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摘要　目的　探究一种新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＩＨＰ）的滤液对非小细胞肺癌ＨＣＣ８２７细胞株的毒性及作用机
制。方法　新型ＳＩＨＰ和完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＣＨＰ）的滤液及其稀释液，分别同１％人红细胞和ＨＣＣ８２７细胞共孵
育。采用血红蛋白释放量法检测红细胞毒性，ＣＣＫ８法检测ＨＣＣ８２７细胞活性，离子选择电极法、比色法和免疫荧光法分别检
测孵育上清液中 Ｋ＋、乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和白细胞介素６（ＩＬ６）浓度。结果　新型 ＳＩＨＰ滤液及其稀释液均能明显降低
ＨＣＣ８２７细胞活性，引起Ｋ＋和ＬＤＨ外漏。新型ＳＩＨＰ滤液及其１∶３稀释液，分别导致 ＨＣＣ８２７细胞的 ＩＬ６分泌量减少和增
加。与ＳＣＨＰ相比，新型ＳＩＨＰ滤液及其稀释液的红细胞毒性更强，ＨＣＣ８２７细胞Ｋ＋外漏更严重。结论　新型ＳＩＨＰ滤液能够
通过损伤细胞胞膜，引起内容物释放，杀伤非小细胞肺癌细胞，毒性强于ＳＣＨＰ。
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　根据２０２３年全球癌症统计，肺癌分别占新发癌
症总数和癌症死亡总数的１２％～１３％和２１％，其中
最常见的是非小细胞肺癌（ｎｏｎｓｍａｌｌｃｅｌｌｌｕｎｇｃａｎｃ
ｅｒ，ＮＳＣＬＣ）［１］。既往研究［２－３］表明，癌症的发生、发

展、疗效、生存率与金黄色葡萄球菌的感染密切相

关。究其原因，可能与金黄色葡萄球菌分泌的多种

外毒素、胞外酶或菌体表面相关毒力因子有关。

Ｑｉａｎｇｅｔａｌ［４］的研究表明，杀白细胞素（ｐａｎｔｏｎｖａｌｅｎ
ｔｉｎｅｌｅｕｋｏｃｉｄｉｎ，ＰＶＬ）可以通过ｐ３８／ＥＲＫＭＡＰＫ信号
通路，诱导 Ａ５４９和 Ｈ４６０细胞的周期阻滞和凋亡。
然而，Ｈａｔｔａｒｅｔａｌ［５］发现脂磷壁酸能够在体外促进
炎症因子的释放和肺癌细胞的增殖。因此，金黄色

葡萄球菌与肺癌的关联有待深入研究。

　金黄色葡萄球菌滤液提取物用于临床肿瘤患者
的治疗已近２０年，效果显著［６－７］。据报道，其效应

成分是肠毒素（ｅｎｔｅｒｏｔｏｘｉｎ，ＳＥ），可以通过诱导细胞
毒性Ｔ淋巴细胞的活化［８］，促进白细胞介素１（ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，ＩＬ１）、ＩＬ２、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｕｒｎｅｃ

ｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮ
γ）等多种细胞因子的分泌，进而发挥抗肿瘤作
用［９－１０］。近年来，安徽医科大学第二附属医院检出

一种新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙ
ｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｗｉｔｈｉｎｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，
ＳＩＨＰ），现就此新型 ＳＩＨＰ的滤液对 ＮＳＣＬＣＨＣＣ８２７
细胞株的毒性及作用机制进行探讨。

１　材料与方法

１．１　菌株来源　收集２０２１年６月－２０２３年７月安
徽医科大学第二附属医院住院患者和门诊患者的呼

吸道、肠道、尿道、血液、皮肤和感染组织等（剔除同

一患者相同部位的标本）标本，分离出５株未见报
道的 ＳＩＨＰ，经过 ＶＩＴＥＫ２ＧＰ鉴定卡、ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴ
ＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱分析仪和１６ＳｒＲＮＡ扩增测序共同
鉴定确认为金黄色葡萄球菌。随机选取５株同期分
离到的完全溶血表型金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃ
ｃｕｓａｕｒｅｕｓｗｉｔｈｃｏｍｐｌｅｔｅｈｅｍｏｌｙｔｉｃｐｈｅｎｏｔｙｐｅ，ＳＣＨＰ）
作为对照。ＨＣＣ８２７细胞株购自上海富恒生物技术
有限公司。

