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细胞芯片检测新生隐球菌菌株丝氨酸蛋白酶的表达

徐赤宇，温　海，王溪涛，朱红梅，顾菊林，徐　红
（第二军医大学长征医院皮肤性病科，上海２００００３）

［摘要］　目的：利用细胞芯片技术检测新生隐球菌菌株中丝氨酸蛋白酶的表达，初步探讨丝氨酸蛋白酶在新生隐球菌致病过

程中的作用。方法：不同来源和血清型的新生隐球菌菌株３６株，应用组织芯片构建仪制备菌株芯片，利用菌株细胞芯片和免

疫组化技术对菌株中丝氨酸蛋白酶的表达情况进行检测。结果：丝氨酸蛋白酶在所有菌株细胞中强阳性表达率为６７．０％
（２５／３６），强阳性表达率在血清Ａ型、血清Ｂ型、血清Ｄ／ＡＤ型分别为４６．２％（６／１３）、９２．３％（１２／１３）、６６．７％（４／６），在环境分

离株、临床分离株及荚膜缺陷株中分别为５５．６％（５／９）、８２．６％（１９／２３）、２５％（１／４）。不同血清型及不同来源菌株中，以血清Ｂ

型、临床分离株中的丝氨酸蛋白酶阳性表达率高（Ｐ＜０．０５）。结论：菌株细胞芯片是检测致病性真菌样本成分的新技术；致病

力强的新生隐球菌临床分离株中的丝氨酸蛋白酶表达最高，提示丝氨酸蛋白酶在临床菌株致病过程中起到主要作用。
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　　致病性真菌在体外或感染宿主过程中能够分泌
内源性和外源性胞外蛋白酶，这些酶参与了菌株对
宿主的黏附和渗透等病理过程，被认为是潜在的毒
性因子，其中胞外蛋白水解酶含有的主要成分———
丝氨酸蛋白酶因具有引发宿主血脑屏障开放性增

强［１］和嗜神经［２］等特性，近年已引起广泛关注。菌
株细胞芯片（ｃｅｌｌｍｉｃｒｏａｒｒａｙ）技术在致病性真菌核
酸、蛋白检测中的应用，以及它与基因芯片、蛋白芯
片等其他生物学技术的结合应用，极大地丰富和促
进了真菌基础性研究的深入和发展。本项研究旨在
将组织芯片技术延伸到菌株芯片并且与免疫组化方

法相结合，检测各型新生隐球菌菌株细胞中丝氨酸
蛋白酶的表达分布情况，横向对比丝氨酸蛋白酶在
新生隐球菌致病过程中的作用。

１　材料和方法

１．１　标本　新生隐球菌菌株３６株，包括环境分离
株９株、临床分离株２３株、荚膜缺陷株４株。３６株
菌中血清Ａ型有１３株、血清Ｂ型有１３株、血清Ｄ／

ＡＤ型有６株。所有菌株均为中国医学真菌保藏管
理中心隐球菌专业实验室提供。

１．２　菌株细胞芯片构建　根据预实验结果，在

５８℃的石蜡中加入２．５％左右的蜂蜡制成蜡块，以
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此蜡块作为空白蜡块进行菌株细胞芯片的构建。离
心沉淀获取各种活化菌株的沉淀物，石蜡包埋固定，
切片，ＨＥ染色。通过油镜观察 ＨＥ切片，确定典
型的可见核膜、核仁等结构的菌株细胞截面，并在相
应的蜡块上作好标记。然后参照 Ｋｏｎｏｎｅｎ等［３］建

立的方法应用组织芯片构建仪（ＢｅｅｃｈｅｒＩｎｓｔｒｕ
ｍｅｎｔｓ，ＳｉｌｖｅｒＳｐｒｉｎｇ，ＭＤ）制备菌株芯片。方法如
下：应用构建仪器在一个新的空白蜡块（４５ｍｍ×２８
ｍｍ×１５ｍｍ）中穿孔（直径０．６ｍｍ），然后在选取的
菌株蜡块中穿取组织（直径０．６ｍｍ），准确放入空白
蜡块的小孔内，依次按序操作，直至将所有菌株标本
种植于空白蜡块中，并加以记录。最后应用石蜡切
片机进行连续切片。分别选用２种贴片方式，一种
是用胶带粘贴连续的菌株芯片，然后转移到涂有聚
合胶的载玻片上，用滚筒轻轻压平，使胶带上的菌株
成分紧贴在玻片上，紫外线照射２ｍｉｎ，再用特制的
去油污洗液浸泡，使胶带从玻片上脱离、晾干，

－２０℃保存。另一种是常规的贴片方式。

１．３　免疫组化　ＲａｂｂｉｔＡｎｔｉＰＬＡＴ一抗购于武汉
博士德公司。免疫组化技术采用ＥｎＶｉｓｉｏｎ二步法，
用ＰＢＳ替代一抗作阴性对照。

１．４　结果判断　在双盲的情况下由两名病理科医
师对每张切片进行全面的观察：在１０００倍的油镜
下观察５个视野，每个视野１００个细胞，在良好的菌
株细胞结构及清晰的背景上菌株细胞内出现棕褐色

