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摘要院目的 通过体外实验研究肺炎链球菌渊S.pn冤是否可通过肺型上皮细胞渊A549冤钙信号转导途径触发微丝肌动蛋白

渊F-actin冤细胞骨架重排袁进而导致 S.pn 对 A549 细胞的侵袭遥 方法 采用 F-actin 特异性 FITC-phalloidin 荧光染料袁观察

S.pn 作用 A549 细胞前后 F-actin 细胞骨架重排情况袁以重排百分率表示曰用 F-actin 细胞骨架重排抑制剂细胞松弛素 D

预处理 A549 细胞袁观察 S.pn 对 A549 细胞的侵袭曰使用 Ca2+ 信号转导抑制剂 dantrolene 预处理 A549 细胞袁观察其与

F-actin 细胞骨架重排百分率间是否存在剂量依赖关系曰用 Fura-2/AM 荧光探针负载 A549 细胞后测定 S.pn 粘附 A549

细胞 30尧60尧90 min 的胞内[Ca2+]i遥 结果 S.pn 作用 A549 细胞后袁经 FITC-phalloidin 荧光染色袁F-actin 细胞骨架呈黄绿

色块状聚集曰F-actin 细胞骨架重排抑制剂细胞松弛素 D 可明显降低 S.pn 对 A549 细胞的侵袭袁在其浓度为 0.25 滋g/ml 时袁
未得到可测的细菌数曰Ca2+ 信号转导抑制剂可部分抑制 A549 细胞 F-actin 细胞骨架重排袁且与 F-actin 细胞骨架重排百

分率间存在量效关系曰S.pn 粘附 A549 细胞 30尧60尧90 min 后的胞内[Ca2+]i 高于对照[渊187.4依17.3 nmol/L冤]袁并达到饱和袁
分别为渊487.5依38.1冤尧渊548.2依35.6冤和渊557.2依47.5冤nmol/L遥 结论 S.pn 可通过 Ca2+ 细胞信号转导途径触发 A549 细胞

F-actin 细胞骨架重排袁进而导致 S.pn 侵袭 A549 细胞遥
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Abstract: Objective To study whether Streptococcus pneumoniae (S.pn) can provoke filamentous actin (F-actin) rearran-

gements in vitro through calcium signaling pathways in type 域 pneumocytes (A549 cells), resulting in S.pn invasion of the

cells. Method After FITC-phalloidin labeling of F-actin, F-actin rearrangements were observed by S.pn adhesion to type

pneumocyte A549 cells. S.pn invasion of A549 cells was determined by pretreating A549 cells with cytochalasin D. To

investigate whether F-actin rearrangements could be blocked by Ca2+ inhibitors, A549 cells were pretreated with Ca2+ inhibitors

dantrolene, and loaded in Fura-2/AM probe to determine the concentration of cytosolic free calcium by S.pn adhesion to A549

cells after 30, 60, and 90 min respectively. Results Intact S.pn can promote F-actin rearrangements. Cytochalasin D was able

to prevent S.pn invasion of A549 cells. No invasion of A549 cell can be determined at 0.25 滋g/ml of cytochalasin D. One subset of

the inhibitors ofCa2+ signal transductionmolecules blocked F-actin rearrangements dose-dependently, and S.pn adhesion ofA549

cells for 30, 60, and 90 min increased cytosolic free calcium, reaching 渊487.5依38.1冤,渊548.2依35.6冤and渊557.2依47.5冤nmol/L,

respectively. They were higher than of the control group. Conclusion S.pn can provoke F-actin rearrangements through Ca2+

signaling pathways, which further leads to S.pn invasion of A549 cells.
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肺炎链球菌 渊Streptococcus pneumoniae袁S.pn冤是

