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大鼠白念珠菌支气管肺感染时肺组织 Toll样受体 2的
表达及意义
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( 中国医科大学第一临床医院呼吸内科 呼吸疾病研究所，沈阳 110001)

【摘要】 目的 探讨 Toll样受体 2 ( TLR2) 在白念珠菌支气管肺感染大鼠肺组织模型中的表达及意义。方法 建立白念
珠菌支气管肺感染大鼠模型，观察感染后肺组织病理形态学改变，采用免疫组织化学法观察感染后不同时间 ( 第 3 天、第 7
天) 白念珠菌支气管肺感染大鼠肺组织 TLR2 的表达，并与未感染组进行比较。结果 大鼠白念珠菌支气管肺感染后肺组
织 TLR2 表达水平明显升高。结论 白念珠菌支气管肺感染肺组织 TLR2 表达增高可能参与感染的炎症反应。
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TLR2 expression in rats with Candida albicans infection in lung
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( Department of respiratory，the first affiliated hosipital of China Medical University，Shenyang，110001，China)

【Abstract】 Objective To explore the expression of TLR2 in rats with Candida albicans infection in lung．Method Rats model
of Candida albicans infection in lung was set up and changes in pathology were observed． TLR2 expression in the tissues at different
timepoints were also observed by immunohistochemical method． Results The expression of TLR2 in the lung of Candida albicans in-
fected rats was significaltly higher than that in healthy rats． Conclusions Overexpression of TLR2 in Candida albicans infected rats
may related to inflammatory reaction．
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支气管肺念珠菌感染常发生在免疫功能低下

的患者，近年来，随着免疫功能低下的患者的增多，

支气管肺念珠菌感染的患病率和死亡率也不断升

高。念珠菌感染的发生及加重与机体的免疫功能
有着密切关系，作为天然免疫受体中的 Toll样受体
2 ( Toll like receptor2，TLR2) 在白念珠菌感染中的
作用受到关注。有研究显示 TLR2 基因缺陷鼠具
有抵御播散性白念珠菌感染的发生［1］。也有研究
认为 TLR2 的表达，能够激活针对白念珠菌感染的
免疫反应，对抗感染［2］。TLR2 在支气管肺念珠菌
感染的发生中可能起到较重要的调节作用，对此，

本研究通过建立白念珠菌支气管肺感染大鼠模型，
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观察白念珠菌支气管肺感染后肺组织中 TLR2 水
平的表达及变化，探讨 TLR2 在白念珠菌支气管肺
感染发生和发展中可能的作用，为研究念珠菌肺部

感染的发病机制及防治提供依据。

1 材料和方法

1． 1 材料
6 周龄 SD大鼠 36 只，雌雄不拘，体重 ( 250 ±

50) g，由中国医科大学动物部提供。标准白念珠
菌菌株 ( 编号 070908853) 由中国医科大学第一附
属医院检验科微生物室提供。TLR2 抗体试剂盒购
自北京中杉金桥生物技术有限公司。
1． 2 方法
实验动物分组 大鼠随机分为对照组 ( 指免

疫功能正常，用生理盐水进行支气管肺灌注) 、免
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疫低下组 ( 指免疫功能受抑制后，用生理盐水进

行支气管肺灌注) 和感染组 ( 指免疫功能受抑制

后，用白色念珠菌悬液进行支气管肺灌注) ，每组

各 12 只。
白念珠菌混悬液的制备［3］ 取标准白念珠

菌菌株，使用沙堡培养基在 28℃真菌培养箱传
代培养一代，使用浊度法将白念珠菌混合配制

成混悬液，使用浊度计调整菌量约为 ( 1 ～ 5 ) ×
108 CFU /mL。
免疫功能低下动物模型建立 参照文献描述

的方法［4-5］用醋酸氢化可的松 80 mg /kg，隔日 1 次，
共 7 次给与大鼠皮下注射，成功制成免疫低下模
型; 正常组于相同时间给予同等剂量的生理盐水皮

