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［摘要］　目的　探讨中性粒细胞胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）与糖尿病小鼠对侵袭性曲霉病易感性增
加的关系。方法　采用高脂饮食和链脲佐菌素（ＳＴＺ）注射建立２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）小鼠模型（糖
尿病组，２４只），另选取２４只无糖尿病小鼠作为对照组。经气道感染烟曲霉诱导侵袭性曲霉病，检
测两组小鼠肺组织的真菌负荷、炎症因子水平、组织病理和ＮＥＴｓ。体外共孵育中性粒细胞与菌丝，
观察中性粒细胞的杀菌能力和释放的 ＮＥＴｓ。结果　成功建立 Ｔ２ＤＭ和侵袭性曲霉病小鼠模型。
感染后７２小时及１２０小时，糖尿病组小鼠的真菌负荷均明显高于对照组（Ｐ＜０．０１）。感染后２４小
时，糖尿病组小鼠白细胞介素１β（ＩＬ１β）水平明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。感染后４８小时，糖尿病
组小鼠的炎症病变较对照组更严重，肺组织中组蛋白３（Ｈ３）的阳性率明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。
与菌丝共孵育６小时，糖尿病组中性粒细胞Ｈ３的阳性率高于对照组（Ｐ＜０．０５）。加入还原型烟酰
胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶抑制剂氯化二亚苯基碘（ＤＰＩ）后，两组小鼠中性粒细胞
Ｈ３阳性率均下降，两组间比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）。共孵育２４小时后，糖尿病组中性粒
细胞共孵育的菌丝活力明显高于对照组（Ｐ＜０．０５）。结论　中性粒细胞 ＮＡＤＰＨ氧化酶功能异常
导致的ＮＥＴｓ释放增多可能与糖尿病小鼠对侵袭性曲霉病易感性增加有关。
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　　侵袭性曲霉病是一种严重的真菌病，烟曲霉是最
常见的病原体，肺部是最常见的感染部位［１２］。侵袭性

曲霉病常由多种因素诱发，造血干细胞移植、恶性血液

病和粒细胞缺乏是其主要高危因素［３］，近年来研究发

现，无高危因素的侵袭性曲霉病逐渐增多［４］。２０１０年
Ｇａｎｇｎｅｕｘ等［５］报道３０％ ～５０％的侵袭性曲霉病发生
于非粒细胞缺乏患者；２０１９年 Ｃｈａｋｒａｂａｒｔｉ等［２］发现超

过６０％的侵袭性曲霉病患者无高危因素，且预后不
良，死亡率超过７０％；表明非高危因素在侵袭性曲霉
病中的作用也应受到重视。糖尿病是侵袭性曲霉病的

非高危因素之一，高达２８．９％ ～３０．９％的侵袭性曲霉
病患者患有糖尿病［１２］，其机制尚不清楚。中性粒细胞

胞外诱捕网（ＮＥＴｓ）是由中性粒细胞释放的覆盖着组
蛋白和抗菌蛋白的ＤＮＡ网状结构，中性粒细胞通过一
个称为ＮＥＴｏｓｉｓ的过程来释放 ＮＥＴｓ。ＮＥＴｓ既是中性
粒细胞的一种杀菌工具，也是一种炎症介质，与多种疾

病的发生发展相关［６］。烟曲霉感染时糖尿病患者中

性粒细胞释放 ＮＥＴｓ情况及其作用目前尚不清楚，推
测可能存在 ＮＥＴｓ释放异常，且这种异常可能与糖尿
病患者对侵袭性曲霉病的易感性增加有关。因此，我

们建立了２型糖尿病（Ｔ２ＤＭ）和侵袭性曲霉病小鼠模
型，比较发生侵袭性曲霉病时糖尿病小鼠和无糖尿病

对照小鼠的易感性和中性粒细胞释放 ＮＥＴｓ的情况，
旨在探讨ＮＥＴｓ在糖尿病患者发生侵袭性曲霉病时所
起的作用，以期在糖尿病患者中预防侵袭性曲霉病的

发生或改善侵袭性曲霉病的治疗效果。

材料与方法

１．材料
（１）动物：５周龄雄性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量为

（１８±２）ｇ，购自斯莱克实验动物有限责任公司（上
海），按照《实验动物的管理和使用指南（第八版）》［７］

的标准饲养管理动物，在暴露前适应７天。采用随机
数字法将４８只小鼠分为糖尿病组和对照组，每组各
２４只。其中，真菌负荷实验中两组各处死１５只；炎症
因子检测时两组各处死３只；肺组织病理和 ＮＥＴｓ检
测时两组各处死３只；中性粒细胞分离实验中两组各
处死３只。

