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生殖支原体脂质相关膜蛋白激活核因子!! 诱导人单核细胞

表达前炎症细胞因子及凋亡

邱 宏，吴移谋"，游晓星，余敏君，曾焱华
（南华大学医学院病原生物研究所 衡阳 !$&%%&）

摘 要：为了解生殖支原体（HI）潜在的致病性及其脂质相关膜蛋白（JKHLA）诱导人单核细胞（4ML6&）凋亡及表达

前炎症细胞因子（NOA）的分子机制，用 HI 提取的 JKHLA 刺激 4ML6& 细胞，以 :JPQK 法和 R46LNR 方法分析 NOA 产生

和其 ;RSK 的表达。不同试实验组的细胞经 KBB/9<BT 联合 LP 染色后通过流式细胞仪检测细胞凋亡。采用 :HQK
方法检测 JKHLA 处理的 4ML6& 细胞中核转录因子 U8VV8W（S76!W）的激活，并分析 S76!W 抑制剂二硫代氨基甲酸吡

咯烷（V=00-5<X<B/ X<,F<-+-80.8;8,/，LY4N）对 JKHLA 处理的 4ML6& 细胞产生 NOA 的量和其 ;RSK 表达及细胞凋亡的影

响。JKHLA 能以时间和剂量依赖方式刺激 4ML6& 细胞产生 4S76"、PJ6&#和 PJ62，且能激活 S76!W 诱导 4ML6& 细胞表

达 NOA 的 ;RSK 及发生凋亡，LY4N 能显著抑制 NOA 的 ;RSK 表达水平和细胞凋亡。由于 JKHLA 能激活 S76!W 诱导

4ML6& 细胞表达 NOA 及产生细胞凋亡，因而可能是一个重要的致病因素。
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生殖支原体（!"#$%&’()’ *+,-.’&-/)，HI）是目前

已发现的最小原核细胞型微生物，首先由 4>55= 等于

&(’& 年从 &1 名男性非淋球菌尿道炎（S[\）标本中

分离到 $ 株，因其来源于泌尿生殖道，故命名为 HI。
越来越多的资料表明 HI 与 S[\、围产期感染症、婴

幼儿肺炎等疾病有关［&］。此外，HI 还有黏附玻璃、

塑料器皿和滑行运动的能力，能依赖其特殊的顶端

结构黏附宿主细胞，但关于 HI 对宿主的致病性及

其可能的致病机制仍还不十分清楚。脂质相关膜蛋

白（J<V<X68AA-+<8,/X ;/;.08B/ V0-,/<BA，JKHLA）暴露在

HI 表面，与周围环境成分不断相互作用，因而影响

机体免疫系统［$］。

本实验旨在研究 HI JKHLA 是否能激活人单核

细胞（4ML6&）产 生 前 炎 症 性 细 胞 因 子（N=,-U<B/A，
NOA）和表达其相应的 ;RSK 及发生细胞凋亡。同

时也通过研究 JKHLA 是否诱导 S76!W 的激活以及

吡咯 啉 烷 二 甲 基 硫 脲（ V=00-5<X<B/ X<,F<-+80.8;8,/，
LY4N）（一种 S76!W 抑制剂［1］）对 S76!W 的激活、NOA
的产生及细胞凋亡的影响，以了解 HI 入侵宿主后

