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摘要 目的：探讨 PCR技术在绿脓杆菌感染肺炎大鼠模型中进行检测的方法可行性以及大鼠体内 IL23的表达水平变化。方法：将

健康 SD大鼠随机分为 3组，空白对照组、实验对照组和肺炎感染组。在绿脓杆菌肺炎模型建立后，设计绿脓杆菌的特异性引物，

进行 3组大鼠体内绿脓杆菌感染的 PCR鉴定，并用 qPCR和 ELISA技术检测大鼠体内 IL23水平变化。结果：① PCR技术检测到

肺炎大鼠模型中的绿脓杆菌，其中肺组织检出率为 100%，而对照组的 PCR结果是阴性。② 绿脓杆菌感染肺炎大鼠模型建立后，大

鼠的 IL23 mRNA逐渐上升，在第 3天达到最高值，相比对照组，有显著差异（分别是 60852.9± 1474.2和 1987.7± 246.4拷贝，P<0.

05）；血清中的 IL23蛋白水平也逐渐上升，在第 1周到达最高值，相比对照组，有显著差异（分别是 297.4± 14.7和 123.8± 18.3

pg/mL，P<0.05）。结论：本研究建立了大鼠体内的高特异性、快速、简便绿脓杆菌感染检测 PCR方法，发现大鼠 IL23在绿脓杆菌感

染后显著升高，在绿脓杆菌肺炎和 IL23之间建立了联系。
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Application of PCR Detection in the Rats with
Pneumonia and the Dynamic Changes of IL23 in Rats*

To explore the feasibility of PCR detection and the change of IL23 expression level in the rat model of

pyocyanic pneumonia. Healthy SD rats were randomly divided into three groups, blank control group, experimental control

group and pneumonia group. After the establishment of pyocyanic pneumonia model, specific primers of were

designed, and PCR was carried out to identify whether the rats were infected or not. The IL23 level in rats was detected by qPCR and

ELISA. ① was detected in the rat with pneumonia by PCR, and the positive

ratio was 100% in lung, but the results in the control group were negative. ② After the establishment of pyocyanic pneumonia model, the

content of IL23 mRNA showed gradual increases, and reached the top level on the third day. When compared to the control group, there

was significant difference (60852.9± 1474.2 and 1987.7± 246.4 copies, respectively, P<0.05). The content of serum IL23 increased

gradually, and reached the top level in the first week. When compared to the control group, there was significant difference (297.4± 14.7

and 123.8± 18.3 pg/mL, respectively, P<0.05). A highly specific, rapid and simple PCR method for detection of

infection in rats was established. IL23 in rats increased significantly after infection with Pseudomonas aeruginosa, and a

connection between pyocyanic pneumonia and IL23 was established.
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前言

绿脓杆菌（ ，PA），是一类致病力较

弱但具有较强抗药性的细菌，经伤口感染后能引起化脓性病变
[1]，肺部疾病患者在感染绿脓杆菌后可引起严重的肺炎，即绿脓

杆菌性肺炎。近年来，分子生物学技术在细菌基因水平的研究

应用快速发展，不断为致病菌的鉴定带来新的技术手段。这其

中，PCR快速检测鉴定方法被越来越多的研究者使用，并逐渐

得到行业认可。Saint等[2]早在 1992年就利用 PCR技术成功检

测到 PA的脂蛋白基因。随着绿脓杆菌外毒素 A（ETA）的发现
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[3] 以及相关研究的深入，ETA基因的高度保守性得到了验证，

而 ETA又与 PA的致病能力密切相关，目前关于 PCR方法检

测绿脓杆菌的研究多数是通过检测 ETA基因，因此本研究在

现有研究的基础上，建立了快速检测绿脓杆菌感染大鼠体内

PA的 PCR方法。

白细胞介素 23[4]（Interleukin，IL23）是一类炎症细胞因子，

属于白介素 12家族，参与细胞增殖、分化、免疫、炎症反应等过

程。Rudner等[5]在研究中发现，BALB/c小鼠在卡氏肺孢子虫感

染后，体内 IL23能够介导卡氏肺孢子虫的清除，这表明 IL23

可能与抗感染有密切关系。本文对 IL23在绿脓杆菌感染肺炎

大鼠模型中的表达水平变化进行了相关研究。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 PA菌株 购自中国典型培养物保藏中心，菌株编号

