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摘　要:【目的】探讨内毒素对大肠杆菌和白色念珠菌混合感染病情的影响。【方法】建立小鼠大肠杆菌 、白色念珠菌单

独及混合感染模型 ,对比大肠杆菌内毒素代替大肠杆菌 ,多粘菌素 B 拮抗内毒素活性 , 观察各组小鼠生存期 、血浆内毒素水平

及肺组织中的菌落数。【结果】大肠杆菌或大肠杆菌内毒素和白色念珠菌同时感染组 , 小鼠生存期明显短于各自单独感染组

(P <0.05);大肠杆菌和白色念珠菌同时感染组 24 h 后 ,血浆内毒素水平高于大肠杆菌单独感染组(P <0.01);大肠杆菌和

白色念珠菌同时感染组 24 h 和 48 h 后 ,白色念珠菌和大肠杆菌菌落数高于各自单独感染组(P <0.05);内毒素和白色念珠

菌同时感染组24 h 和48 h 后 ,白色念珠菌菌落数高于白色念珠菌单独感染组(P <0.05)。【结论】内毒素可造成大肠杆菌和

白色念珠菌混合感染加重 ,缩短生存期。
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Effects of Lipopolysaccharide on Mice with Concurrent Escherichia Coli and Candida Albicans Infection　
ZHANG Y u-kun1 , TANG Ying-chun1 , QIN De-bin2 , ZHU Jia-x in1 , TAN S hu-qing1 .(1 .Department of Rerpiratory Disease ,

Third Af filiated Hospital of S un Yat-sen University of Medical Sciences , Guangzhou 510630 ;2 .Department of Internal

Medicine , Xiangzhou People' s Hospital , Xiangzhou 545800 , China)

Abstract:【Objective】To study the effects of lipopolysaccharide on mice with concurrent infections of E.coli and C.albicans .

【Methods】The animal model with concurrent infections of E.coli and C.albicans and with either organism infection alone was estab-

lished.Lipopo lysaccharide w as substituted for E .coli and polymyxin B was used to neutralized the toxic and immunologic effects of

lipopolysaccharide.Then the life spans , plasma endotoxin levels and the numbers of cfu in lungs among different groups were com-

pared.【Results】The life spans of mice with conbined infections of E.coli o r lipopolysaccharide and C.albicans w ere significantly

sho rter than that of mice with infection alone(P <0.05).The plasma endo tox in lev els of mice with combined infections of E.coli

and C.albicans infection were significantly higher than that w ith E .coli infection alone 24 hour postinfection (P <0.01).The

colonies of C.albicans and E.coli in lungs with combined infections of the tw o org anisms w ere significantly higher than that w ith C.

albicans infection alone 24 and 48 hour postinfection (P <0.05).The co lonies of C.albicans in lung s with combined infections of

lipopolysaccharide and C.albicans w ere significantly higher than that w ith infection of C.albicans alone 24 and 48 hour postinfection

(P <0.05).【Conclusion】Lipopoly saccharide can exacerbate concurrent infections of E .coli and C.albicans and shorten the life

spans of infected animals.
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　　革兰氏阴性菌和白色念珠菌败血症是住院危

重病人的重要致死原因。有报道 30%以上的白色

念珠菌败血症合并细菌感染。多种细菌尤其是革

兰氏阴性菌可与白色念珠菌在体内起炎症协同作

用 ,加重病情 ,增加病死率[ 1] 。一些研究提示革兰

氏阴性菌内毒素可能在其中起重要作用[ 2 ,3] 。我

们建立了小鼠大肠杆菌与白色念珠菌单独及混合

感染的模型 ,比较各组小鼠生存期 、血浆内毒素水

平和肺组织中的菌落数。为明确内毒素的作用 ,我

们用大肠杆菌内毒素代替大肠杆菌 ,并预先注射小

剂量多粘菌素 B(一种在体内外均可中和内毒素活

性的药物)观察小鼠上述指标的变化[ 4] 。

1　材料与方法

1.1　材　料

清洁级 Balb/c小鼠 , 5 周龄 , 雌性 , 15 ～ 18 g ,

购于中山医科大学实验动物中心。白色念珠菌

AS2.2086 ,购自中国科学院微生物研究所 ,保存于

沙保氏培养基中置 4 ℃冰箱内。大肠杆菌

ATCC25922 ,为本院保存的标准菌株。大肠杆菌内

毒素和多粘菌素 B 购自 Sigma公司 。

1.2　实验分组
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A组 ,单独注射大肠杆菌;B组 ,单独注射大肠