１．２　试剂与仪器　ＲＰＭＩ１６４０培养基和胎牛血清
（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；０２５％胰酶消化液、１％青 －链
霉素和 ＣＣＫ８试剂（上海碧云天生物技术有限公
司）；ＬＢ（ＬｕｒｉａＢｅｒｔａｎｉ）肉汤和 ＰＢＳ溶液（上海生工
生物工程股份有限公司）；哥伦比亚绵羊血琼脂平

板（ｃｏｌｕｍｂｉａｓｈｅｅｐｂｌｏｏｄａｇａｒｐｌａｔｅｓ，ＢＡＰ）（合肥天
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达诊断试剂有限公司）；２５ｃｍ２细胞培养瓶、９６孔微
孔板（美国康宁公司）；０２２μｍ除菌滤器（美国密
理博公司）。ＭｉｃｒｏｆｌｅｘＬＴＭＡＬＤＩＴＯＦ质谱分析仪
（德国布鲁克公司）；麦氏比浊仪、ＶＩＴＥＫ２Ｃｏｍｐａｃｔ
全自动微生物鉴定药敏仪和 ＶＩＴＥＫ２ＧＰ鉴定卡
（法国生物梅里埃公司）；Ｓｐｅｃｔｒａｍａｘｉ３ｘ多功能酶
标仪（美国美谷分子公司）；ＡＤＶＩＡＣｈｅｍｉｓｔｒｙＸＰＴ
生化仪（美国西门子公司）；基蛋Ｇｅｔｅｉｎ１６００荧光免
疫定量分析仪（南京基蛋生物科技股份有限公司）。

１．３　红细胞毒性检测　金黄色葡萄球菌菌株接种
ＬＢ肉汤，３５℃过夜培养。７０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ、
滤过除菌，获取滤液。将各菌株１００μｌ滤液和１∶１
（滤液／ＰＢＳ）稀释液，依次加入９６孔圆底无菌微孔
板中。然后，加入 １％洗涤人红细胞悬液，１００μｌ／
孔，轻轻混匀。３５℃孵育１５ｈ，通过离心分离出孵
育上清液。将孵育上清液转移到一个新的９６孔平
底无菌微孔板中，１００μｌ／孔。使用美谷分子Ｓｐｅｃｔｒａ
ｍａｘｉ３ｘ多功能酶标仪，在５７０ｎｍ／６００ｎｍ双波长处
测定各孔吸光度值（ｏｐｔｉｃａｌｄｅｎｓｉｔｙ，ＯＤ）。阴性对照
孔加入１００μｌ生理盐水和１００μｌ１％洗涤人红细胞
悬液；阳性对照孔加入１００μｌ超纯水和１００μｌ１％
洗涤人红细胞悬液。每组设置４个复孔。
１．４　肿瘤细胞活性检测　使用 ＲＰＭＩ１６４０完全培
养基，将ＨＣＣ８２７细胞在３５℃、５％ ＣＯ２条件下培养
４８ｈ。调整细胞悬液浓度至５×１０４个／ｍｌ，以每孔
１００μｌ接种至９６孔板中。将各菌株１００μｌ滤液、１
∶１（滤液／ＲＰＭＩ１６４０）稀释液和 １∶３（滤液／ＲＰＭＩ
１６４０）稀释液，依次加入９６孔无菌微孔板中。每组
设置４个复孔。３５℃、５％ ＣＯ２孵育２４ｈ，向每孔加
入２０μｌＣＣＫ８试剂，避光孵育 １ｈ。使用 Ｓｐｅｃｔｒａ
ｍａｘｉ３ｘ多功能酶标仪，在４５０ｎｍ／６００ｎｍ双波长处
测定各孔ＯＤ值。
１．５　肿瘤细胞毒性检测　细胞毒性检测体系同
１４项所述。３５℃、５％ ＣＯ２孵育２４ｈ后，将９６孔
板置于倒置显微镜高倍镜视野下，观察孔内细胞并

拍照。吸取上清液，并以１５００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ去
除残余细胞。分别使用离子选择电极法、比色法、免

