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摘   要：【目的】观察嗜肺军团菌重组免疫原蛋白(immunogenic protein，IP)对 RAW264.7 细胞

自噬流及自噬相关因子表达水平的影响并探讨其作用机制。【方法】采用 His 标签蛋白纯化试剂盒

纯化嗜肺军团菌重组免疫原蛋白(IP)，并用 CCK-8 法检测 IP 对 RAW264.7 细胞半数抑制浓度(half 
maximal inhibitory concentration，IC50)。采用低浓度(0.05×IC50)、中浓度(0.1×IC50)、高浓度(0.2×IC50) 
IP 与 RAW264.7 细胞进行体外共培养 1、3、6、12 h，并设细胞对照组，应用自噬双标质粒

pmCherry-C1-EGFP-LC3B 检测巨噬细胞自噬流的变化，筛选最佳浓度进行后续实验；最佳浓度

IP 与 RAW264.7 细胞进行体外共培养 6、12、24 h，并设细胞对照组，RT-qPCR 检测各组自噬相

关蛋白 Beclin1、微管相关蛋白 1 轻链 3 (microtubule-associated protein 1 light chain 3，LC3)、
SQSTM 1 (sequestosome 1，p62)及组蛋白去乙酰化酶 6 (histone deacetylase 6，HDAC6)的 mRNA
表达水平；Western blotting 法检测各组自噬相关因子的蛋白表达水平；免疫荧光检测各组自噬相

关 因 子 的 表 达 。【 结 果 】 根 据 CCK-8 结 果 计 算 IC50 为 0.26 μg/μL 。 自 噬 双 标 质 粒

pmCherry-C1-EGFP-LC3B 检测自噬流结果显示，与对照组相比，中浓度 (0.026 μg/μL)IP 与

RAW264.7 细胞进行体外共培养后自噬流抑制显著。RT-qPCR 及 Western blotting 检测结果显示，

与对照组相比，IP 与 RAW264.7 细胞共培养 6 h，P62 表达水平升高，LC3B、HDAC6、Beclin1
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表达水平均降低，P<0.05；与 6 h 组相比，12 h 组 LC3B 表达水平降低，P62、HDAC6 及 Beclin1
表达水平均升高，P<0.05；与 12 h 组相比，24 h 组 Beclin1 表达水平升高，P<0.05。IP 一定程度

上以时间依赖的方式降低了 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值并升高了 P62 蛋白的表达水平，P<0.05。免疫荧

光结果基本与 RT-qPCR 及 Western blotting 检测结果一致。【结论】嗜肺军团菌 IP 抑制巨噬细胞自

噬，可能与通过影响自噬小体-溶酶体融合途径，干扰自噬小体及自噬溶酶体的形成、成熟等过程

有关。 

关键词：嗜肺军团菌；免疫原蛋白；巨噬细胞；自噬  
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Abstract: [Objective] To investigate the effect of Legionella pneumophila recombinant immunogenic 
protein (IP) on RAW264.7 cell autophagy and the mechanism. [Methods] We purified the L. pneumophila  
IP using the His-tag protein purification kit and determined the half maximal inhibitory concentration 
(IC50) of the IP on RAW264.7 cells with cell counting kit-8 (CCK-8) assay. We co-cultured RAW264.7 
cells with different concentration (0.05×IC50, 0.1×IC50, 0.2×IC50) of IP for 1, 3, 6, and 12 h, 
respectively, and set up a cell control group. In addition, we used the pmCherry-GFP-LC3B tandem 
fluorescent protein to monitor changes in autophagy flux in RAW264.7 cells, and chose the optimal 
concentration for subsequent experiments. We co-cultured RAW264.7 cells with the optimal 
concentration of IP for 6, 12, and 24 h, separately, and established a cell control group. Apart from that, 
the mRNA and protein expression levels of autophagy-related factors Beclin1, microtubule-associated 
protein 1 light chain 3B (LC3B), SQSTM1 (sequestosome 1, p62), and histone deacetylase 6 (HDAC6) 
were detected by RT-qPCR, Western blotting, and immunofluorescence staining. [Results] The IC50 
was calculated to be 0.26 μg/μL. When RAW264.7 cells were co-cultured with medium-concentration 
(0.026 μg/μL) IP, the autophagy flux was clearly inhibited, as monitored by pmCherry-C1-EGFP-LC3B. As 
revealed by the results of RT-qPCR and Western blotting analysis, when RAW264.7 cells were 
co-cultured with IP for 6 h, the expression level of P62 increased, but the expression levels of LC3B, 
HDAC6, and Beclin1 decreased (P<0.05). The expression of LC3B reduced and the expression of P62, 
HDAC6, and Beclin1 rose at 12 h compared with those at 6 h (P<0.05). Beclin1 expression was higher 
at 24 h than that at 12 h (P<0.05). According to the RT-qPCR and Western blotting results, IP 
decreased the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio and increased the expression level of P62 in a time-dependent 
manner (P<0.05). The immunofluorescence results were essentially consistent with the RT-qPCR and 
Western blotting results. [Conclusion] L. pneumophila recombinant IP can inhibit autophagy flux in 
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macrophages. Moreover, IP may affect the autophagosome-lysosome fusion pathway and interfere with 
the formation and maturation of autophagosome and autophagolysosome. 