下注射。
感染动物模型建立 参照文献描述方法［5］。

成功建立动物免疫功能低下模型后的第 2 天开
始，用 4%水合氯醛 ( 0． 3 mL /100 g) 腹腔注射麻
醉动物，麻醉成功后，感染组经气管插管注射白色

念珠菌混悬液 0． 2 mL，正常组及免疫低下组经气
管插管注射同等剂量的生理盐水。每天观察大鼠
的运动、进食、饮水、毛发、呼吸、精神状态等。感
染组表现为倦怠、萎靡、不嗜食水、毛发蓬乱、呼
吸急促。
分离肺组织 接种后第 3 天和第 7 天分别随

机选取各组 6 只大鼠，解剖胸腔，摘取肺组织，约取
0． 5 cm ×0． 5 cm × 0． 4 cm 右肺下叶置于 4%多聚
甲醛固定液中，脱水，固定，制成切片，待免疫组织

化学染色。
观察指标 ①肺组织肉眼和显微镜下变化: 分

离肺组织后，首先肉眼观察各叶肺组织的大体变

化。取右下叶肺组织，生理盐水冲洗 5 次，经固定、
脱水、透明、浸腊、包埋、切片等过程制成石蜡切片，
行常规 HE染色及 PAS染色，显微镜下观察肺组织
炎症反应。②免疫组织化学法检测肺组织 TLR2
的表达: 应用免疫组织化学染色法检测肺组织

TLR2 蛋白表达，Image-pro plus 6． 0 图像分析系统
测定肺组织 TLR-2 阳性细胞的积分光密度 ( inte-
gral optical density，IOD) 值，以 IOD 值反映肺组织
切片中相应阳性物质的表达程度。
1． 3 统计学分析
计量资料均以 ( 珋x ± s ) 表示，使用 SPSS 13． 0

统计软件进行分析，组内比较采用独立样本的 t 检
验，组间的比较应用单因素方差分析。P ＜ 0． 05 为

差异有统计学意义。

2 结 果

2． 1 肺组织病理学结果
大体观察 对照组肉眼观察肺组织形态正常，

表面光滑呈粉红色，边缘锐薄，触之质地均匀无硬

结。免疫低下组肉眼观察肺组织表面光滑，粉红
色，边缘锐薄，触之质地均匀，无硬结。感染组肉眼
观察肺组织充血，表面可见多个凸凹不平、大小不
一的灰白色病灶，质韧，第 7 天较第 3 天严重。

HE染色观察 ( 见图 1 ～ 6) 对照组 HE 染色
显微镜下见肺泡结构清晰完整，无炎症细胞浸润，

第 3 天和第 7 天肺组织没有明显的区别。免疫功
能低下组 HE染色显微镜下见肺泡结构清晰完整，
无炎症细胞浸润，第 3 天和第 7 天肺组织没有明显
的区别。感染组 HE 染色显微镜下见肺组织内多
个坏死区域，界限欠清晰，病灶之间有融合，肺泡结

构消失，肺泡腔及间质可见大量炎症细胞浸润。
2． 2 肺组织 PAS染色结果
对照组和免疫低下组第 3 天和第 7 天肺组织

内均未观察到念珠菌孢子和菌丝; 感染组第 3 天和
第 7 天肺组织内可见大量念珠菌孢子 ( 见图 7) 。
2． 3 三组肺组织 TLR2蛋白表达及比较 ( 见图 8 ～13)

①感染组第 3 天: 肺组织 TLR2 蛋白表达的
IOD值 ( 3． 84 ± 0． 87 ) × 104与其他两组比较明显

增高，具有统计学差异 ( P ＜ 0． 05) ，免疫低下组肺
组织 TLR2 蛋白表达的 IOD值 ( 2． 30 ± 0． 35) × 104

与对照组 ( 2． 39 ± 0． 16 ) × 104无统计学差异 ( P
＞ 0． 05 ) 。②感染组第 7 天: 肺组织 TLR2 蛋白表
达的 IOD值 ( 5． 06 ± 1． 32) × 104与其他两组比较

