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!!!摘要"!目的!探讨瘦素抑制巨噬细胞中马尔尼菲篮状菌"DE#增殖的机制( 方法!培养 DFG3# 细胞

并经佛波酯"GE/#刺激诱导分化为DFG3# 巨噬细胞'加入DE共培养'洗去未被吞噬的 DE孢子( 实验组予

瘦素进行干预'对照组不予瘦素干预( 应用菌落形成单位"H.I#实验检测 DFG3# 巨噬细胞中 DE的增殖情

况( 应用实时荧光定量GHJ法检测D<77样受体"DKJL#及其下游信号通路因子的 4J,/表达水平( 结果!

H.I实验结果显示'终浓度为 # M#0

!

?N47瘦素均可有效抑制DFG3# 巨噬细胞中DE的增殖"!O)P)0#'且在

终浓度为 0

!

?N47时即可获得最佳的抑制效应( 实时荧光定量 GHJ结果显示'实验组 DKJ()DKJQ 4J,/表

达水平高于对照组'差异有统计学意义"!O)P)0#'但两组 DKJ&)DKJ')DKJ% 4J,/表达水平比较差异无统

计学意义"!R)P)0#( 实验组髓样分化原发反应基因 """EST""#)促分裂原活化蛋白激酶 #"E/GU##)白介

素"VK#3#

"

4J,/表达水平高于对照组'VK3Q 4J,/表达水平低于对照组'差异有统计学意义"!O)P)0#'但

两组肿瘤坏死因子"D,.#3

#

和巨噬细胞炎症蛋白 #

#

"EVG3#

#

# 4J,/表达水平比较差异无统计学意义"!R

)P)0#( 结论!瘦素可以抑制DFG3# 巨噬细胞中DE的增殖'这可能是通过上调DKJ(NQ 信号通路)激活炎症

因子实现的(
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;<7<>S[<X46>?@>6Y"H.I# BAWBX64B>Y]5L@LBC Y<CBYB;YYZBWX<76[BX5Y6<> <[DE6> DFG3# 45;X<WZ5?BL:JB573Y64B

[7@<XBL;B>Y9@5>Y6Y5Y6̂BW<7S4BX5LB;Z56> XB5;Y6<>"GHJ# ]5L@LBC Y<CBYB;YYZB4J,/BAWXBLL6<> 7B̂B7L<[D<77376_B

XB;BWY<XL"DKJL# 5>C 6YLC<]>LYXB54L6?>57W5YZ]5S[5;Y<XL:;*"$0#"!DZBXBL@7YL<[H.IBAWBX64B>YLZ<]BC YZ5Y7BWY6>

;<@7C B[[B;Y6̂B7S6>Z6\6YYZBWX<76[BX5Y6<> <[DE6> DFG3# 45;X<WZ5?BL5Y5[6>57;<>;B>YX5Y6<> <[#3#0

!

?N47"!O

)P)0#' 5>C YZB\BLY6>Z6\6Y6<> B[[B;Y;<@7C \B<\Y56>BC 5Y5[6>57;<>;B>YX5Y6<> <[0

!

?N47:DZBXBL@7YL<[XB573Y64B[7@3

<XBL;B>Y9@5>Y6Y5Y6̂BGHJLZ<]BC YZ5YYZBBAWXBLL6<> 7B̂B7L<[DKJ( 5>C DKJQ 4J,/6> YZBBAWBX64B>Y57?X<@W ]BXB

Z6?ZBXYZ5> YZ<LB6> YZB;<>YX<7?X<@W' 5>C YZBC6[[BXB>;BL]BXBLY5Y6LY6;577SL6?>6[6;5>Y"!O)P)0#' \@YYZBXB]BXB><

L6?>6[6;5>YC6[[BXB>;BL6> YZBBAWXBLL6<> 7B̂B7L<[DKJ&' DKJ'' 5>C DKJ% 4J,/\BY]BB> YZBY]<?X<@WL"!R)P)0#:

,%"##,
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DZBBAWXBLL6<> 7B̂B7L<[4SB7<6C C6[[BXB>Y65Y6<> [5;Y<X"""EST""#' 46Y<?B>35;Y6̂5YBC WX<YB6> _6>5LB#"E/GU##'

6>YBX7B@_6>3#

"

"VK3#

"