（２）烟曲霉菌株：表达绿色荧光蛋白的烟曲霉菌
株（ＡＴＣＣ１３７０３）由美国科罗拉多大学健康科学中心
ＮａｎｃｙＭａｄｉｎｇｅｒ博士赠送。

（３）其他材料：高脂（提供６０％的能量）饲料和低
脂（提供 １０％的能量）饲料购自 ＲｅｓｅａｒｃｈＤｉｅｔｓ公司
（美国），链脲佐菌素（ＳＴＺ）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司
（美国），ＲＰＭＩ１６４０培养基购自 Ｇｉｂｃｏ公司（美国），

Ｓａｂｏｕｒａｕｄ培养基、Ｓａｂｏｕｒａｕｄ液体培养基和 Ｔｗｅｅｎ８０
购自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司（美国），小鼠外周血中性粒细
胞分离液试剂盒购自 ＭｉｌｔｅｎｙｉＢｉｏｔｅｃ公司（德国），小
鼠肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）和白细胞介素１β（ＩＬ１β）
酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自Ｒ＆Ｄ公司（美
国），ＡｎｔｉＬｙ６Ｇ抗体［ＲＢ６８Ｃ５］异硫氰酸荧光素
（ＦＩＴＣ）和组蛋白３（Ｈ３）一抗 ＡｎｔｉＨｉｓｔｏｎｅＨ３抗体购
自Ａｂｃａｍ公司（英国），Ｈ３二抗 ＤｙＬｉｇｈｔ５４９ｇｏａｔａｎｔｉ
ｒａｂｂｉｔＩｇＧ［Ｈ＋Ｌ］购自联科生物（中国），二脒基苯基
吲哚（ＤＡＰＩ）、二甲氧唑黄（ＸＴＴ）和吩嗪硫酸甲酯
（ＰＭＳ）购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司（美国），ＴｒｉｔｏｎＸ１００
购自生工公司（中国）。本研究经我院伦理委员会审

批通过。

２．方法
（１）Ｔ２ＤＭ小鼠模型建立：参考文献［８］，用高脂饲

料饲养糖尿病组小鼠４周后，每天腹腔注射４０ｍｇ／ｋｇ
体重的ＳＴＺ，连续５天。ＳＴＺ注射结束１周后，测定非
空腹血糖≥２５０ｍｇ／ｄｌ诊断为糖尿病［９］。对照组小鼠

喂食低脂饲料，以相同剂量的柠檬酸钠缓冲液代替

ＳＴＺ注射。两组在注射完成２周后进行烟曲霉感染。
（２）烟曲霉感染：烟曲霉孢子悬液的制备参考文献

［１０］并略加修改：孢子接种于 Ｓａｂｏｕｒａｕｄ培养基上培
养，当菌苔铺满培养基时，用含０．１％ Ｔｗｅｅｎ８０的磷酸
盐缓冲液（ＰＢＳ）冲洗，过滤去除菌丝，孢子重悬在 ＰＢＳ
中，调整孢子悬液浓度为５×１０７／ｍｌ备用。菌丝悬液制
备参考文献［１１］并略加修改：在Ｓａｂｏｕｒａｕｄ液体培养基
中培养烟曲霉孢子（１×１０６ｃｆｕ／ｍｌ）１６～２４小时，收集菌
丝，ＰＢＳ冲洗后用超声破碎法将菌丝打碎成１０～１００μｍ
碎片，配制的菌丝碎片浓度为１×１０６ｃｆｕ／ｍｌ。采用滴鼻
法感染烟曲霉孢子，参照文献［１２］并加以修改：将小
鼠用乙醚麻醉后保持直立状，用移液器吸取２０μｌ浓
度为５×１０７／ｍｌ的烟曲霉孢子悬液，从鼻孔慢慢滴入。
孢子悬液滴入２小时后，参照文献［１１］的方法，通过
口咽灌注法注入菌丝悬液，每只小鼠１×１０４ｃｆｕ。

（３）组织学检查：参考文献［１２］的方法解剖和固
定小鼠肺组织，固定好的肺组织用石蜡包埋，组织切

片，采用苏木素伊红（ＨＥ）染色评估炎症反应。
（４）中性粒细胞分离和培养：采用心腔内穿刺法

采集循环血［１３］。以小鼠外周血中性粒细胞分离液试

剂盒纯化中性粒细胞。用 ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细
胞，于３７℃、含５％ＣＯ２培养箱中进行培养。

