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摘  要：【目的】研究天然免疫系统中胞浆识别受体 NODs 及其信号通路在小鼠侵袭性肺曲霉

病(IPA)中的作用。【方法】小鼠随机分为正常对照组、正常+接种烟曲霉菌组(正常感染组)和免

疫抑制+接种烟曲霉菌组(IPA 组)，经鼻吸入烟曲霉孢子后在不同时相点处死小鼠，无菌取肺组

织分别进行病理切片，烟曲霉菌落计数，RT-PCR 法、Western blot 法动态检测小鼠感染烟曲霉

菌过程中肺组织 NOD1、NOD2、RIP2 mRNA 表达，促炎细胞因子 TNF-α含量的变化规律。【结

果】鼻吸入烟曲霉菌后 72 h 时，IPA 组肺组织出现严重炎症反应，并有大量的菌丝生成，同时

各时相点的烟曲霉菌负荷均高于正常感染组；与正常感染组比较，IPA 组 NOD1、RIP2 mRNA

持续低表达，而 NOD2 mRNA 则在感染最早期(24 h)异常高表达，而在随后的感染过程中一直

处于低表达状态；正常小鼠感染烟曲霉菌后，肺组织中促炎细胞因子 TNF-α在感染前期皆呈高

表达，且最高表达量均出现在 48 h 或 72 h，之后下降并恢复至正常水平。而 IPA 小鼠促炎症细

胞因子 TNF-α 缓慢且低水平释放。【结论】NOD1、RIP2 的表达受到长期抑制，NOD2 在感染

最早期的过度激活以及随后的抑制表达，引起促炎细胞因子低表达，可能导致了侵袭性肺曲霉

的发生发展。 
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Abstract: [Objective] To study the role of the nucleotide binding oligomerization domain-like receptor 
(NODs) and their signaling pathways in the pathogenesis of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in 
mice. [Methods] Mice were randomly divided into three groups: negative control, mice infected with 
Aspergillus fumigatus only and mice of combination of immunosuppression and Aspergillus fumiga-
tusinfection (IPA group). Only IPA mice were immunosuppressed with Cyclophosphamide (100 mg/d) 
for 2 d before Aspergillus fumigatus spores were inhaled into mice of different groups, normal saline 
was used instead for negative control. Then mice were killed at different time points and lung tissues 
were collected for biopsy and Aspergillus fumigatus colony count. RT-PCR and Western blot were used 
to measure NOD1, NOD2, RIP2 mRNA level and TNF-α protein expression in lung tissues, respec-
tively. [Results] At 72 h of post-infection, severe inflammation and a large number of hyphae were ob-
served in lung tissues of IPA mice. Their Aspergillus fumigatus load at all time points were higher when 
compared with mice infected with Aspergillus fumigatus only, and their NOD1 and RIP2 mRNA levels 
were continuously lower. While NOD2 mRNA was abnormally highly expressed at 24 h and stayed at 
low expression level afterwards. TNF-α was highly expressed in mice infected with Aspergillus fumi-
gatus only and reached the peak at 48 h and 72 h post-transfection. However, TNF- α was released 
slowly and lowly in IPA mice. [Conclusion] Persistently inhibited NOD1 and RIP2 expression along 
with late-stage inhibited NOD2 expression in IPA mice resulted in the low-expression of proinflamma-
tory cytokine, which may led to the development of invasive pulmonary aspergillosis. 