# 4J,/6> YZBBAWBX64B>Y57?X<@W ]BXBZ6?ZBXYZ5> YZ<LB6> YZB;<>YX<7?X<@W' 5>C YZBBAWXBL3

L6<> 7B̂B7<[VK3Q 4J,/6> YZBBAWBX64B>Y57?X<@W ]5L7<]BXYZ5> YZ5Y6> YZB;<>YX<7?X<@W' 5>C YZBC6[[BXB>;BL]BXB

LY5Y6LY6;577SL6?>6[6;5>Y"!O)P)0#' \@YYZBXB]BXB><L6?>6[6;5>YC6[[BXB>;BL6> YZBBAWXBLL6<> 7B̂B7L<[Y@4<X>B;X<L6L

[5;Y<X

#

"D,.3

#

# 5>C 45;X<WZ5?B6>[75445Y<XSWX<YB6> #

#

"EVG3#

#

# 4J,/\BY]BB> YZBY]<?X<@WL"!R)P)0#:

<'(,0$".'(!KBWY6> ;5> 6>Z6\6YYZBWX<76[BX5Y6<> <[DE6> DFG3# 45;X<WZ5?BL' ]Z6;Z 45S\B5;Z6B̂BC \S@W3XB?@753

Y6>?YZBDKJ(NQ L6?>576>?W5YZ]5S5>C 5;Y6̂5Y6>?6>[75445Y<XS[5;Y<XL:

!!*=*& >'4%"+!KBWY6>$!D575X<4S;BL45X>B[[B6"DE#$!D<77376_BXB;BWY<XL"DKJL#$!V>[75445Y<XS[5;Y<XL

!!马尔尼菲篮状菌"D575X<4S;BL45X>B[[B6'DE#是

主要流行于东南亚*#+和中国南部*(3&+的地方性条件

致病菌( 它属于温度双相的机会性感染真菌'酵母

相是其致病的主要形态( DE常见的感染途径是呼

吸道吸入孢子'随后在体内转变为酵母相入血导致

马尔尼菲篮状菌病*'+

( DE感染潜伏期长'无特异

症状'病死率较高*0+

( 虽然抗真菌药物可以获得不

错的治疗效果*(+

'但并不能完全清除潜伏状态下的

DE( 瘦素"7BWY6>#是一种由白色脂肪细胞分泌的多

效蛋白质*Q+

'可作为细胞因子参与先天免疫反应'

例如促进单核N巨噬细胞的吞噬功能和促炎细胞因

子的释放*%+

( 巨噬细胞是 DE感染的主要靶细胞'

其表面存在多种模式识别受体'其中包括经典的

D<77样受体 "D<77376_BXB;BWY<XL'DKJL#( 有研究显

示'DE感染与巨噬细胞上的 DKJL相关*"+

'DKJL单

克隆抗体可抑制分生孢子生长'且这一效应具有剂

量依赖性*$+

( 研究发现'DKJL家族的DKJ#3$

*#)+以

及DKJ##3#&

*##+都呈现出瘦素浓度依赖性( 此外'

瘦素也与多种病原体感染具有关联*#(+

'故推测瘦素

可能具有抑制巨噬细胞中 DE增殖的作用'并可能

通过DKJL信号通路引起炎症因子变化而发挥作用(

本研究就瘦素抑制巨噬细胞中 DE增殖的影响及机

制进行探讨'现报道如下(

?6材料与方法

?@?6主要材料及试剂6DFG3# 细胞购自中国科学

院上海生命科学院细胞库( DE为由本实验室从患

者血液中分离后经形态学和测序比对鉴定后建立的

菌株( 瘦素购自GBWX<DB;Z公司( 佛波酯"WZ<X\<7#(3

4SX6LY5YB#&35;BY5YB'GE/#购自美国 -6?45公司( DX6̀<7

JB5?B>Y购自赛默飞"美国#公司( 逆转录试剂"D5_5X5

GX64B-;X6WYDEJDE5LYBXE6A3JJ)&Q/#和实时荧光

定量GHJ"XB573Y64B[7@<XBL;B>Y9@5>Y6Y5Y6̂BW<7S4BX5LB

;Z56> XB5;Y6<>#试剂"D5_5X5-abJGXB46A2AD59 DE

VV3JJ"()/#购自大连宝生物工程有限公司( 引物由

生工生物工程"上海#公司合成'引物序列见表 #(

表 #!引物序列

基!因 方向 基因引物序列

*/GTF 上游 0c3**/*H*/*/DHHHDHH////D3&c

下游 0c3**HD*DD*DH/D/HDDHDH/D**3&c

D,.3

#

上游 0c3HHDHDHDHD//DH/*HHHDHD*3&c

下游 0c3*/**/HHD***/*D/*/D*/*3&c

VK3Q 上游 0c3/**/*/HDD*HHD**D*///3&c

下游 0c3H/****D**DD/DD*H/DHD3&c

VK3#

"

