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·基础研究·
表面活性蛋白A及D在小鼠尿路感染中的
作用及机制

胡凤琪 袁海 王桂荣 丁国华

【摘要】 目的 研究表面活性蛋白（SP）A及 SP⁃D在尿路感染（UTI）中的作用和机制，评

价 SP ⁃A 及 SP ⁃D 缺失对 UTI 的影响。 方法 免疫组化评估 SP ⁃A 及 SP ⁃D 在野生型（WT）
C57BL/6雌性小鼠肾脏内的表达及分布；Western印迹评价 SP⁃A及 SP⁃D双重敲除（SP⁃A/D KO）
与WT小鼠肾脏 p38磷酸化水平。应用 SP⁃A/D KO小鼠和WT雌性小鼠构建逆行性小鼠UTI模
型，小鼠分为 2组：SP⁃A/D KO＋UTI组和WT＋UTI组，分别实验 24 h和 48 h。进行细菌培养及

计数各组肾脏及尿液中的细菌含量，HE染色评价各组病理改变；免疫组化及计数肾脏及尿液

内中性粒细胞的数量。体外细菌培养观察 SP⁃A及 SP⁃D对致尿路感染大肠杆菌（UPEC）生长

的影响。 结果 WT小鼠肾脏内 SP⁃A及 SP⁃D主要分布于近曲小管及集合管。SP⁃A/D KO小

鼠肾脏内 p38磷酸化水平显著高于WT小鼠（P＜0.05）。SP⁃A/D KO小鼠在发生 UTI时，其肾

脏病理改变更重，中性粒细胞浸润更多。SP⁃A/D KO小鼠肾脏内及尿液内细菌量在 24 h及 48 h
均显著高于WT小鼠（均 P＜0.01）。体外实验显示，SP⁃A及 SP⁃D均可显著抑制 UPEC的生长

（均 P＜0.05）。 结论 肾脏内表达 SP⁃A及 SP⁃D；SP⁃A/D KO小鼠与WT小鼠相比，其对UTI更
易感，其机制可能与 UTI时炎性因子分泌不足及 SP⁃A和 SP⁃D对致尿路感染大肠杆菌生长的

直接抑制有关。

【关键词】 表面活性蛋白A； 表面活性蛋白D； 尿路感染； 天然免疫
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【Abstract】 Objective To investigate the role of surfactant protein (SP) ⁃ A and SP ⁃ D in
urinary tract infection mouse model, and evaluate the effects of SP ⁃ A and SP ⁃ D absence on urinary
tract infection. Methods SP⁃A and SP⁃D double knockout (SP⁃A/D KO) mice were made. SP⁃A/D
KO and wild⁃type (WT) C57BL/6 female mice were used for this study. The expression of SP⁃A and SP⁃D
in kidney was detected by immunohistochemistry (IHC). The levels of p ⁃ p38 and p38 protein in
kidneys were measured by Western blotting. Uropathogenic Escherichia coli or buffer was delivered into
the bladder of female mice. At 24 and 48 h after inoculation, CFU of Escherichia coli in the kidney and
urine of the treated and control mice were measured. Histological, cellular and molecular analysis were
performed by several methods of H/E staining, IHC and Western blotting. The effects of SP⁃A and SP⁃D
on bacterial growth were studied in vitro. Results SP ⁃A and SP ⁃D in kidney were located in the
proximal tubules and collecting tubules. Compared with WT mice, infected SP ⁃ A/D KO mice with
UPEC had higher CFU in kidneys and urine at 24 h and 48 h, increased inflammatory cells infiltration
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尿路感染（UTI）是人类最常见的感染之一，

