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包虫囊液对干扰素信号TRIF/IFITM3通路的影响*

屈晴1,2,袁振1,2,地达尔·叶尔革命1,2,蒙克嘎勒2,3,齐新伟4,单骄宇1,2,4**

(1.新疆医科大学基础医学院人体寄生虫学教研室,乌鲁木齐
 

830017;2.新疆地方病分子生物学重点实验室;

3.新疆医科大学基础医学院生理学教研室;4.新疆医科大学第一附属医院中亚高发疾病发病机制与防治国家重点实验室)

【摘要】 目的 探索包虫囊液干预人源肝细胞(L02)过程中TRIF
 

/IFITM3通路相关蛋白的变化。 方法 从感染细

粒棘球蚴病的羊肝中获取囊液,用不同比例囊液浓度(1∶10、1∶100和1∶1000)干预肝细胞并设置阴性对照组(未加囊

液干预)。采用囊液浓度(1∶1000)干预肝细胞后分别在0、24、48和72
 

h收集细胞。实时荧光定量PCR检测TRIF/

IFITM3通路相关 mRNA的表达,Western
 

blot检测 TRIF、IRF3、IFITM3、Foxp3的蛋白表达变化。免疫荧光检测

IFITM3、Foxp3的表达和定位。Spearman分析TRIF、IFITM3及Foxp3的相关性。 结果 Western
 

blot显示囊液浓

度(1∶1000)促进TRIF、IRF3、IFITM3蛋白表达,TRIF的相对表达量分别是(0.45±0.09)、(0.54±0.05)、(1.08±
0.24)、(1.75±0.31);IFITM3的相对表达量分别是(1.02±0.41)、(1.00±0.16)、(1.24±0.12)、(1.84±0.20)。囊液

浓度(1∶1000)刺激肝细胞0、24、48和72
 

h后,Western
 

blot显示TRIF、IRF3、IFITM3蛋白表达量逐渐下降,而Foxp3
表达量增高。TRIF的相对表达量分别是(1.00±0.31)、(1.08±0.19)、(0.90±0.13)、(0.57±0.05);IFITM3的相对表

达量分别是(0.80±0.26)、(0.94±0.09)、(0.82±0.19)、(0.54±0.18)。Foxp3的相对表达量分别是(0.70±0.11)、
(0.80±0.02)、(0.83±0.03)、(1.08±0.04)。免疫荧光显示,在泡球蚴感染60

 

d时,小鼠肝脏IFITM3和Foxp3发生共

定位。Spearman 分析 TRIF与IFITM3存在正相关性(r=0.704,P<0.01),TRIF与Foxp3存在负相关性(r=-
0.859,P<0.01),IFITM3与Foxp3存在负相关性(r=-0.686,P<0.01)。 结论 较低浓度的包虫囊液刺激TRIF/

IFITM3通路相关分子表达,进而激活天然免疫的抗病原体功能;随着囊液干预时间增加 TRIF/IFITM3受抑制,而

Foxp3高表达,促进包虫在宿主体内慢性寄生。

【关键词】 
 

细粒棘球蚴感染;Toll样受体衔接蛋白;干扰素诱导的跨膜蛋白3;核转录因子Foxp3

【文献标识码】 A   【文章编号】 1673-5234(2024)07-0773-06

[Journal
 

of
 

Pathogen
 

Biology.
 

2024
 

Jul.;19(7):773-778,783.]

