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研究核苷酸结合寡聚化结构域
"
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%信号在天然抗结核免疫中的作用&方法
!

平板计数法评价
'PR"

信

号对人肺泡巨噬细胞杀结核分枝杆菌效应的影响$流式细胞术和聚合酶链反应"

X*S

%检测
'PR"

的表达$实时荧光定量
X*S

检

测一氧化氮合成酶"

6'P(

%和
R)Z/\2S'.

的表达水平$还原型二氯荧光素"

RZ*V

%探针法测定活性氧"

SP(

%水平&结果
!

'PR"

信号增强了人肺泡巨噬细胞对结核分枝杆菌
V%8SU

的杀灭&

'PR"

信号刺激后!人肺泡巨噬细胞中一氧化氮"

'P

%的分

泌和
R)Z/\

的表达均有所增加!但
SP(

水平变化不明显&结论
!

'PR"

可能通过诱导
'P

和抗菌肽
R)Z/\

的产生参与了早期

的抗结核感染免疫&
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结核病是由结核分枝杆菌所致的以呼吸系统感染为主的

慢性传染病)结核病是严重威胁着人类健康#同时也给社会带

来沉重负担的疾病)目前#全世界现有结核病患者
"&&&

万#

每年新发病例约
4&&

万#每年死亡人数高达
%&&

万#结核病防

治的形势非常严峻)我国是结核防治负担最重的国家之一#结

核病患病人数位居世界第
"

#仅次于印度#被世界卫生组织列

为全球
""

个结核病高负担国家之一#每年新发肺结核病患者

!/3

万)尤其是耐药性结核分枝杆菌的出现更使结核病的防

治面临巨大的挑战#因此寻找新的抗结核杆菌感染的方法有着

重要的意义)核苷酸结合寡聚化结构域
"

$

'PR"

&是一种胞内

模式识别受体#属于
'PR

样受体$

'+S

&家族)现已证实#

'PR"

在炎性因子产生和抗铜绿假单胞菌,肺炎链球菌等呼吸

道感染中发挥着重要作用'

!-"

(

)有研究表明#

'PR"

缺陷的小

鼠对胞内结核分枝杆菌的控制能力大大下降'

%

(

#这提示
'PR"

可能在天然抗结核免疫中同样起着至关重要的作用)然而#

'PR"

究竟通过何种机制来调控和影响抗结核免疫仍不清楚)

笔者利用人肺泡巨噬细胞为研究对象#揭示了
'PR"

信号对

其抗结核分枝杆菌活性的影响#并对产生这种影响的机制作了

初步的探讨)
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材料与方法

B#B

!

巨噬细胞来源
!

巨噬细胞分离自
!3

例志愿者的支气管

肺泡灌洗液#

!3

例志愿者均来自广东省人民医院呼吸病中心#

均为抗人类免疫缺陷病毒
!

,

"

型$

VOU-!

,

"

&阴性#胸片正常#

无结核暴露史)

B#C

!

人肺泡巨噬细胞的分离和培养
!

参考有关文献'

/

(#行支

气管肺泡灌洗术)收集灌洗液#

"&&&A

"
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离心后#弃上清#

用
SXMO!$/&

培养液$含
3Q

小牛血清&重悬细胞)

B#D

!

结核分枝杆菌的培养,感染与计数
!

将人肺泡巨噬细胞

按每孔
"d!&

3 接种于
"/

孔板#按细胞比细菌
3k!

的比例加

入结核分枝杆菌
V%8SD

$

.9**"3$!,

&#

%8e

孵育
!@

#用磷酸

盐缓冲液$

X\(

&洗涤
3

次#洗去胞外的细菌#加入终浓度为
!&

"

1

"

2+

的镁依赖性磷酸酶$

MRX

&#

O0D6D:];0

公司#

%8e

分别

培养
&

,

"/

,

/,

,

8"@

后#加入
&#!Q9A6<:0 !̂&&

裂解细胞#将裂

解液移入无菌环氧树脂$

)X

&管中#

!&&&&A

"
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离心
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去上清#用
3&&

"

+M6HH?;>A::G8V4

培养液重悬#作
!&

倍倍比

稀释后#涂
M6HH?;>A::G8V!!

