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  摘 要:目的 探讨c-Jun氨基末端激酶(JNK)在单增李斯特菌(LM)感染小鼠腹腔巨噬细胞过程中,对于

炎症复合体活化与装配的作用,及其与毒力因子李斯特菌溶血素(LLO)的关系。方法 将小鼠腹腔巨噬细胞

随机分为SP处理组、未处理组及阴性对照组(NI),每组3个复孔。SP处理组用JNK抑制剂SP600125预处理

小鼠腹腔巨噬细胞1
 

h,除 NI外,其余各组巨噬细胞感染野生型LM(WT-LM)
 

24
 

h,酶联免疫吸附实验

(ELISA)检测上清液中白细胞介素(IL)-18的表达;免疫荧光观察细胞内炎症复合体的关键蛋白组分ASC斑

点(ASC-speck)的形成情况;Western
 

blot检测 WT-LM 感染小鼠腹腔巨噬细胞不同时相点JNK的磷酸化水

平。同时使用LM的△hly 和△hly::hly 突变株感染小鼠腹腔巨噬细胞,观察胞内ASC-speck
 

的形成情况及

不同时相点JNK蛋白的磷酸化水平。结果 SP处理组IL-18的表达水平与未处理组相比明显降低,差异有统

计学意义(P<0.05),免疫荧光法发现SP处理组ASC-speck阳性的细胞百分比明显低于未处理组,差异有统

计学意义(P<0.01)。Western
 

blot结果显示p-JNK在 WT-LM感染10
 

min时即明显升高,40
 

min
 

时达到峰

值,持续至少120
 

min。LM的突变株感染实验中,免疫荧光结果显示△hly 感染组ASC-speck阳性细胞的百分

比较 WT-LM感染组明显降低,差异有统计学意义(P<0.01),而LLO重新表达的△hly::hly 感染组,ASC-
speck阳性细胞数得到明显恢复,与野生型LM组相比差异无统计学意义(P

 

>0.05)。Western
 

blot结果看到

p-JNK在△hly 突变株感染后40
 

min有显著表达,而在80
 

min和120
 

min后出现骤然减弱甚至消失。结论 
JNK信号通路参与调控LM感染过程中炎症复合体的活化,并且在JNK参与活化过程中,与LLO密切相关。

关键词:c-Jun氨基末端激酶; 李斯特菌溶血素; 炎症复合体; 李斯特菌,单核细胞增生; 白细胞介

素-18
DOI:10.3969/j.issn.1673-4130.2019.20.005 中图法分类号:Q789,R378
文章编号:1673-4130(2019)20-2454-06 文献标识码:A

The
 

role
 

of
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

in
 

inflammasome
 

formed
 

by
 

listeria
 

monocytogenes
 

infection*

LIU
 

Qianqian1,SHEN
 

Yanna2

(1.Department
 

of
 

Clinical
 

Laboratory,Children's
 

Hospital
 

Affiliated
 

to
 

Zhengzhou
 

University/Zhengzhou
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Children's
 

Inftection
 

and
 

Immunity,Zhengzhou,Henan
 

450012,China;
2.Tianjin

 

Medical
 

University
 

School
 

of
 

Medical
 

Laboratory,Tianjin
 

300203,China)
Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

effect
 

of
 

c-Jun
 

N-terminal
 

kinase
 

(JNK)
 

on
 

the
 

activation
 

and
 

as-
sembly

 

of
 

inflammasomes
 

in
 

mice
 

with
 

peritoneal
 

macrophages
 

infected
 

with
 

Listeria
 

monocytogenes
 

(LM),
and

 

its
 

relationship
 

with
 

virulence
 

factor
 

LLO.Methods Mouse
 

peritoneal
 

macrophages
 

were
 

randomly
 

divid-
ed

 

into
 

SP
 

treatment
 

group,untreated
 

group
 

and
 

negative
 

control
 

group
 

(NI),with
 

3
 

duplicate
 

wells
 

in
 

each
 

group.In
 

the
 

SP
 

treatment
 

group,the
 

mouse
 

peritoneal
 

macrophages
 

were
 

pretreated
 

with
 

JNK
 

inhibitor
 

SP600125
 

for
 

1
 

h.Except
 

for
 

NI,the
 

other
 

macrophages
 

were
 

infected
 

with
 

wild-type
 

LM
 

(WT-LM)
 

for
 

24
 

h,
the

 

