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荚膜在新生隐球菌致人脐静脉 内皮细胞损伤中的作用 
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[摘要] 目的 ：探讨无英膜和有荚膜(野生株)两种新生隐球菌菌株对人脐静脉内皮细胞(HUVEC)抑制率的差异，明确英膜 

在其 中发挥的作用。方 法 ：通过透 射 电子显微镜(TEM)观察 新生 隐球 菌侵 入和损 伤 HUVEC的过程 以及作用 后细胞 的形 态 

学变化 ；分 别在 不同时相点用细胞计数试剂盒一8(CCK一8)检 测细 胞抑制 率的 变化。 站 果 ：通过 TEM 观 察到 两种菌株 均造 成 

细胞不 同程度 的损伤 ：细胞的 内质 网疏松 ，线粒体 肿大，细胞核膜损伤及其 细胞的基本结构紊乱。CCK一8试剂盒 的检 测结果表 

明，共孵 30 min时 ，两菌株 对 HUVEC的抑制率 比较 无统 计学意义；共孵 1、2、3、4 h时，无英膜 株对 内皮 细胞 的抑 制率均 高于 

野生株(P<0．05)，在 1 h无英膜 株的抑制率可高达 79 ；5 h时 ，两菌株对 HUVEC 的抑 制率无 统计学差 异。 结 论 ：无英膜 

株较野生株造成 HUVEC更大程度的损伤，说明英膜在隐球菌损伤 HUVEC过程中发挥着重要作用。 
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Role of cr ptococcns neoformans capsule in cr ptococcus neoformans—induced damage of human umbilical 

vein end0thelial cells 
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[ABSTRACT] Objective：To study the different inhibitory effects of capsule—depleted and wild type Cryptococcus neoformans 

(C．neoformans)on human umbilical vein endothelial cell(HUVEC)，so as to clarify the role of C．neoformans capsule． 

Methods：The infection process of HUVEC by C．neG}formans and the cellular morphologic changes of HUVEC were observed 

by transmission eletron microscope(TEM )．The cell inhibition rates were detected with CCK一8 kit at different phases．Results： 

TEM observation revealed different degrees of cell damages after co—cultured with the above 2 strains of C．neoformans．with 

the loose endoplasmic reticulum，swollen mitochondria，nuclei damage，and disarranged cell structure．The result of CCK一8 

showed that there was no significant difference in the inhibition rates of HUVEC between the 2 groups 30 rain after co—culture 

(P> 0．05)．1 h，2 h ，3 h，and 4 h after co—culture，the inhibition rate in capsule-depleted group was higher than that of the 

wild strain group(P<0．05)，with the inhibition rate being 79 at 1 hour．Five hours after co—culture，the inhibition rates were 

similar in capsule-depleted group and wild strain group(P>0．05)．Conclusion：Capsule-depleted C．neoformans causes more 

significant endothelial cell inj ury than wild strain C．neoformans does，indicating that the capsule play an important role in C． 

neoformans—induced damage of endothelial cells． 
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新生隐球菌是一种重要的病原真菌 ，最常感染 

中枢神经系统引起致命 的脑膜炎 。目前 已明确，隐 

球菌与血管内皮细胞的相互作用是其侵犯其他深部 

组织的前提，能够在血管内皮细胞 内繁殖并造成其 

损伤是隐球菌致病的重要 因素 。因此 ，研究不同 的 

新生隐球菌菌株对血管 内皮细胞损伤的差异，对于 

明确其致病机制有重要意义。本研究通过透射电子 

显微镜(TEM)和细胞计数试剂盒一8(CCK一8)两种方 

法来比较无荚膜株和有荚膜株(野生株)对人脐静脉 

内皮 细胞 (human umbilical vein endothelial cell， 

HUVEC)的损伤 ，明确荚膜在隐球菌损伤 HUVEC 

中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 细胞 系和菌株 HUVEC(购 自Cascade Bio— 

logics)；新生隐球菌标准野生株 B3501和荚膜缺 陷 

株 Cap60(均 由中国医学真菌保藏管理 中心隐球菌 

专业实验室提供)，其 中 B3501为新生隐球菌血清 D 
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株黏附和通过 HBMEC均不影 响 HBMEC的形态 