疫荧光法检测上清液中钾离子（Ｋ＋）、乳酸脱氢酶
（ｌａｃｔａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＬＤＨ）和白细胞介素６（ｉｎ
ｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）浓度。
１．６　统计学处理　统计学分析使用 ＳＰＳＳ１７０软
件，计量资料以均值 ±标准差表示。多组之间比较
采用单因素方差分析，两组样本间比较采用 ＬＳＤ检
验或独立样本 ｔ检验。Ｐ＜００５表示差异有统计学

意义。

２　结果

２．１　新型ＳＩＨＰ滤液的溶血毒性　新型ＳＩＨＰ滤液
对红细胞的溶血毒性明显强于 ＳＣＨＰ，差异有统计
学意义（ｔ＝－１３２９２，Ｐ＜００５），见图１Ａ。将二者
的滤液用无菌ＰＢＳ１∶１稀释后，新型 ＳＩＨＰ对红细
胞的溶血毒性仍然强于 ＳＣＨＰ（ｔ＝－２９７６９，Ｐ＜
００５），见图１Ｂ。
２．２　新型ＳＩＨＰ滤液可抑制 ＨＣＣ８２７细胞生长
ＳＣＨＰ和新型 ＳＩＨＰ的滤液 （Ｆ＝１８３９７，Ｐ＜
０００１）、１∶１稀释液（Ｆ＝２７０６，Ｐ＜０００１）、１∶３
稀释液（Ｆ＝１３８６，Ｐ＝０００１）处理的细胞和对照
组细胞之间活性存在差异。与对照组相比，新型ＳＩ
ＨＰ滤液处理过后的细胞生存能力受到抑制，差异有
统计学意义（Ｐ＜００５），见图２Ａ。将二者的滤液用
ＲＰＭＩ１６４０１∶１稀释后，新型 ＳＩＨＰ滤液的１∶１稀
释液处理过后的细胞生存受抑制程度强于对照组细

胞（Ｐ＜００５），见图 ２Ｂ。将二者的滤液用 ＲＰＭＩ
１６４０１∶３稀释后，新型ＳＩＨＰ滤液的１∶３稀释液处
理过后的细胞生存受抑制程度仍然强于对照组细胞

（Ｐ＜００５），见图２Ｃ。
２．３　新型ＳＩＨＰ滤液对 ＨＣＣ８２７细胞具有毒性作
用　如图 ３所示，新型 ＳＩＨＰ滤液及其稀释液对
ＨＣＣ８２７细胞有很强的细胞毒性，且明显强于 ＳＣＨＰ
和ＡＴＣＣ２５９２３。正常情况下，ＨＣＣ８２７细胞应为贴
壁生长状态（图３绿色箭头所示）。然而，由于受到
金黄色葡萄球菌滤液中多种代谢产物和毒素的影

响，ＨＣＣ８２７细胞呈现不同程度的损伤，表现为：①
细胞轻度损伤，不贴壁、悬浮生长（图３蓝色箭头所
示）；② 细胞中度损伤，内容物部分释放，胞膜气球
样变（图３黄色箭头所示）；③ 细胞重度损伤，内容
物完全释放，细胞裸核样变（图３红色箭头所示）。
与对照组细胞相比，不同溶血表型金黄色葡萄球菌

滤液对ＨＣＣ８２７细胞均表现出一定的细胞毒性。其
中，新型ＳＩＨＰ滤液及其稀释液对ＨＣＣ８２７细胞的毒
性明显强于 ＳＣＨＰ和 ＡＴＣＣ２５９２３，使绝大多数细胞
呈现出裸核样变。相比之下，ＳＣＨＰ处理ＨＣＣ８２７细
胞，大多呈现气球样变。ＡＴＣＣ２５９２３处理 ＨＣＣ８２７
细胞，大多呈现气球样变和不贴壁、悬浮生长状态，

