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¨
皮肤物理抗菌膜

”
专利技术在小鼠生殖道

淋病奈瑟球菌感染中的预防饣

方先林 戴玉田 尹跃平 兰厚金  周六化

【摘要】 目的 探讨
“
皮肤物理抗菌膜

”
专利技术在小鼠淋病奈瑟球菌(简称淋球菌)感染中的

Ι防作用 ,以寻求淋病预防新方法。方法 (1)模拟雄鼠向雌鼠传播淋球菌 :将淋球菌 WHCl L菌株

接种于经过苯甲酸雌二醇预处理的雌性 BALB/c小鼠阴道。实验组小鼠阴道使用
“
皮肤物理抗菌膜

”

长效抗菌材料 ,对照组小鼠阴道使用去离子水。接种后第 2、 4、 5天取阴道分泌物做淋球菌培养 ,比较

可组检出率 ;接种后 2~10d监测小鼠阴道分泌物涂片染色中多形核白细胞(PMN)平 均数占总细胞

≡分数。(2)模拟雌鼠向雄鼠传播淋球菌:用玻璃棒代替小鼠阴茎 ,与 已感染淋球菌的雌鼠模拟性

交:实验组玻璃棒用长效抗菌材料浸泡 ,对照组用去离子水。洗脱玻璃棒头部分泌物 ,做淋球菌分离

疟养 ,比较两组检出率。结果 (1)模拟雄鼠向雌鼠传播淋球菌实验中,实验组淋球菌培养阳性率低

于对照组(第 4天 :10,0%比 ~s95%;第 5天 :75%比 H~s,0%,均 P(001);实验组小鼠在接种后

5~8d PMN百 分比显著低于对照组(均 P(0“ )。 (2)模拟雌鼠向雄鼠传播淋球菌实验中,第 1、 2

天实验组玻璃棒头部分泌物淋球菌培养阳性率分别为83%和 0,显著低于对照组(727%和 俏 5%,

=P(0.01)。
结论 长效抗菌材料通过形成物理抗菌膜,可以预防雌性小鼠生殖道淋球菌的感染或

定植 ,同时能对雄性小鼠能起到液态安全套的作用。

【关键词】 奈瑟球菌,淋病; 材料试验; 长效抗菌材料
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淋病是世界范围内发病率较高的性传播疾病之

一。安全套是预防淋病的主要方式。随着
“
皮肤物

理抗菌膜
”
技术的问世 ,为淋病的预防提供了一种

新的途径。本研究通过构建淋病奈瑟球菌 (简称淋

球菌)小 鼠实验动物模型 ,模拟淋病性交传播方式 ,

观察使用
“
皮肤物理抗菌膜

”
对小鼠淋球菌感染率

的影响。

一、材料与方法

1.菌株和实验动物 :淋球菌标准株 WH0-L,由

中国医学科学院皮肤性病研究所尹跃平博士惠赠。

清洁 级 BALB/c雌 性 小 鼠 (6~8周 )gO只 ,

⒛ ~⒛ g,购 自南京医科大学动物中心 [SCXK(苏 )

