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摘要#2目的3 !研究结核分枝杆菌 !%0"()$"#.’&56#5).’"5*(1&1"分泌蛋白 L2*FI4 !G><?O-GC<G.GU >=.A,G=AC
.><,G.;Z4 d‘>"对巨噬细胞吞噬功能的影响% 2方法3 !用重组质粒 9JT*bIL2*FI4 和 9JT*bILbJY转染
X*W/4)]% 细胞&经 b)&$ 筛选&Y5X’XFIY5X和 WG-.G<= R?;.鉴定&获得稳定表达 Z?>,IL2*FI4 和 Z?>,ILbJY
的 X*W细胞系&然后用流式细胞术观察各稳转细胞系吞噬荧光微球的能力&并用共聚焦显微镜和菌落计数
法检测稳转细胞系吞噬大肠杆菌!I1"/.’&"/&$ "(*&"的能力% 2结果3 !获得了稳定表达 Z?>,IL2*FI4 的 X*WI
L4 细胞系和表达 Z?>,ILbJY的 X*WILbJY细胞系$流式细胞术检测结果表明 X*WIL4 吞噬荧光微球的能力
显著强于野生型细胞系 X*W/4)]% 和对照细胞系 X*WILbJY$菌落计数和激光共聚焦分析表明 X*WIL4 细
胞系吞噬 I;"(*&的能力也显著强于 X*W/4)]% 和 X*WILbJY% 2结论3 !通过胞内表达发现结核分枝杆菌
分泌蛋白 L2*FI4 能够增强巨噬细胞的吞噬功能&这将为深入理解结核分枝杆菌的致病机制提供新的思路%
关键词!结核分枝杆菌!%0"()$"#.’&56#5).’"5*(1&1"& L2*FI4& 巨噬细胞& 吞噬作用
中图分类号!X#%!!文献标识码!*!!文章编号!000&I4/0(!/0&#"0$I0$40I0%

!!结核分枝杆菌!%0"()$"#.’&56#5).’"5*(1&1"引起
的结核病近些年有死灰复燃的趋势&目前全球大约
有 /0 亿人感染该病原菌&每年约 /00 万患者因结核
而死亡 (&) % 结核分枝杆菌在进入机体后被巨噬细
胞所吞噬&但能够在巨噬细胞内长期生存并生长繁
殖&在一定时期后引起巨噬细胞死亡&这被认为是结
核分枝杆菌致病的重要原因之一 (/) % 近些年研究
发现&结核分枝杆菌的致病性与其特殊的 L2jI& 分
泌系统有密切关系&L2jI& 分泌系统在改变细胞信
号转导’促进细菌从巨噬细胞吞噬体逃逸’抑制吞噬
体溶酶体融合’影响细胞凋亡及裂解细胞等方面发
挥了重要作用&缺少 L2jI& 系统相关分泌蛋白会使
结核分枝杆菌的毒力大为下降% 但是 L2jI& 系统

是一个共分泌系统&多种分泌蛋白相互依赖&共同分
泌&一种蛋白的缺失直接影响到其他蛋白的分泌&所
以在结核杆菌中敲除或过表达 L2jI& 系统中某一
种蛋白的研究&并不能体现该蛋白对致病机理的直
接作用&也不能反映该种分泌蛋白与巨噬细胞的相
互作用过程 (# ’)) %

本研究中&我们试图通过建立稳定表达 L2jI&
分泌蛋白 L2*FI4 的巨噬细胞系&来探讨 L2*FI4 对
巨噬细胞功能的直接影响&这样就可以回避其他
L2jI& 共分泌蛋白对结果的影响% 前期研究中&我
们曾经建立了稳定表达 LbJYIL2*FI4 融合蛋白的
X*W/4)]% 巨噬细胞系 (") &初步观察了 L2*FI4 对
巨噬细胞功能的影响&但是 LbJY是一个分子量较



屈野等# 结核分枝杆菌 L2jI& 分泌蛋白 L2*FI4 增强巨噬细胞吞噬功能@6微生物学报!/0&#""#!$"