见图３。
ＳＣＨＰ和新型 ＳＩＨＰ的滤液（Ｆ＝３０５５４，Ｐ＜

０００１）、１∶１稀释液（Ｆ＝１０２５２，Ｐ＜０００１）、１∶３
稀释液（Ｆ＝６９５２，Ｐ＜０００１）处理的细胞以及对
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图１　金黄色葡萄球菌滤液及其稀释液对人红细胞的溶血毒性
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图２　金黄色葡萄球菌滤液及其稀释液对ＨＣＣ８２７细胞生长的抑制
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照组细胞之间Ｋ＋外漏程度存在差异；ＳＣＨＰ和新型
ＳＩＨＰ的滤液（Ｆ＝３０７１，Ｐ＜０００１）、１∶１稀释液
（Ｆ＝１７９９，Ｐ＜０００１）、１∶３稀释液（Ｆ＝７９０，Ｐ
＝０００７）处理的细胞以及对照组细胞之间 ＬＤＨ外
漏程度存在差异；ＳＣＨＰ和新型 ＳＩＨＰ的滤液（Ｆ＝
２３６６，Ｐ＜０００１）、１∶３稀释液（Ｆ＝１７０８，Ｐ＜

０００１）处理的细胞以及对照组细胞之间 ＩＬ６分泌
程度存在差异。同细胞对照和ＳＣＨＰ相比，新型 ＳＩ
ＨＰ滤液、１∶１稀释液以及１∶３稀释液处理过后的
细胞Ｋ＋外漏程度较强，差异有统计学意义（Ｐ＜
００５），见图 ４Ａ－４Ｃ；与细胞对照相比，新型 ＳＩＨＰ
滤液及其１∶１稀释液处理过后的细胞ＬＤＨ外漏程
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度较强，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），见图 ４Ｄ、
４Ｅ；与细胞对照相比，新型 ＳＩＨＰ滤液处理过后的细
胞分泌ＩＬ６减低，而新型ＳＩＨＰ滤液的１∶３稀释液
处理过后的细胞分泌ＩＬ６增高，差异有统计学意义
（Ｐ＜００５），见图４Ｇ、４Ｉ。

３　讨论

　　肺癌虽然可以通过免疫、分子靶向、放疗或非侵
入性手术切除等手段治疗缓解，但是依然需要开辟

新的治疗途径［１１］。高聚金葡素是由我国科学家从

金黄色葡萄球菌滤液中提取并应用于临床治疗的一

种超抗原抗肿瘤生物制剂。临床研究显示，高聚金

葡素除了本身具有抗肿瘤活性，还能够增强紫杉醇、

顺铂、长春瑞滨等药物的疗效，尤其是针对中晚期

ＮＳＣＬＣ［７，１２］。金黄色葡萄球菌滤液中的主要活性成
分，肠毒素不仅可以通过活化细胞免疫、促进多种细

胞因子分泌杀伤肿瘤细胞，还能提高机体免疫力，延

长患者生存期［１２－１３］。金黄色葡萄球菌滤液中除了

上述肠毒素，还有诸如溶血素、ＰＶＬ、毒性休克综合
征毒素１（ｔｏｘｉｃｓｈｏｃｋｓｙｎｄｒｏｍｔｏｘｉｎ１，ＴＳＳＴ１）等已
知或未知毒性物质。既往研究表明，α溶血素可作
用于肿瘤细胞的线粒体，诱导凋亡［１４］；ＰＶＬ能够通
过Ｐ３８／ＥＲＫ丝裂原活化蛋白激酶信号通路，引发
ＮＳＣＬＣ细胞的周期阻滞和凋亡［４］；ＴＳＳＴ１可诱导细
胞毒性Ｔ细胞活化，杀伤肿瘤细胞［１５］。不同金黄色

葡萄球菌菌株的代谢产物差异显著，会导致滤液中

抗肿瘤活性物质的种类和数量存在较大差异。因

此，抗肿瘤活性物质高表达菌株的发掘具有十分重

要的科学意义和临床价值。

　　已有文献［１６－１８］报道，亚治疗剂量抗生素能够影

响金黄色葡萄球菌多种溶血素基因的表达，从而导

致ＳＩＨＰ的出现，其菌株低表达α溶血素、高表达β
溶血素，能够诱导 ＴＮＦα、白细胞介素１β（ｉｎｔｅｒｌｅｕ
ｋｉｎ１，ＩＬ１β）、ＩＬ６和白细胞介素１２（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１，
ＩＬ１２）等炎性细胞因子的分泌［１９－２０］。其中，ＩＬ６是
肿瘤微环境中关键因子，能够调节免疫反应，驱动炎

