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穿透支原体 LAMPs 诱导 NF-κB 激活介导小鼠巨噬细胞凋亡 

曾焱华, 吴移谋*, 余敏君, 劼刘 , 游晓星, 唐双阳 
(南华大学医学院病原生物学研究所  衡阳  421001) 

摘要：研究穿透支原体(Mpe)脂质相关膜蛋白(LAMPs)能否诱导小鼠巨噬细胞凋亡, 并阐明其可能的

分子机制, 以了解 Mpe 潜在的致病性。用 Annexin-V-FITC凋亡检测试剂盒和 DNA  Ladder 方法检

测 Mpe LAMPs诱导体外培养的小鼠巨噬细胞系 Raw264.7 细胞的凋亡。以间接免疫荧光和 Western 

blotting 方法检测经 Mpe LAMPs 处理的小鼠巨噬细胞 NF-κB 的激活和 NF-κB 抑制剂吡咯啉烷二甲

基硫脲(PDTC)对细胞凋亡的影响。结果表明：Mpe LAMPs 能诱导小鼠巨噬细胞发生早期或晚期凋

亡; Mpe LAMPs能诱导激活小鼠巨噬细胞的 NF-κB, 使其从细胞浆中转位到细胞核内; PDTC能显著

地抑制经处理的小鼠巨噬细胞的 NF-κB 的激活, 且能抑制 Mpe LAMPs 诱导的巨噬细胞发生凋亡。

因此, Mpe  LAMPs诱导小鼠巨噬细胞凋亡可能与 NF-κB的激活有关, 因而 Mpe可能是一个重要的

致病因素。 
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支原体是最小的能自我复制的原核细胞型微生

物, 能引起急性呼吸道感染、泌尿生殖道炎症、关节
炎和自身免疫性紊乱等疾病[1]。研究表明一些支原体

能影响机体的免疫系统, 如激活巨噬细胞、T细胞、
NK细胞以及促进B细胞和T细胞增殖, 这些效果可能
与支原体膜结合的脂蛋白有关 [2]。脂质相关膜蛋白

(Lipid-associated membrane proteins, LAMPs)(包括膜
本体蛋白和外周膜蛋白 )是暴露在穿透支原体 (M. 
penetrans, Mpe)、生殖支原体和肺炎支原体等支原体
表面与周围环境各种成分不断相互作用因而影响机

体免疫系统的一类主要蛋白[3], 因此认为LAMPs与支
原体的致病性有关。 

穿透支原体是近年来新发现的致病性支原体, 研
究表明Mpe在艾滋病的发展过程中起着辅助因子或促
进因子的作用, 因而称之为艾滋病相关支原体[4]; 此外, 
Mpe还与非艾滋病相关的尿道炎和呼吸系统疾病有关。
Mpe能依靠其特殊的顶端结构黏附和入侵宿主的RBC、
CD4+ T细胞和巨噬细胞等[5], 但关于Mpe对宿主的致病

