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摘要　 目的　 建立肺炎克雷伯菌（Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）感染 Ｎｏｄ２
基因肝组织条件敲除小鼠模型，初步探究 Ｎｏｄ２ 基因在

Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 感染引起肝脓肿过程中的作用及机制。 方法

　 将引进的 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠自交获得 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠，同时将

Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠与 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 进行杂交获得 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋

的子代小鼠；将上述两种基因型的子代小鼠进行杂交，获得

Ｎｏｄ２ 基因肝脏条件性敲除小鼠（Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ）和同

窝阴性对照组小鼠 （Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ ）。 提取小鼠脚趾基因组

ＤＮＡ，经 ＰＣＲ 扩增，通过琼脂糖凝胶电泳鉴定子代小鼠基因

型并提取小鼠肝脏，利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证 Ｎｏｄ２
基因在肝脏中的敲除效果。 实验组和对照组小鼠分别感染

Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，观察不同时间点小鼠生存率及肝组织病理变

化；利用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 检测实验组和对照组小鼠感染 Ｋ． ｐｎｅｕ⁃
ｍｏｎｉａｅ ４８ ｈ 后肝组织内肿瘤坏死因子 α （ＴＮＦ⁃α）、白细胞介

素 １β （ＩＬ⁃１β） 和趋化因子 ＣＸＣ 配体 １ （ＣＸＣＬ１）的 ｍＲＮＡ
的表达水平。 结果 　 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠肝脏 ＮＯＤ２
ｍＲＮＡ 表达量降低（Ｐ ＜ ０. ０５），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＮＯＤ２
蛋白表达量降低；与对照组小鼠比较，实验组小鼠在感染

Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 后生存率降低 （中位生存时间 ６０. ５ ｈ，Ｐ ＝
０. ０４６ ９），肝组织出现了更为严重的病理损伤；实验组小鼠

肝组织中 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＣＸＣＬ１ 的 ｍＲＮＡ 表达水平降低，
差异有统计学意义（Ｐ ＜ ０. ０５）。 结论　 ＮＯＤ２ 在 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉ⁃
ａｅ 感染诱导肝脓肿的过程中起保护作用。
关键词　 肺炎克雷伯菌肝脓肿；Ｎｏｄ２ 基因；炎症反应；保护

作用
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　 　 化脓性肝脓肿是肝脏的占位性病变，具有高的

致病率和致死率，肺炎克雷伯菌（Ｋｌｅｂｓｉｅｌｌａ ｐｎｅｕｍｏｎ⁃
ｉａｅ，Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ）是其主要的致病菌之一［１ － ２］。 核

苷酸结合寡聚化结构域 ２ （ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉ⁃
ｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏｍａｉｎ ２，ＮＯＤ２）是核苷酸结合寡聚化

结构域样受体 （ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｂｉｎｄｉｎｇ ｏｌｉｇｏｍｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｄｏ⁃
ｍａｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＮＬＲ） 家族的成员，参与激活 ＮＦ⁃
κＢ、ＭＡＰＫｓ 等促炎通路，增强炎症反应，调节机体免

疫应答［３］。 近期研究［３ － ７］ 表明，ＮＯＤ２ 在肺组织防

御病原菌感染过程中发挥重要保护作用。 目前关于

ＮＯＤ２ 在肝组织防御病原菌感染过程的作用机制尚

不明确。 该研究通过繁育和鉴定 Ｎｏｄ２ 基因肝组织

条件性敲除小鼠［８］，建立 Ｎｏｄ２ 基因肝脏敲除小鼠

感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 诱发肝脓肿模型，初步探究 Ｎｏｄ２
基因在 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 诱导肝脓肿发生发展中的作

用及其机制。

１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 实验动物与菌株　 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠共 ３ 只，雌
鼠 １ 只、雄鼠 ２ 只；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 工具鼠共 ２ 只，雌、雄各

