
产单核细胞李斯特菌（Listeria monocytogenes, LM）

是一种可广泛传播的食源性病原微生物，能引起新生儿

和成人的严重感染，如胃肠道疾病、脓毒症和致死性脑

膜炎［1-3］。食源性疾病死亡中近30%是由李斯特菌病引

起的［4］。LM是细胞内感染菌，能感染吞噬细胞、上皮细

胞、内皮细胞、肝细胞和实质细胞等，胞内感染的病原菌

不仅能损伤宿主细胞，还能造成感染的复发和再感染。

尽管LM菌株几乎对所有的广谱抗生素敏感，但李斯特

菌病的死亡率仍然很高［5-7］，这一方面是因为绝大多数抗

生素对细胞内感染的病原菌作用有限，另一方面宿主对

该菌的防御机制尚未弄清。因此，研究和发展新型药物

是临床治疗李斯特菌病迫切需要解决的问题。

对于胞内感染菌的化学治疗效果依赖于宿主蛋白和

抗生素二者的作用。c-Met即是已知能在LM侵入哺乳动

物细胞中起重要作用的宿主蛋白。c-Met是一种由c-met

原癌基因编码的蛋白产物，为间质细胞来源的肝细胞生

长因子/分散因子（human hepatocyte growth factor/

scatter factor, HGF/SF）的受体，具有酪氨酸激酶活性，与

多种癌基因产物和调节蛋白相关，参与细胞信号转导、

细胞骨架重排的调控，与细胞增殖、分化和运动有关［8-9］。
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摘要：目的 探讨c-Met受体酪氨酸激酶抑制剂卡博替尼作为抗产单核细胞李斯特菌（Listeria monocytogenes, LM）感染新型药物

的可能性。方法 6周龄C57BL/6小鼠随机分为卡博替尼组、氨苄青霉素（Amp）组、卡博替尼和氨苄青霉素联合用药组和PBS

对照组。腹腔注射LM菌液后，再分别灌胃给予卡博替尼 20 µg/g、腹腔注射氨苄青霉素20 µg/g、卡博替尼和氨苄青霉素联合用

药、以及腹腔注射等量PBS，比较4组小鼠的生存曲线、血液和脑组织细菌载量、血清 IL-10和脑脊液中NF-κB p65含量、脑组织

中依文思蓝（EB）含量以及脑组织病理变化。结果 卡博替尼组比对照组小鼠生存率增高、血液和脑组织的细菌载量明显减少

（P<0.05，P<0.001）；血清 IL-10和NF-κB p65含量显著降低（P<0.05，P<0.01）；脑组织EB量降低（P<0.001），脑组织病理变化减

轻。联合用药组比卡博替尼单独用药组小鼠血液和脑细菌载量（P均<0.001）、血清 IL-10和NF-κB p65含量（P<0.01，P<0.001）、

脑组织EB量均明显减少（P<0.001）。结论 酪氨酸激酶抑制剂卡博替尼对LM感染具有阻断作用，为研发新型抗胞内感染药物

提供重要理论依据。
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Abstract: Objective To test the effect of the c-Met inhibitor cabozantinib in inhibiting infections by Listeria monocytogenes (LM)
in mice. Methods C57BL/6 mice at 6 weeks of age were subjected to intraperitoneal injection of LM and randomized into 4
groups for treatment with intraperitoneal injection of PBS, intragastric administration of cabozantinib (20 µg/g), intraperitoneal
injection of ampicillin (Amp, 20 µg/g), or cabozantinib plus Amp. The survival curves were drawn for each group, and the
number of bacteria in the blood and brain tissues was determined; serum IL-10 level and NF-κB p65 level in the cerebrospinal
fluid (CSF) were assayed, and Evans Blue (EB) content and pathological changes in brain were examined. Results Compared
with PBS-treated mice, the mice treated with cabozantinib showed a significantly higher survival rate, lower bacterial counts in
the blood and brain (P<0.05 or 0.001), lower IL-10 (P<0.05) and NF-κB p65 levels (P<0.01), lower brain EB content (P<0.001), and
milder pathological changes in the brain. The blood and brain bacterial counts (P<0.001), IL-10 (P<0.01) and NF-κB p65 levels
(P<0.001), and brain EB content (P<0.001) were all significantly lower in mice treated with the combination of drugs than in
mice treated with cabozantinib alone. Conclusion Cabozantinib can inhibit LM infection in mice and has important values in
developing new anti-intracellular infection drug.
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病原菌通过其自身摄入和转运穿越正常防御组织