expression
 

of
 

interleukin
 

(IL)-18
 

in
 

supernatant
 

was
 

detected
 

by
 

enzyme-linked
 

immunosorbent
 

assay
 

(ELISA).The
 

formation
 

of
 

ASC-speck,a
 

key
 

protein
 

component
 

of
 

intracellular
 

imflammasome
 

was
 

observed
 

by
 

immunofluorescence;The
 

phosphorylation
 

of
 

JNK
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

of
 

WT-LM
 

infected
 

mice
 

at
 

different
 

time
 

points
 

was
 

dectected
 

by
 

Western
 

blot.At
 

the
 

same
 

time,△hly
 

and
 

△hly::hly
 

mutants
 

of
 

LM
 

were
 

used
 

to
 

infect
 

mouse
 

peritoneal
 

macrophages,and
 

the
 

formation
 

of
 

intracellular
 

ASC-speck
 

and
 

the
 

phos-
phorylation

 

level
 

of
 

JNK
 

protein
 

at
 

different
 

time
 

points
 

were
 

observed.Results The
 

expression
 

level
 

of
 

IL-18
 

in
 

the
 

SP
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

untreated
 

group
 

(P<0.05).Immunofluo-
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rescence
 

showed
 

that
 

the
 

percentage
 

of
 

ASC-speck
 

positive
 

cells
 

in
 

the
 

SP
 

treatment
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

untreated
 

group
 

(P<0.01).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

p-JNK
 

increased
 

signifi-
cantly

 

at
 

10
 

min
 

after
 

WT-LM
 

infection
 

and
 

peaked
 

at
 

40
 

min
 

for
 

at
 

least
 

120
 

min.In
 

the
 

LM
 

mutant
 

infection
 

experiment,the
 

immunofluorescence
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

percentage
 

of
 

ASC-speck
 

positive
 

cells
 

in
 

the
 

△hly
 

infected
 

group
 

was
 

significantly
 

lower
 

than
 

that
 

in
 

the
 

WT-LM
 

infected
 

group,the
 

difference
 

was
 

statis-
tically

 

significant
 

(P<0.01),and
 

the
 

LLO
 

re-expressed
 

△hly
 

in
 

the
 

hly-infected
 

group
 

(△hly::hly
 

group),
the

 

number
 

of
 

ASC-speck
 

positive
 

cells
 

was
 

significantly
 

restored,and
 

there
 

was
 

no
 

significant
 

difference
 

com-
pared

 

with
 

the
 

wild-type
 

LM
 

group
 

(P>0.05).Western
 

blot
 

results
 

showed
 

that
 

p-JNK
 

was
 

significantly
 

ex-
pressed

 

40
 

min
 

after
 

infection
 

of
 

△hly
 

mutant,but
 

suddenly
 

decreased
 

or
 

even
 

disappeared
 

at
 

80
 

min
 

and
 

120
 

min.Conclusion JNK
 

signaling
 

pathway
 

is
 

involved
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

activation
 

of
 

inflammasomes
 

dur-
ing

 

LM
 

infection
 

and
 

is
 

closely
 

related
 

to
 

LLO
 

during
 

JNK
 

involvement
 

in
 

activation.
Key

 

words:c-Jun
 

N-terminal
 

kinase; listeriolysino; inflammasome; listeria,monocyte
 

proliferation;
 interleukin-18

  单核细胞增生李斯特菌(LM)是一种主要威胁免

疫力低下个体的条件致病菌,可引起败血症,脑膜炎,
以及导致感染后孕妇的胎儿感染甚至流产等[1]。其

致病性在于LM 可通过其毒力因子入侵机体多种细

胞,固有免疫的吞噬细胞和巨噬细胞是其首要靶细

胞,李斯特菌进入胞吞体后可通过李斯特菌溶血素

(LLO)逃至胞浆内生存并增殖
 [2-3]。

固有免疫应答作为机体抵御病原生物入侵的第

一道防线,在对抗病原体入侵、清除异物以及介导机

体产生获得性免疫应答过程中发挥至关重要的作用。
其中炎症复合体(inflammasome)作为固有免疫系统

中的一个重要信号蛋白分子复合物(由识别受体,接
头蛋白ASC以及半胱氨酸蛋白水解酶caspase-1的

前体组成),可被胞内多种病原微生物代谢产物及危

险信号所激活,招募并活化caspase-1,进而调节细胞

质内炎性细胞因子白细胞介素(IL)-18及IL-1β的成

熟与分泌[4-5]。研究表明,LM 可激活 NLRP3,NL-
RC4,AIM2

 

