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从内源性抗菌肽研究尿感方
对膀胱上皮细胞感染早期防御响应的影响∗

贺 敏，蒋 健，朱盼盼，乔 昀，陈君灏，张雯霞

上海中医药大学附属曙光医院，上海 201203

［摘 要］ 目的：从内源性抗菌肽（antimicrobial Peptides，AMPs）的表达观察尿感方对膀胱上皮细胞

（bladder epithelial cells，BECs）感染早期防御响应的影响，并从IL-6/Stat3信号通路探讨其作用机理。

方法：采用RT-PCR法检测尿道致病性大肠杆菌感染早期BECs内源性抗菌肽CAMP、DEFB1、脂质运载蛋白2

（Lipocalin 2，LCN2）、核糖核酸酶4（Ribonuclease 4，RNases4）和RNase7 mRNA的表达，并观察细菌定植率，

同时采用ELISA法检测白细胞介素6（Interleukin-6，IL-6）水平，蛋白免疫印迹法检测p-Stat3蛋白表达。结

果：与模型组比较，5%、10%大鼠空白尿液组AMPs（CAMP、DEFB1、LCN2、RNases4和Nases7）的mRNA表达、细菌定

植率、IL-6水平和p-Stat3表达均无明显差异（P＞0.05）；与5%大鼠空白尿液组比较，5%大鼠含药尿液组Nases7

的mRNA表达上调（P＜0.05）；与10%大鼠空白尿液组比较，10%大鼠含药尿液组AMPs（CAMP、DEFB1、LCN2、RNases4

和Nases7）的mRNA表达、IL-6水平和p-Stat3表达均上调（P＜0.05），细菌定植率下降（P＜0.05）。结论：尿感

方能增加感染早期BECs的AMPs表达，强化BECs对病原菌的快速防御响应，减少细菌定植，其部分作用机制与

IL-6/Stat3信号传导通路有关。
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AbstractAbstract Objective: To observe the effects of urinary-infection prescription on early defensive response in 

bladder epithelial cells (BECs) infection via the expressions of AMPs, and to survey its mechanism from IL-6/

Stat3 signaling pathway. Methods: RT-PCR was applied to detect the expressions of AMPs including CAMP, 

DEFB1, LCN2, RNases4 and RNase7 mRNA in BECs at early stage of uropathogenic escherichia coli (UPEC) 

infection, to observe bacterial colonization rate, meanwhile ELISA was used to measure the levels of IL-6, 

Western blotting to monitor the expressions of p-Stat3 protein. Results: No significant difference existed in the 

expressions of mRNA of AMPs including CAMP, DEFB1, LCN2, RNases4 and Nases7, bacterial colonization 

rate, the levels of IL-6 and p-Stat3 when 5% and 10% normal rat urine control groups were compared with the 

model group (P>0.05); the upregulation of Nases7 mRNA was observed when 5% drug-containing rat urine group 

was compared with 5% normal rat urine control group (P<0.05); 10% drug-containing rat urine group demonstrated 

the increase in mRNA expressions of AMPs including CAMP, DEFB1, LCN2, RNases4 and Nases7, the levels of 

IL-6 and p-Stat3, while the decrease in bacterial colonization rate when compared with 10% normal rat urine 

control group (P<0.05). Conclusion: Urinary-infection prescription could enhance the expressions of AMPs in 

BECs during the early stage of infection, enhance rapid defense response of BECs against pathogenic bacteria, and 

reduce bacterial colonization rate, and part of the mechanism is related to IL-6/Stat3 signaling pathway. 