屏障而侵入宿主组织器官。但某些病原菌可进行生物

模拟，模拟与宿主受体相应的天然配体分子，这种现象

在细菌通过转胞吞作用侵袭上皮或内皮细胞过程中可

以见到。 LM的内化素B（internalins B, InlB），和天然

配体肝细胞生长因子/分散因子一样，能与HGF/SF受体

c-Met结合，通过一系列信号转导使细菌侵入宿主细

胞：InlB的LRR结构域（亚单位）与c-Met胞外域结合，

激活自身c-Met酪氨酸磷酸化，Gab1、Cbl和Shc的募集

和磷酸化，及包含有衔接子和PI3K亚单位p85的复合

物形成［10］，通过拉链式的吞噬作用介导细菌进入宿主细

胞。我们的体外初步实验表明（结果尚未发表）：c-Met

抑制剂17-AAG能有效阻断LM对人脑微血管内皮细

胞（human brain microvessel endothelial cell, HBMEC）

的侵袭，提示c-Met抑制剂代表了一种作用于宿主因子

的新型抗感染治疗策略。

卡博替尼（Cabozantinib）是一种口服的多种受体酪

氨酸激酶抑制剂，美国食品药品管理局（FDA）已批准卡

博替尼用于转移性甲状腺髓样癌的治疗。细胞和动物

实验已证实卡博替尼能够异常调节Met信号通路，从而

抑制肿瘤细胞的增殖［11-12］。近期临床研究证明卡博替尼

能够治疗甲状腺髓样癌和前列腺癌，并且具有安全剂量

范围［13-14］。本研究拟运用动物体内模型，验证c-Met抑

制剂卡博替尼对李斯特菌体内感染的阻断作用，探讨卡

博替尼作为LM感染治疗药物的可行性。

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 菌株和试剂 采用的产单核细胞李斯特菌ATCC

株13932（血清型4b）由美国南加州大学洛杉矶儿童医

院黄胜和教授提供；卡博替尼（XL-184）购自Santa公

司；氨苄青霉素、依文思蓝购自 Sigma；Bioswamp

NF-κB p65ELISA试剂盒、博士德 IL-10ELISA试剂盒

均购自广州鼎国生物科技有限公司。其他生化试剂均

为国产分析纯。

1.1.2 实验动物 C57BL/6小鼠，6周龄，雌性，体质量

18~22 g，由南方医科大学实验动物中心提供。

1.2 方法

1.2.1 菌株培养 将LM划线接种于BHI固体培养基，

37 ℃恒温培养16 h后，挑取单一菌落于BHI液体培养基

中37 ℃、180 r/min振荡培养2代，再重新接种于新鲜的

BHI液体培养基中，摇至对数生长期，10 000 r/min离心

3 min后，无菌PBS洗涤3次，稀释菌液至5×106 CFU/mL

备用。

1.2.2 生存曲线分析 将小鼠随机分为4组：卡博替尼

组、氨苄青霉素组、卡博替尼联合氨苄青霉素组、PBS对

照组，每组9只，每只小鼠腹腔注射1×106 CFU LM，并

分别在感染后6、12、24 h给药，各组分别灌胃给予卡博

替尼 20 µg/g、腹腔注射氨苄青霉素20 µg/g、灌胃卡博

替尼20 µg/g后腹腔注射20 µg/g氨苄青霉素、以及腹腔

注射等量PBS。每天记录观察小鼠的临床症状和生存

情况，共5 d。

1.2.3 血液、脑组织细菌计数 取20只小鼠，随机分为卡

博替尼组、氨苄青霉素组、卡博替尼联合氨苄青霉素组、

PBS对照组，每组5只。每组小鼠腹腔注射LM 100 µL

（5×106 CFU/mL），分别在感染后2、6、24 h给药，给药方

式同1.2.2。给菌后48 h，用氯胺酮和利多卡因麻醉，无

菌打开其胸腔，暴露心肺，用1 mL注射器从心尖处抽取

200 µL血液，倍比稀释后，涂布于BHI固体培养基进行

细菌计数。用剪刀或针尖刺破心脏右心耳，并从心尖处

注入30 mL预冷PBS，直到小鼠肺部变白为止，说明体

循环灌注冲洗效果良好。灌洗后无菌打开头颅，取出脑

组织，用组织匀浆器研磨，倍比稀释后，涂布于BHI固体

培养基，计数细菌菌落数。

1.2.4 IL-10和NF-κB p65的检测 同1.2.3法给菌和用

药，48 h后采集小鼠心脏血液，于2~8 ℃ 5200 r/min离

心15 min，30 min内收集血清，用IL-10ELISA试剂盒检

测IL-10量。取出小鼠脑组织用于HE染色，再用200 µL