3种炎症复合体[6-8],不过对于其活化的

具体分子机制尚不清楚,以及LLO作为LM 最重要

的致病毒力因子,在此过程中是否发挥作用。本实验

组已明确syk在LM 活化形成炎症复合体过程中发

挥着至关重要的作用[12],本文旨在探究细胞内另一种

常见信号蛋白分子JNK在LM 激活炎症复合体的过

程中是否发挥作用以及作用特点,并分析此活化过程

与LLO的关系。
1 材料与方法

1.1 材料 (1)实验动物:选取7~12周龄雌性

C57BL/6小鼠30只。(2)菌种:LM 野生株EGD,突
变株△hly 及△hly::hly(由日本京都大学医学研究

科赠)。
1.2 仪器与试剂 (1)主要仪器:Biotek酶标仪

(ELx-800),Nikon免疫荧光显微镜(Ni-U),小型垂直

蛋白 电 泳 仪 和 小 型 Trans-Blot转 印 槽(美 国 Bio-
Rad)。(2)主要试 剂:JNK 抑 制 剂 SP600125(SP)
(Calbiochem),IL-18

 

酶联免疫吸附试剂盒(MBL),兔
抗磷酸化JNK(p-JNK)单克隆抗体,兔抗JNK多克

隆抗体和抗兔
 

HRP标记IgG二抗(均购自Cell
 

Sig-

naling
 

Technology),多克隆兔抗鼠
 

ASC
 

抗体(Sig-
ma-Aldrich),DAPI染液(Roche),荧光二抗 Alexa

 

Fluro
 

594
 

驴抗兔
 

IgG(invivogen),胎 牛 血 清 FBS
(Hyclone),脱脂牛奶(Difco),庆大霉素(GM)(和研

纯化学株式会社)。
1.3 方法

1.3.1 细胞的收集与接种 小鼠腹腔注射3
 

mL浓

度为3%的巯基乙酸盐肉汤,4
 

d后用RPMI1640培养

液5
 

mL收集小鼠腹腔渗出细胞。4
 

℃低温离心机

1
 

000
 

r/min,离心3
 

min,洗涤两次,使用RPMI1640
培养基(含10%FBS)将细胞调整至所需浓度,接种于

细胞培养板后2
 

h去除悬浮细胞,贴壁细胞即为巨噬

细胞。
1.3.2 酶联免疫吸附实验(ELISA)检测 将小鼠腹

腔渗出细胞分为阴性对照组(NI)、未处理组、SP处理

组,每组3个复孔,SP处理组使用抑制剂SP600125
预处理1

 

h,除NI组外,其余组按感染复数 MOI=1
的LM 细菌量刺激巨噬细胞30

 

min后加入10
 

μg/
mL(终浓度)的GM,培养24

 

h后,ELISA检测上清

液中IL-18水平。
1.3.3 免疫荧光检测

 

12孔细胞培养板在接种细胞

前预先放置细胞爬片 (1)野生型LM 感染实验:分
NI组、未处理组、SP处理组,除NI组外,其余组按感

染复数 MOI=1的细菌量刺激细胞30
 

min。之后加

入10
 

μg/mL(终浓度)的GM 培养24
 

h。接下来,按
以下步骤操作:

培养孔中的细胞
PBS

清洗2次→4%多聚甲醛室温固定

15
 

min→抗ASC抗体室温孵育2
 

h
PBS

清洗4次→荧光二

抗室 温 孵 育 2
 

h
PBS

清洗4次→DAPI染 核 避 光 5
 

min

PBS
清洗4次→爬片封埋→荧光镜下观察200个细胞→计

数ASC-speck并统计阳性细胞百分比

(2)LM 突变株感染实验:将细胞分为 NI组,
WT-LM感染组,△hly 感染组,△hly::hly 感染组。
除NI组外,其余组加入感染复数 MOI=1

 

相对应的
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LM感染细胞30
 

min。再加入10
 

μg/mL(终浓度)的
GM培养24

 

h。之后处理方法同野生型 LM 感染

实验。
1.3.4 Western

 

blot检测 按感染复数 MOI=5的

菌量加入野生型 LM 感染细胞10、20、40、80、120
 

min,或加入野生型和突变型LM 分别感染细胞40、
80、120

 

min。步骤为:裂解细胞提取蛋白→SDS-
PAGE

 

150V,40
 

min→蛋白电转至PVDF膜→5%脱

脂牛奶室温封闭2
 

h→p-JNK或t-JNK抗体4
 

℃
孵育过夜→TBST清洗3次×10

 

min→标记 HRP二

抗室温孵育1
 

h→TBST清洗3次×10
 

min→暗室

曝光

需要注意的是为确保实验的可信性及准确性,以
上试验方法均进行重复实验3次及以上。论著内选

用多次实验中较理想实验结果。
1.4 统计学处理 使用SPSS17.0软件进行统计分

析,两组间比较采用t检验,计量资料以x±s表示,
计数资料以率(%)表示

 

