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细胞培养中黑点状污染物的种类及对治方法
谭百宏１，王艳玲１，郑敬彤２，于　 军１，刘　 利２，李艳超３

摘要　 目的　 探讨细胞培养中黑点状污染物的种类及防治

措施。 方法　 倒置显微镜观察黑点状污染物的生长状态；革
兰染色、金胺 Ｏ 染色以及电子显微镜术分析黑点状物质的

形态学特征；１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因测序鉴定细菌种类；药敏实验筛

选污染物敏感的抗生素；采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液对

冻存的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞进行复苏。 结果　 倒置显微镜实时观

察显示黑点状物质呈静止和运动两种生长状态；革兰染色呈

阴性，金胺 Ｏ 染色呈阳性；电子显微镜负染技术揭示该污染

物是一种短杆状细菌，游动期带有极性鞭毛；１６Ｓ ｒＤＮＡ 基因

测序表明该污染物是一种名为 ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｚｕｃｉｎｅｕｍ
ＨＬＫ１ 的苯基杆菌。 药敏实验筛选出头孢曲松、羧苄西林和

亚胺培南等抗生素对该细菌具有抑制作用，但是细胞培养实

验表明上述抗生素无法清除 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞内的细菌。 被污

染细胞不能长期冷冻保存，但是采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上

清液进行复苏可显著提高细胞的存活效率。 结论　 培养体

系内的黑点状污染物是一种能够侵入细胞内部、生存能力极

强的寡营养细菌，常规抗生素处理很难将它们从培养体系内

清除。 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液可能含有某种对抗 ｐ． ｚ．
ＨＬＫ１ 的活性物质，采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清进行细胞

复苏可以显著提高细胞的存活效率。
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　 　 近些年国内一些实验室出现一种特殊的细胞污

染形式，该污染物在倒置显微镜下呈黑点状，看似细

胞碎屑，却具有一定游动能力。 这些黑点状物质通

常对宿主细胞没有明显影响，只有在细胞复苏、换液

不及时、或传代密度过低等情况下才会迅速增多并

导致细胞死亡，因而有人形象地称之为“黑胶虫”。
“黑胶虫”问题并不局限于国内，国外网站内也经常

会看到关于它们本质和危害的讨论［１］。 上述现象

已经持续多年，但是很少有人对此做深入研究［１ － ２］。
探讨污染物的种类和防治措施不仅耗费时间和精

力，而且还常与实验初衷严重偏离。 然而如果不弄

清污染的原因，细胞培养将会不断重复“培养 － 污

染 －丢弃 － 再培养”的恶性循环，造成实验浪费的

同时还会培养出超级耐药细菌。 为此，笔者对该实

验室中出现的黑点状污染物进行详细分析，希望能

对各位同行的相关实验有所帮助或借鉴。

１　 材料与方法

１． １　 实验材料与试剂　 本实验使用的细胞系包括

人神经母细胞瘤 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞系（ＡＴＣＣ 公司）和

小鼠巨噬细胞来源的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞系（组织与胚

胎学系传代保存细胞株）；ＤＭＥＭ 高糖培养基购自

Ｇｉｂｃｏ 公司（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ， 美国）；γ 射线照射胎牛血清

购自 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ（以色列）；青链霉素和革兰

染色试剂购自北京鼎国生物技术公司；金胺 Ｏ 购自

上海 Ａｌａｄｄｉｎ 公司；血平板和药敏片购自杭州微生

物试剂公司。 本实验所使用的仪器包括 ３７ ℃细胞

培养箱（ ＳＡＮＹ，日本）、Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 倒置显微镜

（日本）以及 ＪＥＭ １２００ＥＸＩＩ 透射电子显微镜（ＪＥＯＬ，
日本）。
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１． ２　 实验方法

１． ２． １　 细胞培养和倒置显微镜实时观察　 培养细

胞用含有 １５％胎牛血清和 １％双抗（青霉素、链霉素

各 １００ Ｕ ／ ｍｌ）的 ＤＭＥＭ 高糖培养基在 ５％ ＣＯ２ 和 ３７
℃的条件下连续培养，利用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 倒置显微

