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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究肺炎支原体脂质相关膜蛋白对巨噬细胞分泌细胞因子和诱导巨噬细胞凋亡的影响,初步探

讨肺炎支原体引起动脉粥样硬化的机制。 方法摇 用 ELISA 检测肺炎支原体脂质相关膜蛋白诱导体外培养的巨噬

细胞培养上清液中 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的含量;用流式细胞术检测脂质相关膜蛋白诱导巨噬细胞的凋亡率;West鄄
ern blot 方法检测经脂质相关膜蛋白作用的巨噬细胞 NF鄄资B 的激活和 NF鄄资B 抑制剂吡咯啉烷二甲基硫脲对巨噬细

胞分泌细胞因子和诱导巨噬细胞凋亡的影响。 结果摇 脂质相关膜蛋白能促进巨噬细胞分泌高水平的 TNF鄄琢、IL鄄1茁
和 IL鄄6 和发生凋亡;并能使 NF鄄资B 从细胞浆中转位到细胞核内;吡咯啉烷二甲基硫脲能显著抑制巨噬细胞 NF鄄资B
的激活,且能抑制脂质相关膜蛋白诱导的巨噬细胞分泌细胞因子和发生凋亡。 结论摇 肺炎支原体脂质相关膜蛋白

可通过激活 NF鄄资B 诱导巨噬细胞分泌前炎症细胞因子和促进凋亡,可能在动脉粥样硬化的发病中起重要作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the proinflammatory cytokines production and apoptosis of macrophages upon Myco鄄
plasma pneumoniae (M郾 pneumoniae) lipid鄄associated membrane proteins (LAMP) stimulation, and evaluate the molecular
mechanism of M. pneumoniae to cause atherosclerosis. 摇 摇 Methods摇 The cultured human macrophages were incubated
with various concentrations of M郾 pneumoniae LAMP preparations. 摇 The proinflammatory cytokines TNF鄄琢, IL鄄1茁 and IL鄄6
production were detected by ELISA and cell apoptosis by flow cytometry. 摇 At the same time, the activation of NF鄄资B and
the effects of pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC), an inhibitor of NF鄄资B, on M郾 pneumoniae LAMP鄄induced macrophages
apoptosis were analyzed by Western blot. 摇 摇 Results摇 M郾 pneumoniae LAMP could induce high level of TNF鄄琢, IL鄄1茁
and IL鄄6 production and macrophages apoptosis. 摇 These effects were highly associated with NF鄄资B activation of macropha鄄
ges. 摇 PDTC could significantly inhibit the activation of NF鄄资B and partially reduce M郾 pneumoniae LAMP鄄induced macro鄄
phages secretion and apoptosis. 摇 摇 Conclusions摇 M郾 pneumoniae LAMP can induce proinflammatory cytokines secretion
and macrophages apoptosis by activating NF鄄资B, and it may be an important etiological factor for atherosclerosis.
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摇 摇 动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)是主要累及动

脉病变的慢性炎症性疾病,吸烟、糖尿病、高脂血症和

高血压早已被认知是冠心病的危险因素。 近年来发现

炎性介质和单核鄄巨噬细胞系统在缺血性心脏病发病

中亦起着重要作用。 这些炎性因子包括单纯疱疹病

毒、巨细胞病毒、幽门螺杆菌和肺炎衣原体和肺炎支原

体(mycoplasma pneumoniae, Mp)等[1, 2]。
以往多认为 Mp 属于胞外菌。 但现在的研究表

明,Mp 等可通过其顶端结构侵入宿主细胞,在感染

宿主肺泡巨噬细胞、内皮细胞等长期存活,引起持

续性感染[3, 4]。 并可通过感染后形成免疫复合物、
沉积血管壁引起局部损伤或激发机体炎症反应等

引起 As[5]。 但其具体发病机制目前尚不清楚。
因此,本研究通过检测Mp 脂质相关膜蛋白(lipid鄄

associated membrane proteins,LAMP) 对巨噬细胞分泌

细胞因子和诱导巨噬细胞凋亡的影响,初步探讨Mp 引

起 As 的机制,为其防治提供新的理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 细胞与试剂

摇 摇 Mp 标准株 M129 株(ATCC 29342)为本研究所

保存,人单核细胞系 THP鄄1 细胞购自上海生命科学

研究所;BCA 微量蛋白测定试剂盒购自 Pierce 公

司;Annexin V鄄PE 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 Amer鄄
sham 公司产品;二硫代氨基甲酸吡咯烷(PDTC)、佛
波脂(PMA)、蛋白酶 K、脂多糖(LPS)和胰酶均购自