明显增高，具有统计学差异 ( P ＜ 0． 05) ，免疫低下
组肺组织 TLR2 蛋白表达的 IOD值 ( 2． 17 ± 0． 48)
× 104与对照组 ( 2． 30 ± 0． 27) × 104比较无统计学

差异 ( P ＞ 0． 05) 。③对照组、免疫低下组第 3 天
与第 7 天组内比较均无统计学差异 ( P ＞ 0． 05 ) ;
感染组第 7 天 TLR2 表达与第 3 天比较，无统计学
差异 ( P ＞ 0． 05) ( 见表 1) 。④三组不同时间肺组
织 TLR2 蛋白表达的免疫组织化学染色结果: TLR2
的表达以细胞膜或细胞浆内出现棕黄色颗粒为阳

性，对照组和免疫功能低下组大鼠肺巨噬细胞、支
气管上皮细胞和少量肺泡间隔细胞胞浆有 TLR2
轻度表达，呈棕黄或浅黄细线型染色，局灶性散在

分布。感染组肺组织内棕褐色颗粒明显增加。
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图 1 正常组第3天HE染色 ( ×40) 图2 正常组第7天HE染色 ( ×40) 图3 免疫功能低下组第3天HE染色 ( ×40) 图4 免疫功能

低下组第 7天 HE染色 ( ×40) 图 5 感染组第 3天 HE染色 ( ×40) 图 6 感染组第 7天 HE染色 ( ×40) 图 7 感染组肺组织 PAS染色
( ×200) 图 8 正常组第 3天免疫组化 ( ×40) 图 9 正常组第 7天免疫组化 ( ×40) 图 10 免疫功能低下组第 3 天免疫组化 ( × 40)

图 11 免疫功能低下组第 7天免疫组化 ( ×40) 图 12 感染组第 3天免疫组化 ( ×40) 图 13 感染组第 7天免疫组化 ( ×40)

Fig． 1 HE-stained tissue in the control group on day 3 ( × 40 ) Fig． 2 HE-stained tissue in the control group on day 7 ( × 40 ) Fig． 3 HE-
stained tissue in the immunodeficiency group on day 3 ( × 40) Fig． 4 HE-stained tissue in the immunodeficiency group on day 7 ( × 40) Fig． 5
HE-stained tissue in the infected group on day 3 ( × 40) Fig． 6 HE-stained tissue in the infected group on day 7 ( × 40) Fig． 7 PAS-stained
tissue in the infected group ( × 200) Fig． 8 Immunohistochemistry-stained tissue in the control group on day 3 ( × 40 ) Fig． 9 Immunohisto-
chemistry-stained tissue in the control group on day 7 ( × 40) Fig． 10 Immunohistochemistry-stained tissue in immunodeficency group on day 3 ( ×
40) Fig． 11 Immunohistochemistry-stained tissue in immunodeficency group on day 7 ( × 40 ) Fig． 12 Immunohistochemistry-stained tissue in
the infected group on day 3 ( × 40) Fig． 13 Immunohistochemistry-stained tissue in the infected group on day 7 ( × 40)

表 1 各组 TLR2 表达的 IOD值 ( × 104 ) ( 珋x ± s )
Tab． 1 The IOD of TLR2 in each group ( × 104 ) ( 珋x ± s )