而近来的研究表明肾脏表达的天然免疫分子在

UTI中发挥着重要作用 [1]。本研究组先前的研究

表明，天然免疫分子表面活性蛋白A（SP⁃A）及表

面活性蛋白D（SP⁃D）在肾脏天然免疫中发挥重要

作用，SP⁃D参与了脂多糖诱导的肾小管上皮细胞

的炎性改变 [2]；肾盂肾炎易感者与 SP⁃A的基因多

态性有关，其尿液内 SP⁃A及 SP⁃D的含量也较健

康人低 [3]，提示 SP⁃A及 SP⁃D可能在UTI及肾脏天

然免疫中发挥作用，但其具体机制尚不清楚，值

得进一步研究。本研究采用雌性 SP⁃A/D 基因敲

除（SP ⁃A/D KO）小鼠，并与野生型（WT）小鼠对

比 ，采 用 致 UTI 大 肠 杆 菌（uropathogenic
Escherichia coli，UPEC）构建小鼠逆行性UTI模型，

探讨 SP ⁃A 及 SP ⁃D 在 UTI 中的作用及其可能机

制。

材料和方法

1. 材料：8～10周野生型 C57BL/6雌性小鼠：

购自美国 Jackson 实验室；8～10 周雌性 SP ⁃A/D
KO 小鼠：美国纽约州立大学动物中心于无病原

体条件下繁殖和培育，原始育种系由美国加利福

尼亚大学 Hawgood 教授提供。UPEC CFT073（美

国ATCC），聚乙烯管导管 PE10（美国 BD），DAB试

剂盒（美国Vector），人 SP⁃A蛋白、人 SP⁃D蛋白（美

国纽约州立大学王桂荣教授制备），SP⁃A抗体（美

国辛辛那提儿童医学中心McCormack教授提供），

SP⁃D抗体、β⁃actin抗体、p⁃p38抗体、p38抗体（美

国 Santa Cruz），生物素标记中性粒细胞抗体（美国

Hybult）。

2. 分组及UTI小鼠模型制备：小鼠分为 2组：

SP⁃A/D KO+UTI组和WT+UTI组，分别实验 24 h和

48 h。各组均设阴性对照组，每组 6～10只小鼠，

对照组以无菌 PBS代替菌液。UTI模型制备过程

参照文献 [4]，具体如下：挑取 UPEC单克隆，加入

LB 培养基中，37℃连续静置过夜培养。 5000 g
4℃ 离心 5 min，无菌 PBS重悬沉淀。调整细菌浓

度至吸光度（A）600 nm＝0.5，采用该浓度的细菌来制

备动物模型。SP⁃A/D KO或WT小鼠常规麻醉后，

轻轻压迫膀胱以使膀胱内残留的尿液排出。采

用 PE10导管行小鼠尿道插管至膀胱，用 1 ml注射

器注射 50 μl菌液至膀胱，对照组采用等量的无菌

PBS代替菌液，小心拔出导管，将小鼠放回笼内，

正常饮食。待 24 h 或 48 h 后，麻醉后处死小鼠，

留取尿液及肾组织供检测。

3. Western印迹检测肾组织 p38、p⁃p38蛋白表

达：各组肾组织取 5 mg 加入 RIPA 裂解液，4℃
12 000 × g离心 10 min，收集上清。BCA法测定蛋

白质浓度。取 30 μg组织总蛋白，行 SDS⁃PAGE电

泳，电转至 PVDF 膜，5％脱脂奶粉封闭 1 h，加第

一抗体（β⁃actin 抗体 1∶1000；SP⁃A 抗体 1∶2000；
SP ⁃ D 抗体 1∶200；p38 抗体 1∶500；p ⁃ p38 抗体

1∶500），脱色摇床 4℃过夜，加对应 HRP 二抗

（1∶1500），室温孵育 1 h，ECL显色。凝胶成像分

析系统扫描并测量条带的灰度值，测定各组的相

对比值。

4. 免疫组化检测 SP⁃A及 SP⁃D及中性粒细胞

在肾脏内的分布：将小鼠肾组织浸入 10%中性多

聚甲醛过夜固定,常规石蜡包埋,制成 4 μm切片，

SABC法行免疫组化，滴加一抗（SP⁃A 1∶100；SP⁃D
1∶50；NIMP⁃R14 1∶100），DAB显色。

5. 尿液内中性粒细胞计数：小鼠麻醉后，膀

胱穿刺收集小鼠尿液，锥虫蓝染色计数尿液中性

粒细胞数，具体方法如下：将 10 μl小鼠尿液标本

与 10 μl锥虫蓝染液 1∶1混合，震荡混匀。加 10 μl
上述混匀液至细胞自动计数仪中计数。

