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上皮细胞超微结构的影响
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　　［摘　要］　目的　研究肺炎链球菌（Ｓ．ｐ）对昆明幼鼠和肺炎患儿肺泡Ⅱ型上皮细胞（ＡＥＣⅡ）超微结构的影
响，探究肺组织坏死的可能机制。方法　将从１例肺炎链球菌坏死性肺炎（ＰＮＰ）患儿血中培养的 Ｓ．ｐ混悬液
（ＣＦＵ：１×１０８／Ｌ）０．３ｍＬ注入昆明幼鼠的主支气管中（肺炎组），将等量生理盐水注入对照组鼠的主支气管内。
９２ｈ后处死，取鼠右肺下叶肺组织（１ｍｍ３）于 ２．５％ 的戊二醛中固定。该患儿行左下肺叶肺空洞切除时，将坏死
和正常的肺组织标本（１ｍｍ３）置于 ２．５％ 的戊二醛中固定。用透射电子显微镜观察鼠与患儿 ＡＥＣⅡ 超微结构。
结果　在 Ｓ．ｐ作用下幼鼠与患儿 ＡＥＣⅡ 的微绒毛减少，脱落。板层小体体积增大，排空加强，密度减低。线粒体
数量减少。细胞核染色质浓缩，分布不均。结论　 Ｓ．ｐ作用下幼鼠与患儿 ＡＥＣⅡ 损伤变化相一致。ＡＥＣⅡ 超微
结构的损伤可能是 Ｓ．ｐ导致肺组织坏死的重要原因之一。 ［中国当代儿科杂志，２０１１，１３（４）：３３６－３３９］
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　　肺炎链球菌（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａｅ，Ｓ．ｐ）是
５岁以下儿童社区获得性肺炎（ＣＡＰ）最常见的致病
菌，３０％～５０％ 的小儿肺炎及５０％重症肺炎由 Ｓ．ｐ
所致［１２］。随着新型广谱抗生素的使用，Ｓ．ｐ的耐药

性正逐渐呈上升趋势［３４］。目前，国内外对Ｓ．ｐ肺炎
的研究多集中在对其耐药机制的研究［５６］。近年，肺

炎链球菌坏死性肺炎 （ｐｎｅｕｍｏｃｏｃｃａｌｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａ，ＰＮＰ）的发病率正逐年上升［７］。ＰＮＰ肺
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组织坏死除与 Ｓ．ｐ的血清型［８］及耐药性增强有关

外，毒素在体内对肺泡Ⅰ型上皮细胞（ＡＥＣⅠ）的直
接损害也是肺组织坏死的重要因素之一［９］。Ｒｈｏｄｅｓ
等［１０］的动物实验表明肺泡 Ⅱ 型上皮细胞（ＡＥＣ
Ⅱ）参与了 Ｓ．ｐ所致的肺泡上皮细胞的损伤与修复
过程。作为肺组织功能细胞的 ＡＥＣⅡ 的损伤与坏
死不仅影响肺表面活性物质的合成与分泌，还影响

肺泡 ＡＥＣⅠ的修复。ＡＥＣⅡ 的损伤与坏死可能是
肺组织坏死的主要原因之一。迄今为止，Ｓ．ｐ在体
内对ＡＥＣⅡ 超微结构的影响未见报道，同时 Ｓ．ｐ
作用下人体与动物体内 ＡＥＣⅡ 超微结构的变化是
否一致国内外也尚未见报道。本研究用从１例 ＰＮＰ
患儿血中培养出的 Ｓ．ｐ制成鼠肺炎模型，用透射电
子显微镜观察肺炎鼠和该 ＰＮＰ患儿被切除的肺组
织ＡＥＣⅡ 超微结构的变化，以明确 Ｓ．ｐ感染后鼠
与儿童 ＡＥＣⅡ 形态学的变化的相关性，为研究儿
童 Ｓ．ｐ感染后肺组织坏死奠定基础。

１　材料与方法

１．１　菌株来源
Ｓ．ｐ菌株来自于 ２００９年 ４月于我院小儿呼吸

病房住院的１例急性 ＰＮＰ患儿血液中连续两次培
养出的 Ｓ．ｐ，经中国医科大学基础医学院病原微生
物教研室采用荚膜肿胀法［１１］鉴定其血清型为１９Ｆ
（ＳｔａｔｅｎｓＳｅｒｕｍＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，丹麦）。
１．２　动物模型建立及分组

