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要!通过
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#分别刺激树突状细胞和巨噬细胞!发现巨噬细胞中
O;)J

丝氨酸蛋白酶
#

"

O;)J:0)2*0

N

0

N

;2H+:0#

!

EC@*#

#基因的表达随着刺激时间的延长呈现下调的变化趋势!提示巨噬细胞中的
EC@*#

受

到
bK4

的调控$为了进一步证实
bK4

刺激的特异性!实验建立
=4=

"

90:25(,+):;'U+;2;2:92)(:

#病毒感染巨噬细胞

模型!采用荧光定量
KIV

!免疫荧光方法分别从
EC@*#

的蛋白水平和定位上研究
EC@*#

的变化与
bK4

刺激巨噬细胞

产生效应的相关性%构建了
EC@*#

基因过表达的质粒
N

ZO!6EC@*#6OJ

!采用
MbW4J

!

0̀:;0)*Y,';

及荧光定量
KIV

等方法!检测过表达
EC@*#

对巨噬细胞产生和分泌炎症因子
Wb6T

"

W*;0),0(a2*6T

#及
Wb6$\

"

W*;0),0(a2*6$\

#的影响$实

验结果表明'

EC@*#

仅在
bK4

刺激巨噬细胞的体系中受到调控!且过表达的
EC@*#

会上调巨噬细胞
Wb6$\

和
Wb6T

的

表达水平$

关键词!巨噬细胞%

bK4

%

=4=

%免疫荧光%

Wb6T

中图分类号!

V!D#
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文献标志码!
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引
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言

近年来%人们对固有免疫的研究不断深入%主要

集中于树突状细胞'巨噬细胞'

?Z

细胞在病毒'细

菌等病原微生物感染机体后产生的免疫调控过

程(

$

)

&固有免疫识别病原相关分子模式通过细胞表

面的模式识别受体%目前已报道十多种类型的模式

识别受体(

#

)

&其中
7bVQ

是目前研究得比较深入的

模式识别受体家族成员之一%主要通过细菌的细胞

壁组成成分激活细胞内多种免疫应答效应%控制外

来微生物的感染&

脂多糖
bK4

"

,2

N

'

N

',

<

:+55/+)2H0

#是革兰氏阴性

细菌的细胞壁成分%能够引发多种免疫细胞发生形

态%功能以及细胞内基因表达的变化%并导致宿主细

胞因子失控的表达%引起严重感染'器官损伤以及休

克等多种疾病的产生(

!

)

&研究表明%

bK4

能够被细

胞表面的
7bVQ

识别%并将信号传递至胞内%激发

下游的多条信号%如
@JKZ

"

U2;'

3

0*+5;29+;0H

N
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;02*a2*+:0
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"
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5/+2*60*/+*50)'-+5;29+;0HY50,,

#等信号途径%引

发细胞内一系列固有免疫分子的表达%如细胞因子

"

5

<

;'a2*0

#和趋化因子"

5/0U'a2*0

#%包括
Wb6$

"

W*6

;0),0(a2*6$

#%

Wb6T

"

W*;0),0(a2*6T

#%

Wb6$#

"

W*;0),0(6

a2*6$#

#%

7?[6+

"

7(U')*05)':2:-+5;')6+

#以及趋化

因子
Wb6B

"

W*;0),0(a2*6B

#等等&

7bV

家族不仅能够

启动天然免疫应答%还是连接天然免疫和获得性免

疫应答的枢纽(

Q

)

&

水疱性口炎病毒"

90:25(,+):;'U+;2;2:92)(:

%

=4=

#属于单链
V?J

病毒&研究表明%

=4=

能够

被细胞的
7bVR6D

识别%介导机体抗病毒的效应(

%

)

&

O7VJ#

%也称作
PU2

&

O7VJ#

*

PU2

是一种

定位于线粒体的丝氨酸蛋白酶%定位于线粒体的

PU2

是其全长的前体形式%

?

端的
7@

"

;)+*:U0U6

\)+*0H'U+2*

#结构域%丝氨酸蛋白酶结构域%

I

端

的结合结构域&

PU2

的成熟建立在
?

端的
7@

结

构域的丢失(

T

)

&

PU2

的高级结构是通过结晶学分析



证实%以三聚体的形式发挥功能(

R

)

&目前的功能研

究已证实%

O7VJ#

*

PU2

参与细胞凋亡的事件%主

要包括以下两个方面!