杆菌内毒素;C 组 ,单独注射白色念珠菌;D组 ,注

射大肠杆菌和白色念珠菌;E 组 ,注射大肠杆菌 、白

色念珠菌和多粘菌素 B;F 组 ,注射大肠杆菌内毒

素和白色念珠菌;G 组 ,注射大肠杆菌内毒素 、白色

念珠菌和多粘菌素 B。

1.3　动物模型

实验前 1 d 白色念珠菌以划线法接种于另一

沙保氏培养基中 ,37 ℃温箱中过夜培养 ,用生理盐

水配成菌液 5×106 CFU/mL ,小鼠注入量为 5×

106 CFU/只;大肠杆菌以划线法接种于麦康凯培养

基中过夜培养 , 用 9 g/ L 盐水配成菌液 1 ×10
7

CFU/mL ,小鼠注入量为 1×107 CFU/只;大肠杆

菌内毒素以生理盐水配成 2 g/L 溶液于 4 ℃冰箱

中保存 ,小鼠注入量为 1.5×10
5
EU/只;多粘菌素

B 以蒸馏水配成 1×109 U/ L溶液 ,过滤除菌后于 4

℃冰箱中保存 ,小鼠注入量为 100 U/只 ,此剂量可

使其血药浓度小于最小抑菌浓度而保留拮抗内毒

素的作用[ 5] ,感染前 1 h 静脉注入多粘菌素 B或生

理盐水 ,然后注入大肠杆菌 、大肠杆菌内毒素或白

色念珠菌 ,1周后观察小鼠生存期 。

1.4　内毒素测定

用动态浊度法定量测定 。小鼠感染 24 h 后乙

醚麻醉下经眼部采血 0.5 mL ,并以 1 200 r/min离

心70 min ,上层血浆稀释后于 75 ℃水浴加热 10

min ,然后于反应管中加入 0.1 mL 鲎试剂 、0.1 mL

内毒素标准液或样品 ,插入检测仪的反应孔中 ,于

A 405 nm 处测出透光度 95%时的反应时间。

1.5　肺组织菌落记数与组织学检查

小鼠于感染 12 、24和 48 h后以颈椎脱臼法处

死 ,取出肺组织 ,用一侧肺研磨成匀浆经适当过滤

稀释后注入沙保氏培养基或加有二性霉素 B 的麦

康凯培养基中 ,孵浴 48 h后做白色念珠菌或大肠

杆菌菌落计数 ,另一侧肺保存于福尔马林中做组织

学检查 ,切片用 HE 染色。

1.6　统　计

各组小鼠之间生存期的比较用秩和检验 ,血浆

内毒素水平及肺组织中菌落数的比较用 t检验。

2　结　果

2.1　感染小鼠的生存期

大肠杆菌 、大肠杆菌内毒素和白色念珠菌的致

死量分别为 1×10
9
CFU 、5.2×10

6
EU 和 5×10

6

CFU 。静脉注射亚致死量的大肠杆菌或大肠杆菌

内毒素小鼠于 2周观察期内无 1 例死亡 ,注入致死

量的白色念珠菌所有小鼠于 10 d之内死亡 ,平均

生存时间为(6.1±1.2)d ,当上述剂量的大肠杆菌

或大肠杆菌内毒素与白色念珠菌同时注射 ,所有小

鼠均于 5 d内死亡 ,平均生存时间分别为(2.4±

0.5)d 、(2.5 ±0.5)d , 均显著低于前者(P <

0.05)。

2.2　感染小鼠的血浆内毒素水平

大肠杆菌和白色念珠菌同时感染组 24 h后血

浆内毒素水平显著高于大肠杆菌单独感染组(P

<0.01),而大肠杆菌内毒素和白色念珠菌同时注

射组 24 h后与大肠杆菌内毒素单独注射组无显著

差别(P >0.05)(表 1),提示白色念珠菌和大肠杆

菌混合感染可增强内毒素血症 。

表 1　小鼠静脉注射大肠杆菌 、内毒素和白色念珠菌

的血浆内毒素含量

Table 1　The plasma endo to xin levels of mice injected intrave-

nously with E .coli , C.albicans and endotoxins

　　Group
P lasma endotoxin

( x ± s , EU/mL)

E.coli 91.3±35.8(8 n )

