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尾吊小鼠感染空间诱变大肠杆菌炎症反应增强
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察空间诱变大肠杆菌感染尾吊模拟失重小鼠后炎症反应变化ꎮ 方法 　 将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠随机分为对照、对照染菌、尾吊及尾吊染菌组ꎬ采用 ＥＬＩＳＡ 和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 方法分别检测小鼠血浆和肠道组织中

炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的含量及 ｍＲＮＡ 表达ꎬＨＥ 染色观察小肠组织形态学的改变ꎮ 结果 　 血浆炎症因子

ＥＬＩＳＡ 及肠道组织炎症因子 ＰＣＲ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ实验组小鼠血浆及肠道组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、
ＩＬ￣６ 的表达均升高ꎬ且尾吊染菌组最为显著(Ｐ < ０􀆰 ０１ 或 Ｐ < ０􀆰 ００１)ꎻ小肠组织 ＨＥ 染色结果显示ꎬ实验组小肠粘膜

均出现不同程度的损伤ꎬ且尾吊染菌组最为严重ꎮ 结论 　 空间诱变大肠杆菌感染尾吊小鼠后可显著升高血浆及肠

道组织中炎症因子表达ꎬ导致更严重的肠道黏膜屏障受损ꎬ提示尾吊模拟失重后感染空间诱变大肠杆菌可致机体

的炎症反应增强ꎮ
【关键词】 　 空间诱变大肠杆菌ꎻ模拟失重ꎻ炎症因子ꎻ肠道组织
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　 　 随着我国载人航天事业的发展ꎬ尤其是后续载

人空间站任务的实施ꎬ需要航天员在太空环境停留

的时间越来越长ꎮ 因此ꎬ对影响航天员健康的危险

因素评估及防护措施研究就显得非常重要ꎮ 航天

员在飞行过程中可受到失重、辐射、超重、振动、噪
声、心理紧张等多种不利因素的影响ꎮ 这些因素会

对机体造成损害ꎬ如出现空间运动病、肌肉萎缩、骨
质脱钙、心血管功能失调等[１ － ２]ꎮ 也有研究显示ꎬ航
天飞行可造成机体多项免疫学参数的改变ꎬ导致机

体免疫功能降低ꎬ使得机体受感染的机会大大增

加[３]ꎮ 同时在空间环境中ꎬ微生物出现毒力及耐药

性的改变ꎬ除了腐蚀航天设备ꎬ也对航天员的健康

产生巨大威胁[４]ꎮ 因此ꎬ研究失重 /模拟失重下空

间诱变菌感染所致炎症反应的机制ꎬ对于其有效防

控具有重要意义ꎮ 本研究采用前期筛选出的空间

诱变大肠杆菌 Ｔ１ － １３ 菌株ꎬ通过模拟失重小鼠感染

模型ꎬ探讨空间诱变菌感染模拟失重小鼠对炎症反

应的影响ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 实验动物 ４０ 只 ＳＰＦ 级 Ｃ５７ＢＬ / ６ 雄性小鼠ꎬ
体重 １８ ~ ２２ ｇꎬ周龄 ６ ~ ８ 周ꎬ购自北京维通利华实

验动物技术有限公司【ＳＣＸＫ(京)２０１２ － ０００１】ꎬ实
验在中国航天员科研训练中心实验动物中心

【ＳＹＸＫ(军) ２０１２ － ００２０】开展ꎬ给予自由进食、饮
水、２３ ± ２℃环境温度、每昼夜保持 １２ ｈ 光照与 １２ ｈ
黑暗交替循环条件下饲养ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 空间诱变大肠杆菌菌株 空间诱变型大肠杆

菌 Ｔ１ － １３ 由解放军总医院南楼呼吸科提供ꎬ该菌株

搭载神舟十号飞船在轨飞行 １５ ｄꎬ返回后测序分析

发现存在耐药及毒力基因突变ꎮ
１􀆰 １􀆰 ３　 实验试剂和药物 炎症因子 ＥＬＩＳＡ 检测试剂

盒ꎬ购自上海蓝基生物科技有限公司ꎻＴＲＩｚｏｌ 试剂购

自 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎꎻ反转录试剂盒、ＳＹＢＲ􀳏 Ｇｒｅｅｎ 荧光定

量试剂盒购自大连宝生物公司ꎮ
１􀆰 １􀆰 ４　 仪器和设备 伯乐 Ｍｏｄｅｌ６８０ 酶标仪ꎻ电恒温

培养箱ꎻ离心机ꎻ ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ｒｅａｌｐｌｅｘ ＰＣＲ 扩增仪ꎻ
ＥＤＴＡ 抗凝真空采血管ꎬ一次性注射器ꎬ灌胃针等ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １　 动物模型的建立及分组 将 ４０ 只 Ｃ５７ＢＬ / ６
小鼠随机分为对照( Ｃｏｎ)、对照染菌( Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ －
１３)、尾吊(ＴＳ)及尾吊染菌组(ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３)ꎬ每组