+

#

O7VJ#

*

PU2

可以与
iW6

JK

"

i

染色体连锁凋亡抑制蛋白#之间的相互作用%

直接利用其自身具有的蛋白酶活性引起细胞凋

亡(

B

)

$

\

#

O7VJ#

*

PU2

可以与
O+F6$

相互作用%引

发细胞自噬性凋亡(

D

)

&

目前还没有关于
O7VJ#

*

PU2

在免疫系统中

的研究报道&探索
O7VJ#

*

PU2

参与免疫效应的

调控以及与免疫炎症因子
Wb6T

'

Wb6$\

之间的关系%

可以进一步了解
O7VJ#

*

PU2

蛋白的功能%同时也

为临床免疫诊断及研究提供更多有价值的信息&

!
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材料与方法
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!

材料

V090):07)+*:5)2

N

;+:0@6@b=

'

4CYVK)0U2F

MF7+

j/

以及相关限制性内切酶购自
7+a+)+

公

司&

O7VJ#

抗体购自
VkX

公司%

*

6+5;2*

抗体购

自碧云天公司&线粒体
U+)a0)IPiW=

一抗购自

J\5+U

公司&

1

0;KMW

转染试剂购自
K',

<N

,(:7)+*:6

-05;2'*

公司&

bK4

购自
42

3

U+

公司%硫羟乙酸盐肉

汤购自
YX

公司&免疫荧光二抗'

@'(:0Wb6T

MbW4JV0+H

<

640;6L'Z2;

购自
0Y2':520*50

&蛋白

定量试剂盒
K20)50YIJK)';02*J::+

<

Z2;

购自

7/0)U'

&所有细胞都在
%SIP

#

%

!R̂

培养条件下

培养%培养液为
$"S[Y4

"

['0;+,Y'92*040)(U

#的

X@M@

"

X(,/055'f:@'H2-20HM+

3

,0f:@0H2(U

#&

$>#

!

方法

$>#>$

!

原代巨噬细胞'巨噬细胞系培养

$>#>$>$

!

小鼠腹腔巨噬细胞
@

2

"

U+5)'

N

/+

3

0

#的

培养

实验前
!

天%向每只小鼠腹腔内注入硫羟乙酸

盐肉汤
$Ub

&动物处死后收集腹腔液分离巨噬细

胞并计数%以
#>%d$"

T 个*
Ub

的细胞密度接种于

#Q

孔培养板&培养
$#/

后%弃培养液%用
X@M@

培养基冲洗
$

#

#

次%再加入新鲜的培养液%置于

%SIP

#

%

!R̂

条件培养&

$>#>$>#

!

小鼠巨噬细胞系
VJ #̀TQ>R

的培养

VJ #̀TQ>R

从液氮中取出%置于
!R̂

水浴中迅

速解冻%复苏后%用新鲜培养基重悬%以
#>%d$"

T

个*
Ub

的细胞密度接种于
#Q

孔培养板置于
%S

IP

#

%

!R̂

条件培养&

$>#>#

!

免疫荧光法

QS

多聚甲醛室温固定
#"U2*

&

KY4

洗
!

次%

!""

#

%""

"

b">#S 7)2;'*i6$""

透膜
$%U2*

&

KY4

洗
!

次%

%U2*

*次&

%S Y4J

封闭
">%

#

$/

&

加入一抗
Q̂

孵育过夜&

KY4

洗
!

次%

%U2*

*次&

滴加荧光二抗%室温避光
!"U2*

&避光清洗%

%U2*

*

次%

!

次&避光
XJKW

复染%封片&

$>#>!

!

荧光定量
KIV

$

"

3

*

UbbK4

分别刺激细胞不同的时间点&

收集刺激后的细胞%按照
7+a+)+

公司的
7)2G',

使

用说明书'

V090):07)+*:5)2

N

;+:0@6@b=

'

4CYV

K)0U2FMF7+

j/

"

K0)-05;V0+,72U0

#说明书提取

V?J

%反转录成
5X?J

%进行荧光定量
KIV

分析

EC@*#

'

&7-T

'

&7-$K

基因
UV?J

表达情况&相关引物

均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成&

$>#>Q

!

=4=

病毒的扩增

OMZ#D!

细胞接种于直径
$"5UX2:/

待细胞

生长至
B"S

%加入
=4=

病毒%

!

#

QH

细胞全部病变

后收集细胞&

I:I,

密度梯度离心纯化病毒之后%接

种
OMZ#D!

