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【摘要】　目的　 讨论病原菌感染后诱导巨噬细胞发生铜死亡的现象并分析该细胞反应对细菌胞内生存影响，探索细胞

铜死亡的机制及其对鼠伤寒沙门菌胞内生存和致病性的影响。　方法　鼠伤寒沙门菌入侵、加铜离子载体伊利司莫

（Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ，ＥＳ）和氯化铜２４ｈ后，收集细胞并设置未处理细胞对照组、ＥＳ对照组、ＷＴ感染组，用电感耦合等离子质谱

检测细胞内铜离子浓度变化；细胞内铜染色后，使用共聚焦显微镜观察铜离子的分布情况；细胞入侵４８ｈ后，设置未处

理细胞对照组、细胞中和感染的细胞中加入不同浓度铜离子（１μｍｏｌ／Ｌ、２．５μｍｏｌ／Ｌ、５μｍｏｌ／Ｌ），采用乳酸脱氢酶法检测

了添加铜离子前后感染细胞死亡率的差异；细胞入侵２４ｈ后，免疫荧光和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ方法检测铜死亡关键指标硫辛酰

化修饰的ＤＬＡＴ蛋白寡聚体产生及分布情况。　结果　感染和加入药物干预的ＲＡＷ２６４．７细胞内的铜元素的含量无

差异，细胞内铜元素含量分别为ＮＣ组０．０６５３３±０．００８３２７，ＥＳ组０．１５８０±０．００２６４６，ＷＴ组为０．０７３６７±０．００７５７２；共

聚焦显微镜显示感染后细胞内铜离子分布形态发生变化，铜离子聚集成点状；细胞感染４８ｈ后，Ｃｅｌｌ组细胞死亡率为

１９．６０±９．７５８，Ｃｅｌｌ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为１７．２７±７．１３０，Ｃｅｌｌ＋２．５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为４０．１３±

５．６５０，Ｃｅｌｌ＋５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为６５．５０±１．２４１，ＷＴ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为６５．４４±１．３２９，

ＷＴ＋２．５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为８０．５６±４．５４３，ＷＴ＋５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为７６．４２±１．３１６，鼠伤寒

沙门菌入侵后细胞死亡率随培养基添加铜离子浓度增加而增高；共聚焦显微镜和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示鼠伤寒沙门菌入侵

后铜死亡关键蛋白丙酮酸脱氢酶ＤＬＡＴ亚基发生寡聚化形成多聚体。　结论　感染后ＲＡＷ２６４．７细胞启动铜死亡，抑

制鼠伤寒沙门菌胞内生存，为铜死亡的机制研究提供了理论研究基础。
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　　鼠伤寒沙门菌（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿，ＳＴＭ）