6. SP⁃A 及 SP⁃D 对 UPEC 生长的作用：调整

UPEC浓度为 A600 nm＝0.2，将菌液加入 40 mg/L SP⁃A
或 20 mg/L SP⁃D，以 BSA为对照，每小时于酶标仪

上检测 A600 nm，至 5 h。作用 5 h 后，以无菌 TBS 稀

释菌液，取 100 μl 菌液涂板。37℃过夜培养后，

in kidneys（P＜0.05）. Compared with WT mice, SP ⁃ A/D KO mice had higher p38 MAPK
phosphorylation levels in kidneys（P＜0.05）. Growth of Escherichia coli was greatly inhibited by both
SP ⁃A and SP ⁃D（P＜0.05）. Conclusions Both SP ⁃A and SP ⁃D are expressed in kidney. SP ⁃A
and SP ⁃D can attenuate UTI induced by UPEC which may be through inhibiting bacterial growth and
modulating renal inflammation.

【Key words】 Surfactant protein A; Surfactant protein D; Urinary tract infection; Innate
immunity
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Quantity One软件计数细菌数量。

7. 统计学处理：计量资料数据结果用 x ± s表
示，两组间比较采用 t检验。P＜0.05为差异有统

计学意义，采用 Sigmastat软件行统计学分析。

结 果

1. SP ⁃A 及 SP ⁃D 在小鼠肾脏中的表达及分

布：Western印迹显示，小鼠肾脏表达SP⁃A及SP⁃D，

见图 1。免疫组织化学显示，小鼠肾脏内 SP⁃A及

SP⁃D主要分布于近曲小管及集合管，见图 2。

2. SP⁃A/D KO 及 WT 小鼠肾脏 p38 磷酸化水

平：Western印迹示，制备UTI模型之前，SP⁃A/D KO
小鼠肾脏p38磷酸化水平显著高于WT小鼠（P＜0.05），
见图 3。

3. 各组肾脏病理改变及中性粒细胞含量：

HE染色显示，WT+UTI组 24 h可见散在肾小管上

皮细胞脱落及基底膜裸露，肾脏集合管可见中性

粒细胞浸润；SP⁃A/D KO+UTI组 24 h可见散在肾

小管上皮细胞脱落，散在基底膜裸露，集合管可

见大量中性粒细胞浸润，可见炎性细胞以及脱落

的肾小管上皮细胞形成的细胞管型以及炎性肉

芽肿，见图 4。两组 48 h时中性粒细胞浸润均较

24 h时减少。应用抗中性粒细胞抗体行免疫组织

化学及尿液中性粒细胞计数证实，在制备 UTI模
型后 24 h时，SP⁃A/D KO组尿液中性粒细胞计数

高于WT组，见图 5。其肾脏内中性粒细胞计数也

高于WT组，见图 6。两组肾脏内及尿液中中性粒

细胞计数在 48 h 时均低于 24 h 时，见图 5，图 6。
对照组尿液及肾脏内未见中性粒细胞。

4. 肾脏内及尿液细菌定量：细菌培养显示，

SP⁃A/D KO+UTI组及WT+UTI组 24 h及 48 h肾脏

及尿液细菌培养均阳性。细菌计数示，SP⁃A/D
KO+UTI组小鼠肾脏及尿液内细菌量在 24 h及 48 h
均高于WT+UTI组[肾脏：24 h（lg5.7±lg0.4）CFU/mg
比（lg4.4±lg0.4）CFU/mg，48 h（lg6.4±lg0.2）CFU/mg
比（lg 5.6±lg0.2）CFU/mg；尿液：24 h（lg7.6±lg0.2）
CFU/ml比（lg6.7±lg0.1）CFU/ml，48 h（lg7.3±lg0.2）
CFU/ml比（lg 6.1±lg0.3）CFU/ml，均 P＜0.01]，对照

