
!" 卷 #期
$%%"年 &%月

微 生 物 学 报

!"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
’()*!"
+,-(./0

1(*#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$%%"

基金项目：国家自然科学基金（"%&%%%%2）；国家“十五”攻关项目（$%%&342%#3%"）
"通讯作者。5/)：678$&87#7!"222；9:;：678$&87#7!6"27；<8=:>)：??@:ABC DEF:A* /FE* ,A；G>:AH>AB;>/C I>H* J>A:* ,(=
作者简介：谢建平（&K2& L），男，重庆市人，教授，博士，主要研究方向为结核分枝杆菌等重要致病菌耐药、致病机
理及相关防治措施的研究开发。

其他作者：梁 莉!，于善谦&，胡昌华$

收稿日期：$%%$8&&8$K，修回日期：$%%"8%28%&

结核分枝杆菌感染诱导的人巨噬细胞细胞因子

及其调控基因的差异表达谱

谢建平&，$ 李 瑶&，" 乐 军&，! 徐永忠& 王洪海&"

（& 复旦大学生命科学学院遗传学研究所 遗传工程国家重点实验室 上海 $%%!""）

（$ 西南师范大学生命科学学院现代生物医药研究所 重庆 !%%2&#）

（" 联合基因科技集团 上海 $%%%K$）

（! 上海市肺科医院 上海 $%%!""）

摘 要：研究人巨噬细胞细胞因子在抗结核分枝杆菌感染免疫中的作用。利用表达谱芯片技

术研究细菌感染后，宿主巨噬细胞基因表达情况，在全局表达谱分析基础上，重点分析细胞因

子及相关基因的表达，并比较无毒株和临床分离有毒株在诱导细胞因子及其调控基因表达方

面的差异。结果显示细菌感染影响较多细胞因子及其调控基因的表达，如 M91、519、5N9、MO
系列及其受体、198P:HH: 3和 5OQ受体等；首次报道 MO8&K参与了抗结核分枝杆菌感染免疫。
被临床株感染影响的细胞因子较无毒株广泛和丰富。细胞因子及相关基因参与了宿主细胞

对感染细菌的免疫应答，有关细胞因子及相关基因在抗结核免疫中的作用有待进一步研究。
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结核病仍然是人类健康的主要威胁［&］。细胞因子在其致病菌———结核分枝杆菌与宿

主细胞的相互作用中具有重要作用。抗结核分枝杆菌感染免疫主要是细胞因子介导的细

胞免疫［$］。目前已知下列细胞因子及其调控元件参与免疫反应：MA-/0)/EP>A（MO）8&［"］、MO8
!［!］、MO87［7］、MO86［7］、MO8&%［2］、MO8&$［6］、5E=(E0 A/,0(J>J D:,-(08:)H?:（5198:)H?:）、NS8TU9、MA-/08
D/0(A（M91）、50:AJD(0=>AB B0(@-? D:,-(0（5N9）、U()E.)/ 519 0/,/H-(0 M（J519Q&）和 MO8& 0/,/H-(0
:A-:B(A>J-（MO8&0:）［K］等。对各种细胞因子的主要作用和细胞因子之间的关系，主要是 MO8&
和MO8&0:有关的调控也进行过研究。MO8&、5198:)H?:和 5N9等参与形成肉芽肿，在宿主早
期抗感染免疫中起作用。其中 MO8&与被结核分枝杆菌活化的 5())8)>P/ 0/,/H-(0（5OQ）8$和
5OQ87都主要经过 MO8&0:介导的信号传导途径发挥作用。!型细胞因子如 M91、5198:)H?:
等促进 MO8&0:产生。结核病患者（5E./0,E)(J>J，53）血清中 MO8&0:水平较正常人高。在非
洲赞比亚 53患者中发现，位于 $号染色体上 MO8&基因簇的多态性［&%］，主要是 MO8&0:多态
性与 53有关。细胞因子反应受 MO8&0:多态性影响［&&］。MO8&的表达被 MO8!下调，也被 1+
所调控，同时，MO8&介导的反应还影响依赖于 198P:HH: 3和 MO87的 MO86的分泌［&$］。