一种常见的革兰氏阳性致病菌袁所致临床发病率和死

亡率均较高咱1暂遥目前袁由于多糖荚膜疫苗免疫原性较

弱及耐药现象的出现袁使预防及治疗具有一定的局限

性遥有文献资料报道袁肠致病性大肠埃希氏菌及沙门

氏菌等革兰氏阴性致病菌粘附宿主细胞可使胞内

[Ca2+]i 增加袁由此触发微丝肌动蛋白渊F-actin冤细胞骨

架重排袁进而侵袭宿主细胞咱2袁3暂遥Ca2+ 除具有信号转导

功能外袁还具有直接参与由细胞内肌动蛋白引起的兴

奋 - 收缩耦联效应这一重要的生理功能遥基于此袁本

研究旨在探讨 S.pn 是否通过钙信号转导触发 F-actin

细胞骨架重排袁进而侵袭肺域型上皮细胞渊A549冤遥这

将为最终阐明 S.pn 的致病机制提供科学的理论依

据袁为开发新一代治疗 S.pn 感染性疾病的药物提供

新思路遥

1 材料和方法

1.1 实验菌株

S.pn 为标准菌株 S芋型袁购自中国科学院菌种保

藏中心遥对该菌的生物学特征鉴定结果如下院渊1冤光镜

检查示革兰氏染色阳性袁在 C+Y 半合成培养基中成

双和链状生长袁钝端相对袁尖端相背曰渊2冤血平板示半

透明尧光滑尧扁平小菌落袁周围可见草绿色溶血环袁48 h
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后菌落中央出现脐窝状凹陷曰渊3冤生化反应示胆汁溶

菌试验渊+冤尧菊糖分解试验渊+冤遥
1.2 实验细胞株

肺域型上皮细胞渊A549冤购自中科院上海细胞所

细胞库遥
1.3 主要试剂及配制

1.3.1 C+Y 半合成 S.pn 培养基 含 Yeast 抽提物咱4暂袁
抽滤灭菌分装袁4 益保存袁用于培养 S.pn遥培养条件院
37 益恒温水浴静置培养遥
1.3.2 RPMI-1640 细胞培养基 用于培养 A549 细胞遥
每 升 培 养 液 中 含 RPMI 1640 粉 剂 10.4 g 渊购 自

GIBCO冤尧HEPES 4.8 g 渊购自中科院上海生化所东风

生化技术公司冤尧NaHCO3 2.0 g尧经灭活的胎牛血清

渊FCS冤100 ml尧青霉素及链霉素各 100 U/ml袁调节 pH

7.4袁抽滤灭菌袁分装袁-20 益保存遥
1.3.3 FCS 购自杭州四季青生物工程材料研究所袁特

级袁无支原体遥初用前 56 益尧30 min 灭活补体遥-20 益
分装冻存遥
1.3.4 胰酶 购自 Serva遥溶于 pH 7.4 的 PBS 溶液袁浓

度为 0.25%袁抽滤灭菌袁4 益保存遥
1.3.5 Fura-2/AM 购自 Sigma遥用 DMSO 溶解分装

后-20 益避光保存袁浓度为 1 mg/ml遥使用时终浓度为

5 滋mol/L遥
1.3.6 测钙离子用 D-Hanks 液 NaCl 8.0 g袁KH2PO4

0.6 g袁KCl 0.4 g袁NaHCO3 0.42 g袁MgSO4窑7H2O 0.197 g袁
Na2HPO4窑12H2O 0.1185 g袁Glucose 5.0 g袁用去离子水

800 ml 溶解袁调 pH 7.6袁最后定容至 1 000 ml袁抽滤灭

菌袁4 益分装保存遥
1.3.7 负载液 含 10%FCS尧0.5%BSA 的 RPMI-1640

培养基袁调 pH 至 7.6袁抽滤灭菌袁4 益分装保存遥
1.3.8 洗涤液 含 0.2%BSA 的 D-Hanks 液袁调 pH

7.6袁临时配制遥
1.3.9 细胞内钙离子测定液 含 0.2%BSA尧0.1 mmol/L

EGTA 的 D-Hanks 液袁调 pH 7.6袁抽滤灭菌袁4 益分装

保存遥
1.3.10 FITC-phalloidin 购自 Sigma遥用含 1%DMSO

的 PBS 溶液渊pH7.4冤配制袁浓度为 5 滋g/ml袁分装袁-20 益
避光保存遥
1.3.11 信号转导抑制剂 dantrolene 购自 Sigma遥用