镜每隔 ２４ ｈ 观察或实时录像。
１． ２． ２ 　 革兰和金胺 Ｏ 染色 　 收集细胞培养上清

液，用接种环在防脱载玻片上涂成直径约 １ ｃｍ 的薄

层。 部分涂片滴加结晶紫染色 １ ｍｉｎ，水洗后覆盖碘

液 １ ｍｉｎ，９５％乙醇脱色后用番红复染 ２ ｍｉｎ，水洗后

用普通光学显微镜观察照相。 部分涂片用 ０. ０１％
金胺 Ｏ 染色液处理 １０ ｍｉｎ，０. ５％酒精脱色 １ ｍｉｎ，再
用 ０. ５％高锰酸钾处理 ３ ｍｉｎ，水洗后采用 Ｏｌｙｍｐｕｓ
ＢＸ５１ 倒置显微镜进行荧光观察和照相。
１． ２． ３　 电子显微镜观察　 收集培养上清液，滴加到

带有支持膜的铜网上，室温下用 ２％ 磷钨酸负染 ２
ｍｉｎ，蒸馏水清洗干燥后在 ＪＥＯＬ⁃ＪＥＭ １２００ＥＸＩＩ 电子

显微镜下对染色标本进行观察与照相。
１． ２． ４　 黑点状污染物的鉴定　 处于游动期的黑点

状污染物会脱离瓶壁进入培养上清液，宿主细胞此

时尚未受到明显影响。 吸取 ５０ μｌ 静止状态的培养

上清液放入盛有 ５ ｍｌ ＤＭＥＭ 的培养瓶内，在 ５％
ＣＯ２ 和 ３７ ℃的条件下培养 ２４ ｈ，按此方法多次传

代，即可获得纯度较高的黑点状污染物。 传代培养

３ 次后，吸取 ２０ μｌ 培养上清提取细菌 ＤＮＡ 作为模

板，利用细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 引物 ７Ｆ （５′⁃ＣＡＧＡＧＴＴＴ⁃
ＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴ⁃３′） 和 １５４０Ｒ （ ５′⁃ＡＧＧＡＧＧＴＧＡＴＣ⁃
ＣＡＧＣＣＧＣＡ⁃３′）序列对分离样品进行 ＰＣＲ 扩增：９４
℃预变性 ５ ｍｉｎ；９４ ℃变性 ２０ ｓ，５６ ℃退火 ２０ ｓ，７２
℃延伸 ２５ ｓ，共 ３５ 个循环。 在 １％ 琼脂糖凝胶上采

用 ＵＮＩＱ⁃１０ ＤＮＡ 检索试剂盒分离 ＰＣＲ 产物，利用

ＡＢＩ ３７３０ ＤＮＡ 分析仪进行测序。
１． ２． ５　 平板药敏和连续细胞培养实验　 在无菌条

件下将含有黑点状物质的培养上清液均匀涂在血平

板上，０. ５ ｈ 后用镊子把准备好的药敏片贴于血平

板上，记录药敏片名称（表 １）与放置顺序，置于 ３７
℃恒温箱中培养 ２４ ｈ 后，观察和记录抑菌环大小。
将被黑点状物质污染的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞接种于 ２４ 孔

板内（１. ０ × １０６ ／孔），分别添加不同浓度的敏感抗生

素连续培养 ４ 周。
１． ２． ６　 细胞冻存复苏实验 　 生长状态良好的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞按照常规方法（９０％ 胎牛血清 ＋ １０％ 二