细胞于
DT

孔培养板&待细胞生长至

T"S

#

R"S

%感染经梯度稀释的纯化病毒%本实验病

毒稀释范围为
$"

R

#

$"

$#倍&

%SIP

#

%

!R̂

培养
%H

开始观察记录空斑%至第
$"H

止%采用
7IWX%"

"

;2:6

:(05(,;()02*-05;290H':0

#法计算病毒滴度(

$"

)

&

$>#>%

!

MbW4J

分析
O7VJ#

过表达后
&7-T

及
&7-$K

变化

将细胞铺于
$#

孔培养板&待细胞生长至

B"S

%移去旧的培养基%每孔加入
$Ub

的新鲜

X@M@

培养基及转染试剂%将去内毒素的过表达质

粒转入细胞%培养
#Q/

&弃掉旧培养液%加入含

bK4

的新鲜培养液%刺激不同的时间点&收集细胞

培养液%按照
@'(:0Wb6TMbW4JV0+H

<

640;6L'Z2;

说明书分析其中
Wb6T

的蛋白含量&

$>#>T

!

0̀:;0)*Y,';

检测蛋白水平的变化

将细胞铺于
$#

孔培养板&待细胞生长至

B"S

%移去旧的培养基%分别用
$

"

3

*

Ub

的
bK4

刺

激不同的时间点%收集细胞&加入蛋白裂解液冰上

裂解
!"U2*

&通过
YIJ

法进行蛋白定量%以每管

%"

"

3

蛋白样品分装于
$>%Ub

的
MK

管中%加入
%

d4X4

蛋白上样缓冲液%煮沸
$"U2*

%

AB"̂

保存

备用&配制
$"S

的
4X46KJLM

凝胶电泳板%每孔

加入
%"

"

3

蛋白样品进行电泳%硝酸纤维膜"

K=X[

#

转移'封闭后%再分别用抗
*

6+5;2*

'

O7VJ#

的抗体

作为一抗%用相应的荧光二抗进行杂交%最后用红外

线成像系统"

PH

<

::0

<

#检测
K=X[

膜上二抗的荧光

信号(
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)

&
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!

统计学处理

统计学软件采用
MF50$#""R

%所有定量实验均

重复
!

次%各组数据以/均值
c

标准差0表示&组间

比较用
C

检测%

M

,

"N"%

代表差异显著%

M

,

">"$

代

表差异极显著&

'

!

结
!

果

#>$

!

bK4

刺激
@

2

及
VJ #̀TQ>R

细胞不同时间点

EC@*#UV?J

特异性表达情况

!!

通过荧光定量
KIV

%以
bK4

刺激对照组
"/

时

目的基因
UV?J

相对
1

-*AC&+

的比值为
$

%其他时间

段样品均与
"/

样品相比&结果表明在巨噬细胞系

VJ #̀TQ>R

"见图
$+

#及腹腔巨噬细胞"见图
$\

#中%

EC@*#

的
UV?J

变化趋势基本一致%随着刺激时间

的延长
EC@*#

的
UV?J

表达被下调&为了进一步

研究是
bK4

的刺激影响了
EC@*#UV?J

在巨噬细

胞中表达差异的特异性%以
=4=

刺激代替
bK4

&

结果 表 明 目 的 基 因
UV?J

在 巨 噬 细 胞 系

VJ #̀TQ>R

"见图
$5

#及腹腔巨噬细胞"见图
$H

#表

达水平并没有显著差异&此外%为了验证
bK4

刺

激%

EC@*#UV?J

在巨噬细胞中表达差异的特异性%

以培养的骨髓来源的树突状细胞代替巨噬细胞&结

果表明
bK4

刺激不同时间点发现目的基因
UV?J

表达水平并没有显著差异"见图
$0

#&

图
$

!

EC@*#UV?J

在巨噬细胞中特异性表达的情况

#>#

!

bK4

刺激
@

2

及
VJ #̀TQ>R

细胞不同时间点

EC@*#

蛋白水平和定位变化的情况

!!