１ 只均购自赛业（广州）生物科技有限公司，２０ ～ ３０
ｇ ／ ６ 周龄，小鼠品系为 Ｃ５７ＢＬ ／ ６Ｊ，无特殊病原体

（ＳＰＦ 级）。 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＡＴＣＣ１３８８３ 由安徽省细

菌耐药监测中心保存。 所有实验操作均遵循安徽医

科大学第一附属医院伦理委员会的批准，伦理审批

号：ＬＬＳＣ２０１９０２５３。
１． １． ２　 主要试剂与仪器 　 主要试剂：鼠尾基因组

ＤＮＡ 提取试剂盒（货号：ＮＭＳＣ０００１⁃５０）购自上海南

方模式生物科技股份有限公司；琼脂糖粉（批号：
１１１８６０）购自生工生物工程（上海）股份有限公司；
Ｔｒｉｚｏｌ Ｒｅａｇｅｎｔ（货号：１５５９６０２６）购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司；ＲＮＡ 反转录试剂盒 （货号：６２１０Ａ）、ＤＬ２０００
ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ（货号：Ａ１Ａ０４３８）、ＴＢ Ｇｒｅｅｎ Ｐｒｅｍｉｘ
Ｅｘ ＴａｑＴＭ （货号：ＲＲ４２０）以及 ＰＣＲ Ｔａｑ Ｍｉｘ（货号：
ＲＲ９０１）均购自日本 Ｔａｋａｒａ 公司；ＢＣＡ 蛋白浓度测

定试剂盒（货号：Ｐ００１０Ｓ）购自碧云天生物技术有限

公司；小鼠抗 β⁃Ａｃｔｉｎ 抗体（货号：ＡＦ７０１８）购自江苏
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亲科生物研究中心有限公司；兔抗 ＮＯＤ２ 抗体（货
号：ａｂｓ１５２４８０）购自爱必信（上海）生物科技有限公

司；山羊抗小鼠 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ（货号：ＺＢ⁃２３０５）、山羊抗

兔 ＩｇＧ⁃ＨＲＰ（货号：ＺＢ⁃２３０１）购自北京中杉金桥公

司。
　 　 主要仪器：普通 ＰＣＲ 扩增仪 （德国 Ｂｉｏｍｅｔｒａ
Ｔｏｎｅ 公司），核酸电泳槽（北京六一生物科技有限公

司）；凝胶电泳成像仪（Ｔａｎｏｎ ５２００ Ｍｕｌｔｉ，上海天能

科技有限公司），荧光定量 ＰＣＲ 仪（罗氏 ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ
９６，瑞士），Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电泳仪 （美国 Ｂｉｏ⁃Ｒａｄ 公

司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 小鼠的饲养与繁育 　 Ｎｏｄ２ 基因条件敲除

小鼠于安徽医科大学实验动物中心 ＳＰＦ 级动物房

内饲养与繁殖。 饲养室温控制在 ２０ ～ ２５ ℃，湿度

５０％ ～６０％ ，保证 １２ ｈ 光照，昼夜交替，自由饮食和

饮水。 小鼠笼盒、垫料、饲料和饮用水经过高温高压

消毒灭菌处理。 每周更换 ２ 次垫料，更换水和饲料，
并且给予人道关怀。
１． ２． ２　 小鼠亲代及子代信息记录　 在繁殖笼标签

上，记录鼠号、基因型、出生日期、合笼日期、父母本

的鼠号、产仔日期和数量。 在离乳笼标签上，记录笼

号、基因型、出生日期、离乳日期。
１． ２． ３　 小鼠基因型鉴定 　 小鼠出生后 ３ ～ ４ 周与

母鼠分笼，使用 ７５％乙醇溶液冲洗剪刀和镊子并剪

取小鼠脚趾 ０. ３ ～ ０. ５ ｃｍ 放入 １. ５ ｍｌ 无菌 ＥＰ 管

中，并依据剪取的不同脚趾标记同窝小鼠。 用基因

组 ＤＮＡ 提取试剂盒提取小鼠基因组 ＤＮＡ，所得样

品置 － ２０ ℃保存。 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 小鼠基因型鉴定，上游

引物：５′⁃ＣＡＴＣＧＣＡＧＣＣＡＧＡＣＴＴＧＡＡＧＴＴ⁃３′；下游引

物：５′⁃ＣＣＴＴＧＴＴＧＣＣＣＡＴＡＴＧＡＴＴＣＴＧＡＣ⁃３′ （ ｆｌｏｘ 纯

合子小鼠：２１６ ｂｐ；ｆｌｏｘ 杂合子小鼠：２１６ ｂｐ 和 １７１
ｂｐ；ｆｌｏｘ 阴性小鼠：１７１ ｂｐ）。 Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠基因型鉴

定，上游引物：５′⁃ＧＡＡＧＣＡＧＡＡＧＣＴＴＡＧＧＡＡＧＡＴＧＧ⁃
３′； 下 游 引 物： ５′⁃ＴＧＣＡＡＡＣＡＴＣＡＣＡＴＧＣＡＣＡＣ⁃３
（Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠： ３９０ ｂｐ； Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ － 小鼠： ３５１ ｂｐ）。
ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μｌ（Ｔａｑ Ｍｉｘ １３ μｌ，去离子水 １０
μｌ，引物 １ μｌ，小鼠 ＤＮＡ １ μｌ），反应程序：９５ ℃ ３
ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，６０ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，共 ３５ 个循