甲基亚砜）冷冻存放于 － ８０ ℃。 收集生长状态良好

的ＲＡＷ２６４ . ７细胞培养上清液，２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ离心

表 １　 药敏实验中所用到的抗生素和剂量

抗生素名称
含量

（μｇ ／ 片）
抗生素名称

含量

（μｇ ／ 片）
青霉素 Ｇ １０Ｕ 先锋哌酮 ／ 舒巴坦 ７５ ／ ７５
苯唑西林 １ 头孢克肟 ５
氨苄西林 １０ 卡那霉素 ３０
羧苄西林 １００ 链霉素 １０
阿洛西林 ７５ 妥布霉素 １０
美洛西林 ７５ 新霉素 ３０
红霉素 １５ 氯霉素 ３０
哌拉西林 １００ 奈替米星 ３０
氨苄西林 ／ 舒巴坦 １０ ／ １０ 四环素 ３０
替卡西林 ／ 克拉维酸 ７５ ／ １０ 克拉霉素 １５
头孢氨苄 ３０ 阿奇霉素 １５
头孢唑林 ３０ 阿米卡星 ３０
头孢拉定 ３０ 庆大霉素 １０
头孢呋辛 ３０ 麦迪霉素 ３０
头孢克洛 ３０ 吡哌酸 ３０
头孢他啶 ３０ 诺氟沙星 １０
头孢曲松 ３０ 依诺沙星 １０
头孢哌酮 ７５ 氧氟沙星 ５
头孢噻肟 ３０ 环丙沙星 ５
头孢唑肟 ３０ 洛美沙星 １０
拉氧头孢 ３０ 亚胺培南 １０

５ ｍｉｎ 除去细胞碎屑放于 ４ ℃冰箱内备用。 ３０ ｄ 后，
分别采用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液（实验组，ｎ ＝
６）和常规复苏培养基（对照组，ｎ ＝ ６；含 １５％灭活胎

牛血清和 １％双抗的高糖 ＤＭＥＭ）对冻存细胞进行

复苏。
１． ３　 统计学处理　 细胞复苏次日换液前后分别放

于 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 倒置显微镜下观察拍照。 使用

Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件（ＮＩＨ，美国）对贴壁细胞进行计数，各
组单位面积内细胞数采用 �ｘ ± ｓ 表示。 采用 ＳＰＳＳ
１８. ０（ Ｃｈｉｃａｇｏ， ＩＬ， ＵＳＡ） 软件进行数据分析，用

Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ８ 软件作图。 组间差异利用 Ｓｔｕｄｅｎｔ
ｔ 检验进行比较，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 黑点状污染物的形态学观察　 为防止人为污

染，本实验所用试剂均经严格消毒或无菌处理，所用

血清均经 γ 射线照射，所涉及的无菌操作均由具有

多年经验的人员完成。 尽管如此，实验室保存的所

有细胞在培养过程中均出现黑点状污染物。 此外，
从某公司新购入的细胞内也发现类似的黑点状物

质。
　 　 图 １Ａ 显示的是一瓶刚从某公司购买的 ＳＨ⁃
ＳＹ５Ｙ 细胞株，细胞生长状态良好，但是细胞内部以

及培养瓶壁上均可看到一些黑点状结构（箭头，图
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１Ａ）。 如果细胞生长状态变差或换液不及时，这些

黑点状物质就会迅速增多（图 １Ｂ ～ Ｃ），它们经常会

形成串珠样结构悬挂在相邻细胞之间（如图 １Ｂ 箭

头所示）。 实时录像显示部分黑点在原位做不规则

振动或者仅游动很短的距离，还有一些黑点能够在

培养基中长距离游走（如图 １Ｅ ～ Ｆ 中箭头所示）。
革兰染色结果显示这些游动的“黑点”是一种革兰

阴性细菌（图 １Ｄ）。
　 　 通常情况下，黑点状物质的增多与细胞崩解同

时发生（图 １Ｃ 和 １Ｊ），随着培养体系内营养耗竭，大
部分黑点状物质变为静止状态。 如果将这样的培养

瓶密封起来放置在室温环境或培养箱内，黑点的增

殖速度会逐渐减缓，它们之间有时会出现一种细针

状或同心圆状的规律性结构（图 １Ｋ ～ Ｍ）。
２． ２　 金胺 Ｏ 染色 　 游动状态的“黑点”呈金胺 Ｏ
阳性染色（图 ２Ａ、Ｂ），静止期“黑点”的金胺 Ｏ 染色