（５）真菌负荷检测：无菌条件下取小鼠右肺上、
中、下固定位置的组织２０ｍｇ，加入２００μｌ生理盐水研
磨破碎，制成１０倍稀释系列１×１０、１×１０２和１×１０３稀
释度悬液，从各稀释度悬液分别取 １００μｌ接种于
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Ｓａｂｏｕｒａｕｄ培养基上，每浓度３块平皿，置于霉菌培养
箱中２６．５℃培养７天。根据培养基上菌落数计算悬
液中曲霉菌落数：菌落数／ｍｌ＝（各稀释度３个平皿中
菌落平均数×稀释倍数之和）／３。

（６）细胞因子检测：使用小鼠 ＥＬＩＳＡ试剂盒测量
组织裂解液中的 ＴＮＦα和 ＩＬ１β含量，按照说明书进
行操作。

（７）ＮＥＴｓ检测：采用免疫荧光染色激光共聚焦显
微镜检测ＮＥＴｓ。ＡｎｔｉＬｙ６Ｇ抗体用于标记粒细胞；Ｈ３
一抗和二抗用于标记Ｈ３；ＤＡＰＩ用于ＤＮＡ染色。细胞
外Ｈ３和ＤＡＰＩ共定位代表ＮＥＴｓ，根据细胞外Ｈ３的阳
性率比较ＮＥＴｓ含量。ＮＥＴｓ的检测参照文献［１１］并略
加修改。肺组织ＮＥＴｓ检测方法：标本脱蜡，水化，抗原
修复；封闭１小时；孵育 Ｌｙ６Ｇ抗体和 Ｈ３一抗，４℃过
夜；孵育Ｈ３二抗２小时；ＤＡＰＩ染色；封片剂封片。中
性粒细胞 ＮＥＴｓ检测：在灭菌的１２孔板中铺上爬片，
新鲜分离的中性粒细胞接种于爬片上（１×１０４个细
胞／孔，每组３个孔），孵育１小时后加入菌丝（中性粒细
胞与菌丝比例为１０∶１），置于５％ＣＯ２培养箱中３７℃培
养６小时；ＰＢＳ漂洗；４％多聚甲醛和０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００
处理；孵育Ｌｙ６Ｇ抗体和Ｈ３一抗，４℃过夜；孵育Ｈ３二
抗２小时；ＤＡＰＩ染色；封片剂封片。激光共聚焦显微镜
（Ｌｅｉｃａ）下检查分析拍照。采用ＩｍａｇｅＪ软件进行图片灰
度扫描，得出Ｌｙ６Ｇ及Ｈ３的阳性率。

（８）菌丝活力检测：参照文献［１４］并略加修改，采
用ＸＴＴ还原法检测烟曲霉菌丝活力。菌丝和中性粒细
胞共孵育于９６孔板中。终止孵育前用Ｈ２Ｏ／ＮａＯＨ（ｐＨ
１１．０）裂解中性粒细胞。随后用２０μｌ的ＸＴＴ／ＰＭＳ孵育
菌丝２小时。吸取上清液，用酶标仪（Ｔｈｅｒｍｏ，中国）在
４５０ｎｍ处测光密度（ＯＤ）值。

３．统计学处理：应用 ＳＰＳＳ２３．０软件进行统计分
析。符合正态分布的计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，组间比较
采用ｔ检验。以Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果

１．两组小鼠真菌负荷比较：在烟曲霉感染后２４小
时、７２小时、１２０小时，两组分别处死５只小鼠，检测肺
组织真菌负荷，结果显示，对照组在感染后 ２４小时
［（１７２２±１８４）ｃｆｕ］、７２小时［（２８１４±２６９）ｃｆｕ］呈高
负荷状态，至１２０小时［（１２３２±３０１）ｃｆｕ］显著降低；
糖尿病组小鼠在感染后真菌负荷逐渐增高，持续保持

在高负荷状态［２４小时：（１７７０±１６１）ｃｆｕ，７２小时：
（４２４８±６７７）ｃｆｕ；１２０小时：（５０８９±７１０）ｃｆｕ］，７２小时
和１２０小时时均明显高于对照组同一时间（Ｐ＜０．０１）。
在感染后第５天荧光显微镜下观察结果示，糖尿病组