DMSO 溶解袁分装袁-20 益避光保存遥原始浓度为

10 000 滋mol/L遥
1.3.12 多聚甲醛溶液 称取多聚甲醛 0.4 g袁置于烧杯

中袁加入 80 ml 0.01 mol/L PBS 溶液袁加热至 60 益左

右袁持续搅拌袁使其完全溶解袁加入少许 1 mol/L NaOH

溶液至清亮袁用 0.01 mol/L PBS 定容至 100 ml袁pH 7.4遥
室温放置遥

1.3.13 胰蛋白胨 - 植胨琼脂血平板的制备 称取胰

蛋白胨 15.0 g袁植物蛋白胨 5.0 g袁K2HPO4 2.5 g袁NaCl

5.0 g袁Glucose 2.5 g袁琼脂粉 15.0 g袁加入双蒸水 800 ml

溶解袁调节 pH渊7.3依0.2冤袁分装袁121 益灭菌 15 min袁4 益
保存遥将上述 TSA 培养基渊呈固态冤加热溶化袁当冷至

50 益左右时袁加入 5%的去纤维绵羊血袁摇匀袁倒血平

板袁4 益保存遥
1.3.14 细胞松弛素 D 购自 Sigma遥用 DMSO 溶解袁
原液浓度为 1 mg/ml袁-20 益分装保存遥
1.3.15 玉型胶原酶 购自 Sigma遥用含 10%FCS 的

RPMI-1640 培养液配制袁浓度为 0.25%袁抽滤灭菌遥4 益
保存遥
1.4 方法

1.4.1 S.pn 培养 将 S.pn 接种于 C+Y 培养基中袁37 益
水浴静置培养至对数生长中后期渊D620=0.4袁约 108 菌落

形成单位 /ml冤遥用于整个实验时袁先离心渊2 500 r/min尧
10 min冤袁 再 用 预 冷 的 PBS 洗 3 次 袁 不 含 双 抗

RPMI-1640 悬浮至 108 菌落形成单位 /ml遥
1.4.2 A549 培 养 将 A549 细 胞 接 种 于 含 适 量

RPMI-1640 培养液的培养瓶或培养板孔中袁用于整个

实验遥
1.4.3 S.pn 作 用 于 A549 细 胞 后 F-actin 的 FITC-

phalloidin 荧光染色 将 A549 细胞接种于带小块盖

玻片的 24 孔培养板孔中袁待其呈单层生长后袁吸出孔

内培养液袁用 PBS 轻轻冲洗 3 次曰加入用不含双抗的

RPMI-1640 培养液悬浮的对数生长中后期 S.pn 菌

液袁轻轻混匀袁37 益尧5%CO2 孵箱中温育 2 h曰夹出小

盖玻片袁用 PBS 轻轻冲洗 5 次袁4%多聚甲醛室温固

定 15 min曰用 PBS 轻轻冲洗 5 次袁沥干水份 渊勿干

燥冤袁每张盖玻片上加 10 滋l FITC-phalloidin 荧光染

料袁室温潮湿暗盒中静置 40 min曰用 PBS 轻轻冲洗 5

次袁沥干曰用无荧光软布擦净其背面袁置于洁净无荧光

载玻片上袁荧光显微镜下观察 F-actin 重排情况遥同时

设不受 S.pn 感染的 A549 细胞作为对照遥
1.4.4 信号传导抑制剂 dantrolene 预处理 A549 细胞

后 F-actin 的 FITC-phalloidin 荧光染色 同 1.4.3遥只

是在加入 S.pn 前袁分别加入预先用 RPMI-1640 稀释

混匀并使其成梯度浓度的抑制剂袁预处理 A549 细胞

30 min袁再加入 S.pn 混匀袁继续作用 2 h遥荧光镜下观

察 F-actin 的重排情况遥
1.4.5 F-actin 的重排计分标准咱5暂 荧光镜下显示典型

F-actin 聚集结构者计 1 分袁非典型者计 0.5 分袁没有

发生聚集者计 0 分袁每张盖玻片计数 200 个细胞遥
F-actin 重排百分率渊%冤= 总计分 /200伊100%遥
1.4.6 S.pn 侵袭 A549 细胞实验 将 A549 细胞接种