大的荧光蛋白&与其融合表达会否影响 L2*FI4 的
结构与功能还不清楚&同时 LbJY本身对巨噬细胞
功能的影响目前也有争议 (4 ’%) % 因此&我们又采用
了较小的 Z?>,标签&建立了稳定表达 Z?>,IL2*FI4 的
X*W/4)]% 细胞系&并观察了其吞噬功能的变化&结
果显 示 细 胞 内 表 达 的 L2*FI4 能 够 显 著 增 强
X*W/4)]% 的吞噬功能&这为进一步理解结核分枝
杆菌 L2jI& 分泌系统的致病机理提供了新的依据%

!"材料和方法

!#!"主要材料
小鼠巨噬细胞 X*W/4)]%’<LbJY’<L2*FI4 和

L2*FI4 单抗&以及 9LbJYI5& 和 9LbJYIL2*FI4 质
粒为本实验室保存%

i=A_G<->?bG=;BAC‘3*LK.<>C.A;= dA._G<@#]0 购
自 F>D>X>公司% 7+>=.-C<A9.XFDA.7+>=.C‘3*第
一链合成试剂盒以及 X3*-AB9?GF;.>?X3*dA.购
自 FA>=,G= 公 司% 真 核 细 胞 转 染 试 剂
TA9;ZGC.>BA=GFP TFj>=U YTi2FP XG>,G=.-试剂盒与
Y<;T;=,( *=.AZ>UGDA.试剂盒购自 A=_A.<;,G= 公司%
*=.AIJ?>,>=.AR;UO和 X1Y*裂解缓冲液购自普利莱
公司% VXY标记的 b;>.>=.AIP;+-G1,b购自 2>=.>
5<+MG公司% 蓝色荧光微球!*Y5&/]/ %B&JYI/04$I
/"购自 298G<;.GC8 公司% 绿色荧光标记大肠杆菌
!I1"/.’&"/&$ "(*&"!为诱导表达 LbJY蛋白的 I;"(*&
‘V"!&本室构建"%
!#%"稳转细胞系的建立

根据 9LbJYI5& 质粒图谱&我们在 9LbJYI5& 质
粒的 LbJY基因前加入 Z?>,序列&以此设计了反向
引物!XG_G<-G&&序列中包含 LbJY序列上游 /4 碱基
和 Z?>,标签的 /) 个碱基"&正向引物分别为 LbJY
基因 3 端 ! J;<[><U& " 与 L2*FI4 基 因 3 端
!J;<[><U/"的一段序列% 以 9LbJYI5& 为模板&通
过引物 XG_G<-G&&J;<[><U& 反向Y5X扩增质粒&加入
了 Z?>,标签序列&获得了表达 Z?>,IL2*FI4 融合蛋白
的重组质粒序列$以 9LbJYIL2*FI4 为模板&通过反
向 Y5X扩增质粒!引物 XG_G<-G&&J;<[><U/"&去除了
LbJY基因&加入了 Z?>,标签序列&获得表达 Z?>,I
L2*FI4 融合蛋白的重组质粒序列% 两种重组质粒
序列经纯化’磷酸化’连接’转化与鉴定后&获得完整
的重组质粒分别命名为为 9JT*bILbJY和 9JT*bI

L2*FI4&用于下一步细胞转染% 细胞转染前 /) 8 接
种 X*W/4)]% 细胞于 /) 孔板!每孔约 / p&0" 个"&
待细胞汇合度达到 40e ’$0e时用于转染% 转染
过程按照 TA9;ZGC.>BA=GFP TFj>=U YTi2FP XG>,G=.-
说明书操作% 转染 /) 8 后用含 $00 +,6BT的 b)&$
细胞培养液换液&每 / 天更换一次&培养 &0 天后&转
染细胞有抗 b)&$ 的克隆长出&通过有限稀释法克
隆化培养于 (4 孔培养板中&培养 4 天后&挑选单克
隆细胞转接于六孔板扩大培养&进一步鉴定 (%) % 反
向 Y5X引物分别为# XG_G<-G&# " 6IFFF*F5*F5*
F5*F5FFF*F**F55*FbbFbb5b*55bbF*b5b5
F*bI#6$J;<[><U&# " 6IbFb*b5**bbb5b*bb*b5
FbFF5*55bbbbFbI#6$J;<[><U/#"6I*5*b*b5*b
5*bFbb**FFF5b5bbbF*F5b*bb55I#6%
!#."稳转细胞系基因组 KQ0检测