The
 

impact
 

of
 

hydatid
 

cyst
 

fluid
 

on
 

the
 

interferon
 

signaling
 

TRIF/IFITM3
 

pathway
QU

 

Qing1,2,YUAN
 

Zhen
 

1,2,DIDAER
 

Yeergeming1,2,Mengkegale2,3,QI
 

Xinwei4,SHAN
 

Jiaoyu1,2,4 
(1.Department

 

of
 

Human
 

Parasitology,Basic
 

Medicine
 

College,Xinjiang
 

Medical
 

University,Urumqi
 

830017,

China;2.Xinjiang
 

Key
 

Laboratory
 

of
 

Molecular
 

Biology
 

of
 

Endemic
 

Diseases;3.Department
 

of
 

Physiology,Basic
 

Medicine
 

College,Xinjiang
 

Medical
 

University;4.Xinjiang
 

Laboratory
 

of
 

Hydatid
 

Functional
 

Medicine,the
 

First
 

Affiliated
 

Hospital)***

【Abstract】 Objective This
 

study
 

investigates
 

the
 

modulation
 

of
 

TRIF/IFITM3
 

pathway-associated
 

proteins
 

in
 

human
 

liver
 

cells
 

(L02)
 

following
 

exposure
 

to
 

hydatid
 

cyst
 

fluid. Methods Hydatid
 

cyst
 

fluid
 

was
 

harvested
 

from
 

the
 

livers
 

of
 

sheep
 

infected
 

by
 

Echinococcus
 

granulosus.
 

L02
 

cells
 

were
 

treated
 

with
 

varying
 

concentrations
 

of
 

this
 

fluid
 

(1∶10,1∶
100,1∶1000)

 

alongside
 

a
 

negative
 

control
 

group
 

that
 

did
 

not
 

receive
 

cyst
 

fluid.
 

Samples
 

were
 

collected
 

at
 

0,24,48,and
 

72
 

hours
 

post-treatment
 

for
 

the
 

1∶1000
 

dilution.
 

The
 

expression
 

levels
 

of
 

mRNAs
 

related
 

to
 

the
 

TRIF/IFITM3
 

pathway
 

were
 

quantified
 

using
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR,while
 

protein
 

expression
 

changes
 

in
 

TRIF,IRF3,IFITM3,

and
 

Foxp3
 

were
 

analyzed
 

through
 

Western
 

blot.
 

Immunofluorescence
 

was
 

employed
 

to
 

examine
 

the
 

localization
 

and
 

expression
 

of
 

IFITM3
 

and
 

Foxp3
 

proteins.
 

Spearmans
 

rank
 

correlation
 

coefficient
 

was
 

calculated
 

to
 

evaluate
 

the
 

relationships
 

among
 

TRIF,IFITM3,and
 

Foxp3
 

expressions. Results Western
 

blot
 

showed
 

that
 

hydatid
 

cyst
 

fluid
 

(1∶
1000)

 

promoted
 

TRIF,IRF3,and
 

IFITM3
 

protein
 

expression,and
 

the
 

expression
 

of
 

TRIF
 

were
 

(0.45±0.09),(0.54±
0.05),(1.08±0.24),(1.75±0.31);the

 

expression
 

of
 

IFITM3
 

were
 

(1.02±0.41),(1.00±0.16),(1.24±0.12),(1.84
±0.20).

 

The
 

hydatid
 

cyst
 

fluid
 

(1∶1000)
 

stimulated
 

the
 

hepatocytes
 

for
 

0,24,48
 

and
 

72
 

h,Western
 

blot
 

showed
 

a
 

gradual
 

decrease
 

in
 

the
 

protein
 

expression
 

of
 

TRIF,IRF3,IFITM3
 

and
 

an
 

increase
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

Foxp3.
 

The
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expression
 

of
 

TRIF
 

were
 

(1.00±0.31),(1.08±0.19),(0.90±0.13),(0.57±0.05);the
 

expression
 

of
 

IFITM3
 

were
 

(0.80±0.26),(0.94±0.09),(0.82±0.19),(0.54±0.18);the
 

expression
 

of
 

Foxp3
 

were
 

(0.70±0.11),(0.80±
0.02),(0.83±0.03),(1.08±0.04).

 

Immunofluorescence
 

confirmed
 

the
 

co-localization
 

of
 

IFITM3
 

and
 

Foxp3
 

in
 

liver
 

cells
 

at
 

60
 

days
 

post-infection.
 