尽管对与抗结核分枝杆菌感染免疫有关的细胞因子进行了多年的研究，但往往是利

用 !"#$%!或 &’()*对个别或几个细胞因子进行研究，对整个细胞因子网络的全貌缺乏
报道。+,*表达谱芯片是功能基因组研究的重要工具之一，其优点是可以同时监控多个
基因的表达，研究基因之间量的相对关系。

本文利用含有 -./00个基因和 -1.00个基因全长序列或部分序列的基因芯片，研究
结核分枝杆菌无毒株和有毒株入侵导致的人巨噬细胞 2134全基因组在转录水平的表达
谱变化及 ,567896:验证，在此基础上通过生物信息学分析细胞因子及其调控基因的差异
表达谱［-3］，并比较实验室通用的标准无毒株和临床分离有毒株在诱导细胞因子及相关基

因表达的差异。

! 材料和方法

! "! 主要试剂
结核分枝杆菌培养基 ;<==>9?655@4A-0购自美国 +<BC5公司；"D99:/0 购自 )<EFG公司；

其他试剂均为分析纯。

! "# 菌株和培养
实验所用感染细胞的菌株为结核分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, ’+%()#+-$.*.）A34 !G（*"%%

.H-44）和临床分离菌株 ! I ’+%()#+-$.*. +!-（由上海市肺科医院检验科结核分枝杆菌检验
室提供）。细菌在 ;<==>9?655@4A-0（+<BC5）添加 J*+%（0KHLM)*，0K.L葡萄糖，0K0NL油
酸，-O0FF5>P’,G%>）和 0K0HL "D99:/0的液体培养基中，34Q培养。在 4A-0固体培养基
上连续稀释后观察菌落形成单位（%5>5:R B56F<:E S:<7，%T2），测定细菌存活力。培养达到
要求的密度后，H0006PF<:离心 -HF<:收集细菌，$M)洗涤后悬浮于加胎牛血清（T97SU ?5V<:9
U96SF，TM)）的 !$;(#-NO0细胞培养基内，超声波处理 .F<:，重复 3次，离心去除大块。血
球计数板计数细菌数，确保实验中每次感染的细菌数量相同。

! "$ 细胞株和培养
人巨噬细胞株 2134（*"%%：%!’-H13）由复旦大学医学院闻玉梅院士赠送。细胞培养

的方法参见文献［-3］。
! "% &’(芯片的构建
! " % "! 探针制备：抽提细胞总 !,*，利用 J><E579W#=" F!,* ;<=<X<7（Y<GE9:，(:%，%G6>U?G=，
%*）纯化 F!,*。逆转录制备荧光 +,*探针。对照细胞 !,*样品用 %R3#=2"$标记，被细
菌感染的细胞用 %RH#=2"$ 标记。混合两种颜色的探针，乙醇沉淀后溶于 .0!’ H Z ))%
（0K4HF5>P’ ,G%>，0K04HF5>P’柠檬酸钠，0KOL)+)，H0L甲醛，H Z +9:8G6=7）。
! "% "# 杂交和洗涤：参见文献［-3］。
!)%)$ 检测和分析：芯片双波长扫描用 )CG:*66GR 3000（[)( ’SF5:<CU，M9>>96<CG，;*），图
象分析采用 (FG[9:9 3K0软件（M<5+<UC5V96R，(:%，’5U *:E9>9U，%*）。每个点双波长的密度
分别代表杂交上的 %R3#=2"$和 %RH#=2"$量，计算芯片上每点的 %R3P %RH比率，芯片整体
密度用 O0个管家基因（A5SU9@99\<:E E9:9）的 %R3P %RH比率为标准校正。选择 %R3和 %RH
的密度均大于 /00的点进行差异分析，%R3P %RH比率的绝对值的自然对数值大于 0KN1 的
基因视为差异表达。
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! 结果

!"# 巨噬细胞应对结核分枝杆菌无毒株入侵产生的细胞因子表达谱差异
从表 !（表中未标明基因登录号的为在公共数据库中没有记录、联合基因公司克隆的

新基因）可见，! " "#$%&’#()*+* #$%&’感染后，巨噬细胞的细胞因子及相关基因的表达有差
异。但细胞因子本身在本实验中没有检测到，检测到的主要是被 ()*调控的分子和 (+,!!
受体，整个趋势是抑制这些分子的表达，抑制一般在 !倍左右，而且涉及的细胞因子少。