环；７２ ℃ １０ ｍｉｎ，４ ℃ １ ｈ。
　 　 配制 ２. ０％的琼脂糖凝胶：称取 ２. ０ ｇ 琼脂糖粉

末溶于 １００ ｍｌ １ × ＴＡＥ 电泳缓冲液中，微波炉中高

火加热 ４ ｍｉｎ，冷却至 ６０ ℃左右加入 １０ μｌ 红色荧

光核酸染料，轻摇混匀，制胶。 取 ５ μｌ ＰＣＲ 产物和 ３

μｌ ＤＬ２０００ ｂｐ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 加入上样孔中进行电泳

分析，恒压 １５０ Ｖ，时间 ３５ ｍｉｎ；然后置于凝胶电泳

成像仪中成像，观察电泳条带。
１． ２． ４ 　 Ｎｏｄ２ 基因敲除效果验证 　 取 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；
Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ （实验组小鼠）和 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ （对照组小鼠）
的肝组织，采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法检测两组肝组织

Ｎｏｄ２ 基因的 ｍＲＮＡ 的表达水平。 上游引物：５′⁃
ＡＧＡＡＧＣＴＣＣＴＣＧＡＡＧＣＴＧＴＧ⁃３′；下游引物：５′⁃ＣＣＴ⁃
ＣＡＣＡＣＴＣＧＴＡＣＴＧＧＣＴＣ⁃３′；内参 Ｇａｐｄｈ 基因上游引

物为 ５′⁃ＧＴＣＡＡＧＧＣＣＧＡＧＡＡＴＧＧＧＡＡ⁃３′；下游引物

为 ５′⁃ＣＴＣＧＴＧＧＴＴＣＡＣＡＣＣＣＡＴＣＡ⁃３′。 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
检测两组肝组织 ＮＯＤ２ 蛋白的表达水平：用 ＲＩＰＡ
裂解液提取两组小鼠的肝组织总蛋白，ＢＣＡ 蛋白定

量后取适量与上样缓冲液混合 １００ ℃ 水浴 １０ ｍｉｎ
变性。 将所制蛋白样品进行 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 电泳，恒压

７５ Ｖ，１２０ ｍｉｎ；电泳结束后将蛋白转至 ＰＶＤＦ 膜上，
５％脱脂奶粉室温封闭 １ ｈ。 分别加入经一抗稀释液

稀释的 β⁃Ａｃｔｉｎ 抗体（１ ∶ １ ０００）、ＮＯＤ２ 抗体（１ ∶
８００），４ ℃孵育过夜；１ × ＴＢＳＴ 缓冲液洗膜 ３ 次，每
次 １０ ｍｉｎ；加入 ５％ 脱脂奶粉稀释的山羊抗兔或山

羊抗鼠的二抗（１ ∶ １０ ０００）孵育 １. ５ ｈ，１ × ＴＢＳＴ 缓

冲液洗脱 ３ 次后化学发光成像系统进行拍照，观察

ＮＯＤ２ 蛋白表达情况，进一步验证 Ｎｏｄ２ 基因在肝组

织中的敲除效果。
１． ２． ５　 小鼠感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 诱发肝脓肿模型　
将 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ＡＴＣＣ１３８８３ 划线接种在 ＭＨＡ 固体

培养平板上，３７ ℃过夜培养；次日，挑取单菌落于液

体 ＭＨＢ 培养基中，制备成 １. ５ × １０８ ＣＦＵ ／ ｍｌ 的细菌

悬浮液；每只小鼠口腔灌胃 ０. ３ × １０８ ＣＦＵ 肺炎克雷

伯菌（体积为 ２００ μｌ）诱发肝脓肿。
１． ２． ６　 小鼠肝组织病理切片制备　 使用 １％ 戊巴

比妥纳腹腔麻醉小鼠取出完整肝组织，放入 １０％的

中性福尔马林中固定；将固定好的小鼠肝脏组织依

次进行脱水透明、浸蜡包埋、切片展片、脱蜡染色，最
后用中性树胶封片，存放备用。
１． ２． ７　 小鼠肝组织炎症因子荧光定量 ＰＣＲ 检测　
Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ （实验组小鼠）和 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ （对
照组小鼠）分别感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ４８ ｈ 后，取出肝

组织，采用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 方法检测两组小鼠肝脏中炎症

因子肿瘤坏死因子⁃α （ ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ ａｌｐｈａ，
ＴＮＦ⁃α）、白细胞介素 １β（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １β，ＩＬ⁃１β）和趋

