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干扰 Wnt5a对BCG诱导的TC-1细胞炎性反应的
调控作用研究*

原筱潭1,2,马亚博1,2,苗申奥1,2,陈琪1,2,聂雪伊1,2,徐金瑞1,2,杨易1,2**

(1.宁夏大学西部特色生物资源保护与利用教育部重点实验室,宁夏银川
 

750021;2.宁夏大学生命科学学院微生物与分子生物学系)

【摘要】 目的 探究干扰 Wnt5a对卡介苗(BCG)感染的小鼠肺上皮细胞(TC-1)炎性反应的调控作用,并阐明其作用机

制。 方法 慢病毒干扰 Wnt5a处理TC-1细胞系及其阴性对照细胞系后BCG感染24h。设置4个实验组:NC组、NC
+BCG组、Si-3组和Si-3+BCG组。通过 Western

 

blot检测Toll样信号通路TLR2、TLR4、Myd88、p-NF-κB和 NF-κB
炎症相关蛋白表达水平,免疫荧光法检测各实验组p-NF-κB表达情况,qRT-PCR检测Toll样信号通路TLR2、TLR4、

Myd88、p-NF-κB和NF-κB等基因 mRNA表达水平,ELISA检测细胞培养上清促炎因子TNF-α、IL-6和IL-10含量。 
结果 与对照组比较,BCG组炎性相关因子TLR2、TLR4、Myd88、NF-κB、p-NF-κB的蛋白表达水平(均P<0.01)和

mRNA表达水平均显著上调(均P<0.05),p-NF-κB蛋白荧光强度较对照组显著增加,促炎因子TNF-α和IL-6表达水

平升高(均P<0.01),抑炎因子IL-10表达水平降低。与BCG组相比,Si-3+BCG组上述蛋白表达水平(均P<0.05)和

mRNA表达水平均(均P<0.01)显著下调,p-NF-κB蛋白荧光强度较BCG组均显著下调,促炎因子TNF-α和IL-6(均

P<0.05)表达水平显著降低,抑炎因子IL-10表达水平显著升高(P<0.01)。 结论 干扰 Wnt5a可调控卡介苗

(BCG)感染的小鼠肺上皮细胞(TC-1)的炎性反应,其调控作用机制是通过Toll样信号通路依赖 Myd88途径抑制BCG
诱导的TC-1炎性反应。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

regulatory
 

effect
 

of
 

interference
 

Wnt5a
 

on
 

inflammatory
 

response
 

of
 

mouse
 

lung
 

epithelial
 

cells
 

(TC-1)
 

infected
 

with
 

BCG
 

vaccine
 

and
 

elucidate
 

its
 

mechanism. Methods BCG
 

infection
 

was
 

24h
 

after
 

lentivirus
 

interfered
 

with
 

TC-1
 

cell
 

line
 

and
 

its
 

negative
 

control
 

cell
 

line
 

treated
 

by
 

Wnt5a.
 

Four
 

experimental
 

groups
 

were
 

set
 

up:NC
 

group,NC+BCG
 

group,Si-3
 

group
 

and
 

Si-3+BCG
 

group.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

Toll-like
 

signaling
 

pathway
 

TLR2,TLR4,Myd88,p-NF-κB
 

and
 

NF-κB
 

inflammatory
 

related
 

proteins
 

were
 

detected
 

by
 

western
 

blot,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

p-NF-κB
 

in
 

each
 

experimental
 

group
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence
 

method.
 