变弱，但是“黑点”间同心圆结构的染色却明显增强

（图 ２Ｃ、Ｄ）。
２． ３　 电子显微镜观察　 电子显微镜观察显示游动

状态的“黑点”是一种短杆状细菌，长轴为（１. ５ ±
０. ６）μｍ（ ｎ ＝ １００），短轴为 （０. ６ ± ０. １） μｍ（ ｎ ＝
１００），细菌的一侧经常可以看到极性鞭毛（图 ３Ａ ～
Ｃ）。 静止期的“黑点”通常没有鞭毛（图 ３Ｄ ～ Ｉ），部
分细菌外周出现较厚的包膜状结构（图３Ｆ） 。这些

图 １　 培养体系内黑点状污染物的不同生长状态

　 　 Ａ ～ Ｃ：培养细胞不同生长状态下黑点状物质的形态 × ４２０；Ｄ：黑点状物质呈革兰阴性染色 × １ ４００；Ｅ ～ Ｉ：图 Ｂ 中方框部分在不同时间的

变化，数字 １ 和 ２ 标记出两个游动的黑点状结构 × １ ２７０；Ｊ：细胞死亡后培养瓶内充满黑点状物质 × １ ２７０；Ｋ ～ Ｍ：在缺氧和营养匮乏的情况下

黑点状结构之间出现细针状或同心圆状结构 × ４２０
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图 ２　 黑点状污染物金胺 Ｏ 染色结果

　 　 Ａ：游动期黑点状物质的光镜照片 × １ ６００；Ｂ：图 Ａ 内细菌的金

胺 Ｏ 染色结果 × １ ６００；Ｃ：静止期黑点状物质的光镜照片 × １ ０７０；
Ｄ：图 Ｃ 内细菌的金胺 Ｏ 染色结果 × １ ０７０

细菌经常会首尾相连形成长短不等的串珠状结构

（图 ３Ｂ、Ｄ、Ｅ、Ｉ）。
２． ４　 细菌种属鉴定　 以游动状态黑点状物质的基

因组为模板，利用细菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 常规引物对分离

其进行 ＰＣＲ 扩增，在琼脂糖凝胶电泳显示出清晰的

单一条带（图 ４Ａ）。 该片段长度为 ８００ ｂｐ（图 ４Ｂ），
ＧｅｎＢａｎｋ ／ ＥＭＢＬ ／ ＤＤＢＪ 数据库比对显示这些黑点

状物 质 属 于 一 种 名 为 ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｚｕｃｉｎｅｕｍ
ＨＬＫ１（ｐ． ｚ． ＨＬＫ１，ＣＰ０００７４７）的苯基杆菌。
２． ５　 敏感抗生素除菌实验　 平板药敏实验从 ４２ 种

抗生素中筛选出头孢曲松、羧苄西林和亚胺培南三

种抗生素可能对黑点状细菌有抑制作用，但是连续

细胞培养实验表明上述抗生素均无法将细菌从培养

体系内清除。 一旦停药，培养基内的黑点就会迅速

增多，致使培养细胞短期内大量死亡。
２． ６　 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞冻存复苏实验　 被黑点状细菌

污染的细胞无法长期冷冻保存，即使它们冻存前状

态良好，复苏后仍会出现大量细胞死亡。 如图 ５ 所

示，冻存 ３０ ｄ 的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞复苏 １ ｄ 后出现严重

破损，细胞之间可见大量黑点状物质（图 ５Ａ）；换液

后破碎细胞和黑点状物质大部分消失，但是瓶壁上

依然可以看到少量残存的细胞和黑点状物质（图
５Ｂ）。 与 ＳＨ ⁃ ＳＹ５ Ｙ细胞相比 ，具有吞噬能力的

图 ３　 黑点状污染物的电镜照片

　 　 Ａ ～ Ｃ：游动期的黑点状结构；Ｄ ～ Ｉ：静止期的黑点状结构（其中

Ｅ 为图 Ｄ 的局部放大）； Ａ、Ｄ： × １０ ９００； Ｂ、Ｃ、Ｅ、Ｈ： × ２２ ０００；Ｆ： ×
２９ ５００；Ｇ： × ９ ０００；Ｉ： × ３６ ４００