表 # ! $ "#$%&’#()*+* %&’()入侵诱导的巨噬细胞细胞因子及相关分子差异表达谱
-’./0 ! 1’234’/ 5466020734’/ 08920::05 ;’<2=9>’?0 <@3=A470: ’75 20/’305 ?070:

’3 32’7:<24934=7’/ /0B0/ ’6302 !,’)$-’"%&+#. "#$%&’#()*+* #$%&’ 47B’:4=7

C070 50:<24934=7 C07D’7A (E F6302 4760<34=7GD06=20 4760<34=7

C’;;’,47302602=7,475H<4./0 92=3047 IJ$KJK JLMN

()*,475H<4./0 ?’;;’O 92=3047 PQKNKO JLMJ

(7302602=7,475H<05 /0H<470 R49902 92=3047（()1$Q） S%ONNO JLMQ

(7302/0HA47,!! 20<093=2 ’/9>’ <>’47 S$O$OM JLMQ

!"! 巨噬细胞应对结核分枝杆菌临床分离有毒株感染产生的表达谱差异比较

表 ! 临床菌株 ! $ "#$%&’#()*+* *(#感染后在转录水平
差异表达的巨噬细胞细胞因子及相关分子

-’./0 O 1’234’/ 5466020734’/ 08920::05 ;’<2=9>’?0 <@3=A470: ’75

20/’305 ?070: ’3 32’7:<24934=7’/ /0B0/ ’6302 4760<305 .@

</474<’//@ 4:=/’305 ! " "#$%&’#()*+* E&!

C070 50:<24934=7 C07D’7A (E
F6302 4760<34=7G

D06=20 4760<34=7

(7302602=7（’/9>’，.03’） *T,JJJUOK OLOQ
(7302602=7 ?’;;’ 20<093=2 ! *T,JJJM!U OLUQ
(7302/0HA47 ! 20<093=2，3@90 ( *T,JJJN%% JLOO
(7302/0HA47 !，’/9>’ *T,JJJQ%Q OL!J
(7302/0HA47 !，.03’ JLMJ
(7302/0HA47 !，R03’ JL!J
(7302/0HA47 !J *T,JJJQ%O JLO%
(7302/0HA47 !K $L%$
(7302/0HA47 M 20<093=2 JLM$
-C)D,475H<05 6’<3=2 *T,JJ$OMM OL$M
-2’7:6=2;47? ?2=V3> 6’<3=2，’/9>’ *T,JJ$O$U OLJN
-2’7:6=2;47? ?2=V3> 6’<3=2，.03’ *T,JJ$O$K JLOM
-H;=2 70<2=:4: 6’<3=2 20<093=2 OLJJ
-H;=2 70<2=:4: 6’<3=2，’/9>’, *T,JJ%!!Q MLO!
-=//,/4A0 20<093=2 O OL!K
*H</0’2 6’<3=2 =6 A’99’ /4?>3 *T,JOJQOK OLOQ
T43=?07,’<34B’305 92=3047 A47’:0 ! OL$O
T43=?07,’<34B’305 92=3047 A47’:0 K *T,JJO%QO OLJQ

表 & 临床有毒株感染巨噬细胞前后的
细胞因子相对表达数据

-’./0 $ D’:4< 08920::4=7 /0B0/ .06=20 ’75

’6302 3>0 4760<34=7 .@ </474<’//@ 4:=/’305

! " "#$%&’#()*+* :32’47:

C070 50:<24934=7 W@$ <@Q

(7302602=7
（’/9>’，.03’）

!QJNLJJ UUK

(7302/0HA47 !，
’/9>’

KQKLKN MQU

(7302/0HA47 !，
.03’

!!ULMO OK!

(7302/0HA47 !，
R03’

OOLOO O!M

(7302/0HA47 !J UNLJJ OQ!

(7302/0HA47 !K $$$QLJN NK$

-2’7:6=2;47? ?2=V3>
6’<3=2，’/9>’

O$!NLKK !!!!