组肾脏及尿液细菌培养均阴性。

5. SP⁃A 及 SP⁃D 对 UPEC 生长的作用：SP⁃A
作用UPEC 2～5 h，与 BSA组相比，其吸光度显著

肺 肺 肾 肾

SP⁃D
SP⁃A

β⁃actin
图 1 SP⁃A及 SP⁃D在小鼠肺及肾脏中的表达（Western 印迹）

BA
注：A：SP⁃A；B：SP⁃D

图 2 SP⁃A及 SP⁃D在肾脏内的表达及分布（免疫组化 ×200）

WT
p⁃p38

p38
β⁃actin

1.4
1.2
1.0
0.8
0.6
0.4
0.2
0 WT SP⁃A/D KO

p⁃p
38/

p38

a

注：与WT组比较，
aP＜0.05

图3 SP⁃A/D基因敲除小鼠肾脏内p⁃p38表达水平（Western 印迹）

图 4 各组肾脏病理改变（HE染色 ×200）
SP⁃A/D KO＋UTI组 WT＋UTI组

48
h

24
h

SP⁃A/D KO
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降低（P＜0.05），提示 SP⁃A 组细菌量降低；SP⁃D
作用UPEC 3～5 h，与 BSA组相比，其吸光度亦显

著降低（P＜0.05）。细菌定量显示 SP⁃A 及 SP⁃D
与 UPEC 作用 5 h 后均可见 UPEC 数量显著减少

（均P＜0.05）。见图 7。

讨 论

近年来，尿路上皮细胞的天然免疫能力在

UTI发生中的作用逐渐引起人们的注意。尿路上

皮细胞除了可以作为病原体进入的物理屏障，还

可以在对抗微生物的天然免疫中发挥重要作

用。其天然免疫能力主要体现在：分泌可快速作

用于微生物的抗菌肽及蛋白；产生细胞因子及趋

化因子, 并募集吞噬细胞 [5]。在感染过程中，尿路

上皮细胞表达的天然免疫分子发挥着重要作用，

如天然免疫分子如 Toll 样受体（TLR）4、TLR5、

TLR11、尿溶蛋白Ⅲa等在肾脏和（或）膀胱表达的

改变或缺失均可导致UTI易感性增加 [1，6]。本研究

组此前的研究也发现，尿路上皮细胞天然免疫分

子 SP⁃A及 SP⁃D的表达水平与肾盂肾炎易感性相

关 [3]。UTI通常由细菌通过尿道上行至膀胱所致，

而超过 70%的 UTI是由 UPEC导致的。既往研究

表明 SP ⁃A 及 SP ⁃D 可以直接抑制 E.coli 生长 [7]。

因此，研究 SP⁃A及 SP⁃D在UPEC导致的UTI中的

潜在作用及其机制显得尤为重要。

SP⁃A 及 SP⁃D 同属于凝集素蛋白家族成员，

二者的结构相似，其在功能上也相近，其对于降

低肺泡表面张力、维持肺的动态平衡有重要作

用；同时，SP⁃A及 SP⁃D在肺天然免疫中也发挥着

重要作用 [7]。SP⁃A及 SP⁃D可以与一系列微生物

如病毒、细菌、真菌等相互作用，其对细菌生长有

直接抑制作用。更为重要的是，其可以通过作用

于不同的受体，调节 p38的磷酸化及下游炎性因

子的表达 [8]。例如，既往在肺内的研究发现，在肺

正常环境下 SP⁃A及 SP⁃D可以与其受体信号调节

蛋白α结合，抑制 p38磷酸化依赖的NF⁃κB通路的

过度激活，从而防止过度的炎性因子对正常机体

的损伤；而在受感染时，SP⁃A及 SP⁃D可与其受体

