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CD300a表达对大肠埃希菌介导的尿路感染患者
病情进展的影响及作用机制分析

赵展*,王海波,朱千三

(温州市中医院泌尿外科,浙江温州
 

325608)

【摘要】 目的 分析CD300a表达对大肠埃希菌介导的尿路感染患者病情进展的影响及作用机制。 方法 选取2021
年1月至2022年12月本院收治的大肠埃希菌尿路感染患者75例,均为女性,根据患者病情转归、病情进展分为研究组

(病情转归,41例)和对照组(病情进展34例),观察两组患者尿道分泌物CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白表达及细菌负

担,比较两组患者血液中性粒细胞、PCT、CRP、WBC表达并分析CD300a
 

RNA、CD300a与感染指标相关性。另选取6~
8周龄雌性小鼠16只,建立α-溶血素缺乏的 UPEC菌株C93和α-溶血素充足的 UPEC菌株CFT073感染模型,均分为

常规组和CD300a敲除组,观察两组大鼠中性粒细胞表达及相关功能,分析CD300a对尿路感染大鼠中性粒细胞清除功

能的影响及作用机制。 结果 研究组患者CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白表达水平均显著高于对照组(均P<0.05);
研究组患者细菌负担,中性粒细胞、PCT、CRP、WBC表达水平均显著低于对照组(均 P<0.05);Pearson分析显示,

CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白相对表达量均与细菌负担,中性粒细胞、PCT、CRP、WBC表达呈负相关(均P<0.05);
流式细胞术检测小鼠中性粒细胞表达CD300a。敲除组模型鼠尿液及膀胱组织中性粒细胞水平及细菌负荷均高于常规

组(均P<0.05);中性粒细胞氧化破裂能力强于常规组,敲除组UPEC吞噬能力低于常规组(均P<0.05),流式细胞术

检测fitc标记珠粒染色强度常规组低于敲除组(P<0.05)。常规组小鼠感染α-溶血素缺乏的UPEC菌株C93和α-溶血

素充足的UPEC菌株CFT073后,CFT073诱导的CD300a配体水平显著升高(P<0.05)。感染CFT073后敲除组小鼠

膀胱中的细菌负荷显著高于常规组(P<0.05);感染C93后两组小鼠细菌负荷差异无统计学意义(P>0.05)。 结论 
CD300a表达与 UPEC介导的尿路感染患者病情进展具有相关性,其高表达通过提高中性粒细胞吞噬作用增强机体对

UPEC的清除能力,其中α溶血素是表达CD300a的中性粒细胞清除UPEC的关键。
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【Abstract】 Objective To
 

analyze
 

the
 

effect
 

of
 

CD300a
 

expression
 

on
 

the
 

progression
 

of
 

urinary
 

tract
 

infection
 

mediated
 

by
 

Escherichia
 

coli
 

and
 

its
 

mechanism. Methods Seventy-five
 

patients
 

with
 

Escherichia
 

coli
 

urinary
 

tract
 

infection
 

admitted
 

to
 

our
 

hospital
 

from
 

January
 

2021
 

to
 

December
 

2022,all
 

female,were
 

divided
 

into
 

study
 

group
 

(disease
 

outcome,41
 

cases)
 

and
 

control
 

group
 

(disease
 

progression,34
 

cases)
 

according
 

to
 

the
 

outcome
 

and
 

progress
 

of
 

the
 

patients.
 

The
 

expressions
 

of
 

CD300a
 

mRNA
 

and
 

CD300a
 

protein
 

in
 

urethral
 

secretions
 

and
 

bacterial
 

burden
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

observed.
 

The
 

expressions
 

of
 

neutrophils,PCT,CRP
 

and
 

WBC
 

in
 

blood
 

of
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

compared,

and
 

the
 

correlation
 

between
 

CD300a
 

RNA,CD300a
 

and
 

infection
 

indexes
 

was
 

analyzed.
 

Sixteen
 

female
 

mice
 

aged
 

6
 

to
 

8
 

weeks
 

were
 

selected
 

to
 

establish
 

infection
 

models
 

of
 

α-hemolysin-deficient
 

UPEC
 

strain
 

C93
 

and
 

α-hemolysin-adequate
 

UPEC
 

strain
 

CFT073,which
 

were
 

divided
 

into
 

conventional
 

group
 

and
 

CD300a
 

knockout
 

group.
 