Keywords: Legionella pneumophila; immunogenic protein; macrophages; autophagy 
 

嗜肺军团菌是一种广泛分布于自然界，具

有机会致病性的兼性胞内菌[1]。人因吸入含有

军团菌的气溶胶而感染[2]，其可侵入肺泡巨噬

细胞并进行增殖，免疫功能低下的患者感染军

团后死亡率很高[3]。而吞噬作用和自噬是巨噬

细胞抵御微生物所必需的[4]，细菌通过巨噬细

胞的吞噬作用侵入宿主细胞，自噬通过捕获病

原体并将其运送到溶酶体进行降解，并对入侵

的病原体做出免疫应答[5]。但许多胞内菌已经

进化出独特的方法来逃避或利用宿主自噬以促

进感染[6]，研究认为嗜肺军团菌的致病机制可

能与其侵入宿主细胞后通过多种效应机制抑制

异体自噬受体的识别而扰乱宿主自噬有关[7]。

军团菌的脂多糖、鞭毛、菌毛、Ⅱ型分泌系统和

一些外膜蛋白等都与军团菌的致病性有关[8]，但

其具体机制目前尚不清楚。由嗜肺军团菌主要免

疫原基因 ip 编码产生的 29 kDa 外膜蛋白(29 kDa 
immunogenic protein，IP)是机体免疫应答反应

的主要免疫原，也是重要的致病因子[9]。本课

题组前期研究发现嗜肺军团菌重组蛋白(IP)能
够下调巨噬细胞的吞噬功能，增强巨噬细胞的

迁移能力及趋化功能[10]，但其对细胞自噬的影

响尚不清楚，因此，我们希望通过探索嗜肺军

团菌 IP 对细胞自噬的影响，更好地了解嗜肺军

团菌 IP 对巨噬细胞功能的影响。微管相关蛋白

1 轻链 3 (microtubule- associated protein 1 light 
chain 3，LC3)是目前公认的自噬标记物，与自

噬小体的发育和成熟有关，可用于监测自噬活

性[11]。SQSTM1 (sequestosome 1，p62)作为自噬

的重要受体可与 LC3 结合，靶向自噬体并促进泛

素化蛋白的清除，从而作为自噬降解的指标[12]。

组蛋白去乙酰化酶 6 (histone deacetylase 6，
HDAC6)与自噬接头蛋白 P62 相互作用，参与聚

集体形成，并通过自噬使其降解[13]。Beclin1 是

磷酯酰肌醇-3-激酶(phosphatidylinositol 3 kinase，
PI3K)复合物的亚基，Beclin1 与自噬前体结合

启动自噬体的形成，引导相关蛋白定位于自噬

体膜[14]。我们将嗜肺军团菌 IP 与 RAW264.7 巨

噬细胞进行共培养，观察其对 RAW264.7 巨噬

细胞自噬流及自噬相关因子 LC3B、P62、

HDAC6 及 Beclin1 表达水平的影响，进一步探

索嗜肺军团菌重组免疫原蛋白 IP 对巨噬细胞自

噬的影响及其作用机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

嗜肺军团菌重组质粒 pET-pip、大肠杆菌

DH5α 菌株、RAW264.7 细胞、真核过表达质粒

pmCherry-C1-EGFP-LC3B 均由本实验室保存。

His-tag Protein Purification Kit 及 Lipo6000 转染

试剂均购自碧云天生物科技公司。Endo-free 
Plasmid Mini Kit Ⅱ及 E.Z.N.A.®HP Total RNA 
Kit 购自 Omega 公司；全蛋白提取试剂盒购自