Spearman
 

correlation
 

analysis
 

indicated
 

a
 

strong
 

positive
 

correlation
 

between
 

TRIF
 

and
 

IFITM3
 

expressions
 

(r=0.704,P<0.01),a
 

strong
 

negative
 

correlation
 

between
 

TRIF
 

and
 

Foxp3
 

(r=-0.859,P<
0.01),and

 

a
 

negative
 

correlation
 

between
 

IFITM3
 

and
 

Foxp3
 

(r=-0.686,P<0.01). Conclusion Low
 

concentrations
 

of
 

hydatid
 

cyst
 

fluid
 

elicit
 

an
 

upregulation
 

of
 

TRIF/IFITM3
 

pathway-related
 

molecules,thereby
 

activating
 

the
 

hosts
 

innate
 

immune
 

response
 

against
 

the
 

pathogen.
 

Over
 

time,this
 

response
 

is
 

suppressed,coinciding
 

with
 

an
 

increase
 

in
 

Foxp3
 

expression,which
 

may
 

facilitate
 

the
 

chronic
 

parasitism
 

of
 

hydatid
 

cysts
 

within
 

the
 

host.
【Keywords】 Echinococcus

 

granulosus;Toll-like
 

receptor
 

adaptor
 

protein;Interferon-induced
 

transmembrane
 

protein
 

3
 

(IFITM3);Nucleus
 

transcription
 

factor
 

Foxp3

  包虫病又称棘球蚴病,分为细粒棘球绦虫的幼虫

引起的囊型包虫病(Cystic
 

echinococcosis,CE)和多房

棘球 绦 虫 的 幼 虫 引 起 的 泡 型 包 虫 病 (Alveolar
 

echinococcosis,AE)[1],是一种严重危害世界各国人民

健康和社会经济发展的人畜共患寄生虫病,多在医疗

水平相对落后的牧区流行,如中亚、南美洲和东非[2]。
我国政府已大力加强了对包虫病的防控力度,但细粒

棘球蚴病在儿童的感染率仍为2.2%,家犬感染成虫

的感染率达到1.6%[3],因此包虫病的防控依然非常

重要。
包虫囊液是引起宿主超敏反应的重要致病原因。

囊液是一种复杂的混合物,含有许多虫体分泌蛋白,可
以刺激机体产生相应的免疫应答,如诱导中性粒细胞

和巨噬细胞的浸润并伴有白细胞增多[4]。Toll样受

体作为宿主的第一道防线,在包虫感染早期诊断中起

着至关重要的作用。此外CD4+CD25+Foxp3+T细

胞的上调则是包虫抗宿主反应的重要机制之一[5]。有

研究发现在犬新孢子虫感染中,Toll样受体衔接蛋白

敲除(TRIF-/-)小鼠表现出更高的寄生虫负担,炎症病

变增加,γ干扰素减少[6],但TRIF/IFITM3通路在包

虫感染中研究鲜有报道。
课题组的前期研究中发现,两型包虫病患者的肝

脏内均有叉状头转录因子Foxp3和干扰素诱导的跨

膜蛋 白 3(IFITM3)的 表 达[7]。IFITM1、IFITM3、

Foxp3蛋白表达量和 mRNA的相对表达量高于肝血

管瘤患者肝脏组织中的表达量,IFITM3受干扰素通

路调控[8]。因此基于此基础,本课题组将继续探讨包

虫囊液干预下对Ⅰ型干扰素信号通路的影响,以进一

步探究包虫致宿主免疫逃避的机制。

材料与方法

1 材料

1.1 主要试剂及仪器 人源肝细胞系L02购于武汉

普诺赛生命科技有限公司;Trizol试剂购于北京全式

金生物技术股份有限公司;cDNA逆转录试剂盒和荧

光定量PCR试剂盒购于北京全式金生物技术有限公

司;BCA蛋白定量试剂盒购于北京索莱宝科技有限公

司;引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成;

IRF3、IFITM3和TRIF抗体购于Affinity
 

Biosciences
(北京)公司;Foxp3抗体购于美国Invitrogen公司;