-2’7:6=2;47? ?2=V3>
6’<3=2，.03’

!J!LUJ M!$

-H;=2 70<2=:4:
6’<3=2，’/9>’,

MOJQL!J KK%

(3’/4< 5’3’ 50;=7:32’30 3>0 >4?> .’<A?2=H75
08920::4=7 ’75 50:02B0 :90<4’/ :3H5@"
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比较表 !和表 "可以发现，实验室通用无毒株与临床分离菌株在诱导细胞因子及相
关基因表达方面有明显差异。临床菌株调控的细胞因子种类多，包括 #$%的几种形式，
#&’(、#&’()、#&’(*、+,$、+%$及其相关受体 #&’(-、#&’.-、+%$-、+,$-等，而且表达类型很
丰富，既有上调的也有被下调的，即使在 #&’(系列中，也有被上调（#/01231456/ (，73897，!倍
多）和下调（#/01231456/ (，:107；#/01231456/ (，;107；分别为 !<=倍和 ()倍）；#&’()的表达在转
录水平被抑制，而 #&’(*表达则上升了 "倍多。全套差异表达的基因数据可以通过电子邮
件 >67/86/?@61AB79CCD ECF索取。

! 讨论
在利用芯片技术分析结核分枝杆菌无毒株感染诱导的人巨噬细胞全局基因表达谱变

化的基础上［("］，我们进一步比较了有毒株感染产生的变化。在上述研究的基础上，重点

分析了细胞因子及相关基因的表达谱改变情况。芯片实验结果经过 %C20912/分析确证具
有很高的准确性。分析提示，两类菌株感染都使细胞因子及相关基因的表达发生改变，但

总的来讲，临床株感染产生的变化远比无毒株广泛和多样化。

与大多数结果确定 #$%和 +%$在抗结核分枝杆菌感染免疫中的重要作用相同，本实
验中临床株感染前后 #$%和 +%$的表达分别提高 !<!=倍和 .<!(倍，而无毒株感染时没
有检测到差异表达。

迄今未见报道结核分枝杆菌感染使巨噬细胞 #&’()的表达被抑制和 #&’(*表达上升
"<G"倍。抗体中和 #&’()表明，#&’()被抑制可以使 #&’( :107的表达上升 ! H "倍，本实验
中 #&’()被抑制为原来近 (I"（)<!G），#&’( :107的表达被抑制为原来近 !I=（)<.)），与蛋白质
表达水平的结果比较接近。

#&’()调控免疫系统的多种类型免疫细胞的功能。下调被分枝杆菌感染的巨噬细胞
胞间粘附分子’(（#/012E1334372 7J91K6C/ FC31E431’(，#LMN’(）的表达，抑制 +9(样 +细胞反应
和巨噬细胞活化，但对 #&’() 在分枝杆菌感染中的作用还有争议，内源性 #&’() 抑制
#$%’?7FF7特异性 +细胞对结核分枝杆菌感染的反应，但该抑制效应比较短暂，对感染的
长期进程没有影响。#&’()以剂量依赖方式下调 #&’O分泌，这种下调部分原因是抑制了
#&’O的转录，并与减弱 %$’57887 P与核结合有关。#&’O是 LQL趋化因子，在动员白细胞
运动到结核肉芽肿形成区中发挥重要作用。文献报道鸟分枝杆菌（!"#$%&#’()*+, &-*+,）
诱导的巨噬细胞分泌 #&’()被（N60C?1/’7E06R701J 82C016/ 56/7K1’NMST）NMST激酶活性和酪
氨酸激酶［(.］，蛋白质激酶 L和 M所调控，一般在感染 !.9后，细胞 #&’() 分泌达到峰值。
我们的实验结果提示：#&’()的转录在感染 "U9后被明显抑制（达到 "倍），与该分泌趋势
相同，而在无毒株感染中没有检测到 #&’()，提示在天然状态感染中，#&’()的分泌情况与
利用实验室无毒株感染有差异。因此，在解释结果时应注意采用的条件，包括菌株来源。