凯基生物公司；CCK-8 试剂盒购自 AbMole；
HiScript® Ⅲ All-in-one RT SuperMix Perfect for 
qPCR 及 ChamQTM SYBR qPCR Master Mix 试

剂盒购自 Vazyme；引物由上海生工合成；一抗

LC3B (3868S)、Beclin1 (D40C5)、SQSTM1/ P62 
(D1Q5S)、HDAC6 (D21B10)均购自 Cell Signaling 
Technology，GAPDH (10494-1-AP)购自Proteintech，
二抗 HRP Goat Anti-Rabbit IgG(H+L) (M21002)
购自 Abmart 公司。 
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1.2  重组蛋白 IP 的纯化 
菌株复苏及蛋白纯化参考卢敬敬 [10]的方

法。分别收集流穿液、洗涤液、洗脱液，经

SDS-PAGE 电泳，考马斯亮蓝染色分析纯化结

果，并进行 Western blotting 鉴定。 

1.3  CCK-8 法检测 IP 对 RAW264.7 细胞

的半数抑制浓度(IC50) 
培养 RAW264.7 细胞以 5 000 个/孔铺于 96 孔

板，置 37 °C、5% CO2 培养过夜，次日换液，

用完全培养基将纯化的 IP 依次倍比稀释，同时

设置空白组和对照组，每组设 3 个复孔，置

37 °C、5% CO2 培养 24 h。按 10 μL/孔加入

CCK-8 溶液，37 °C 孵育 4 h，酶标仪检测 450 nm
处各孔的 OD 值，计算细胞活力，确定 IP 的半

数抑制浓度(IC50)。 

1.4  pmCherry-C1-EGFP-LC3B 质粒转染

RAW264.7 细胞监测自噬流的变化 
将 RAW264.7 细胞以 1×105 个/孔铺于置有

无菌圆形盖玻片的 24 孔板中，待细胞密度达到 
70%时进行 pmCherry-C1-EGFP-LC3B 质粒转染，

转染 24 h 后，用 1 μmol/L 雷帕霉素(rapamycin，
RAPA)处理巨噬细胞 1.5 h，激活自噬，并采用

低浓度(0.05×IC50)、中浓度(0.1×IC50)、高浓度

(0.2×IC50)重组免疫原蛋白 IP 与 RAW264.7 细胞

进行体外共培养 1、3、6、12 h 后，收集细胞，

加入 4%多聚甲醛固定，滴加 DAPI，在荧光显

微镜下观察各组细胞自噬流的变化，并筛选重

组免疫原蛋白 IP 的最佳浓度进行后续实验。图

像采集后用 Image J 软件计数胞内的红色及黄

色光斑。 

1.5  实时荧光定量 PCR 检测 mRNA 的表达

水平 
分别收集对照组及与实验组的细胞，用

E.Z.N.A.®HP Total RNA Kit 提取各组细胞总

RNA，并测定总 RNA 浓度，然后定量至 500 ng，

使用 HiScript® Ⅲ All-in-one RT SuperMix Perfect 
for qPCR 反转录为 cDNA 后进行实时荧光定量

PCR 检测，以 GAPDH 为内参，进行相对含量

计算。引物序列见表 1。 

1.6  Western blotting 检测蛋白表达水平 
分别收集对照组与各实验组的细胞，加入

含蛋白酶抑制剂的细胞裂解液提取各组细胞的

总蛋白，BCA 法测定蛋白含量，将各组蛋白定

量至 40 μg，100 °C 变性 5 min。进行 SDS-PAGE
凝胶电泳分离蛋白并转至 PVDF 膜上，5% BSA
室温封闭 2 h。加入相应要检测的蛋白一抗  
(1:1 000) 4 °C 孵育过夜；次日，TBST 洗涤后