The
 

expression
 

and
 

related
 

functions
 

of
 

neutrophils
 

in
 

the
 

two
 

groups
 

were
 

observed.
 

To
 

analyze
 

the
 

effect
 

and
 

mechanism
 

of
 

CD300a
 

on
 

neutrophil
 

clearance
 

in
 

rats
 

with
 

urinary
 

tract
 

infection. Results The
 

expression
 

levels
 

of
 

CD300a
 

mRNA
 

and
 

CD300a
 

protein
 

in
 

study
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

The
 

bacterial
 

burden,

expression
 

levels
 

of
 

neutrophil,PCT,CRP
 

and
 

WBC
 

in
 

study
 

group
 

were
 

significantly
 

lower
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

Pearson
 

analysis
 

showed
 

that
 

the
 

relative
 

expression
 

levels
 

of
 

CD300a
 

mRNA
 

and
 

CD300a
 

protein
 

were
 

negatively
 

correlated
 

with
 

bacterial
 

burden,neutrophils,PCT,CRP
 

and
 

WBC
 

(all
 

P<0.05).
 

CD300a
 

expression
 

in
 

mouse
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neutrophils
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry.
 

Neutrophil
 

levels
 

and
 

bacterial
 

load
 

in
 

urine
 

and
 

bladder
 

in
 

knockout
 

group
 

were
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

conventional
 

group
 

(all
 

P<0.05).
 

The
 

oxidative
 

rupture
 

capacity
 

of
 

neutrophils
 

was
 

stronger
 

than
 

that
 

of
 

the
 

conventional
 

group,the
 

phagocytic
 

capacity
 

of
 

UPEC
 

in
 

the
 

knockout
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

conventional
 

group
 

(all
 

P<0.05),and
 

the
 

intensity
 

of
 

FITC-labeled
 

beads
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
 

in
 

the
 

conventional
 

group
 

was
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

knockout
 

group
 

(P<0.05).
 

After
 

infection
 

with
 

α-hemolysin-deficient
 

UPEC
 

strain
 

C93
 

and
 

α-hemolysin-sufficient
 

UPEC
 

strain
 

CFT073,the
 

CD300a
 

ligand
 

level
 

induced
 

by
 

CFT073
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

conventional
 

group
 

(P<0.05).
 

The
 

bacterial
 

load
 

of
 

bladder
 

in
 

knockout
 

group
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

that
 

in
 

conventional
 

group
 

after
 

CFT073
 

infection
 

(P<0.05).
 

There
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

in
 

bacterial
 

load
 

between
 

the
 

two
 

groups
 

after
 

C93
 

infection
 

(P>0.05). Conclusion The
 

expression
 

of
 

CD300a
 

is
 

correlated
 

with
 

the
 

progression
 

of
 

UPEC
 

mediated
 

urinary
 

tract
 

infection.
 

The
 

high
 

expression
 

of
 

CD300a
 

enhances
 

the
 

clearance
 

ability
 

of
 

UPEC
 

by
 

increasing
 

neutrophilic
 

phagocytosis,in
 

which
 

α-hemolysin
 

is
 

the
 

key
 

to
 

the
 

clearance
 

of
 

UPEC
 

by
 

neutrophils
 

expressing
 

CD300A.
【Key

 