CCTCC AB 2012006。

1.1.2 动物 90 只 SPF级健康雄性 SD 大鼠，7 周龄，体重

180-220 g，购自河南省实验动物中心。喂养 1周后用于实验。

1.1.3 PA特异性 PCR引物 根据绿脓杆菌 ETA基因序列设

计一对特异性引物，ETA-F：5'-GACAACGCCCTCAGCAT-

CACCAGC-3'，ETA-R：5'-CGCTGGCCCATTCGCTCCAGCGC-

T -3'，由上海英骏生物技术有限公司合成。

1.1.4 大鼠 IL23的 qPCR引物 根据大鼠 IL23基因序列设计

qPCR 引 物 ，IL23-F：5'-TGGCTGTGCCTAGGAGTAGCA-3'，

IL23-R：5'-TTCATCCTCTTCTTCTCTTAGTAGATTCATA-3'，

由上海英骏生物技术有限公司合成。

1.1.5 pMD18-T-大鼠 IL23质粒 用做 qPCR实验的标准品，

制作标准曲线，购自北京义翘神州科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 PA海藻酸盐微粒（SAB）制备 PA接种培养至适当菌

浓度，离心收集细菌。将藻酸盐溶液和 PA菌液混匀后倒入

SAB制作器，利用压缩空气将其注入 Tris-HCL缓冲液，再通过

菌落计数调整至所需菌液浓度，即制得 SAB，备用。详细制备方

法见参考文献[6]。

1.2.2 动物分组 90只 SD大鼠随机分为 3组，空白对照组、

实验对照组和肺炎感染组，每组 30只，分笼饲养，其中各组有

15只用苦味酸进行被毛染色标记。

1.2.3 建立动物模型 参照文献[7]的方法，用 3%戊巴比妥钠对

实验对照组和肺炎感染组动物进行腹腔注射麻醉，剂量 1

mL/kg。行气管切开，用弯曲钝圆头长针滑入左支气管深部，分

别推注 0.1mL生理盐水和 0.1mLSAB，缝合伤口，动物置于23℃

SPF级饲养房。空白对照组不做处理，饲养条件同前面两组。

1.2.4 实验动物样本采集 注射 SAB前、注射后 1天、3天、1

周和 2周，每个时间点从 3组中各取 3只苦味酸标记的大鼠，

麻醉后心脏抽取血液，放入离心管，离心收集血清置于 -80℃

保存用于 ELISA检测 IL23；参照文献[8]的方法，进行支气管肺

泡灌洗，灌洗液放入离心管，离心收集细胞后，用常规 TRIzol

法提取 RNA，再逆转录成 cDNA，保存于 -20℃用于 qPCR检

测 IL23 mRNA。注射 SAB前，3组各取 5只未标记的大鼠，处

死并解剖，在无菌条件下打开腹腔，取出肺组织、肝组织、脾组

织和肠系膜淋巴结，进行 DNA提取，DNA保存于 -20℃用于

绿脓杆菌 PCR检测；注射 SAB一周后，将 3组剩余 10只未标

记的大鼠处死，按上述方法提取 4种组织 DNA用于绿脓杆菌

PCR检测。从上述 4种组织内分离细菌，进行形态特征观察和

生化试验，鉴定绿脓杆菌是否感染。

1.2.5 PCR反应检测 PA 以 1.2.4制备的组织 DNA为模板，

配制以下 PCR反应体系（50 滋L）：25 滋L 2× Superstar Plus PCR

Mix，1 滋L ETA-F（10 滋M），1 滋L ETA-R（10 滋M），DNA模板 10

ng。反应条件：94℃预变性 2 min，98℃变性 30 sec，64℃退火

30 sec，72℃延伸 1 min，32个循环，72℃延伸 10 min。

1.2.6 PCR产物电泳及凝胶观察 制备 1%琼脂糖凝胶，取 10滋L
PCR产物进行电泳，电压 7 V/cm，电泳时间为 30 min，将凝胶

置于凝胶成像仪中观察条带。

1.2.7 qPCR检测 IL23 mRNA 测定 1.2.4制备的 cDNA样品

浓度和纯度，以 10 ng做为 qPCR的模板，再用 pMD18-T-大鼠

IL23质粒制作标准曲线，浓度梯度分别为 100 pg、10 pg、1 pg、

0.1 pg、0.01 pg。反应体系（50 滋L）如下：25 滋L 2× GoTaq qPCR