2005002]。

⒉材料和试剂:苯甲酸雌二醇(油针剂,1nΨ
/耐

),

天津金耀有限公司。Tllayer-Ma皮 in(⒎M)培养基。

2%“ 洁悠神
”
长效抗菌材料(主要成分为有机硅季

铵盐 ),南京神奇科技公司。

3.实验小鼠的雌激素预处理[1]:所
有小鼠均饲

养在无菌隔离饲养笼内,水和食物都进行了无菌处

理。预处理前用自制的阴道拭子取小鼠阴道脱落上

皮细胞涂于洁净玻璃片上 ,瑞 氏染色后 ,镜下观察细

胞形态。确认小鼠处于发情间期 (有较多的有核上

皮细胞及中性粒细胞 )。 每只小鼠经腹部皮下注射

1m酽 ml的苯甲酸雌二醇 0.11111,每 2天注射 1次
,

共 6次。淋球菌接种前 2d,用万古霉素盐酸盐 0.8

m酽只、链霉素盐酸盐 ⒈2m酽只腹腔 内注射 ,2

次/d,以抑制小鼠阴道共生菌的生长。

4.淋球菌菌液的制备 :收获在 ⒎M淋球菌培养

基上培养⒛ ~zh的淋球菌(标准株 ),混悬于含有

05%mmol/L CaC12、 1mmol/L MgC12和 1%明胶的

磷酸盐缓冲液 (PBS)中 ,充分混匀 ,微孔滤膜过滤。

配制 Mc Fadand比浊液 ,用 比对法调整菌液至 3×

10:CFU/ml。

5.模拟雄鼠向雌鼠性交传播淋球菌实验
[1]:将

已用雌激素处理后的雌鼠分 2组 :实验组和对照组

(每组 40只 )。 实验前 2h分别用 5mm。l/L HEPES

50淤 清洗阴道。实验组小鼠在阴道内用接种枪滴

人 101112%有机硅季铵盐 ;对照组小鼠阴道内滴入

10u去离子水。分别在阴道内静置 30min,使有机

硅季铵盐及去离子水充分与小鼠阴道壁接触。用玻

璃棒代替小鼠阴茎 ,玻璃棒头部分次沾取 10耐 淋

球菌混悬液 ,玻璃棒头部分别在 2组小鼠阴道内反

复抽送 5而n,使菌液与阴道壁充分接触后退出玻璃

棒。在性交实验后第 2、4、5天用阴道拭子分别取阴

道分泌物 ,样本溶于 100耐 PBS液 中,涂布于 ⒎M
培养基上 ,在 36℃ ,5%~10%C02条件下烛缸培

养 zh。 观察有无淋球菌生长 ,可疑者对细菌菌落

做革兰染色 ,氧化酶实验。于接种后 2~10d通过

监测阴道分泌物中多形核白细胞 (PMN)平 均数百

分比来反映局部炎症变化。

6.模拟雌鼠向雄鼠性交传播淋球菌实验 :将模

拟雄鼠向雌鼠性交传播淋球菌实验中的对照组中第
4天淋球菌培养阳性小鼠作为模型动物 ,随机 (完全

随机抽样)分成 2组 :实验组 (乃 =12);对照组 (屁 =

11),并记为感染后 0d。 实验时分别于感染后 1、

2d进行模拟性交实验。具体操作为 :用玻璃棒代替

阴茎 ;实验组玻璃棒头部使用 2%有机硅季铵盐浸

泡 ;对照组用去离子水浸泡。于感染后第 1、2天 ,分

别用玻璃棒头部在阴道内反复抽送 5min后 ,退 出

玻璃棒。用 PBS液洗脱玻璃棒头部分泌物 ,按上法

进行淋球菌培养 ,比较淋球菌检出率的差异。

7.统计学处理 :用 叩SS11.5软件,两 组 间

PMN百分比数据采用 ⒊udellt莎 检验 ,两组间淋球菌

培养阳性率数据采用 /检验。

二、结果

1.雌激素对小鼠阴道上皮细胞的影响 :注射雌

激素后阴道涂片检查可见 2组小鼠均处于发情期 ,

镜下特征为 :大量不规则、折叠卷曲、核消失的角化

上皮细胞比例增高(占所有上皮细胞总数的⒛%~
95%),见图 1。

2.模拟雄鼠向雌鼠性交传播淋球菌实验结果 :

在淋球菌攻击后第 2天 ,2组淋球菌培养均为阴性 ;

第 4、 5天实验组淋球菌培养阳性率分别为 10.0%

(4〃0)和 7.5%(3〃0),对 照组 阳性率分别 为

57.5%(⒛〃0)和 笱.0%(18〃0),实验组淋球菌培

养阳性率均显著低于对照组 (￠ =19.654、 14.528,
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均 P<0.01)。 淋球菌攻击后第 4天可见 PMN细胞

吞噬淋球菌反应 (图 2);第 5~8天 ,对照组中 PMN
百分比均高于实验组 (均 P(0.Os,图 3)。 PMN平
均数百分比持续升高 2d即可认为产生炎症。

射精导致感染);(2)接触的次数。淋病的潜伏期在
2~7d,少数男性感染者无症状 ,而大部分女性患者

不表现出症状。据美国疾病预防控制中心 (CDC)