小鼠肺组织可见菌丝，而对照组小鼠罕见，见图１。
２．两组小鼠炎症病变程度比较：烟曲霉感染后

２４小时，糖尿病组小鼠 ＩＬ１β水平明显高于对照组
［（５２．３２±５．９４）ｐｇ／ｍｌ比（２９．２８±５．９５）ｐｇ／ｍｌ，
Ｐ＜０．０５］，ＴＮＦα水平与对照组比较差异无统计学意义
［（１３０．３７±１２．９１）ｐｇ／ｍｌ比（１０９．７１±１８．８１）ｐｇ／ｍｌ，
Ｐ＞０．０５］。感染后 ４８小时，两组小鼠肺组织病理
检查结果显示，对照组小鼠病变区域肺组织结构完整，

肺泡间隔水肿增宽，有较多中性粒细胞和其他炎症细

胞浸润；糖尿病小鼠病变区域有大量的中性粒细胞和

其他炎症细胞浸润，肺泡间隔明显水肿增宽，肺泡腔

明显缩小，见图２。
　　３．两组小鼠肺组织ＮＥＴｓ比较：烟曲霉感染后４８小
时，肺组织经免疫荧光染色，在激光共聚焦显微镜下观

察，可见糖尿病组小鼠肺组织中 ＮＥＴｓ更多，见图 ３。
糖尿病组和对照组小鼠肺组织中 Ｌｙ６Ｇ阳性率比较差
异无统计学意义［（１８．９３±３．７１）％比（１２．５５±３．１３）％，
Ｐ＞０．０５）；糖尿病组小鼠肺组织中Ｈ３阳性率明显高于
对照组［（１５．７３±１．７０）％比（９．９７±１．３３）％，Ｐ＜０．０５）。
　　４．两组小鼠中性粒细胞释放 ＮＥＴｓ能力及杀菌能
力比较：糖尿病小鼠中性粒细胞 Ｈ３的阳性率明显高
于对照小鼠［（１９．５７±３．１０）％比（１０．６０±１．１５）％，
Ｐ＜０．０５］。在加入菌丝前加入ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂
氯化二亚苯基碘（ＤＰＩ，１０μｍｏｌ／Ｌ）重复上述实验，镜
下见两组小鼠中性粒细胞释放的 ＮＥＴｓ均明显减少
（图４），两组小鼠中性粒细胞Ｈ３阳性率均下降，糖尿病
小鼠Ｈ３阳性率与对照组小鼠比较差异无统计学意义
［（８．３０±０．８５）％比（８．０３±０．６５）％，Ｐ＞０．０５］。共孵育
２４小时后进行菌丝活力检测结果显示，糖尿病组的菌
丝活力明显高于对照组（０．８２±０．０４比０．６５±０．０５，
Ｐ＜０．０５）。

讨　　论

非严重免疫缺陷的侵袭性曲霉病动物模型的制作

目前存在困难，研究发现非严重免疫缺陷小鼠会很快

清除经气道感染的曲霉孢子，难以诱导侵袭性曲霉

病［１２，１５］。Ｒｏｈｍ等［１１］发现给免疫功能正常的小鼠感

染菌丝可以模拟侵袭性肺曲霉病。然而这种单纯菌丝

感染并不符合自然感染的过程，因此，我们先按照自然

感染的方式予小鼠感染孢子，再感染菌丝以模拟侵袭

性病变。我们发现，上述方法能较好地模拟侵袭性曲

霉病。对照组小鼠感染后，能迅速将病原体清除；而糖

尿病小鼠感染后，在观察期内肺部真菌负荷持续增加，

表明糖尿病小鼠对烟曲霉的易感性高于对照组。

　　糖尿病患者中性粒细胞ＮＥＴｏｓｉｓ调节失衡，在非
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图１　两组小鼠感染烟曲霉后第５天肺组织荧光显微镜下观察结果：糖尿病组小鼠肺组织仍可见表达绿色荧光