属革兰阴性菌，是一种兼性胞内菌。该菌是常见的食

源性病原体，感染后在宿主肠道上皮细胞和巨噬细胞

内生存和复制，可引起急性胃肠炎甚至伤寒等疾病［１］。

多年来鼠伤寒沙门菌感染相关疾病仍发病率较高，已

经成为严重的公共卫生问题［２３］。

细胞微环境中金属离子浓度和分布的动态调节是

细胞维持生理活性的基本调节手段，也是应对鼠伤寒

沙门菌等病原菌感染的有效手段［４５］。铁、铜、锌、锰等

微量金属元素对于维持细胞内外电解质平衡和生物酶

促反应等具有关键作用［６］。细胞在受到病原菌感染刺

激时，还能通过调节金属离子浓度、分布和代谢等发挥

抗感染作用［７９］。当鼠伤寒沙门菌入侵宿主肠道上皮

细胞和巨噬细胞时，细胞迅速降低铁离子浓度使胞内

处于铁匮乏环境进而限制细菌的胞内生存和增殖［１０］。

铜是细胞内最重要的微量元素之一，以Ｃｕ
＋（还原型）

和Ｃｕ
２＋（氧化型）两种离子形式参与细胞生理功能，在

线粒体呼吸、抗氧化反应和生物大分子合成等关键生

命活动中发挥重要作用［１１］；过量铜离子可通过降低线

粒体相关蛋白水平导致活性氧水平升高，进而导致细

胞损伤［１２］；铜离子可辅助治疗肿瘤，其作用机制可能

是通过介导核蛋白定位因子４（ＮＰＩ４）功能降低进而

促进肿瘤细胞死亡［１３］。过量铜离子可引起一种新型

细胞程序性死亡形式铜死亡（Ｃｕｐｒｏｐｔｏｓｉｓ），其调控过

程与线粒体代谢密切相关，铜与线粒体 ＴＣＡ循环中

的硫辛酰化蛋白直接结合导致蛋白异常聚集及呼吸链

复合体中铁硫簇蛋白的丢失，引起蛋白质毒性应激反

应，最终导致细胞死亡［１４］。

鼠伤寒沙门菌入侵巨噬细胞后可在胞内生存，并

随巨噬细胞进入血循环或其他定植病灶，在此过程中，

细胞抗感染免疫与细菌生存策略是决定病情转归的关

键因素［１５］。鼠伤寒沙门菌感染后可导致巨噬细胞内

铜离子发生明显聚集，并且使用铜螯合剂干预可提高

细胞内鼠伤寒沙门菌的存活率。伴随着鼠伤寒沙门菌

入侵，细胞可能启动了与铜相关的杀菌机制［１６１７］。目

前对铜离子异常聚集与鼠伤寒沙门菌感染的关系以及

干预后细菌生存率下降的分子机制尚不清楚，因此展

开铜离子在细胞抗感染免疫中的作用及机制的研究。

为了解细胞内铜离子代谢异常与病原菌感染的关系，

本研究使用鼠伤寒沙门菌入侵小鼠巨噬细胞系

ＲＡＷ２６４．７细胞，检测细胞内铜离子浓度、分布和细

胞生存状态等，以期为探讨感染诱导的细胞内铜离子

代谢异常及其对细菌生存致病的影响提供理论依据。

材料与方法

１　材料

１．１　 细胞与细菌 　 单核巨噬细胞白血病细胞

ＲＡＷ２６４．７购自广州源井生物科技有限公司，野生型

鼠伤寒沙门菌 １４０２８ｓ（犛犪犾犿狅狀犲犾犾犪狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿，

ＳＴＭ），为本实验室保存菌种。

１．２　试剂与仪器　氯化铜（ＣｕＣｌ２·２Ｈ２Ｏ）购自西格

玛 奥 德 里 奇 （上 海）贸 易 有 限 公 司；伊 利 司 莫

（Ｅｌｅｓｃｌｏｍｏｌ，ＥＳ）、Ｃｏｐｐｅｒｓｅｎｓｏｒ１（ＣＳ１）荧光染料购

自美国 ＭｅｄＣｈｅｍｅｘｐｒｅｓｓ生物科技公司；铜元素标准

溶液购自国家有色金属及电子材料分析测试中心；

ＣｙｔｏＴｏｘ９６
?非放射性细胞毒性检测试剂盒购自普洛

麦格 （北 京）生 物 技 术 有 限 公 司；ＡｎｔｉＰｙｒｕｖａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ２／Ｅ３ｂｐ抗体（ａｂ１１０３３３），山羊抗小

鼠ＩｇＧＨ＆Ｌ（ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ
?
４８８）（ａｂ１５０１１３）购自艾

博抗（上海）贸易有限公司；微波消解仪购自上海屹尧

仪器科技发展有限公司；电感耦合等离子体质谱仪购

自赛默飞世尔科技公司；分光光度计购自上海精密仪

器仪表有限公司。

２　方法

２．１　细胞和细菌培养　ＲＡＷ２６４．７细胞常规培养使

用含１０％胎牛血清的高糖ＤＭＥＭ培养基，每日换液，

１∶３隔天传代。野生型鼠伤寒沙门菌１４０２８ｓ（ＷＴ）

菌株采用 ＬＢ培养基，３７ ℃，２００ｒ／ｍｉｎ振荡培养。

ＷＴ菌株用ＬＢ培养基３７℃过夜培养。２４ｈ后按照

菌液∶培养基＝１∶１００的比例将细菌转接到含有０．３
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ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ的高盐 ＬＢ培养基中，培养至 Ａ６００ 值为