The
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

of
 

Toll-like
 

signaling
 

pathway
 

TLR2,TLR4,Myd88,p-NF-κB
 

and
 

NF-κB
 

were
 

detected
 

by
 

qRT-PCR,

and
 

the
 

contents
 

of
 

pro-inflammatory
 

cytokines
 

TNF-α,IL-6
 

and
 

IL-10
 

in
 

the
 

supernatant
 

of
 

cell
 

culture
 

were
 

detected
 

by
 

ELISA. Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

protein
 

expression
 

levels
 

(all
 

P<0.01)
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

(all
 

P<0.05)
 

of
 

inflammatory
 

factors
 

TLR2,TLR4,Myd88,NF-κB
 

and
 

p-NF-κB
 

in
 

BCG
 

group
 

were
 

significantly
 

up-regulated,and
 

the
 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

p-NF-κB
 

protein
 

was
 

significantly
 

increased
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

pro-inflammatory
 

cytokines
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

were
 

increased
 

(all
 

P<0.01),while
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

anti-inflammatory
 

cytokines
 

IL-10
 

were
 

decreased.
 

Compared
 

with
 

BCG
 

group,the
 

above
 

protein
 

expression
 

levels
 

(all
 

P<0.05)
 

and
 

mRNA
 

expression
 

levels
 

(all
 

P<0.01)
 

in
 

Si-3+BCG
 

group
 

were
 

significantly
 

down-
regulated,the

 

fluorescence
 

intensity
 

of
 

p-NF-κB
 

protein
 

was
 

significantly
 

down-regulated
 

compared
 

with
 

BCG
 

group,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

pro-inflammatory
 

factors
 

TNF-α
 

and
 

IL-6
 

(all
 

P<0.05)
 

were
 

significantly
 

decreased.
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expression
 

level
 

of
 

anti-inflammatory
 

factor
 

IL-10
 

was
 

significantly
 

increased
 

(P<0.01). Conclusion Interference
 

with
 

Wnt5a
 

can
 

regulate
 

the
 

inflammatory
 

response
 

of
 

BCG
 

infected
 

mouse
 

lung
 

epithelial
 

cells
 

(TC-1)
 

through
 

Toll-like
 

signaling
 

pathway
 

dependent
 

Myd88
 

pathway
 

to
 

inhibitBCG
 

induced
 

TC-1
 

inflammatory
 

response.
【Key

 

words】 Toll-like
 

signaling
 

pathway;Wnt5a;BCG;inflammatory
 

reaction

  结 核 分 枝 杆 菌 (Mycobacterium
 

tuberculosis,

Mtb)是引起结核病(tuberculosis,TB)的病原菌,临床

主要表现为肺结核(PTB),其次其他身体器官也均可

被感染[1]。Mtb通过呼吸道传播,经由肺部扩散,肺
组织损伤可能继发气胸的发生,病人产生严重胸痛、呼
吸困难等症状,是全球十大疾病死亡原因之一。但是

针对 Mtb药物治疗前景并不明朗,因此更全面了解

Mtb的致病分子机制尤为重要。肺部是 Mtb主要的

侵入部位,当 Mtb被人体吸入肺部区域后,首先感染

肺泡巨噬细胞和上皮细胞[2]。当 Mtb入侵肺泡上皮

细胞时,促使上皮细胞分泌各种细胞因子,进而引起细

胞毒性,最终促进 Mtb的扩散和TB的发生,因此小

鼠肺部的TC-1细胞是良好的TB疾病体外研究模型。

Wnt5a(Wingless-type
 

MMTV
 

integration
 

site
 

family
 

member
 

5a)作为分泌性脂质修饰糖蛋白 Wnt
家族的一员,对于胚胎发育,干细胞分化和受伤组织的

再生至关重要。研究证实,Wnt5a在细胞中的信号转

导及表达调控与炎症应答密切相关,同时 Wnt5a在免

疫细胞和非免疫细胞的免疫应答调节也扮演重要角

色[3]。Toll样受体(TLRs)是一类具有胞外氨基酸的

Ⅰ型跨膜蛋白,分子结构分为胞膜外区,胞质区和跨膜

区三部分,在病原体识别和消除中起核心作用。TLRs
具有保守的细胞质信号转导Toll/IL-1R(TLR)结构

域。除TLR3外,病原体相关分子模式(PAMP)与

TLR的结合通过髓样分化蛋白88(Myd88)依赖性途

径或含TLR结构域的适配器诱导干扰素-β(TRIF)依
赖性途径触发先天性免疫反应,并启动下游信号事件,
导致促炎细胞因子和I型干扰素(IFN)的产生[4,5]。
牛结核分枝杆菌减毒株BCG在组织细胞内大量增殖