QuantStudio
 

TM
 

1
 

Plus实时荧光定量PCR仪购于中

国塞默飞世尔科技有限公司。

1.2 实验动物 C57BL/6J雌性小鼠36只,体重18
~22

 

g,购于江苏集萃药康生物科技股份有限公司。

C57BL/6J小鼠实验获得新疆医科大学第一附属医院

伦理委员会批准(伦理号:IACUC-20230217-53)。

2 方法

2.1 包虫囊液获取及处理 收集感染细粒棘球蚴的

病畜肝脏(新疆乌鲁木齐市米东区深发康畜禽屠宰

场),流动水冲洗病畜肝脏至表面无血渍,75%酒精消

毒肝脏表面后用无菌注射器抽取囊液后4
 

℃
 

6
 

000
 

r/

min(离心半径15
 

cm)离心30
 

min并过滤,收集上清

分装,-80
 

℃冰箱保存待用。

2.2 引 物 设 计  按 照 GenBank 中 人 的 TRIF、

TBK1、IRF3、IFITM3、Foxp3和GAPDH基因序列设

计引物,以人的GAPDH 作为内参基因,全部引物由

上海生工生物工程技术服务有限公司合成,具体引物

序列信息见表1。

2.3 细胞培养及干预 将L02细胞置于37
 

℃、5%
 

CO2 培养箱中培养至第三代,细胞呈对数生长期时将

进行细胞铺板,16
 

h待细胞完全贴壁后,将细胞分为4
组(高浓度组、中浓度组、低浓度组和对照组(未加囊液

干预)),分别加入1∶10、1∶100、1∶1000浓度比例的

包虫囊液及不加囊液的细胞培养基进行干预,24
 

h后

收集细胞并提取RNA和蛋白质。低囊液浓度组(1∶
1000)干预细胞0、24、48和72

 

h后收集细胞并提取

RNA和蛋白质。

2.4 Western
 

blot检测细胞 TRIF、IRF3、IFITM3、

Foxp3蛋白表达
 

收集囊液干预后的细胞,用细胞裂解

液(RIPA∶PMSF=100∶1)冰上裂解30
 

min后,离
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心收集细胞蛋白并测定蛋白浓度。12%SDS-PAGD
电泳,胶孔加入20

 

μg蛋白后进行电泳(80
 

V、30
 

min;

110
 

V、55
 

min)及电转(冰上操作,120
 

V、100
 

min)。
电转结束后1×TBST缓冲液洗膜3次,5%脱脂奶粉

封闭1
 

h,缓冲液洗膜3次,将PVDF膜置于不同的抗

体孵 育 液 中 进 行 孵 育 并 4
 

℃ 过 夜,具 体 抗 体 为

IFITM3(1∶1000;属性∶兔来源)、IRF3(1∶1000;属
性∶兔来源)、Foxp3(1∶2000;属性∶鼠来源)、TRIF
(1∶500;属性∶兔来源)及β-actin(1∶5000;属性∶
兔来源)。24

 

h缓冲液洗膜后进行二抗孵育1.5
 

h,洗
膜3次。二抗使用5%的脱脂奶粉稀释(1∶5000),

IFITM3、TRIF、IRF3和β-actin用山羊抗兔,Foxp3
用山羊抗鼠。ECL发光溶液显色曝光。采用Image

 

J
软件分析条带灰度值。

表
 

1 引物的基本信息
Table

 

1 The
 

essential
 

information
 

of
 

primers

引物名称
Primer
name

核苷酸序列
Sequence
(5'-3')