性及其可能的致病机制仍不十分清楚。我们以前的研究

证实Mpe LAMPs能诱导小鼠巨噬细胞表达诱导性一氧
化氮合酶而产生一氧化氮(一种重要的炎症介质)[6]。 

为进一步了解 Mpe 潜在的致病性, 我们研究是

否其 LAMPs 能诱导小鼠巨噬细胞发生凋亡 , 另外 , 

我们也通过研究 NF-κB 抑制剂吡咯啉烷二甲基硫脲

(pyrrolidine dithiocarbamate, PDTC)对小鼠巨噬细胞

发生凋亡的影响来阐明其可能的分子机制。 

1  材料和方法 

1.1  材料 
1.1.1  主要试剂和仪器：Mpe 标准株 GTU-54-6A1
为本研究所保存 ; BCA 微量蛋白测定试剂盒购自

Pierce 公司 ; Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒购自
Oncogene公司; 硝酸纤维素膜和 ECL 发光试剂为英
国 Amersham公司产品; PDTC、多黏菌素 B、蛋白酶
K和胰酶均购自 Sigma公司; 兔抗 NF-κB抗体和辣根
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过氧化物酶标记的羊抗兔 IgG 抗体均购自美国 Santa 
Cruz公司; 异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔 IgG购自北
京中山生物公司; 荧光显微镜为日本 Nikon公司产品; 
凝胶电泳成像分析仪为珠海黑马公司产品。 
1.1.2  细胞和培养： 小鼠巨噬细胞系RAW264.7 购
自中科院上海生物化学与细胞生物学研究所 ; RPMI 
1640培养基为Invitrogen Life Technologies公司产品。
用含 10%新生牛血清的RPMI 1640培养基在 37℃、5% 
CO2 环境中培养小鼠巨噬细胞。处理细胞前将其以
106/mL浓度转移至 24 孔细胞培养板(Costar, USA)。
为检测Mpe是否能诱导巨噬细胞凋亡 , 细胞用含 2 
μg/mL LAMPs的无血清培养基培养 12或 24 h。为评
价 PDTC对细胞凋亡或NF-κB激活的影响 , 用 25 
μmol/L PDTC预处理细胞 30 min后再用含       2 
μg/mL LAMPs无血清培养基培养 12 h或 1 h。 
1.2  Mpe 脂质相关膜蛋白提取 

Mpe LAMPs的提取和水相的收集按参考文献[7]进

行：用 500 mL SP-4培养基培养Mpe标准株GTU-54-6A1
至对数生长期 , 离心收集支原体沉渣 , 经 Triton 
X-114(TX-114)裂解后, 支原体的蛋白被分为TX-114 相
和水相两部分, 用无水乙醇沉淀存在于TX-114 相中的
LAMPs, 收集水相部分作为对照实验。蛋白浓度用BCA
微量蛋白测定试剂盒测定。以上的蛋白提取物在使用前

经 100 μg/mL 多黏菌素B预孵育 2 h以消除在蛋白提取
过程中可能污染的内毒素[7], 经鲎实验检测, 所有蛋白
提取物中内毒素含量低于 10 pg/mL。 
1.3  MTT 法检测 LAMPs 对巨噬细胞增殖的作用 

取对数期生长状态良好的 Raw264.7 细胞 , 以  
4000个/孔接种于 96孔板上, 培养 24 h后弃去原培养
液, 各实验组分别加入含 0.25、0.5、1.0、2.0 μg/mL 
Mpe LAMPs的培养基 200 μL, 对照组仅加等量的培
养液, 各浓度设 4 个复孔。分别培养 24 h、48 h 和   
72 h后, 加入新鲜配制的 MTT(5 g/L)溶液 20 μL, 37 
℃孵育 4 h后吸去上清液, 每孔加 150 μL 二甲基亚砜
(DMSO), 在震荡器上振荡 10 min, 用酶标仪测   
570 nm处的吸光度(A)值。细胞增殖抑制率按(1－实
验组 A 值/对照组 A 值)×100%计算。实验共重复 3次, 
取 3次结果的平均 A 值, 所有数据均以均数±标准误表
示, 用 SPSS10.0统计软件对资料进行独立样本 t检验后
再进行单向方差分析, P＜0.05表示有显著差异。 
1.4  Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡 

细胞呈单层生长铺满培养瓶 80%左右后经    
2 μg/mL LAMPs及水相对照分别处理 12 h、24 h, 然后
用PBS洗涤细胞 2 次, 加入胰蛋白酶消化细胞并用预
冷的结合缓冲液调整细胞浓度到 1×10

  

不同浓度LAMPs作用RAW264.7细胞 24～72 h后, 
MTT比色法测得的各组A

6/mL。按Annexin 

V-FITC凋亡检测试剂盒的操作说明书进行, 将 0.5 mL
经刺激后的细胞液转入EP管中加入 10 μL Media 
Binding Reagent, 加入 1.25 μL Annexin V- FITC, 于室
温(18～24℃)避光静置 15min。经 1 000g离心 5min后, 
去上清, 加入 0.5 mL预冷的 1×结合缓冲液, 加入 10 
μL碘化丙啶(Propidium iodide, PI)以将发生早期凋亡
的细胞和死细胞区分开来, 取少许细胞滴在玻片上并
盖上盖玻片, 立即用荧光显微镜观察并照相。 
1.5  DNA Ladder 检测 