收集抗 b)&$ 的克隆细胞&按 i=A_G<->?bG=;BAC
‘3*LK.<>C.A;= dA._G<@#]0@试剂盒操作说明提取全
基因组&若转染细胞内有目的蛋白 Z?>,IL2*FI4 与
Z?>,ILbJY的表达&则可分别扩增出 Z?>,IL2*FI4 序
列约 #00 R9 和 Z?>,ILbJY序列约 %)0 R9%
!#F"稳转细胞系 B0-(的 0’HKQ0检测

收集 Y5X阳性细胞&按 X3*全基因组提取试
剂盒进行细胞总 X3*的提取&反转录获得第一条
C‘3*链&取 " %TC‘3*用于 Y5X扩增 L2*FI4 和
LbJY%
!#G"Y12A1+9D@7A检测稳转细胞系>@38Ha*(’H) 和
>@38Hâ IK的表达

收集 Y5X阳性细胞&使用 X1Y*裂解缓冲液裂
解细胞后&)m&&#000 p,离心 &0 BA=&取上清获得
细胞总蛋白&制备样品进行 2‘2IY*bL电泳&然后恒
流 #00 B*&40 BA= 将蛋白转移至 35膜% 膜置于
"e脱脂奶粉中&室温封闭 & 8&以一抗!&u/000")m
孵育过夜&F̂ 2F洗 # 次&每次 &0 BA=$以二抗 !&u
/0000"室温孵育 & 8&F̂ 2F洗 # 次&每次 &0 BA=% 加
入化学发光剂&暗室显影%
!#)"流式细胞术检测巨噬细胞吞噬荧光微球试验

试验前一天&胰酶消化细胞&以 " p&0"细胞6孔
铺于六孔板中&待第二天细胞汇合度达到 $0e时将
荧光微球!微球数# 细胞数 \&0u&"加入六孔板细胞
培养液中孵育 / 8&然后用无菌预冷的 Ŷ 2 洗细胞 #
次&将未内化的荧光微球洗下来% 使用胰酶消化六
孔板细胞&吸去胰酶后用 "00 %T&0e的 J526Ŷ 2

&4$
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将细胞悬浮&在 & 8 内用流式细胞仪检测 !*Y5通
道# LK@4## =B& LB@44" =B"%
!#T"平板计数检测巨噬细胞吞噬 4:(’&+试验

试验前一天&胰酶消化细胞&以 " p&0"细胞6孔

铺于六孔板中&待第二天细胞汇合度达到 $0e时将
I;"(*&!细菌数#细胞数 \&0u&"加入六孔板细胞培
养液中孵育 #0 BA=&然后用无菌预冷的 Ŷ 2 洗细胞
# 次&将未内化的细菌洗下来% 使用胰酶消化六孔
板细胞&吸去胰酶后用 "00 %T&0e的 J526Ŷ 2 将细
胞悬浮&细胞计数% /00 p,离心 " BA=&弃上清&收
集细胞&加入无菌双蒸水悬浮细胞&低渗处理 " BA=&

吹打裂解细胞&倍比稀释后涂布于 T̂ 平板&#%m过
夜培养&菌落计数%

图 !$稳定表达 >@38Ha*(’H) 和 >@38Hâ IK融合蛋白的巨噬细胞系的鉴定
JA,+<G&@1UG=.AZAC>.A;= ;Z.8G-.>R?G.<>=-ZGC.GU CG??-GK9<G--A=,Z?>,IL2*FI4 ;<Z?>,ILbJYZ+-A;= 9<;.GA=@*# J?>,IL2*FI4