words】 urinary
 

tract
 

infection;Escherichia
 

coli;CD300a;progression
 

of
 

disease;mechanism
 

of
 

action

  致病性大肠埃希菌(UPEC)是临床常见的尿路感

染细菌,也是造成复发性尿路感染(rUTI)的主要原

因。有研究报道 UPEC是30%以上医源性感染及

80%以上社区感染的主要致病菌[1]。目前已发现

UPEC可通过多种机制在膀胱中建立感染并逃脱清

除。UPEC主要致病机制为分泌α-溶血素毒素,诱导

膀胱上皮细胞死亡[2-3]。虽然通常可用抗生素治疗,但
近三分之一的女性会反复出现 UTI[4]。UTI感染可

引起人体触发大量快速的免疫反应,其特征是细胞因

子和趋化因子分泌增高以及各种类型的免疫细胞在膀

胱中积聚[5],并在对抗 UPEC中发挥重要作用[6]。

CD300a是一种在髓系上表达的抑制性受体,其已知

配体是磷脂酰丝氨酸(PS)和磷脂酰乙醇胺(PE)[7]。
通过受体的抑制信号以各种机制介导对死亡细胞的免

疫耐受。本 研 究 旨 在 进 一 步 了 解 CD300a表 达 对

UPEC介导的尿路感染患者病情的影响及作用机制。

对象和方法

1 研究对象

选取本院2021年1月至2022年12月收治的大

肠埃希菌尿路感染女性患者75例,依据患者病情转

归、病情进展分为研究组(病情转归,41例),对照组

(病情进展34例)。纳入标准:(1)经细菌培养确诊尿

路感染;(2)年龄≥18岁。排除标准:(1)严重肝肾功

能障碍;(2)已进行抗菌治疗者;(3)合并阴道炎等其他

妇科炎性疾病者;(4)合并其他器官、系统感染者;(5)
合并恶性肿瘤等严重疾病者。本研究经医院伦理委员

会审批。
另选取6~8周龄的雌性小鼠16只,体质量100

~150
 

g,购于上海杰思捷实验动物有限公司,动物生

产许可证号:SCXK(沪)2020-0004。

2 方法

2.1 患者标本采集 常规方法采集患者尿道分泌物,

用于实验室检测。另取患者外周静脉血,用以检测

WBC和中性粒细胞,以及PCT、CRP。

2.2 细菌负担检测 为了计算细菌负担,对获取的样

本进行裂解,每孔添加20
 

μL的5%
 

Triton
 

X-100。
裂解一组孔的细胞以确定细胞外或细胞内细菌的总

数。细胞总数使用电子显微镜观察并计数,以本院同

期无尿路感染患者细菌检出总数为参考标准,计算患

者细菌总数与无感染患者细菌数百分比。该内容不够

完整,应作修改。

2.3 逆 转 录 定 量 聚 合 酶 链 反 应 使用 miRNeasy
 

Mini
 

Kit 提 取 患 者 尿 道 分 泌 物 总 RNA,按 照

PrimeScript
 

RT试剂盒说明逆转录成cDNA,然后使

用 ABI7500 定 量 PCR 仪 器 按 SYBR
 

Premix
 

Ex
 

TaqTM
 

II试剂盒(RR820A;Takara;日本)说明书进

行荧光定量聚合酶链反应(PCR)。CD300a
 

mRNA和

β-catenin的引物由Takara公司设计合成。使用相对

定量方法(2-ΔΔCt)计算 CD300a相对于β-catenin的

mRNA表达。细胞试验采用相同程序。

2.4 目标蛋白的 Western
 

blot检测 标本于4
 

℃
 

RIPA缓冲液中均质化,3
 

000
 

r/min(离心半径15
 

cm)离心15
 

min,取上清液(全细胞裂解液)进行10%
SDS-PAGE电 泳(电 泳80

 

V
 

30
 

min和
 

120
 

V
 

60
 

min),然后电转移到聚偏二氟乙烯膜。用5%脱脂奶

粉室温封闭膜1
 

h,然后加入CD300a抗体4
 

℃过夜,
洗膜;加入适当稀释的辣根过氧化物酶偶联二抗,室温

孵育1
 

h,洗膜后使用增强型化学发光检测系统,观察

蛋白反应条带。试验以β-catin表达水平作为内源参

考并用于标准化,根据2-ΔΔCt方法计算CD300a
 

mRNA
相对表达量。

2.5 小鼠试验

2.5.1 尿路感染模型建立及细菌负荷测定 将6~8
周龄雌性小鼠在置管前用氯胺酮和xylazine麻醉,然
后接种50

 

μL含108
 

UPEC的PBS。试验分为未敲除
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CD300a常规组和CD300a敲除组,每组8只。
取 小 鼠 膀 胱 组 织 标 本,使 用 Fastprep

 

(MP
 

Biomedicals,美 国)均 质 后 作 连 续 稀 释,并 铺 于

MacConkey板(以色列Novamed公司产品),37
 

°C孵

育过夜,并对菌落进行计数。

2.5.2 膀胱和尿液免疫浸润的定量和表征 取均质

的膀 胱 组 织,通 过 淋 巴 系 统 离 心 纯 化 (StemCells
 

Technologies)白细胞,采用抗小鼠Ly6G-APC和抗小

鼠CD11b-FITC
 

(BioLegend;安诺伦生物科技有限公

司;中国)对中性粒细胞进行鉴定。取小鼠尿液,离心

法提取中性粒细胞,用抗小鼠Ly6GAPC染色鉴定。

2.5.3 小鼠中性粒细胞纯化 于小鼠腹腔注射

Zymosan
 

A
 

(Sigma-
 

aldrich,美国)
 