图 ４　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因鉴定结果

Ａ：ＰＣＲ 结果；Ｂ：１６Ｓ ｒＤＮＡ 测序结果
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图 ５　 常规方法复苏被污染细胞换液前（Ａ）后（Ｂ）的对比 × ５９０

ＲＡＷ２６４. ７ 细胞系似乎具有某种自清洁能力 （图

６Ａ、Ｂ），用这些细胞的培养上清液复苏 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细

胞可以显著提高复苏细胞的存活效率（Ｐ ＜ ０. ００１），
同时细胞之间黑点状物质也明显减少（图 ６Ｃ ～ Ｇ）。

３　 讨论

　 　 根据网上论坛和少数已经发表的学术论文
［１ － ２］，笔者归纳出“黑胶虫”具有两个公认的特征：
①在形态上呈黑点或短杆状，具有静止和运动两种

生存状态，这可能是“黑胶虫”名称的由来；②“黑胶

虫”能与宿主细胞在相当长一段时间内“和睦”相

处，并不影响细胞的增殖和生长状态，这一特征明显

不同于其他大多数细菌污染。 ２０１０ 年美国密歇根

州立大学 Ｇｒａｙ ｅｔ ａｌ［１］ 对该校某实验室内出现的黑

点状污染物进行分析，发现它们可能属于一种无色

杆菌（Ａｃｈｒｏｍｏｂａｃｔｅｒ）。 ２０２０ 年中国广东省某重点实

验室周怡婷 等［２］对该实验室内出现的一种类似“黑
胶虫”的污染物进行分析，将其鉴定为一种缺陷短

波单胞菌（Ｂｒｅｖｕｎｄｉｍｏｎａｓ）。 这两篇论文声称敏感

抗生素可以有效地清除［１］ 或抑制［２］ 细胞污染，但是

对污染物的形态、生长方式、及其与培养细胞的关系

缺乏详尽描述。
　 　 类似“黑胶虫”的不明微生物同样也出现在笔

者所在的实验室内，它们在倒置显微镜下呈黑点状，
革兰染色呈阴性，金胺 Ｏ 染色呈阳性。 在电子显微

镜下，这些细菌的大小仅为 ０. ９ ～ ２. １ × ０. ５ ～ ０. ７
μｍ，游动期带有运动鞭毛，当培养体系中营养缺乏

时几乎所有细菌都失去鞭毛而以非运动形式存在。
上述实验结果非常符合“黑胶虫”的第一个特征。
基因测序结果表明这些黑点状微生物是一种名为

ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 的苯基杆菌（Ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。 在系统

发育学上，Ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 与 Ｃａｕｌｏｂａｃｅｒ ｃｒｅｓｃｅｎｔｕｓ
最为接近，它们在营养充足时产生极性鞭毛能够游

动，营养匮乏时则失去鞭毛，并形成较厚的菌膜进入

静止状态［３ － ５］。 Ｐｈｅｎｙｌｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 菌属目前只有五个

成员，无一例外都是寡营养细菌，能够在各种营养匮

乏的环境中生存［３， ６ － ７］，ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 则是该菌属中唯

一具有真核细胞侵染能力的成员［８］ 。浙江大学医

图 ６　 冻存细胞复苏的挽救实验

　 　 Ａ、Ｂ： 生长状态良好的 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞，Ｂ 为 Ａ 图

方框部分的放大；Ｃ、Ｄ：常规方法复苏的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞，
Ｄ 为 Ｃ 图方框部分的放大；Ｅ、Ｆ：用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养