与宿主的免疫反应，在分子水平上阐明其致病性及

其可能的致病机制。

" 材料和方法

"#" 细胞培养和刺激

4ML6& 细胞用含 &%]新生牛血清、$;;-5^J 谷氨

酰 胺 和 &%;;-5^J M:L:Q 的 RLHP&2!% 培 养 基 在

1"_、#]N*$ 环境中培养。当使用细胞时将其转移

至 $! 孔 细 胞 培 养 板（ &%2 ^;J），分 别 用 含 有

%G# ) #$I^;J JKHLA 的无血清培养基培养 $!F。为

检测 JKHLA 在不同时间对细胞产生 NOA 的影响，分

别用 JKHLQ 处理细胞 %F、2F、&$F、$!F、12F 和 !’F；

为评 价 S76!W 的 抑 制 剂 吡 咯 啉 烷 二 甲 基 硫 脲

（V=00-5<X<B/ X<,F<-+80.8;8,/，LY4N）对 NOA 产生的影

响，细胞用含 1$I^;J JKHLA 和 $#$;-5^J LY4N 的无

血清培养基培养 $!F。同时用 &%%BI^;J 的 JLQ 做阳

性对照，以 &%%$J 水相处理细胞做为阴性对照组。

"#$ 试剂和仪器

HI 标准株 [61"：由东南大学赵季文教授惠赠

提供；4ML6& 细胞株：购自中国典型培养物保藏中

心。WNK 蛋白浓度测定试剂盒购于碧云天公司；细

胞因子 4S76"、PJ62、PJ6&#测定试剂盒及 KBB/9<B T6



!"#$ 凋亡检测试剂盒购于晶美生物工程有限公司；

%#&’$% 试剂盒［%() ’$% *+,（)-.）./01 234］购自

于大连宝生物公司；非放射性 (!&!5&6-7) 试剂盒

购自 .")86(6 公司。青霉素、链霉素购自华美公

司；硫酸多黏菌素 5 购自 "9:+,0;</9 =+>/ #/?@9;A;<+/B
公 司；#0+C;A 试 剂： 购 自 美 国 "9:+,0;</9 =+>/
#/?@9;A;<+/B 公 司；=’7、68#)、’D#$：均 购 自 美 国