PBS冲洗脑室和颅腔以收集脑脊液（CSF），10 µL CSF

中含有10个红细胞的标本视为污染标本，然后用小鼠

NF-κB p65ELISA试剂盒测定脑脊液中p65的含量。

1.2.5 HE染色 同1.2.3法给菌和用药，48 h后无菌采集

脑组织，于10%甲醛固定后，经水洗、脱水、透明、浸蜡、

包埋、修块、切片、贴片、烤片、HE染色、封片后，于显微

镜下进行病理观察。

1.2.6 脑组织中依文思蓝含量的测定 脑组织中EB含

量用于评价血脑屏障（BBB）通透性。同1.2.3法给菌和

用药，48 h后解剖小鼠。小鼠于解剖前3 h腹腔注射EB

（50 μg/g），存活3 h后，麻醉，用30 mL预冷PBS心脏灌

注，打开头颅，取出脑组织，放入含有1 mL去离子甲酰

胺的EP管内，50 ℃水浴48 h，5200 r/min离心10 min，

取上清液，620 nm分光光度计测定吸光度，根据吸光度

在绘制的标准曲线中查得EB的浓度。

1.2.7 统计方法 结果用均数±标准差表示，运用

GraphPad Prism 5软件进行统计学分析，两组的比较运

用t检验，以P<0.05为差异有统计学意义。

2 结果

2.1 各组生存曲线分析

注射1×106 CFU LM后12 h，PBS组个别小鼠开

始出现明显的发抖、蜷缩、抱团等临床症状，食欲下降，

精神萎靡，且24 h内死亡3只小鼠，120 h内死亡率达
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到 77.7%；卡博替尼组小鼠死亡率较对照组有所降

低，仅为 33.3%；氨苄青霉素单独用药组死亡率仅为

11.1%；卡博替尼联合氨苄青霉素组小鼠 120 h内均

未出现死亡（图1）。

2.2 血液、脑细菌计数

解剖小鼠后，取其血液和脑组织细菌计数。结果显

示（图2）：卡博替尼组血液细菌量比PBS对照组明显降

低（5.72±0.43 log10CFU vs 7.33±0.26 log10CFU，*P<0.05）；

卡博替尼组脑组织细菌量相比PBS对照组也显著降低

（3.26±0.37 log10CFU vs 5.64±0.13 log10CFU，***P<0.001）。

氨苄青霉素组血液和脑组织细菌量均显著低于PBS组

（2.89±1.23 log10CFU vs 7.33±0.26 log10CFU，**P<0.01；0.82±

0.50 log10CFU vs 5.64±0.13 log10CFU，***P<0.001）。卡博

替尼联合氨苄青霉素组小鼠血液和脑组织均未有细菌

生长，显著低于卡博替尼单独用药组（***P<0.001），表

明卡博替尼联合氨苄青霉素用药能够增强对LM胞内

感染的阻断作用。

2.3 血清 IL-10的测定

检测不同组小鼠血清IL-10量，结果发现（图3）：卡

博替尼组 IL-10 量比 PBS 对照组明显降低（1001.9±

440.31 pg/mL vs 1604.9±36.40 pg/mL，*P<0.05）；氨苄青霉

素组IL-10量也显著低于PBS组（551.85±588.67 pg/mL vs
1604.9±36.40 pg/mL，**P<0.01）。卡博替尼联合氨苄

青霉素组小鼠IL-10量，相比PBS组和卡博替尼单独用药

组均显著减少（16.04±2.55 pg/mL vs 1604.9±36.40 pg/mL，

***P<0.001；16.04±2.55 pg/mL vs 1001.9±440.31 pg/mL，

**P<0.01）。
图1 各组生存曲线比较
Fig.1 Survival curve in each group.
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图2 卡博替尼和氨苄青霉素对细菌载量的影响
Fig.2 Effect of cabozantinib and Amp on bacterial loads, *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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2.4 脑脊液中NF-κB p65的测定