Sigma 公司;兔抗 NF鄄资B 抗体和辣根过氧化物酶

(HRP)标记的羊抗兔 IgG 抗体均购自美国 Santa
Cruz 公司。 TNF鄄琢、 IL鄄1茁 和 IL鄄6 细胞因子检测试

剂盒为美国 R&D 公司产品。
1郾 2摇 Mp M129 标准株的培养及 LAMP 的提取

将M129 株接种于 SP鄄4 液体培养基,37益培养5 ~
7 天后,培养基的颜色由红变橘黄,且清亮不混浊,表明

有 Mp 生长。 LAMP 的提取按文献[6]进行,收集 500
mL 生长至对数期的 Mp 的菌体,将其浮于 5 mL 含有

1 mmol / L EDTA 的 Tris 缓冲盐液(TBSE)当中,随后加

入 2% Trition X鄄114,4益静置 1 h,37益孵育 10 min 使

其发生相分离。 弃去上层水相,加入等体积的 TBSE,
重复相分离过程 1 次。 第 2 次相分离结束,弃去水相,
再加入等体积 TBSE 恢复至最初体积。 最后加入 2郾 5
倍体积无水乙醇, - 20益过夜以沉淀 LAMP。 次日于

14k rpm 离心 20 min,弃上清,PBS 重悬浮 LAMP,超声

处理 1 ~3 min,离心取上清蛋白。 BCA 测定蛋白浓度,

-80益保存备用。
1郾 3摇 巨噬细胞的准备

THP鄄1 细胞按 1 伊 109 个 / L 转入 24 孔培养板(
Costar, USA),每孔 1 mL,培养 1 天后加入终浓度为

40 ng / mL 的 PMA 诱导 24 h,使 THP鄄1 细胞分化为

巨噬细胞。
1郾 4摇 ELISA 测定细胞因子 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 的

水平

分别用含 0郾 5 ~3郾 5 mg / L LAMP 的无血清培养基

培养巨噬细胞 24 h,同时用 1 mg / L LPS 作阳性对照。
收集经处理的细胞上清液, 于 4益,离心 5 min 后取上

清储存于 -70益用于细胞因子检测。 取培养上清液测

定 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6 含量。 具体操作按试剂盒说明

书进行,以标准品 1000、500、250、125、62郾 5、32、16、0 籽g /
mL 之 OD490值作标准曲线,用酶标仪测定并计算出相

应的细胞因子的 OD490值和含量。
1郾 5摇 细胞凋亡率测定

实验分 4 组进行,每组设 3 个复孔:淤巨噬细胞空

白对照组;于PBS 对照组;盂2郾 5 mg / L LAMP 作用组;
榆25 滋mol / L PDTC 预处理细胞 30 min 后再用含 2郾 5
mg / L LAMP 作用组。 巨噬细胞分别按上述分组处理

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 1 伊结合缓冲液调整细胞浓度到 1 伊109

个 / L。 加入 10 滋L Annexin V鄄PE 染色,流式细胞仪测

定细胞凋亡率。
1郾 6摇 Western blot 检测 NF鄄资B 的转位

为说明 NF鄄资B 激活后是否从胞浆转位到胞核

内,按参考文献[8]方法提取分组(同细胞凋亡检

测)处理细胞的核蛋白, 用 BCA 微量蛋白测定试剂

盒测定所提取的核蛋白的浓度。 10 滋g 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 益封闭过夜后与兔抗