上清液复苏的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞，Ｆ 为 Ｅ 图方框部分的放

大；Ｇ：冻存细胞复苏后存活细胞的统计分析；与对照组

比较：∗∗∗Ｐ ＜ ０. ００１；Ａ、Ｃ、Ｅ： × １３０；Ｂ、Ｄ、Ｆ： × ４００
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学院 Ｚｈａｎｇ ｅｔ ａｌ［９］ 报道该校某研究所培养的 Ｋ５６２
肿瘤细胞系出现 ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 胞内感染，但是受污染

的细胞虽已传代多年却一直没有发生明显的形态学

或生理学改变。 这一发现表明 ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 在宿主细

胞内具有长期稳定生长的能力，因此非常符合“黑
胶虫”的第二个特征。
　 　 本实验测试了 ４０ 余种抗生素对黑点状污染物

的防治效果，结果显示常规抗生素处理无法将细菌

从培养体系内清除。 电子显微镜观察显示ｐ． ｚ． ＨＬＫ
不仅能够形成很厚的包膜，而且还能躲到宿主细胞

内部［９］，这可能是抗生素无法清除此类细菌的主要

原因之一。
　 　 细胞冷冻复苏后生命力非常脆弱，ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 经

常会利用这个机会在培养体系内迅速增殖，这可能

是导致细胞复苏失败的一个容易被忽略的因素。 笔

者尝试用 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液对被污染的

ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞进行复苏，发现这种方法虽然无法清

除“黑胶虫”，但是却能显著地提高复苏细胞的存活

效率。 事实上，培养状态良好的 ＳＨ⁃ＳＹ５Ｙ 细胞的培

养上清液对同种细胞复苏的效果也要优于常规复苏

方法。 这种方法很像原代神经元培养时的“半量换

液法” ［１０ － １１］。 生长状态良好的细胞可以比作“年

轻”的人或动物，研究［１２］ 发现老年小鼠来源的骨髓

间充质干细胞的更新和分化能力存在缺陷，但是如

果把它们接种在来自年轻小鼠的细胞外基质上，这
些衰老的细胞就可以“返老还童”，重新获得类似年

轻小鼠的活力。
　 　 宿主细胞与 ｐ． ｚ． ＨＬＫ１“共生”现象表明宿主细

胞本身可能具有一定抵抗“黑胶虫”的能力［９ － １０］。
ＲＡＷ２６４. ７ 细胞来源于单核 － 吞噬细胞系统，不仅

具有一定吞噬功能，而且还能分泌多种细胞因子。
郝宏兴 等［１３］发现巨噬细胞培养上清液对处于红外

期的约氏疟原虫具有明显的抑制或杀灭作用。 本研

究显示 ＲＡＷ２６４. ７ 细胞培养上清液可能含有某种

对抗 ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 的活性物质，进一步探讨宿主细胞

对抗 ｐ． ｚ． ＨＬＫ１ 的机制可能为防治黑点状污染物提

供新的线索。
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ＮＬＲＰ３ 炎症小体介导的巨噬细胞极化在 ＩＴＰ 中的作用
宋传龙， 海力其古丽·努日丁，焦红杰，王学梅，严　 媚

摘要　 目的　 探讨在免疫性血小板减少症（ ＩＴＰ）中 ＮＬＲＰ３
炎症小体的活化水平及抑制 ＮＬＲＰ３ 介导的炎症小体活化对

Ｍ１ 型巨噬细胞极化与免疫功能的影响。 方法　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 法

检测 ＩＴＰ 患者（ＩＴＰ 组）和健康对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ 组）外周血单

个核细胞（ＰＢＭＣ）与 ＣＤ１４ ＋ 单核细胞中 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 的表

达；ＥＬＩＳＡ 法检测两组血清中 ＩＬ⁃１β 与 ＩＬ⁃１８ 的含量；Ｐｅａｒｓｏｎ
相关系数分析 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 与 ＩＬ⁃１８ 表达水平与血小板计