$含
!&QP.R*

&平板#

%8e

#保

持湿度培养
!/

!

"!H

#计数菌落数)
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胞内
'PR"

蛋白的流式检测
!

离心收集人肺泡巨噬细

胞#加入破膜缓冲液$

\6:?;

1

;0H

公司&,羊抗人
'PR"

和相应同

型对照$

\6:?;

1

;0H

公司&#

/e

作用
"&260

#洗涤细胞
!

次#加入

异硫氰酸荧光素$

ZO9*

&标记的驴抗羊
O

1

]

$

(=0<=*AE_

公司&#
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避光作用
"&260

#洗涤后用
!Q

多聚甲醛固定后#于流式细

胞仪上机检测)

B#F

!

一氧化氮$

'P

&的检测
!

将人肺泡巨噬细胞按每孔
"d

!&

3 铺
"/

孔板#在每孔中加入
X\(

或终浓度为
!&

"

1

"

2+

的

MRX

和
!

"

1

"

2+

脂多糖$

+X(

#

O0D6D:];0

公司&#

%8 e

#

3Q

*P

"

培养
"/@

#收集上清#按试剂盒$碧云天公司&操作说明书

检测
'P

水平)

B#G

!

'PR"

,一氧化氮合成酶$

6'P(

&与
R)Z/\

基因表达的检

测
!

采用实时荧光定量聚合酶链反应$

S9-X*S

&法#引物设计

见表
!

)收集经过不同处理的人肺泡巨噬细胞#按照
*=<A6-

2:L-!/9MS'.

提取纯化试剂盒$

9=c=S=

公司&的说明提取

总
S'.

#取
"

"

1

S'.

提取物按照
S9-X*S

试剂盒$

9=c=S=

公司&操作说明书进行
S9-X*S

)

S9-X*S

反应!

"

"
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单链

R'.

模板,

"d(̀ \SXA;26L)̂ 9=

N
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,

&#&3 22:?
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H'9X
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引物
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"

+

,

3&dS:LA;B;A;0C;H

I

;

,灭菌去

离子水补足至
"&

"

+

#

43e

预变性
!&7

#

43e37

,

$&e%&7

#

共
/&

个循环)以
].XRV

为内参照#采用
"

K

$$

*9相对定量法

进行计算#

X*S

定量以相对于对照组的变化倍数形式表示)

B#R

!

活性氧类$

SP(

&检测
!

将人肺泡巨噬细胞按每孔
"d

!&

3 铺
"/

孔板#用对
SP(

敏感的还原型二氯荧光素$

R*ZV

&

荧光探针$碧云天公司&标记细胞#在每孔中加入
X\(

或终浓

度为
!&

"

1

"

2+

的
MRX

和
!

"

1

"

2++X(

#用
)0U676:0

多标记

分析系统在激发光
/,302

#发射光
3%302

测定细胞内产生的

荧光量的变化#反映细胞内
SP(

的产生量)

B#S

!

统计学处理
!

各组实验独立重复
%

次#用
(X((!%#&

软

件分析结果#各样本处理前后
'P

水平,

6'P(

与
R)Z/\

相对

表达量和
R*ZV-R.

荧光强度均以
Fa<

表示#两组间比较采

用
6

检验#

!

%

&#&3

为差异有统计学意义)

表
!

!!

各基因
S;=?<62;X*S

引物的设计

基因名称 上游引物$

3j

&

%j

& 下游引物$

3j

&

%j

&

].XRV .99]9**]9*]*9.]9**]9 *.]*9]9999]]9*]*.*]..

6'P( ]].*.99..*..*..*]].. .]9]9*.9]*....9*9*9**

'PR" ..9.].]*9].].*]**99 ]9*9]]9..]].99.9]*.9

R)Z/\ .]999]9]*9.99*].*] ]].**.]9]*9.99*]9

C

!

结
!!

果

C#B

!

'PR"

在人肺泡巨噬细胞中的表达
!