引起的炎症,菌内物质和代谢产物的高毒性造成免疫

损伤,并激活 Toll受体信号通路使细胞产生免疫反

应[6]。本研究采用慢病毒干扰TC-1细胞中 Wnt5a基

因建立稳转体系,并经BCG感染后对Toll受体信号

通路介导的相关指标进行检测,旨在揭示干扰 Wnt5a
对BCG

 

感染的TC-1细胞炎性反应调控作用。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和细胞 牛结核分枝杆菌减毒株(BCG)购
自上海生物制品研究所有限公司;TC-1细胞由本实验

室保存。

1.2 主要试剂及仪器 BCA蛋白含量检测试剂及
 

Wnt5a-sgRNA(08332-1)和 CON251,南京凯基公司

产品;DMEM培养基,胎牛血清及TrypleTM胰酶,美
国Gibco公司产品;结核分枝杆菌培养液,上海晶诺公

司产品;全蛋白提取试剂盒,美国赛默飞公司产品;

Western
 

-blot配 胶 试 剂 盒,上 海 雅 酶 公 司 产 品;

GAPDH兔多克隆一抗,TLR4鼠单克隆一抗,TLR2、

Myd88、p-NF-κB、NF-κB 兔 多 克 隆 一 抗,美 国
 

Proteintech公司产品;鼠抗兔二抗和羊抗兔二抗,北
京中杉金桥公司产品;4%多聚甲醛,美国BD公司产

品;Triton
 

X-100,美国Sigam 公司产品;Hoechst
 

抗

体,中国碧云天公司产品;驴血清,北京索莱宝公司产

品;荧 光 封 片 剂,北 京 中 山 金 桥 公 司 产 品;Alexa
 

Fluor594(red)荧光二抗,南京诺唯赞公司产品;TNF-
α、IL-6和IL-10

 

ELISA 试剂盒,中国博士德公司产

品;反转录试剂盒,中国诺维赞公司产品;qRT-PCR检

测试剂盒,南京诺唯赞公司产品。实时荧光定量PCR
仪Quantity

 

Studio5、NanoDrop-800(赛默飞中国公司

产品);GE化学发光检测仪,美国 Gene公司产品;

EnSpire荧光酶标仪,美国PerkinElmer公司产品;荧
光显微镜,日本Olympic公司产品。

2 方法

2.1 慢病毒干扰 Wnt5a稳定转染细胞株的建立 将

TC-1细胞以8×105/孔铺于六孔板中,37
 

℃培养8~
12

 

h,待贴壁根据病毒滴度在干扰空载对照组和干扰

Wnt5a组分别加入14
 

μL和20
 

μL慢病毒。在分别加

入40
 

μL感染液(JA),37
 

℃培养12
 

h,补加1
 

mL培

养基。24
 

h更换培养基,37
 

℃培养72
 

h,荧光显微镜

下观察绿色荧光,若有即为转染成功。将转染成功的

细胞传代,待贴壁,加入2
 

μg/mL嘌呤霉素培养24
 

h,
若部分细胞贴壁部分细胞漂浮,则转染成功。与对照

组相比,对照组全部死亡,培养传代建立慢病毒干扰

Wnt5a细胞稳转体系。Wnt5a慢病毒载体信息见表

1。
表

 

1 Wnt5a慢病毒载体信息

Table
 

1 Information
 

of
 

lenlivirus
 

expression
 

vector
名称
Name

病毒名称
Virus

 

name
插入序列

Insert
 

sequence
滴度/浓度(TU/mL)
Titer/Concentration

Wnt5a干扰载体 Wnt5a-sgRNA
(08332-1) GAAACTCTGCCACTTGTATC 2E+8

干扰阴性对照 CON251 CGCTTCCGCGGCCCGTTCA 2E+8

2.2 实验分组及细胞培养 共设置4个组:(1)NC
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组,(2)NC+BCG组,(3)Si-3组,(4)Si-3+BCG组。
细胞生长至对数期,以8×105 接种于6孔板中,37