数的相关性；将 ＩＴＰ 患者来源的 Ｍ０ 型巨噬细胞（ＭＤＭｓ）分
为 ４ 组：ＩｇＧ 对照组（ＩｇＧ 组），ＭＣＣ９５０ 处理组（ＭＣＣ９５０ 组），
ＬＰＳ、 ＩＦＮ⁃γ 与 ＩｇＧ 处理组（ ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＩｇＧ 组） 和 ＬＰＳ、
ＩＦＮ⁃γ 与 ＭＣＣ９５０ 处理组（ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＭＣＣ９５０ 组）；ＲＴ⁃
ｑＰＣＲ 与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ４ 组 ＭＤＭｓ 中 Ｍ１ 型巨噬细胞标

志物 ＣＤ８６、ｉＮＯＳ、ＭＣＰ⁃１ ｍＲＮＡ 与蛋白水平；Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测各组 ＭＤＭｓ 中 ＮＬＲＰ３ 炎症小体相关蛋白 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１ 与 ＩＬ⁃β 的表达；流式细胞术检测各组

ＭＤＭｓ 对血小板的吞噬能力，ＣＦＳＥ 法检测各组 ＭＤＭｓ 对

ＣＤ４ ＋ Ｔ 与 ＣＤ８ ＋ Ｔ 的增殖影响。 结果 　 与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组相比，

２０２２ － ０９ － １０ 接收
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ＩＴＰ 组 ＮＬＲＰ３ ｍＲＮＡ 水平和 ＩＬ⁃１β 与 ＩＬ⁃１８ 含量均升高（Ｐ ＜
０. ０５）；ＩＴＰ 患者中血小板计数与 ＮＬＲＰ３ 、ＩＬ⁃１β 和 ＩＬ⁃１８ 呈

负相关关系（Ｐ ＜ ０. ０５）。 与 ＩｇＧ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＩｇＧ
组与 ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＭＣＣ９５０ 组细胞中 ＣＤ８６、ｉＮＯＳ、ＭＣＰ⁃１ 的

ｍＲＮＡ 与蛋白表达水平增加 （ Ｐ ＜ ０. ０５ ）， ＮＬＲＰ３、 ＡＳＣ、
ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ⁃１、 ＩＬ⁃β 蛋白表达与血小板吞噬能力和对

ＣＤ４ ＋ Ｔ 与 ＣＤ８ ＋ Ｔ 细胞的增殖促进能力升高（Ｐ ＜ ０. ０５），而
与 ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＩｇＧ 组相比，ＬＰＳ ＋ ＩＦＮ⁃γ ＋ ＭＣＣ９５０ 组细胞

中上述检测指标均降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论 　 在 ＩＴＰ 中 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎症小体活化水平升高，且与 ＭＤＭｓ 的过度 Ｍ１ 型极化

相关，而抑制 ＮＬＲＰ３ 介导的炎症小体活化可改善巨噬细胞

的 Ｍ１ 型极化与免疫功能。
关键词　 免疫性血小板减少症；ＮＬＲＰ３ 炎症小体；Ｍ１ 型巨

噬细胞

中图分类号　 Ｒ ７２５. ５
文献标志码 Ａ 文章编号 １０００ － １４９２（２０２３）０１ － ０１３２ － ０８
ｄｏｉ：１０． １９４０５ ／ ｊ． ｃｎｋｉ． ｉｓｓｎ１０００ － １４９２． ２０２３． ０１． ０２２

　 　 免疫性血小板减少症（ ｉｍｍｕｎｅ ｔｈｒｏｍｂｏｃｙｔｏｐｅ⁃
ｎｉａ， ＩＴＰ）是一种儿童常见的自身免疫性疾病［１］。
巨噬细胞既是效应细胞，吞噬血小板，又是抗原递呈

细胞，可刺激 Ｂ 细胞产生针对血小板的自身抗

体［２］。 而在 ＩＴＰ 中，研究［３］证实，巨噬细胞具有向促
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