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摘要# 目的!观察尿感方 "马齿苋’ 蒲公英# 清除受感染膀胱上皮细胞胞内尿道致病性大肠杆菌 ":S5T0;958+M14I3M
,($*/$(/) ,"#/% NE.]# 的作用% 并探讨其作用机制& 方法!通过 NE.]感染人膀胱癌细胞 )#-& "9:/0M X,0<<+S40M4+S
4+,,)#-&% R*‘’(# 细胞模型% 观察尿感方含药尿液清除受感染膀胱上皮细胞胞内 NE.]的作用( 同时采用分子生物
学技术% 观察其对*>H6J4@=E信号传导通路的主要环节*5,,样受体 6 "*5,,’,1Z+S+4+T;5S6% *>H6#’ 腺苷酸环化酶 -
"0<+MP,0;+4P4,0L+-% @]-#’ 环磷酸腺苷 "4P4,140<+M5L1M+/5M5T95LT90;+% 4@=E#’ 蛋白激酶 @ " TS5;1+M Z1M0L+@%
ED@#’ 肌球蛋白&0和H0X蛋白相互作用蛋白 "=P5L1M &@0M< H0X 1M;+S04;1M8TS5;+1M% =PHFE#’ H0X%&X 和小窝蛋白
" "]0V+5,1M’"# 的影响& 结果!与大鼠空白尿液高剂量组比较% 尿感方大鼠含药尿液高剂量组的细菌胞吐率增加& 与
大鼠空白尿液高剂量组比较% 尿感方大鼠含药尿液高剂量组增加 *>H6’ @]- 蛋白的表达及胞内 4@=E的水平% 促进
ED@活化% 增加*>H6’ @]-’ =PHFE’ H0X%&X和]0V+5,1M’" 蛋白的表达& 结论!尿感方具有一定的清除受感染膀胱上
皮细胞胞内NE.]的作用% 其作用机制与*>H6J4@=E信号传导通路的环节有关&
关键词! 尿感方( 尿道致病性大肠杆菌( 胞吐( 人膀胱上皮细胞( *>H6J4@=E信号传导通路
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!!反复发作和耐药菌株增多是尿路感染 ":S1M0SP
;S04;1MU+4;15M% N*F# 防治面临的重点和难点% 有
研究显示约 )$!的妇女一生中会发生 N*F% 其中
%)!会复发-". % 造成女性患者的躯体痛苦和精神
痛苦% 甚至严重影响工作和生活质量-%’-. &

尿道致病性大肠杆菌 ":S5T0;958+M14I3,($*/$M
(/) ,"#/% NE.]# 侵袭膀胱上皮细胞 "X,0<<+S+T1’
;9+,10,4+,,L% ‘.]L# 成为细胞内寄生菌是导致 N*F
反复发作的主要因素之一-6. & NE.]是一种兼性胞
内菌% NE.]借助自身携带的多种毒力因子干预宿
主细胞的信号转导机制帮助细菌内化到细胞内% 从
而逃避了尿流的机械冲洗作用和宿主细胞释放的炎
症因子以及免疫效应细胞的攻击% 且免疫原性及对
抗菌药物的敏感性也大为降低% 进入宿主细胞内
NE.]在胞内大量繁殖% 形成细胞内菌落群% 成为
尿路感染再燃或复发的潜在细菌贮存库% 当所入侵
的宿主细胞脱落时% 大量 NE.]释放% 侵袭邻近细
胞% 开始新一轮的感染过程% 从而引起复发或再
燃-)’&. & 有研究表明-7.--!复发感染 N*F的致病菌
与初次感染的致病菌血清型一致&

尿感方是治疗N*F的有效方剂 "授权专利号!
c>%$$("$%$"76)I##& 课题组前期研究已证实尿感
方具有抗炎’ 利尿’ 免疫调节等多种药理作用% 治
疗N*F具有良好的临床疗效-(’"). & 和其他具有抗菌
作用的中药一样% 与化学药物相比% 尿感方所服用
的临床常用量的血药浓度难以达到最小抑菌浓度&
药物血清虽可针对口服吸收入血的成分% 结合了中
药在体内的处置过程% 但大部分成分在血中的含有
量很低& 有些中药口服后% 所吸收原型成分以及代
谢产物绝大部分都存在于尿液中% 且浓度大多远高
于其在血清中的浓度% 此外% 对于研究治疗N*F的
中药% 研究药物尿液也更来得直接& 因此% 基于上
述原因% 在前期研究的基础上% 参考国外同类研
究-"#. % 课题组将药物尿液引入研究&