200
 

μg,次日用肝

素化(美国Sigma公司产品)注射器心脏穿刺采血。
用5体积含0.5%

 

BSA的PBS稀释血液,并进行不连

续组织(Sigma)梯度(1.077和1.119)处理,通过低渗

裂解消除红细胞(RBC)。

2.5.4 吞噬试验 用PBS×1稀释FITC标记珠珠

粒,用1
 

μg
 

CD300a
 

Ig融合蛋白冰孵育1
 

h,PBS×1
洗涤 2 次 后 用 APC 偶 联 抗 人 Fc抗 体 (Jackson

 

ImmunoResearch,美 国)染 色,采 用 流 式 细 胞 仪

(FACS)检测Ig融合蛋白的珠粒结合。取105 个中性

粒细胞悬浮在OptiMEM
 

0.5%
 

FBS中,并补充FITC
标记的珠子(1∶100;美国Cayman

 

Chemicals公司产

品)或表达CFT073的GFP,37
 

℃下孵育30(珠粒和

表达CFT073的GFP)、90和120
 

min(表达CFT073
的GFP),然后用抗小鼠Ly6G

 

APC(Biolegend,美国)
清洗和染色,吞噬作用通过流式细胞术确定为

 

Ly6G
+

 

FITC+或 GFP+细胞的百分比。该内容不够完

整,应作修改。

2.5.5 氧化破裂试验 取2×105 中性粒细胞镀于含

50
 

μmol/L鲁米诺(Sigma)的Hank’s平衡盐溶液中。
中性粒细胞被phorbol

 

12-肉豆蔻酸13-乙酸酯(PMA,

10
 

nmol/L和100
 

nmol/L)或甲酰蛋氨酸-亮氨酸-苯
丙氨酸(fMLP,10

 

nmol/L和100
 

nmol/L)刺激产生

H2O2,使用Tecan
 

f200微孔板发光仪每10
 

min测量

一次发光。

2.5.6 Ig融合蛋白的产生 提取小鼠白细胞cDNA,

PCR扩增编码受体细胞外部分的序列。CD300a胞外

部分 PCR 引物:5'-CCCAAGCTTGCCGCCACCAT-
GTGGCTGCCTTGGGCTCTG-3'

 

(包括一个 HindIII
切 位 点)和 5'-GAAGATCTGAGTTCACCACCT-
CCTCAGT-

 

3'(包括一个BglII酶切位点)。将PCR
扩增片段克隆到含人类IgG1

 

Fc部分的哺乳动物表达

载体中。用该结构物转染293T细胞,用蛋白G柱纯

化表达蛋白质。

2.5.7 CD300a
 

Ig对吞噬作用的中和试验 FITC标

记珠用PBS×1稀释,然后加入CD300a
 

Ig融合蛋白

(每孔分别为3、5、7和10
 

μg),冰上孵育1
 

h;加入

PBSx1和105 个中性粒细胞在 OptiMEM 中悬浮,用

0.5%
 

FBS洗涤2次;培养板置37
 

℃孵育30
 

min,洗
涤后用抗小鼠Ly6G

 

APC染色,采用流式细胞术检测

Ly6G+
 

FITC+细胞的吞噬率。

2.5.8 UPEC
 

CD300a
 

Ig染色 CFT073培养后用无

菌PBS×1冲洗培养物3次,使A600 值为1。将106 个

细菌分成96U孔,在增加CD300a
 

Ig融合蛋白浓度的

冰块上孵育1
 

h。然后用APC偶联的抗人Fc抗体对

细菌进行清洗和染色。Ig融合蛋白的 UPEC结合通

过FACS评估。

2.6 统计学处理 采用SPSS23.0统计软件,计量资

料以x±s表示,组间比较采用独立样本t检验;使用

Pearson 模型进行相关性分析。P<0.05为差异有统

计学意义。

结 果

1 两组患者CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白相对表

达量比较

研究组患者CD300a
 

mRNA、CD300a蛋白相对表

达量分别为1.92±0.24和1.81±0.22,对照组分别

为1.06±0.13和1.15±0.1),差异均有统计学意义

(t值分别为19.720和15.010,均P<0.01)。

2 两组患者细菌负担,中性粒细胞表达,以及PCT、

CRP、WBC表达水平比较

研究组细菌负担以及中性粒细胞、PCT、CRP、

WBC表达水平分别为(161.24±20.39)%、(1.81±
0.39)μg/L、(1.56±0.48)μg/L、(8.01±1.49)mg/L
和(10.07±1.84)×109/L,对照组分别为(194.08±
21.25)%、(2.34±0.51)μg/L、(3.25±0.62)μg/L、
(10.53±1.76)mg/L和(11.24±2.06)×109/L,差异