 

℃
培养8~12

 

h,待贴壁后以感染复数为 MOI=20,将

BCG分别加入两种细胞的处理组中,即BCG感染组,
以未感染的细胞作为对照组。BCG继续感染24

 

h。
各组细胞均置于37

 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养。

2.3 Western
 

blot检测 用全蛋白试剂盒提取各处

理组细胞全蛋白,定量后进行10%SDS-PAGE凝胶电

泳,电压采用80
 

V上层胶120V下层胶。300
 

mA转

膜2h后脱脂乳室温封闭2
 

h;加入一抗4
 

℃孵育过夜,

TBST缓冲液洗涤6次,每次5
 

min;加入稀释的山羊

抗兔或抗鼠酶标二抗,室温孵育1
 

h,TBST缓冲液洗

涤4次,每次5
 

min,TBS缓冲液2次,每次5
 

min;加
入ECL显色液,利用GE化学发光检测仪成像。

2.4 免疫荧光检测 将细胞活率达到95%以上的对

照组和干扰组细胞以8×105/孔铺于提前放置了玻璃

片的6孔板中,培养基2
 

mL贴壁8~12
 

h,弃培养液;
加入新鲜的培养基,用BCG继续感染24

 

h,弃培养基,
加PBS清洗3次,每次3

 

min;用4%多聚甲醛室温固

定20
 

min,弃 固 定 液,PBS清 洗 同 上;加 入0.2%
TritonX-100,通透20min,弃通透液,PBS清洗同上;
扣片,用脂肪笔沿片边缘画线后加入10%驴血清室温

封闭1
 

h;加入一抗,湿盒4
 

℃孵育过夜,PBS润洗;加
入荧光二抗,37

 

℃避光静置孵育1h,荧光显微镜拍摄

记录图像。

2.5 ELISA检测 分别收集不同处理组细胞培养上

清,采用ELISA法测定炎性细胞因子IL-6、TNF-α和

IL-10的水平,严格按照试剂盒说明书进行操作。

2.6 qRT-PCR检测 Trizol法提取各处理组细胞总

RNA,反转录成cDNA。逆转录反应体系和过程:取

RNA
 

2
 

μL,4×gRNA
 

wiper
 

Mix
 

4
 

μL,RNase-
freeddH2O补足至16

 

μL,混匀,置42
 

℃,2
 

min,后加

入5×HiscriptⅢ
 

qRT-PCR
 

SuperMix
 

4
 

μL,混匀,逆
转录体系分别为37

 

℃,15
 

min和85
 

℃,6
 

s,合成的

cDNA
 

-80
 

℃保存。然后采用qRT-PCR 方法检测

TLR2、TLR4、Myd88、NF-κB基因 mRNA 的表达。
反应体系(20

 

μL):2×ChamQ
 

Universal
 

SYBR
 

qRT-
PCR

 

Master
 

Mix10
 

μL,正向引物0.4
 

μL(10
 

μmol/

L),反向引物0.4
 

μL(10
 

μmol/L),Template
 

DNA/

cDNA
 

1
 

μL,RNase-free
 

ddH2O补足至20
 

μL。反应

条件:95
 

℃
 

30
 

s;94
 

℃
 

10
 

s,60
 

℃
 

30
 

s,40个循环;95
 

℃
 

15
 

s,60
 

℃
 

1min,95
 

℃
 

15
 

s。引物信息见表2。

2.7 统计学分析 实验数据均经过3次独立试验验

证,采用ImageJ软件分析蛋白表达量,Excel分析整

理数据,采用One-Way
 

ANOVA进行统计学分析,采
用GraphPadPrim8.0软件绘图。数据用均数±标准

差(x±s)表示,P<0.05为差异有统计学意义。

表
 

2 qRT-PCR引物
 

Table
 

2 Gene
 

specific
 

primers
 

for
 

qRT-PCR
基因
Gene

前导链
Forward(5'-3')