大分子物质在细胞内被一层膜所包围% 形成囊
泡% 囊泡移动到细胞膜处% 与细胞膜融合% 并且向
细胞外张开% 使内含物质排出细胞之外% 这种现象
叫做胞吐-"&. & 最新的研究进展表明 NE.]侵入
‘.]L后% 受感染的 ‘.]L能够通过胞吐清除胞内
的NE.]% 而 *5,,样受体 6 "*>H6# J环磷酸腺苷
"4@=E# 信号传导通路则是介导此细胞行为的关
键通路-"7’"(. & 本研究在前期研究的基础上% 通过
NE.]感染人膀胱癌细胞 )#-& "R*‘’(# 细胞模
型% 观察尿感方清除受感染膀胱上皮细胞胞内 NE’

.]的作用及其对 *>H6J4@=E信号传导通路的主
要环节! *>H6’ 腺苷酸环化酶 - "@]-#’ 4@=E’
蛋白激酶 @ "ED@#’ 肌球蛋白 %̂0和 H0X 蛋白
相互作用蛋白 "=PHFE#’ H0X%&X 和小窝蛋白 "
"]0V+5,1M’"# 的影响% 为该方治疗N*F提供依据&
FG材料
"I"!动物和细胞株!AO大鼠% AEd级% 雌雄各
半% 体质量 "-$$ j"$# 8% 购于上海斯莱克实验
动物中心% 生产许可证号! A]bD "沪# %$"%’
$$$%% 于上海中医药大学实验动物中心清洁级动物
房饲养% 自由饮水& R*‘’( 细胞来源于中国科学院
细胞库% 目录号*]R: "&
"I%!实验药物!尿感方由马齿苋’ 蒲公英组成(
马齿苋 "配方颗粒#% 每袋 "I) 8% 相当于饮片
") 8% 江阴天江药业有限公司生产% 批号 "6"%$#$(
蒲公英 "配方颗粒#% 每袋 % 8% 相当于饮片 ") 8%
江阴天江药业有限公司生产% 批号 ")$)"%7&
"I-!菌种!NE.]]F) "上海曙光医院细菌室馈
赠#& 试验前接种于 >‘培养基% -& f培养箱中培
养 %6 9后% 取出用 E‘A 配制成细菌悬液备用% 实
验前通过核酸蛋白测定仪 "QO#$$# 估算细菌浓度%
并将要加入的细菌做倍比稀释涂板计数&
"I6!主要试剂!羊血琼脂平板 "上海伊华科技有
限公司#( HE=F’"#6$ 培养基’ E‘A’ $I%)!胰酶
"*9+S/5A41+M;1U14公司#( 胎牛血清 "?1X45公
司#( 庆大霉素’ 磺胺甲恶唑’ 甲氧苄啶 "美仑生
物公司 #( 甲基’8’吡喃甘露糖苷’ *S1;5Mb’"$$
"A18/00,<S149公司#( ]]D’7 试剂盒’ >OR试剂盒
"O5K1M<5=5,+4:,0S*+49M5,581+L公司#( 蛋白酶磷酸
酶抑制剂 "*9+S/5A41+M;1U14公司#( *S1L’ ?,P4+S’
1M+’ 十二烷基硫酸钠’ @EA’ D% D% D% D’四甲基
乙二胺’ -$!丙烯酰胺 "‘15’S0< 公司#( ‘]@TS5’
;+1M @LL0PZ1;’ HFE@裂解液 "强#’ AOA’E@?.TS5’
;+1M ,50<1M8X:UU+S’ 封闭液’ 一抗稀释液’ 二抗稀
释液 "碧云天生物技术研究所#( ES+L;01M+< ES5;+1M
=0Z+S"d+S/0M;0L公司#( ÊOd膜 "=1,,1T5S+公
司#( 甲醇 "分析纯% 上海国药集团化学试剂有限
公司#( 4@=E.>FA@试剂盒 ".MY5,1U+L41+M4+L公
司#( ED@ " TS5;+1M Z1M0L+@# @4;1V1;PD1;"@SX5S
0LL0PL公司#( *>H6 0M;1’H0XX1;F8?’ ?@EOR "ES5’
;+1M;+49 公司#( @]- 0M;1’H0XX1;F8?’ H0X&X 0M;1’
H0XX1;F8?’ ]0V+5,1M’" 0M;1’H0XX1;F8?’ =PHFE0M;1’
H0XX1;F8? "@X40/# 公司&
"I)!主要仪器和设备!比浊仪 "‘15=+S1+:[公
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司#( 离心机 "‘.]D=@B]QN>*.H公司#( 低温
离心机 ".TT+M<5SU公司#( 普通倒置显微镜 "Q’
,P/T:L公司#( 超净工作台’ ]Q% 培养箱 "*9+S/5
A41+M;1U14公司#( e+L;+SM X,5;电泳系统’ 转膜仪
"‘15’S0< 公司#( Q<PLL+P双色红外激光成像系统
">1’]QH公司#( 迷你水平摇床’ 旋涡混合器 "海
门其林贝尔仪器制造有限公司#&
HG方法
%I"!药物尿液制备"")’"##!将尿感方饮片剂量 "马
齿苋 &% 8’ 蒲公英 )) 8# 换算为配方颗粒剂量后%
用天平称取马齿苋’ 蒲公英配方颗粒% 加入蒸馏水
配制成 "I#( 8生药J/>的药液% 然后震荡混匀%
备用& 灌胃给药 % 次J<% 连续 - <% 次日晨再灌胃
给药 " 次&

