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氯化锂抑制铜绿假单胞菌感染引起的炎性反应调节机制研究
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　　摘　要：目的　探讨氯化锂（ＬｉＣｌ）在铜绿假单胞菌感染时对炎性反应的调节作用。方法　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬｉＣｌ应用的有

效性；实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＰＣＲ）检测铜绿假单胞菌感染的巨噬细胞和中性粒细胞中炎症因子的表达；流式细胞术检

测铜绿假单胞菌感染前后巨噬细胞和中性粒细胞凋亡情况。结果　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，ＬｉＣｌ能在巨噬细胞和中性粒细胞中

促进糖原合成激酶３，９位丝氨酸的磷酸化［ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）］，上调β连环蛋白（βｃａｔｅｎｉｎ）的表达，证明ＬｉＣｌ应用的有效性；ｑＰＣＲ

结果显示，在铜绿假单胞菌感染后，ＬｉＣｌ促进抑炎因子的表达，抑制促炎因子的表达；流式细胞术结果显示，在铜绿假单胞菌感染

后，ＬｉＣｌ促进巨噬细胞和中性粒细胞的凋亡。结论　在铜绿假单胞菌感染后，ＬｉＣｌ通过调节炎性因子的分泌和炎性细胞的凋亡

发挥免疫负调节作用。
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　　铜绿假单胞菌是广泛存在于自然界的革兰阴性条件致病

菌，可引起多种机会感染，如医院获得性肺炎等。尽管抗菌药

物的治疗可以控制细菌感染，却不可逆转因细菌感染引起的过

度炎性反应［１］。因此，如何在杀菌的同时抑制过度炎性反应引

起的免疫病理损伤是治疗细菌感染的关键。作为一个小分子

化合物，ＬｉＣｌ可参与调控 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ通路（经典 Ｗｎｔ通

路），其通过促进ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）９位丝氨酸的磷酸化，同时

抑制ＧＳＫ３β酶活性，抑制βｃａｔｅｎｉｎ的降解，使βｃａｔｅｎｉｎ在胞

浆中累积并转移到胞核促进靶基因的转录，参与调控多种生理

或病理过程［２］。研究报道，ＬｉＣｌ可发挥抑制炎性作用，如在

ＬＰＳ诱导的炎性反应
［３］、ＴＬＲ介导的慢性小肠炎中抑制炎性

反应［４］，在病原体感染如弗朗西斯氏菌感染中发挥抑制炎性作

用［５］。然而，ＬｉＣｌ在铜绿假单胞菌感染中的炎症调控作用尚

未知。除了调节炎性反应，ＬｉＣｌ可调节细胞凋亡。据报道，

ＬｉＣｌ促进巨噬细胞
［６］和神经细胞［７］的凋亡；抑制淋巴细胞［８］

和上皮细胞［９］的凋亡。然而，ＬｉＣｌ对铜绿假单胞菌感染的巨

噬细胞和中性粒细胞的凋亡的调节尚不清楚。本研究针对

ＬｉＣｌ对炎性因子的分泌和炎症细胞凋亡的调节进行研究，明

确在铜绿假单胞菌感染时ＬｉＣｌ对炎性反应的调控作用。作者

研究发现，在铜绿假单胞菌感染时，ＬｉＣｌ通过调节细胞因子的

表达，促进炎症细胞的凋亡，发挥抑制炎性反应的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养　ＲＡＷ２６４．７细胞培养于ＤＭＥＭ 完全培养基

中，于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养。中性粒细胞取自ＳＰＦ级

６周龄雌性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠的骨髓细胞。Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心

法分离小鼠骨髓中的中性粒细胞，培养于ＲＰＭＩ１６４０完全培

养基中，于３７℃，５％ＣＯ２ 培养箱中培养。进行试验时，在培养

基中加入１０ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ／１０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，刺激细胞１ｈ，更

换原培养基后进行试验。

１．２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　蛋白裂解液收集细胞蛋白，蛋白定量后，

经ＳＤＳＰＡＧＥ电泳按相对分子质量大小分离蛋白后，转膜至

硝酸纤维膜上，５％脱脂奶粉室温孵育１ｈ，４℃过夜孵育ｐ

ＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）（１∶１０００）和βｃａｔｅｎｉｎ（１∶１０００）的一抗，洗膜

后孵育抗兔二抗。曝光法检测ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）和βｃａｔｅｎｉｎ

的表达水平。

１．３　ｑＰＣＲ　ＴＲＩｚｏｌ法提取 ＲＮＡ。将１μｇＲＮＡ 反转录成

ｃＤＮＡ，ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ进行ＲｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ扩增，检测白细胞