流式细胞术结果显

示#人肺泡巨噬细胞胞浆中存在
'PR"

蛋白的表达#同时#

X*S

结果表明
'PR"

基因在该细胞中也有表达#见图
!

)

!!

.

!流式细胞术检测人肺泡巨噬细胞中的
'PR"

%

\

!

X*S

检测人

肺泡巨噬细胞
'PR"

的表达%

M=AG;A

!蛋白质标记物)

图
!

!!

'PR"

在人肺泡巨噬细胞中的表达

图
"

!!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞抗结核

分枝杆菌活性的影响

C#C

!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞抗结核分枝杆菌活性的影

响
!

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞对结核分枝杆菌
V%8SD

在

胞内生长的控制能力明显增强)从
/,@

以后#加入
MRX

组和

未加入
MRX

组开始出现差异#

8"@

时未加入
MRX

组的胞内

细菌数为
MRX

处理组的
"#!/

倍#见图
"

)

C#D

!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
'P

分泌及
6'P(

表达的影

响
!

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞
'P

的分泌和
6'P(

的表达

均有不同程度的增强#见图
%

#但较阳性对照
+X(

的作用弱)

!!

.

!

'P

的分泌水平%

\

!

6'P(

的表达水平)

图
%

!!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
'P

分泌

及
6'P(

表达的影响

图
/

!!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
SP(

分泌的影响

C#E

!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
SP(

分泌的影响
!

MRX

-
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刺激后#人肺泡巨噬细胞
SP(

的分泌变化并不明显#见图
/

)

而作为阳性对照的
+X(

却诱导了明显的
SP(

产生)

C#F

!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
R)Z/\

表达的影响
!

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞中抗菌肽
R)Z/\

基因的表达明

显上调#见图
3

)

图
3

!!

'PR"

信号对人肺泡巨噬细胞
R)Z/\

表达的影响

D

!

讨
!!

论

'PR"

是一种胞内模式识别受体#其与配体结合后#可以

诱发一系列炎性因子的产生'

3-8

(

#从而在抗感染免疫中发挥重

要作用)近年来#关于
'PR"

对抗胞内菌感染的贡献日益受

到人们的关注#这其中就包括了结核分枝杆菌的感染'

,

(

)有研

究表明#

'PR"

缺陷的小鼠控制结核分枝杆菌的能力明显减

弱'

%

(

#说明
'PR"

在天然抗结核免疫中具有重要作用)

巨噬细胞既是结核分枝杆菌寄生的场所#同时又是抗结核

免疫的主要效应细胞)最近#人们发现
'PR"

可以在人肺泡

巨噬细胞中表达'

4

(

#但其在结核天然免疫中的作用及机制并不

清楚)笔者利用流式细胞术和
X*S

的方法分别在蛋白和基因

水平证实了
'PR"

在人肺泡细胞中的表达)在天然抗结核免

疫中#巨噬细胞主要通过
'P

和
SP(

的分泌,自噬作用及抗菌

肽的释放来杀灭胞内结核分枝杆菌'

!&-!!

(

)有研究证实#

'PR"

信号刺激能诱导自噬酶
OS]M

的高表达和抗菌肽
++%8

的分

泌#从而增强巨噬细胞杀灭结核分枝杆菌的效应'

!"

(

)本研究

结果也表明#

'PR"

信号刺激能增强人肺泡巨噬细胞对胞内结

核分枝杆菌的控制)为了进一步阐明这种效应的作用机制#笔

者评价了
'PR"

信号刺激对人肺泡巨噬细胞
'P

,

SP(

及另外

一种重要的抗菌肽...

R)Z/\

的分泌或表达的影响)研究结

果显示#

MRX

刺激后#人肺泡巨噬细胞中
'P

的分泌和

R)Z/\

的表达水平明显增加#这提示
'PR"

可能通过这两者

在抗结核天然免疫中发挥作用)令人意外的是#

MRX

刺激后#

SP(

水平变化并不明显#这可能与
'PR"

信号激发的基因表

达谱有关)

总而言之#本研究结果提示
'PR"

可能参与了早期的抗

结核感染免疫#从而阻止疾病的进展)这种效应与其诱导的

'P

和抗菌肽
R)Z/\

的产生有关#而与
SP(

关系并不明显#

其具体机制仍待进一步研究证实)

参考文献

'

!