%$ 只 AO大鼠随机分为空白组和尿感方组
"%)I6 8生药JZ8#% 每组 "$ 只& 各组灌胃给药 % 次
J<% 连续 - <% 次日晨再灌 " 次( 空白组给予同容
积的蒸馏水% "I) />J"$$ 8& 末次给药前禁食不禁
水 "% 9% 收集末次给药后 - 9 内的尿液% 尿液经
6 $$$ SJ/1M% 离心 ") /1M% )# f水浴中 -$ /1M 灭
活% 经过 $I%% #/滤过膜过滤除菌后% h7$ f冻
存备用& 尿样行尿常规检查% 结果异常或有白细胞
或亚硝酸盐者则剔除&
%I%!细胞培养及传代!R*‘’( 细胞予含 "$!d‘A
的 "#6$ 培养基% -& f )! ]Q% 孵箱中培养& 当培
养瓶内细胞铺至 &$! a7$!时进行传代& 弃去陈
旧培养基% 加入适量 $I%)!胰酶消化% 放入培养
箱中 "$ /1M% 显微镜下动态观察% 细胞变圆时加入
含 "$!d‘A的 "#6$ 培养基中止消化( 然后用吸管
轻轻吹打% 使细胞脱离瓶底% " %$$ SJ/1M% 离心
) /1M后弃上清% 加入含 "$! d‘A 的 "#6$ 培养基%
吹打均匀% 将细胞按 " p% 传代于新培养瓶中% 置
于 -& f’ )! ]Q% 孵箱中培养&
%I-!药物毒性试验!采用 44Z’7 法确定药物尿液
及空白尿液的安全范围& 具体操作按 44Z’7 细胞活
性计数试剂盒说明书操作&
%I6!分组及给药!R*‘’( 细胞分为大鼠含药尿液
高’ 低剂量组% 大鼠空白尿液高’ 低剂量组% 模型
组和质控组& 将含药尿液用 "#6$ 培养基稀释至终
浓度为 )! "低剂量组# 和 "$! "高剂量组#% 然
后分别加入细胞共同培养( 空白尿液组将空白尿液
用 "#6$ 培养基稀释至终浓度为 )! "低剂量组#
和 "$! "高剂量组#% 然后分别加入细胞共同培
养( 模型组’ 质控组加入等体积不含尿液的 "#6$