B+<EF 公司；D6’$：购自美国 !AGHF 公司；无支原体新

生牛血清：购自杭州四季青公司；IJ 孔和 K 孔细胞

培养板：购自美国 $;B,F0 公司。所有的引物都由上

海生物工程公司合成。

!"# $% &’$() 的提取

用 7’&J 培养基培养 -< 标准株 8&2L 至对数生

长期，离心收集支原体沉渣，=)-’B 的提取和水相的

收集按参考文献［J］进行。将 M44E= 支原体培养物

经 N44440OE+9 离心 N4E+9，收集支原体沉渣，将其重

悬 于 ME= #576 溶 液［ M4EE;AO= #0+B（ PQR34），

43NME;AO= (F$A，NEE;AO= 6D#)］中，加入 #S&NNJ 至终

浓度为 IT以裂解支原体，于 JU静置 N@，将支原体

裂解 物 于 2LU 温 育 N4E+9，使 其 发 生 相 分 离，以

N44440OE+9 离心 I4E+9，取发生相分离后的上层水相

分装，储存于 V R4U以用作阴性对照。在下层 #S&
NNJ 相中加入等体积的 JU #576，混匀后 JU静置

N4E+9。以上的相分离过程重复 I 次。将发生相分

离后的 #S&NNJ 相用 JU #576 重悬至初始体积，加

入 I3M 倍体积的无水乙醇，V I4U过夜以沉淀膜蛋

白成分，经离心后用 ’57 重悬沉渣并经超声处理即

为所要提取的 =)-’B。蛋白浓度用 5$) 微量蛋白

测定 试 剂 盒 测 定。所 提 取 的 =)-’B 在 使 用 前 经

N44"<OE= 多黏菌素 5 预孵育 I@，以消除在蛋白提取

过程中可能被污染的内毒素［J］。

!"* +,-.!、/&.!"和 /&.0 浓度的测定

细胞经 =)-’B 处理后，将细胞反复冻融 I 次，

将冻融液于 JU、M4440OE+9 离心 ME+9 后取上清液储

存于 V L4U，以供测定 $*B（代表细胞内和释放到上

清中的总的 $*B）用，其测定方法按照晶美公司的人

#(!&#、"=&N$和 "=&K 6="7) 检 测 试 剂 盒 的 说 明 书

进行。

!"1 2+.(32 检测 +,-.!、/&.!"和 /&.0 42,’ 的

表达

用 #0+C;A 试剂从处理的细胞中提取总 %()。使

用 )-. 逆转录酶（#F*F%F）和随机引物（%F9W;E X
E/0B）X 聚体合成第一链 ?D()。人 #(!&#、"=&N$和

"=&K 和$&F?,+9（用做内对照）的引物由上海生工合

成，序 列 分 别 如 下：#(!&#：上 游：MY&$)8)888))8
)8##$$$$)8&2Y，下 游：MY&$$##88#$#88#)88)8)
$8&2Y；"=&N$：上游：MY&#)##)$)8#88$))#8)88&2Y，
下游：MY&)#8))888)))8))88#8&2Y；"=&K：上游：MY&
#8)$$$))$$)$)))#8$&2Y，下 游：MY&$8)8$#$#8
)))$)))88)#&2Y；$&F?,+9（用做内对照）的引物，其

序 列 如 下：$&F?,+9： 上 游：MY&$#888)$8)$)#
88)8))))&2Y，下 游：MY&))88))88$#88))8)8#
8$&2，’$% 产物长度分别为 2IJZP、IMIZP、J24ZP 和

MKJZP。N44G= ’$% 反应体系中含有 I4G= ?D()，具

体反应条件如下：XJU 24B，KKU（#(!&#）、K2U（"=&K）

或 MRU（"=&N$和$&F?,+9）JMB，LIU NE+9，2M 个循环。

’$% 产物经 N3IT琼脂糖凝胶电泳用溴化乙锭染色

并经凝胶成象系统成像。

!"0 细胞凋亡检测

为检测细胞凋亡，按以下方法处理细胞：细胞呈

单层生长铺满培养瓶 R4T左右后经 N [ J"<OE= 的

=)-’B 和 2"<OE= =)-’B \ IM"E;AO= ’D#$ 处理细胞

NI@，同时用 43N"<OE= 的 =’7 做阳性对照，然后用

’57 洗涤细胞 I 次，用预冷的结合缓冲液调整细胞

浓度到 N ] N4K OE=。将 43ME= 细胞液转入 6’ 管中

加入 N4"= 结合缓冲液，然后加入 N3IM"= )99/^+9 .&
!"#$，于室温（NRU [ IJU）避光静置 NME+9。经 N444
0OE+9 离心 ME+9 后去上清，加入 43ME= 预冷的结合

缓冲液，加入 N4"= 碘化丙啶（’"）以将早期凋亡细胞

与晚期凋亡及死亡细胞分开来，立即用流式细胞仪

检测。

!"5 凝胶阻滞实验 6$7’ 检测 ,-.#8 的活化

用 2"<OE= 的 =)-’B 在不同的时间处理后收集

细胞，用 NE= #57 重悬细胞沉渣，弃去上清液，按参

考文献［M］所述方法提取细胞核蛋白。细胞核蛋白

的浓度用 5$) 微量蛋白测定试剂盒测定。采用生

物素 2Y 末 端 标 记 法 将 (!&!5 探 针 MY&)8##8)8
888)$###$$$)88$&2Y；2Y&#$))$#$$$$#8)))888
#$$8&MY进行标记。将细胞核提取物（N4"<）与生物

素标记的探针在 I4"= 的缓冲液（N4E;AO= #0+B&Q$A，
’Q R3M，43MEE;AO= 6D#)，MEE;AO= -<$AI，NE;AO=

*$A，434MT (’&J4，I3MT 8A_?/0;A，N"<O"= ’;A_（W"·
W$）F9W 43 I"<O"= 57)）中充分结合，进行 KT非变

性 7D7&’)86 电泳后，转移至带正电荷的尼龙膜上，

NI4E‘ 紫外交联 ME+9，增强探针与膜的结合。阴性

对照与阳性按上述方法与生物素标记的 (!&!5 探针

44X a"b Q;9< !" #$ 1 O%&"# ’(&)*+(*$*,(&# -(.(&#（I44L）JL（M）



反应；竞争性抑制、非竞争性抑制的核提取物中加入

标记的 !"#!$ 探针，另分别加入未标记的 !"#!$ 探

针或非标记的非竞争性寡核苷酸探针。生物素标记

的 %!& 探针与 ’() 标记的亲和素之间相结合，通

过化学发光，* 光片曝光，显影，定影。

!"# 统计学处理

试验重复 + 次，所有数据均以均数 , 标准误表

示，使用 -)--.+/0 统计软件对资料进行独立样本 !
检验后再进行单方向方差分析，1 2 0/03 表示有显

著差异。

$ 结果

$"! %& ’(%)* 诱导 +,)-! 细胞产生 .’-/、.’-!!
和 +01-"