利用#&’()基因中断小鼠得到的结果与 #&’()剔除小鼠的结果不同，前者不影响小鼠对结
核分枝杆菌感染的免疫，而后者可减少小鼠体内的细菌数量。利用 #&’()-的单克隆抗体
封阻 #&’()-可以改善分枝杆菌化疗和免疫的效果［(=］。

#&’(*与 #&’()的氨基酸同源性达到 !(V［(U］，,N’LW$诱导单核细胞表达 #&’(*。#&’(*
能够与 #&’!) 受体结合，使 W+M+" 磷酸化，活化包括 W+M+ 结合位点在内的最小启动子
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（!"#"$%& ’()$)*+(）［,-］。本实验中 ./0,1的转录提高 23-2倍，提示 ./0,1在抗结核分枝杆菌
有毒株感染中可能有重要作用，但有关功能尚待利用 ./0,1基因中断或剔除的小鼠进行
验证。

./04分泌是 567细胞的特征，一般认为 56,型反应在抗包括结核分枝杆菌在内的胞
内致病菌感染中有重要作用，对于 ./04的作用争议也较大。./04基因剔除小鼠得到的结
果有的认为 ./04有保护作用［,8］，只是重要性不如 .9:和 59:，也有结果提示 ./04对感染
免疫没有影响，至少没有负影响［,1］。本实验中没有检测到 ./04表达差异，但其受体 ./04;
的表达被抑制 ,倍，提示 ./04;在抗感染免疫中有作用，同样也可能支持 ./04的作用。

./0,<+*%的表达被临床有毒株感染抑制达到 ,倍，而其他用有 2-=个基因的人免疫调
控芯片研究报道该细胞因子的表达被上调 422倍［7>］，这种明显的差异可能与所用的菌株
和细胞株以及检测时间不同有关。本实验采用临床分离的菌株和 ?12-，在感染后 2@6分
别检测，而文献利用实验室有毒株和 5AB,，在感染 ,76后检测。下一步需要利用不同类
型细胞株进行比较研究，而且主要应当用临床分离、遗传稳定的菌株感染。

./0,,在抗结核分枝杆菌感染免疫中的作用报道很少，也缺乏关于其受体 ./0,,;作
用的报道。本实验中 ./0,,;被无毒株感染所抑制 ,倍多，而临床株感染中没有检测到该
抑制。关于 ./0,,;的作用尚待研究。

9:0C%’’% D调控结核分枝杆菌感染的宿主和细胞的细胞因子如 ./08、./07、59:和 .:9
等的分泌，在抗结核分枝杆菌感染免疫中发挥重要作用。与文献报道相同，本实验中

9:0C%’’% D的表达被临床有毒株诱导近 2倍。!EBF活性在调控细胞因子和抗感染免疫
中具有重要作用，本实验中!EBF,和!EBF1的表达都提高了 7327被 2左右，与其他研究
得到的结果一致。

一般认为细胞因子之间的微妙平衡对免疫反应的后果有重要影响。本实验首次提供

了较多细胞因子在感染前后的相对比例（表 2），尤其是 5G:，59:，./0,，./0,1的基础值较
高，这提示这些组成性高水平转录的细胞因子可能还具有其他功能。./0,1在抗结核分枝
杆菌感染免疫中的作用是首次报道，这为今后研究细胞因子网络在抗结核分枝杆菌感染

免疫中的作用奠定了基础。与多数微生物需要经过 5/;受体介导的信号传导途径激活
巨噬细胞一样，临床分离结核分枝杆菌感染也使巨噬细胞的 5/;7的表达提高近 2倍。
本研究结果提示，细胞因子，尤其是 ./系列，.:9，59:和 5G:等广泛参与了胞内致病

菌与巨噬细胞的相互作用，深入研究这些因子的具体作用，可能有助于揭示结核分枝杆菌

在细胞内存活和逃避免疫监视和攻击机理，有助于认识结核分枝杆菌与宿主之间的相互

作用，为细胞因子治疗结核病研究提供基础数据［7,］，为寻找设计新一代抗结核病药物的

作用靶标提供线索。尽管芯片技术还有一些待改进的地方，但我们得到的数据经实验确

证比较准确，这为将来的研究提示了方向。

致谢 感谢复旦大学医学院闻玉梅院士提供 ?12-细胞株和对实验设计给予的指导。上
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