KeywordsKeywords urinary tract infection; bladder epithelial cells; antimicrobial peptides; uropathogenic escherichia 

coli; IL-6; activating transcription factor 3; urinary-infection prescription

尿路感染（urinary tract infection，UTI）

是最为常见的感染性疾病之一，抗生素是治疗该

病的主要手段。随着耐药菌株不断增多，对替代

治疗方案的需求愈发迫切［1-3］。固有免疫系统是
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宿主抵御病原菌的第一道防线，亦是免疫应答的

起始环节。在感染早期，固有免疫发挥主要作用。

与获得性免疫相比，其能迅速对病原菌作出应答，

提供即时保护，抑制病原菌的繁殖与扩散。此时，

固有免疫应答状况直接影响疾病发展走向［2-4］。

当病原菌侵袭泌尿系统后，尿路上皮细胞作

为首道防线的细胞基础，会迅速启动固有免疫防

御机制。其所表达的可溶性分子——内源性抗菌

肽（antimicrobial peptides，AMPs），是固有免疫

应答的重要构成部分［4-6］。AMPs属于一类阳离子

的双嗜性短肽，具有抗菌作用，还能借助信号转导

发挥免疫调节作用，从而抑制病原菌的侵入与扩

散。AMPs对维系泌尿系统健康发挥关键作用。

膀胱是尿路感染的主要发生部位，人类膀胱上皮

细胞（bladder epithelial cells，BECs）表达的

AMPs主要包括人LL-37（CAMP编码）、β-防御素1

（β-defensin-1，即HBD-1、DEFB1编码）、脂质运载

蛋 白 2（lipocalin 2，LCN2）、核 糖 核 酸 酶 4

（ribonuclease 4，RNases4）和 核 糖 核 酸 酶 7

（ribonuclease 7，RNases7）等［5-7］。研究发现，白

细胞介素6（interleukin-6，IL-6）/信号转导与转

录激活因子3（signal transducer and activator 

of transcription 3，STAT3）信号通路对受感染

BECs的AMPs基因表达产生影响［8］。

尿感方具有抗菌、抗炎和免疫调节等多种作

用，是治疗UTI的有效方剂（专利号：ZL20091020-

1845.6）［9-17］。尿道致病性大肠杆菌（Uropa﹣

thogenic Escheriehia coli，UPEC）是导致 UTI

的主要致病菌［1］，其能抑制感染早期 BECs 分泌

IL-6［18-19］。课题组前期研究发现，尿感方含药尿

液可促进UPEC感染早期BECs分泌 IL-6［17］，然而

其对AMPs表达是否存在影响尚不清楚。因此，本

研究运用 RT-PCR 法检测受感染 BECs 中 AMPs 的

mRNA表达情况，从AMPs角度探究尿感方对感染早

期BECs防御响应的影响，并从IL-6/Stat3信号通

路探讨其作用机制。

1 材料与方法 

1.1　实验动物和细胞株　SPF级 SD大鼠12只，

雌雄各半，体质量（250±10）g，购于上海斯莱克实

验动物中心，生产许可证号：SCXK（沪）2017-0005，

饲养于上海中医药大学实验动物中心。HTB-9细

胞购于中国科学院细胞库，细胞目录号：TCHu1。

1.2　实验药物和菌株　马齿苋（江阴天江药业有

限公司，批号：20020481，规格：1.5 g/袋，相当于

