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[摘　 要] 　 目的　 探讨纳米细菌对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)的损伤及超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)分泌的影响ꎮ 方

法　 用含有不同浓度纳米细菌的培养液培养 ＨＵＶＥＣꎬ采用四甲基偶氮唑盐法检测细胞活力ꎻ用浓度为 ０. ５
Ｍｃｆａｒｌａｎｄ 纳米细菌攻击 ＨＵＶＥＣꎬ分别于 ０、６、１２、２４、４８、７２ ｈ 检测培养液上清中乳酸脱氢酶(ＬＤＨ)、丙二醛(ＭＤＡ)
和 ＳＯＤ 水平ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ纳米细菌(吸光度值为 ０.００１、０.００５ 和 ０.０２)处理 ＨＵＶＥＣ ＣＲＬ２４８０ 细胞 ４８、７２
ｈ 后ꎬ细胞活力显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与对照组比较ꎬ纳米细菌处理组细胞培养液中 ＬＤＨ 和 ＳＯＤ 浓度显著增高(Ｐ<
０.０５)ꎬ而 ＭＤＡ 含量无显著变化(Ｐ>０.０５)ꎮ 结论　 纳米细菌能损伤 ＨＵＶＥＣꎬ同时增加 ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＤ 活性ꎮ
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　 　 感染因素在动脉粥样硬化的发生发展过程中

起着重要的作用ꎬ肺炎衣原体、幽门螺旋杆菌、巨细

胞病毒、立克次体等多种微生物感染被认为与动脉

粥样硬化有关[１￣３]ꎮ 纳米细菌是目前发现的唯一具

有矿化功能的微生物ꎬ同时在动脉粥样斑块中也发

现纳米细菌的存在[４]ꎮ 采用可以杀灭纳米细菌的

９９８ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１６ 年第 ２４ 卷第 ９ 期



特殊配制的抗生素对动脉粥样硬化患者进行治疗ꎬ
取得了一定的临床疗效[５￣６]ꎮ 血管内皮细胞的损伤

是动脉粥样硬化的始动环节[７￣８]ꎬ因此本研究拟用

纳米细菌处理体外培养的人脐静脉内皮细胞

(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)ꎬ观
察纳米细菌对内皮细胞的损伤及自由基水平的

影响ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 主要试剂及仪器

　 　 纳米细菌单克隆抗体(芬兰 Ｋａｊａｎｄｅｒ 教授惠

赠)ꎬ高糖 ＤＭＥＭ(Ｇｉｂｃｏꎬ美国)ꎬ胎牛血清和兔血清

(天津 ＴＢＤ)ꎬ胰蛋白酶、四甲基偶氮唑盐(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈ￣
ｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬ ＭＴＴ ) ( Ｓｉｇｍａꎬ 美 国 )ꎬ 酶 标 仪

(Ｌａｄｓｙｓｔｅｍｓ Ｄｒａｇｏｎꎬ芬兰)ꎬ乳酸脱氢酶( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅ￣
ｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)、丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)
和超氧化物歧化酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)检测

