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摘要　目的　研究加德纳菌感染的小鼠和未感染的小鼠阴道上皮组织中的烯醇化酶和层黏连蛋白的差异情况，探讨烯醇化
酶和层黏连蛋白与细菌性阴道病的发病关系。方法　用来自细菌性阴道病患者阴道分泌物中分离、纯化、鉴定的加德纳菌菌
株，感染小鼠阴道，建立细菌性阴道病小鼠模型。将建模成功的小鼠和建模失败的小鼠分别定义为成功组和失败组。Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测两组小鼠阴道上皮组织中的烯醇化酶和层黏连蛋白的表达。统计建模成功率，比较两组烯醇化酶和层黏连蛋白的表
达差异。结果　１株阴道加德纳菌菌株感染１０只ＳＰＦ级ＫＭ小鼠，７只小鼠符合细菌性阴道病诊断标准，３只建模失败，建模
成功率７０％。成功组的小鼠阴道上皮组织中的层黏连蛋白和烯醇化酶的含量明显高于失败组（Ｐ＜０．０５）。结论　烯醇化酶
和层黏连蛋白在加德纳菌感染的小鼠和未感染小鼠的表达存在明显差异，这提示烯醇化酶和层黏连蛋白可能参与了加德纳

菌诱发的细菌性阴道病的发生。
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　　烯醇化酶是一种多功能蛋白，存在于多种病原
生物体的细胞内、细胞表面或分泌物中，能参与到外

界环境并与之发生作用［１－２］。烯醇化酶除了在糖酵

解过程中通过调节细胞生产能量的过程来保证细胞

ＡＴＰ水平、细胞的存活、细胞生理功能的执行［３－４］，

还能参与各种微生物侵袭宿主，主要是因为烯醇化

酶能与细胞外基质中的某些成份相互结合，如纤溶

酶原、层黏连蛋白，影响和调控细胞黏附、迁移、分化

和增殖［５－７］。金黄色葡萄球菌的烯醇化酶能与细胞

外基质层黏连蛋白相互作用，当抑制烯醇化酶时，金

黄色葡萄球菌和层黏连蛋白的结合会受到影

响［８－９］。既往未有研究阐明烯醇化酶与细菌性阴道

病发生之间的关系，也未见研究探讨其与层黏连蛋

白结合对加德纳菌的粘附性的影响。该研究将采用

动物模型探讨烯醇化酶和层黏连蛋白在细菌性阴道

病小鼠阴道上皮组织中的表达情况，旨在为研究烯

醇化酶和层黏连蛋白与细菌性阴道病的发病机制的

关系提供前期基础。

１　材料与方法

１．１　加德纳菌菌株来源　人源性阴道加德纳菌菌
株（Ｇａｒｄｎｅｒｅ．Ｖｈ０２１）由北京大学第一医院妇产科
微生态实验室提供。该研究获得北京大学第一医院

伦理委员会批准（２０２３３６６）。
１．２　主要试剂和仪器　烯醇化酶抗体（ＳＡＢ７０２，南
京川博生物技术有限公司），层黏连蛋白 γ１抗体
（ＨＰＡ００１９０８，ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ，美国），蛋白分子量
Ｍａｒｋｅｒ（上海碧云天生物技术公司，Ｐ００８０），ＧＡＰＤＨ
（ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ，ＡＦ７０２１，澳大利亚），ＥＣＬ发光
试剂盒（北京天根生化科技有限公司），ＰＶＤＦ膜（Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ，ＩＳＥＱ０００１０，美国）。电泳系统（ＢｉｏＲａｄ，美
国），凝胶成像系统（ＵｎｉｖｅｒｓａｌＶａｃｕｕｍＰｒｏｄｕｃｔｓＣｏｍ
ｐａｎｙ，ＧＥＬＤＯＣＩＴ３１０，美国），发光成像系统（上海勤
翔科学仪器有限公司，ＣｈｅｍｉＳｃｏｐｅ６１００）。
１．３　建立动物模型　１０只 ＳＰＦ级雌性昆明（ＫＭ）
小鼠，１８～２２ｇ，鼠龄６～８周，获赠于西安交通大学
实验动物中心。本研究经北京大学实验动物福利伦

理委员会（ＩＡＣＵＳ）审批通过（Ｓ２０２４２３０），整个实验
过程遵循伦理委员会关于动物实验的相关规定。
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参照Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［１０］建模方法，小鼠进行１周的
适应性饲养，再进行预处理。于菌液移植当天，将处

于对数生长期的阴道加德纳菌菌株稀释至１×１０８

ＣＦＵ／ｍｌ，取０．３ｍｌ缓慢注入小鼠阴道中，拎起鼠尾
使其呈头低臀高位保持 ３ｍｉｎ，１次／ｄ，连续重复
５ｄ。
１．４　分泌物检测及建模成功标准　于接种加德纳
菌菌株后第６天，小棉签取少量阴道分泌物，检测
ｐＨ值、进行氨试验，做分泌物涂片革兰染色镜检，采
用Ａｍｓｅｌ标准和 Ｎｕｇｅｎｔ评分结合的方法作为诊断
标准［１０］，同时符合Ａｍｓｅｌ标准和Ｎｕｇｅｎｔ评分双重诊
断标准的小鼠才被认定为建模成功。

