

告 a(’
匕’ 。 .

取被八正散处理后的细菌悬液和尿道上皮细

胞悬液各 。
.

2 毫升
,

加生理盐水至 1 毫升
,

37 ℃振摇

解育 30 分钟
,

然后反复洗涤离心
,

除去 未粘 附在上

皮细胞上的细 菌
,

最后取沉淀
,

适当稀释
、

涂片
、

干

燥
、

热固定
,

稀释复红染色
,

计数 20 个上 皮细 胞枯

附的细菌总数
,

并以平均数代表每个上皮细胞上粘附

的细菌数
。

2
.

中药体内试验
:

志愿受试者为一名男性健康成

平人
,

既往无肝肾疾患
,

近期内未服用过任何中西药

物
。

晚上临睡前
,

排完尿后
,

口服按生药重最计算的

100 % ( w 八 )全方八正散煎液一剂
,

收集服药后 4 小时

的尿和次 日晨尿各 20 毫升
,

混合后离心
,

取上清液
,

接种供试菌
,

37 ℃睁置培养 18 小时
,

离心 后
,

配 成

细菌悬液
,

与尿进上皮细胞混合
,

同上法做粘附试脸
,

计算每个上皮细胞粘附的细菌平均数
。

3
.

对照试验
:
取志愿者服八正散煎剂前的尿液

,

经离心后
,

取上清液
,

接种供试菌
,

培养
。

同时取细

菌肉汤培养液
,

分别离心
,

收集细 菌沉淀
,

配制细 菌

悬液
,

与尿道上皮细胞作粘附试验
,

计算在每个尿道

上皮细胞上粘附的细菌平均数
。

4
.

电子显微镜检查
:

取未经八正散处理的和经八

正散在体外与体内处理的细菌悬液一滴
,

分别置洁净

玻片上
,

双蒸水适当稀释
,

以已经用 F or m va 盯 镀膜

和喷碳的铜网粘取细菌悬液
,
1%磷 钨酸 ( p H 7) 负染

,

置 H一 6。。 ( 5 0 K v )透射电镜下观察细菌的形态
,

特别

注意细菌的菌毛有无和有菌毛的细菌的多少
。

结 果

观察结果见附表
。

附表示
,

无论在体外经中药八

正散处理后的
,

或口服中药在体内经尿液处理后的尿
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附表 八 正散对两种大肠杆菌粘附

于尿道上皮细胞 卜的影响

对 {价

肉汤培养
正常尿
液培 养

中药体

外试验

中药体

内试验

9 0土 2
.

1 0 1 6 8土 2
.

71 1 6士 0
.

2 5 .

1 8士 0
.

2 1

5土 0
.

2 5 ! 8土 1
.

9 3 1 4士 0
.

1 8 6土 0
。

2 0

注
:

表中数据为每个上皮细胞粘附 细菌的平均 值 士标谁

议 .

与对照试验相比
,
P < 。

.

。。1
。

道致病性大肠杆助 8 J O3 3
一

号
,

其粘附在尿道 卜皮细胞

七的细菌数最均较未经
,

卜约处理
,

在体外粘附到尿道
_

L皮细胞
_

l二的数最明显减少 ( P < 0
.

0 01 )
,

前者每个上

皮细抱 卜枯附的细菌贷
一

卜降 邪
.

别万
;

后考下降 8。%
,

与体外尿液处理后其粘附到
_

1: 皮细胞的数员+附匕
,

下

降 7 3
.

5男
。

而具有 I型菌毛的 普通 大肠 杆菌 8 4 0 0 6

号
,

无沦经中药处理后的体内或休外 i J弋验
,

其粘附到

尿道
.

上皮细胞
_

:J的细菌数量
,

与未经中药处理的体外

对照试脸者相比
,

均无明显变化 ( P > 0
.