均有统计学意义(t值分别为6.786、4.973、12.990、

6.612、2.569,均P
 

<0.05)。

3 患者CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白的表达与细

菌负担以及PCT、CRP、WBC表达的相关性

Pearson分析显示,大肠埃 希 菌 尿 路 感 染 患 者

CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白相对表达量与细菌负

担,中性粒细胞表达,以及PCT、CRP、WBC的表达呈

负相关(均P<0.05)(表1)。

4 小鼠尿路UPEC负荷及中性粒细胞水平

流式细胞仪检测小鼠中性粒细胞表达CD300a(图

1)。表2显示,敲除组尿液及膀胱组织中性粒细胞水

平和细菌负荷均显著高于常规组(P<0.05或 P<
0.01)。
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表
 

1 大肠埃希菌尿路感染患者CD300a
 

mRNA和CD300a蛋白的表达
与细菌负担,中性粒细胞表达,以及与PCT、CRP、WBC表达的相关性
Table

 

1 Correlation
 

between
 

CD300a
 

mRNA
 

and
 

CD300a
 

protein
expression

 

and
 

bacterial
 

burden,neutrophil
 

expression,and
 

PCT,CRP,
and

 

WBC
 

expression
 

in
 

patients
 

with
 

E.
 

coli
 

urinary
 

tract
 

infection

指标
Index

CD300a
 

mRNA

相关系数
Correlation
index

P

CD300a蛋白
cd300a

 

protein

相关系数
Correlation
index

P

细菌负担 -0.646 <0.01 -0.583 <0.01
中性粒细胞 -0.517 <0.01 -0.436 <0.01
PCT -0.603 <0.01 -0.568 <0.01
CRP -0.447 <0.01 -0.402 <0.01
WBC -0.584 <0.01 -0.513 <0.01

表
 

2 小鼠尿路UPEC负荷及中性粒细胞水平比较
Table

 

2 Comparison
 

of
 

urinary
 

tract
 

UPEC
 

load
and

 

neutrophil
 

level
 

in
 

mice

组别
Group

细菌负荷
(Log10CFU)
Bacterial

 

load
(Log10CFU)

膀胱中性粒细胞

(103个/视野)
Bladder

 

neutrophils
(103 PCS/field

 

of
 

view)

尿液中性粒细胞

(103/mL)
Urine

 

neutrophils

常规组1(n=8) 5.14±0.68 0.92±0.10 138.41±14.25
敲除组(n=8) 6.21±0.73 4.84±0.83 493.66±54.58

t 3.034 20.557 17.813
P 0.01 <0.01 <0.01

图
 

1 流式细胞术检测结果

Fig.1 Results
 

of
 

flow
 

cytometry

5 氧化破裂及吞噬作用试验结果

图2显示,敲除组中性粒细胞氧化破裂能力强于

常规组,敲除组 UPEC吞噬能力低于常规组(均P<
0.05);流式细胞术检测常规组FITC标记珠染色强度

常规组低于敲除组(P<0.05)。
6 α-溶血素对中性粒细胞UPEC清除能力的影响

常规组小鼠感染α-溶血素缺乏的 UPEC菌株

C93和 α-溶 血 素 充 足 的 UPEC 菌 株 CFT073 后,

CFT073诱导CD300a配体水平显著升高(P<0.05)。
感染CFT073后敲除组小鼠膀胱中的细菌负荷显著高

于常规组(P<0.05);感染C93后两组小鼠的细菌负

荷差异无统计学意义(P>0.05)(图3)。

  A 氧化破裂试验曲线 B 两组中性粒细胞吞噬能力比较(a
 

P
<0.05) C 流式细胞术检测荧光强度(黑色:敲除组,灰色:常规组)

图
 

2 氧化破裂及吞噬作用试验结果

Fig.2 Results
 

of
 

oxidative
 

rupture
 

and
 

phagocytosis
 

tests

  A 感染C93和CFI073小鼠CD300a表达水平比较 B 感染

C93和CFI073小鼠细菌负荷比较。
图

 