上游 0c3H/**HD*HDHD***/DDHDH3&c

下游 0c3*DHHD**//**/*H/HDDH/D3&c

DKJ( 上游 0c3**HDDHDHDHDHDD*D*/HH3&c

下游 0c3H**HDD*//HH/**//*/H*3&c

DKJ& 上游 0c3**HD/*H/*DH/DHH//H/*//3&c

下游 0c3D*//*DD**H**HD**D//D3&c

DKJQ 上游 0c3H/*/*D*/*D**D*HH/DD/H*/3&c

下游 0c3*HHDDH/*HDD*D**D/HDD*DD*3&c

EST"" 上游 0c3HH*H*HD**H**/**/*/D**/H3&c

下游 0c3*H/*/D*//**H/DH*///H*HDH3&c

EVG3#

#

上游 0c3*H/DH/HDD*HD*HD*/H/H3&c

下游 0c3H**HDDH*HDD**DD/**//3&c

E/GU# 上游 0c3D*//*/H/H//H/HHDH/*H//D*3&c

下游 0c3*DD*/*H/*H/**DD**//**3&c

?@A6主要实验仪器!恒宇生化培养箱"-G+3(0)3VV#'

&% d二氧化碳培养箱"23)#'#'赛默飞世尔高速冷冻离

心机"-D#QJ#'b6<DB_多功能酶标仪"-S>BX?SF##'凝

胶成像仪'/bV荧光定量GHJ系统"-YBW e>BG7@L#(

?@B6实验方法

#P&P#!细胞培养及诱导分化!&% d水浴复苏液氮

冻存的DFG3# 细胞'按 #)f胎牛血清)#f青链霉素

"#)) IN47青霉素g#))

!

?N47链霉素#)"$f #Q')

培养液比例混合配置完全培养基( 培养箱条件设置

为 0f He

(

'&% d(

#P&P(!HHU3"法检测瘦素的细胞增殖毒性!取生长

对数期的DFG3#细胞以 0 h#)

'

;B77LN孔接种于 $Q 孔

板 '总体积#))

!

7'共'块板(加入GE/"终浓度为

,""##,

HZ6>BLBi<@X>57<[,B]H76>6;57EBC6;6>B'TB;B4\BX()(#'j<7@4B#'',@4\BX#(!!



0) >?N47#刺激贴壁'培养箱继续培养 ( C'诱导分化

为巨噬细胞( ( C后更换培养液'并向培养板中加入

#)

!

7瘦素'浓度分别为 )P0

!

?N47)#

!

?N47)0

!

?N47)

#)

!

?N47)()

!

?N47'每个浓度重复 &孔'放入培养箱

继续培养( 每块板分别在培养 (' Z)'" Z 和 %( Z 后

加入 #)

!

7HHU3" 溶液'培养箱内孵育 # Z( 应用酶

标仪测定其在 '0) >4处的吸光度'根据试剂盒说明

书计算细胞活性'以细胞活性
!

")f认为该浓度下

瘦素对细胞增殖影响较小(

#P&P&!菌落形成单位";<7<>S[<X46>?@>6Y'H.I#实

验评估DFG3# 巨噬细胞中DE的增殖情况!取生长

对数期的DFG3# 细胞 (0 h#)

'

;B77LN孔接种至 (' 孔

板'加入GE/"终浓度为 0) >?N47#刺激贴壁'培养

箱继续培养 ( C'诱导分化为巨噬细胞( 以感染复数

"4@7Y6W76;6YS<[6>[B;Y6<>'EeV# k0 加入 DE'继续培

养 Q Z'弃去孔内培养液'加入磷酸盐缓冲液"WZ<L3

WZ5YB\@[[BXL576>B'Gb-#轻柔清洗两遍'洗去未被吞噬

的孢子( 实验组中加入不同终浓度瘦素")P0

!

?N47)

#

!

?N47)0

!

?N47)#)

!

?N47)#0

!