饮片15 g）；蒲公英（江阴天江药业有限公司，批

号：20041181，2 g/袋，相当于饮片15 g）。UPEC 

J96（上 海 北 诺 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 ：

ATCC700336）接种于LB培养基，37 ℃条件下培养

24 h后用PBS配制成细菌悬液备用，实验前通过

细菌比浊仪估算细菌浓度。

1.3　主要试剂与仪器　LB琼脂平板（上海科玛

嘉微生物技术有限公司，批号20200512A）；RPMI-

1640 培 养 基（Thermo Scientific 公 司 ，批 号

20698752）；胎牛血清（Gibco公司，批号42G6278

K）；庆大霉素［生工生物工程（上海）股份有限公

司，批号SG20191108］；CCK-8细胞活性试剂盒（苏

州 宇 恒 生 物 科 技 有 限 公 司 ，批 号 YH-CCK8-

202003）；p-STAT3抗体（RLP0250，苏州睿瀛生物

技术有限公司，批号RLP0250-201101）；BCA蛋白

定量检测试剂盒（批号：P0012-200925）；显影定影

试剂（赛维尔生物科技有限公司，批号GVA020）；

IL-6 ELISA试剂盒（莱兹生物科技有限公司，批

号LEZ-IL6-211015）。CAMP、DEFB1、LCN2、RNas‐

es4、RNases7、PTX3和GAPDH引物由赛维尔生物科

技有限公司设计合成，见表 1。细菌比浊仪

（bioMerieux公司）；Cytation3多功能酶标仪（伯

腾仪器有限公司）；普通倒置显微镜（Olympus公

司）；CO2 培养箱（Thermo Scientific 公司）；   

Stepone plus荧光定量PCR仪（ABI公司）；电泳系

统、转膜仪（Bio-rad公司）；低温离心机（Drag‐

onLab 公司）；Odyssey 双色红外激光成像系统

（Li-COR公司）。

1.4 实验方法 

1.4.1　药物尿液制备［16-17］　将尿感方饮片剂量

（马齿苋70 g，蒲公英55 g）换算为配方颗粒剂量，

按课题组前期建立的方法制备动物空白尿液和药

物尿液。

1.4.2　药物毒性实验　含药尿液及空白尿液的

安全范围采用CCK-8法确定。

1.4.3　细胞培养　将HTB-9细胞置于含10%FBS

表1　目的基因引物序列

基因

GAPDH

CAMP

DEFB1

LCN2

RNases4

RNases7

引物序列

5'-GGAAGCTTGTCATCAATGGAAATC-3'（正向）

5'-TGATGACCCTTTTGGCTCCC-3'（反向）

5'-CACAGCAGTCACCAGAGGATT-3'（正向）

5'-GCAGGGCAAATCTCTTGTTATCC-3'（反向）

5'-CCTTCTGCTGTTTACTCTCTGCTT-3'（正向）

5'-AATAGAGACATTGCCCTCCACTG-3'（反向）

5'-GAGCACCAACTACAACCAGCAT-3'（正向）

5'-CCAGAGATTTGGAGAAGCGGA-3'（反向）

5'-CAGAGGACCCATTCATTGCTT-3'（正向）

5'-GCAGTTCATCTTGCCGTTCTT-3'（反向）

5'-GATAAAAACTGCCACCAGAGCC-3'（正向）

5'-GACTTGTTCTGTCGCTTCTCTTTG-3'（反向）
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的RPMI-1640培养基中，于37 ℃、5% CO2培养箱