长度
Length

产物长度
Product
length

TRIF F:CCATGTGGAGGAAGGAACAGGAC
R:TCTGGAGGTAGGCTGAGTAGGC

23
22 114

TBK1 F:AGCCTTCTGGTGCAATATCTGGAG
R:CCTGAAGACCCCGAGAAAGACTG

24
23 102

IRF3 F:GCTCGTGATGGACAAGGTTGTG
R:GAGTGACTGGCTGTTGGAAATG

22
22 121

IFITM3 F:CCCACGTACTCCAACTTCCA
R:AGCACCAGAAACACGTGCACT

20
21 119

Foxp3
F:TCCCAGAGTTCCTCCACAAC
R:ATTGACTGTCCGCTGCTTCT

20
20 122

GAPDH F:GAGTCAACGGATTTGGTCGT
R:GACAAGCTTCCCGTTCTCAG

20
20 131

2.5 实时荧光定量PCR检测细胞 TRIF、TBK1、

IRF3、IFITM3、Foxp3mRNA的相对表达
 

收集干预后

的细胞进行RNA提取,采用Trizol法抽提RNA并采

用反转录试剂盒合成cDNA(可放置-80
 

℃冰箱保存

备用)。将待测基因的引物溶解并稀释,根据荧光定量

PCR试剂盒配置反应体系,冰上操作。采用qPCR两

步法,反应条件:94
 

℃
 

30
 

s;94
 

℃
 

5
 

s;60
 

℃
 

30
 

s,94
 

℃
 

5
 

s到60
 

℃
 

30
 

s,共40个循环;退火温度60
 

℃。

2.6 免疫荧光染色 将甲醛固定好的肝组织进行脱

水、透明、浸蜡、包埋、切片等操作后进行免疫荧光染

色。IFITM3一抗稀释比例1∶100,Foxp3一抗稀释

比例1∶100,IFITM3二抗为IFTC,Foxp3二抗用

DyLight。保持切片湿润,荧光显微镜下观察采集图

像。

3 统计分析

采用Graphpad
 

Prism
 

8软件和SPSS22.0版本进

行统计学分析,用均数±标准差(x±s)表示,P<0.05
为差异有统计学意义。多组数据比较采用t检验和单

因素方差分析(ANOVA),组内不同时间点比较采用

重复测量方差分析,相关性分析采用Spearman 分析

法。

结 果

1 不同比例的囊液干预肝细胞后TRIF/IFITM3通

路相关分子mRNA表达量

包虫囊液(1∶10、1∶100、1∶1000)和未用囊液干

预的阴性对照组,干预肝细胞24
 

h后,干扰素信号通

路TRIF、TBK1、IRF3和IFITM3转录水平表达量随

着囊液浓度的降低,表达量逐渐升高。TRIF受到较

低囊液(1∶1000)刺激并对下游基因 TBK1、IRF3、

IFITM3 上 调, 启 动 TRIF/IFITM3 通 路。

TRIFmRNA相对表达水平分别为1.00±0.05、0.73
±0.05、2.12±0.24、2.24±0.01;TBK1mRNA相对

表达水平分别为1.00±0.04、2.66±0.02、5.40±
0.45、5.65±0.18;IRF3mRNA相对表达水平分别为

1.00±0.11、1.28±0.02、2.67±0.28、3.33±0.25;

IFITM3mRNA相对表达水平分别为1.00±0.03、

1.91±0.01、2.59±0.18、2.76±0.19(图1)。

  注:与阴性对照组比较,*P<0.05;与囊液浓度(1∶10)比较,#P
<0.05;与囊液浓度(1∶100)比较,△P<0.05。

图
 

1 不同浓度囊液干预L02细胞后TRIF、TBK1、IRF3、
IFITM3mRNA表达量

Note:Compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,*P <0.05;
compared

 

with
 

the
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(1∶10
 

),
 #P<0.05;

compared
 

with
 

the
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(1∶100),△P<0.05
Fig.1 The

 

expression
 

of
 

TRIF,TBK1,IRF3,IFITM3mRNA
 

in
 

L02
 

cells
 

after
 

intervention
 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

cyst
 

fluid

2 囊液浓度(1∶1000)干预肝细胞不同时间段TRIF/

IFITM3通路和Foxp3mRNA表达量

较低的囊液干预肝细胞可激活TRIF/IFITM3通

路,选用1∶1000囊液浓度在不同时间点进行相应刺

激。结果发现随着时间增加 TRIF、TBK1、IRF3和

IFITM3mRNA的表达量降低,但Foxp3表达量增高。
在包虫晚期感染,TRIF/IFITM3通路受到抑制,而
Foxp3高表达,抑制性转录因子可能协助包虫进行慢