Z<>,BG=.>B9?AZAGU ROY5XZ<;B,G=;BAC‘3*;ZX*WIL4$ #̂ J?>,ILbJYZ<>,BG=.>B9?AZAGU ROY5XZ<;B,G=;BAC‘3*

;ZX*WILbJY$ 5# LbJYZ<>,BG=.-;<L2*FI4 Z<>,BG=.>B9?AZAGU ROXFIY5XZ<;BX3*GK.<>C.GU Z<;BX*WILbJY>=U

X*WIL4$ ‘# WG-.G<= R?;.>=>?O-A-;ZZ?>,IL2*FI4 Z+-A;= 9<;.GA= Z<;BX*WIL4 >=U Z?>,ILbJY@Z+-A;= 9<;.GA= Z<;BX*WI

LbJY@

!#/"共聚焦显微镜观察稳转细胞系吞噬荧光标记
4:(’&+试验

在六孔板内放置无菌盖玻片&加入 / BT的
0]&e ,G?>.A= 在 #%m培养箱包被 #0 BA=&然后以 # p
&0" 细胞6孔铺细胞于六孔板中&第二天细胞汇合度
达到 "0e时将绿色荧光标记 I;"(*&!细菌数#细胞
数 \&0u&"加入六孔板细胞培养液中孵育 #0 BA=&

再用无菌预冷的 Ŷ 2 洗细胞 # 次&将未内化的 I;

"(*&洗下来% 加入 / BT的 )e多聚甲醛对细胞进行
固定 #0 BA=&取出盖玻片&使用 Y<;T;=,( *=.AZ>UG
DA.试剂盒制成切片&于激光共聚焦显微镜扫描&获
取图像%
!#["统计学方法

结果用 b<>98 Y>U Y<A-B"]0 软件分析% 数据用
BG>= r-表示&以非配对 .检验进行数据分析&3z
0]0" 有显著性差异%

%"结果

%#!"稳转细胞系的建立

分别在基因水平和转录水平上对转染细胞进行
了基因扩增&分别扩增出大小约 #00 R9 和 %)0 R9 的
片段&与设计的 Z?>,IL2*FI4 和 Z?>,ILbJY片段的大
小一致% 使用抗 L2*FI4 单抗’抗 LbJY单抗和抗
Z?>,单抗对转染细胞蛋白表达进行 WG-.G<= R?;.检
测的结果也显示&Z?>,IL2*FI4 和 Z?>,ILbJY蛋白在
转染细胞中得到了完整的表达% 这些结果均表明建
立了能够表达 Z?>,IL2*FI4 和 Z?>,ILbJY的稳转细胞
系&分别命名为 X*WIL4 和 X*WILbJY!图 &"%

/4$
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%#%"流式细胞术检测稳转细胞系吞噬荧光微球能
力

流式细胞术检测了稳转细胞系对荧光微球的吞
噬能力&结果用吞噬率&即吞噬荧光微球的细胞数在
所有被检测细胞中所占的比率来表示&实验数据显
示 X*W/4)]%’X*WILbJY和 X*WIL4 细胞系对荧
光微 球 的 吞 噬 率 分 别 为 #$]/&e r&]0/e’

#$]/0e r&]40e和 )"]4%e r&])/e% 统计分析
表明&稳定表达 Z?>,IL2*FI4 的细胞系 X*WIL4 吞噬
荧光微球的能力显著强于野生型 X*W/4)]% 细胞
和对照细胞系 X*WILbJY!图 /& 3z0]0""&这提示
细胞内表达的 L2*FI4 可显著促进 X*W/4)]% 细胞
对异物的吞噬能力%

图 %$不同细胞系吞噬荧光微球能力的比较
JA,+<G/@5;B9><A-;= ;Z.8G98>,;CO.;-A-;ZUAZZG<G=.CG??-.8>.A=,G-.GU Z?+;<G-CG=.RG>U-@*&^>=U 5#F8G8A-.;,<>B-;ZX*W/4)]%& X*WILbJY

>=U X*WIL4 .8>.A=,G-.GU Z?+;<G-CG=.RG>U-$ ‘# F8G9G<CG=.-;ZX*W/4)]%& X*WILbJY>=U X*WIL4 .8>.A=,G-.GU Z?+;<G-CG=.RG>U-@

%#."菌落计数法检测稳转细胞系吞噬 4:(’&+能力

图 F$共聚焦显微镜分析稳转细胞系吞噬 4:(’&+能力
JA,+<G)@5;=Z;C>?BAC<;-C;9O>=>?O-A-;ZCG??-.8>.A=,G-.GU I;"(*&[A.8 ,<GG= Z?+;<G-CG=CG@*# 2 5G??9;9+?>.A;= .8>.A=,G-.GU I;"(*&$ 3