用水相和 LAMPs 处理 RAW264.7 细胞 0、12、
24和 36 h后, 将漂浮细胞和贴壁细胞(胰酶消化)一起
收集于无菌 Ep管中, 2 000 r/min离心 5 min并用预冷
的 PBS洗涤细胞 1次, 小心弃去上清; 加入 20 μL溶
解缓冲液 [20 mmol/L EDTA, 100 mmol/L Tris, pH8.0, 
0.8% (W/V) SDS], 用移液管尖混匀细胞沉淀 ; 加   
10 μL RNA酶 A(500 U/mL), 轻轻混匀, 37℃孵育 90 
min; 加 10 μL蛋白酶 K(20 mg/mL), 轻轻混匀, 50℃
孵育过夜; 20 μL DNA样品中加入 4 μL 10×DNA加样
缓冲液, 以低电压(35 V, 4 h)在 2%(W/V)琼脂糖凝胶
中电泳, 紫外灯下观察结果并用凝胶成像系统照相。 
1.6  Western blot 检测 NF-κB 的转位 

为说明NF-κB激活后是否从胞浆转位到胞核内 , 
按参考文献[8]所述方法提取细胞的核蛋白, 用BCA微
量蛋白测定试剂盒测定所提取的核蛋白的浓度。 10 
μg蛋白经 10%聚丙烯酰胺凝胶电泳分离后电转移至
硝酸纤维素膜上, 然后经 5%脱脂牛奶 4 ℃封闭过夜
后与兔抗NF-κB抗体室温孵育 2 h, 经TBST洗膜后与
辣根过氧化物酶标记的羊抗兔IgG孵育 1 h。经洗膜后
用ECL 发光试剂显色。 
1.7  NF-κB 的免疫定位 

为对 NF-κB进行定位, 细胞经 2或 100 μL 水相
处理 1 h后用冰冻甲醇固定, 与兔抗 NF-κB抗体孵育
2 h 后,再经异硫氰酸荧光素标记的羊抗兔 IgG 孵育  
1 h, 经洗膜后在荧光显微镜下观察并照相。 

2  结果 

2.1  LAMPs 抑制 RAW264.7 细胞的增殖 

570值见表 1。经统计分析 , 
0.25μg/mL LAMPs处理组和对照组之间无明显差异
(P＞0.05), 0.5、1.0和 2.0 μg/mL LAMPs处理组能有
效抑制巨噬细胞的增殖 (P＜0.01), 并且随着浓度的
增加及作用时间的延长 , 细胞增殖的抑制率增加(图
1), 说明Mpe LAMPs对小鼠巨噬细胞增殖的抑制作
用呈浓度和时间依赖性。 



曾焱华等：穿透支原体 LAMPs 诱导 NF-κB 激活介导小鼠巨噬细胞凋亡. / 微生物学报(2008) 48(3) 357 
 

 

 
表 1  不同浓度和不同时间的 Mpe LAMPs 对巨噬细胞增殖的影响 

Table 1  The effect of Mpe LAMPs on macrophages proliferation 

c(LAMPs)/(μg/mL) 
                                                                 t/h 

0 0.25 0.5 1.0 2.0 

24 0.48±0.06 0.45±0.03 a 0.36±0.04 b 0.32±0.03 b 0.28±0.03 b

48 1.43±0.12 1.35±0.09 a 1.06±0.07 b 0.88±0.05 b 0.80±0.05 b

72 2.36±0.32 2.18±0.22 a 1.56±0.18 b 1.28±0.06 b 0.92±0.09 b

Compare with conirol, “a” means P＞0.05, and “b” means P＜0.01. 