组别 正常组 免疫功能低下组 感染组 F

3 天组 2． 39 ± 0． 16 2． 30 ± 0． 35# 3． 84 ± 0． 87＊★ 11． 515

7 天组 2． 30 ± 0． 27 2． 17 ± 0． 48# 5． 06 ± 1． 32＊★ 4． 830

t值 -1． 426 0． 184 -1． 375

P值 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05 ＞ 0． 05

注: # ．与正常组比较 P ＞ 0． 05; * ．与正常组比较 P ＜ 0． 05; ★ ．与免
疫功能低下组比较各组比较 P ＜ 0． 05

3 讨 论

Toll样受体 ( Toll-like receptors，TLRs) 是重要
的天然免疫模式识别受体 ( Pattern recognition re-

ceptors，PPRs) 。TLRs是 Johnston等学者早在 1984
年由果蝇体内发现的一种信号转导蛋白质，当时研

究结果发现，当果蝇缺失 TLRs功能时，明显表现出
对真菌感染的易感性，研究证明了 TLRs 具有介导
抗真菌感染的重要作用［6-7］。TLRs 是细胞膜表面
Ⅰ型跨膜蛋白的受体，可以识别多种病原相关分子
模 式 ( Pathogen-associated molecular patlems，
PAMPs) ，通过跨膜结构将病原相关分子刺激信号
转入细胞内，经由髓样分化因子 88 ( Myeloid differ-
entiation factor 88，MyD88 ) 依赖信号传导途径和
MyD88 非依赖信号转导途径产生复杂的级联信号
反应导致核因子-κB ( Nuclear factor-κB，NF-κB) 等
转录因子活化，引起多种炎症介质的合成和释放，

启动针对病原微生物的天然免疫和获得性免疫。
目前已发现 TLRs 家族至少有 13 个成员，其中
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TLR4 和 TLR2 是人类 TLRs 家族成员中表达范围
最广、识别病原微生物及其产物种类最多的分子，
在真菌等多种微生物所致的感染中起到重要的免

疫防御等作用。
白念珠菌是寄殖人体皮肤、黏膜表面的寄生

菌，一般不致病。当机体免疫功能低下时，口鼻咽
部黏膜的定植念珠菌可以侵入支气管或肺内引起

感染，因此念珠菌常常被称为条件致病性真菌。念
珠菌是目前院内感染性疾病中重要的一种条件致

病性真菌，念珠菌引起的深部感染，特别是肺部感

染，死亡率较高。
机体免疫功能降低是导致念珠菌侵袭深部感

染的关键因素，天然免疫具有监视、识别和清除病
原微生物入侵作用，是保护宿主免除感染侵害的第

一道屏障。TLRs 作为重要的 PPRs 在支气管肺念
珠菌感染时的表达以及在炎症的发生和发展中的

作用值得探讨。TLRs 中以 TLR4 和 TLR2 在抗真
菌感染免疫的作用最为重要。TLR4 在抵御真菌感
染方面的作用尚有争议。TLR2 具有介导致炎因子
和抑炎因子分泌的双重作用，在对念珠菌感染的免

疫调节作用还存在着广泛的争议。
本研究通过对免疫功能低下大鼠支气管肺念

珠菌感染的动物模型的研究，观察念珠菌支气管肺

感染时肺组织 TLR2 表达及其变化情况。研究结
果首先看到，在感染后的第 3 天，大鼠肺组织无论
大体肉眼外观，还是病理切片 HE 染色均看到肺组
织炎症明显，并随着感染时间的延长，炎症程度也

在加重 ( 感染的第 7 天) 。在感染的第 3 天，肺组
织的 TLR2 表达明显增高，与对照组和免疫低下非
感染组比较，具有统计学意义; 感染的第 7 天，肺组
织的 TLR2 表达也随着炎症程度的加重而表达增
高，与对照组和免疫低下非感染组比较有统计学差

异。本研究结果显示支气管肺念珠菌感染时肺组
织 TLR2 高表达，并随着感染程度的加重而增高，
提示了 TLR2 参与了支气管肺念珠菌感染的炎症
反应，推测 TLR2 的高表达可能在引起炎症和放大
炎症中起到免疫介导作用。

