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结核分枝杆菌19 kDa脂蛋白诱导THP—l细胞凋亡的研究

韦莉，金齐力，刘勇，夏佩莹

[摘要]目的：观察结核分枝杆菌19 kDa脂蛋白(Mtb P19)对THP·l细胞凋亡的影响。方法：从培养的结核杆菌H37Ra制备

Mtb P19，以5、10、20彬ml Mtb P19作用于佛波醇酯(PMA)分化的THP一1细胞，37℃、5％C02孵箱孵育4 h。Wright—Giemsa

染色观察细胞形态变化；AnnexinV·FITC染色，用流式细胞仪检测细胞凋亡。结果：终浓度为5“g／“的Mtb P19即可诱导

THP．1细胞凋亡，且凋亡率随Mtb P19作用浓度的升高而增加(P<0．01)；Wright．Giemsa染色镜下可见部分细胞体积变小、圆

缩，核固缩，核断裂。佶论：结核分枝杆菌P19以剂量依赖方式诱导THP—l细胞凋亡。
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Study on apoptosis of THP-1 cells induced by Mycobacterium tuberculosis 19 kDa lipoprotein
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[Abstract]OMective：To abserve the influence of Mycobacterium tuberculosis 19 kDa(Mtb P19)on the apoptosis of THP·1 ceHs．

Methods：Mtb P19 WR$prepared from cultured Mtb H37Ra．Phorbol m巾state acetate-differentiated THP-1 cells were incubated with

P19 at the concentrations from 5恤g／ml to 20“g／ml at 37℃，5％C02 for up to 4 hours．The change of cells was observed by Wright—

Giemsa stain，and the apoptosis rate was detected by nowcytometry．Results：Mtb P19 could induce THP-1 cells apoptosis at final

concentration of5 t蝎／ml，and the apopotosis rate increased with the concentration of P19(P<0．01)．Round shrinkage，pyknosis or

nuclear fragmentation were observed in some cells by Wright—Giemsa stain．Conclusions：Mtb P19 induces apoptosis in THP—l cells in a

dose·dependent manner．

[Key words]apoptosis；Mycobacterium tuberculosis 19-K．ilodahon；THP—l cell

结核病(tuberculosis)是由结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis，Mtb)引起的慢性传染

病‘11，至今仍严重威胁人们的生命健康。Mtb是兼

性胞内寄生菌，感染人体后主要被巨噬细胞吞噬，未
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被机体免疫系统清除而潜伏下来的Mtb也主要寄生

于巨噬细胞内。巨噬细胞的凋亡可以杀死寄生于其

内的Mtb，阻止体内播散，并激活临近未感染细胞，

增强机体对Mtb的杀伤能力。因此，巨噬细胞的凋

亡情况对于寄生于其内的Mtb的命运至关重要。由

于Mtb不产生内、外毒素，其致病与其菌体成分及机

体对菌体成分产生的免疫损伤密切相关，Mtb细胞

壁富含的脂质是公认的主要致病物质。Mtb的细胞

壁成分与巨噬细胞凋亡密切相关BJ。确定Mtb诱

导细胞凋亡的具体成分可以帮助我们更加深入地了

解其致病机制，并且为疾病的预防和治疗提供新的

思路。Mtb细胞壁上19 kDa脂蛋白(P19)是一种糖
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基化的脂蛋白∞]，在Mtb生长过程中也可分泌释放