将中国医科大学医学动物实验中心提供的清洁

级昆明幼鼠 ２０只（体重２０～２２ｇ）随机分为肺炎组
（１０只）和对照组（１０只）。将该菌株配制成 １×
１０８ＣＦＵ／ｍＬ混悬液用于建立模型。肺炎组用
２０ｍｇ／ｋｇ的氯胺酮进行麻醉后，气管内滴注已配置
的 Ｓ．ｐ悬浊液０．３ｍＬ，建立鼠急性肺炎链球菌肺炎
模型［１２］。对照组滴注等量生理盐水。各组分别于

滴注后９２ｈ处死，取右肺下叶肺组织进行细菌培养
和电子显微镜标本制备（每只小鼠取 ５～６块标
本）。用 ２．５％ 戊二醛固定体积约为１ｍｍ３的肺组
织标本，置于 ４℃ 的冰箱中，用于透射电子显微镜
（Ｈ６００型电子透射显微镜，日本）进行细胞超微结
构检查［１３］。肺炎组鼠出现寒战，数个鼠聚集成一团，

少动，呼吸急促，口鼻发绀，呼吸深大，皮毛失去光泽、

暗淡，其中１只于９２ｈ前死亡。对照组无死亡。
１．３　幼鼠肺组织细菌培养

将取材后的幼鼠的肺组织切碎，并接种于血平

板，３７℃，５％ ＣＯ２过夜培养。待细菌生长后挑取

４～５个典型菌落进行菌株和血清型鉴定（Ｓｔａｔｅｎｓ
ＳｅｒｕｍＩｎｓｔｉｔｕｔｅ，丹麦）。实验结果证明为 Ｓ．ｐ生长，
血清型为１９Ｆ。
１．４　患儿肺组织标本的制备

患儿，女，９岁，诊断为急性 ＰＮＰ（两次血培养为
Ｓ．ｐ生长）。出院后因反复患肺炎，肺空洞 ４个月未
愈合而行左肺下叶（肺空洞）切除术。术中立即将离

体的肺组织根据部位、颜色、质韧度分为正常肺组织

和病变肺组织，进行分类切块（体积 １ｍｍ３），分别迅
速置于２．５％ 戊二醛中固定，并放置于４℃ 的冰箱中
备检。病变标本获取经过中国医科大学附属盛京医

院医学伦理委员会同意和患儿家长的书面知情同意。

２　结果

２．１　两组幼鼠肺组织ＡＥＣⅡ超微结构变化
正常对照组肺组织 ＡＥＣⅡ超微结构形态无异

常改变（图１Ａ）。肺炎组中９只存活鼠在 Ｓ．ｐ感染
９２ｈ时 ＡＥＣⅡ 形态及细胞器均发生显著变化，其
中９例均出现微绒毛少，板层小体体积增大，排空
加强；８例出现线粒体体积增大，线粒体的嵴减少，
细胞核染色质浓缩。

侵入肺泡腔内的 Ｓ．ｐ（图１Ｂ）被肺泡腔内的肺
泡巨噬细胞吞噬在吞噬溶酶体内，吞噬溶酶体内可

见较为完整的Ｓ．ｐ（图１Ｃ）。
肺炎组ＡＥＣⅡ细胞超微结构发生了显著变化。

微绒毛消失。线粒体肿胀，体积大于板层小体的体

积。线粒体数量增多，线粒体呈指环状围绕细胞核

排列。线粒体基质变浅，呈颗粒状。线粒体内嵴变

短，数量减少，甚至消失。细胞核形态尚规整，边界

清晰，染色质浓缩呈颗粒状，核仁居于细胞核边界

（图１Ｄ）。板层小体数量明显增多，体积增大，板层
小体呈指环状围绕细胞核排列。板层小体内板层数

量减少，电子密度普遍减低，内容物减少，排空加强，

呈“空泡”样改变。细胞核边界清晰，核仁居于核边

界，染色质略浓缩，分布尚均匀（图１Ｅ）。
２．２　患儿正常肺组织 ＡＥＣⅡ 及 Ｓ．ｐ感染后
ＡＥＣⅡ 超微结构的变化

患儿正常肺组织 ＡＥＣⅡ超微结构可见微纤毛
排列紧密，疏密相间，长短均匀。细胞质内可见较多

圆形板层小体。多数板层小体内电子密度相同，内

容物较饱满。细胞核边界清晰，核内染色质分布均

匀（图２Ａ）。
患儿肺组织 ＡＥＣⅡ被 Ｓ．ｐ感染后，微绒毛脱

落。板层小体数量明显减少，体积增大，出现巨大的
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板层小体，部分呈“空泡”样改变。细胞核染色质浓