Keywords: Invasive pulmonary aspergillosis (IPA), NODs, RIP2, Pathogenesis 

侵袭性肺曲霉病(Invasive pulmonary aspergil-

losis，IPA)是烟曲霉菌(Aspergillus fumigatus)侵入

免疫受损宿主所导致的严重感染性疾病，近二十年

来，随着恶性肿瘤、HIV感染、白血病和器官移植

等免疫功能受损患者的增多，IPA的发病率呈上升

趋势，现已成为仅次于念珠菌病的主要肺部真菌感

染性疾病。侵袭性肺曲霉病以菌丝侵入及组织破坏

为主要特征，进一步发展可经血液播散导致骨骼、

脑、肝、肾、心脏等全身多器官受累，其病理表现

主要为急性坏死性出血性肺炎，预后极差，死亡率

高达 60%−95%。迄今侵袭性肺曲霉病的发病机理

仍不清楚。 

核苷酸结合寡聚域受体(The nucleotide bind-

ing oligomerization domain-like receptor，NODs)是

天然免疫系统中重要的一类胞浆内 PRRs。其代表

NOD1 和 NOD2 已被证实在抗细菌感染中起着重

要的作用，但其介导抗真菌感染的研究还很少[1]，

研究表明 A. fumigatus可以上调 NOD2的表达[2]。

本研究通过建立小鼠 IPA模型，无菌取肺组织进行

病理切片和烟曲霉菌落计数；提取肺组织总 RNA，

利用 RT-PCR法检测 NOD1、NOD2和 RIP2 mRNA

表达水平；提取总蛋白，利用蛋白印迹法检测下游

细胞因子 TNF-α 的表达水平，体内研究 NODs 信

号通路在小鼠 IPA发生发展中的作用，为进一步阐

明侵袭性肺曲霉的发病机理奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  动物及分组 

BALB/c 清洁级小鼠，雄性，6−8 周龄，     

20−25 g，上海西普尔-必凯实验动物中心提供。小

鼠随机分成 3组：(1) 正常对照组(Normal Group，

N)：正常健康小鼠(n=10)；(2) 正常感染组(N+A. 

fumigates)：正常健康小鼠感染烟曲霉菌组(n=10)；

(3) IPA组：免疫抑制小鼠感染烟曲霉菌组(n=10)。 

1.2  菌株及培养 

A. fumigatus (临床分离株，分离号：3910)，购

自中国医学真菌中心(南京)。将 A. fumigatus接种于

蔡氏固体培养基(NaNO3 3.0，K2HPO4 1.0，MgSO4 

0.5，KCl 0.5，Fe2(SO4)3 0.01，蔗糖 30.0，加 1 000 mL

蒸馏水溶解，调整 pH 为 5.5–5.6，加入 2%琼脂。    

1×105 Pa灭菌 20 min，4 °C保存)，置于霉菌恒温

培养箱中，26.5 °C恒温培养 4−7 d，收集孢子调整
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其浓度为 107 cells/mL，于 4 °C保存备用。 

1.3  实验试剂及 PCR 引物 

兔抗小鼠 β-Actin多抗，羊抗小鼠 TNF-α多抗，

HRP标记的山羊抗兔 IgG抗体，HRP标记的兔抗

山羊 IgG 抗体，Santa Cruz 公司；Trizol 试剂，

Invitrogen公司；TaKaRa RNA PCR Kit 3.0 (AMV)

试剂盒，大连宝生物工程有限公司；引物合成，上

海生工公司，PCR引物如表 1所示。 

1.4  小鼠 IPA 模型建立[3] 

IPA组小鼠分别腹腔注射 cy100 mg/(kg·d)，其它

两组小鼠腹腔注射等量的生理盐水，连续 2 d。除正

常对照组小鼠外，乙醚麻醉其它两组小鼠，取 1.1制

备的 50 μL 的烟曲霉孢子悬液，由鼻孔滴入，放松

腹部，小鼠即吸入菌液。为维持小鼠免疫抑制状态，

接种烟曲霉菌96 h时补充腹腔注射 cy100 mg/(kg·d)。 

1.5  小鼠肺组织烟曲霉菌培养(菌负荷) 