介素１０（ＩＬ１０）、白细胞介素６（ＩＬ６）、白细胞介素１β（ＩＬ１β）、
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肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）的表达。ＩＬ１０、ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα

和管家基因βａｃｔｉｎ的引物序列见表１。

表１　　引物序列

表达

产物
引物序列（５′→３′） 上下游

βａｃｔｉｎ ＧＡＴＴＡＣＴＧＣＴＣＴＧＧＣＴＣＣＴＡＧＣ 上游

ＧＡＣＴＣＡＴＣＧＴＡＣＴＣＣＴＧＣＴＴＧＣ 下游

ＩＬ１０ ＡＧＣＴＧＧＡＣＡＡＣＡＴＡＣＴＧＣＴＡＡＣＣＧＡＣ 上游

ＣＴＴＧＡＴＴＴＣＴＧＧＧＣＣＡＴＧＣＴＴＣＴＣＴＧ 下游

ＩＬ６ ＣＡＣＡＡＧＴＣＣＧＧＡＧＡＧＧＡＧＡＣ 上游

ＣＡＧＡＡＴＴＧＣＣＡＴＴＧＣＡＣＡＡＣ 下游

ＩＬ１β ＣＧＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡＧＡＧＣ 上游

ＴＧＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＧＧＴＣＣＡＣＧ 下游

ＴＮＦα ＣＡＣＡＧＡＡＡＧＣＡＴＧＡＴＣＣＧＣＧＡＣ 上游

ＴＧＣＣＡＣＡＡＧＣＡＧＧＡＡＴＧＡＧＡＡＧＡＧ 下游

１．４　流式细胞术　收集ＬｉＣｌ或ＮａＣｌ处理过的铜绿假单胞菌

感染前后的单细胞悬液。细胞悬液避光孵育于含５μＬ膜联蛋

白（ＡｎｎｅｘｉｎＶ）和５μＬ碘化丙啶（ＰＩ）的结合缓冲液，流式细胞

仪上分析细胞凋亡情况（ＰＩ阳性细胞数量）。

１．５　统计学处理　用ＳＰＳＳ１９．０进行统计分析，计量资料以

狓±狊表示，组间比较用配对狋检验，以犘＜０．０５表示差异有统

计学意义。

２　结　　果

２．１　ＬｉＣｌ应用的有效性　ＬｉＣｌ可调节 Ｗｎｔ／βｃａｔｅｎｉｎ信号通

路，通过促进ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）丝氨酸的磷酸化，使 ＧＳＫ３β酶

活性丧失，βｃａｔｅｎｉｎ表达增高。因此，检测ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）和

βｃａｔｅｎｉｎ的蛋白水平以验证ＬｉＣｌ应用的有效性。实验结果显

示，在巨噬细胞（图１Ａ）和中性粒细胞（图１Ｂ）中，相对于ＮａＣｌ

处理组，ＬｉＣｌ均能上调ＰＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）和βｃａｔｅｎｉｎ的表达，证