培养基( 各组培养 "% 9&
%I)!模型制备!各组培养结束后% 用培养基洗脱
- 次后% 加入细菌J细胞比例 "=QF# 为 "$$ 的NE’
.]]F) 共同培养造模 " 9% 质控组加入等体积的无
菌培养基&
%I#!胞吐率测定!造模结束后% 采用庆大霉素保
护法清除胞外细菌% 即用含 "$$ #8J/>庆大霉素
的E‘A清洗细胞 - 次后% 放置于含 "$$ #8J/>庆
大霉素的E‘A中 -& f孵育 -$ /1M% 再用E‘A 清洗
- 次-"(. & 然后按参考文献方法-"(.测定各组的胞
吐率&
%I&!4@=E含有量测定!按 +%I#, 项所述操作
后% 用E‘A 洗涤 - 次% 弃去洗液并吸干残液% 加
入 %)$ #>的 $I" /5,J>R],% 放置 "$ /1M% 离心%
收集上清& 然后按4@=E.>FA@试剂盒说明书进行
操作&
%I7!ED@活性测定!按 +%I#, 项所述操作后%
用E‘A洗涤 - 次% 弃去洗液并吸干残液% 加入]+,,
>PL1L‘:UU+S裂解细胞% 收集裂解液& 然后按 ED@
"ES5;+1M D1M0L+@# @4;1V1;PD1;说明书进行操作&
%I(!*>H6! @]-! =PHFE! H0X%&X 和 ]0V+5,1M’"
蛋白表达的检测!按 +%I#, 项所述操作后% 用
E‘A洗涤 - 次% 弃去洗液并吸干残液% 培养皿中加
入含有蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的细胞裂解
液% 收集细胞裂解液% 以 ‘]@蛋白浓度测定试剂
盒测定总蛋白的含有量& 采用 e+L;+SM X,5;法进行
检测& 将 %) #8总蛋白质上样进行电泳分离并转移
至 ÊOd膜% 封闭液室温封闭 " 9% 封闭结束后%
加入一抗体工作液% 6 f孵育过夜% 孵育结束后以
*‘A*洗涤 ) /1M i- 次% 再加入与一抗相匹配的二
抗工作液% 室温下孵育 " 9% 孵育结束后 *‘A*洗
涤 ) /1M& .]>发光% 化学发光仪检测信号% 用
Q<PLL+P%I" 软件分析灰度值% ?@EOR作为内参%
计算目标蛋白与 ?@EOR的灰度比值进行统计分
析& 各实验均重复 - 次&
%I"$!统计学方法!采用 AEAA %$I$ 软件包进行统
计学分析% 数据用均数j标准差表示% 方差齐性检
验后% 多组间比较采用单因素方差分析% ’k$I$)
表示差异具有统计学意义&
IG结果
-I"!药物毒性试验!R*‘’( 细胞经 "$!大鼠空白
尿液’ "$!大鼠含药尿液经预处理 %6 9 后% 细胞
存活率均大于 ($!& 提示各组药物浓度对 R*‘’(
细胞无明显毒性% 可用于实验&
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-I%!尿感方清除受感染 R*‘’( 细胞胞内 NE.]的
作用!如图 " 所示% 与大鼠 "$!空白尿液组比较%
尿感方 "$!含药尿液组的胞吐率明显增加 "’k
$I$"#( 与尿感方 )!含药尿液组比较% 尿感方 "$!
含药尿液组的胞吐率增加 "’k$I$)#( 与模型组比
较% 大鼠空白尿液组 ")!空白尿液’ "$!空白尿
液# 的胞吐率无显著性差异 "’l$I$)#( 与大鼠
)!空白尿液组比较% 大鼠"$!空白尿液组的胞吐率
无显著性差异 "’l$I$)#&
-I-!尿感方对 R*‘’( 细胞胞吐 NE.]模型 4@=E
和ED@的影响!如图 % 所示% 与大鼠 "$!空白尿
液组比较% 尿感方 "$!含药尿液组 4@=E和 ED@
的水平均显著增加 "’k$I$"#( 与模型组比较%
"$!空白尿液组 4@=E和 ED@的水平均无显著性
差异 "’l$I$)#&

注! 与 "$!空白尿液组比较%!!’k$I$"( 与 )!含药尿液组比

较%&’k$I$)

图 FG尿感方清除受感染 =86S‘ 细胞胞内 @T$:的作用
%+KFH’

Q#NMFGB#+"N+,?&’"’(#",2-&(-&+(.&,(#,’-&+/&/@T$:
&\2O*/#",#,#,%&’(&!=86S‘ ,+8,1(" %+KFH’

注! 与 "$!空白尿液组比较%!!’k$I$"