钙网织蛋白或 CD91结合，通过上调 p38磷酸化依

赖的 NF⁃κB 途径，刺激下游炎性因子的释放，进

而促进病原体的清除。正因为 SP⁃A和 SP⁃D 在肺

天然免疫中发挥如此巨大的作用，SP⁃A 及 SP⁃D

6
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已经作为肺天然免疫的标志物之一 [7]。由于 SP⁃A
及 SP⁃D在功能上存在很多重叠，为了更好的研究

SP⁃A及 SP⁃D在体内的功能，有研究者在 2002年

构建了 SP⁃A/D KO小鼠，该小鼠以C57BL小鼠为背

景，不表达 SP⁃A及 SP⁃D[9]。通过 SP⁃A/D KO小鼠，

研究者进一步论证了其在天然免疫中的作用 [10]。

近年来，在肺外也发现存在 SP⁃A 及 SP⁃D 的

分布，SP⁃A及 SP⁃D在肺外比如女性生殖道的天

然免疫中也发挥重要作用 [11]。但其在肾脏中的作

用，目前尚不明确，值得进一步研究。SP⁃A及 SP⁃D
在肾脏内也有发现 [12]，我们采用免疫组化及

Western印迹证实，SP⁃A及 SP⁃D在肾脏表达，主要

分布在集合管及近曲小管。

在本研究中我们发现，SP⁃A/D KO 小鼠肾脏

内 p38 磷酸化水平显著高于 WT 小鼠，这可能与

WT小鼠 SP⁃A及 SP⁃D在正常环境下与其受体信

号调节蛋白α结合，抑制 p38的过度磷酸化有关。

信号调节蛋白α在肾脏中也有表达，但其在肾脏

天然免疫中的作用目前尚不明确。SP⁃A/D KO小

鼠肾脏 p38磷酸化水平增高可能与其不表达 SP⁃A
及 SP⁃D，从而有可能失去了正常环境下其对于

p38活化的抑制作用有关。

我们的研究表明，SP⁃A/D KO 小鼠 UTI 模型

中肾脏及尿液内的细菌量及中性粒细胞数均显

著高于WT小鼠，其病理改变也较野生型小鼠更

重。这提示 SP⁃A及 SP⁃D可能在UPEC导致的UTI
中起保护作用，在敲除了 SP⁃A及 SP⁃D基因后，小

鼠失去了 SP⁃A及 SP⁃D的保护作用，从而出现更

重的肾脏病理改变及更多的细菌和中性粒细胞

浸润。其机制可能与 UPEC感染 SP⁃A/D KO小鼠

后炎性因子的表达不足及缺乏 SP⁃A 及 SP⁃D 对

UPEC生长的直接抑制作用有关。

另一方面，SP⁃A/D KO小鼠对UTI的易感性增

加，可能与 SP⁃A及 SP⁃D直接抑制UPEC的生长有

关。既往研究表明，SP⁃A及 SP⁃D可以在体外直

接抑制大肠杆菌的生长 [7]，但对于UPEC的作用尚

不明确，本研究发现 SP⁃A及 SP⁃D与阴性对照相

比，其均可以显著抑制 UPEC 的生长。提示肾脏

被UPEC感染后，肾脏内表达的 SP⁃A及 SP⁃D可能

如同在体外一样，可以直接抑制UPEC的生长，从

而发挥保护作用。而 SP⁃A/D KO小鼠缺乏这种保

护作用，这可能是其肾脏内细菌数量显著高于

WT小鼠的原因之一。

综上所述，SP⁃A 及 SP⁃D 在肾脏天然免疫中

发挥重要作用，SP⁃A/D基因敲除的小鼠对于 UTI
的易感性增加，其机制可能与调节 UTI时炎性因

子的分泌及直接抑制UPEC生长。
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