?N47#'对照组加

入等体积不含瘦素的完全培养液'每组设置 & 个重

复孔'继续培养 '" Z( 弃去孔内上清液'以Gb-轻柔

洗涤两遍'加入纯净水涨破细胞收集 DE( #' ))) ?

' d离心 #) 46>'弃上清'加入 # 47F

(

e进行重悬'

在稀释 #) 倍)#)) 倍和 # ))) 倍后取 0

!

7滴加到马

铃薯葡萄糖琼脂培养基上'(% d条件培养 & C'应用

凝胶成像系统进行拍照计数(

#P&P'!实时荧光定量 GHJ检测 DKJ信号通路的

4J,/表达水平!取对数生长期的DFG3# 细胞接种

至 (' 孔板'(0 h#)

'

;B77LN孔'加入 GE/"终浓度为

0) >?N47#刺激贴壁'培养箱继续培养 ( C'诱导分化

为巨噬细胞( 以EeVk0 加入DE'继续培养 Q Z'弃

去孔内培养液'加入Gb-轻柔清洗两遍( 实验组加入

含有瘦素的完全培养液"瘦素终浓度为 0

!

?N47#'对

照组加入不含瘦素的完全培养液'每组设置 & 个重

复孔'继续培养 '" Z( 弃去孔内上清液'采用 DX6̀<7

法提取细胞总 J,/'检测 J,/浓度和纯度合格后

通过逆转录试剂盒获得;T,/'以;T,/为模板通过

实时荧光定量 GHJ检测 DKJ()DKJ&)DKJ')DKJQ)

DKJ%)髓样分化原发反应基因 """4SB7<6C C6[[BXB>Y63

5Y6<> [5;Y<X""'EST""#)促分裂原活化蛋白激酶 #

"46Y<?B>35;Y6̂5YBC WX<YB6> _6>5LB#'E/GU##)巨噬细

胞炎症蛋白 #

#

"45;X<WZ5?B6>[75445Y<XSWX<YB6> #

#

'

EVG3#

#

#)白介素"6>YBX7B@_6>'VK#3Q)VK3#

"

)肿瘤坏

死因子"Y@4<X>B;X<L6L[5;Y<X'D,.#3

#

的4J,/表达

情况( 以*/GTF为内参'采用 (

1

""

HY法计算相对

表达量(

?@C6统计学方法!应用*X5WZW5C "P)进行绘图和统

计分析'计量资料的组间比较采用成组5检验( !O

)P)0 为差异有统计学意义(

A6结果

A@?6各干预组细胞活性情况6HHU3" 实验结果显

示'经 )P0 M()

!

?N47终浓度瘦素干预 (' Z和 '" Z'

DFG3#巨噬细胞活性R")f'提示该条件下瘦素未对

DFG3# 巨噬细胞产生毒性影响'可用于后续实验(

见图 #(

图 #!各干预组细胞活性情况图

A@A6各干预组 DFG3# 巨噬细胞中 DE增殖情况比

较!H.I实验结果显示'除终浓度为 )P0

!

?N47外'

终浓度为 # M#0

!

?N47瘦素均可有效抑制DFG3# 巨

噬细胞中 DE的增殖 "!O)P)0#'且在终浓度为

0

!

?N47时即可获得最佳的抑制效应( 见图 ((

$

各干预组H.I比较$

%

0

!

?N47瘦素干预下的H.I实验滴板图

图 (!瘦素对DFG3# 巨噬细胞中DE的抑制效果图

A@B6各干预组DKJL4J,/表达水平比较!实时荧

光定量 GHJ结果显示'实验组 DKJ()DKJQ 4J,/

表达水平高于对照组'差异有统计学意义"!O)P)0#'

但两组 DKJ&)DKJ')DKJ% 4J,/表达水平比较差

异无统计学意义"!R)P)0#( 见图 &(

A@C6各干预组 DKJL信号下游因子 4J,/表达水

平比较!荧光定量 GHJ结果显示'实验组 EST"")

E/GU#)VK3#

"

4J,/表达水平高于对照组'VK3Q 4J,/

表达水平低于对照组'差异有统计学意义"!O)P)0#'

而两组D,.3

#

和EVG3#

#

4J,/表达水平比较差异

无统计学意义"!R)P)0#( 见图 '(

,$"##,
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图 &!各干预组DKJL4J,/表达水平比较图