０．５。

２．２　细菌入侵试验　ＲＡＷ２６４．７细胞按照１×１０
７

个／皿接种到１００ｍｍ细胞培养皿中，静置过夜培养。

ＷＴ菌株以 ＤＭＥＭ 培养基稀释细菌，按感染复数

（ＭＯＩ）＝１０对细胞进行感染。感染１ｈ后，换用含

１００ｍｇ／ｍＬ庆大霉素的ＤＭＥＭ培养基杀死残余的细

胞外细菌。感染２ｈ后换用含２０ｍｇ／ｍＬ庆大霉素的

ＤＭＥＭ培养基保持细胞活力，抑制细胞外细菌生长。

设立细胞对照组（ＮＣ）和阳性药（ＥＳ）对照组，细胞对

照组操作除细菌感染外与实验组均相同；阳性药物ＥＳ

对照组细胞培养基实验中更换为含有１μｍｏｌ／Ｌ

ＣｕＣｌ２ 和１０ｎｍｏｌ／ＬＥＳ的ＤＭＥＭ培养基。以上每个

组别分别进行３次生物重复。

２．３　细胞内铜元素含量测定　将细菌入侵试验中的

实验组和对照组细胞感染后培养２４ｈ，ＰＢＳ洗涤后收

集并重悬计数，称取相同质量样品至聚四氟乙烯消解

罐中，５ｍＬ硝酸微波消解４次，消解条件：１００℃，２

ｍｉｎ；１２０℃，２ｍｉｎ；１５０℃，５ｍｉｎ；１８０℃，２０ｍｉｎ。润

洗后定容２５ｍＬ，ＩＣＰＭＳ仪器进行分析并计算铜元

素浓度。每个组别分别进行３次生物重复。

２．４　细胞内铜离子分布共聚焦成像　ＲＡＷ２６４．７细

胞以１×１０
５ 个／皿接种３５ｍｍ 共聚焦小皿，过夜培

养。细菌入侵后２４ｈ，各组细胞ＰＢＳ清洗后用４００μＬ

组织细胞固定液在室温下固定细胞３０ｍｉｎ，弃置固定

液，ＰＢＳ清洗细胞２～３次。向培养皿中加入１ｍＬ

ＰＢＳ和５μＬ铜离子荧光染料（ＣＳ１），避光放入３７℃

培养箱培养１５～２０ｍｉｎ后，激光共聚焦显微镜成像观

察。

２．５　感染后细胞死亡率检测　ＲＡＷ２６４．７细胞以４

×１０
５ 个／孔接种到９６孔细胞培养板板孔中，过夜培

养。试验设立培养基空白对照组（孔板中只加培养

基）、细胞对照组、裂解液阳性对照组（细胞中加入试剂

盒中裂解液）、添加铜离子细胞对照组（共３组，添加铜

离子浓度分别１、２．５、５μｍｏｌ／Ｌ）、入侵实验组（共３

组，添加铜离子浓度分别１、２．５、５μｍｏｌ／Ｌ）。按照细

菌入侵试验操作步骤进行试验，入侵后培养４８ｈ，将

孔板中的５０μＬ细胞培养上清液转移到酶标板中，按

照细胞毒性试剂盒说明书操作检测并计算细胞死亡

率。以上每个组别分别进行３次生物重复。

２．６　感染细胞内丙酮酸脱氢酶亚基（ＤＬＡＴ）分布形

态共聚焦成像　ＲＡＷ２６４．７以１×１０
５ 个／皿的密度

将接种３５ｍｍ 共聚焦小皿，过夜培养。细菌入侵后

２４ｈ，各组细胞室温固定３０ｍｉｎ，４００μＬ０．２％Ｔｒｉｔｏｎ

Ｘ１００穿膜１５ｍｉｎ。随后以４００μＬ２％ＢＳＡ置４℃

孵 育 过 夜。 以 ２％ ＢＳＡ 的 ＡｎｔｉＰｙｒｕｖａｔｅ

ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅＥ２／Ｅ３ｂｐ一抗（１∶１０００）４℃孵育过

夜，ＰＢＳ清洗３次后加入荧光标记二抗（１∶５００），３７

℃避光孵育１ｈ，加入４００μＬＤＡＰＩ避光８ｍｉｎ染核，

ＰＢＳ清洗３次，激光共聚焦显微镜成像观察。

２．７　 感 染 细 胞 内 ＤＬＡＴ 蛋 白 多 聚 体 检 测 　

ＲＡＷ２６４．７细胞进行细菌入侵试验２４ｈ后弃置培养

基并收集细胞。裂解细胞提取细胞全蛋白，Ｂｒａｄｆｏｒｄ

法测定蛋白浓度，调整各组蛋白浓度至一致。向各样