NF鄄资B 抗体室温孵育 2 h,经 TBST 洗膜后与 HRP 标

记的羊抗兔 IgG 孵育 1 h。 经洗膜后用 ECL 发光试

剂显色。
1郾 7摇 统计分析

结果用统计学软件 SPSS 16郾 0 处理,数据以

x 依 s表示,多个样本均数的多重比较采用 LSD鄄t 法,
P < 0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 LAMP 诱导人巨噬细胞分泌 TNF鄄琢,IL鄄1茁 和

IL鄄6
0郾 5 ~ 3郾 5 mg / L LAMP 能刺激 THP鄄1 来源的巨
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噬细胞分泌 TNF鄄琢,IL鄄1茁 和 IL鄄6 三种前炎症细胞

因子。 当 LAMP 浓度为 2郾 5 mg / L 时,三种细胞因子

分泌水平最高,分别为 1767郾 2 依 159郾 0 ng / L,277郾 3
依 30郾 5 ng / L 和 49郾 7 依 5郾 2 ng / L,与对照组相比,差
异有显著性(P < 0郾 001)。 用 LAMP 刺激 PDTC 预

处理的巨噬细胞,与 PDTC 未处理组相比, TNF鄄琢
的分泌水平降低至 27郾 7% ,IL鄄1茁 减少至 18郾 4% ,
IL鄄6 为未处理组的 31郾 4% 。 LAMP 刺激 PDTC 处理

组和未处理组巨噬细胞分泌的 TNF鄄琢,IL鄄1茁 和 IL鄄6
差异有显著性(P < 0郾 001;表 1)。

表 1. LAMP 诱导人巨噬细胞分泌 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6(ng / L)
Table 1. TNF鄄琢, IL鄄1茁 and IL鄄6 induced by LAMP in macrophages cells (pg / mL)

指摇 标 LPS(1 mg / L) PBS
LAMP(mg / L)

0郾 5 1郾 5 2郾 5 3郾 5
PDTC(25 滋mol / L)

TNF鄄琢 1392郾 6 依 120郾 3 102郾 1 依 8郾 5 695郾 5 依 82郾 3 1059 依 113郾 4 1767郾 2 依 159郾 0a 1689郾 7 依 162郾 2 489郾 7 依 59郾 9
IL鄄1茁 468郾 5 依 34郾 4 25郾 5 依 3郾 6 132郾 2 依 12郾 9 151郾 5 依 13郾 6 277郾 3 依 30郾 5a 237郾 1 依 29郾 0 51郾 1 依 5郾 6
IL鄄6 41郾 6 依 33郾 7 10郾 4 依 2郾 0 28郾 6 依 3郾 1 41郾 1 依 3郾 77 49郾 7 依 5郾 2a 43郾 5 依 6郾 6 15郾 6 依 1郾 9