缩（图２Ｂ）。从图２Ｃ可以看出，患儿肺组织 ＡＥＣ
Ⅱ 被 Ｓ．ｐ感染后，ＡＥＣⅡ微绒毛脱落，微绒毛数量
减少，变短，排列稀疏。板层小体数量明显减少，体

积大小不等，形态不规则，呈“空泡”样改变。细胞

核体积增大，形态不规整，核膜曲折凹陷，染色质集

中于核膜内，形成较大的高电子密度的染色质团块，

部分核膜边界不清。
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　　图１　幼鼠肺组织 ＡＥＣⅡ 超微结构（电镜，×８４００）　Ａ：鼠正常肺组织。Ｍｖ排列整齐，Ｍｉ形态规整，Ｃｒ分布均匀，Ｌｂ形
态规整，密度均匀，Ｎｕ边界清晰，染色质分布均匀；Ｂ：Ｓ．ｐ侵入鼠肺泡腔内。可见 Ｓ．ｐ荚膜和Ｅｐ；Ｃ：Ｓ．ｐ在肺泡腔内被肺泡巨噬细

胞吞噬；Ｄ：ＡＥＣⅡ 在 Ｓ．ｐ作用下 Ｍｉ的变化。Ｍｉ体积增大，基质变浅，Ｃｒ数量减少，Ｍｉ数量增多，呈指环状围绕细胞核排列；Ｅ：

ＡＥＣⅡ 在 Ｓ．ｐ作用下 Ｌｂ的变化。Ｌｂ内板层数量减少，密度减低，呈“空泡”样改变。
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　　图２　患儿肺组织 ＡＥＣⅡ 超微结构（电镜，×８４００）　Ａ：ＰＮＰ患儿正常肺组织。Ｍｖ排列紧密，细胞质内可见较多 Ｌｂ，多
数 Ｌｂ内容物较饱满，Ｎｕ边界清晰，染色质分布均匀；Ｂ：Ｓ．ｐ感染后ＡＥＣⅡ Ｌｂ超微结构的变化。Ｍｖ脱落，Ｌｂ数量减少，体积增大，

部分呈“空泡”样改变，Ｎｕ染色质浓缩；Ｃ：Ｓ．ｐ感染后 ＡＥＣⅡ 细胞核的变化。Ｎｕ体积增大，染色质聚集成高密度团块，核膜曲折凹

陷，核边界不清。注：Ｍｖ微绒毛；Ｌｂ板层小体；Ｎｕ细胞核；Ｍｉ线粒体。

３　讨论

Ｓ．ｐ侵入机体导致肺炎发生主要有直接经呼吸
道侵袭和经其他途径入血液传播两种方式，儿童主

要以前者为多。作为肺组织功能细胞的 ＡＥＣⅡ 不
仅在维持正常肺脏功能和宿主局部非特异性免疫方

面起着重要作用，且对于 ＡＥＣⅠ的损伤与修复起着
重要作用［１０］。

Ｓ．ｐ进入肺泡腔后，很快被肺泡腔内巨噬细胞
（Ｍａ）所识别，Ｍａ依靠在分布于肺泡上皮上的表面
活性物质滑动向 Ｓ．ｐ聚集。当病原微生物被吸入
后，肺泡Ｍａ在数小时内将自身数量增加数倍，并发
挥其强大的吞噬功能［１４］。

ＡＥＣⅡ合成和分泌的肺表面活性蛋白 Ａ和 Ｄ
（ＳＰＡ，ＳＰＤ）具有趋化作用、调理吞噬作用和促杀
菌作用［１５］。ＳＰＡ和 ＳＰＤ可以与 Ｓ．ｐ结合，并以

Ｃａ２＋依赖的方式增强中性粒细胞、肺泡 Ｍａ等对
Ｓ．ｐ的摄取。ＳＰＡ和 ＳＰＤ可使 Ｍａ生产大量超氧
自由基、ＮＯ，促进 Ｍａ的杀菌作用。Ｓ．ｐ被 Ｍａ吞噬
后，在细胞内形成吞噬溶酶体（Ｐｌ），经过溶菌酶、过
氧化物酶等杀死，经蛋白酶、多糖酶等降解。最后不