品中加入适量的非变性蛋白上样缓冲液进行非变性蛋

白电泳并转膜进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。

３　统计分析

本研究采用 ＧｒａｐｈａｄＰｒｉｓｍ８（Ｍａｎｎ Ｗｈｉｔｎｅｙ

ｔｅｓｔ，ＧｒａｐｈＰａｄＳｏｆｔｗａｒｅＩＮＣ，ＳａｎＤｉｅｇｏ，ＣＡ，ＵＳＡ）统

计作图软件对研究数据进行统计分析。数据资料采用

均数±标准差（狓±狊）表示，多组数据比较采用狋检验

分析法，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

结　果

１　鼠伤寒沙门菌入侵犚犃犠２６４．７细胞后胞内铜离子

浓度未发生明显变化

ＷＴ刺激和加入伊利司莫和ＣｕＣｌ２２４ｈ后，检测

细胞铜元素含量，ＮＣ组细胞内铜元素含量为０．０６５３３

±０．００８３２７；ＷＴ组细胞内铜元素含量为０．０７３６７±

０．００７５７２；ＥＳ 组细胞内铜元素含量为 ０．１５８０±

０．００２６４６。ＮＣ组与 ＷＴ组比较差异无统计学意义（狋

＝１．２８２，犘＜０．０５），ＮＣ 组与１０ｎｍｏｌ／ＬＥＳ＋１

μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 比较差异有统计学意义（狋＝１８．３７，犘

＜０．０５）（图１），鼠伤寒沙门菌入侵未导致细胞内铜离

子发生明显浓度变化。

图１　细胞内铜元素含量

犉犻犵．１　犐狀狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犮狅狆狆犲狉犮狅狀狋犲狀狋

２　鼠伤寒沙门菌入侵犚犃犠２６４．７细胞导致细胞内铜

离子聚集

·６１·

中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２５年１月　第２０卷第１期

Ｊａｎ．２０２５，　Ｖｏｌ．２０，Ｎｏ．１



每组分别选取１０个细胞，对细胞中的铜聚点个数

进行计数，细胞对照组每个细胞平均铜离子聚点个数

为０．１１１１±０．３８２７；ＥＳ对照组每个细胞平均铜离子

聚点个数为２．１５６±２．０７８；ＷＴ感染组每个细胞平均

铜离子聚点个数为３．２４４±２．７１５。添加ＣｕＣｌ２ 及铜

离子载体伊利司莫的对照组和 ＷＴ组均观察到明显

的点状聚集体，而细胞对照组细胞内铜离子呈均匀分

布，细胞在受到鼠伤寒沙门菌刺激较ＥＳ处理形成的

铜离子聚点个数更多（图２）。

Ａ　细胞对照组　Ｂ　ＥＳ对照组　Ｃ　ＷＴ感染组

图２　鼠伤寒沙门菌入侵犚犃犠２６４．７细胞引起细胞内铜离子聚集

Ａ　Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　Ｂ　ＥＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ　Ｃ　ＷＴ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

犉犻犵．２　犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿犻狀犳犲犮狋犲犱犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪狀犱犮犪狌狊犲狊