１０ 只ꎮ 参照陈杰等[５] 改良的方法对小鼠进行头低

位 ３０°尾部悬吊 ３０ ｄ 后ꎬ将 Ｔ１ － １３ 菌株配置成 １􀆰 ２
× １０８ＣＦＵ / ｍＬ 溶度菌液ꎬ以灌胃法[６] 对小鼠进行接

种ꎬ０􀆰 ２ ｍＬ /鼠ꎮ ７２ ｈ 后 １％戊巴比妥钠腹腔注射麻

醉小鼠ꎬ进行后续试验ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＥＬＩＳＡ 方法检测血浆炎症因子 试验当天以

１％戊巴比妥钠 ０􀆰 ２ ｍＬ /鼠腹腔注射麻醉小鼠ꎬ消毒

后于心脏搏动最强处迅速进针行心脏采血ꎬ离心分

离血浆ꎬ按 ＥＬＩＳＡ 试剂盒操作说明书分别检测血浆

中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 含量ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 肠道组织形态学观察 心脏采血完毕后颈椎

脱位处死小鼠ꎬ消毒后暴露腹腔ꎬ无菌剪取小肠约 ２
ｃｍꎬ清除肠内容物后置于 ４％多聚甲醛中固定 ４８ ｈꎬ
常规石蜡包埋、切片、ＨＥ 染色、封片ꎬ光学显微镜观

察并拍照ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 表达水平检测

ＴＲＩｚｏｌ 法提取小肠组织总 ＲＮＡꎬ按反转录试剂盒反

转录为 ｃＤＮＡ 后ꎬ以其为模版进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 分

别检测小肠组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、 ＩＬ￣１β、 ＩＬ￣６
ｍＲＮＡ 的表达ꎬ引物序列见表 １ꎮ 设置反应程序:
９５℃预变性 ３０ ｓꎻ９５℃变性 ５ ｓꎬ６０℃退火 ３０ ｓꎬ７２℃
延伸 ２０ ｓꎬ４０ 个循环ꎻ ９５℃１５ ｓ、６０℃１５ ｓ、９５℃１５ ｓ
进行溶解曲线分析ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 统计学处理 采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ５􀆰 ０ 分析

软件对实验数据进行统计分析ꎬ组间比较采用

ＡＮＯＶＡꎬ两两比较采用 Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检验方法ꎬＰ
< ０􀆰 ０５ 为差异有统计学意义ꎮ
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表 １　 实时荧光定量 ＰＣＲ 扩增引物
Ｔａｂ. １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因 引物序列 产物长度(ｂｐ)

Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ Ｐｒｏｄｕｃｔ ｌｅｎｇｔｈ(ｂｐ)

ＴＮＦ￣α
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＣＧＡＧＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＡＡＧＡＧＡＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＣＡＡＧ￣３’

１６９

ＩＬ￣１β
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＴＧＡＣＧＧＡＣＣＣＣＡＡＡＡＧＡＴＧＡＡＧＧ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＣＣＡＣＧＧＧＡＡＡＧＡＣＡＣＡＧＧＴＡＧＣ￣３’

１７２

ＩＬ￣６
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣＴＴＣＡＣＡＧ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＴＣＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣ￣３’

１０２

ＧＡＰＤＨ
Ｆｏｒｗａｒｄ: ５’￣ＡＣＴＣＣＡＣＴＣＡＣＧＧＣＡＡＡＴＴＣＡ￣３’
Ｒｅｖｅｒｓｅ: ５’￣ＧＧＣＣＴＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧ￣３’

１２２

注:∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 尾吊组ꎻｎ ＝ １０ꎮ

图 １　 血浆中炎症因子的含量

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｏｎꎻ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ ＴＳꎻ ｎ ＝ １０.

Ｆｉｇ. １　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

２　 结果

２􀆰 １　 血浆中炎症因子的含量

与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组血浆中 ＴＮＦ￣α
(Ｐ < ０􀆰 ０５)、ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含
量均明显升高ꎻＴＳ 组血浆中 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０５)和 ＩＬ￣
６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含量明显升高ꎬＴＮＦ￣α 升高但无明显

差异ꎻＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组血浆中 ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣
１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)含量均明显升高ꎬ
且升高最为显著ꎮ 与 ＴＳ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组血浆

中 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ００１)和 ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ０５)含量明显升