无菌条件下取 100 mg小鼠肺组织匀浆，稀释

100倍后取 0.1 mL接种于蔡氏固体培养基，5 d后

计数烟曲霉菌菌落数。 

1.6  小鼠肺组织病理观察 

取各组小鼠肺组织做石蜡切片，常规HE染色，

观察其病理变化。 

1.7  RT-PCR 检测小鼠肺组织中 NOD1、NOD2

和 RIP2 mRNA 的表达 

取 100 mg肺组织采用 Trizol法提取总 RNA，

逆转录合成 cDNA。采用 β-Actin作为内参。NOD1、

RIP2和 β-Actin的扩增产物大小分别为：261、264

和 409 bp。PCR扩增程序：94 °C 4 min；94 °C 30 s，

57.8 °C (NOD1、NOD2)，59.3°C (RIP2) 30 s，72 ºC 

60 s，共 30个循环；72 °C 10 min。取 10 μL扩增产

物进行 1.5%的琼脂糖凝胶电泳，应用凝胶成像系统

灰度扫描。 

1.8  Western blot 检测肺组织中 TNF-α含量 

取 100 mg 的肺组织匀浆提取总蛋白 [4]，

Bradford 法测定蛋白质浓度，40 μg 上样进行

SDS-PAGE电泳、转膜、封闭、杂交、显色，以 β-Actin

作为内参，所得结果灰度扫描后用 Bandscan 软件

进行分析。 

1.9  统计学分析 

采用 SPSS统计软件进行分析，计量资料以均

数±标准差(x±s)表示，组间比较采用 t检验，P<0.05

为有统计学差异。 

2  结果与分析 

2.1  小鼠肺部烟曲霉菌负荷 

IPA 组各时相点的肺组织菌落数多于正常感

染组，差异有显著性意义(P<0.05)；正常感染组   

72 h后各时相点菌落数显著减少，72 h后各时相点

与 48 h 前各时相点比较差异有显著性意义

(P<0.05)，见图 1。 
 
 

 
 
 
 

图 1  正常感染组和 IPA 组小鼠肺组织烟曲霉菌负荷趋势 
Figure 1  The trend of A. fumigates burden in lung tissue 
of normal mice with infection group and IPA group 
Note: N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group; #: P<0.05, 
vs at 24 h. 

 

表 1  实验所用引物 
Table 1  Primer sequences in this work 

Aim gene Sequences (5′→3′) Length (bp) 

β-Actin reverse/anti-reverse ACGGCCAGGTCATCACTATT/TAACAGTCCGCCTAGAAGCA 409 
NOD1 reverse/anti-reverse CAACAGGGAACATCTGGTCA/GAAGGGGAGAAGCCAATTTC 261 
NOD2 reverse/anti-reverse CCGTGTCCTGTTAACCTTTG/AGGATCAGCAGGTACATGTC 438 
RIP2 reverse/anti-reverse GCCATTGTGAGCCAGATGA/ATTTGAAGGCGGTGCTTTG 264 
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2.2  小鼠肺组织病理观察 

正常感染组小鼠肺组织病变广泛，可见充血及出

血，病变区域肺泡间隔增宽，有大量的中性粒细胞、

单核细胞和淋巴细胞浸润，未见菌丝生成；24−48 h，

IPA模型组小鼠肺组织炎症反应较正常+烟曲霉接种

组轻，有明显的充血、出血，大量的炎细胞浸润。

在吸菌后第 72−144 h，IPA模型组小鼠肺组织可见大

量的菌丝生成，肺脓肿，较严重的出血和充血，肺

泡间隔增宽，气管上皮细胞脱落，肺泡腔内多量纤

维素性渗出，并出现明显间质增生，如图 2所示。 

2.3  小鼠肺组织中 NODs、RIP2 mRNA 及

TNF-α蛋白动态表达 

2.3.1  NOD1 mRNA 表达动态分析：正常感染组感

染 24 h后 NOD1 mRAN表达量迅速上升，48 h达

到最高点，随后恢复至正常水平；与正常感染组比

较，IPA组 NOD1 mRAN表达趋势较平缓，表达量

在感染 24 h后缓慢上升，至 72 h达到最高点，随

后恢复至正常水平，如图 3所示。 
 

 
 

图 2  各组小鼠肺组织病理变化 
Figure 2  Results of HE staining of the lungs 

Note: A−E: N+A. fumigates group at 24, 48, 72, 120, 144 h; F−J: IPA group at 24, 48, 72, 120, 144 h. 
 

 
 

图 3  各组 NOD1 mRNA 动态表达及不同时相点 NOD1 基因 RT-PCR 产物电泳图 
Figure 3  The dynamic expression of NOD1 mRNA in different group and the product’s electrophoretogram of NOD1 

gene at different time point 
Note: N: Normal group; N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group. A: Normal group; B: N+A. fumigates group; C: IPA group. 1: Marker; 
2: 24 h; 3: 48 h; 4: 72 h; 5: 120 h; 6: 144 h. ▲: P<0.05, vs at 24 h in N+A. fumigates group; *: P<0.05, vs at 24 h in IPA group.  
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2.3.2  NOD2 mRNA 表达动态分析：正常感    