性寄生。TRIFmRNA相对表达水平分别为1.00±
0.08、2.48±0.38、1.38±0.07、1.11±0.03;

IFITM3mRNA相对表达水平分别为1.00±0.03、

1.93±0.02、1.62±0.08、1.27±0.06;Foxp3mRNA
相对表达水平分别为1.00±0.02、1.15±0.02、1.96
±0.06、2.58±0.11(图2)。
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图
 

2 囊液浓度(1∶1000)干预L02细胞不同时间段后TRIF、TBK1、
IRF3、IFITM3和Foxp3mRNA的相对表达量趋势图

Fig.2 The
 

expression
 

of
 

TRIF,TBK1,IRF3,IFITM3
 

and
 

Foxp3
in

 

L02
 

cells
 

treated
 

with
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(1∶1000)
for

 

different
 

time
 

periods

3 不同浓度囊液干预下肝细胞TRIF/IFITM3通路

相关分子蛋白表达量

包虫囊液干预肝细胞24
 

h后,TRIF、IRF3和

IFITM3蛋白表达量随着囊液浓度降低表达量逐渐升

高。TRIF的相对表达量分别是0.45±0.09、0.54±
0.05、1.08±0.24、1.75±0.31;IRF3的相对表达量分

别是0.86±0.20、0.76±0.08、0.83±0.16、1.54±
0.12;IFITM3的相对表达量分别是1.02±0.41、1.00
±0.16、1.24±0.12、1.84±0.20(图3)。

4 囊液浓度(1∶1000)干预肝细胞 TRIF、IRF3、

IFITM3和Foxp3蛋白表达量

在蛋白表达 水 平 上,同 样 发 现 TRIF、IRF3和

IFITM3表达量随着时间增加表达量降低,而Foxp3
表达量随着时间增加表达量增加。TRIF的相对表达

量分别是1.00±0.31、1.08±0.19、0.90±0.13、0.57
±0.05;IFITM3的相对表达量分别是0.80±0.26、

0.94±0.09、0.82±0.19、0.54±0.18;Foxp3的相对

表达量分别是0.70±0.11、0.80±0.02、0.83±0.03、

1.08±0.04(图4)。此时Foxp3抑制机体发出的免疫

应答,TRIF/IFITM3通路发挥免疫应答作用减弱。

5 小鼠肝脏组织IFITM3与Foxp3表达与定位

免疫荧光观察IFITM3和Foxp3在包虫感染小

鼠肝脏组织中的定位(图5)。IFITM3在细胞膜上表

达,其荧光强度在60
 

d时最强,随着感染时间的增加,

IFITM3在180
 

d荧光强度减弱,表明其表达量下降。
包虫感染早期细胞核可见Foxp3表达,但在感染中后

期,发现Foxp3表达量逐渐增加。在包虫感染60
 

d
时,IFITM3和Foxp3发生共定位。IFITM3和Foxp3
相互作用发生在细胞质中。

  注:(A-B:囊液刺激后肝细胞TRIF、IRF3和IFITM3蛋白表达水
平)与阴性对照组比较,*P<0.05;与囊液浓度(1∶10)比较,#P<
0.05;与囊液浓度(1∶100)比较,△P<0.05。
图

 

3 不同浓度囊液干预L02细胞后TRIF、IRF3、IFITM3蛋白表达量

Note:(A-B:TRIF,IRF3
 

and
 

IFITM3
 

protein
 

expression
 

levels
 

in
 

hepatocytes
 

after
 

cystic
 

fluid
 

stimulation)
 