能消化的菌体残渣被排到 Ｍａ外。
线粒体和板层小体在 Ｓ．ｐ感染的 ＡＥＣⅡ 的系

列变化中具有特征性改变（图１Ｃ）。线粒体对各种
损伤最为敏感，线粒体数量的增加是对细胞损伤的

适应性反应或细胞功能升高的表现。ＡＥＣⅡ 损伤
时最常见的改变为线粒体肿大。根据受累部位可分

为基质型肿胀和嵴型肿胀两种类型，前者常见。基

质型肿胀时线粒体变大变圆，基质变浅、嵴变短变少

甚至消失。在极度肿胀时，线粒体可转化为小空泡

状结构。此型肿胀为细胞水肿的部分改变。线粒体

肿胀可由缺氧、微生物毒素、各种毒物、射线以及渗

透压改变等多种因素引起。轻度肿大有时可能为其
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功能升高的表现，较明显的肿胀则为细胞受损的表

现。只要损伤不过重、损伤因子的作用不过长，肿胀

仍可恢复。线粒体结构的改变是 Ｓ．ｐ作用下 ＡＥＣ
Ⅱ 内细胞器 线粒体变化的第三个特征。线粒体 嵴
是能量代谢的明显指征。在急性细胞损伤时（大多

为中毒或缺氧），线粒体的嵴被破坏，以致 线粒体几

乎不再能形成新的嵴。当线粒体内出现高密度电子

致密物时，乃线粒体成分崩解的产物（脂质和蛋白

质），被视为线粒体不可复性损伤的表现，常见于细

胞趋于坏死时出现。以上线粒体的变化，一方面是

ＡＥＣⅡ 损伤在细胞器层面的反应，另一方面也是机
体在细胞水平代偿的一种方式。线粒体通过自身调

节变化，为 ＡＥＣⅡ 合成表面活性蛋白提供大量能
量。从图１Ａ、图 １Ｅ、图 ２Ａ、图 ２Ｂ可以看出，储存
ＳＰＡ的板层小体在 Ｓ．ｐ作用下的系列变化。在线
粒体提供能量的前提下，ＡＥＣⅡ 合成和储存了大量
的 ＳＰＡ于板层小体内，致使板层小体数量增多，体
积增大，以容纳大量合成的 ＳＰＡ。板层小体呈“指
环状”绕核排列［１６］。随着病情的进展，大量的 ＳＰＡ
被排空，致使板层小体呈“空泡”样变性，并产生“巨

大的”板层小体［１７］。当失代偿时，板层小体数量开

始减少，崩解、破溃，胞质内残留板层小体碎片［１８］。

由此可见，ＡＥＣⅡ 中线粒体和板层小体等细胞器特
征性变化构成了 Ｓ．ｐ作用下肺组织功能细胞中细
胞质变化的核心，反映了ＡＥＣⅡ细胞能量代谢障碍
和 ＳＰＡ生理功能与防御功能的异常。

作为 ＡＥＣⅡ 重要组成部分的细胞核也发生了
显著变化。在 Ｓ．ｐ作用下，ＡＥＣⅡ 细胞核中染色
质在核浆内聚集成致密浓染的大小不等的团块状，

染色质逐渐边集于核膜内层（即“染色质边集”），形

成较大的高电子密度的染色质团块，核膜起初尚保

持完整，以后乃在多处发生断裂，核逐渐变小，最后

裂解为若干致密浓染的碎片（图２Ｃ），实质上就是
“核碎裂”。细胞核结构的改变在细胞损伤过程中

的重要表征之一是核的改变，主要表现为核膜和染

色质的改变。染色质边集、核浓缩、核碎裂、核溶解

等核的结构改变为核和细胞不可复性损伤的标志，

提示活体内细胞死亡（坏死）。

ＡＥＣⅡ 是肺组织肺泡上皮细胞的重要组成部
分，ＡＥＣⅡ 超微结构的变化是 ＡＥＣⅡ 损伤和坏死
的基础与前提。ＡＥＣⅡ的损伤和坏死导致区域性
“肺生理功能”障碍和防御功能下降，影响 ＡＥＣⅡ
对由 Ｓ．ｐ和炎症介质、细胞因子等造成的 ＡＥＣⅠ
损伤的修复［１０］。由此看来，ＡＥＣⅡ的损伤与坏死在
Ｓ．ｐ感染后肺组织坏死过程中起着重要作用。因此，

在使用抗生素治疗 ＰＮＰ的同时，积极预防 ＡＥＣⅡ坏
死是临床治疗 ＰＮＰ过程中不可忽视的问题。
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