 

 
图 1  不同浓度和不同时间的 Mpe2 LAMPs 对巨噬细胞增

殖的抑制率 
Fig.1  Histogram of the inhibitory rate of various LAMPs on pro-
liferation of Raw264.7 cells. MTT assay was used to examine the 
inhibitory effect of Mpe LAMPs on cell growth in Raw264.7 cells. 
0.5, 1.0 and 2.0  μg/mL LAMPs significantly inhibited cell growth 
after stimulation 24,48 or 72 h, whereas, 0.25μg/mL LAMPs was 
shown to have little inhibitory effect on growth of Raw264.7 cells.  

2.2  Mpe LAMPs 诱导 RAW264.7 细胞发生凋亡 
经 Annexin V-FITC 凋亡检测试剂盒检测发   

现：正常细胞和经 100 μL 水相处理 12 h 及 24 h 后   

的细胞均没见到有荧光着色, 而经 2 μg/mL LAMPs

处理 12 h 后的细胞见到有较强的绿色荧光着色 ,   

这说明 2 μg/mL Mpe LAMPs 刺激细胞 12 h 后即可  

以诱导细胞发生凋亡, 当 2 μg/mL LAMPs 处理细胞

24 h 后则出现明显的晚期凋亡现象 , 胞膜有着绿色  

荧光但胞核被碘化丙啶染成红色(图 2)。DNA Ladder

检测的结果也证实 Mpe LAMPs 能诱导 RAW264.7  

细胞发生凋亡, 如图 3所示, 当 2 μg/mL Mpe LAMPs

处理小鼠巨噬细胞 24h 和 36h 后即出现典型的

180~200 bp左右的凋亡梯状带, 而对照组仅显示基因

组, 活细胞 DNA呈一高分子量条带位于胶顶部。   

 

 
 

图 2  Annexin-V-FITC 凋亡检测试剂盒检测细胞凋亡(400×) 
Fig.2  Apoptosis was detected by Annexin V-FITC apoptosis detection kit (400×). Mouse macrophages were stained with annexin-V and PI 

and subjected to fluorescence microscope analysis. The cells that reacted with annexin-V, but not with PI, are early-stage apoptotic cells, 
whereas cells that reacted with both annexin-V and PI are late-stage apoptotic cells. (A): Cells were treated 12 h or 24 h with 2 μg/mL LAMPs; 

(B): Cells were treated 12 h or 24 h with 100 μL aqueous; (C): Cells were stimulated for 12 h or 24 h with medium or 12 h with 25 μM of 
PDTC-preincubation and then 2 μg/mL of LAMPs. Original Magnification ×400. 
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图 3  Mpe LAMPs 诱导小鼠巨噬细胞基因组 DNA 发生片

段化 
Fig.3  M. penetrans LAMPs induced the fragmentation of mouse 
macrophages genomic DNA. Genomic DNA was prepared from 
aqueous phase-or M. penetrans LAMPs-or PDTC-preincubated and 
then LAMPs-stimulated mouse macrophages and analyzed by aga-
rose gel electrophoresis as described in “Materials and Methods”. M. 
200 bp DNA Marker; 1. Medium for 24 h; 2. Aqueous phase for 24 h; 
3. 2 μg/mL LAMPs for 12h; 4. 2 μg/mL LAMPs for 24 h; 5. 2 μg/mL 
LAMPs for 36 h; 6. 25 μmol/L of PDTC-preincubation for 30 min 
and then 2 μg/mL of LAMPs-stimulation for 24h. 