内进行培养。当培养瓶内细胞铺展至70%～80%

时，采用0.25%胰酶消化后进行传代或种板操作。

1.4.4　细胞分组及给药　共分为5%、10%大鼠含

药尿液组及5%、10%大鼠空白尿液组和模型组5

组。各尿液组用含10% FBS的 RPMI-1640培养基

将尿液稀释，使最终体积分数达到5%、10%，随后

与细胞共同培养；模型组使用含10% FBS的RPMI-

1640培养基与细胞共同培养。各组均培养12 h。

1.4.5　细菌感染细胞模型［16］　将 HTB-9 细胞

（2.5×105个/孔）接种于24孔板过夜培养，培养结

束后，用 PBS清洗，加入细菌/细胞比例（MOI）为

100的UPEC J96，与细胞共同培养2 h。

1.5　检测指标

1.5.1　AMPs的 mRNA表达水平　收集“1.4.5”项

下操作后的细胞，采用Real-time PCR法检测各

指标mRNA的相对表达量，总RNA的提取、逆转录和

扩增均按说明书操作，各实验均重复3次。

1.5.2　细菌定植率　通过细菌入侵率评价细菌

定植率。按“1.4.5”项下操作，造模结束后，采用

庆大霉素保护法清除胞外细菌后［15-16］，加入0.25%

胰酶，37 ℃条件下孵育10 min，使细胞停止贴壁

后，加入0.3% Triton X-100，37 ℃条件下孵育

15 min，倍比稀释涂板计数。

1.5.3　IL-6水平　收集“1.4.5”项下操作后的

细胞培养液，采用ELISA法检测IL-6水平。

1.5.4　STAT3蛋白水平　收集“1.4.5”项下操作

后的细胞，采用蛋白免疫印迹法检测STAT3蛋白

相对表达量，各实验均重复3次。

1.6　统计学方法　采用SPSS 21.0软件处理数

据，计量资料用 x̄ ± s表示，方差齐性检验后使用单

因素方差分析进行多组间比较。P＜0.05为差异

具有统计学意义。

2 结果 

2.1　各组AMPs mRNA表达水平　与模型组比较，

5%、10%大鼠空白尿液组CAMP、DEFB1、LCN2、RN‐

ases4和RNases7的mRNA表达水平均无明显差异

（P＞0.05）。与5%大鼠空白尿液组比较，5%大鼠

含药尿液组RNases7的 mRNA表达水平明显上调

（P＜0.05）；与10%大鼠空白尿液组比较，10%大鼠

含药尿液组CAMP、DEFB1、LCN2、RNases7和RNas‐

es4的mRNA表达水平明显上调（P＜0.05）。见表2。

2.2　细菌定植率　与模型组比较，5%、10%大鼠

空白尿液组的细菌定植率无明显差异（P＞0.05）。

与10%大鼠空白尿液组比较，10%大鼠含药尿液组

细菌定植率降低（P＜0.05）。见图1。

2.3　IL-6水平　与模型组比较，5%、10%大鼠空

白尿液组IL-6表达水平均无明显差异（P＞0.05）。

与10%大鼠空白尿液组比较，10%大鼠含药尿液组

IL-6表达上调（P＜0.01）。见图2。

2.4　p-Stat3 蛋白表达水平　与模型组比较，

5%、10%大鼠空白尿液组p-Stat3蛋白表达水平均

无明显差异（P＞0.05）。与10%大鼠空白尿液组

比较，10%大鼠含药尿液组p-Stat3蛋白表达水平

上调（P＜0.01）。见图3。

表2　各组AMPs mRNA表达水平（x̄ ± s）

组别

模型组

5%大鼠空白尿液组

10%大鼠空白尿液组

5%大鼠含药尿液组

10%大鼠含药尿液组

CAMP

1.12±0.15

1.18±0.14

1.04±0.15

1.29±0.14

1.74±0.21**

DEFB1

1.00±0.08

0.87±0.07

0.92±0.17

1.08±0.19

1.78±0.19**

LCN2

0.90±0.16

0.96±0.21

0.89±0.17

1.07±0.07

1.63±0.37**

RNases4

1.17±0.37

1.09±0.50

1.04±0.32

1.19±0.14

1.89±0.32*

RNases7

1.49±0.59

1.56±0.29

1.77±0.25

2.47±0.26△

3.45±0.61**

注：△表示与5%大鼠空白尿液组比较，P＜0.05；与10%大鼠空白尿液组比较，*表示P＜0.05，**表示P＜0.01。
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图2　各组IL-6水平表达情况
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图1　各组细菌定植率
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3 讨论 