后随链
Reverse(3'-5')

GAPDH GGTTGTCTCCTGCGACTTCATGGTCCAGGGTTTCTTACTCC
TLR2 TCTAAAGTCGATCCGCGACATCTACGGGCAGTGGTGAAAACT
TLR4 TTCAGAGCCGTTGGTGTATCCTCCCATTCCAGGTAGGTGT
Myd88 ATCGCTGTTCTTGAACCCTCGCTCACGGTCTAACAAGGCCAG
NF-κB ACTGCCGGGATGGCTACTATTCTGGATTCGCTGGCTAATGG

结 果

1 干扰 Wnt5a稳转细胞系建立

为验证慢病毒转染效率及是否建立慢病毒稳转体

系,采用 Western
 

blot检测干扰 Wnt5a组和空载慢病

毒对照组中 Wnt5a蛋白表达水平,结果表明 Wnt5a
干扰组中 Wnt5a蛋白的相对表达水平低于空白对照

组
 

(P<0.05)(图1B,1C)。免疫荧光显示慢病毒成

功转染,结果见图1A,图中绿色荧光即为慢病毒。上

述结果表明慢病毒成功转染并干扰 Wnt5a蛋白表达。

  A Wnt5a干扰TC-1稳定转染细胞的明场图和成功转染慢病毒
的绿色荧光图 B Wnt5a相关分子的 Western

 

blot结果 C Wnt5a
蛋白水平的统计分析(Si-3与Si-NC比较,P<0.05)

图
 

1 Wnt5a干扰TC-1稳定转染细胞株的建立与鉴定(100×)
A Bright

 

field
 

diagram
 

of
 

Wnt5a
 

interference
 

TC-1
 

stable
 

transfection
 

cells
 

and
 

green
 

fluorescence
 

diagram
 

of
 

successful
 

transfection
 

of
 

lentivirus B Western
 

blot
 

results
 

of
 

molecules
 

related
 

to
 

Wnt5a C Statistic
 

analysis
 

of
 

Wnt5a
 

protein
 

levels(a
 

P<0.05)
Fig.1 Establishment

 

and
 

identification
 

of
 

stable
 

transfected
 

cell
 

lines
with

 

Wnt5a
 

interference
 

with
 

TC-1(100×)

2 BCG感染TC-1细胞系后Toll信号通路相关蛋白

分子的表达

为了揭示Toll样信号通路对BCG诱导慢病毒转

染细胞炎性的分子机制,采用 Western
 

blot检测各处

理组细胞炎性相关蛋白的表达,结果如图2。与对照

组 相 比,BCG 感 染 组 炎 性 通 路 相 关 蛋 白 TLR4、

TLR2、Myd88、NF-κB、p-NF-κB上调(均P<0.01),
而Si-3+BCG感染组上述蛋白的表达水平低于BCG
组(P<0.05)。表明BCG感染能够刺激TC-1细胞炎

性相关反应,而干扰 Wnt5a对其具有抑制作用。

3 BCG感染TC-1细胞系后Toll信号通路相关因子

mRNA水平的检测

为进一步验证在Toll样信号通路依赖 Myd88途

径相关因子TLR2、TLR4、Myd88、p-NF-κB和NF-κB
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在TC-1细胞炎性反应的分子机制,采用qRT-PCR对

上述分子的 mRNA水平进行检测(图3)。与对照组

相比,BCG 感染组 TLR2、TLR4、Myd88、NF-κB在

mRNA水平上调(均P<0.05。而与BCG感染组相

比,BCG 和 慢 病 毒 干 扰 Wnt5a共 处 理 组 TLR2、

TLR4、Myd88和NF-κB在 mRNA的水平均下调(均

P<0.01)。表明BCG刺激 Myd88依赖型TLR信号

转导通路的激活,干扰 Wnt5a基因对BCG引起的炎

性反应具有抑制作用。

  A Toll样信号通路 Myd88依赖型相关因子的 Western
 

blot检测

 B TLR2、TLR4、Myd88、NF-κB、p-NF-κB表达的统计分析(组间比
较,a

 