到细胞外，被认为是毒力因子之一。Aliprantis等H1

发现合成的细菌脂蛋白可以诱导细胞凋亡，提示我

们P19可能是Mtb致巨噬细胞凋亡的诱导因子。本

研究以Mtb P19刺激人源性巨噬细胞(PMA分化的

THP一1细胞)，观察其对巨噬细胞凋亡的影响。

l材料与方法

1．1 茵株与细胞株结核分枝杆菌H37Ra株购于

中国生物制品检定所北京菌种保藏中心，批号

93020-5；人单核细胞系THP—l细胞购自American

Type Culture Collection公司，用含10％小牛血清的

RPMI一1640培养基传代培养。

1．2试剂和仪器RPMI．1640细胞培养液干粉(美

国Hyelone公司)；Annexin V．FITC凋亡试剂盒(深

圳晶美生物工程有限公司)；小牛血清(杭州四季青

公司)，其它试剂均为进口或国产分析纯；超声细胞

粉碎机JY一Ⅱ型(宁波新芝生物科技有限公司)；

ALPHA 1-2冷冻干燥机(德国Martin Christ)；C02

孵育箱(日本SANYO)；超净工作台(上海浦东物理

光学仪器厂)；流式细胞仪FACS Calibur(美国BD

公司)；低温离心机(Sigma公司)；SPX一150B—Z型生

化培养箱(上海博讯实业有限公司医疗设备厂)；光

学显微镜(Et本Nikon)。

1．3 Mtb P19的制备将结核杆菌H37Ra株接种

于苏通液体培养基中，37℃培养4周，4 500 r／rain，

离心30 min，收集菌体，依次用生理盐水洗涤3次和

蒸馏水洗涤1次，按沉淀菌体体积加入2倍蒸馏水

混匀，冰浴超声裂解细菌，获取Mtb溶菌产物，用等

体积的酚：氯仿抽提3次，离心后在水相和有机相交

界处有一层白色的膜状物，即为蛋白层。用平口吸

管小心吸取蛋白层，加入PBS(pH 7．4)溶解，4℃

10 000 r／min离心l h，收集上清，即为菌体蛋白。

蛋白样品经0．45 Ixm硝酸纤维素膜过滤，AKTA

explorer 100蛋白分离纯化系统回收。使用的柱为

superdexTM一100，柱子先用2倍体积的缓冲液(pH

7．2、10 mmol／L磷酸盐缓冲液，含有100 mmol／L硫

酸铵)平衡，洗脱液的流速控制在1 ml／min，记录蛋

白分离情况，根据分子量标准的洗脱体积回收蛋白，

所有凝胶过滤实验均在25℃室温下进行。目的蛋

白于透析袋中对ddH：O透析过夜。ALPHA 1-2冻

干机浓缩，调节蛋白浓度0．5 mg／ml，经O．22 trm微

孔滤膜过滤除菌，一70℃保存备用。

1．4细胞准备复苏冻存的THP-1细胞，置37℃

5％CO，孵箱中培养，收获指数生长期细胞，以

5×105／ml浓度接种于6孔细胞培养板，每孔2 IIll细

胞悬液，加入2山PMA(20 ng／p,1)以促使细胞分化，

24 h后用预温的培养液轻轻吹去未贴壁及贴壁不

紧的细胞，弃上清，然后加入不含小牛血清的1640

培养液l ml，分别按5恤g／ml、10恤g／Inl、20斗g／ml

梯度加入Mtb P19，同时设空白对照，37 oC、5％C02

孵箱中培养4 h。若是制作细胞爬片，在加入细胞悬

液之前，将无菌的约l em2大小的玻片放入6孔板。

1．5 Wright—Giemsa染色观察细胞形态取出细胞

爬片，PBS洗涤2次，染色观察凋亡细胞形态，计数

200个细胞，细胞凋亡率用凋亡细胞数占细胞总数

的百分比表示。

1．6 Annexin V．FITC染色4 h后弃去培养液，

PBS轻轻吹打使细胞悬浮，离心收集细胞，冰浴的

PBS洗涤2次(1 000 r／min×5 min)，收集作用后的

THP-1细胞。200山结合缓冲液洗涤细胞1次

(1 000 r／min×5 min)，弃上清，管底留20斗1结合

缓冲液，混匀，加入2斗l Annexin V—FITC，稍加振荡，

室温下避光孵育15 rain，1 h内进行流式细胞仪检

测，Cellquest软件分析细胞凋亡率。

1．7统计学方法采用方差分析、g检验和t检验。

2结果

2．1 Mtb P19诱导THP．1细胞凋亡的形态学改变

用Wright-Giemsa染色后，油镜观察，分化后THP-1

细胞贴壁生长，成椭圆形或多角行，胞质饱满，形态

舒展。Mtb P19作用后出现细胞膜突起、染色质浓

缩、细胞核断裂及凋亡小体形成等典型的形态学改

变。且随着作用浓度的增加，凋亡及坏死细胞数量

均逐渐增多(P<0．01)(见表1)。
2．2 Annexit V．FITC染色流式细胞仪检测结果

THP．1细胞与不同浓度Mtb P19作用4 h后，流式细

胞仪检测各浓度细胞凋亡率(见图1)。可见Mtb

P19浓度在5¨g／ml时即出现凋亡率增加，随着蛋

白浓度的升高，凋亡率也逐渐增高(P<0．01)。两

种方法检测结果相一致(P>0．05)(见表1)。

表l Mtb P19诱导的THP·1细胞凋亡率(％)比较(毗=

6；i 4-s)