2A=,?GCG??.8>.A=,G-.GU I;"(*&@ #̂ F8G9G<CG=.-;ZX*W/4)]% >=U X*WIL4 .8>.A=,G-.GU I;"(*&;5# 3+BRG<-;ZI;"(*&Z<;B-A=,?GCG??Z<;B

UAZZG<G=.CG???A=G-@

用菌落计数法来检测稳转细胞系对 I;"(*&的
吞噬&细胞系所吞噬的 I;"(*&数目与被检测巨噬细
胞数目的比值代表稳转细胞系吞噬能力的大小&结
果显示 X*W/4)]%’X*WILbJY和 X*WIL4 细胞系
对 I;"(*&的 吞 噬 率 分 别 为 )&]/"e r&]%%e’
#(]%e" r&]04e和 "$]0e r/]$#e&这表明 X*WI
L4 在 吞 噬 I;"(*&的 能 力 上 显 著 强 于 野 生 型
X*W/4)]% 细胞和对照细胞系 X*WILbJY!图 #& 3
z0]0&"%
%#F"激光共聚焦检测稳转细胞系吞噬荧光标记 4:
(’&+能力

共聚焦显微镜计数检测至少吞噬一个绿色荧光
I;"(*&的细胞数目与这个视野下总细胞数目的比

图 .$不同细胞系吞噬 4:(’&+能力的比较
JA,+<G#@F8G9G<CG=.-;ZX*W/4)]%& X*WILbJY>=U X*WIL4 .8>.

A=,G-.GU I;"(*&;

值&每个实验至少平均计算 &00 个细胞&至少观察
&0 个视野% 结果显示 X*W/4)]% 细胞和 X*WIL4
细胞的群体吞噬率分别为 #)]")e r0]("e 和

#4$



aG7+ G.>?@7!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$!/0&#""#!$"

)(]&)e r&]#(e !图 )I*和 )Î&3z0]0&"% 同时
也检测了视野中巨噬细胞所吞噬 I;"(*&的总数目与
视野下总细胞数的比值&X*W/4)]% 细胞和 X*WI
L4 细胞的个体吞噬率分别为 #%]/"e r/]##e和
"4]%"e r/]&(e!图 )I5&3z0]0&"% 表明稳转细
胞系 X*WIL4 吞噬绿色荧光 I;"(*&的能力在整体
和个体水平上均显著强于野生型 X*W/4)]% 细胞%

."讨论

结核分枝杆菌感染机体后&会被肺部巨噬细胞
所吞噬&并且能够继续在巨噬细胞内生长繁殖&逃避
宿主一系列的免疫杀伤&最终导致巨噬细胞裂解&引
起相应的疾病病灶% 这种逃避机体免疫杀伤的机制
是怎样实现的&为什么它能够在巨噬细胞内生长繁
殖而不被巨噬细胞杀死1 这一直是研究者感兴趣的
问题%