(

V6

FF

;07<6;?(

#

P

F

6<_\

#

(C@2;CG\

#

;<=?#+E0

1

;

F

6<@;?6E2=7=

7;0<60;?=0H;BB;C<:A7

I

7<;260

F

0;E2:06=--2:?;CE?=A2;C@=06727

:B

F

=<@:

1

;0A;C:

1

06<6:0=0H76

1

0=?<A=07HEC<6:0

'

T

(

#S;7

F

6AS;7

#

"&&$

#

8

$

!

&!

48#

'

"

(

c=00;

1

=0<69R

#

+=2G=0B6M

#

'l;_]#O0<A=C;??E?=A'PR-?6G;A;-

C;

F

<:A760@:7<H;B;07;=0HH67;=7;

'

T

(

#O22E06<

I

#

"&&8

#

"8

$

/

&!

3/4-334#

'

%

(

R6D=0

1

=@6M

#

M:7<:J

I

(

#

*:E?:2>;Z

#

;<=?#'PR"-H;B6C6;0<26C;

@=D;62

F

=6A;HA;767<=0C;<:M

I

C:>=C<;A6E2<E>;ACE?:76760B;C<6:0

<@A:E

1

@H;B;C<6D;600=<;=0H=H=

F

<6D;622E06<

I

'

T

(

#TO22E0:?

#

"&&,

#

!,!

$

!&

&!

8!38-8!$3#

'

/

(

TE=A;_)

#

'E;_*

#

(=H=)

#

;<=?#R6BB;A;0<6=?;L

F

A;776:0:B9:??-?6G;

A;C;

F

<:A7:0@E2=0=?D;:?=A2=CA:

F

@=

1

;7=0H=E<:?:

1

:E7

F

;A6

F

@-

;A=?2:0:C

I

<;7

'

M

(

#S;7

F

6AS;7

#

"&!&

#

!!

$

!

&!

"#

'

3

(

X=AGTV

#

c62 ]̀

#

'l;_]#SO*c

F

A:2:<;760B?=22=<6:0=0H?;-

<@=?6<

I

=B<;A

1

A=2-0;

1

=<6D;>=C<;A6=?60B;C<6:06026C;7<62E?=<;H

J6<@?6

F

:

F

:?

I

7=CC@=A6H;

'

T

(

#O0B;C<O22E0

#

"&&4

#

88

$

/

&!

!3$4-

!38,#

'

$

(

W;A<7*

#

?;\:EA@67+

#

+6ET

#

;<=?#':H!=0H0:H"60HEC;**+3

"

S.'9)(<@A:E

1

@<@;'Z-G=

FF

=\

F

=<@J=

I

'

T

(

#)EATO22E0:?

#

"&&8

#

%8

$

4

&!

"/44-"3&,#

'

8

(

)G2=0.c

#

*=AH;??+P#9@;;L

F

A;776:0=0HBE0C<6:0:B':H-?6G;

A;C;

F

<:A7600;E<A:

F

@6?7

'

T

(

#O22E0:?:

1I

#

"&!&

#

!%&

$

!

&!

33-$%#

'

,

(

T:)c#M

I

C:>=C<;A6=?60<;A=C<6:0J6<@600=<;A;C;

F

<:A7

!

9+S7

#

*-

<

IF

;?;C<607

#

=0H'+S7

'

T

(

#*EAAP

F

60O0B;C<R67

#

"&&,

#

"!

$

%

&!

"84-

",$#

'

4

(

\A::G7M'

#

S=

5

=A=2 MU

#

._=H.c

#

;<=?#'PR"C:0<A:?7<@;0=-

<EA;:B<@;60B?=22=<:A

I

A;7

F

:07;=0H7E>7;

N

E;0<B=<;:BM

I

C:-

>=C<;A6E2<E>;ACE?:767=0HM#>:D67\*]60@E2=02=CA:

F

@=

1

;7

'

T

(

#*;??M6CA:>6:?