加入二抗(1:5 000)，室温摇床孵育 2 h；TBST
洗涤后，ECL 显色，曝光成像，用 Image J 软

件统计灰度值并以 GAPDH 作为内参照计算蛋

白相对表达量。 

1.7  免疫荧光分析 IP 对 RAW264.7 细胞的

影响   
将 RAW264.7 巨噬细胞以 1×105 个/孔铺于

置有无菌圆形盖玻片的 24 孔板中，加入 500 μL 
DMEM 完全培养基。37 °C、5% CO2 培养过夜，

与重组免疫原蛋白 IP 进行体外共培养 6、12、
24 h 后，吸出培养基，经 4%多聚甲醛固定，0.5% 
Triton X-100 通透后，使用山羊血清封闭 1 h， 
 
表 1  引物序列 
Table 1  Sequence of primers 
Primer Sequence (5′→3′) 
LC3B-F TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG 
LC3B-R CGCCGTCTGATTATCTTGATGAG 
Beclin1-F CGGTAGAACGAGCCTGGGTG 
Beclin1-R TTTCGCCTGGGCTGTGGT 
P62-F TCACAGATCACATTGGGGTG 
P62-R AGGATGGGGACTTGGTTGC 
HDAC6-F AGAAGATGATGAGTCACTGCAA 
HDAC6-R GTGACACATGATGCGTAAGATG 
GAPDH-F CCCTGTTGCTGTAGCCGTAT 
GAPDH-R TGTTCCTACCCCCAATGTGT 
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一抗 4 °C 孵育过夜，PBS 洗涤，荧光二抗避光

室温孵育 1 h，用 PBS 洗涤，滴加含有抗淬灭封

片剂的 DAPI 于载玻片，将盖玻片倒置于载玻片

使用荧光显微镜对细胞进行观察并采集图像。 

1.8  统计学处理  
用 SPSS 27.0 软件分析数据，计量资料以

均数±标准差( x ±s)表示，对于服从正态分布且

方差齐的计量资料多组间比较采用单因素方差

分析，进一步两两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05
为差异具有统计学意义。利用 GraphPad Prism 
8.0 进行图表绘制。 

2  结果与分析 
2.1  纯化嗜肺军团菌重组免疫原蛋白 IP   

嗜肺军团菌重组免疫原蛋白 IP 用组氨酸标

签蛋白纯化试剂盒(His-tag protein purification 
kit)进行纯化，经 SDS-PAGE 凝胶电泳，考马斯

亮蓝染色及 Western blotting 鉴定，结果显示在

约 49 kDa 出现一条特异性条带，细菌裂解液

(cell lysate，CL)、上样流穿液(flow through，FT)、
洗涤液(wash，W)中除目的条带外均有杂带，洗

脱液(elution，E)中目的条带单一，为纯化的嗜

肺军团菌重组主要免疫原蛋白 IP (图 1)，IP 蛋

白浓度为 2.91 μg/μL。 

2.2  CCK-8 法检测 IP 对 RAW264.7 细胞

的 IC50 
根据 CCK-8 法检测结果，确定 IP 的 IC50 为

0.26 μg/μL。依此确定低浓度 IP 为 0.013 μg/μL 
(0.05×IC50)、中浓度 IP 为 0.026 μg/μL (0.1×IC50)、
高浓度 IP 为 0.052 μg/μL (0.2×IC50)，以此剂量

进行后续实验。 

2.3  自噬双标质粒 pmCherry-C1-EGFP- 
LC3B 检测巨噬细胞自噬流的变化  

应用自噬双标质粒 pmCherry-C1-EGFP- 
LC3B 检测巨噬细胞自噬流的变化，黄色光斑代

表自噬小体，红色光斑代表自噬溶酶体，通过

监测黄色光斑及红色光斑数量变化观察各组自

噬流变化。雷帕霉素 (RAPA)激活巨噬细胞自

噬，观察到早期(1 h)呈现弥散黄，中期(3 h)出
现黄色光斑，晚期(6、12 h)黄色光斑减少，红色

光斑增多，自噬被激活，自噬流顺畅(图 2A, 2E)。
与雷帕霉素激活自噬组相比，低浓度(0.013 μg/μL)、 

 

 
 