 
2.3  Mpe LAMPs 诱导 NF-κB 的激活 

我们使用间接免疫荧光和 Western blot方法检测

了 Mpe LAMPs对巨噬细胞信号转导途径的影响。结

果显示(图 4), 正常细胞和经水相处理 1h 的细胞, 其

细胞浆呈强绿色荧光着色, 说明 NF-κB P65都存在于

细胞浆中; 而当用 2μg/mL LAMPs处理细胞 1h后, 细

胞浆中的绿色荧光着色强度显著减弱 , 并可在细  

胞核中见到强绿色荧光着色 , 这说明在细胞浆和细

胞核内均检测到了 NF-κB P65。用 Western blot方法

我们也从经 LAMPs 处理的细胞的核提取物中检测到

了NF-κB, 而从正常细胞和经水相处理的细胞的核提

取物中未检测到 NF-κB 或仅检测到少量 NF-κB(图

5)。这些结果表明 Mpe LAMPs能诱导激活小鼠巨噬

细胞的 NF-κB, 使其从细胞浆中转位到细胞核内。 

2.4  PDTC 抑制 NF-κB 的激活 
如图 4所示, 当用 25 μmol/L PDTC预处理细胞

30 min, 然后用 2 μg/mL LAMPs 刺激细胞 1h 时 , 

NF-κB P65主要位于胞浆中。Wetern blot结果也证实：

与仅用 Mpe LAMPs处理的细胞相比, 在 PDTC预处

理后再用 LAMPs 刺激的细胞的核提取物中, 仅检测

到少量 NF-κB(图 5)。以上这些结果说明 PDTC 能抑

制小鼠巨噬细胞 NF-κB的激活。 

2.5  PDTC 抑制 Mpe LAMPs 诱导的细胞凋亡 
如图 2所示, 与仅用 Mpe LAMPs处理的细胞相

比, 在用 PDTC 预处理后再用 LAMPs 刺激细胞时, 
仅检测到个别的凋亡细胞。DNA Ladder 分析的结果
也证实, 在 PDTC 预处理后再用 LAMPs 刺激的细胞
的 DNA提取物中, 未见到凋亡梯状带(图 3)。以上这
些结果表明 NF-κB 的特异性抑制剂 PDTC 能抑制
Mpe LAMPs诱导的巨噬细胞发生凋亡。 

 

 
图 4  Mpe LAMPs 诱导小鼠巨噬细胞 NF-κB 发生转位 
Fig.4  M. penetrans LAMPs induced the translocation of NF-κB in 
mouse macrophages. NF-κB translocation were visualized in 
macrophages after 1 h of incubation with 2 μg/mL LAMPs, com-
pared with 100 μL of aqueous stimulated or medium-treated cells or 
PDTC-preincubated for 30 min and then LAMPs-stimulated cells. 
Intracellular NF-κB p65 were visualized by fluorescence micro-
scope using rabbit anti-NF-κB p65(C-20) antibody followed by 
FITC-labeled goat anti-rabbit immunoglobulin G. Original 
Magnification×400. 
 

 
 

图 5  Western blot 检测细胞核提取物中的 NF-κB 
Fig.5  Detection of NF-κB from nuclear extract by Western blot. 
Nuclear proteins were prepared from medium-or aqueous-or 
LAMPs-stimulated macrophages or PDTC-preincubated and then 
LAMPs-stimulated cells, and then separated on SDS polyacrylamide 
gels and electroblotted on nitrocellulose filter, incubated with poly-
clonal rabbit anti-NF-κB P65(C-20) antibody followed by horserad-
ish peroxidase-conjugated goat anti-rabbit immunoglobulin G. Im-
munoreactive bands were visualized by using ECL chemilumines-
cence kit. Lane 1: 2 μg/mL LAMPs for 1 h; Lane 2: 25 μmol/L of 
PDTC-preincubation for 30 min and then 2 μg/mL of LAMPs- 
stimulation for 1 h; Lane 3: 100 μL aqueous phase for 1 h. Lane 4: 
Medium for 1h. 
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3  讨论 

已有许多研究表明一些细菌、真菌、病毒及其代

谢产物大多能诱导宿主细胞 , 特别是免疫系统中某
些细胞 (如巨噬细胞 )凋亡 , 如沙门菌属分泌的一种
SipB蛋白能诱导巨噬细胞凋亡[9]; 人类免疫缺陷病毒
能上调感染的巨噬细胞FasL的表达而介导巨噬细胞
和未感染的T细胞凋亡[10], 这些病原微生物诱导免疫
细胞凋亡使其抵抗机体免疫系统的免疫防御及免疫