染组在感染24 h后NOD2 mRNA表达量迅速上升，

48 h时达到最高点后呈持续较高表达；与正常感染

组比较，IPA组在感染 24 h后表达量缓慢上升，至

48 h达到最高点后持续降低表达，最终回落至正常

水平，如图 4所示。 

2.3.3  RIP2 mRNA 表达动态分析：正常感染组

表达呈波浪状起伏，分别在 48 h和 120 h达到峰

值；与正常感染组比较，IPA 组表达持续下降，

120 h到最低点后再上升至正常水平，如图 5所示。 

 
 

 
 

图 4  各组 NOD2 mRNA 动态表达及不同时相点 NOD2 基因 RT-PCR 产物电泳图 
Figure 4  The dynamic expression of NOD2 mRNA in different group and the product’s electrophoretogram of NOD2 

gene at different time point 
Note: N: Normal group; N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group. A: Normal group; B: N+A. fumigates group; C: IPA group. 1: 24 h; 2: 
48 h; 3: 72 h; 4: 120 h; 5: 144 h. ▲: P<0.05, vs at 24 h in N+A. fumigates group; *: P<0.05, vs at 24 h in IPA group. 
 
 

 
 

图 5  各组 RIP2 mRNA 动态表达及不同时相点 RIP2 基因 RT-PCR 产物电泳图 
Figure 5  The dynamic expression of RIP2 mRNA in different group and the product’s electrophoretogram of RIP2 gene 

at different time point 
Note: N: Normal group; N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group. A: Normal group; B: N+A. fumigates group; C: IPA group.     
1: Marker; 2: 24 h; 3: 48 h; 4: 72 h; 5: 120 h; 6: 144 h. ▲: P<0.05, vs at 24 h in N+A. fumigates group; *: P<0.05, vs at 24 h in IPA 
group. 
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2.3.4  TNF-α 蛋白表达动态分析：正常感染组在

感染 24 h后 TNF-α蛋白的表达缓慢上升，72 h时

达到最高点后回落至正常水平；与正常感染组比

较，IPA组呈持续低表达，如图 6所示。 

2.4  各组同时相点 NODs、RIP2 mRNA 及

TNF-α蛋白表达比较 

2.4.1  各组同时相点 NODs、RIP2 mRNA 表达比

较：与正常组比较：正常感染组 NOD1 mRNA各

时相点表达量均上调(P<0.05)；NOD2 mRNA 在

48、72、144 h表达量上调(P<0.05)；RIP2 mRNA

在 48、120 h时相点表达量上调(P<0.05)。与正常

感染组比较，IPA 组 NOD1 mRNA 在 48、120、   

144 h时表达量降低(P<0.05)；NOD2 mRNA在各

时相点表达量降低(P<0.05)；RIP2 mRNA在 24、

48、120 h时表达量降低(P<0.05)，见图 7A−C。 

2.4.2  各组同时相点 TNF-α 蛋白表达比较：与正

常对照组比较，除 144 h 外，正常感染组 TNF-α

的表达量均上升(P<0.05)；与正常感染组比较，IPA

组 TNF-α表达量降低，其中在 48、72、120 h的差

异具有显著性意义(P<0.05)，见图 7D。 

3  讨论 

NODs 家族是新发现的一类重要的胞浆内

PRRs，以 NOD1 和 NOD2 为代表[5]。有大量研究

结果证明 NOD1 和 NOD2 介导的天然免疫在宿主

抗早期感染中起重要作用[6-10]。烟曲霉菌感染为细

胞内感染，NOD1 和 NOD2 是一类重要的胞浆内

受体，主要识别细胞内的病原体。如果 NODs确实

与抗烟曲霉菌感染有关的话，无论是通过直接识别

烟曲霉菌还是其他途径间接激活，其在清除烟曲霉

菌过程中应该起着很重要的作用。 

尽管 NOD1 和 NOD2 识别的配体不同，但是

它们启动相同的信号通路。目前所有的研究结果均

表明 RIP2 是 NOD 信号通路中的关键中间信号转

导分子[11-14]。RIP2活化后，可作用于 IKKs诱导激

活 NF-κB，活化的 NF-κB 入核启动相关的炎症基

因表达，释放细胞因子杀灭入侵的病原菌。细胞因

子具有调节细胞生理功能、介导炎症反应、参与免

疫应答和组织修复等多种生物学效应。有研究[14-19]