#

"&!!

#

!%

$

%

&!

/&"-/!,#

'

!&

(

.2;A.P

#

(J=07:0M(#.E<:

F

@=

1I

67=0622;H6=<;2=CA:

F

@=

1

;

A;7

F

:07;<:+;

1

6:0;??=

F

0;E2:

F

@6?=

'

T

(

#*;??M6CA:>6:?

#

"&&3

#

8

$

$

&!

8$3-88,#

'

!!

(

.2;A.P

#

\

I

A0;\]

#

(J=07:0M(#M=CA:

F

@=

1

;7A=

F

6H?

I

<A=07B;A

F

=<@:

1

;07BA:2?6

F

6HA=B<D=CE:?;7<:=E<:

F

@=

1

:7:2;7

'

T

(

#.E<:-

F

@=

1I

#

"&&3

#

!

$

!

&!

3%-3,#

'

!"

(

TEmA;_)

#

*=AA=0_=*

#

V;A0m0H;_-(m0C@;_Z

#

;<=?#'PR";0-

@=0C;7<@;600=<;A;7

F

:07;:B=?D;:?=A2=CA:

F

@=

1

;7<:M

I

C:>=C-

<;A6E2<E>;ACE?:76760@E2=07

'

T

(

#)EATO22E0:?

#

"&!"

#

/"

$

/

&!

,,&-,,4#

$收稿日期!

"&!3-&"-",

&

$上接第
!%%8

页&

!!

<@;BA;

N

E;0C

I

=0H

F

=<<;A0:B7E><;?:2;A;A;=AA=0

1

;2;0<76060H6-

D6HE=?7J6<@H;D;?:

F

2;0<=?H67=>6?6<6;7

'

T

(

#TM;H];0;<

#

"&&$

#

/%

$

$

&!

/8,-/,4#

'

8

(

+60=AH:

F

:E?:E)U

#

W6??6=27)M

#

Z=0 `

#

;<=?#VE2=07E><;-

?:2;A;7=A;@:<7

F

:<7:B60<;AC@A:2:7:2=?A;C:2>60=<6:0=0H

7;

1

2;0<=?HE

F

?6C=<6:0

'

T

(

#'=<EA;

#

"&&3

#

/%8

$

8&33

&!

4/-!&&#

'

,

( 张菁菁#胡平#罗春玉#等
#

应用多重连接依赖探针扩增技术快速

检测胎儿染色体非整倍体与结构异常'

T

(

#

中华医学遗传学杂志#

"&!/

#

%!

$

!

&!

!!-!3#

'

4

(

]6

1

0=CT

#

R=067c

#

96@

I

Z

#

;<=?#XA;0=<=?H;<;C<6:0:B7E><;?:2;A6C

A;=AA=0

1

;2;0<7>

I

2E?<6-7E><;?:2;A;ZO(V60=C:@:A<:BB;<E7;7

J6<@2=

5

:A2=?B:A2=<6:07

'

T

(

#.2T M;H ];0;<.

#

"&&$

#

!/&

$

"/

&!

"8$,-"883#

'

!&

(

\AE0:R+

#

\EA

1

;779

#

S;0V

#

;<=?#V6

1

@-<@A:E

1

@

F

E<=0=?

I

767:B

C@A:2:7:2;=>0:A2=?6<

I

607

F

:0<=0;:E7 267C=AA6=

1

;E760

1

=0

M+X. 7E><;?:2;A; =77=

I

J6<@ =0 =0C6??=A

I

ZO(V <;7<B:A

F

:?

IF

?:6H

I

'

T

(

#.2TM;H];0;<.

#

"&&$

#

!/&

$

"/

&!

"8,$-"84%#

$收稿日期!

"&!3-&%-!&

&

-

&/%!

-

国际检验医学杂志
"&!3

年
3

月第
%$

卷第
!&

期
!

O0<T+=>M;H

!

M=

I

"&!3

!

U:?#%$

!

':#!&