试剂盒为南京建成生物工程研究所产品ꎮ
１.２　 纳米细菌的培养

纳米细菌菌株 Ｓｅ９０ 由芬兰 Ｋａｊａｎｄｅｒ 教授惠赠ꎮ
取纳米细菌 Ｓｅ９０ 菌液 １ ｍＬꎬ加入 ９ ｍＬ 含 １０％胎牛

血清培养基ꎬ置于带滤膜瓶盖的培养瓶中ꎬ然后放

入培养箱中进行培养ꎬ培养箱设置为 ３７℃、５％ＣＯ２

和 ９５％空气ꎬ培养 ３ ~ ４ 周ꎬ培养箱的托盆的蒸馏水

中按照 ５ ∶ １ 的比例加入 ０.１％新洁尔灭ꎮ 常规每周

在光镜下观察细菌生长情况及有无污染出现ꎬ将可

疑污染者剔除ꎮ
１.３　 纳米细菌的鉴定

取培养 ４ 周后的纳米细菌菌液 ０.５ ｍＬꎬ常温离

心ꎬ转速 １３２００ ｒ / ｍｉｎꎬ时间 ５ ｍｉｎꎬ吸除上清液ꎬ沉淀

物用 ０.５ ｍＬ 磷酸盐缓冲液(ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓｏｌｕ￣
ｔｉｏｎꎬＰＢＳ)洗涤 ２ 次ꎬ弃上清液ꎬ将沉淀用少量 ＰＢＳ
稀释后涂片ꎬ防尘自然风干ꎬ７５℃烤箱烤 １０ ｍｉｎꎬ４℃
冰箱保存ꎮ 将细菌涂片用 ２５０ μＬ ＰＢＳ 湿化 ５ ｍｉｎꎬ
吸干水分ꎬ用 １５０ μＬ ３％的脱脂奶粉液封片 １０ ｍｉｎꎬ
阳性片加 １５０ μＬ 一抗应用液ꎬ阴性片加 １５０ μＬ 一

抗稀释液ꎬ防尘保存 １ ｈꎬ吸干ꎬ２５０ μＬ ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ
每次 ３ ｍｉｎꎬ吸干ꎬ转入暗室操作ꎬ加二抗应用液 １５０
μＬꎬ染色 ３０ ｍｉｎꎬ吸干ꎬＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ在蒸馏水中漂

洗 ５ ｓꎬ滤纸吸干ꎬ荧光显微镜观察ꎮ 在紫外光(ｕｌ￣
ｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｒａｙꎬＵＶ)下找到观察平面ꎬ然后转到激发波

长下ꎬ发绿色荧光即为纳米细菌ꎬ在观察到纳米细

菌荧光后ꎬ取同一视野分别在 ＵＶ 光和荧光下用数

码相机拍片ꎮ

１.４　 纳米细菌浓度的测定

取培养后收获的纳米细菌ꎬ用完全培养基稀释

后ꎬ分别按照每孔 ２００ μＬ 加入 ９６ 孔板ꎬ然后成倍数

稀释ꎬ以不含纳米细菌的完全培养基调零ꎬ用酶联

免疫吸附法在 ６５０ ｎｍ 波长下测吸光度(ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ
Ａ)值ꎬ每种浓度测定 ６ 孔ꎬ其平均值为不同浓度时

的 Ａ 值ꎬ根据测出的值再调整稀释倍数直到最后得

出所需浓度的稀释倍数ꎮ Ａ 值为 ０.０２ 时其细菌浓

度定为 ０.５ Ｍｃｆａｒｌａｎｄꎮ
１.５　 ＨＵＶＥＣ 株 ＣＲＬ２４８０ 的培养

将复苏的 ＣＲＬ２４８０ 细胞接种至含 １０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ然后转入培养箱中进行培

养ꎬ培养箱设置为 ３７℃、５％ＣＯ２ 和 ９５％空气ꎬ培养

过程中需每日显微镜下观察细胞生长情况ꎬ每 ２ 天

换液 １ 次ꎮ 当细胞汇合至 ８０％时进行传代ꎮ
１.６　 ＭＴＴ 比色试验

将 ＣＲＬ２４８０ 细胞接种 ９６ 孔板ꎬ培养 ２４ ｈꎬ使细

胞进入对数生长期ꎬ然后加入 Ａ 值分别为 ０. ００１、
０.００５和 ０.０２ 含纳米细菌的培养基继续培养 ４８、７２
ｈꎮ 在培养板中每孔加 ＭＴＴ 溶液 (５ ｇ / Ｌ) ２０ μＬꎬ
３７℃继续培养 ４ ｈꎬ终止培养ꎬ小心弃去孔内培养上

清液ꎮ 每孔加入二甲基亚砜 １５０ μＬꎬ振荡 １０ ｍｉｎ 至

ＭＴＴ 完全溶解ꎮ 选择 ４９０ ｎｍ 波长ꎬ在酶标仪上测

定各孔 Ａ 值ꎮ 对照组为不含纳米细菌的培养液ꎮ
１.７　 细胞培养液上清中 ＬＤＨ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平

检测

细胞消化后按照 ４０００ 个 / 孔接种 ９６ 孔板ꎬ２４ ｈ
后加入含 ０.５ Ｍｃｆａｒｌａｎｄ 细菌浓度(波长为 ６５０ ｎｍ 时

Ａ 值为 ０.０２)的完全培养基 ２００ μＬꎬ分别于 ０、６、１２、
２４、４８、７２ ｈ 吸取孔内培养液ꎬ收集于 Ｅｐ 管中ꎬ０ ｈ
设为对照组ꎮ 按试剂盒说明分别检测细胞培养液