１．５　阴道组织取材　麻醉后颈椎脱臼法处死小鼠，
切开阴道，展开后取中段大小约０５ｃｍ×１０ｃｍ阴
道组织装入ＥＰ管中，放入液氮中冻存。
１．６　蛋白制备　取小鼠阴道组织标本于液氮中研
磨后，移入新ＥＰ管，加入ＲＩＰＡ裂解液３５０μｌ，冰上
孵育３０ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，留取上清液冻
存。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测层黏连蛋白和烯醇化酶　
取上一步中准备好的蛋白标本１０μｌ进行行聚丙烯
酰胺凝胶电泳，转膜，封闭，置于封闭液稀释额的一

抗（层黏连蛋白抗体浓度１∶２００，烯醇化酶抗体浓
度１∶８００）及内参 ＧＡＰＤＨ（１∶１００００）抗体中４℃
过夜，洗膜去除残留的一抗，在置于二抗室温孵育２
ｈ，洗膜去除残留的二抗，暗室显影。
１．８　统计学处理　采用 ＳＰＳＳ２６０软件进行数据
分析，计量资料以中位数、四分位数间距表示，采用

非参数检验比较两组中位数，Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　加德纳菌感染小鼠阴道建立细菌性阴道病模
型的效果　本研究中的实验小鼠共１０只，其中７只
小鼠成功建立细菌性阴道病的小鼠模型，３只失败，
成功率７０％，小鼠的阴道微生态评价信息见表 １。
其中７只小鼠符合两个标准，３只小鼠（４号、５号）
不符合任一标准，１只小鼠（６号）符合 Ａｍｓｅｌ标准
而不符合Ｎｕｇｅｎｔ评分标准。
２．２　小鼠阴道上皮组织中层黏连蛋白表达情况　
将小鼠分为建模成功组和失败组，分别计算两组层

黏连蛋白含量的平均水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显
示，建模成功组的小鼠阴道组织中层黏连蛋白的含

量高于建模失败组（Ｐ＜００５）（图１）。

图１　层黏连蛋白在加德纳菌诱导的

细菌性阴道病小鼠阴道上皮组织中的表达情况
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表１　实验小鼠的阴道微生态评价情况

Ｔａｂ．１　Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｖａｇｉｎａｌｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｍｉｃｅ

Ｓｃｏｒｅ
Ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｅａｃｈｍｉｃｅ

１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０
Ｎｕｇｅｎｔｓｃｏｒｅ ７ ８ ８ ３ ２ ４ ９ ８ ９ ６
Ａｍｓｅｌｃｒｉｔｅｒｉａ ＋ ＋ ＋ － － － ＋ ＋ ＋ ＋
　Ｈｏｍｏｇｅｎｅｏｕｓｔｈｉｎｖａｇｉｎａｌ
　Ｄｉｓｃｈａｒｇｅ

＋ － ＋ － － － － ＋ ＋ ＋

　ｐＨｏｖｅｒ４．５ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ －
　Ａｍｉｎｅｏｄｏｒ － ＋ － － － ＋ ＋ － ＋ ＋
　Ｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｃｌｕｅｃｅｌｌｓ ＋ ＋ ＋ － － ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２．３　小鼠阴道上皮组织中烯醇化酶的表达情况　
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，烯醇化酶在小鼠阴道上
皮组织中均能检出，其中成功组小鼠阴道组织中的

含量高于建模失败组（Ｐ＜００５）（图２）。

３　讨论

　　动物模型是研究疾病的发病机制、诊治策略乃
至开发新药的基础［１０］。虽然在细菌性阴道病的动

物模型方面有不少探索，但是一直缺乏突破性的进

展，最主要的原因是该病的确切发病机制仍然不

清［１０］。在细菌性阴道病动物模型的菌种选择方面，

早年常用的菌种有金黄色葡萄球菌、大肠埃希菌、
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图２　烯醇化酶在加德纳菌诱导的

细菌性阴道病小鼠阴道上皮组织中的表达情况
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淋球菌、绿脓杆菌，多数选取其中一个菌种，有的是