P<0.05;b
 

P<0.01)
图

 

2 Wnt5a干扰稳定转染TC-1细胞系中炎症相关蛋白的表达水平

A Toll-like
 

signaling
 

pathway
 

depended
 

on
 

Western
 

blotting
 

results
 

of
 

Myd88
 

pathway
 

related
 

molecules B Statistic
 

analysis
 

of
 

TLR2,TLR4,Myd88,NF-κB
 

and
 

p-NF-κB
 

expression(a
 

P<0.05;b
 

P
<0.01)

Fig.2 Expression
 

levels
 

of
 

inflammation-related
 

proteins
 

in
 

stably
transfected

 

TC-1
 

cell
 

lines
 

with
 

Wnt5a
 

interference

注:组间比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

3 Wnt5a干扰稳定转染TC-1细胞系中炎症相关蛋白的

mRNA表达水平

Fig.3 The
 

mRNA
 

expression
 

of
 

inflammation-related
 

proteins
 

was
stabilized

 

in
 

TC-1
 

cell
 

lines
 

transfected
 

with
 

Wnt5a
 

interference

4 免疫荧光染色检测细胞p-NF-κB的表达水平

NF-κB主要有两种活性形态,第一种和IκB结合

后以非活性的形态存在于细胞胞浆中,而另一种则是

接受激发后IκB磷酸化产生降解,并迅速进入细胞核,
再以活性的形态结合DNA,从而促使相应基因的转

录。为进一步验证 NF-κB磷酸化,并促进 NF-κB在

细胞胞浆中解离易位到细胞核,从而启动促炎基因表

达和炎症反应,利用p-NF-κB抗鼠抗体(红色)进行免

疫荧光染色,细胞核用 Hoechst(蓝色)进行复染,结果

见图4。BCG感染后,NC+BCG组细胞与Si-3+BCG
组细胞较同种细胞对照组中p-NF-κB斑点(红色)的
荧光强度与数量均显著增加;而与NC+BCG感染组

相比,Si-3+BCG处理组细胞中红色荧光斑点数量和

强度均显著降低。表明BCG感染刺激NF-κB磷酸化

介导炎性反应,干扰 Wnt5a可通过TLR/Myd88信号

通路磷酸化NF-κB,降低BCG刺激的TC-1细胞产生

的炎性反应。

注:P-NF-κB为红色,Hoechst为蓝色(100×)。
图

 

4 免疫荧光法检测 Wnt5a干扰稳定转染TC-1细胞系中

p-NF-κB的表达水平

Fig.4 Fluorescence
 

expression
 

of
 

P-NF-κB
 

in
 

TC-1
 

cell
 

lines
 

stably
 

transfected
 

with
 

Wnt5a
 

interference

5 BCG感染TC-1细胞系后炎症因子水平的检测

为了进一步说明干扰 Wnt5a可抑制BCG感染造

成的细胞炎性反应,采用ELISA方法检测各组细胞培

养上清中的促炎和抗炎细胞因子IL-6、TNF-α、IL-10
水平,结果如图5。BCG感染组中促炎因子TNF-α和

IL-6的浓度高于对照组(均P<0.01),Si-3+BCG
 

组

促炎因子浓度低于NC+BCG组(P<0.05)。Si-3+
BCG组中抗炎因子IL-10浓度高于 NC+BCG组(P
<0.01)。表明BCG感染TC-1细胞引起了炎性反应

的发生,而干扰 Wnt5a能够抑制BCG感染引起的细

胞炎性反应。

讨 论

结核分枝杆菌是兼性胞内寄生菌,不产生内外毒

素,其高致病性与微生物在组织细胞内大量生长所产

生的炎症、代谢产物的毒害,及其机体内对细菌成分所
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引起的免疫性损害密切相关[7]。聚集的 Mtb感染会