Endo to xin 888.4±203.2(8 n)

C.albicans 　7.6±4.3(7 n )

E.coli + C.albicans 185.2±29.6(7 n )

E.coli + C.albicans +Polymyxin B 42.3±30.9(8 n )

C.albicans +Endotoxin 861.4±41.5(6 n )

C.albicans +Endotoxin+Polymyxin B 13.5±5.6(8 n)

2.3　感染小鼠肺组织中的菌落数

白色念珠菌与大肠杆菌混合感染组小鼠 24 h

及 48 h后肺组织中白色念珠菌菌落数高于白色念

珠菌单独感染组(P <0.05),而且大肠杆菌菌落

数高于大肠杆菌单独感染组(P <0.01)。给小鼠

同时注射白色念珠菌和大肠杆菌内毒素 24 h 及 48

h后肺组织中白色念珠菌菌落数也高于白色念珠

菌单独感染组(P <0.05)(表 2 , 3)。

2.4　多粘菌素 B对感染小鼠的影响

给小鼠提前注射多粘菌素 B与对照组比较能

明显延长白色念珠菌与大肠杆菌混合感染小鼠的

生存期 ,降低血浆内毒素水平 ,降低肺中白色念珠

菌菌落数(P <0.05),而大肠杆菌菌落数无明显

下降(P>0.05),同时发现 ,给小鼠注射白色念珠
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表 2　小鼠静脉注射大肠杆菌 、内毒素和白色念珠菌的肺组织中白色念珠菌菌落数

Table 2　The colonies of C.albicans in lungs injected intravenously with E .coli , C.albicans and Endotoxins

　　Group
Colonies of C.albicans [  x ± s , log(CFU/g)]

12 h 24 h 48 h

C.albicans 3.91±0.74(7 n) 3.58±0.50(7 n) 3.63±0.29(6 n )

E.coli + C.albicans 4.00±0.85(7 n) 4.30±0.45(6 n) 4.89±0.81(4 n )

E.coli + C.albicans +Polymyx in B 3.93±0.71(7 n) 3.70±0.48(7 n) 3.71±0.22(6 n )

Endotoxin+ C.albicans 4.37±0.42(7 n) 4.39±0.55(6 n) 4.71±0.12(4 n )

Endotoxin+ C.albicans +Polymyx in B 4.13±0.66(7 n) 3.61±0.35(7 n) 3.63±0.16(5 n )

表 3　小鼠静脉注射大肠杆菌和白色念珠菌的肺组织中大肠杆菌菌落数

Table 3　The colonies of E.coli in lungs Injected intravenously with E.coli and C.albicans

　　Group
Colonies of E.coli [  x ± s , log(CFU/g)]

12 h 24 h 48 h

E.coli 5.58±0.33(7 n) 4.87±0.43(7 n) 4.01±0.29(7 n )

E.coli + C.albicans 5.74±0.28(7 n) 5.83±0.36(6 n) 5.75±0.16(4 n )

E.coli + C.albicans +Polymyx in B 5.69±0.33(7 n) 5.55±0.32(7 n) 5.60±0.20(6 n )