a 为 P < 0郾 001,与 PDTC 处理组和 PBS 组比较。

2郾 2摇 细胞凋亡测定结果

LAMP 处理组巨噬细胞 12 h 和 24 h 的凋亡率

分别为 8郾 36% 依 1郾 19% 和 12郾 31% 依 1郾 75% ,与

PBS 对照组 2郾 25% 依 0郾 40% 和 2郾 59% 依 0郾 51% 比

较差异有显著性(P < 0郾 001)。 与仅用 Mp LAMP 处

理的细胞相比, 在用 PDTC 预处理后再用 LAMP 刺

激细胞时,细胞的凋亡率显著降低到 4郾 20% 依
0郾 81%和 5郾 69% 依1郾 01% (P < 0郾 001;图 1 和图 2)。

图 1. 流式细胞检测巨噬细胞凋亡

Figure 1. The apoptosis of macrophages detected by
flow cytometry

2郾 3摇 Mp LAMP 诱导 NF鄄资B 的激活

提取各组处理的巨噬细胞的核蛋白,Western
blot 分析细胞核中 NF鄄资B 的表达。 LAMP 处理组的

核提取物中可检测到 NF鄄资B 特异性蛋白条带,而从

正常细胞和 PBS 处理细胞的核提取物中未检测到

NF鄄资B (图 3)。 这些结果表明 Mp LAMP 能诱导激

活人巨噬细胞的 NF鄄资B,使其从细胞浆中转位到细

胞核内。 与仅用 Mp LAMP 处理的细胞相比, 在

PDTC 预处理后再用 LAMP 刺激的细胞核提取物

中,NF鄄资B 的表达水平降低(图 3),说明 PDTC 能抑

制巨噬细胞 NF鄄资B 的激活。

图 2. 巨噬细胞凋亡率 摇 摇 a 为 P < 0郾 001,与 PDTC 处理组和

PBS 组比较。

Figure 2. The apoptosis rates of macrophages

图 3. Western blot 检测细胞核提取物中的 NF鄄资B摇 摇 1 为 2郾 5
mg / L LAMP 作用1 h,2 为 25 滋mol / L PDTC 预处理细胞 30 min 后再用

2郾 5 mg / L LAMP 作用1 h,3 为 PBS 作用1 h,4 为未经处理的巨噬细胞。

Figure 3. Detection of NF鄄资B from nuclear extract by
Western blot
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3摇 讨摇 论

Mp 是社区获得性肺炎的主要病原体,发病以

青少年多见,近年来研究发现 50 ~ 70 岁的 As 患者,
Mp 的感染率显著高于健康对照组[7,8] Mp 引发 As
的机制尚不清楚。

炎症是 As 过程中许多病理生理改变的共同基

础,本实验发现 Mp 的 LAMP 能激活巨噬细胞分泌

高水平的 TNF鄄琢、IL鄄1茁 和 IL鄄6,这三种前炎症细胞

因子既能促进机体固有免疫系统清除病原体,也能

影响机体炎症反应的发生发展而引起组织损伤。
如 TNF鄄琢 可以促使极低密度脂蛋白( VLDL)过量

生成、降低高密度脂蛋白(HDL)水平及诱导胰岛素

抵抗,诱导脂类和糖类代谢异常[9鄄11];也可抑制一氧

化氮合酶的生成、诱导血管内皮细胞的凋亡及刺激

内皮细胞表达黏附分子,导致内皮细胞功能障碍,
促使血栓形成[ 12, 13];IL鄄6 可调节人表皮成纤维细

胞释放 MM鄄1 和 MMP鄄2,增加 MMP鄄9 和 MMP鄄13 的

表达,并可调节基质金属蛋白酶的功能,使胶原分

解代谢增加,胶原减少,导致不稳定斑块破裂[12,14]。
IL鄄1 可致胶原酶和胶原产生,从而刺激成纤维细胞

和平滑肌细胞增殖[12]。 因此,Mp LAMP 可通过促

进巨噬细胞分泌这三种细胞因子加速心血管平滑

肌损伤和粥样斑块的形成与发展。
吞噬性清除凋亡细胞是巨噬细胞的重要生理

功能,在 As 斑块的发生、发展和维护斑块的稳定性

过程中具有重要作用[15]。 诸多危险因素( ox鄄LDL、
感染等)都可以导致血管壁内皮细胞、平滑肌细胞

和巨噬细胞的凋亡。 用 Mp LAMP 处理巨噬细胞

后,正常存在于胞浆中的 NF鄄资B 被激活后转位到细

胞核内,且 NF鄄资B 的特异性抑制剂 PDTC 能显著抑

制 NF鄄资B 的转位。 流式细胞术分析显示 PDTC 能

显著地抑制 LAMP 处理的巨噬细胞发生凋亡。 表明

Mp LAMP 诱导的巨噬细胞凋亡与 NF鄄资B 的激活

有关。
本研究表明 Mp LAMP 能通过激活 NF鄄资B,促进

巨噬细胞分泌前炎症细胞因子和促进巨噬细胞凋

亡,这可能有利于 As 的形成。 但 As 的形成与发展

是一个复杂而长期的过程,有关 Mp 引发 As 的确切

的发病机制还有待于进一步研究。
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