图 1  纯化重组免疫原蛋白 IP SDS-PAGE 考马斯亮蓝染色及 Western blotting 鉴定结果 
Figure 1  The results of purified recombinant immunogenic protein IP. A: coomassie brilliant blue staining. 
CL: cell lysate; FT: flow through; W: wash; E1–E2: elution 1–2. B: purified protein IP Western blotting 
analysis. Lane 1: negative control; lane 2: E2, the purified protein IP.  
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图 2  荧光显微镜检测不同浓度 IP 与 RAW264.7 细胞共培养不同时间点自噬流的变化(荧光显微镜，400×) 
Figure 2  Immunogenic protein (IP) inhibits autophagy flux in macrophages, representative photos of 
fluorescence microscope. RAW264.7 cells (105 cells) were treated with or without 1 μmol/L RAPA 
approximately 1.5 h before infection. Then the cells were co-cultured with IP for 1, 3, 6, and 12 h, and culture 
medium was used as a control. Autolysosomes are represented by red dots, while autophagosomes are 
represented by yellow dots. Scale bar, 50 μm. A: RAW264.7 cells were treated with 1 μmol/L RAPA; B: 
RAW264.7 cells were co-cultured with low concentration IP (0.013 μg/μL), “L” stands for low concentration; 
C: RAW264.7 cells were co-cultured with medium concentration IP (0.026 μg/μL), “M” stands for medium 
concentration; D: RAW264.7 cells were co-cultured with high concentration IP (0.052 μg/μL), “H” stands for high 
concentration; E: the statistics of the number of autophagosomes and autolysosomes in A–D, respectively.  



 

 

 

3892 He Ruixia et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2022, 62(10) 

 actamicro@im.ac.cn,  010-64807516 

 

中浓度(0.026 μg/μL)、高浓度(0.052 μg/μL)重组

免疫原蛋白 IP 与 RAW264.7 细胞进行体外共培

养，中期(3 h)黄色光斑减少，自噬小体生成减少，

6、12 h 红色光斑均减少，自噬溶酶体减少，自

噬流受阻，IP 抑制巨噬细胞自噬，呈一定的剂

量依赖模式(图 2B–D)。低浓度 IP 抑制作用较弱

(图 2B)，中浓度 IP 抑制作用最明显，筛选其为

最佳浓度进行后续实验(图 2C)。图 2E 为对各组

自噬小体及自噬溶酶体的数量统计。 

2.4  IP 对 RAW264.7 细胞中 HDAC6、P62、
Beclin1、LC3B mRNA 表达水平的影响   

RT-qPCR 检测结果显示，IP 与 RAW264.7
细胞共培养后，与对照组相比，6、12、24 h 组

HADC6 mRNA 相对表达水平(分别为 0.56±0.06、
1.26±0.07、1.38±0.05)先降低后升高，6 h 组 mRNA
相对表达水平明显降低，12 h 和 24 h 组 mRNA
相对表达水平均显著升高，且 24 h 组明显高于

12 h 组，差异均具有统计学意义(F=122.35，
P<0.05，图 3A)。与对照组相比，6、12、24 h
组 P62 mRNA 相对表达水平(分别为 1.50±0.13、
1.69±0.26、1.57±0.23)均明显升高，且 12 h 组显

著升高，差异均具有统计学意义(F=5.47，P<0.05，
图 3B)。与对照组相比，6、12、24 h 组 Beclin1 
mRNA 相 对 表 达 水 平 ( 分 别 为 0.66±0.03 、

1.39±0.15、1.65±0.29)先降低后升高，6 h 组 mRNA
相对表达水平明显降低，12 h 和 24 h 组 mRNA 

 

 
 

图 3  RT-qPCR 检测 IP 与 RAW264.7 细胞共培养不同时间点自噬相关因子 mRNA 表达水平的变化 
Figure 3  RT-qPCR was used to detect the mRNA expression levels of autophagy related factors in 
RAW264.7 cells co-cultured with IP. RAW264.7 cells were co-cultured with IP (0.026 μg/μL) for 6, 12, and 
24 h, and culture medium was used as a control. A–D: the mRNA relative expression of HDAC6, P62, 
Beclin1 and LC3B in RAW264.7 cells. The result was represented as the mean±SEM (n=3). All experiments 
were repeated three times. “c” stands for control, compared with the control group, *: P<0.05; compared with 
the 6 h group, **: P<0.05; compared with the 12 h group, ***: P<0.05. 
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相对表达水平均显著升高，差异均具有统计学