0 5 )
。

电镜观察到
,

两株不同的大肠杆菌都有丰富的菌

毛
。

经药物在体内和体外处理后
,

普通大肠杆菌 8 4 0 0 6

号的形态学 无明 显的 改变
。

但是
,

具 有 P 菌毛 的

U EC 8 40 3 3 大部分细菌表面未见有菌毛
,

少数细菌虽

有曲毛
,

但菌毛的数最明显地减少 (2 0 根以下 )
。

将药

物处理后的 U E C 8 4 0 3 3 转种肉汤
,
3 7 eC 培养 1 8 小时

· ,

再里电镜下观察
,

则又可见到大量菌毛在菌体周 围
。

讨 论

引起尿路感染的细菌必需牢固地粘附在尿 道上皮

细胞表面
,

才能防止由于尿流的冲洗和尿道的蠕动而

被排除
。

细菌粘附在尿道上皮细胞表面是细菌实现定

居
、

繁筑
,

是尿路感染的先决条件之一 `“ ’ 。

阻断细菌

对尿道上皮细胞的粘附
,

就可以预防和治疗细菌引起

的尿路感染
。

中医临床实践已证明
,

八正散和由八正散化裁的

方剂是治疗急性泌尿系统感染的常用效方之一
。

体外

抑菌试验 已经表明
,

八正散对 U E C 无抑菌作用 s()
。

本研究用 U E C 在休外和体内经 八正散煎剂处 理后
,

在电镜下观察
,

可见到许多细菌正处 于不 同分 裂期

中
,

再次证明 了八正散对 U E C 无抑 菌作用
。

显然
,

,、 正散治疗急性尿路感染不是通过抑菌和 杀菌作用实

现的
。

U E C 经八正散在休外直按处即后
,

粘附到尿遒上

皮细 N)I 的能力降低
。

但是
,

药物经 口服后
,

再经体内

代榭
,

是否还具有抑制 U E C 对尿道上皮细 胞的 粘附

的药理 作用呢 ? 本研究初步证 实
,

八正散煎剂经体内

代谢后
,

在尿中保留有有效药理成分
,

发挥去除 U EC

对尿道上皮细抱的粘附作用
。

众所周知
,

八正散由八

种不同中药组成
,

各种中药的化学成分及其在体内的

代谢情况十分复杂
,

至于八正散中到底是什么有效成

分在发挥去 U E C 的粘附作用
,

以及八正散煎剂在体

内的药物代谢动力学还有待于更探入地研究
。

已经证实
,

U E C 粘附到尿道上皮细胞的物质墓础

是 P 菌毛 ( ” 里’ 。该 P 菌毛能特异地识别和结合尿道上皮

细胞表面的 a 一 D 一

半乳糖毗喃节
一
D 半乳精毗喃糖普受

体
。

八正散抑制 U E C 的粘附作用是 通过 抑制 P 菌毛

的表达
,

或者是通过其他机理实现的呢 ? 通过电镜观

察证实
,

八正散在体外和体内均有抑制 P 菌毛的 表达

作用
,

提示八正散去除 U E C 对尿道上皮细胞的粘附

是通过抑制 P 菌毛的表达而实 现 的
。

V渐 s泣n e n 等 (t)

报告
,

使用 亚致死量磺胺药物能干 扰 U E C 的 P 菌 毛

的表达和粘附作用
,

但细菌的外膜蛋白质 无 明显 改

变
。

八正散除了能抑制 P 菌毛的表达外
,

是否对细菌

其它超微结构有影响
,

还有待于继续研究
。

研究发现 U E C 的 P 菌毛的蛋白质 合成 和表 达受

菌体染色体墓因调控和编码 s()
。

象其他 大肠 杆 菌一

样
,

在环境因素影响下
,

U E C 也可以发生基因突变
。

或出现表型变异
。

前者可以遗传
,

后者则不能
。

U EC

经八正散处 理后
,
P 菌毛表达受抑制

,

但转种后的子

代
,

菌毛表达又恢复正常
,

表明 U E C 经八正 散 处理

后
,

编码 P 菌毛的墓因未发生突变
,

只是表 型发生了

改变
。

结合临床实践
,

提示使用八正散治疗急性尿路

感染必须达到足够的疗程
,

或同时使用有效的抗生素

类药物
,

才能彻底治愈
。

否则
,

在短程单独使用八正

散后
,

当尿中无八正散有效药理成分存在时
,

尿道内

残留的 U E C 的 P 菌毛又会充分表达
,

粘附到 尿道上

皮细胞表面
,

细菌繁殖
,

引起新的复发性感染
。

本校微生物学教研室张再蓉
、

赵宗蓉
、

唐建明等同志参
加部分实验

,

特此致谢
。
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