,以α=0.05为检验水准,以
P<0.05表示差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 SP对野生型LM 感染小鼠腹腔巨噬细胞产生

IL-18的影响 未处理组小鼠腹腔巨噬细胞在LM 感

染后,IL-18水平与NI组相比显著升高,而JNK抑制

剂使用后,SP处理组IL-18的表达量则明显受到抑制

(t=18.74,P<0.01),SP处理组与NI组相比,IL-18
表达水平差异无统计学意义(t=1.004,P>0.05)。
见图1。

图1  JNK抑制剂对LM感染过程中IL-18
表达水平的影响

2.2 SP对野生型LM 感染小鼠腹腔巨噬细胞胞浆

内ASC-speck形成的影响 免疫荧光结果显示,SP处

理组含ASC-speck(红色荧光高亮点)的阳性细胞的百

分比(2.23±0.44)%与未处理组(45.81±6.03)%相比

明显降低,差异有统计学意义(t=10.99,P<0.01)。
见图2。

图2  SP处理前后LM感染巨噬细胞胞浆内ASC-speck的形成个数比较
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2.3 野生型LM 感染巨噬细胞不同时相时JNK的

磷酸化表达水平 从图中可以看出,野生型LM 感染

小鼠腹腔巨噬细胞后,t-JNK的蛋白表达水平无明显

差别,然而,p-JNK水平在感染后10
 

min即有明显表

达,随感染时间的延长,p-JNK的表达量逐渐增多,在
20

 

min和40
 

min时达到最高峰,之后开始缓慢减少,
但持续120

 

min时仍有明显表达。见图3。
2.4 LM突变株感染小鼠腹腔巨噬细胞后胞浆内形成

ASC-speck的变化 结果显示,△hly-LM感染组ASC-
speck阳性细胞的百分比(2.09±0.33)%与野生型LM
感染组百分比(45.81±6.03)%相比显著降低,差异有

统计学意义(t=11.26,P<0.01),而在LLO重新表达

的△hly::hly-LM感染组中,ASC-speck阳性细胞的百

分比(42.18±2.50)%得到明显的恢复,与野生型LM
组相比差异无统计学意义(t=1.097,P>0.05)。见

图4。

图3  野生型LM感染巨噬细胞后不同时相

t-JNK和p-JNK的表达水平

图4  LM突变菌株感染巨噬细胞后胞浆内ASC-speck的形成个数比较

图5  野生型和突变型LM感染小鼠腹腔巨噬细胞后JNK
蛋白表达水平随时间的变化情况

2.5 LLO对LM感染后JNK蛋白磷酸化水平的影

响 从图5中可以看出,无论野生型LM,还是突变菌

株LM 感染细胞后,p-JNK蛋白水平在感染40
 

min
时均有高表达,随感染时间的延长,野生型 LM 和

△hly::hly-LM感染组p-JNK的表达量略有下降,
但仍有明显表达,但△hly-LM 感染组p-JNK表达量

在80
 

min时发生骤然消失,在感染120
 

min时仍未

恢复。
3 讨  论

  单核细胞增生李斯特菌是具有高致死率的食源

性病原微生物之一,研究表明在 LM 感染过程中,
LLO对于LM 发挥毒力作用至关重要,它是李斯特

菌入侵宿主细胞的强力分子武器,也是引起李斯特菌

病的首要步骤[9]。LM在LLO的帮助下进入胞浆后,
宿主细胞可通过模式识别受体识别胞浆内的病原菌

及其代谢产物,激活一种多蛋白复合物-炎症复合体,
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可调控炎性细胞因子IL-18
 