监视, 因而与对宿主的致病性有关。 
支原体是最小的能自我复制的不含细胞壁的微

生物, 因不含细胞壁故不含脂多糖。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脂质相关膜蛋白。支

原体感染宿主细胞的结局依赖于支原体和细胞两方

面的特性 , 在支原体和宿主细胞之间的相互作用中 , 
研究人员比较关注的是由支原体引起宿主细胞发生

的程序性细胞死亡——凋亡。已有一些研究报道了一
些支原体或支原体的某些成分和凋亡的关系 , 但其
结果不尽相同。Hall 等报道源自发酵支原体的
(Mycoplasma fermentans)的重组蛋白P48 诱导白血病
细胞分化和凋亡[11]。Into等的研究也证明发酵支原体
和唾液支原体的膜脂蛋白能诱导Toll样受体 2 介导淋
巴细胞和单核细胞凋亡[12]。而另一些报道则认为支原

体感染能抑制细胞凋亡[13], Glenn 等也报道发酵支原
体感染不会诱导U937 细胞凋亡 , 反而经过降低
Capase-8的活性而抑制TNF-α诱导的细胞凋亡[14]。这

些矛盾的结果可能是由于不同的支原体或其蛋白对

不同的细胞系有不同的效果。 
Mpe 是最先从感染人类免疫缺陷病毒的病人的

尿液中分离出来的一种支原体 , 它在免疫缺陷病人
体内更容易从黏膜附着处入侵 , 从而使发生持续感
染的可能性大大增加。为了解 Mpe潜在的致病性, 本
研究通过MTT比色法检测 LAMPs对细胞增殖的影响,
表明 Mpe LAMPs 在一定浓度范围(0.5～2.0 μg/mL)
能显著抑制小鼠巨噬细胞系 Raw264.7 细胞的增殖 , 
且其增殖抑制作用呈浓度和时间依赖性。而低浓度的

LAMPs(≤0.25 μg/mL), 即使作用时间延长 , 其增殖
抑制作用仍然很弱。Annexin V-FITC/PI 双染色法检
测的结果表明Mpe LAMPs处理小鼠巨噬细胞 12 h后, 
即可使细胞发生早期凋亡, 当处理 24 h 时则出现了
部分晚期凋亡细胞。DNA Ladder 检测的结果也证实
Mpe LAMPs 处理小鼠巨噬细胞后, 其基因组显示明

显的凋亡梯状带。 
巨噬细胞在调节微生物和宿主之间的相互作用

及介导先天性特异免疫反应方面发挥重要作用 , 介
导和调控自身及其它细胞的凋亡是巨噬细胞实现其

免疫调节和效应细胞功能的主要方式之一 , 巨噬细
胞的凋亡可能导致正常时由巨噬细胞所产生的TNF-α
和白细胞介素等细胞因子的减少, 因而改变T细胞的
免疫反应导致机体免疫力下降或消失引起疾病发生。

许多物质参与了对细胞凋亡的调控。研究表明支原体

的膜成分 , 主要是脂蛋白能经调节信号转导途径而
诱导细胞发生凋亡, 如Into等报道支原体脂蛋白和脂
肽能经Toll样受体 2(Toll-like receptor 2, TLR2)和 6诱
导发生凋亡的细胞死亡, 而TLR2 和TLR6 能导致核
转录因子κB(nuclear transcription factorκB, NF-κB)和
NF-κB控制的相关基因的激   活[15]。NF-κB 是近年
发现的与免疫细胞激活、炎症反应、细胞增殖、凋亡

和分化有关的一种核转录因子 , 主要是由p50 和p65 
两个亚单位组成的二聚体。未被激活时与抑制蛋白

I-κB 结合位于胞质 , 在某些刺激因素作用下I-κB降
解而与NF-κB解离即被激活进入胞核, 与特定基因启
动子上的相应位点结合 , 从而调节基因的转录 [16]。