Compared
 

with
 

the
 

negative
 

control
 

group,*P<0.05;compared
 

with
 

the
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(
 

1∶
 

10
 

),#P<0.05;compared
 

with
 

the
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(
 

1∶
 

100
 

),△P<0.05.
Fig.3 The

 

expression
 

of
 

TRIF,IRF3,IFITM3
 

protein
 

in
 

L02
 

cells
treated

 

with
 

different
 

concentrations
 

of
 

cyst
 

fluid

图
 

4 囊液浓度(1∶1
 

000)干预L02细胞不同时间段后

TRIF、IRF3、IFITM3和Foxp3的蛋白表达量

Fig.4 The
 

expression
 

levels
 

of
 

TRIF,IRF3,IFITM3
 

and
 

Foxp3
proteins

 

in
 

L02
 

cells
 

treated
 

with
 

cyst
 

fluid
 

concentration
 

(1∶1000)
for

 

different
 

time
 

periods
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图
 

5 免疫荧光观察包虫感染小鼠8、60和180
 

d的IFITM3
和Foxp3的表达和定位(200×)

Fig.5 Immunofluorescence
 

observation
 

of
 

IFITM3
 

and
 

Foxp3
expression

 

and
 

localization
 

in
 

hydatid
 

infected
 

mice
 

at
 

8,60
and

 

180
 

days
 

(200×)

6 TRIF与IFITM3和Foxp3的相关性分析

对肝 细 胞 中 TRIF 与IFITM3 和 Foxp3 进 行

Spearman分析,在蛋白质水平上,随着囊液干预时间

增加,TRIF与IFITM3存在正相关性(r=0.704,P<
0.01)(图6),TRIF与Foxp3存在负相关性(r=-
0.859,P<0.01)(图7),IFITM3与Foxp3存在负相

关性(r=-0.686,P<0.01)(图8)。

图
 

6 囊液浓度(1∶1000)干预不同时间段下

IFITM3与TRIF蛋白相对表达水平的相关性分析

Fig.6 Correlation
 

analysis
 

between
 

IFITM3
 

and
 

TRIF
 

protein
relative

 

expression
 

levels
 

under
 

the
 

intervention
 

of
 

cyst
 

fluid
at

 

different
 

time
 

periods
 

(1∶1
 

000)

讨 论

包虫病是一种人畜共患寄生虫病,主要在牧区流

行,具有重要的医学和兽医学意义[8-9]。棘球蚴虫体分

泌的抗原刺激机体启动天然免疫反应清除或杀伤病原

体,但虫体分泌的蛋白也会诱导肝脏形成免疫抑制的

环境以帮助寄生虫有效地逃避宿主的免疫攻击[10],因
此,了解抗寄生虫的天然免疫信号通路在包虫病感染

中的作用是非常必要的。在衣原体感染中TRIF缺失

的巨噬细胞表现出干扰素(IFN)表达受损[11]。干扰素

诱导的跨膜蛋白IFITM3直接限制体内呼吸道合胞病

毒感染,IFITM3敲除导致小鼠疾病加重[12]。有研究

报道T细胞耐受是包虫感染发病机制的关键因素[13],
然而天然免疫反应在这一过程中的作用尚未被揭示。

图
 

7 囊液浓度(1∶1
 

000)干预不同时间段TRIF
与Foxp3蛋白相对表达水平的相关性分析

Fig.7 Correlation
 

analysis
 

between
 

TRIF
 

and
 

Foxp3
 

protein
 

relative
expression

 

levels
 

under
 

the
 

intervention
 

of
 

cyst
 

fluid
 

at
 

different
time

 

periods
 

(1∶1
 

000)

图
 

8 囊液浓度(1∶1
 

000)干预不同时间段IFITM3
与Foxp3蛋白相对表达水平的相关性分析

Fig.8 Correlation
 

analysis
 

between
 

IFITM3
 

and
 

Foxp3
 

protein
relative

 

expression
 

levels
 

under
 

the
 

intervention
 

of
 

cyst
 

fluid
at

 

different
 

time
 

periods
 

(1∶1
 

000)