症，并促进肿瘤细胞增殖与转移［２１－２３］。据此，可以

推测，抗生素可能会影响金黄色葡萄球菌其他毒力

因子的表达，甚至引起某些基因的突变，进而赋予新

型ＳＩＨＰ抗肿瘤活性。本课题组的前期研究结果显
示，与经典的ＳＣＨＰ相比，新型 ＳＩＨＰ高表达 γ溶血
素、低表达 δ溶血素；二者 α溶血素和 β溶血素的
表达量并无差异。目前，尚无 γ溶血素对肿瘤细胞
活性影响的报道，值得后续探索。此外，新型 ＳＩＨＰ
的血浆凝固酶活性和生物膜形成能力更强，对数期

生长更快。本研究结果显示，新型 ＳＩＨＰ滤液的细
胞毒性明显强于 ＳＣＨＰ，能够浓度依懒性地损伤
ＨＣＣ８２７细胞胞膜，导致细胞中、重度损伤，内容物
释放，Ｋ＋和ＬＤＨ外漏，胞膜气球样变或细胞呈现出
裸核样变。值得注意的是，新型ＳＩＨＰ滤液及１∶１
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图４　金黄色葡萄球菌滤液及其稀释液与ＨＣＣ８２７细胞共孵育上清液中Ｋ＋、ＬＤＨ、ＩＬ６的浓度
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稀释液对ＨＣＣ８２７细胞的损伤严重，镜下细胞数显
著减少、状态很差，这很可能是其上清液 ＩＬ６含量
明显降低的原因。相比之下，新型ＳＩＨＰ滤液的１∶
３稀释液处理组中部分 ＨＣＣ８２７细胞仅表现为悬浮
生长，损伤较轻。可能是由于这部分细胞受到滤液

中的活性物质刺激，引发 ＩＬ６大量分泌，从而导致
上清液ＩＬ６含量明显升高。因此，新型 ＳＩＨＰ对肿
瘤细胞的活性同样具有双面性。然而，其滤液中抗

肿瘤活性物质的抑瘤作用远超某些因子通过诱导

ＩＬ６分泌、进而激活 ＪＡＫＳＴＡＴ３信号通路的促瘤作
用［２４］。
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新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌的微生物学特征
唐　伟１，２，冷贵云１，高　菊１，王亚武１，姚　杰１，周　强１，徐元宏２

（１安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥　２３０６０１；
２安徽医科大学第一附属医院检验科，合肥　２３００２２）

摘要　目的　探讨一种新型不完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＩＨＰ）的微生物学特征。方法　采用三点接种法检测溶血表
型，共纳入１１株新型ＳＩＨＰ和３３株随机匹配的完全溶血表型金黄色葡萄球菌（ＳＣＨＰ）。采用微量肉汤稀释法检测新型 ＳＩＨＰ
和ＳＣＨＰ的耐药特征，冻干兔血浆检测凝固酶活性，玻片法检测触酶活性，实时荧光定量ＰＣＲ检测溶血素基因ｍＲＮＡ水平，微
孔板法检测红细胞毒性，微孔板成膜结晶紫染色法检测生物膜形成能力，微量培养法监测生长曲线。结果　与ＳＣＨＰ相比，新
型ＳＩＨＰ的ｈｌａ、ｈｌｂ、ｈｌｃ和ｈｌｄ四种溶血素基因表达谱不同；新型ＳＩＨＰ对青霉素、苯唑西林、庆大霉素、喹诺酮类、克林霉素和复
方新诺明的耐药率更高；新型ＳＩＨＰ不仅具有更强的溶血毒性、血浆凝固酶活性和生物膜形成能力，而且对数期生长更快。结
论　新型ＳＩＨＰ的微生物学特征有别于ＳＣＨＰ，耐药性和致病性更强，应引起临床重视。
关键词　金黄色葡萄球菌；溶血素；溶血表型；微生物学特征；耐药性；致病性
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在皮肤或机体与外界相通的腔道，是一种十分重要

的条件致病菌，常引起局部化脓性或全身性感染。

金黄色葡萄球菌分泌的外毒素能够导致食物中毒、

烫伤样皮肤综合征或毒性休克综合征。金黄色葡萄

球菌连续多年都是分离率最高的革兰阳性病原
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