感染早期，尿路上皮细胞快速启动的固有免

疫应答对于抑制病原菌的繁殖和扩散至关重要。

增强尿路上皮固有免疫功能是防治尿路感染的一

种有效手段［2-4］。AMPs是固有免疫应答的重要组

成部分，是尿路上皮细胞对病原菌的快速防御响

应，有助于在感染早期限制感染，AMPs缺乏会增

加宿主UTI的易感性［5-7］。

AMPs具有杀菌、抑菌和免疫调节作用。AMPs

是阳离子肽，细菌细胞膜携带负电荷的特性使其

成为AMPs靶标，AMPs通过静电作用与细胞膜结

合，利用表面电荷插入细胞膜，影响细菌细胞膜完

整性；另一方面，AMPs进入细菌胞内后，结合细胞

内大量阴离子分子或细胞器，通过影响细胞内核

酸和蛋白质合成等干扰细菌生理过程，最终导致

细胞死亡，这种作用机制不涉及某一特定靶点，引

起细菌耐药的可能性较低［20］。AMPs还是固有免

疫的重要介质，在感染早期，其能诱导趋化因子释

放，增强白细胞募集，促进中性粒细胞胞外杀菌网

络形成，并协助其所介导的抗菌作用［6］。

BECs 表达的 AMPs 包括 LL-37、HBD-1、LCN2、

RNases4和 RNases7等［5-7］。LL-37由 CAMP基因所

编码，是目前人体内发现的唯一一种 Catheli-

cidin类抗菌肽，其在病变部位为诱导表达，主要

在病变早期发挥作用。LL-37不仅具有直接杀菌

作用，而且能影响UPEC细菌生物膜形成［21-22］。研

究发现，与野生型小鼠比较，UPEC CFT073感染后

1 h，Camp敲除小鼠UPEC在 BECs的定植增加［21］。

HBD-1也是BECs所表达的主要AMPs，为固有表达，

是BECs抵御病原菌的物质基础之一，具有保护

BECs作用，在预防感染方面发挥重要作用［20-21］。

HBD-1基因表达缺陷会增加UTI风险，慢性细菌性

膀胱炎女性患者HBD-1较健康女性低13.6倍［6］。

尿液中HBD-1水平不足以杀死病原菌，但其能为

BECs提供保护层以抑制病原菌黏附，并能与其他

AMPs协作促进UPEC清除［22-23］。LCN2又称中性粒

细胞明胶酶相关性载脂蛋白，能与细菌分泌的铁

载体特异性结合，影响细菌对铁的摄取，抑制其增

殖［24-25］。LCN2缺陷小鼠对细菌的易感性明显增

强，将重组LCN2蛋白注入缺陷小鼠体内后，细菌

感染会受到控制［5-6］。RNase4和RNase7是核糖核

酸酶A超家族成员，RNase4通过降解病原菌释放

的RNA多聚体发挥作用，RNase4缺乏会增加UTI

易感性，UTI反复发作的女性患者尿液中RNase4

浓度明显降低［26-28］。RNase7具有较强的抗菌活

性，正常情况下，BECs持续分泌RNASE7，维持其在

尿液中的高浓度状态，以防止细菌在泌尿系统定

植，沉默RNase7会恶化UPEC感染［27-30］。本研究结

果显示，在 UPCE 感染早期，经尿感方干预后的

BECs 的 CAMP、HBD-1、RNase7、RNase4 和 LCN2 的

mRNA表达上调，而空白尿液对这些抗菌肽mRNA的

表达无明显影响；与此同时，UPCE在经尿感方干预后

BECs定植数量减少，提示尿感方可能通过上调

AMPs表达，增强BECs对UPCE的快速防御响应。

IL-6是一种多效性细胞因子，在感染早期，

IL-6也是宿主细胞应对病原菌的快速防御响应，

其主要通过激活炎症反应和免疫反应来清除病原

菌。研究发现，UPEC能够抑制感染早期BECs分泌

IL-6，以利于自身在宿主细胞的定植［18-19］。Stat3

是一类转录因子，具有将信号由细胞表面传递至

细胞核并激活基因转录的作用，其转录的靶标编

码多种AMPs。研究表明，Stat3在保护上皮细胞

免受细菌侵害方面发挥关键作用［31］。在UPCE感

染早期，BECs分泌的IL-6与其受体结合后，通过

下游信号，使Stat3磷酸化，进而调节AMPs转录，

IL-6/Stat3信号传导通路遗传或获得性缺陷均

会导致 AMPs 表达异常［8］。本研究结果显示，在

UPCE感染早期，BECs经尿感方干预后，其分泌的

IL-6水平增加，p-Stat3蛋白表达上调，提示尿感

方对IL-6/Stat3信号传导通路有一定影响。

综上所述，尿感方能增加感染早期 BECs的

AMPs表达，强化尿路上皮细胞对病原菌的快速防

御响应，其作用机制与IL-6/Stat3信号传导通路

有关。
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