菌和大肠杆菌内毒素前预先注入多粘菌素 B 与对

照组比较也能明显延长生存期 ,降低血浆内毒素水

平与肺中白色念珠菌菌落数(P <0.05),(表 1 , 2 ,

3)。

3　讨　论

3.1　内毒素缩短混和感染小鼠的生存期

多种微生物之间的相互作用是混合感染病情

演变的关键 。白色念珠菌经常见于不同部位的混

合感染 ,然而有关白色念珠菌与革兰氏阴性菌相互

作用的体内研究很少 ,其机理尚不清楚 ,有人报道

某些革兰氏阴性菌能与白色念珠菌在体内起炎症

协同作用 ,增加混合感染的病死率[ 3 , 6] , Burd 等[ 2]

研究提示革兰氏阴性细菌内毒素在混合感染中起

重要作用。本实验显示大肠杆菌或大肠杆菌内毒

素可增加白色念珠菌感染小鼠的致死性 ,多粘菌素

B可拮抗内毒素活性 ,降低血浆内毒素水平 ,降低

感染小鼠的病死率 ,从而证实细菌内毒素在白色念

珠菌和大肠杆菌混合感染中起关键作用 。

3.2　内毒素是引起混和感染病情加重和加速死亡

的重要因素

Kagaw a等[ 7]发现给感染白色念珠菌小鼠注射

内毒素后其肾的菌落数显著高于对照组。有报道

白色念珠菌可引起多种细菌感染播散[ 3] 。肺是微

生物血源播散的主要器官 ,其病变程度明显影响整

个病情发展 。本实验在混合感染小鼠肺组织中白

色念珠菌和大肠杆菌菌落数均高于各自单独感染

时的菌落数 ,造成肺部感染迁延不愈 ,推测其机制

可能为:①细菌或真菌感染引起脏器损害 ,血管通

透性增加 ,使其它微生物能更容易进入[ 3] 。②革兰

氏阴性菌释放内毒素 ,引起一系列细胞因子释放 ,

破坏机体的防御机制 ,从而有利于局部致病菌生

长[ 8 ,9] 。我们发现小鼠血浆内毒素水平与肺组织

中菌落数一致 ,这进一步提示内毒素可能是造成混

合感染中病原微生物繁殖 ,病情加重的主要原因。

因不同种类抗生素在体内引起内毒素的释放

量差别较大
[ 10]

,治疗白色念珠菌和革兰氏阴性菌

混合感染的病人应选用内毒素释放量较小的抗生

素 ,还需采用抗内毒素制剂 ,比如用多粘菌素 B 或

抗内毒素抗体治疗 ,另外因机体存在免疫功能低

下 ,可使用一些免疫调节剂 ,以恢复正常免疫功能 ,

抑制病原菌的生长。
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浓度褪黑激素可以抑制 P12细胞的增殖 ,而高浓度

褪黑激素无抑制细胞的作用而是有助于细胞存活;

低浓度褪黑激素并不能抑制 forskolin 诱导的细胞

内 cAMP的升高 ,这一现象提示低浓度褪黑激素不

是通过细胞膜 Gi蛋白偶联受体的作用 ,而是直接

作用于核受体 ,抑制 P12细胞的增殖
[ 9]
。我们的实

验结果得出相似的结论 , Luzindole 阻断褪黑激素

细胞膜受体后 ,不能抑制低浓度褪黑激素对神经干

细胞的促分化作用。细胞核内褪黑激素受体被激

活后 ,通过一系列复杂细胞内信号途径可诱导神经

干细胞向神经细胞分化[ 3 ,8] 。还有实验证实 ,细胞

膜褪黑激素受体的激活在干细胞向神经样细胞分

化方面起重要作用 ,该受体是在高浓度下被激活

的
[ 2 , 10]

。本实验也证实 ,细胞膜褪黑激素受体被阻

断后 ,高浓度褪黑激素促神经干细胞分化作用减

弱 ,说明是通过细胞膜受体而起作用的 。

我们的实验证明褪黑激素作为体内重要的神

经内分泌激素 ,参与促进神经干细胞向神经元方向

的分化成熟 ,可能涉及细胞内复杂的信号系统的调

控机制 ,有待于进一步深入研究。
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