高ꎬＴＮＦ￣α 升高但无明显差异(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 肠道组织形态学观察

组织形态学观察结果可见ꎬ对照组小肠结构没

有明显变化ꎬ从黏膜层到浆膜层结构完整ꎬ绒毛上

皮细胞排列整齐(图 ２Ａ)ꎮ 与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１
－ １３ 组小肠绒毛顶端坏死脱落ꎬ有的地方整个绒毛

坏死溶解ꎬ绒毛肿胀ꎬ固有层内可见炎性细胞浸润ꎬ

绒毛长度变小ꎬ肠腔内可见少量脱落的细胞碎片

(图 ２Ｂ)ꎻＴＳ 组小肠绒毛上皮轻微增生(图 ２Ｃ)ꎻ与
Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组小肠绒毛出现

类似病变ꎬ而且肠绒毛坏死情况较为严重ꎬ有的地

方出现凝固性坏死ꎬ有的地方出现溶解性坏死ꎬ仅
残存部分结构ꎬ肠腔内出现大量坏死脱落的细胞碎

片 (图 ２Ｄ)ꎮ
２􀆰 ３　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 水平的表达

与对照组相比ꎬＣｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组小肠组织中

ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０５)、 ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０１)、 ＩＬ￣６ (Ｐ <
０􀆰 ０５)表达均明显升高ꎻＴＳ 组小肠组织中 ＩＬ￣６(Ｐ <
０􀆰 ０５)表达明显升高ꎬＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣１β 升高而无明显

差异ꎻ ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组 小 肠 组 织 中 ＴＮＦ￣α ( Ｐ <
０􀆰 ００１)、ＩＬ￣１β(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣６(Ｐ < ０􀆰 ００１)表达均

明显升高ꎬ且升高最为显著ꎮ 与 ＴＳ 组相比ꎬＴＳ ＋ Ｔ１
－ １３ 组小肠组织中 ＴＮＦ￣α(Ｐ < ０􀆰 ０１)、ＩＬ￣１β(Ｐ <
０􀆰 ０１)表达明显升高ꎬＩＬ￣６ 升高而无明显差异(图
３)ꎮ
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注:Ａ:Ｃｏｎ 组ꎻＢ:Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ 组ꎻＣ:ＴＳ 组ꎻＤ:ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３ 组ꎮ (↑绒毛顶端坏死脱落ꎻ
★绒毛坏死溶解ꎻ☆坏死脱落细胞碎片ꎻ▲绒毛上皮轻微增生ꎻ♥ 凝固性坏死)ꎮ

图 ２　 小肠组织病理改变(ＨＥ 染色ꎬ × ２０)
Ｎｏｔｅ. Ａ: Ｃｏｎꎻ Ｂ: Ｃｏｎ ＋ Ｔ１ － １３ꎻ Ｃ: ＴＳꎻ Ｄ: ＴＳ ＋ Ｔ１ － １３. (↑Ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅ ｔｏｐ ｏｆ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉꎻ★ Ｎｅｃｒｏｌｙｓｉｓ ｏｆ

ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｖｉｌｌｉꎻ☆ｃｅｌｌ ｄｅｂｒｉｓ ｆｒｏｍ ｎｅｃｒｏｓｉｓꎻ▲ Ｓｌｉｇｈｔ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｃｈｏｒｉｏｅｐｉｔｈｅｌｉｕｍꎻ♥ Ｃｏａｇｕｌａｔｉｖｅ ｎｅｃｒｏｓｉｓ) .

Ｆｉｇ. ２　 Ｈｉｓｔｏｐａｔｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｎｇｅｓ ｉｎ ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｓｔｉｎｅ ｔｉｓｓｕｅ(ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ × ２０)

注:∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 对照组ꎻ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ 尾吊组ꎻｎ ＝ １０ꎮ

图 ３　 肠道组织炎症因子 ｍＲＮＡ 水平的表达

Ｎｏｔｅ. ∗Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ∗∗Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ∗∗∗Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ Ｃｏｎꎻ ＃Ｐ < ０􀆰 ０５ꎬ ＃＃Ｐ < ０􀆰 ０１ꎬ ＃＃＃Ｐ < ０􀆰 ００１ ｖｓ ＴＳꎻ ｎ ＝ １０.