蛋白的菌丝（如箭头所示），而对照组小鼠罕见（Ａ：对照组，Ｂ：糖尿病组；×２００）　图２　两组小鼠感染后４８小时

肺组织病理检查结果（Ａ：对照组，Ｂ：糖尿病组；ＨＥ染色，×２００）

图３　两组小鼠肺组织 ＮＥＴｓ比较：红色：Ｈ３，绿色：Ｌｙ６Ｇ，蓝色：ＤＡＰＩ染色的 ＤＮＡ，Ｍｅｒｇｅ１：Ｌｙ６Ｇ、Ｈ３、

ＤＡＰＩ叠加，Ｍｅｒｇｅ２：Ｈ３、ＤＡＰＩ叠加（免疫荧光染色，×２００）；细胞外Ｈ３和ＤＡＰＩ共定位代表ＮＥＴｓ

图４　两组小鼠中性粒细胞释放的ＮＥＴｓ和菌丝活力比较：红色：Ｈ３；绿色：Ｌｙ６Ｇ；蓝色：ＤＡＰＩ染色

ＤＮＡ；Ｍｅｒｇｅ：Ｌｙ６Ｇ、Ｈ３、ＤＡＰＩ叠加；细胞外Ｈ３和ＤＡＰＩ共定位代表ＮＥＴｓ；ＤＰＩ（－）表示不加 ＤＰＩ，

ＤＰＩ（＋）表示加入ＤＰＩ；对照组和糖尿病组箭头指向细胞外的ＮＥＴｓ（免疫荧光染色，×４００）

感染情况下 ＮＥＴｓ被过度释放［１６］，但在感染情况下

ＮＥＴｓ的变化比较复杂。Ｊｏｓｈｉ等［１７］发现在高糖环境下

用脂多糖刺激中性粒细胞时ＮＥＴｓ形成受损；Ｌｅｅ等［１８］

发现在肺炎克雷伯杆菌感染时糖尿病患者与非糖尿病

患者中性粒细胞 ＮＥＴｓ形成相当；Ｃｏｈｅｎ等［１９］发现糖

尿病小鼠在金黄色葡萄球菌感染时中性粒细胞释放
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ＮＥＴｓ增多。以上结果均表明，糖尿病患者感染时
ＮＥＴｓ的改变可能与病原体种类或宿主免疫状态等因
素有关。

关于 ＮＥＴｓ在曲霉感染中的作用，之前已有多项
研究进行报道。Ｂｉａｎｃｈｉ等［２０］发现通过基因治疗恢复

ＮＥＴｓ能够有效控制慢性肉芽肿病患者的曲霉病；
ＭｃＣｏｒｍｉｃｋ等［２１］发现ＮＥＴｓ能抑制烟曲霉生长；Ｂｒｕｎｓ
等［２２］发现 ＮＥＴｓ对烟曲霉具有中等程度的杀伤。然
而，也有研究得出不同甚至相反的结论，如 Ｇａｚｅｎｄａｍ
等［１４］报道ＮＥＴｓ对曲霉没有杀伤作用；Ａｌｆｌｅｎ等［２３］报

道ＮＥＴｓ可阻止机体对曲霉的清除。这些研究结论的
不同可能受实验条件影响，也可能表明 ＮＥＴｓ在曲霉
感染中的作用比较复杂，还未被真正揭示。本研究发

现，经烟曲霉感染后，糖尿病组小鼠中性粒细胞释放的

ＮＥＴｓ多于对照组小鼠，对烟曲霉菌丝的杀伤作用弱于
对照组小鼠。由于中性粒细胞不能吞噬菌丝这样的大

型微生物，其对菌丝的杀伤作用主要是依靠释放到细

胞外的物质进行，因此本研究表明 ＮＥＴｓ对菌丝的杀
伤能力很弱或没有杀伤作用，推测过多的 ＮＥＴｓ可能
与更严重的肺部损伤相关。

ＮＥＴｓ形成包括 ＮＡＤＰＨ氧化酶依赖和非依赖两
种方式［２４］。我们发现，在小鼠肺曲霉感染时，ＮＥＴｓ形
成与ＮＡＤＰＨ氧化酶激活有关，ＮＡＤＰＨ氧化酶抑制剂
ＤＰＩ可以显著降低ＮＥＴｓ释放，这种作用对糖尿病小鼠
中性粒细胞更加显著，表明糖尿病小鼠中性粒细胞

ＮＥＴｓ过度释放与ＮＡＤＰＨ氧化酶异常激活有关。
综上所述，糖尿病小鼠中性粒细胞过度释放的

ＮＥＴｓ没有增强中性粒细胞对烟曲霉菌丝的杀伤，而且
可能加重组织损伤。通过调节 ＮＡＤＰＨ氧化酶来抑制
过多的ＮＥＴｓ形成可能对糖尿病患者预防或治疗曲霉
感染有益。
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