45 6&4)7 诱导 8’)#. 细胞能以时间依赖方式

产生 8!"#"、96#.#和 96#:。从图 . 可知，当 +$5;<6
6&4)7 分别刺激细胞 := 后即可从培养基中检测到

8!"#"、96#.#和 96#:，而刺激 .>= 产生的量则达到高

峰。另 外，45 6&4)7 也 能 以 剂 量 依 赖 方 式 诱 导

8’)#. 细胞产生 8!"#"、96#.#和 96#:，从剂量反应图

（图 >）可知，诱导 8’)#. 细胞产生 8!"#"、96#.#和 96#

: 的 6&4)7 的最适浓度为 +$5;<6，产生 ?@7 浓度各

为（.AA3/>B , 3A/:>）15;<6、（>3:/>0 , >/0+）15;<6、

（+3/>B , 0/CB）15;<6，与 .00D5;<6 6)- 诱导细胞产

生 8!"#"、96#.#和 96#: 的 量（分 别 为 .>AA/B: ,
+C/+C15;<6、C:B/+: , >/..15;<6、++/0. , 0/A.15;<6）

较接近（1 值均 E 0/03）。我们也发现当 6&4)7 从

+$5;<6 增加到 3$5;<6 时，?@7 产生的量反而减少。

图 ! ’(%)* 处理 +,)-! 细胞后不同时间对产生 +01-"
和 .’-/（(）及 .’-!!（2）量的影响

"F5G . 8=H HIIHJK LI MFIIHNHDK KF<H7 LD &，8!"#"ODM 96#.#；$，96#:
1NLMPJKFLD FD 8’)#. JHQQ7 KNHOKHM RFK= 6&4)7

图 $ 不同浓度的 ’(%)* 对 +01-"（(）、.’-!!（2）及 .’-/（3）生成量的影响

"F5G> 8=H HIIHJK LI MFIIHNHDK JLDJHDKNOKFLD7 LI 6&4)7 LD &，8!"#"；$，96#.#；?，96#: 1NLMPJKFLD

$"$ %& ’(%)* 诱导 +,)-! 细胞表达 +01-"、.’-
!!和 .’-/ 的 450(

由于 ?@7 的产生主要经转录水平调节，用 (8#
)?( 检测了 8!"#"、96#.#和 96#: 的 <(!& 的表达水

平，从图 + 可知，细胞经 +$5;<6 6&4)7 处理 >0= 后，

其 8!"#"、96#.#和 96#: 的 <(!& 的 表 达 量 较 经

.00$6 水相处理 >0= 后高得多，且 )%8?（>3$<LQ;6）

能显著抑制其 <(!& 的表达。

$"6 )7+3 下调 +01-"、.’-!!和 .’-/ 的产生且下

调其 450( 的表达

从 图 > 可 知，用 6&4)7（ +$5;<6）和 )%8?
（>3$<LQ;6）同时处理细胞后，其上清液中 8!"#"、96#
.#和 96#: 的量较仅用 6&4)7（+$5;<6）处理时少得