意义(F=20.86，P<0.05，图 3C)。与对照组相比，

6、12、24 h 组 LC3B mRNA 相对表达水平(分
别为 0.86±0.07、0.75±0.06、0.77±0.07)均明显

降低，12 h 组 mRNA 相对表达水平明显低于 6 h
组，差异均具有统计学意义(F=10.04，P<0.05，
图 3D)。 
2.5  IP 对 RAW264.7 细胞中 HDAC6、P62、
Beclin1、LC3B 蛋白表达水平的影响   

Western blotting 检测结果显示(图 4A)，IP
与 RAW264.7 细 胞 共 培 养 后 ， 与 对 照 组

(1.28±0.11)相比，6、12、24 h 组 HDAC6 蛋白表

达水平(分别为 0.97±0.08、1.26±0.12、1.33±0.13)
先降低后升高，6 h 组蛋白表达水平明显降低，

12 h 和 24 h 组蛋白表达水平均显著升高，差异

均具有统计学意义，方差分析结果为 F=6.36，
P<0.05 (图 4B)。与对照组(0.63±0.07)相比，6、
12 、 24 h 组 P62 蛋 白 表 达 水 平 ( 分 别 为

1.07±0.06、1.28±0.08、1.22±0.10)均明显升高，

且 12 h 组蛋白表达水平明显高于 6 h 组，差异

均具有统计学意义，方差分析结果为 F=41.37，
P<0.05 (图 4C)。与对照组(0.82±0.05)相比，6、
12、24 h 组 Beclin1 蛋白表达水平 (分别为

0.65±0.03、0.73±0.01、0.89±0.02)先降低后升 

 

 
 
图 4  Western-blotting 检测 IP 与 RAW264.7 细胞共培养不同时间点自噬相关因子蛋白水平表达 
Figure 4  Western blotting was used to detect the protein expression levels of autophagy related factors in 
RAW264.7 cells co-cultured with IP. A: RAW264.7 cells were co-cultured with IP (0.026 μg/μL) for 6, 12,   
and 24 h, and culture medium was used as a control. The lysates of the cells were analyzed by Western 
blotting with the indicated antibodies. B–E: the ratios of HDAC6, P62, Beclin1 and LC3B to GAPDH are 
presented. The result was represented as the mean±SEM (n=3). Similar experiments were repeated three 
times. “c” stands for control, compared with the control group, *: P<0.05; compared with the 6 h group, **: 
P<0.05; compared with the 12 h group, ***: P<0.05. 
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高，且 6 h 组降低最明显，24 h 组蛋白表达显

著升高，差异均具有统计学意义，方差分析结果

为 F=33.88，P<0.05 (图 4D)。与对照组(1.65±0.04)
相比，6、12、24 h 组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值(分别为

1.27±0.04、0.92±0.06、0.93±0.03)均明显降低，

且 12、24 h 组 LC3Ⅱ/Ⅰ比值均明显低于 6 h 组，

差异均具有统计学意义，方差分析结果为

F=181.16，P<0.05 (图 4E)。 
2.6  免疫荧光分析 IP 对 RAW264.7 细胞的

影响  
免疫荧光分析嗜肺军团菌重组免疫原蛋白

IP 与 RAW264.7 巨噬细胞进行体外共培养 6、

12、24 h 各组自噬相关因子的表达。对照组中，

LC3B 点状光斑较多，即自噬体膜的Ⅱ型 LC3 
(LC3-Ⅱ)较多，P62 荧光强度较弱，说明自噬活

性较强。与对照组相比，6 h 时 HDAC6 荧光强

度减弱；与 6 h 组相比，12 h 和 24 h 时 HDAC6
荧光强度逐渐增强(图 5A)。与对照组相比，6、
12、24 h 时 P62 荧光斑点增多，即聚集型 P62
增多，12 h 时荧光斑点增多最明显(图 5B)；与对

照组相比，6 h 时 Beclin1 荧光强度减弱；与 6 h
组相比，12 h 和 24 h 时 Beclin1 荧光强度逐渐增

强(图 5C)。与对照组相比，6、12、24 h 时 LC3B
点状光斑逐渐减少，即 LC3-Ⅱ减少(图 5D)。 

 