L2*FI4 是最先被发现的 L2jI& 分泌蛋白之一&
是重要的 F细胞抗原&在动物模型中对结核分枝杆
菌的感染有一定的保护性&是候选结核疫苗的重要
组分&被用于新型结核疫苗的设计以及用作结核的
诊断抗原 ($) % 但是&许多研究也显示 L2*FI4 还是
结核分枝杆菌重要的毒力因子&从多个方面调节着
巨噬细胞功能&如诱导细胞凋亡&在细胞膜上穿孔&
参与细菌逃离吞噬体等&促进结核分枝杆菌在巨噬
细胞内生长繁殖和毒力的发挥 (( ’&&) % 有研究表明
L2*FI4 能够直接结合于巨噬细胞 F;??I?AdG<GCG9.;<
/!FTX/"&启动 FTX信号通路&通过激活 *d.抑制
PO‘$$ 与 1X*D) 激酶的相互作用&下调转录因子
3JI4̂ 以及干扰素调节因子 1XJ-的表达 (&/ ’&#) % 最
近的研究表明&结核分枝杆菌进入巨噬细胞后&可以
从吞噬体中完成转位&逃逸至细胞质中发挥其毒力
作用&且随着感染时间延长&细胞质中结核分枝杆菌
数量逐渐增多&而该过程严重依赖于 L2*FI4 蛋白&
尤其是 5末端 &/ 个氨基酸 (&&&&)) % 与此同时&也有
研究报道&/ ’" %,6BT的 L2*FI4 与巨噬细胞过夜
孵育能够诱导 FVYI& 巨噬细胞凋亡&其中 C>-9>-GI
&& I#&I"& I% 和I$ 基因表达明显上调 ((&&") % 有报道
结核分枝杆菌在进入巨噬细胞后&L2jI& 分泌蛋白
抑制了吞噬体溶酶体成熟&使得结核分枝杆菌在巨
噬细胞内存活并生长繁殖 (&4) % 联系到结核分枝杆
菌临床感染的病理特征&不难发现&结核分枝杆菌在

侵入机体时&可能经历了接触I被吞噬I抑制吞噬体
成熟I细胞质转位I生长繁殖I诱导细胞凋亡!死亡"I
病灶!炎症’肉芽肿等"等一系列活动&其间结核分
枝杆菌通过其 L2jI& 分泌蛋白对巨噬细胞功能进
行着精密的调控&使得能够完成在巨噬细胞内的生
长繁殖和致病作用% 在我们的研究中&L2*FI4 能够
显著增强 X*W/4)]% 巨噬细胞吞噬作用&这可能是
结核分枝杆菌感染过程中对巨噬细胞功能的一种精
细调控&有利于结核分枝杆菌在巨噬细胞中的生长
繁殖及逃避机体其他免疫分子的杀伤作用%

建立稳转细胞系是研究细胞内蛋白相互作用的
一个很好的模型 (&%) % 以往在研究结核分枝杆菌蛋
白与免疫细胞相互作用时&经常是通过基因敲除或
过表达刺激来探讨细菌蛋白的生物学功能&但对于
结核分枝杆菌 L2jI& 分泌蛋白来说&它是一个共分
泌系统&其中一种分泌蛋白不能分泌时&另外一种分
泌蛋白也不能分泌 (&") &因此基因敲除或过表达刺激
的研究方法就不能真实地反映细菌蛋白与巨噬细胞
的相互作用&掩盖了其他相关蛋白的生物学功能%
本研究中&通过构建稳定表达细菌蛋白的细胞系&直
接建立了一个蛋白与细胞相互作用的生物学模型&
为研究结核分枝杆菌 L2jI& 分泌蛋白在机体中的
生理功能提供了一个很好的平台% 在我们的研究
中&分别构建了表达 Z?>,IL2*FI4 和 Z?>,ILbJY的稳
转细胞系&并用吞噬荧光微球和 I;"(*&两种方法证
明了细胞内表达的 L2*FI4 能够显著增强巨噬细胞
的吞噬功能&而作为对照的表达 LbJY细胞系的吞
噬功能与野生型 X*W/4)]% 无显著性差异% 已有
报道显示 L2*FI4 能够与细胞膜结合&并有膜穿孔
活性 (&0& &#) &L2*FI4 对巨噬细胞吞噬功能的增强是
否与此有关需要进一步的研究%
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<̂;-C8 X& L==A=,> E@ Y8>,;-;B>? <+9.+<G RO

%0"()$"#.’&56#5).’"5*(1&1<G-+?.-A= .;KACA.O>=U 8;-.CG??

UG>.8@3J(, 3$#/(+.-1& /0&/& $!/"#G&00/"0%@

(&") WG?A= *& Ld?+=U ‘& 2.G=U>8?Q& TG<B P@V+B>=

B>C<;98>,G-A=ZGC.GU [A.8 >8A,8 R+<UG= ;ZL2*FI4I

GK9<G--A=, %; #5).’"5*(1&1 +=UG<,; C>-9>-GI&I>=U
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