由多个菌种混合的致病菌［１１－１２］。然而这些菌种的

最大问题是，在被感染小鼠的阴道中会发生明确的

炎症表现，这与细菌性阴道病的疾病特征不符。

２０１７年，Ｇｉｌｂｅｒｔｅｔａｌ［１３］的研究中用阴道加德纳菌建
立细菌性阴道病动物模型时发现：动物阴道组织无

明显炎症表现，而其阴道上皮细胞脱落与黏附细菌、

感染程度和唾液酸酶活性水平相关，证实了阴道加

德纳菌在建立细菌性阴道病方面的优势。２０１９年，
Ｇｉｌｂｅｒｔｅｔａｌ［１４］用阴道加德纳菌和普雷沃菌共同感
染动物建立细菌性阴道病模型，证实了唾液酸酶活

性、上皮细胞脱落在细菌性阴道病（ｂａｃｔｅｒｉａｌｖａｇｉｎｏ
ｓｉｓ，ＢＶ）发病中的表现。在本研究中，为了阐明阴
道加德纳菌在细菌性阴道病发病过程的作用，单独

采用了来自ＢＶ患者的加德纳菌菌株感染小鼠诱发
ＢＶ的发生。另外本研究检测了所有小鼠的 Ａｍｓｅｌ
特征和Ｎｕｇｅｎｔ评分，同时满足两个诊断标准才认定
为ＢＶ发生。结果在７只 ＢＶ小鼠阴道中均检测到
线索细胞阳性，而无急性炎症性表现。这些结果再

次证实加德纳菌单独感染小鼠建立 ＢＶ模型，符合
ＢＶ的临床特征，适合用于ＢＶ的研究。另外组织炎
性细胞和炎症因子可能并不参与加德纳菌感染引起

的阴道鳞状上皮细胞的脱落。

细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）包括细

胞间质和基底膜，它的组成成分主要包括以下两大

类：经典ＥＣＭ和非经典 ＥＣＭ。经典 ＥＣＭ主要起支
持作用，其中主要包括胶原蛋白、层黏连蛋白、纤维

蛋白、弹性蛋白、蛋白聚糖以及硫酸乙酰肝素蛋白聚

糖等；非经典 ＥＣＭ包括骨桥蛋白、骨结合蛋白以及
一些小分子的分泌蛋白［１５－１７］。层黏连蛋白是细胞

外基质的重要调节因子，是由α、β、γ链组成的三聚
体［１８］。层黏连蛋白之间、层黏连蛋白与其他基底膜

成分之间的相互作用，对基底膜带的形成起非常重

要的作用，能稳定Ⅳ型胶原形成的网络，加固基底膜
的稳定性［１８］。研究［１９］表明层黏连蛋白具有增强细

胞间黏附的作用，亦能调控细胞的黏附、迁移、分化

和细胞增殖。本研究显示，阴道上皮组织中层黏连

蛋白表达量高的小鼠，其阴道加德纳菌建模成功率

高。推测可能是层黏连蛋白增加了加德纳菌与小鼠

上皮细胞的黏附性，使得阴道加德纳菌的定植增加，

促使细菌性阴道病的发生。

烯醇化酶是一种多功能蛋白，基本功能是参与

糖酵解反应，故其一般大量表达于细胞质中，而近年

来研究发现它也能定位在细胞核和细胞表面上，甚

至分泌到胞外。这类在细胞表面或分泌的烯醇化酶

参与了病原生物与宿主的相互作用，在病原生物侵

袭宿主的过程中起到了重要的作用［２０］。有研

究［２１－２２］显示肺炎链球菌表面的烯醇化酶能够激活

宿主纤溶系统，表现出对组织侵袭相关的特性。将

肺炎链球菌的烯醇化酶基因突变，再用突变的菌株

感染小鼠，研究者［２３］发现突变后的菌株侵袭力急剧

下降，毒力丧失，充分说明了烯醇化酶在肺炎链球菌

侵袭宿主过程中的重要作用。Ａ型链球菌、嗜水气
单胞菌、白色念珠菌等，其表面都有烯醇化酶的存

在，这些烯醇化酶也都能与人的纤溶系统相作用，从

而参与感染人体的过程［２４］。本研究显示，建模成功

的小鼠阴道上皮组织中的烯醇化酶的含量较建模失

败组的含量明显高，提示烯醇化酶可能参与了细菌

性阴道病的发生和发展。建模成功组的烯醇化酶和

层黏连蛋白均呈高表达，这提示烯醇化酶可能是通

过与层黏连蛋白相互结合增强了阴道加德纳菌的黏

附性、进而增加了加德纳菌在阴道中的定植。如果

阴道加德纳菌内有大量的烯醇化酶表达，则有可能

提高阴道加德纳菌的糖酵解效率，使阴道加德纳菌

的糖酵解效率比阴道乳杆菌的糖酵解效率高。推测

上述过程有可能与细菌性阴道病发病机制存在相关

性，然而这还需要更多的研究来证实。

综上所述，随着烯醇化酶在胞膜的研究越来越
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多，其参与细菌更多功能的过程可能会逐渐增多。

烯醇化酶和层黏连蛋白可能与细菌性阴道病的发生

发展有密切相关性，然而，其究竟是通过何种具体的

机制引发了该病的发生发展，尚需进一步研究。
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