化因子 ＣＸＣ 配体 １（Ｃ⁃Ｘ⁃Ｃ ｍｏｔｉｆ ｃｈｅｍｏｋｉｎｅ ｌｉｇａｎｄ １，
ＣＸＣＬ１） 的 ｍＲＮＡ 表达量。 ＧＡＰＤＨ 上下游引物见

“１. ２. ４ ”； ＴＮＦ⁃α 上游引物为 ５′⁃ＴＧＡＣＡＡＧＣＣＴＧ⁃
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ＴＡＧＣＣＣＡＣＧ⁃３′，下游引物为 ５′⁃ＴＴＧＴＣＴＴＴＧＡＧＡＴ⁃
ＣＣＡＴＧＣＣＧ⁃３′。 ＩＬ⁃１β 上游引物为 ５′⁃ＧＡＡＡＴＧＣ⁃
ＣＡＣＣＴＴＴＴＧＡＣＡＧＴＧ⁃３′， 下 游 引 物 为 ５′⁃ＴＧＧＡＴ⁃
ＧＣＴＣＴＣＡＴＣＡＧＧＡＣＡＧ⁃３′；ＣＸＣＬ１ 上游引物为 ５′⁃
ＡＣＡＧＧＧＧＣＧＣＣＴＡＴＣＧＣ⁃３′， 下 游 引 物 为 ５′⁃
ＡＣＡＡＴＴＴＴＣＴＧＡＡＣＣＡＡＧＧＧＡＧＣ⁃３′。
１． ３　 统计学处理 　 采用 ＳＰＳＳ １６. ０ 软件进行统计

学分析，每组实验重复 ３ 次，组间比较采用 ｔ 检验，
对于生存率曲线比较，使用 Ｌｏｇ⁃Ｒａｎｋ（Ｍａｎｔｅｌ⁃Ｃｏｘ）
检验分析结果。 Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 小鼠基因型鉴定结果　 取幼鼠脚趾进行小鼠

基因型鉴定。 基因型鉴定 ＰＣＲ 结果如图 １ 所示，１、
２、５ 为 ｆｌｏｘ 纯合子（Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ，２１６ｂｐ）；３ 和 ４ 为 ｆｌｏｘ
杂合子（Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ ，１７１ ｂｐ 和 ２１６ ｂｐ）。 Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ 基因

型鉴定 ＰＣＲ 结果如图 ２ 所示：其中 １、３ 和 ４ 为 Ａｌｂ⁃
Ｃｒｅ ＋ 小鼠 （３９０ ｂｐ），２ 和 ５ 为 Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ － 小鼠（３５１
ｂｐ）。 选择 １ 为实验组小鼠（基因型：Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃
Ｃｒｅ ＋ ），２、５ 为对照组小鼠（基因型为 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）。

图 １　 ｆｌｏｘ 基因型鉴定结果

　 　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、２、５ 为 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ纯合子小鼠；３、４ 为 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ＋ 杂

合子小鼠

图 ２　 Ｃｒｅ 基因型鉴定结果

　 　 Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１、３、４ 为 Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠；２、５ 为 Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ － 小鼠

２． ２　 条件性基因敲除小鼠敲除效果验证　 取 ５ 只

实验组和 ５ 只对照组小鼠肝脏进行敲除效果验证。
提取小鼠肝组织 ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ 后进行荧光

定量 ＰＣＲ 鉴定。 结果如图 ３ 所示，Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃
Ｃｒｅ ＋ 小 鼠 肝 脏 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 的 表 达 量 小 于

Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠肝脏 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 的表达量［（０. ４１９
± ０. ０９７） ｖｓ （１. ０３０ ± ０. ３２０），Ｐ ＜ ０. ０５］。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 实验结果如图 ４ 所示，与 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠比较，
Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠 ＮＯＤ２ 蛋白降低。 最终获

得了可以用于后续实验的 Ｎｏｄ２ 基因肝脏条件性敲

除小鼠（Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ）。

图 ３　 两组小鼠 ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 表达量

　 　 ａ： Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ； ｂ： Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ； Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ；与 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ 小鼠比

较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４ 两组小鼠 ＮＯＤ２ 蛋白表达水平

ａ：Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ； ｂ：Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋

２． ３　 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ 小鼠感染肺炎克雷伯菌

后表型变化　 为探究 Ｎｏｄ２ 基因在小鼠肝脏感染 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 中发挥的作用，实验组小鼠 （基因型：
Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ； Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ） 和 对 照 组 小 鼠 （ 基 因 型：
Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）各取 １０ 只，通过口腔灌胃的方法制备肝