于 24 孔培养板孔中袁待其呈单层生长渊约 5伊105/ml冤

第 2 期 徐邦牢,等.肺炎链球菌触发肺域型上皮细胞微丝肌动蛋白重排的钙信号转导机制 169窑 窑



后袁用 PBS 轻轻冲洗 3 次曰加入用不含双抗的

RPMI-1640 培养液悬浮的对数生长中后期 S.pn 菌

液袁轻轻混匀曰用水平式离心机 1 000 r/min 离心 10

min袁以促进其粘附 A549曰37 益尧5%CO2 孵箱中温育

2 h 后袁用无菌 PBS 轻轻洗 3 次曰加入含 1%FCS尧10

U/ml 青霉素尧200 U/ml 庆大霉素的 RPMI-1640 培

养液曰37 益尧5%CO2 孵箱孵育 1 h袁以充分杀死胞外

S.pn曰用无菌 PBS 洗 3 次袁加入 100 滋l 0.25%胰酶使

贴壁细胞悬浮袁再加入 400 滋l 0.025% TritonX-100 裂

解细胞 3 min袁10 倍稀释后吸取 100 滋l 涂布琼脂血平

板咱6暂曰37 益尧5% CO2 孵箱培养过夜袁计数平板上的菌

落数遥S.pn 侵袭入 A549 的个数 = 平板上计数的菌落

数 / 每培养孔的细胞数遥
1.4.7 细胞松弛素 D 对 S.pn 侵袭入 A549 细胞的作

用 同 1.4.6 方法遥在加入 S.pn 前袁用不同浓度的细胞

松弛素 D 处理 A549 细胞 2 h袁然后再加入 S.pn 继续

温育 2 h袁同样计数侵入 A549 的 S.pn 数遥
1.4.8 A549 细胞内[Ca2+]i 测定 用 0.25%胰酶消化贴

壁单层 A549袁D-Hanks 液洗 3 次曰用 2 ml 负载液悬浮

细胞袁加入 10滋l Fura-2/AM 溶液渊终浓度为 5 滋mol/L冤袁
混匀袁37 益水浴避光振荡 40 min遥将负载后细胞用含

0.2% BSA 的 D-Hanks 液洗 3 次袁用细胞内钙测定液

悬浮细胞遥锥虫蓝染色检查细胞活力 >90%咱7暂袁并调整

细胞数至 2伊106/ml遥测定前将仪器比色器恒定在

37 益袁分别扫描标准品及负载后细胞悬液的激发波

长和发射波长以判断负载是否成功袁选择负载后细胞

悬液的激发波长和发射波长为测定波长遥胞内[Ca2+]i 由

下式计算院[Ca2+]i(nmol/L)=Kd伊(F-Fmin)/(Fmax-F)袁式中 Kd

为 Fura-2/Ca2+ 的解离常数袁在 37 益时为 224 nmol/L袁
F 为在不同条件下测定的荧光强度值曰Fmax 为加入终

浓度为 0.1% TrtonX-100 后的最大荧光强度值袁Fmin

为在 Fmax 基础上再加入终浓度为 5 mmol/L EGTA 时

的最小荧光强度值咱8暂遥
1.4.9 S.pn 作用 A549 后的[Ca2+]i 测定 将 A549 接种

于 24 孔培养板孔遥单层贴壁渊约 5伊105/ 孔冤后吸出孔

内液体袁各孔加入无双抗 RPMI-1640 培养液悬浮的

S.pn 菌液 渊约 108 菌落形成单位 /ml冤袁37 益尧5% CO2

分别温育 30尧60尧90 min袁收集 12 孔细胞于一塑料试

管中遥收集细胞方法院在温育后用无菌 PBS渊pH 7.4冤
洗涤细胞 6 次曰用含 0.25%胶原酶的 RPMI-1640 温

育消化细胞 10 min曰再用含 5%FCS 的 PBS 洗 2 次袁
负载并测定计算 A549 细胞内[Ca2+]i 的方法同 1.4.8遥
1.4.10 统计学处理