和完整性。这些差别可能归因于接种菌株的培养时 

间和菌体直径大小差别 ，或者是试剂的差异 ，比如使 

用不 同批号的血清以及 HBMEC的生长状态。 
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图 2 不 同菌株与 HUVEC共孵 的抑 制率变化 曲线 

Fig 2 Inhibition rates of HUVEC by 

different strains of C neoformans 

P< 0．05 B3501 strain 

本研究采用 CCK-8试剂盒来检 测两种菌株对 

HUVEC的损伤差异。为了实验的严谨性和准确 

性，我们设计隐球菌悬液空白对照组(即在 96孑L板 

中按照试剂盒 的要求 只加入 隐球 菌悬液和 CCK一8 

试剂)，检测到其 D值均为 0，说明 CCK-8试剂对新 

生隐球菌不发生作用，不干扰本实验的结果 。该方 

法方便简捷 ，干扰因素少 ，效果满意。通过检测两种 

菌株与 HUVEC相互作用后 的 D值 ，计算 出相对应 

的抑制率 ，判断出不 同菌株对 HUVEC的损伤 的程 

度及特点差异。 

当共孵时间为 30 rain时，两种菌株对 HUVEC 

的抑制率分别为 40 和 29 ，两者 比较无统计学意 

义。这可能是 由于共孵时间较短，两者还未充分接 

触及发挥作用 。共孵时间为 1、2、3、4 h时 ，Cap60 

对 HUVEC的抑制率明显高于 B3501(P<0．05)。 

但是在 5 h两者的抑制率未见明显差异，可能是由于 

新生隐球菌对宿主细胞损伤到一定程度，进入“饱和” 

状态 ，具体机制 目前不清楚 。Ibrahim等 研究表 明 

无荚膜株较有荚膜株更易被 HUVEC黏附和吞噬，引 

起更多的 HUVEC破坏。同时有研究表 明荚膜的出 

现亦抑制了其他微生物病原体与内皮细胞 的相互作 

用，例如，Ⅲ型荚膜多糖增加了B族链球菌被 HUVEC 

吞噬的能力 ]。这与本实验结果一致。 

新生隐球菌的内陷或者说被吞噬需要 内皮细胞 

发生损伤 ]。所有有关降低病原体被吞噬的条件都 

能减少内皮细胞的损伤。这些条件包括 GXM(荚膜 

的主要组成成分)的存在 ，热灭活的患者血清 以及内 

皮细胞和细胞松弛素 D的接触。Ibrahim 等 发现 

同时把葡萄糖醛酰木糖基甘露聚糖 (GXM)和无荚 

膜株加到 HUVEC上 。将会抑制无荚膜株对 内皮细 

胞的黏附和破坏。这表明荚膜的出现削弱了内皮细 

胞对隐球菌 的吞 噬作 用。另 外一个原 因是细胞 内 

摄／吞噬作用需要 的血清因子可能是经典补体途径 

中的成分之一。但无荚膜株能激活经典和旁路补体 

途径 ，有荚膜株只能激活旁路补体途径 ；故无荚膜株 

对细胞的损伤能力高于有荚膜株。 

尽管有荚膜株在已存在的感染中更易逃避宿主 

免疫机制，但无荚膜株更易诱发隐球菌感染。有趣 

的是，Goldman等 发现隐球菌在肺泡扩散 中可能 

短时间内隐藏它的荚膜 。多年来 ，在新生隐球菌和 

宿主细胞的研究热点均集中在免疫 细胞方面，而在 

与血管内皮细胞之间相互作用的研究才刚刚受到重 

视 。目前还没有发现隐球菌侵入并穿过血管 内皮细 

胞的相关因子，不同菌体损伤血管内皮细胞能力差 

异的基 础研究 还未见 报道 。本研 究通 过 TEM 和 

CCK-8试剂盒检测 内皮细胞的抑制率 ，为进一步的 

蛋 白质组学研究奠定了良好的基础 。 
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