上清中 ＬＤＨ、ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平ꎮ
１.８　 统计学处理

实验数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间比较采用方差

分析及 ｔ 检验ꎬ用 ＳＰＳＳ １８.０ 统计软件完成ꎬＰ<０.０５
为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 纳米细菌的单克隆抗体荧光染色鉴定结果

　 　 免疫荧光染色结果显示:在 ＵＶ 光下可以看到

灰色背景下有些白色或浅色的不规则光点ꎬ这些光

点是一些杂质和涂片的小缺损ꎬ同一视野阴性片被

激发后未见荧光颗粒ꎬ阳性片可以见到黑色背景下

００９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



许多的绿色亮点ꎬ即为纳米细菌(图 １)ꎮ

图 １. 纳米细菌荧光染色鉴定结果(４０×１０)　 　 Ａ 为 ＵＶ 光下纳米细菌阴性片ꎬＢ 为相同视野荧光片ꎻＣ 为 ＵＶ 光下纳米细菌阳性片ꎬＤ 为

相同视野荧光片ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｎａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ (４０×１０)

２.２　 纳米细菌对 ＣＲＬ２４８０ 细胞活力的影响

与对照组比较ꎬ纳米细菌 ( Ａ 值为 ０. ００５ 和

０.０２)处理 ＣＲＬ２４８０ 细胞 ４８ ｈ 后ꎬ细胞活力显著降

低(均 Ｐ < ０. ０５)ꎻ纳米细菌 ( Ａ 值为 ０. ０２) 处理

ＣＲＬ２４８０ 细胞 ７２ ｈ 后ꎬ细胞活力与对照组比较显著

降低(Ｐ<０.０５ꎻ表 １)ꎮ

表 １. 纳米细菌对 ＣＲＬ２４８０ 细胞活力的影响(ｎ＝ ５)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ
ＣＲＬ２４８０ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ５)

分　 组
Ａ 值

４８ ｈ ７２ ｈ

对照组 ０.５６±０.０７ １.１０±０.１５
纳米细菌(０.００１)组 ０.５３±０.０４ １.１０±０.０６
纳米细菌(０.００５)组 ０.４９±０.０３ａ １.０１±０.０４
纳米细菌(０.０２)组 ０.４３±０.０５ａ ０.６７±０.１２ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

２.３ 　 纳米细菌对 ＣＲＬ２４８０ 细胞培养液中 ＬＤＨ、
ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 水平的影响

ＬＤＨ 为细胞内酶ꎬ当细胞受损后释放到细胞

外ꎬ它是监测细胞受损程度的一项重要指标ꎮ 结果

显示:随时间延长ꎬ细胞培养液中 ＬＤＨ 活性水平逐

渐升高ꎬ与对照组比较ꎬ差异具有显著性 (均 Ｐ <
０.０５ꎻ表 ２)ꎮ ＭＤＡ 作为过氧化脂质的一种重要分解

产物ꎬ常被作为脂质过氧化程度的检测指标ꎮ 结果

显示纳米细菌 Ｓｅ９０ 处理 ＨＵＶＥＣ ＣＲＬ２４８０ 不同时

间后ꎬ培养液中 ＭＤＡ 含量在各时间点差异无显著

性(均 Ｐ>０.０５ꎻ表 ２)ꎮ ＳＯＤ 属于金属酶ꎬ主要功能

是催化超氧阴离子的歧化反应ꎬ目前被看作为活性

氧防御的第一线ꎮ 结果显示:随处理时间的延长ꎬ
细胞培养液中 ＳＯＤ 的浓度逐渐升高ꎬ与对照组比

较ꎬ差异具有显著性(均 Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ
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表 ２. 纳米细菌对 ＣＲＬ２４８０ 细胞培养液中 ＬＤＨ、ＭＤＡ 和

ＳＯＤ 水平的影响

Ｔａｂｌｅ ２. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｎａｎｏｂａｃｔｅｒｉａ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＬＤＨꎬ
ＭＤＡ ａｎｄ ＳＯＤ ｉｎ ＣＲＬ２４８０ ｃｅｌｌｓ ｃｕｌｔｕｒｅ ｆｌｕｉｄ