表明，Th1型细胞因子(IL-1β、TNF-α等)表达量的

升高有利于机体杀灭侵入体内的曲霉菌。 

本研究结果发现，正常小鼠感染烟曲霉菌后，

NOD1、NOD2 和 RIP2 的基因表达都有不同程度

的上调，表明正常宿主感染烟曲霉后激活了 NOD1

和 NOD2受体，并且通过 RIP2进行信号传导，与

张辉军等[20]早期的研究结果一致。但是免疫受损 
 

 
 

图 6  各组 TNF-α 蛋白动态表达及不同时相点 TNF-α 蛋白印迹产物 
Figure 6  The dynamic expression of TNF-α protein in different group and the western blotting gram of TNF-α protein at 

different time point 
Note: N: Normal group; N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group. A: Normal group; B: N+A. fumigates group; C: IPA group. 1: 24 h; 2: 
48 h; 3: 72 h; 4: 120 h; 5: 144 h. ▲: P<0.05, vs at 24 h in N+A. fumigates group; *: P<0.05, vs at 24 h in IPA group.  
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图 7  各组同时相点 NODs、RIP2 mRNA 及 TNF-α蛋白表达比较 
Figure 7  The expression of NODs, RIP2 mRNA and TNF-α protein at the same time in different groups 

Note: N: Normal group; N+Af: N+A. fumigates group; IPA: IPA group. #: P<0.05, vs N group; *: P<0.05, vs N+A. fumigates group. 
 

小鼠感染烟曲霉菌后出现了 NOD1、RIP2 mRNA

的持续低表达以及 NOD2 在感染最早期异常高表

达和随后的低表达。 

病灶组织的炎性细胞因子变化是病变局部炎

症反应的真实体现，测定其浓度变化有助于了解发

病机制。在曲霉菌病动物模型中，首先可以检测到

的细胞因子是 TNF-α；当 TNF-α 缺失时，可导致

感染动物极高的死亡率[21]。因此，TNF-α 在曲霉

菌的感染中起着重要的保护作用。本实验结果提

示，小鼠肺组织中细胞因子 TNF-α表达水平与 IPA

的病情及出血关系密切。感染前期，正常感染组小

鼠吸入烟曲霉菌后，肺组织中促炎细胞因子 TNF-α

表达水平也缓慢升高，其表达水平显著高于正常对

照组；结合肺组织菌负荷及肺组织病理切片结果，

说明正常小鼠感染烟曲霉菌前期即出现炎症反应，

以促炎细胞因子大量释放为主，通过产生炎症反应

清除烟曲霉孢子，抑制菌丝的形成；而 IPA组小鼠

吸入烟曲霉菌后，TNF-α表达水平上升缓慢，且显

著低于正常感染组，结合肺组织菌负荷和病理切片

结果，说明免疫受损小鼠感染烟曲霉菌后促炎细胞

因子分泌受到抑制，不能及时释放促炎细胞因子参

与炎症反应抑制菌丝生成，导致出现严重肺组织损

伤。Kamei等[22]实验表明，在烟曲霉感染动物模型

早期即可见 IFN-γ 伴随 IL-1α 和细胞间黏附分子



908 微生物学通报 Microbiol. China 2014, Vol.41, No.5 

 

http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

(ICAM-1)的释放而释放，而高水平的 IFN-γ可以增

强机体对真菌感染的抗病能力；相对应的，低水平

的 IFN-γ则促进曲霉病的发展。因此本实验后续将

测定 IFN-γ在模型中的表达也是极有意义的。 

模式识别受体识别微生物病原体是激活天然免

疫和适应性免疫的关键，多重的分子调控机制保证

了复杂适当的信号激活，然而信号通路中上游分子

的激活发生紊乱时其下游信号也会受到影响，最终

导致感染性疾病的发生[23]。本研究结果提示，NODs

信号通路参与了小鼠侵袭性肺曲霉病的发病过程。

在小鼠侵袭性肺曲霉病的发生过程中，NOD1 和

RIP2的表达受到长期抑制，NOD2在感染最早期的

过度激活以及随后的抑制表达，引起促炎细胞因子

的低表达，可能导致了侵袭性肺曲霉的发生发展。 
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