细胞凋亡率(％)

Annexin V．FITC染色 Giemsa染色

g检验：与空白对照组比较··P<0．Ol；与Mtb P19 5∥ml组比较
AAP<0．01；与bltb P19 10∥ml组比较槲．P<O．01
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Annexin V—FITC

——同型对照 Annexin V—FITC染色

A、B、C、D分别为O、5、10、20吲Inl P19
图1 MtbPl9诱导THP-1细胞凋亡的

AnnexinV—Frrc流式分析

3讨论

巨噬细胞在抗结核感染中起重要作用，它作为

一种重要的抗原提呈细胞，参与抗原的摄取、加工、

处理，并提呈给r11l细胞，同时激发细胞和体液免疫

反应，在抗感染免疫中具有重要作用。结核杆菌侵

袭人单核巨噬细胞后，巨噬细胞通过凋亡、分泌前炎

症因子、吞噬溶酶体融合等机制杀灭寄生其中的结

核杆菌。临床试验研究显示，肺结核患者病灶中所

形成的保护性肉芽肿组织中存在大量的凋亡细胞，

凋亡细胞内残存的结核杆菌的活力大大降低，大部

分细菌已经死亡，这说明宿主单核巨噬细胞受到结

核杆菌感染后发生凋亡对机体来说是一种抗感染的

主动防御机制。尽管已有研究表明Mtb能诱导巨噬

细胞凋亡，巨噬细胞的凋亡在感染早期能很好地控

制Mtb的生存、繁殖及扩散，从一定程度上决定了

Mtb的命运∞J，但是仍有一些未能解决的问题，如

Mtb感染过程中有那些真正起作用的细菌因子及其

诱导凋亡的机制等。

结核杆菌表面成分十分复杂，侵入机体后它们

可以作为配体被巨噬细胞表面不同的特异受体所识

别，为二者复杂的相互作用提供了物质基础。随着

现代技术的发展和研究的深入，结核杆菌蛋白抗原

不断被发现和应用。Mtb细胞壁上P19是Mtb糖基

化的脂蛋白[3 3，被认为是细菌的毒力因子之一，我

们利用Mtb P19作为刺激信号，与THP一1细胞共同

培养4 h后，以AnnexinV．FITC流式细胞仪分析及观

察细胞形态学改变为指标，研究了Mtb P19对人源

性巨噬细胞(PMA分化的THP一1细胞)凋亡的诱导
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作用，结果发现，Mtb P19能诱导人类THP．1细胞凋

亡，细胞凋亡于较低的感染浓度即开始出现，随感染

蛋白浓度的升高，凋亡细胞所占比例不断增高，凋亡

严重程度不断增强。凋亡细胞在细胞形态上的改变

也很明显和典型。Wright—Giemsa染色结果显示随

着P19浓度的增加，各实验组凋亡细胞逐渐增多，对

照组则不受影响。提示Mtb P19以剂量依赖方式诱

导THP一1细胞凋亡。通过对P19与巨噬细胞凋亡

关系的研究，可以帮助我们进一步明确细菌的致病

因子，但受体途径及凋亡机制有待于进一步研究。

由于Mtb不产生内、外毒素，其致病的策略不同

于其他胞内致病菌，菌体的成分在致病中具有重要

的作用。近年来，尽管许多研究者纷纷从基因角度

对结核杆菌进行相关研究，并取得了显著成绩，但正

如许多研究者所言，无论是解决结核病的特异、快速

诊断方法、研究结核杆菌的致病机制，还是在开发研

制结核新疫苗上获得突破，都需要对结核杆菌进行

基础性和探索性的蛋白抗原研究口再]。蛋白抗原的

研究从根本上说，是结核研究的重要组成部分¨J。

总之，对致病相关性菌体成分的多学科研究将

为认识巨噬细胞新的防御机制、开发新的药物和疫

苗奠定基础。通过对蛋白抗原研究的不断深入，我

们必将更清楚的了解结核杆菌在人体的免疫机制，

进而找出更为有效的保护方法，为彻底控制和消灭

结核病提供相应的技术支持。
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