图 HG尿感方对=86S‘细胞胞吐@T$:模型’5<T和TC5活性的影响 %+KFL’
Q#NMHGB#+"N+,?&’"’(#",&,1+,’&/#,(-+’&**O*+-’5<T*&)&*/& 2-"."(#,N TC5+’(#)#(4 "%#,%&’(&!=86S‘ %+KFL’

-I6!尿感方对 R*‘’( 细胞胞吐 NE.]模型 *>H6!
@]-! =PHFE! H0X%&X 和 ]0V+5,1M’" 蛋白表达的影
响!如图 - 所示% 与 "$!空白尿液组比较% 尿感
方 "$!含药尿液组 *>H6’ @]-’ =PHFE’ H0X%&X
和 ]0V+5,1M’" 蛋白的表达均显著增加 "’k$I$"#(
与模型组比较% "$!空白尿液组 *>H6’ @]-’
=PHFE’ H0X%&X 和 ]0V+5,1M’" 蛋白的表达均无显著
性差异 "’l$I$)#&
YG讨论

在实验分组设计中% 考虑尿液本身的情况% 故
设置与药物尿液同浓度的空白尿液组作对照&

细菌与宿主机体相互作用并引起不同程度的病
理过程称为细菌感染& 宿主的免疫防御功能是决定
感染的发生’ 发展与结局的主要因素-%$. & 黏膜上

皮细胞是机体抵抗细菌的首要防线% 其除了自身的
机械屏障作用% 还是天然免疫应答的主动参与者&
革兰氏阴性细菌的天然免疫应答过程主要由 *>H6
所介导& NE.]是革兰氏阴性细菌% ‘.]L所表达
的*>HL中% *>H6 所介导天然免疫应答在抗 NE.]
感染中尤为关键-"7. % 研究表明-%".*>H6 基因突变
小鼠抗尿路感染的能力存在明显缺陷& 研究表明
NE.]侵入‘.]L后% 受感染的‘.]L能通过胞吐清
除胞内的 NE.]% 而这种清除行为正是由 *>H6J
4@=E信号传导通路所介导的( ‘.]L上*>H6 表达
减少时% ‘.]L对胞内NE.]的清除能力明显下降(
@]- 活性降低时% ‘.]L对胞内 NE.]的清除能力
也明显下降( 胞内 4@=E的水平影响着 ‘.]L胞吐
NE.]的能力% 增加胞内 4@=E的水平% 能够增强
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注! 与 "$!空白尿液组比较%!!’k$I$"

图 IG尿感方对=86S‘细胞胞吐@T$:模型8A9Y$ 5:I$ <49;T$ 9+3H^3和:+)&"*#,SF蛋白表达的影响 %+KI’
Q#NMIG$%%&’("%B#+"N+,?&’"’(#",",(1&8A9Y& 5:I& <49;T& 9+3H^3+,!’+)&"*#,SF &\2-&//#",/"%#,%&’(&!=86S‘

%+KI’

‘.]L对胞内 NE.]清除% 反之亦然( ED@则通过
影响下游靶蛋白的磷酸化% 影响细胞对NE.]的胞
吐( 包裹NE.]囊泡膜中的组分! =PHFE’ H0X%&X
和]0V+5,1M’" 也参与了对胞吐 NE.]的调节% 支架
蛋白=PHFE能够螯合 ED@% H0X%&X 介导调节囊泡

运输到质膜% ]0V+5,1M’" 是一个整合膜蛋白% 与
=PHFE和H0X%&X相互作用-"7’"(. &

前期研究已证实尿感方是治疗 N*F的有效方
剂% 具有多种药理作用& 本研究结果表明经尿感方
大鼠含药尿液 ""$!# 预处理 R*‘’( 细胞 "% 9
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后% 受感染‘.]L胞吐 NE.]的胞吐率增加% 提示
尿感方具有一定的清除受感染 ‘.]L胞内 NE.]的
作用& 尿感方能增加受感染 R*‘’( 细胞 *>H6’
@]- 蛋白的表达( 增加胞内4@=E的含有量% 促进
ED@活化( 增加 =PHFE’ H0X%&X 和 ]0V+5,1M’" 蛋
白的表达% 提示尿感方清除受感染 ‘.]L胞内 NE’
.]的作用机制与影响 *>H6J4@=E信号传导通路
的环节有关& 该研究结果为尿感方的临床运用提供
了依据&
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