估计每年在美国有超过 70万新淋病感染者 ,但是只

有一半被报告至 CDC,因 为其中有大部分感染者属

无症状或未被检测出来的隐性感染者
[34]。

这些隐

性感染者的存在给淋病的防治工作带来了巨大的挑

战 ,同 时伴随着不断出现的新的耐药菌株 ,增加了淋

病的发病率 ,影响到淋病的控制策略
[2]。

用雌激素处理的小鼠模型是惟一的小动物生殖

道淋球菌感染模型。犰ng等 [5]研
究表明淋球菌可

侵入小鼠生殖道深层组织 ,如 固有膜 ,感染部位主要

为阴道上部及宫颈部。这说明经雌激素处理的小鼠

生殖道感染模型 ,更倾向于下生殖道感染模型 ,而不

是阴道定植模型。关于雌激素可增加小鼠生殖道对

淋球菌的易感性的机制目前仍不清楚。可以肯定的

是在小鼠发情周期的早期阶段 ,当雌激素水平较高 ,

阴道共栖菌较低时可表现出对淋球菌的短暂易感

性。通过给予外源性的雌激素 ,小 鼠无菌化处理 ,或

者通过使用抗生素抑制阴道共栖菌的生长等手段可

以延长淋球菌在小鼠生殖道的定植和感染 ,从而获

得相对较为稳定的小鼠生殖道淋球菌感染模型 ;用

小鼠来模拟人类淋球菌感染 ,是基于雌性小鼠和女

性的下生殖道在生理学上的一些相似性
[6名 ]。

目前我国研制的新型
“
皮肤物理抗菌膜

”
专利

技术 ,即
“
洁悠神

”
长效抗菌喷雾剂作为一种高分子

活性剂 ,其水溶性制剂喷洒在皮肤、黏膜表面形成一

层致密的正电荷网状膜 ;对带负电荷的细菌、真菌、

病毒等病原微生物具有强力吸附作用 ,通过静电力

作用达到杀灭或抑制病原微生物 ,不会产生耐药性。

本研究中淋球菌攻击后 5~8d,实验组雌性小鼠
PMN平均数百分比显著低于对照组 ,对阴道拭子分

离培养的结果发现 ,在模拟性交后第 4、5天 ,实验组

淋球菌培养阳性率低于对照组 ,说明实验组雌性小

鼠没有产生生殖道感染。另外在模拟雄鼠向雌鼠性

交传播淋球菌的实验中,实验组玻璃棒头部分泌物

淋球菌培养阳性率显著低于对照组 ,说 明
“
皮肤物

理抗菌膜
”
能显著降低其头部携带的淋球菌。通过

上述两个模拟实验均证明了
“
皮肤物理抗菌膜

”
在

预防小鼠淋球菌感染中有效 ,能起到液态安全套的

作用。但能否应用于女性淋病的防治 ,需要进一步

的临床实验证实。

本实验的缺点是小鼠淋球菌感染模型不够稳

定 ,感染时间较短 ,这使得其应用受到限制。随着转

黠

←

图1 接种前发情期小鼠阴道分泌物涂片 瑞氏

图2 接种淋球菌后第 4天小鼠阴道分泌物涂片

10OO 箭头处为 PMN胞质内淋球菌
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图3 两组小鼠阴道分泌物中多形核白细胞 (PMN)平均数

百分比比较

3.模拟雌鼠向雄鼠性交传播淋球菌实验结果 :

第 1、2天实验组玻璃棒头部分泌物淋球菌培养阳性

率分别为 8.3%(1/12)和 0(0/12),对照组阳性率

分别为”。7%(8/11)和 0~s.5%(5/11),实 验组阳

性率显著低于对照组 (均 P(0.01)。

三、讨论

女性淋病患者易发生一系列不良后果 ,包括盆

腔炎、不育、异位妊娠、流产、新生儿眼炎和失明等 ;

此外 ,淋病显著增强了人类免疫缺陷病毒 (ⅢⅤ)的

传播
[2]。

淋球菌主要感染下生殖道黏膜的上皮细

胞及少部分的直肠、口咽和结膜黏膜上皮细胞 ;该病

的传播依赖于:(l)接触部位 :① 女性传给男性 :

⒛%~30%是通过单一的性交接触 ;②男性传给女

性 :ω%~gO%是通过单一的性交接触 (在 阴道内

犭
Ι

Ⅲ

梅ˉ
实验组

^对 照组
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基因小鼠的应用 ,解决宿主限制性问题 ,这些问题有

望得到解决。
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本刊对论文中实验动物描述的要求

根据国家科学技术部 1988年颁布的《实验动物管理条

例》和卫生部 1998年颁布的《医学实验动物管理实施细

贝刂》,本刊对论文中有关实验动物的描述,要求写清楚以下事

项:(1)品种、品系及亚系的确切名称;(2)遗传背景或其来

源;(3)微生物检测状况;(4)性别、年龄、体重;(5)质量等级

及合格证书编号;(6)饲 养环境和实验环境;(7)健康状况 ;

·读 者 ·作 者 ·编 者 ·

(8)对动物实验的处理方式。

医学实验动物分为四级 :一级为普通级 ;二级为清洁级 ;

三级为无特定病原体 (SPF)级 ;四级为无菌级 (包括悉生动

物 )。 卫生部级课题及研究生毕业论文等科研实验必须应用

二级以上的实验动物。

第四届全国深部真菌感染学术会议征文通知

由中华医学会呼吸病学分会、中华医学会感染学分会主

办 ,血液、皮肤、EU等相关学科专家协办的第四届全国深部

真菌感染学术会议 ,将于 ⒛11年 3月 犭-28日 在珠海召

开。会议将邀请国内外知名专家就真菌感染的基础和临床

研究、实验室诊断与检查、院内感染的控制与流行病学等方

面的最新进展展开讨论。欢迎呼吸科、感染科、血液科、皮肤

科、检验科、内科、外科、妇科、儿科、EU、器官移植、微生物研

究等有关人员踊跃投稿参会。

征文内容:(1)深部真菌感染的病原学、流行病学、组织

病理学、发病机制;(2)深部真菌感染的诊断学 ,包括实验室

诊断和影像学诊断;(3)医院内真菌感染的防控 ;(4)免疫功

能低下相关真菌感染的防治 ;(5)各系统真菌感染的研究进

展 ;(6)抗真菌药物研究进展。

征文要求 :包括全文及摘要 ,全文不超过 il00字 ;摘要

应包括研究 目的、材料和方法、结果、结论 ,字数 800~1000

宇。投稿可即日起通过电子邮件或邮寄 (需 提供电子文件 )

给组委会。

投稿邮箱 :曲苟⒛I1@126culm,曲 勾⒛11@163com。 邮

寄地址 :北京朝阳区工体东路 8号 A2座 801室 (邮 政编码

100020)。 联 系 人 :马 丽 英 ,电 话/传 真 :010￡5041809/

65005315⊙