TLR2 在感染性疾病，特别在肺部感染时表达
水平如何以及高表达在感染中起到保护作用还是

介导炎症的放大等，其研究结果不尽相同。有研
究显示: 在肺炎链球菌脑膜炎小鼠模型中，TLR2
受体缺失，可见到脑内链球菌清除能力明显下降，

结果导致脑膜炎感染的加重和提早死亡，提示

TLR2 高表达可以通过免疫功能杀灭链球菌，抵御
链球菌感染的加重［8-9］。还有在肺炎链球菌肺炎
的鼠模型研究中 TLR2 受体的缺失减弱了早期肺
内炎症反应，但是并没有影响肺内肺炎链球菌的

清除，推测肺炎链球菌的肺内感染可能存在 TLR2
以外的受体介导的免疫反应［10］。鲍曼不动杆菌
肺炎的鼠模型，TLR2 基因缺失时，在炎症的早期
炎症介质明显增高，之后肺内鲍曼不动杆菌明显

减少，推测 TLR2 高表达，可能消弱肺部早期的炎
症反应，但是阻碍肺内细菌的清除［10］。Alves-Fil-
ho等［11］研究揭示了 TLR2 的高表达在细菌感染
中起到负面作用。这项研究结果显示: 在脓毒血
症小鼠模型，将 TLR2 基因敲除后，能够增强宿主
的抗感染免疫功能，延长小鼠的存活时间。研究
认为，在脓毒血症时，抑制或下调 TLR-2 的表达
可以增强宿主的抗感染免疫能力，增加脓毒血症

的存活率［12］。TLR2 在念珠菌感染时的表达和抗
感染中的作用研究结果也不尽一致，有些研究认

为白念珠菌诱导的 TLR2 信号转入，是通过介导
白介素 10 ( infection-10，IL-10 ) 产生增加和 CD4 +

CD25 +调整 T 细胞 ( regulatory T cell，Treg ) 的增
殖作用增强［13］，而抑制机体对于念珠菌吞噬和杀

伤等免疫反应，结果使感染加重。Treg 细胞水平
的增强可以促使播散性白念珠菌感染加重，敲除

Treg细胞能够减弱念珠菌感染的播散［14-15］。有
些研究显示，TLR2 基因缺陷鼠更能够抵御播散性
白念珠菌感染，这与 TLR2 基因缺陷后，IL-10 分
泌明显减少，Treg水平明显降低，从而使巨噬细胞
的趋化功能明显增强有关［1］。Netea 等［14］研究发
现白念珠菌菌丝被 TLR2 识别后通过诱导 IL-10
的高分泌来抑制免疫反应，使条件致病性念珠菌

逃避机体免疫杀伤而致病。
TLR2 能够识别白念珠菌细胞壁上的 β-葡聚

糖，通过跨膜结构将刺激信号转导入细胞内，激活

NF-κB等转录因子，导致炎症和抗炎症细胞因子、
趋化因子等释放，参与免疫炎症反应［1，15］。本研究
显示白念珠菌支气管肺感染后，肺组织 TLR2 呈现
高表达，并随着炎症程度的加重而增高。提示在念
珠菌引起的支气管肺感染时，肺组织 TLR2 呈现高
表达，TLR2 的高表达可能参与念珠菌感染的炎症
反应，在炎症的发生和加重中起到一定的促进作

用。但是本研究仅仅局限于几只动物实验，其研究
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结果并不能反映人体复杂条件下真正 TLR2 的表达
水平，而且 TLR2 在白念珠菌引起的支气管肺感染
中的炎症反应中介导的信号传导径路，和诸多炎症

因子或致炎因子表达特点是相当复杂的免疫调控

过程，并且受许多因素和个体差异的影响，这些有

待于今后的不断探究。相信，随着对于 TLR2 在念
珠菌感染中作为非特异性免疫反应的重要受体的

作用被明确，可能成为将来治疗深部念珠菌感染的

新靶点。
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