犻狀狋狉犪犮犲犾犾狌犾犪狉犮狅狆狆犲狉犻狅狀犪犮犮狌犿狌犾犪狋犻狅狀

３　培养基中添加铜离子使感染鼠伤寒沙门菌的

犚犃犠２６４．７细胞死亡率增高

鼠伤寒沙门菌感染细胞４８ｈ后检测各组细胞的

死亡率，在培养基中分别加入不同浓度的铜离子（１、

２．５、５μｍｏｌ／Ｌ），对比发现随着入侵后培养基中添加

铜离子的浓度升高，细胞的死亡率也随之增高。并且

感染组细胞与只添加了不同浓度铜离子的细胞对照相

比，死亡率升高的更为显著（图３），入侵导致的细胞死

亡部分与铜离子相关。Ｃｅｌｌ组细胞死亡率为１９．６０±

９．７５８；Ｃｅｌｌ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为１７．２７

±７．１３０；Ｃｅｌｌ＋２．５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率为

４０．１３±５．６５０；Ｃｅｌｌ＋５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡率

为６５．５０±１．２４１；ＷＴ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞死亡

率为６５．４４±１．３２９；ＷＴ＋２．５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细胞

死亡率为８０．５６±４．５４３；ＷＴ＋５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组细

胞死亡率为７６．４２±１．３１６。ＷＴ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２

组与 ＷＴ＋２．５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组比较差异有统计学

意义（狋＝４．３７２，犘＜０．０５），ＷＴ＋１μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组

与 ＷＴ＋５μｍｏｌ／ＬＣｕＣｌ２ 组比较差异有统计学意义（狋

＝９．１０８，犘＜０．０５）。

４　鼠伤寒沙门菌入侵后犚犃犠２６４．７细胞内形成丙酮

酸脱氢酶犇犔犃犜亚基寡聚体

本研究在共聚焦显微镜成像下观察感染细胞内

ＤＬＡＴ蛋白的聚集状态，ＥＳ阳性对照组及 ＷＴ入侵

的细胞内均可见到ＤＬＡＴ蛋白点状聚集体，而细胞对

照组细胞内ＤＬＡＴ蛋白在细胞内较为分散，未观察到

明显聚集体（图４）。细胞对照组胞内没有形成ＤＬＡＴ

蛋白多聚体，而ＥＳ阳性对照组与 ＷＴ感染组细胞内

ＤＬＡＴ蛋白寡聚体明显增多（图５）。

图３　鼠伤寒沙门菌入侵后犚犃犠２６４．７细胞死亡率变化

犉犻犵．３　犆犺犪狀犵犲狊犻狀狋犺犲犱犲犪狋犺狉犪狋犲狅犳犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犻狀狏犪狊犻狅狀

犫狔犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿

Ａ　细胞对照组　Ｂ　ＥＳ对照组　Ｃ　ＷＴ感染组

图４　鼠伤寒沙门菌入侵后犚犃犠２６４．７细胞内形成犇犔犃犜聚点

Ａ　Ｕｎｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ　Ｂ　ＥＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ　Ｃ　ＷＴ

ｉｎｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐ

犉犻犵．４　犇犔犃犜犳狅犮犻犳狅狉犿犲犱犻狀犚犃犠２６４．７犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犻狀狏犪狊犻狅狀

犫狔犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿

讨　论

为了应对鼠伤寒沙门菌入侵感染，宿主具有多重

免疫杀菌机制［１８］。金属离子对鼠伤寒沙门菌的生存

和致病都具有重要的作用，宿主可通过营养免疫策略
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中 国 病 原 生 物 学 杂 志