通过检测脑脊液中NF-κB p65平均含量，结果发现

（图4）：卡博替尼组NF-κB p65量比PBS对照组明显降

低（45.34±9.63 ng/mL vs 67.50±10.06 ng/mL，**P<0.01）；

氨苄青霉素组NF-κB p65量也低于PBS对照组（22.16±

10.30 ng/mL vs 67.50±10.06 ng/mL，***P<0.001）。卡博

替尼联合氨苄青霉素组NF-κB p65含量最低，相比于卡博

替尼单独用药组差异具有统计学意义（15.62±3.60 ng/mL

vs 45.34±9.63 ng/mL，***P<0.001）。NF-κB p65量反映中

枢神经系统炎症情况，结果表明卡博替尼能够减轻小鼠

中枢神经系统的炎症反应，且与氨苄青霉素联合用药效

果更佳。

2.5 脑组织中EB含量的测定

各组小鼠脑组织中 EB 含量测定结果（图 5）发

L.Monocytogenes - + + + +
Cabozantinib(µg/g) 0 0 20 0 20
Amp(µg/g) 0 0 0 20 20

图3 血清IL-10细胞因子量
Fig.3 Serum IL-10 level in each group (*P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001).
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现：卡博替尼组比 PBS 组 EB 含量明显降低（24.83±

4.11 µg/g vs 43.37±6.63 µg/g，***P<0.001）；氨苄青霉

素组EB含量也低于PBS组（21.12±2.86 µg/g vs 43.37±

6.63 µg/g，***P<0.001）。卡博替尼联合氨苄青霉素组

脑组织EB含量下降最为明显，与卡博替尼单独用药

组差异具有统计学意义（12.94±3.26 µg/g vs 24.83±

4.11 µg/g，***P<0.001）。

2.6 脑组织病理观察

PBS对照组脑组织出现较多炎性粒细胞浸润，脑膜

水肿，增厚；卡博替尼和氨苄青霉素单独用药组炎性粒

细胞相对减少，脑组织病理变化减轻；联合用药组仅见

少量的炎症细胞，脑膜病理变化不明显（图6）。

图4 脑脊液NF-κB p65量
Fig.4 Level of NF-κB (p65) in the cerebrospinal fluid in
each group (**P<0.01, ***P<0.001).
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图5 脑组织EB含量
Fig.5 EB content in the brain in each group (***P<0.001).
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图6 脑组织的病理分析
Fig.6 Histological analysis of the brain
tissues (Original magnification: ×200). A:
Normal brain tissues; B: PBS group; C:
Cabozantinib group; D: Amp group; E:
Cabozantinib plus Amp group.

A B C
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3 讨论

目前，针对包括LM在内的细胞内感染菌，宿主介导

地抑制细胞信号通路激活的抗菌治疗方法日益广泛［15-17］。

在人类肿瘤的形成和转移过程中，c-Met被异常激活所

产生的异常信号是最常见的改变之一，c-Met介导的信

号传导通路在LM入侵宿主细胞过程中同样重要［18］。

c-Met抑制剂卡博替尼作为可能的新型抗菌药物具有两

个优点，一方面卡博替尼是一种小分子抑制剂，可以穿

过血脑屏障，在治疗LM引发的中枢神经系统感染上很

有优势。另一方面，InlB是LM侵入细胞所必须的。作

为 InlB受体，c-Met是阻断LM胞内感染药物的良好靶

点。由于卡博替尼和抗生素具有不同的代谢机制、靶点

以及胞内/胞外浓度比，预期卡博替尼可有效地阻断胞

内感染，补充抗生素胞内分布较少的缺点，因此它们之

间很可能形成良好的协同或叠加效应。

血脑屏障是维持中枢神经系统内环境稳定的一道
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屏障，NF-κB的活化以及EB含量能够反映中枢神经系

统炎症以及血脑屏障的通透性［19-20］。IL-10是一种多功

能负性调节因子，主要由Th2细胞、活化的B细胞、单核

细胞、巨噬细胞产生。LM感染会导致巨噬细胞、DC细胞

分泌IL-10的产量增多，进而促使宿主免疫细胞凋亡［21］。

本研究以C57BL/6雌性小鼠为研究对象，比较了不同组

小鼠的生存率、血液和脑组织细菌载量、血清 IL-10量、

脑脊液中NF-κB p65含量和脑组织中EB含量以及脑病

理变化程度，结果显示：卡博替尼组、氨苄青霉素组、联

合用药组3组小鼠的生存率相比PBS组增高，血液和脑

细菌量、IL-10量、NF-κB p65和EB含量显著地低于PBS

对照组，脑组织病理变化也相对减轻，说明卡博替尼能够

抵抗产单核细胞李斯特菌引起的菌血症和脑膜炎。同时

研究发现，联合用药组效果明显优于单独用药组，说明

卡博替尼与氨苄青霉素可能具有一定的协同作用。

综上所述，本研究通过小鼠体内试验，证明了卡博

替尼能够抑制LM感染所引起的菌血症和脑膜炎，对研

发针对细胞内感染病原菌的抗感染药物有积极意义。
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