Master Mix，1 滋L IL23-F（10 滋M），1 滋L IL23-R（10 滋M），模板
（cDNA 10 ng或者标准品）。采用三步法：95℃ 3 min；95℃ 10 s，

60℃ 10 s，72℃ 20 s，39个循环；熔解曲线分析：温度 65℃-95

℃，每 5 s读一次。以标准品的拷贝数的常用对数为横坐标，以

Ct值为纵坐标，可以得到 qPCR的标准曲线，再根据 cDNA样

品的 Ct值得到对应的拷贝数。

1.2.8 ELISA检测血清中 IL23 采用美国 USCN公司的大鼠

IL23的 ELISA试剂盒，按照说明书步骤进行检测。

1.3 统计学方法

采用 SPSS18.0统计软件进行实验数据处理分析。计量资

料用均数± 标准差（x± s），采用重复测量资料的方差分析和

LSD-t检验；率的比较采用卡方检验；以 P<0.05判定为有统计

学意义的差异。

2 结果

2.1 大鼠模型绿脓杆菌 PCR检测

注射 SAB前，3组大鼠，每组各 5只的 4种组织 DNA的

PCR产物电泳均无特异性条带；通过形态特征观察和生化试验

方法，3组大鼠的组织均未鉴定出绿脓杆菌。注射 SAB一周后，

3组大鼠均无死亡，空白对照组和实验对照组各 10只大鼠的 4

种组织 DNA的 PCR产物电泳均无特异性条带，判定 PA感染

为阴性，通过形态特征观察和生化试验也未鉴定出绿脓杆菌；

肺炎感染组的 10只大鼠均有组织 DNA的 PCR产物电泳出现

清晰的特异性条带，条带大小与预期 396 bp基本相符，判定

PA感染为阳性，其中肺组织 PA检出率为 100%，高于其他组

织（P<0.05）。通过形态特征观察和生化试验在 10只大鼠的 4

种组织中都鉴定出绿脓杆菌。具体结果见表 1。

2.2 大鼠模型体内 IL23表达变化

2.2.1 mRNA水平变化 在注射 SAB前、注射后 1天、3天、1

周和 2周，对三组大鼠的 IL23 mRNA进行了 qPCR检测。其

中，空白对照组和实验对照组在整个实验期间的 mRNA均无

显著变化；肺炎感染组在注射 SAB后，IL23 mRNA拷贝数上

升，高于其他两个对照组（P<0.05），并在第 3天达到最大值。具

体结果见表 2。
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Note: * P<0.05, pneumonia infection group vs. experimental control group.

2.2.2 蛋白水平变化 在注射 SAB前、注射后 1天、3天、1周

和 2周，对三组大鼠血清中的 IL23蛋白水平进行了 ELISA检

测。注射 SAB前，3组大鼠的 IL23表达水平无差异；注射 SAB

后第 3天、1周和 2周，肺炎感染组 IL23蛋白水平显著高于其

他两个对照组（P<0.05），在第 1周时到达最高值。具体结果见

表 3。

表 1 大鼠模型各组织绿脓杆菌 PCR检测结果

Table 1 PCR detection of in tissues of rat model

Groups
Before SAB

injection

One week after SAB injection

Lung Liver Spleen
Lymphoglandulae

mesentericae
Total

Blank control group 0/5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/40

Experimental control group 0/5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/40

Pneumonia infection group 0/5 10/10* 2/10 1/10 3/10 16/40

Note: Compared with Pneumonia infection group, *P<0.05.