Ｆｉｇ. ３　 ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｙｔｏｋｉｎｅｓ ｉｎ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｔｉｓｓｕｅ

３　 讨论

人类在进行太空探索、执行空间任务过程中ꎬ
常会受到失重、超重、辐射、震动、噪声等多种不利

因素的影响ꎮ 大量航天医学研究结果表明ꎬ失重可

造成航天员的免疫功能下降ꎬ且随时间的延长而程

度加重ꎬ从而导致机会性感染的机率增加ꎬ成为严

重的健康风险及影响空间任务的主要障碍[７]ꎮ 同

时ꎬ在载人航天活动中ꎬ一些正常定植的细菌会随

着航天员或航空部件进入太空ꎬ并在太空舱内形成

微生物群区ꎮ 在特殊的空间环境下ꎬ微生物基因表

达发生变化ꎬ毒力增加ꎬ生长速度加快ꎬ耐药性增

强ꎬ使得机体受感染机会大大增加[４ꎬ８ － ９]ꎮ 大肠杆菌

是哺乳动物常见的肠道正常寄生菌群ꎬ当机体免疫

力低下、肠道正常菌群紊乱时可机会性致病ꎬ引起

机体相应的肠道疾病ꎮ Ｒａｊａ Ｖｕｋａｎｔｉ 等[１０] 研究发

现ꎬ在模拟失重条件下ꎬ大肠杆菌活力和生长速度

明显加快ꎬ细菌代谢产物明显增多ꎮ

在一项模拟失重对小鼠 Ｔ 细胞亚群和某些细

胞因子的影响的研究中发现[１１]ꎬ尾部悬吊 ７ ｄ 后ꎬ
小鼠 ＣＤ８ ＋ 、ＣＤ４ ＋ Ｔ 细胞数量明显降低ꎬ且 ＩＬ￣６ 活

性呈增强趋势ꎬ另外一项长期飞行对机体免疫力影

响的研究中发现[１２]ꎬ不同时间的空间飞行后ꎬ血浆

炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 均有不同程度的升高ꎮ 我

们参考既往已成功建立的多种地面模拟失重模

型[１３]ꎬ通过前期实验筛选出空间诱变型大肠杆菌

Ｔ１￣１３ꎬ感染模拟失重小鼠ꎬ建立模拟失重小鼠肠道

感染模型ꎬ在尾吊 ３０ ｄ 后染菌 ３ ｄ 观察血浆及肠道

组织中炎症因子 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６ 的表达ꎬ发现三

种炎症因子在实验组中均升高ꎬ且 ＴＳ ＋ Ｔ１￣１３ 组最

为显著ꎬ说明模拟失重及空间致病菌确可使机体免

疫力下降、炎症反应增强ꎬ且三种炎症因子在全身

感染性疾病和肠道黏膜免疫中均发挥重要作用ꎮ
ＴＮＦ￣α 是由单核巨噬细胞产生的具有多种功能的细

胞因子ꎬ在炎症的级联反应中首先被激活ꎬ并诱导

ＩＬ￣１β、ＩＬ￣６、ＩＬ￣８ 等的产生ꎮ 当细菌感染时ꎬＴＮＦ￣α
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水平迅速升高ꎬ但其高峰期时间较 ＩＬ￣６ 短ꎬ并很快

下降至正常水平[１４]ꎮ 在一项长期飞行的研究中发

现ꎬ血浆中 ＴＮＦ￣α 在飞行中升高ꎬ飞行后较飞行前

无明显改变[１２]ꎮ 我们实验显示ꎬＴＳ 组 ＴＮＦ￣α 表达

较对照组虽有升高ꎬ但不明显ꎬ认为与上述所述

ＴＮＦ￣α 表达峰值时间有关ꎮ 另外ꎬ有研究表明暴露

于不同时间的空间飞行ꎬ机体产生的免疫应答效应

不尽相同ꎬ且免疫功能的恢复与飞行后返回地面的

时间可能相关[３ꎬ１２]ꎮ
关于失重对机体消化系统的影响ꎬ有研究人员

利用尾部悬吊大鼠模型ꎬ观察模拟失重 １４ ｄ 和 ２１ ｄ
小肠组织结构ꎬ光镜和电镜结果均显示小肠黏膜绒

毛和微绒毛稀少ꎬ变短变宽ꎬ表面积减少ꎬ小肠粘膜

紧密连接蛋白表达减少ꎬ黏膜通透性增加ꎬ推测小

肠粘膜微观结构的改变可能是航天员在航天飞行

中出现消化系统不良症状的重要原因之一[１５]ꎮ 我

们在实验过程中观察小鼠状态ꎬ发现实验组小鼠均

出现不同程度的厌食、消瘦、精神萎靡ꎬ进一步观察

小肠组织结构ꎬ证实了模拟失重会改变肠道黏膜屏

障的观点[１６]ꎮ 另外在失重不良刺激作用下ꎬ胃肠道

应激反应、蠕动紊乱、血管床淤血、微生态失调等一

系列因素造成肠黏膜受损ꎬ细菌及其代谢产物由门

静脉入血ꎬ导致机体出现全身炎症反应ꎮ
综上所述ꎬ空间诱变菌及模拟失重可使小鼠血

浆及肠道组织中炎症因子表达升高、肠道黏膜屏障

受损ꎬ提示空间环境较地面更易使机体炎症反应

增强ꎮ
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