3 人工感染C93和CFI073小鼠CD300a配体水平及细菌负荷

Fig.3 CD300a
 

ligand
 

levels
 

and
 

bacterial
 

load
 

in
 

artificially
infected

 

C93
 

and
 

CFI073
 

mice'

讨 论

尿路感染是病原体在尿路中生长、繁殖而引起的

感染性疾病,中性粒细胞在免疫防御和清除UPEC介

导的尿路感染中起重要作用。CD300a是一种结合磷

脂酰丝氨酸和磷脂酰乙醇胺的抑制性受体,存在于凋

亡细胞的细胞膜上。CD300a与磷脂酰丝氨酸和磷脂

酰乙醇胺结合,也被称为“自噬”信号,介导对死亡细胞

的免疫耐受。但目前对其研究多集中于恶性肿瘤等领

域,关于大肠埃希菌介导的尿路感染相关研究尚少。
本研究发现,病情转归的 UPEC尿路感染患者

CD300a
 

mRNA、CD300a升高,且与患者细菌负担,中
性粒细胞表达,以及PCT、CRP、WBC表达呈负相关

(均P<0.05),证实CD300a在 UPEC引起的尿路感

染病情进展中起重要作用,但仅针对资料分析,研究组

患者CD300a表达更高,而中性粒细胞水平较低。正

常情况下,中性粒细胞具有病菌清除能力,因此认为对

照组在中性粒细胞表达水平更高的前提下应表现出更

低的细菌负荷。由此推测,在 UPEC引起的尿路感染

患者中,其CD300a低表达可能引起中性粒细胞聚集,
但会损伤中性粒细胞病菌清除能力,从而出现表现出

高水平中性粒细胞表达但无法缓解感染症状的情况。
通过动物试验进一步观察CD300a对UPEC引起

的尿路感染中性粒细胞功能影响,以期能阐明其作用

机制。中性粒细胞表达抑制性受体CD300a,并在清除

·566·
中 国 病 原 生 物 学 杂 志

Journal
 

of
  

Pathogen
 

Biology 
2023年06月 第18卷第06期

Jun.2023, Vol.18,No.06



UTIs中发挥主要作用[8-9],因此推测CD300a敲除小

鼠在清除UPEC感染方面较未敲除CD300a小鼠更有

效。为了验证以上假设,本研究在两组雌性小鼠经尿

道内接种CFT073(急性肾盂肾炎分离物),感染后24
 

h采集膀胱标本,评估细菌负荷。结果显示,CD300a
敲除小鼠膀胱中的细菌负荷明显加重。由于免疫细胞

在减少感染细菌负荷方面发挥重要作用[10-12],进一步

推测敲除组小鼠中细菌负荷的增加可以通过局部免疫

细胞的减少,特别是中性粒细胞的减少来解释。因此,
本研究检测了感染小鼠膀胱和尿液中的中性粒细胞水

平。结果显示,敲除组小鼠膀胱和尿液中的中性粒细

胞数量与常规组小鼠相比明显增高,表明缺乏CD300a
抑制受体的中性粒细胞在受感染的膀胱中大量聚集,
但其清除UPEC感染的能力受损。为了更好地阐释

感染膀胱中敲除组中性粒细胞的大量积累不会导致细

菌负荷减少,本研究对敲除小鼠中性粒细胞在体外清

除细菌的能力进行了评估。过氧化氢的产生,也称为

氧化破裂,是中性粒细胞清除细菌的关键机制[13-15]。
因此,本研究测试了敲除组中性粒细胞在存在或不存

在不同刺激时产生 H2O2 的能力,结果显示敲除组中

性粒细胞与常规组相比具有更高的氧化破裂能力。
尽管CD300a敲除的中性粒细胞具有较高的氧化

破裂潜能,但其对细菌的清除能力受损,因此假设

CD300a缺陷中性粒细胞无法清除尿路感染可能与其

吞噬能力有关。为了测试这种能力,本研究用FITC
标记的IgG包被小球孵育常规组或敲除组中性粒细

胞,使用流式细胞仪检查吞噬作用。结果显示,cd300a
缺失中性粒细胞的吞噬能力与常规组相比明显下降。
为了证明减弱的吞噬能力确实依赖于CD300a,生成了

一种嵌合融合蛋白,由CD300a受体的细胞外部分与

人免疫球蛋白的Fc部分融合而成,称为CD300a
 