表 2 大鼠模型体内 IL23 mRNA拷贝数

Table 2 The copy number of IL23 mRNA in rat model

Groups

IL23（pg/mL）（n=3）

Before SAB injection
One day after SAB

injection

Three day after SAB

injection

One week after SAB

injection

Two week after SAB

injection

Blank control group 111.4± 12.9 119.3± 23.9 124.1± 12.7* 113.6± 25.1* 128.9± 21.7*

Experimental control group 104.3± 38.6 124.7± 31.8 107.8± 26.3* 123.8± 18.3* 91.4± 35.1*

Pneumonia infection group 128.7± 27.3 152.4± 14.4 202.7± 22.4 297.4± 14.7 257.2± 29.2

表 3 大鼠模型体内 IL23蛋白水平

Table 3 The protein level of IL23 in rat model

Groups

The copy number of IL23 mRNA（n=3）

Before SAB injection
One day after SAB

injection

Three day after SAB

injection

One week after SAB

injection

Two week after SAB

injection

Blank control group 2319.5± 352.3 2089.2± 147.5* 2112.6± 348.5* 1942.5± 257.8* 2168.2± 272.4*

Experimental control group 1903.1± 448.4 2047.9± 518.3* 1987.7± 246.4* 2273.7± 478.2* 2190.7± 314.3*

Pneumonia infection group 2199.7± 493.6 30672.2± 2134.8 60852.9± 1474.2 17392.2± 3381.7 8856.1± 3259.4

3 讨论

肺炎主要由致病微生物引起，如细菌、真菌、病毒等病原

体。由绿脓杆菌感染引起的肺炎，发病率高，治疗困难，有时病

情可出现急剧恶化，导致病人死亡，因此早期诊断具有重要意

义。目前的主要诊断方式依赖临床病原学检查，病人样本是通

过气管镜或经气管穿刺从下呼吸道吸取分泌物获得，或经胸壁

行肺穿刺从感染局部取样[9]。但这些均为创伤性检查，对患者身

体有损害，患者难以接受，而且需要较长时间才能得到检测结

果。PCR技术已经广泛地应用到各领域的微生物鉴定检测，绿

脓杆菌的检测也不例外，比如化妆品[10]、食品和环境样品[11]中的

PCR检测技术已经建立，且具有高特异性、速度快的特点，近期

还出现了相关检测试剂盒这使得检测操作更加简便，因此将

PCR技术应用在绿脓杆菌肺炎检测，研究其临床早期诊断上的

可行性，具有重要意义。

病原体感染机体后，免疫系统被激活并产生一系列免疫应

答，包括免疫细胞释放多种免疫因子，发挥抗感染功能[12,13]。

CD4+T淋巴细胞是一类重要的免疫细胞，Harmsen等[14]研究发

现，将已活化的 CD4+T淋巴细胞移植到卡氏肺孢子虫感染的

Scid小鼠体内后，能够清除肺部的卡氏肺孢子虫，对照组小鼠

则出现死亡。彭富栋[15]等研究发现，新生儿感染细菌或病毒后，

体内的 CD4+T淋巴细胞受到抑制。IL23是近年发现的细胞因

子，是一个由 p19和 IL12-p40通过二硫键相连组成的致炎性

异源二聚体分子，为 IL12细胞因子家族的新成员，主要由活化

的树状突细胞、巨噬细胞分泌，能够激活 CD4+T淋巴细胞，起

到调节免疫系统的作用[16,17]。Belladonna[18]构建了 IL23与 Ig的

融合蛋白，并作用于小鼠的 DC细胞，发现融合蛋白可以直接

作用于 CD8a+DC和 CD8a-DC，进一步促进 CD40的免疫原性

传递，减少干扰素的分泌。早在 2001年就有科学家对 IL23的

抗细菌感染功能进行了研究。Lehmann等人[19]用沙门氏菌感染

IL12-p40-/-小鼠，发现相对于对照组，IL12-p40-/-小鼠的死亡

率更高，肝脾等器官受细菌感染程度也更重，IL12-p40mRNA

水平在感染 20天内迅速上调。黎焯基等[20]对 60例细菌性肺炎

患者的研究发现，多种细菌感染患者体内的 IL23表达均显著
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升高，无论是革兰氏阴性菌还是革兰氏阳性菌感染。丁洁等[21]