犑狅狌狉狀犪犾狅犳犘犪狋犺狅犵犲狀犅犻狅犾狅犵狔
　
２０２５年１月　第２０卷第１期

Ｊａｎ．２０２５，　Ｖｏｌ．２０，Ｎｏ．１



限制病原菌获得足够的金属离子［１９］，例如，鼠伤寒沙

门菌可通过ＵＭＰ化修饰酶ＹｄｉＵ调节铁吸收关键蛋

白Ｆｕｒ，进而在细胞内缺铁环境下提高生存率
［２０］，因

此宿主的铁离子限制这一营养免疫策略对鼠伤寒沙门

菌的生存影响甚微。２０１２年，Ａｃｈａｒｄ等
［１６］研究发现

了鼠伤寒沙门菌入侵引起巨噬细胞内铜聚集现象，且

在加入铜螯合剂之后巨噬内的鼠伤寒沙门菌的存活率

得到提高，表明伴随着细菌入侵细胞启动了与铜相关

的杀菌机制，但该研究未对具体分子机制进行更深入

阐释。目前关于铜死亡分子机制的研究提示，铜离子

异常增高或聚集会导致细胞死亡［１４］，结合鼠伤寒沙门

菌感染过程巨噬细胞内出现铜聚集，干预抑制铜聚集

过程逆转鼠伤寒沙门菌死亡，本研究中鼠伤寒沙门菌

感染可能通过诱导宿主细胞发生铜死亡，从而抑制鼠

伤寒沙门菌生存致病。

图５　鼠伤寒沙门菌入侵后细胞后犇犔犃犜蛋白多聚体

犉犻犵．５　犇犔犃犜犳狅狉犿狊犿狌犾狋犻犿犲狉狊犻狀犮犲犾犾狊犪犳狋犲狉犻狀狏犪狊犻狅狀

犫狔犛．狋狔狆犺犻犿狌狉犻狌犿

本研究应用铜离子化学染色、免疫荧光等技术结

合共聚焦显微镜细胞成像技术，发现鼠伤寒沙门菌入

侵ＲＡＷ２６４．７细胞后胞内铜离子浓度不变但分布状

态发生改变；胞内铜离子分异常聚集以及铜死亡过程

中关键蛋白ＤＬＡＴ聚集现象，ＤＬＡＴ蛋白的聚集是细

胞铜死亡的关键步骤和主要标志，本实验中共聚焦成

像和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验中检测到明显的ＤＬＡＴ蛋白

聚集及寡聚体形成，因此推断鼠伤寒沙门菌的入侵诱

导巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７发生了铜死亡。鼠伤寒沙门

菌入侵ＲＡＷ２６４．７细胞后细胞死亡率增高并在加入

铜离子之后检测到铜离子浓度依赖的死亡率升高，提

示感染相关的细胞铜死亡是宿主细胞杀菌策略之一。

细胞铜死亡发生时，Ｃｕ
２＋会与硫辛酰化的丙酮酸脱氢

酶复合体 ＤＬＡＴ亚基结合并诱导 ＤＬＡＴ亚基寡聚

化，不溶性的ＤＬＡＴ寡聚体大量堆积将会产生细胞毒

性并最终导致细胞死亡。鼠伤寒沙门菌入侵诱导的铜

离子聚集，很可能通过此途径诱导细胞发生铜死亡进

而限制鼠伤寒沙门菌生存致病。

本研究检测到铜离子和ＤＬＡＴ蛋白在感染细胞

中均出现了明显的聚集现象，但在感染２４ｈ后采用共

聚焦成像方法并未观察到两者的细胞内共定位，由于

目前无法确定鼠伤寒沙门菌入侵后两者结合的时空顺

序和具体模式机制，因此入侵后固定成像时间点以及

固定穿膜等操作破坏蛋白铜离子互作结合等因素均

可能是影响检测观察结果的原因；鼠伤寒沙门菌属革

兰阴性肠杆菌科，入侵巨噬细胞诱导铜死亡的过程是

针对某些特定细菌还是应对细菌感染的一种普遍杀菌

机制还有待验证；本研究检测到铜聚集及ＤＬＡＴ寡聚

体，证明鼠伤寒沙门菌感染导致细胞发生了铜死亡，但

是对于鼠伤寒沙门菌感染相关铜死亡的上游机制，即

感染是如何启动铜死亡这一过程的分子机制还不清

楚。

综上，本研究发现鼠伤寒沙门菌入侵巨噬细胞

ＲＡＷ２６４．７细胞诱导铜死亡，从而抑制鼠伤寒沙门菌

的胞内生存。本研究为研究铜死亡的分子机制提供了

新的研究基础；更重要的是本研究发现了宿主细胞启

动铜死亡应对病原菌感染这一新型抗菌免疫机制，从

宿主细胞的角度研究其对病原菌感染的调控机制将对

鼠伤寒沙门菌特别是耐药株感染的临床治疗和药物研

发提供新的思路和线索。
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