 
 
图 5  免疫荧光法检测 IP 对 RAW264.7 细胞 HDAC6、P62、Beclin1 及 LC3B 蛋白水平表达的影响(免
疫荧光染色，400×) 
Figure 5  Immunofluorescent analysis of RAW264.7 cells. Cells were co-cultured with IP (0.026 μg/μL) for 
6, 12, and 24 h, and culture medium was used as a control. A‒D: imaging of RAW264.7 was collected by 
staining HDAC6, P62, Beclin1 and LC3B antibody (red). The second-step reagent was 
CoraLite594-conjugated Goat Anti-Rabbit IgG antibodies. DAPI was redyed (blue). Scale bar=50 μm.  
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3  讨论 
嗜肺军团菌可侵入肺泡巨噬细胞并在胞内

长期存活，致严重肺炎(军团菌病)[15]。其致病

性主要与 2 个因素有关，一是细菌的表面结构，

包括鞭毛、菌毛和膜蛋白，二是与分泌系统相

关的致病岛(pathogenicity island，PAI)[16]。由嗜

肺军团菌主要免疫原基因 ip 编码产生的 29 kDa

外膜蛋白是嗜肺军团菌中最丰富的外膜蛋白，

具有黏附作用、抗吞噬作用，与细菌的毒力密

切相关[9]。研究表明细菌毒力因子可以通过抑

制自噬诱导信号、损害自噬识别或直接减弱自

噬蛋白的功能来阻断自噬 [ 1 7 ]。然而， IP 对

RAW264.7 细胞自噬的影响及其作用机制目前

尚未报道。LC3 是目前公认的自噬标记物，与

自噬小体的发育和成熟有关，可用于监测自噬

活性，其主要有 2 种形式，即 LC3-Ⅰ与 LC3-Ⅱ。

mCherry-GFP-LC3B 是一种可特异性观察自噬

通量水平融合蛋白。当自噬发生时，胞质可溶

的Ⅰ型LC3 (LC3-Ⅰ)转变为结合于自噬体膜的Ⅱ

型 LC3 (LC3-Ⅱ)，参与自噬小体的生物合成[18]。

由于 mCherry (红光)与 GFP (绿光)共同表达，

融合蛋白未与溶酶体融合呈现黄色荧光，即自

噬体和溶酶体融合被抑制，自噬流被阻断。当

自噬体与溶酶体融合形成自噬溶酶体后，酸性

的溶酶体环境使酸敏感的 GFP 荧光淬灭，而

mCherry 不受影响，即红色荧光显示融合蛋白

在溶酶体或自噬溶酶体中，提示自噬流顺畅[19]。

本研究中 IP 与 RAW264.7 细胞共培养，黄色光

斑与红色光斑均减少，自噬流减弱，提示 IP 可

能通过影响自噬小体及自噬溶酶体的形成等过

程阻断自噬，并呈现一定的时效/量效关系。此

外，一些研究表明，LC3 对于招募某些 ATG 到

细菌是不可或缺的，而 LC3 靶向自噬体膜是由

ATG16L1 复合物决定的，ATG16L1 也被认为是 

连接自噬和炎症的基因[20]。Xu 等发现沙门氏菌

通 过 独 特 Ⅲ 型 分 泌 系 统 (type Ⅲ secretion 

system，T3SS)效应蛋白 SopF 介导 V-ATPase 亚

基 VoC 发生 ADP-核糖基化修饰，特异地阻断

V-ATPase 和 ATG16L1 复合体的相互作用，阻

碍自噬标记蛋白 LC3 活化，抑制内吞泡与溶酶

体融合，从而抑制宿主细胞异源自噬[21]。与此

结果相似，我们发现将嗜肺军团菌免疫原蛋白

IP 与巨噬细胞共培养，LC3-Ⅱ与 LC3-Ⅰ比值明

显降低，自噬流抑制。推测 IP 可能阻碍 LC3

活化，阻断自噬体-溶酶体途径，从而抑制细胞

自噬。大量研究表明，自噬作为核苷酸结合寡

聚化结构域样受体蛋白 3 (NOD-like receptor 

protein 3，NLRP3)炎症小体的负调控因子发挥