对住院部收治的 111 名慢性乙型肝炎（chronic hepatitis B，

CHB）患者的研究发现，与对照组相比，IL23 水平显著增加

（P＜0.05），治疗 48周后，IL23水平显著下降（P＜0.05）。

本研究结果显示，首先在绿脓杆菌感染肺炎大鼠模型上应

用 PCR技术成功检测到 PA感染，检出率为 100%，对照组未

检测到 PA，即未出现假阳性，证明此方法具有高度特异性和灵

敏度，检测结果可靠。值得注意的是，大鼠除了肺组织全部检测

到 PA感染后，还有若干只大鼠其他组织也有 PA检出，可能是

PA在感染后期出现了转移扩散，这可能做为判断绿脓杆菌肺

炎患者的疾病严重程度的依据之一，但需要进一步研究验证。

李华强等[22]的研究结果表明，绿脓杆菌肺炎大鼠模型中，绿脓

杆菌在体内各组织器官的转移跟大鼠的免疫功能有关，当使用

地塞米松和环磷酰胺抑制免疫功能时，大鼠体内的绿脓杆菌扩

散程度相比正常大鼠更加严重。夏非等[23]在研究了 5例头颈部

细菌感染的患者后发现，5名患者均是金黄色葡萄球菌感染后

出现了转移性脓肿症状，严重者甚至出现全身中毒症状，细菌

扩散至颅脑、胸肺、腹部等全身各处。因此，对于绿脓杆菌肺炎

患者的临床监测，需重点关注患者的免疫功能情况，在使用地

塞米松等抗炎药时应注意用量的选择。其次，绿脓杆菌感染肺

炎大鼠体内 IL23在 mRNA和蛋白两个水平上都有显著上升，

mRNA在感染后第 1天就明显升高，在第 3天达到最高值，在

两周后逐渐下降恢复，IL23蛋白水平的最高值出现在一周后。

这些结果表明 IL23与绿脓杆菌感染之间存在联系，可能做为

绿脓杆菌肺炎治疗的新靶点。目前有研究证实，IL23在病原体

感染过程中，对免疫功能的调节比较复杂。陆敏等[24]在对肺炎

支原体患儿的研究中发现，伴有肺外并发症的患儿血清中的

IL23含量比无肺外并发症的患儿要显著升高，这表明 IL23可

能在支原体感染过程中起到多器官多细胞因子之间的协调作

用。臧梦雅[25]对 IL23/IL23受体在原发性肝细胞癌(hepatocellu-

lar carcinoma, HCC)发展进程中的作用进行了研究，研究结果

表明乙型肝炎病毒感染后促进了 IL23的表达量升高，并通过

自分泌的方式促进巨噬细胞产生和分泌 VEGF，从而促进 HCC

的发生和发展。Chackerian等人[26]通过构建基因缺陷型C57BL/6

小鼠模型，并用牛型分枝杆菌(Mycobacterium bovis)感染小鼠，

发现当 IL12缺陷时，IL23可以增强免疫应答，促进肉芽肿形

成，从而抑制牛型分枝杆菌增殖；而对于 IL12正常的小鼠，是

否给予抗 IL23抗体以中和 IL23生物活性都对小鼠的免疫功

能无明显影响。这表明，当 IL12缺陷时，IL23可在一定程度上

替代 IL12在免疫系统中的功能。在自身免疫疾病领域，已经有

抗 IL23抗体药物处在临床研究阶段或上市[27]，其有效性和安

全性已经通过验证，这也说明了 IL23在免疫系统中发挥作用。

综上，本研究结果建立了大鼠体内的高特异性、快速、简便绿脓

杆菌感染检测 PCR方法，将该方法与现行的绿脓杆菌肺炎临

床诊断技术加以结合优化，具有开发高效便捷的新型诊断技术

的潜在价值。同时，我们验证了大鼠 IL23在绿脓杆菌感染后显

著升高，在绿脓杆菌肺炎和 IL23之间建立了联系，这为进一步

阐明绿脓杆菌肺炎感染的机制打下了基础，为开发新的治疗方

案提供了参考。
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