Ig。

FITC标记小珠被CD300a
 

Ig染色呈阳性,表明标记小

珠 上 存 在 CD300a 的 表 面 配 体。由 于 珠 粒 含 有

CD300a配体,且 KO中性粒细胞表现出吞噬能力受

损,因此推断用CD300a
 

Ig嵌合蛋白阻断表面配体将

模拟KO表型,从而导致 WT中性粒细胞对FITC标

记珠粒的吞噬能力降低。以上表明CD300a在嗜中性

粒细胞吞噬中起作用,但不能直接识别 UPEC。在缺

乏CD300a的情况下,中性粒细胞仍具有较高的氧化

破裂能力,但吞噬功能受损。

UPEC编码孔隙形成毒素α-溶血素,该毒素可诱

导膀胱上皮细胞死亡[16]。本研究推测CD300a缺陷

的中性粒细胞清除病原体能力受损。为了验证这一假

设,使用α-溶血素缺乏的UPEC菌株C93和α-溶血素

充足的UPEC菌株CFT073感染小鼠,结果显示与接

种PBS或C93的小鼠相比,CFT073诱导CD300a配

体水平显著升高。
本研究中使用表达C93和CFT073的GFP在常

规组和敲除组小鼠中诱导 UTI,GFP-c93感染的常规

组和敲除组小鼠GFP阳性膀胱上皮细胞无显著差异,
敲除组小鼠GFP-cft073阳性膀胱上皮细胞数量与常

规组小鼠相比显著升高。为了证明由CD300a与中性

粒细胞接触介导的死亡细胞的清除确实会导致膀胱细

菌负荷的降低,本研究用CFT073或C93感染常规组

或敲除组小鼠,当感染CFT073时,敲除组小鼠膀胱中

的细菌负荷明显高于常规组。但是,当敲除组小鼠接

种C93时,膀胱中的细菌负荷与常规组小鼠持平,这
表明α-溶血素对于表达CD300a的中性粒细胞清除

UPEC具有关键作用。
中性粒细胞在抵御大量病原体的第一道防线中发

挥重要作用,如吞噬病原体。本研究结果展示了抑制

受体CD300a在中性粒细胞吞噬作用中的新作用,特
别是在中性粒细胞介导的upec诱导的 UTI清除过

程。缺乏抑制性受体CD300a的小鼠在 UTI时膀胱

内的细菌负荷显著增加。本研究证明CD300a敲除中

性粒细胞具有较高的氧化破裂能力,但吞噬能力受损。
这种损伤的分子基础尚未完全确定,有待进一步研究。
这种由受体介导的有缺陷的吞噬作用干扰了中性粒细

胞清除UPEC感染的能力,并导致体内更高的细菌负

荷。中性粒细胞表型的显著变化突出了CD300a在中

性粒细胞功能中的重要作用。本研究结果进一步表

明,UPEC诱导细胞死亡的α-溶血素对于cd300a介导

的感染部位膀胱上皮细胞的清除至关重要。
综上所述,尿CD300a表达与 UPEC介导的尿路

感染患者病情进展具有相关性,CD300a高表达通过

增加中性粒细胞吞噬能力增强患者UPEC清除能力,
而α溶血素是表达CD300a的中性粒细胞清除UPEC
的关键。
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体重胎儿、新生儿窒息)发生率均高于对照组孕妇,不
同分组孕妇的产后出血发生率对比差异无统计学意

义。王莉等[14]研究发现,妊娠期高血压组、子痫前期

组、重度子痫前期组的早产率、剖宫产率、胎盘早剥率

均高于正常对照组。有关研究发现,妊娠期高血压疾

病受多种因素影响,高龄、孕前肥胖或超重、高血压疾

病家族史、妊娠期糖尿病、孕期不良情绪等均是导致妊

娠高血压的高危因素[15]。通过本次研究,可以更好地

掌握妊娠期高血压孕妇的肠道菌群特点,丰富妊娠期

高血压干预临床经验。通过改善妊娠期高血压患者相

关指标,减轻患者心理及身体负担,提高患者生活质

量,改善临床治疗效果。不仅可以给患者家庭节省医

疗费用,还为社会节约了医疗资源,对降低妊娠期高血

压发病率、提高患者生命安全具有重要意义。
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