着重要作用[22]，同时，NLRP3 炎症小体的激活

通过多种机制调节自噬小体的形成[23]。Yue 等的

研究结果显示 ATG16L1 诱导的自噬可以降低

NLRP3 炎症小体的激活[24]。课题组前期研究结

果发现中浓度 IP 明显上调 NOD1、NLRP3 及

caspase-1 等 因 子 的 表 达 水 平 ， 通 过

NOD1/NOD/RIP2 及 NLRP3/caspasse 信号通路

下调巨噬细胞吞噬功能，增强巨噬细胞的迁移趋

化功能[10]。本研究结果中浓度(0.1×IC50) IP 明显

抑制 RAW264.7 细胞自噬，其可能是中浓度 IP

明显激活 NLRP3 进而使其对自噬的抑制作用

更明显。另外，Wu 等的研究表明阻断自噬体-

溶酶体途径会降低 APC 的吞噬功能及抗原加

工和呈递的功能[25]。因此，我们推测 IP 下调巨

噬细胞吞噬功能还可能与其阻断自噬体-溶酶体

途径，抑制自噬有关。 

越来越多的研究表明，HDAC6 通过不同的

机制在 NLRP3 炎症小体的自噬和功能调节中
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发挥重要作用[26]，而且 HDAC6 和 p62 作为   

两种泛素结合蛋白，是有效自噬所必需的，可

靶向蛋白聚集和受损的线粒体[27]。P62 作为自

噬的重要受体其 LIR (LC3-interacting region，

LIR)结构域可与 LC3-Ⅱ相互作用，并在自噬小

体的形成和降解中发挥关键作用[28]。有研究显

示 HDAC6 可以促进自噬小体-溶酶体融合，P62

与 HDAC6 的比值维持了自噬过程的稳态[29–30]。

本研究结果显示，嗜肺军团菌免疫原蛋白 IP 与

RAW264.7 巨噬细胞共培养初期，LC3、HDAC6、

Beclin1 的 mRNA 及蛋白表达水平降低，而 P62

的 mRNA 及蛋白表达水平升高，随着时间的延

长，HDAC6、Beclin1 的 mRNA 及蛋白表达水

平升高，其机制可能与 HDAC6- P62-LC3 信号

通路有关。当 RAW264.7 细胞识别免疫原蛋白

IP 后，其可通过 NOD1/NOD/RIP2 及 NLRP3/ 

caspasse 信号通路影响巨噬细胞功能，同时影

响 LC3-Ⅰ向 LC3-Ⅱ转化，导致 LC3 活化受到

抑制，自噬体与溶酶体融合受阻，引起 P62 堆

积，进而抑制 HDAC6。Jung 等研究发现在

HDAC6 诱导的自噬过程中，JNK 通路被激活，

并诱导了 Beclin1 的表达[31]。Beclin1 是 PI3KIII

复合物的核心成分。该复合物在自噬的膜运输

和重组中发挥重要作用 [32]。哺乳动物 Beclin1

作为 PI3KC3 复合物(PI3KC3-C1 和 PI3KC3-C2)

的变构调节物，PI3KC3-C1 在自噬小体形成的

初 始 阶 段 的 自 噬 囊 泡 去 核 中 发 挥 作 用 ，

PI3KC3-C2 参与自噬溶酶体成熟[33]。本研究中

Beclin1 表达水平降低，进一步证明可能是 IP

抑制自噬，引起 P62 堆积，导致 HDAC6 受到

抑制。随着时间的延长，巨噬细胞功能逐渐恢

复，IP 的抑制作用减弱，HDAC6 活性逐渐恢

复，表达水平逐渐升高，诱导表达的 Beclin1

表达水平升高，PI3KC3 复合物形成增多，自

噬小体的形成及自噬溶酶体的成熟等过程逐渐

恢复。 

综上所述，嗜肺军团菌重组免疫原蛋白 IP

与 RAW264.7 巨噬细胞共培养，自噬流减弱，

抑制巨噬细胞自噬，其机制可能与 IP 通过

HDAC6-P62-LC3 信号通路影响自噬体-溶酶体

融合途径，干扰自噬小体及自噬溶酶体的形成、

成熟等过程有关。本研究为嗜肺军团菌免疫原

蛋白 IP 对巨噬细胞功能的影响提供新的思路，

并希望为军团菌的致病机制提供帮助。 
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