本研究主要探讨包虫对干扰素信号通路 TRIF、

IRF3、IFITM3的作用影响。课题组采用不同浓度(1
∶10、1∶100、1∶1000)的包虫囊液干预肝细胞,以模

拟包虫感染的不同阶段,实验发现囊液浓度(1∶1000)
刺激下,干扰素信号通路 TRIF、IRF3、IFITM3高表

达。较低的囊液浓度相当于包虫感染早期,虫体蛋白

能够激活干扰素信号通路,进而诱导机体产生强烈的

免疫应答。TLRs是先天免疫中最强大的武器之一,
可以 感 知 蠕 虫 来 源 的 抗 原 并 对 其 做 出 反 应[14]。
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TRIF、IRF3和IFITM3是干扰素信号通路中的关键

分子,这些分子的高表达可能有助于机体迅速识别和

清除病原体,从而限制感染的发展。然而,囊液浓度(1
∶1000)干预肝细胞不同时间段后,TRIF、IRF3和

IFITM3表达量下降,而转录因子Foxp3的表达量逐

渐升高,作为Treg细胞相对特异性分子,Foxp3在肝

细胞中也有表达。在包虫感染过程中,虫体慢性释放

抗原,慢慢启动干扰素信号通路及抗炎因子发挥抗病

原体作用,但随着感染时间增加,Foxp3占主导位置。
病毒、细菌和寄生虫感染过程中,Ⅰ型干扰素

(IFNα/β)对先天免疫细胞和获得性免疫细胞有不同

的作用。人体内几乎所有的细胞都能产生IFNα/β,通
常是在病原微生物产物刺激病原体识别受体(PRR)的
刺激下产生的,这些受体位于细胞表面、胞浆或内体隔

膜中[15]。干扰素诱导的跨膜蛋白(IFITMs)是抵御病

毒的第一道防线,其在炎症感染中发挥的作用属于先

天免疫[16],而Foxp3与适应性免疫有关。TRIF的激

活导致干扰素α/β产生。在细胞表面的TLRs中,识
别细菌内毒素(LPS)的TLR4是最有效的Ⅰ型干扰素

诱导剂,它主要通过含有 TLR 结构域的街头蛋白

TRIF诱导干扰素来传递信号。TBK1结合适配分子

TRIF,导致IRF3激活[17]。IRF3和IRF7是诱导干扰

素必须的干扰素调节因子,诱导干扰素α/β的核心原

理依赖于IRF3的转录,IRF3会促使干扰素诱导的跨

膜蛋白IFITM3表达[18]。在抵御病毒和寄生虫感染

期间,这些细胞因子的表达保护宿主免受病毒和寄生

虫攻击。
疟原虫在感染肝脏阶段诱导Ⅰ型干扰素信号通路

反应对宿主保护至关重要,TRIF信号转导通路促进

炎症因子分泌,确保天然免疫系统对病原体发挥免疫

攻击[19-20]。囊液浓度(1∶10)抑制TRIF、TBK1、IRF3
和IFITM3的表达,推测在棘球蚴感染期间,较高的囊

液浓度可能阻断干扰素信号通路发挥保护宿主的作

用。有研究报道,Ⅰ型干扰素也抑制宿主保护性细胞

因子的产生,这可能与Treg细胞有关[21]。通过免疫

荧光实验发现,小鼠感染包虫早期,IFITM3高表达,
但在感染晚期,IFITM3表达量下降,而Foxp3在感染

晚期高表达。IFITM3与Foxp3在小鼠感染包虫60
 

d
发生共定位,推测IFITM3与Foxp3存在相互作用,
在包虫感染晚期,Foxp3具有表达优势,其可能反向影

响IFITM3表达,进而干扰IFITM3发挥抗病原体作

用。通 过 Spearman 相 关 性 分 析 发 现,IFITM3与

Foxp3存在负相关性。
综上所述,在棘球蚴感染的早期,TRIF/IFITM3

通路发挥抗病原体作用,但随着虫体蛋白长期刺激机

体,TRIF/IFITM3通路表达下调,干扰天然免疫的抗

病原体功能,进而抑制宿主发挥抗病原体的作用。
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