图 '!各干预组DKJL信号下游因子4J,/表达水平比较图

B6讨论

B@?6DE是一种机会感染性病原体'其可感染机体

中的巨噬细胞'同时巨噬细胞也可将其吞噬和杀灭'

但仍有部分DE出现免疫逃逸'导致病情往复*#&3#'+

(

瘦素是人体脂肪组织产生的一类蛋白质'研究显示

其具有调节D,.3

#

表达和激活巨噬细胞的功能*#0+

(

但目前关于瘦素能否抑制巨噬细胞中 DE的增殖'

或增强巨噬细胞吞噬)消灭DE的能力仍鲜有报道(

本研究结果显示'经瘦素处理后'DFG3# 巨噬细胞中

DE的增殖减弱'这与既往研究*#('#Q+认为较高浓度

的瘦素可拮抗多种病原体感染的结论相符(

B@A6DKJL是巨噬细胞识别 DE的主要模式识别受

体之一'通过与病原体相关分子模式结合'从而激活

免疫系统( 本研究结果显示'实验组 DKJ()DKJQ

4J,/表达水平显著上升'但对 DKJ&)DKJ')DKJ%

影响不大'提示瘦素可能是通过上调巨噬细胞DKJ()

DKJQ表达来抑制DE的增殖( l5>?等*#%+的研究对

DKJ()DKJ' 和DKJ$ 基因中可能影响 DE易感性的

单核苷酸多态性进行了探讨'结果发现 DKJ( 中存

在与DE感染疾病严重程度相关的单核苷酸多态性

位点'提示DKJ( 与DE感染具有关联性( 另外也有

研究发现'DKJ( 和DKJQ 通过识别白色念珠菌细胞

壁上的酵母多糖和登革热病毒配体在抗病毒和抗真

菌上发挥着关键作用*#"3#$+

( 登革热病毒感染人单

核细胞后可通过激活 DKJ( 和 DKJQ 通路上调促炎

因子的表达'这与本研究结果相似(

B@B6本研究发现'经瘦素干预后 DFG3# 巨噬细胞

DKJL下游因子EST"")E/GU# 4J,/表达上升( DKJL

同源分子都属于
&

型跨膜蛋白'当 DKJL被激活时

就会募集EST"")含DVJ结构域的衔接子蛋白"DVJ

C<456>3;<>Y56>6>?5C5WY<XWX<YB6>'DVJ/G#等衔接分子'

通过EST"" 依赖性或 EST"" 非依赖性途径发挥信

号转导作用'激活E/GU和"或#核因子
'

b">@;7B5X

[5;Y<X_5WW53b',.3

'

b#通路后级联上调促炎因子的

表达*()3(#+

'这与我们的实验结果相符( 另外'本研究

结果还显示'经瘦素干预后 DFG3# 巨噬细胞 VK3#

"

4J,/的表达显著上升'而 VK3Q 4J,/表达显著下

降( VK3#

"

和VK3Q同属于炎症因子家族( VK3#

"

属于

VK3# 家族中的关键促炎因子之一*((+

'其表达升高有

利于病毒*(&+

)真菌*('+等病原体的清除'这与本研究

发现瘦素可以促进 DFG3# 巨噬细胞杀灭 DE相符(

而VK3Q 具有抗炎和促炎两种特性'在经典的信号转

导通路中它发挥抑炎作用'而在非经典的反式信号

通路中则表现出促炎活性*(0+

( 有研究发现 DE感

染后VK3Q 表达下降*(Q+

'且高水平VK3Q 会促进DE感

染病情恶化*(%+

( 也有临床研究结果显示'人类免疫

缺陷病毒"Z@45> 644@><CB[6;6B>;Ŝ 6X@L'FVj#感染

患者合并DE感染后VK3Q 水平上升*("+

'与本研究结

果有所差异'这可能是感染 FVj所造成的影响( 因

此'本研究结果提示瘦素促进 DFG3# 巨噬细胞杀灭

DE可能是通过EST"" 依赖性激活E/GU# 通路'并

上调促炎因子VK3#

"

和下调抑炎因子VK3Q发挥作用(

,)$##,
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综上所述'瘦素可促进DFG3#巨噬细胞杀灭DE'

这可能是通过上调DKJ(NQ3EST""3E/GU# 信号通路'

激活炎症因子发挥作用( 但本研究仅是针对 4J,/

水平进行'后期尚需要补充蛋白水平和动物实验进

一步验证(
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