使用 SAS 软件进行相关系数的计算袁组间比较

采用方差分析遥

2 结果

2.1 完整的 S.pn 触发 A549 细胞 F-actin 细胞骨架重

排

S.pn 作用 A549 细胞后袁F-actin 经 FITC-phalloidin

染色呈圆形深黄色聚集 渊图 1冤曰对照细胞无上述变

化袁呈现均匀黄色荧光外观渊图 2冤遥

图 1 完整的 S.pn 作用 A549 细胞 2 h 后 F-actin 在荧光显微镜下呈黄色并圆形聚集渊原放大倍数院伊400冤
Fig.1 Round aggregation of yellow F-actin in A549 cells observed under fluoroscopy after intact S.pn adhesion of

A549 for 2 h渊Original magnification:伊400冤
图 2 对照 A549 细胞内 F-actin 在荧光显微镜下呈黄色并均匀分布渊原放大倍数院伊400冤

Fig.2 Even distribution of yellow F-actin in control A549 cells observed under fluoroscopy渊Original magnification:伊400冤

徐邦牢-1.TIF
format unknown!
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2.2 F-actin 重排与 S.pn 侵袭 A549 细胞的关系

分别用 0尧0.10尧0.25 和 0.50 滋g/ml 细胞松弛素 D

预处理 A549袁S.pn 侵袭数分别为 渊152依31冤尧渊19依
10冤尧0 和 0 CFU/ 孔袁不同浓度细胞松弛素 D 预处理

A549 细胞后的侵袭数与对照组渊细胞松弛素 D 浓度

为 0 滋g/ml冤比较有显著差异渊P<0.001冤遥细胞松弛素

D 可明显减低 S.pn 对 A549 的侵袭袁而且其浓度增加

至 0.25 滋g/ml 时袁未得到可测的侵袭数袁提示 F-actin

细胞骨架重排可导致 S.pn 侵袭 A549 细胞遥
2.3 S.pn 触发 A549 细胞 F-actin 细胞骨架重排钙信

号转导机制

2.3.1 Ca2+ 抑制剂 dantrolene 对 F-actin 重排的抑制作
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图 3 Dantrolene 预处理后 F-actin 聚集被部分抑制渊原放大倍数院伊200冤
Fig.3 F-actin aggregation partly inhibited by 25 滋mol/L dantrolene渊Original magnification:伊200冤

图 4 DMSO 作用 A549 细胞后 F-actin 不发生聚集渊原放大倍数院伊200冤
Fig.4 F-actin without aggregation after DMSO treatment of A549 cells渊Original magnification:伊200冤

用 分别用 0尧10尧25尧50 和 100 滋mol/L dantrolene 预

处理 A549袁F-actin 的重排百分率 渊%冤分别为 100尧
75.77 依4.76尧60.21依6.05尧41.57依4.13 和 15.21依3.74袁不同

浓度 Ca2+ 抑制剂 dantrolene 预处理 A549 细胞后的

F-actin 的重排百分率与对照组 渊dantrolene 浓度为

0 滋mol/L冤比较有显著差异渊P<0.001冤遥F-actin 细胞骨

架重排与信号转导抑制剂 dantrolene 间存在剂量依

赖关系遥图 3 显示用 Ca2+ 抑制剂 dantrolene 预处理

A549 细胞后袁在荧光显微镜下 F-actin 细胞骨架重排

被部分抑制曰图 4 显示 DMSO 对重排无影响遥

2.3.2 Fura-2/AM 标准液和负载后 A549 细胞悬液扫

描 Fura-2/AM 标准液和负载后 A549 细胞悬液的激发

波长分别为 375 和 350nm袁发射波长为 485 和 485nm遥
2.3.3 对照 549 细胞[Ca2+]i 细胞外[Ca2+]i 为 1.3 mmol/L