由于
EC@*#UV?J

在
bK4

刺激巨噬细胞时下

调%用同样的处理方法进一步研究
EC@*#

蛋白质水

平的变化&结果表明%内源
EC@*#

蛋白质随着刺激

时间的延长在巨噬细胞系
VJ #̀TQ>R

"见图
#+

#及

腹腔巨噬细胞"见图
#\

#中呈下调趋势%与
UV?J

的下调一致&有研究表明
EC@*#

定位在线粒体

中(

$#

)

%用同样的处理方法%通过抗体标记线粒体

U+)a0)IPiW=

"红色荧光#和内源
EC@*#

"绿色荧

光#来检测
EC@*#

定位变化&结果表明%在验证之前

报道的
EC@*#

定位在线粒体之后%发现在巨噬细胞

系
VJ #̀TQ>R

"见图
#5

#及腹腔巨噬细胞"见图
#H

#

中随着刺激的时间延长有部分内源
EC@*#

从线粒体

中离开%并形成点状聚集&

%B!

第
!

期 韩文正等!

bK4

与巨噬细胞中
EC@*#

的表达及相关性研究



图
#

!

EC@*#

在巨噬细胞中蛋白质水平和定位变化情况

#>!

!

EC@*#

基因过表达后
Wb6T

及
Wb6$\

的变化

通过荧光定量
KIV

%结果表明在
EC@*#

基因过

表达的情况下%

&7-T

"见图
!+

#'

&7-$K

"见图
!\

#的

UV?J

表达水平在
bK4

刺激
VJ #̀TQ>R

细胞的不

同时间较对照组均有升高&通过
MbW4J

分析
bK4

刺激
VJ #̀TQ>R

细胞不同时间的细胞上清%发现在

EC@*#

基因过表达的情况下%细胞上清中
Wb6T

的蛋

白含量较对照组均有明显的增加"见图
!5

#&

图
!

!

EC@*#

过表达后
Wb6T

及
Wb6$\

的变化情况

/

&&

0代表
M

,

">"$

%/

&

0代表
M

,

">"%

$

!

讨
!

论

细菌脂多糖
bK4

(

$!

)是革兰氏阴性菌细胞壁的

成分%能够被
7bVQ

所识别&

bK4

刺激巨噬细胞或

树突状细胞是模拟机体抗细菌感染免疫&

bK4

能

够与
bYK

"

bK4\2*H2*

3N

)';02*

#及受体蛋白
IX$Q

分子形成复合物%当
7bVQ

与该复合物结合时%能

激活下游的多条信号途径%如
@JKZ

'

?[6

.

Y

途径

等%进而将信号传递至核内(

$Q

)

&

@JKZ

家族是一

组重要的丝*苏氨酸蛋白激酶%通过调节下游底物的

磷酸化水平来激活细胞内的多种转录因子&部分被

激活的转录因子能够作用于多种免疫炎症因子如
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&7-T

'

&7-$K

等基因启动子序列上的重要位点%调节免

疫应答(

$%

)

&

疱疹性口炎病毒
=4=

是一种由感染能力的病

毒颗粒%能够被巨噬细胞摄取%并被
7bVR6D

所识

别&

=4=

刺激巨噬细胞是模拟机体抗病毒感染免

疫&

=4=

的
V?J

链能够与巨噬细胞胞内
7bVR6D

形成复合物%启动下游信号途径%主要产生
W[?

来

对抗病毒的感染免疫%从而调节免疫应答(

$T

)

&

实验结果表明%在
bK4

存在条件下刺激巨噬细

胞时%会引起
EC@*#

基因特异的表达差异&而
bK4

刺激专职抗原递呈的树突状细胞(

$R

)时及巨噬细胞

抗病毒(

$B

)免疫时%

EC@*#

基因的表达没有变化&随

着
bK4

刺激时间的延长%

EC@*#

蛋白质下调和
EC@*#

UV?J

变化趋势基本一致%但已证实蛋白质水平的

变化不仅受到
UV?J

转录(

$D

)水平的影响还受到转

录翻译后修饰(

#"

)的影响%故在原代巨噬细胞和细胞

系中
EC@*#

蛋白质水平的变化并不完全一致&伴随

bK4

刺激
EC@*#

由线粒体中释放出来%提示这一释

放使其重新定位并参与
bK4

引发事件中去&此外%

过表达的
EC@*#

能够通过一系列信号途径%促进免

疫炎症因子
Wb6T

'

Wb6$\

的表达&

EC@*#

可能参与某

一种或多种家族成员之间的作用来实现对转录因子

的调控%进而影响免疫炎症因子(

#$

)的表达&

EC@*#

基因在免疫系统中的潜在作用及其具体作用机制还

有待继续探索研究&如
EC@*#

在
bK4

刺激时%增强

了
Wb6T

'

Wb6$\

表达和分泌&这些结果将为免疫炎

症因子表达调控的研究提供一定的参考意义&
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