分　 组 ＬＤＨ(Ｕ / Ｌ) ＭＤＡ(μｍｏｌ / Ｌ) ＳＯＤ(ｋＵ / Ｌ)

对照组 １０６.７７±４.７７ ４.９０±０.５０ ２２.２４±０.９９
６ ｈ 组 ２４３.３９±１０.２２ａ ５.９０±０.６０ ２４.５２±０.８１
１２ ｈ 组 ３２６.６０±６.９８ａ ６.００±０.７３ ２６.７４±１.１９ａ

２４ ｈ 组 ４２８.８７±１２.８７ａ ５.１０±１.１５ ２８.３７±０.３５ａ

４８ ｈ 组 ６０２.２３±１５.６４ａ ５.３０±０.８９ ３０.８２±０.４７ａ

７２ ｈ 组 ７２３.９８±９.９３ａ ５.９０±１.０５ ３４.６８±１.０９ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

３　 讨　 论

动脉粥样硬化的病因和致病机制一直是医学

界研究的热点ꎬ但其确切机制目前仍未阐明ꎮ 动脉

粥样硬化炎症假说自提出以来ꎬ逐渐成为当前的主

要学说ꎬ该学说认为动脉粥样硬化是一种慢性炎症

性疾病ꎬ是起屏障作用的内皮受到损伤ꎬ这是病灶

形成的始动环节ꎮ 研究炎症的始动因素时认为微

生物感染在其中扮演了重要的角色ꎮ 这些可疑的

感染因子的研究现大都集中在肺炎衣原体、幽门螺

旋杆菌、多种病毒及最近发现的纳米细菌ꎮ 以前的

那些微生物不能解释动脉硬化斑块中钙化形成ꎬ所
以最近发现的纳米细菌因其特殊的矿化功能而得

到人们的重视ꎮ
纳米细菌是 １９８８ 年芬兰科学家 Ｋａｊａｎｄｅｒ 等进

行哺乳动物细胞培养时发现的[９]ꎮ 纳米细菌是一

种革兰阴性菌ꎬ呈球状或球杆状ꎬ细胞壁厚ꎬ无荚膜

与鞭毛结构ꎬ体积极小ꎬ约 ５０~５００ ｎｍꎬ可通过 ０.１ ~
０.４ μｍ 的滤菌膜ꎬ通过电子显微镜和其他的高分辨

率显微镜可发现[１０]ꎮ 纳米细菌具有独特的矿化能

力ꎬ在 ｐＨ ７.４ 和生理性钙磷浓度中能形成羟磷灰石

碳酸盐结晶ꎬ从而形成坚硬的矿化圆顶外壳覆盖于

菌体周围ꎬ使其在高温强酸等许多微生物难以生存

条件下仍然能够存活ꎮ 由于这种特性纳米细菌成

了众多学者的研究热点ꎬ并认为它与动脉粥样斑

块、乳腺肿瘤钙化、泌尿系统结石等许多硬化性疾

病有关[１１￣１３]ꎮ 有学者[１４] 已经在患者的动脉粥样斑

块中发现纳米细菌ꎮ Ｍａｎｉｓｃａｌｃｏ 等[１５]使用复方依地

酸钙钠(一种体外使用证明对纳米细菌有效的制

剂)来治疗已经确诊的冠心病病人ꎬ经过 ４ 个月治

疗ꎬ４４ 例纳米细菌血清抗原检测阳性者冠状动脉钙

化计分明显下降ꎬ与实验初比较ꎬ平均下降 １４％(Ｐ

＝ ０.００１)ꎻ３３ 例阴性者冠状动脉钙化计分没变化或

升高ꎻ１９ 例有心绞痛的患者中 １６ 例症状减轻或完

全稳定[１５]ꎮ 以上研究说明纳米细菌与动脉粥样硬

化有密切的关系ꎮ
本实验的结果显示ꎬ纳米细菌处理 ＨＵＶＥＣ

ＣＲＬ２４８０ 细胞 ４８、７２ ｈ 后ꎬ与对照组比较细胞活力

显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ该项结果说明:一定浓度的纳

米细菌对体外培养的 ＨＵＶＥＣ ＣＲＬ２４８０ 细胞生长活

力有明显的抑制作用ꎮ 为进一步证实纳米细菌能