Biffl 等也报道一些凋亡相关基因 5′端的转录调控区
有NF-κB的特异性结合位点[17]。NF-κB可通过调节这
些基因的转录与表达参与对细胞凋亡的调控：

Antwerp于 1996 年首次发现NF-κB能够抑制由TNF-α
诱导的细胞凋亡 [18], 进一步的研究发现NF-κB主要
通过诱导或上调抗凋亡基因而抑制凋亡 [19], 但
NF-κB对细胞凋亡存在着双向调节关系, 它既可以促
进凋亡的发生[20], 也可抑制凋亡[21]。它们到底是抑制

还是诱导凋亡取决于细胞的类型及刺激因素和刺激

时间的不同, 这可能与以下因素有关：病原微生物在
感染和复制过程当中诱导对自身的生存构成威胁的

某些免疫细胞(如巨噬细胞)凋亡; 另一方面又采取各
种策略编码各种蛋白质来抑制其赖以生存的宿主细

胞凋亡, 使之最大限度的复制、传播和持续存在。 
既然 NF-κB 可调节一些基因的转录与表达参与

对细胞凋亡的调控, 因此在本研究中, 我们还研究了

Mpe LAMPs 诱导的小鼠巨噬细胞发生凋亡是否与

NF-κB的激活有关。正如经免疫荧光所见到的, 当用

Mpe LAMPs 处理巨噬细胞后, 正常存在于胞浆中的

NF-κB被激活后转位到了细胞核内。而且从细胞核的

提取物中, 我们也用 Western blot检测到了 NF-κB且 

发现 NF-κB 的特异性抑制剂 PDTC 能显著抑制
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NF-κB的转位。另外, 磷脂酰丝氨酸外翻分析及 DNA 
片段化检测的结果说明 PDTC 能显著地抑制经

LAMPs 处理的小鼠巨噬细胞发生凋亡。以上的结果
说明 Mpe LAMPs是一种潜在的 NF-κB的诱导剂, 且
Mpe LAMPs 诱导小鼠巨噬细胞发生凋亡可能与
NF-κB的激活有关。由于诱导巨噬细胞凋亡是病原微
生物抵抗机体免疫系统的免疫防御的重要机制 ; 另
外, NF-κB能调节与免疫功能有关的各种基因的表达, 
因此本研究有利于了解 Mpe 入侵宿主后与宿主的免
疫反应, 且能在分子水平上阐明 Mpe 潜在的致病性
和其致病机制。 
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Mycoplasma penetrans lipid-associated membrane proteins induce nuclear 
factor κB activation-mediated apoptosis in mouse macrophage 

Yanhua Zeng, Yimou Wu*, Minjun Yu, Jie Liu, Xiaoxing You, Shuangyang Tang 

( Institute of Pathogenic Biology, Medical College, University of South China, Hengyang 421001, China ) 

Abstract: To investigate the potential pathogenicity of Mycoplasma penetrans (M. penetrans) and the possible molecular 

mechanisms, we investigated whether M. penetrans lipid-associated membrane proteins (LAMPs) could induce mouse 

macrophages Raw264.7 apoptosis by activating nuclear factor κB (NF-κB). Apoptosis was detected in M. penetrans 

LAMPs-stimulated mouse macrophages by Annexin-V-FITC staining and DNA fragmentation analysis. We also analyzed 

the activation of NF-κB and the effects of pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), an inhibitor of NF-κB, on M. penetrans 

LAMPs-induced mouse macrophages apoptosis by indirect immunofluorescence and Western blotting. Our results sug-

gested that M. penetrans LAMPs could induce mouse macrophages significant early- and late-stage apoptosis. Agarose gel 

electrophoresis of the DNA of LAMPs-challenged cells revealed that a ladder-like pattern of migration of DNA indicative 

of apoptosis. M. penetrans LAMPs could activate NF-κB in mouse macrophages. PDTC could partially inhibit the activa-

tion of NF-κB and thus inhibit M. penetrans LAMPs-induced mouse macrophages apoptosis. This study demonstrates that 

M. penetrans LAMPs may be an important etiological factor due to its ability to induce mouse macrophages apoptosis, 

which was probably mediated through the activation of NF-κB. 

Keywords: Mycoplasma penetrans; membrane proteins; nuclear factor kappa B; apoptosis 
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