多（1 2 0/03），这说明 )%8? 能显著地抑制经 6&4)7
处理的 8’)#. 细胞产生 8!"#"、96#.#和 96#:。另外，

从图 + 也可知，)%8? 能显著抑制经 +$5;<6 6&4)7
处理的细胞中 8!"#"、96#.#和 96#: 的 <(!& 表达。

$"8 %& ’(%)* 可诱导 +,)-! 细胞发生凋亡

经凋亡检测试剂盒检测发现：正常细胞 "98? 及

)9 均低染，在流式细胞分析图上为 (. 区细胞簇（图

C）。早期凋亡细胞 "98? 高染 )9 低染，图上显示为

(> 区细胞簇。晚期凋亡细胞或坏死细胞 "98? 及 )9
均高染，图上显示为 (+ 区细胞簇（因晚期凋亡细胞

与坏死细胞不能完全区分，把坏死细胞计为晚期凋

亡细胞）。45 6&4)7 处理 8’)#. 细胞 .>= 后能诱导

其发生凋亡，细胞凋亡率最高为 .C/>+S，而当用

.0B邱 宏等：生殖支原体脂质相关膜蛋白激活核因子!$ 诱导⋯⋯ G ;微生物学报（>00T）CT（3）



图 ! 不同处理组对 "#$%!（&）、’(%)"（*）及 ’(%+（,）

-.#& 表达的影响

!"#$% &’( ())(*+ ,) -"))(.(/+ #.,012 ,/ 3，&4!5!；6，7859"；:，785;

<=43 (>1.(22",/$ ?：9@@ A1 B43 <C.D(.；9：@E9##F<8 8GH；I：

%##F<8 ,) 83?G2；%：%##F<8 ,) 83?G2 "/ *,<A"/C+",/ J"+’ IK#<,LF8

GB&:；M：9@@#8 CN0(,02 1’C2($

图 / 不同处理组用 &001230%4%$’", 结合 5’ 染色法检测凋亡

!"#$M :(LL C1,1+,2"2 ,) -"))(.(/+ #.,012 JC2 -(+(*+(- AO 3//(>"/5P51.,1"-"0< ",-"-( 2+C"/"/#$ &QG59 *(LL2 J(.( 2+"<0LC+",/

J"+’ 9 +, M##F<8 ,) 83?G2，%##F<8 ,) 83?G2 "/ *,<A"/C+",/ J"+’ IK#<,LF8 GB&:，,. @E9##F<8 8GH

),. 9I ’,0.2，2+C"/(- J"+’ 3//(>"/5P5!7&:5G7 C/- C/CLOR(- AO !3:H$

8GH 处理细胞后其凋亡率为 9;EK%S。且 4!5$6 的

特异性抑制剂 GB&: 能使凋亡细胞数目减少，细胞凋

亡率为 IETUS，明显减少 83?G2 诱导细胞发生凋亡。

678 9: (&95; 可诱导 #$%#* 的活化

从图 K 可知，阴性对照、非竞争性抑制组检测到

了活化的 4!5$6 滞留条带；阳性对照、竞争性抑制组

未见活化的 4!5$6 滞留条带。而 4!5$6 在 83?G2
组 9’ 时有较弱的活性，在 I’、M’ 时组都见有较强的

活性，且在 I’ 组的活性最强。

图 8 <9=& 检测不同处理组 #$%#* 的活性
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! 讨论