时袁对照 A549 细胞的胞内[Ca2+]i 为渊194.1依17.4冤nmol/L

渊n=4冤曰测定液中不含 Ca2+ 并加入 0.1 mmol/L EGTA

时袁A549 细胞的胞内[Ca2+]i 为渊166.6依20.8冤nmol/L

渊n=4冤袁二者比较无显著意义遥
2.3.4 S.pn 作用于 A549 细胞后胞内[Ca2+]i 测定 S.pn
粘附 A549 细胞 30尧60尧90 min 后的胞内 [Ca2+]i 高于

对照[渊187.4依17.3 nmol/L冤袁P<0.001]并达到饱和袁分别

为渊487.5依38.1冤尧渊548.2依35.6冤和渊557.2依47.5冤nmol/L遥

3 讨论

病原菌侵袭宿主细胞是传染过程建立的重要环

节之一袁病原菌通常借助宿主细胞 F-actin 细胞骨架

的高度可塑性及其运动功能而侵袭细胞咱9暂遥研究 S.pn
是否通过 F-actin 细胞骨架侵袭宿主细胞及其信号转

导机制袁对于阐明其致病机制有重要意义遥
3.1 S.pn 触发 A549 细胞 F-actin 细胞骨架重排及

F-actin 细胞骨架重排在 S.pn 侵袭 A549 细胞中的作用

本 研 究 证 实 完 整 的 S.pn 可 触 发 A549 细 胞

F-actin 细胞骨架重排袁这与文献所报道的关于革兰

氏阴性病原菌作用于宿主细胞后的结果有类似之处袁
也是到目前为止袁首次描述 S.pn 触发 A549 细胞

F-actin 细胞骨架重排的形态学特征遥为进一步研究

F-actin 细胞骨架重排在 S.pn 侵袭 A549 细胞中的作

用袁我们用不同浓度的细胞松弛素 D 预处理 A549 细

胞袁观察侵袭数的变化袁发现随抑制剂浓度增大袁侵袭

数明显降低袁并在浓度为 0.25 滋g/ml 时袁未得到可测

的侵袭数袁提示 F-actin 细胞骨架重排在 S.pn 侵袭

A549 细胞中起着非常重要的作用袁它可直接影响 S.pn
侵袭 A549 细胞遥
3.2 S.pn 触发 A549 细胞 F-actin 细胞骨架重排的钙

信号转导机制

目前为止袁文献中尚无关于 S.pn 可触发 A549 细

胞 F-actin 细胞骨架重排机制的报道遥我们通过研究

发现 S.pn 可通过钙信号转导途径触发 A549 细胞

F-actin 细胞骨架重排袁F-actin 细胞骨架重排百分率

与该抑制剂间存在剂量依赖关系袁二者变化呈高度负

相关袁相关系数为 r=-0.86遥S.pn 作用于 A549 细胞可

引起胞内[Ca2+]i 的变化袁S.pn 粘附 A549 细胞 30尧60尧
90 min 后胞内[Ca2+]i 均比对照组约高 3 倍袁由此提示

S.pn 粘附 A549 细胞可使胞内 [Ca2+]i 增加袁F-actin 细

胞骨架发生重排是由 S.pn 粘附 A549 细胞后触发钙

信号转导途径引起的遥其最可能的机制为院S.pn 粘附

A549 细胞袁使胞内[Ca2+]i 增加袁而 Ca2+ 可影响多种

F-actin 结合蛋白活性咱10袁11暂遥S.pn 很可能通过钙信号转

导使多种 F-actin 结合蛋白活性发生变化袁活性变化

大小与 F-actin 细胞骨架重排百分率成比例袁但有关

S.pn 通过 Ca2+ 信号转导途径引起与 F-actin 细胞骨架

重排相关的 A549 细胞是何种蛋白的变化袁以及其与

A549 细胞内 Ca2+ 振荡的调节或相关关系还有待进

一步研究遥
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