脓肿模型，检测小鼠和肝组织病理变化和 ７２ ｈ 死亡

率。 结果发现，实验组小鼠和对照组小鼠感染 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ４８ ｈ 后，与对照组比较，实验组肝组织整

体结构大面积受到破损，病理损伤程度严重（图 ５）；
对照组小鼠 ７２ ｈ 死亡率为 ３０％ ，实验组小鼠组 ７２ ｈ
死亡率为 ７０％ （中位生存时间 ６０. ５ ｈ，Ｐ ＝ ０. ０４６
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９），差异有统计学意义（图 ６）。

图 ５　 两组小鼠肝组织病理学改变　 ＨＥ × ２００

图 ６　 两组小鼠感染肺炎克雷伯菌后生存率曲线

与 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

２． ４　 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋小鼠感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
后肝脏炎症因子表达水平改变 　 比较实验组小鼠

（基因型：Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ；Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ）和对照组小鼠（基因

型为 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ）感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ ４８ ｈ 后肝组织

炎症因子的表达水平。 结果如图 ７ 所示，与对照组

比较，实验组小鼠肝脏内的炎症因子 ＴＮＦ⁃α （ ｔ ＝
３. ７３６，Ｐ ＝ ０. ０２０）、ＩＬ⁃１β（ ｔ ＝ ３. １１４，Ｐ ＝ ０. ０３６）和

ＣＸＣＬ１（ ｔ ＝ ３. ２６４，Ｐ ＝ ０. ０３１）的相对表达量降低，差
异有统计学意义。

图 ７　 两组小鼠感染肺炎克雷伯菌后肝脏炎症因子 ｍＲＮＡ 表达

与 Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ小鼠比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

３　 讨论

　 　 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 是一种革兰染色阴性的条件致病

菌，可引起多种感染性疾病，包括菌血症、肺炎和肝

脓肿等［９］。 健康人体肠道内定值的高毒力 Ｋ． ｐｎｅｕ⁃
ｍｏｎｉａｅ，在病理状态下可经门静脉系统进入肝脏引

起肝脓肿，伴有脓毒症的 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 肝脓肿还可

以引起眼内炎、脑膜炎、坏死性筋膜炎等肝外并发

症［２，１０ － １１］。 胞质内模式识别受体 ＮＯＤ２ 可识别细菌

产生的肽聚糖 ＭＤＰ，通过招募并与接头蛋白 ＲＩＰ２
或 ＣＡＲＤ９ 结合触发 ＮＦ⁃κＢ、ＭＡＰＫｓ 等促炎信号通

路，产生炎症因子和抗菌肽，在宿主抵御细菌感染的

过程中发挥重要作用［１２ － １４］。 已有研究发现 ＮＯＤ２
在肺炎链球菌感染的脑膜炎中通过诱导脑部炎症和

自噬发挥保护作用［１５］；ＮＯＤ２ 在早期鲍曼不动杆菌

肺部感染中通过产生活性氧 ／活性氮参与肺防

御［７］。 目前，Ｎｏｄ２ 基因在肝脏中的功能尚不明确。
　 　 本研究利用 Ｃｒｅ⁃Ｌｏｘｐ 重组酶系统敲除小鼠肝

脏中 Ｎｏｄ２ 基因，通过繁育和基因鉴定，成功筛选出

纯合子幼鼠 （ Ｎｏｄ２ ｆｌｏｘ ／ ｆｌｏｘ； Ａｌｂ⁃Ｃｒｅ ＋ ）； ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，ＮＯＤ２ ｍＲＮＡ 表达量降低，
ＮＯＤ２ 蛋白表达量降低，这提示小鼠肝脏 Ｎｏｄ２ 基因

敲除成功。
　 　 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 感染肝组织后，肝脏 Ｋｕｐｆｆｅｒ 细

胞、毛细血管内皮细胞、单核细胞及巨噬细胞可以通

过产生 ＩＬ⁃１β、ＴＮＦα、ＣＸＣＬ１ 等细胞因子，产生保护

性的免疫应答。 本研究发现，在感染 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ
的小鼠中，肝脏 Ｎｏｄ２ 基因敲除后，小鼠生存率降低

且肝组织病理损伤增大，说明条件基因敲除小鼠对

Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 感染的抵抗能力减弱。 此外，感染 Ｋ．
ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 的 Ｎｏｄ２ 基因条件敲除小鼠肝脏炎症因

子 ＴＮＦ⁃α、ＩＬ⁃１β 和 ＣＸＣＬ１ 的 ｍＲＮＡ 相对表达量均

降低，由此可见 ＮＯＤ２ 可能通过其介导的炎症反应

影响肝脏抗 Ｋ． ｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ 感染的免疫应答。
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