对血管内皮细胞造成损伤ꎬ实验中还检测了 ＬＤＨꎬ
结果显示:随时间延长ꎬ细胞培养液中 ＬＤＨ 活性水

平逐渐升高ꎬ与对照组比较ꎬ差异具有显著性(均 Ｐ
<０.０５)ꎮ ＬＤＨ 是胞浆标志酶ꎬ在细胞膜受损后被释

放到细胞外ꎬ因此细胞外的 ＬＤＨ 活性的变化可以反

映细胞膜受损的程度ꎬ在观测细胞损伤时 ＬＤＨ 成为

一常用敏感指标ꎮ 以上两项结果可以证实:纳米细

菌能对血管内皮细胞造成损伤ꎮ 而现代研究认为

血管内皮受损、血管内皮功能减退是促发动脉粥样

硬化发生发展的最重要的始动因素ꎻ这主要与内皮

细胞损伤后ꎬ分泌内皮素、血管紧张素Ⅱ等物质及

促血栓形成有关[１６￣１７]ꎮ
自由基损伤目前被认为是组织损伤的主要分

子机制之一[１８]ꎮ 人体内氧自由基的生成导致膜脂

质发生过氧化损伤ꎬ生成大量 ＭＤＡꎬ使细胞进一步

遭到损害ꎮ ＭＤＡ 是体内重要的脂质自由基ꎬ为不饱

和脂肪酸代谢产物ꎬ毒性强ꎬ可通过一系列手段造

成细胞损伤ꎮ 在纳米细菌对内皮细胞的损伤过程

中ꎬ如果有氧自由基的损伤参与ꎬ作为氧自由基对

组织细胞损伤过程中的中间产物 ＭＤＡ 必然会升

高[１９]ꎮ 然而本实验的结果显示:ＨＵＶＥＣ 在纳米细

菌处理后ꎬ其 ６、１２、２４、４８、７２ ｈ 上清液中 ＭＤＡ 含量

与对照组(０ ｈ)比较无显著性差异ꎮ 提示氧自由基

可能并未参与纳米细菌对体外培养的 ＨＵＶＥＣ
ＣＲＬ２４８０ 的损伤过程ꎮ

在研究氧自由基时ꎬ不可避免地要考虑到对其

防御ꎮ 因为需氧生物离不开氧ꎬ也就不得不面对活

性氧的威胁和损伤ꎬ因此ꎬ需氧生物都具备各自的

抗氧化防御机制ꎮ ＳＯＤ 属于金属酶ꎬ主要功能是催

化超氧阴离子的歧化反应ꎬ目前被看作为活性氧防

御的第一线[２０]ꎮ 自从 １９６９ 年 ＳＯＤ 被发现以来对

其理化特性、催化机制等已进行了广泛而深入的研

究ꎮ ＳＯＤ 是机体内存在的一类抗氧化酶ꎬ组织细胞

在外来不良刺激时活性可升高ꎬ其功能是清除细胞

生命活动中产生的超氧离子[２１]ꎮ 通过 ＳＯＤ 的检测

发现:随处理时间的延长ꎬ细胞培养液中 ＳＯＤ 的浓

２０９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



度逐渐升高ꎬ与对照组比较ꎬ差异具有显著性(Ｐ<
０.０５)ꎮ 说明 ＨＵＶＥＣ ＣＲＬ２４８０ 在受到纳米细菌

Ｓｅ９０ 攻击时ꎬ内皮细胞可能启动自身防御机制分泌

了 ＳＯＤ 来抵御外来损伤ꎮ ＳＯＤ 是用来清除氧自由

基的ꎬ在对抗氧自由基的同时自身被消耗ꎬ所以在

有氧自由基参与细胞损伤时 ＳＯＤ 浓度呈下降趋势ꎻ
由此推论在纳米细菌损伤内皮细胞的过程中ꎬ可能

只有很少量的氧自由基参与ꎬ甚至没有氧自由基的

参与ꎮ 综合 ＭＤＡ 和 ＳＯＤ 的变化ꎬ可以认为:在纳米

细菌损伤 ＨＵＶＥＣ 的时候可能没有氧自由基的参

与ꎬ但可能增加了内皮细胞分泌具有自身保护功能

的 ＳＯＤꎮ
总之ꎬ纳米细菌可损伤 ＨＵＶＥＣꎬ同时促进了内

皮细胞中具有自身保护功能的 ＳＯＤ 的分泌ꎮ
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