导致 促 炎 相 关 基 因 的 早 期 上 调,并 通 过 TLRs/

Myd88/NF-κB途径增强IL-6、TNF-α等一系列炎症

因子的信号传导[8],从而诱发机体产生炎症反应。肺

泡上皮细胞作为肺部抵抗细菌的第一道防线,在肺免

疫中担负着由先天免疫到获得性免疫的桥梁作用[9]。

Das
 

等[10]研究发现肺泡上皮细胞信号传导对于 Mtb
感染早期免疫细胞活化和粘膜定位至关重要,同时肺

泡上皮细胞中的 NF-κB信号介导早期CD4T细胞活

化和粘膜定位。Wnt信号通路在胚胎发育、细胞分

化、细胞增殖、细胞凋亡和细胞迁移等方面发挥重要作

用[11]。近年研究发现,Wnt信号通路还与细胞功能和

细胞炎症有关,包括发育和癌症[12]。本研究通过慢病

毒转染,成功建立了 Wnt5a干扰稳定转染TC-1细胞

系。

注:组间比较,a
 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

5 BCG感染对 Wnt5a干扰稳定转染TC-1细胞系炎性
细胞因子水平的影响

Fig.5 BCG
 

infection
 

causes
 

Wnt5a
 

to
 

interfere
 

with
 

the
 

release
of

 

inflammatory
 

cytokines
 

in
 

stably
 

transfected
 

TC-1
 

cell
 

lines

先天免疫系统通过TLRs识别PAMP,TLRs在

先天免疫系统中发挥重要作用,调控宿主细胞产生促

炎因子、细胞因子和趋化因子活化并募集吞噬细胞抵

达感染部位来清除病原菌[13]。TLRs主要依靠两条的

信号转导通路发挥作用,分别是 Myd88依赖信号通路

和 Myd88非依赖信号通路[14]。Myd88依赖途径中活

化的 Myd88可激活TNF受体关联因子6(TRAF6),

TRAF6通过与NF-κВ抑制因子激酶抑制剂(IKK)结
合,从而活化

 

NF-κВ,活化后的
 

NF-κВ
 

从胞内进入胞

核,激 活 相 关 炎 症 基 因 的 表 达[15-16]。有 研 究 发 现

TLR4通过NF-κВ信号通路参与对炎症反应的抑制

作用,TLR2可通过增强NF-κВ的活化介导细菌及其

产物对机体细胞的激活和损伤[17]。Bomfim 等[18]研

究发现TLRs在哺乳动物中对入侵 MTB的早期识别

以及TLRs介导的信号通路在 MTB感染的免疫应答

中均发挥重要作用。本研究旨在探究通过 TLRs/

Myd88/NF-κВ信号通路干扰 Wnt5a对BCG诱导的

TC-1细胞炎性反应。结果表明,BCG组细胞上清液

IL-6、TNF-α促炎因子表达水平显著高于NC组,而抑

炎因子IL-10表达水平降低,同时BCG组中 NF-κВ

通路相关蛋白表达均升高。经 Wnt5a干扰后,IL-6、

TNF-α表达水平较BCG组降低,IL-10表达水平有所

上升。NF-κВ通路相关蛋白表达较BCG组下降。表

明 Wnt5a干扰可通过TLRs/Myd88/NF-κВ信号通路

调控BCG感染诱导的TC-1细胞炎症反应。
综上所述,Wnt5a干扰通过抑制 TLRs/Myd88/

NF-κВ信号通路,降低下游炎性因子的表达,证实

BCG在肺泡上皮细胞中炎症反应的作用[19],初步阐明

BCG感染引起的细胞炎症与 Wnt5a之间的联系,为
肺泡上皮细胞抗 MTB感染的分子机制增添了新内

容,也为治疗 MTB感染引起的炎性反应提供了新思

路。
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