和IL-1β等的成熟与分

泌,进而诱导细胞免疫应答,达到杀灭LM 的作用。
目前发现NLRP3、AIM2、NLRC4这3种炎症复合体

可在LM感染过程中被激活[6-8]。但是对于LM 如何

活化炎症复合体,以及LLO与炎症复合体活化间作

用关系的具体机制尚不明确。
本实验组已证实非受体型酪氨酸蛋白激酶syk

在单增李斯特菌感染小鼠腹腔巨噬细胞形成炎症复

合体的过程中发挥至关重要的调控作用,本研究在此

基础上发现细胞内另一种常见信号蛋白激酶c-Jun氨

基末端激酶(JNK),在LM 感染JNK抑制剂(SP)预
处理的小鼠腹腔巨噬细胞时发现,上清液中IL-18的

表达水平同样受到明显抑制,表明JNK信号通路参

与调控 LM 感染过程中IL-18的加工与活化。见

图1。
有文献报道,炎症复合体活化后可在胞浆内形成

ASC-speck点状聚集[10-11],因此,本实验组利用免疫

荧光法观察,在单增李斯特菌感染SP预处理的小鼠

腹腔巨噬细胞后,胞浆内ASC-speck的形成情况。研

究结果显示,SP处理组小鼠腹腔巨噬细胞质内ASC-
speck阳性的细胞百分比同未处理组相比明显降低,
见图2。表明JNK是通过调控ASC-依赖的炎症复合

体的活化来调节IL-18生成的。
为了明确JNK在LM 感染过程中的作用阶段及

活化程度,实验中使用 Western
 

blot法检测小鼠腹腔

巨噬细胞内p-JNK 的表达水平,实验结果表明,在
LM感染细胞的早期JNK的磷酸化蛋白水平即有明

显升高,随感染时间的延长,p-JNK的表达量逐渐增

多,在20
 

min和40
 

min时达到最高峰,之后开始缓慢

减少,但在感染
 

120
 

min时仍有明显表达量。通过与

之前本实验组对syk蛋白激酶磷酸化水平随感染时

间变化的western结果进行比较分析[12],本文推断它

们在LM 感染活化炎症复合体过程中发挥作用的阶

段不同。syk作为一种细胞质内的非受体型酪氨酸激

酶,它发生磷酸化需要一种跨膜蛋白ITAMs的酪氨

酸残基磷酸化后对其招募和激活[13],在LM感染后不

同时间点,p-syk水平表现出升高后降低,再升高的变

化趋势,推测这一表现与LM是否进入和逃离胞吞体

相关,对于其明确机制尚需进一步探究。而且syk和

JNK在炎症复合体活化过程中的作用关系待进一步

确定。总之,western结果进一步证实JNK 确实在

LM感染过程中发挥作用。
LLO作为LM 的最重要毒力因子,不仅能够帮

助LM逃离吞噬体至细胞质内发挥毒力作用,而且在

诱导宿主细胞产生相应的免疫反应方面也发挥着至

关重要的作用。有研究报道,在 LM 感染过程中,
caspase-1的 活 化 以 及IL-1β和IL-18的 生 成 依 赖

LLO和NLRP3[14],因此本实验组在观察LLO缺失

菌株感染小鼠巨噬细胞后胞内 ASC-speck的形成情

况以及JNK蛋白磷酸化水平变化时,发现毒力因子

李斯特菌溶血素基因(hly)缺失的LM突变菌株不能

有效促使ASC蛋白在细胞质内聚集,即不能有效活

化ASC-依赖的炎症复合体,此外,从图5可看到JNK
的磷酸化水平在使用LLO缺失型的菌株刺激后
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min时出现消失现象。本文推断由于△hly-LM 缺失

LLO毒力因子,使细菌被吞噬入胞吞体后不能有效地

逃逸至细胞质,更不能使LM 在细胞间进行扩散,因
此使得感染伊始的胞膜黏附,受体配体识别,信号传

导等不能继续,从而影响ASC-speck的形成和p-JNK
的表达量。但是对于LLO是通过何种方式和途径影

响JNK在LM 激活炎症复合体过程中作用的,尚需

进一步的实验研究。
4 结  论

  研究证明,在LM 感染过程中,JNK信号通路通

过参与调控炎症复合体的活化,进而促进IL-18的表

达,而在此调节过程中,JNK 的蛋白磷酸化变化及

ASC-点状聚集物的形成均与其毒力因子LLO密切相

关,说明LLO在JNK调控LM 感染形成炎症复合体

过程中发挥着关键作用。此外,本实验组已证实syk
在LM感染形成炎症复合体过程中的作用,联合本实

验结果,可知syk与JNK均参与LM感染过程中炎症

复合体的活化,但作用阶段不尽相同,其作用方式也应

不同,JNK是否像syk一样同时参与细菌及真菌类的感

染过程仍待进一步明确。同时,越来越多的学者发现,
炎症复合体的作用在多种疾病中至关重要,包括动脉粥

样硬化,肺部疾病,癌症等[15-17],然而对于其分子机制仍

不明了,此次实验研究将为这些疾病的发病机制,以及

临床免疫治疗新途径提供科学理论依据。
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