为表达阳性细胞，计算阳性细胞百分率。每张切片
阳性细胞≤５０％为低表达，＞５０％为高表达。

１．５　统计学处理　ＳＡＳ统计软件分析数据，采用

Ｆｉｓｈｅｒ精确概率法检验。

２　结　果

２．１　菌株芯片的构建　构建了一张菌株芯片，含３６
个位点（图１），其中脱落３位点，用常规切片补充。

图１　新生隐球菌菌株芯片
Ｆｉｇ１　ＭｉｃｒｏａｒｒａｙｏｆＣ．ｎｅｏｆｏｒｍａｎｓ（ＨＥ，×４）

２．２　丝氨酸蛋白酶在各型隐球酵母细胞中的表达
与分布　经免疫组化ＥｎＶｉｓｉｏｎ方法检测，油镜观察
丝氨酸蛋白酶阳性着色分别定位于菌株细胞壁和核

内，呈现淡黄、棕黄或棕褐色。各种菌株细胞内的丝
氨酸蛋白酶阳性着色大多呈片或弥漫分布，分布区
域基本在细胞质中，主要以被切开的暴露细胞内部
结构成分为主（图２）。所有菌株细胞均可见丝氨酸
蛋白酶阳性表达，高阳性表达率为６７．０％（２５／３６），
其中血清Ａ型、Ｂ型、Ｄ／ＡＤ型的高阳性表达率分别
为４６．２％（６／１３）、９２．３％（１２／１３）、６６．７％（４／６），环
境分离株、临床分离株、荚膜缺陷株的高阳性表达率
分别为５５．６％（５／９）、８２．６％（１９／２３）、２５％（１／４），
以血清 Ｂ型和临床分离株的高阳性表达率最高
（Ｐ＜０．０５）。

图２　菌株细胞中丝氨酸蛋白酶的表达

Ｆｉｇ２　Ｓｅｒｉｎｅｐｒｏｔｅａｓｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎ

ｓｔｒａｉｎｃｅｌｌｓ（ＥｎＶｉｓｉｏｎ，×１０００）

Ａ：Ｗｅａｋｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ；Ｂ：Ｓｔｒｏｎｇｌｙｐｏｓｉｔｉｖｅｓｔａｉｎｉｎｇ

３　讨　论

３．１　菌株细胞芯片的构建　本实验尝试在真菌学

研究领域运用组织芯片技术构建菌株芯片以定性定

量检测菌株细胞组成成分，精选了具有代表性的临
床、环境和荚膜缺陷等新生隐球菌菌株构建菌株芯
片，虽然样本量少，但是涵盖了所有类型的隐球菌。
在构建和切片中，发现国内外生产的石蜡存在易碎、
裂开、脆等问题。在几种型号的石蜡中分别加入

１％、２％和３％的蜂蜡，结果在５８℃的石蜡加入

２．５％左右的蜂蜡，并经过反复的加温、冷却，制成的
蜡模效果非常好，能够非常稳定、完整地连续切片。
构建芯片时需要注意：（１）蜡模块足够大，组织四周
预留０．５～０．７ｃｍ的空间。（２）模块用金属框架包
好，并在５８℃温箱中存放１ｈ，使蜡和菌株细胞重新
溶为一体，室温下冷却。（３）蜡块不要放在－２０℃中
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冷藏，否则易裂开，造成切片不完整。采用在４℃中
保存４ｈ，修完蜡块后用冰袋（－２０℃）冰菌株蜡块，
最大限度地一次切完整个蜡块，每次冰后可连续切

３０张左右，将切片刀换一个位置，切完后应保存在

－２０～４０℃的冰箱中备用。（４）菌株芯片设计时，每
个圆柱状菌株细胞组织之间应留一定的间距，一般

０．２ｍｍ为最佳，文献报道［４］预留２倍于组织的空间
最为理想。

　　本研究分别选用２种贴片方式，胶带法和常规
贴片法。结果表明：胶带反复具有胶带很难从玻片
上分离的缺点，经常会带一部分菌株组织下来，造成
贴片不完整，而且操作有一定难度，价格也较昂贵；
常规反复既方便，又经济，且用免疫组化方法的强抗
原修复也不脱片。但Ｒｉｍｍ等［４］认为胶带法要优于

常规方法。

３．２　不同来源和血清型菌株中丝氨酸蛋白酶的表
达差异　实验中观察到被切开的暴露各种菌株细胞
内的丝氨酸蛋白酶阳性着色大多呈片或弥漫分布，
分布区域基本在细胞壁和细胞质中，与 Ｒｅｉｃｈａｒｄ
等［５］研究发现的烟曲霉的碱性蛋白酶既存在于胞质

中、又存在于真菌的细胞壁的结论相符。丝氨酸蛋
白酶的表达在血清Ｂ型菌株高于血清Ａ型和ＡＤ／Ｄ

型，临床分离株高于环境分离株和荚膜缺陷株，已知
血清Ａ型中绝大多数是环境分离株，而血清Ｂ型基
本由临床分离株组成，推测丝氨酸蛋白酶在临床菌
株致病过程中起到主要作用。
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