明ＬｉＣｌ在细胞中应用的有效性。

　　注：在ＬｉＣｌ或ＮａＣｌ处理的巨噬细胞（Ａ）和中性粒细胞（Ｂ）中用蛋

白印迹的方法检测ｐＧＳＫ３β（Ｓｅｒ９）和βｃａｔｅｎｉｎ蛋白水平的表达。数

据来源于３次独立实验。

图１　　ＬｉＣｌ应用的有效性

２．２　ＬｉＣｌ调节炎性因子的分泌　为了研究ＬｉＣｌ对炎性因子

分泌的调节作用，ＬｉＣｌ或 ＮａＣｌ处理细胞后，采用ＰＣＲ的方法

检测了铜绿假单胞菌感染前后炎性因子的表达。实验结果显

示，在铜绿假单胞菌感染巨噬细胞６ｈ后，ＬｉＣｌ促进抑炎因子

ＩＬ１０（图２Ａ）的表达，抑制促炎因子ＩＬ６（图２Ｂ）和ＴＮＦα（图

２Ｄ）的表达，而对ＩＬ１β（图２Ｃ）的表达无影响。在中性粒细胞

中，ＬｉＣｌ在感染后６ｈ促进抑炎因子ＩＬ１０（图２Ｅ）的表达，抑

制促炎因子ＩＬ６（图２Ｆ）、ＩＬ１β（图２Ｇ）和ＴＮＦα（图２Ｈ）的表

达。在巨噬细胞和中性粒细胞未受细菌感染时ＬｉＣｌ对各炎性

因子无调节作用（图２Ａ～Ｈ，０ｈ）。此结果提示ＬｉＣｌ在铜绿

假单胞菌感染的巨噬细胞和中性粒细胞中抑制炎性反应。

　　注：在铜绿假单胞菌感染前后的巨噬细胞（ＡＤ）和中性粒细胞（Ｅ

Ｈ）中用ＰＣＲ的方法检测ＬｉＣｌ或 ＮａＣｌ处理后炎性因子ＩＬ１０、ＩＬ６、

ＩＬ１β和ＴＮＦα基因水平的变化。数据来源于３次独立实验，用狓±狊

来表示，犘＜０．０５；０ｈ和６ｈ分别表示铜绿假单胞菌未感染及感染后

６ｈ。

图２　　ＬｉＣｌ调节炎性因子的分泌

２．３　ＬｉＣｌ促进炎性细胞的凋亡　除了炎性因子的分泌，炎性

细胞的凋亡也是调控炎性反应的一个重要措施。流式细胞术

检测ＬｉＣｌ对细菌感染前后巨噬细胞和中性粒细胞凋亡的调

节。实验结果显示，在细菌感染巨噬细胞后，ＬｉＣｌ处理组早期

凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ单阳性）和晚期凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ和

ＰＩ双阳性）数量增多（图３Ａ）；在细菌感染中性粒细胞后，ＬｉＣｌ

处理组早期凋亡细胞（ＡｎｎｅｘｉｎＶ单阳性）数量增多（图３Ｂ）。

然而，在细菌感染前，ＬｉＣｌ对巨噬细胞和中性粒细胞的凋亡均

无影响（图３Ａ、３Ｂ）。

　　注：在铜绿假单胞菌感染前后的巨噬细胞（Ａ）和中性粒细胞（Ｂ）中

用流式细胞术的方法检测细胞凋亡；数据来源于３次独立实验。

图３　　ＬｉＣｌ促进细胞凋亡
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３　讨　　论

ＬｉＣｌ作为情绪稳定剂可临床应用于精神双相障碍
［１０］的治

疗，并在肺炎克雷伯菌感染［１１］、胰腺炎［１２］、糖尿病［１３］中有潜在

的治疗作用，然而在铜绿假单胞菌感染时，ＬｉＣｌ发挥的作用还

尚未知。本研究发现，ＬｉＣｌ可通过调节细胞因子的分泌和炎

性细胞的凋亡，在铜绿假单胞菌感染时发挥免疫负调节作用。

据报道，ＬｉＣｌ在多种疾病中可抑制炎性反应而抑炎机制

不尽相同；在精神双向障碍中，ＬｉＣｌ通过抑制炎性因子 ＴＮＦ

α、ＩＬ１β和活性氮自由基的表达抑制炎性反应
［３］；在肺炎克雷

伯菌感染时，ＬｉＣｌ通过抑制炎性因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６和细

胞趋化因子等抑制炎性反应［１１］；Ａｂｅｄ等
［１２］报道ＬｉＣｌ通过抑

制炎性反应中的多形核细胞的活性在胰腺炎中发挥抑炎作用。

本研究发现，ＬｉＣｌ通过调节多个细胞因子，抑炎因子ＩＬ１０和

促炎因子ＩＬ６、ＩＬ１β、ＴＮＦα，在铜绿假单胞菌感染的巨噬细

胞和中性粒细胞中发挥炎症负调节作用。

炎症细胞的凋亡是机体降低炎性反应的另一策略。ＬｉＣｌ

可调节多种细胞的凋亡。研究报道，ＬｉＣｌ促进巨噬细胞
［６］和

神经细胞［７］的凋亡，抑制急性Ｔ淋巴细胞白血病细胞
［８］和肾

小管上皮细胞［９］的凋亡。因此，不同的细胞类型或不同的刺激

条件，ＬｉＣｌ调节凋亡的作用存在差异。流式细胞术结果显示，

在铜绿假单胞菌感染时，ＬｉＣｌ促进巨噬细胞和中性粒细胞的

凋亡。

综上所述，ＬｉＣｌ通过调节炎性因子的分泌和炎性细胞的

凋亡抑制炎性反应。本研究发现ＬｉＣｌ在铜绿假单胞菌感染时

有免疫负调节作用，为感染引起的宿主过度炎性反应的治疗提

供了备选方案。
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