已有研究表明许多微生物的细胞壁产物如脂多

糖、肽聚糖、脂胞壁酸和脂蛋白等能激活巨噬细胞合

成和分泌一系列与感染性疾病相关的炎症蛋白［!］。

支原体无细胞壁故不含脂多糖等成分，有趣的是支

原体有一种暴露在其表面能与周围环境各种成分不

断相互作用因而影响机体免疫系统的 "#$%&。且已

有研究表明一些支原体成分能激活巨噬细胞，如源

自发酵支原体的高分子量物质（$’($）和经热灭活

的解脲支原体抗原能刺激小鼠巨噬细胞表达 )"*+!、

,-.*"、)"*! 和 )"*/ 等炎症细胞因子［0，/］，由精氨酸支

原体提取的 1 种脂蛋白组成的膜成分及由穿透支原

体提取的 "#$%& 能刺激人单核细胞释放 )"*+!、,-.*
"和 )"*!［2，+3］。

,-.*"、)"*+!和 )"*! 都是前炎症细胞因子，是启

动急性炎症反应的关键细胞因子。为了阐明 $4 潜

在的致病性，本研究证明 $4 "#$%& 能刺激人单核

细胞系 ,(%*+ 表达 ,-.*"、)"*+!和 )"*!，且能以时间

和剂量依赖方式诱导细胞产生。然而当 "#$%& 从

351#467" 增加到 8#467" 时，9:& 的量反而减少了，

这可能是由于 $4 "#$%& 对 ,(%*+ 细胞有毒性作用

减少了 9:& 的产生。为验证 ,-.*"、)"*+!和 )"*! 基

因是否表达，本研究利用 ;,*%9;，成功扩出分子量

分别 为 <83=>、?1?=> 及 8?<=> 的 目 的 带，显 示 有

7;-# 的表达。同时也发现 -.*$@ 的特异性抑制剂

%’,9 能显著地抑制经 "#$%& 处理的 ,(%*+ 细胞产

生 9:&，且能减少 9:& 7;-# 的表达。

研究表明在细胞因子基因 1A端的转录调控区

含有 -.*$@ 的结合位点［++］，在未经诱导的细胞内，

细胞因子表达水平很低，甚至不表达，而 -.*$@ 是正

常表达在许多细胞的胞浆内调控机体免疫炎症反

应、化学趋化因子和生长因子等的一种快速转录调

控因子［+?］。许多内源性和外源性的刺激因素能诱

导 -.*$@ 的激活，使 -.*$@ 与其抑制蛋白解离而进

入细胞核内与特定基因启动子结合，从而调节靶基

因的表达。因为只有当位于基因上游的启动子被激

活后 才 能 诱 导 基 因 表 达，故 本 实 验 检 测 了 经 $4
"#$%& 刺激 ,(%*+ 细胞后 ,-.*"、)"*+!和 )"*! 的产

生及其 7;-# 的表达是否与 -.*$@ 的激活有关。正

如 B$C# 所见到的，它是应用广泛的检测 -.*$@ 与

其靶 基 因 ’-# 结 合 状 态 的 实 验 方 法，当 用 $4
"#$%& 处理 ,(%*+ 细胞后，从细胞核的提取物中，检

测到 -.*$@ 被激活，阳性对照及非竞争性抑制组可

见 -.*$@ 与其靶基因 ’-# 结合的滞留条带，而阴性

对照和竞争性抑制组滞留条带消失，说明本实验方

法检测到的滞留条带特异性地代表了 -.*$@ 的活

性。

细胞凋亡是在基因调控下发生的细胞主动死亡

过程，包括生物、化学及病理等方面的因素导致细胞

凋亡。许多物质参与巨噬细胞凋亡的调控，如 -.*

$@、%:9、-D、%,:［+8］等。在多数凋亡相关基因的启

动子或增强子上都有 -.*$@ 的特异性结合序列，-.*
$@ 可通过调节这些基因的转录与表达参与细胞凋

亡的调控。本研究采用 #EEFGHE I*.),9 凋亡检测试

剂盒检测了 $4 "#$%& 处理后的细胞，发现 +?J 后即

发生了凋亡，细胞凋亡率为 +<5?8K。且发现 -.*$@
特异性抑制剂 %’,9 能抑制经 "#$%& 处理的 ,(%*+
细胞发生凋亡，凋亡细胞减少到 ?502K，这说明 $4
"#$%& 诱导 ,(%*+ 细胞发生凋亡可能与 -.*$@ 的激

活有关。

结果表明 $4 "#$%& 是一种潜在的 -.*$@ 的诱

导剂，能通过激活 -.*$@ 而诱导 ,(% *+ 细胞表达

9:&，且 能 诱 导 ,(%*+ 细 胞 发 生 凋 亡，这 说 明 $4
"#$%& 可能是一个重要的致病因素。由于 9:& 在感

染性疾病的致病性中具有重要作用，因此可通过抑

制 9:& 的产生或用 -.*$@ 抑制剂 %’,9 抑制 -.*$@
活性来治疗由 $4 引起的炎症性紊乱。另外，由于

-.*$@ 能调节与免疫功能有关的各种基因的表达，

因此本研究的发现有利于了解 $4 入侵宿主后与宿

主的免疫反应。因此也有利于更好的了解 $4 的免

疫调节活性，且能在分子水平上更进一步的阐明 $4
潜在的致病性。
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