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结核分枝杆菌通过诱导宿主产生Ｓ１００Ａ８／Ａ９
促进Ｔ细胞死亡的机制研究

孙月华，杨玉玲，李林昊，屈沛杰，柳卫凰，章晓联，潘勤

（武汉大学基础医学院人体解剖学教研室，湖北省过敏及免疫相关疾病重点实验室，湖北武汉４３００７１）

【摘要】　目的　探讨结核分枝杆菌（Ｍｔｂ）诱导宿主产生的Ｓ１００钙结合蛋白Ａ８／Ａ９复合物（Ｓ１００Ａ８／Ａ９）促进Ｔ细胞死

亡的作用及机制。　方法　灭活毒性 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ（ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ）与野生型（ＷＴ）小鼠全脾细胞体外共同培养不同时间，

通过流式细胞术得到Ｓ１００Ａ８与Ｓ１００Ａ９的表达差异以及产生Ｓ１００Ａ８／Ａ９的细胞群。ＭｔｂＨ３７Ｒｖ体外诱导 ＷＴ和

Ｓ１００ａ９
－／－小鼠全脾细胞，通过流式细胞术检测Ｓ１００Ａ８／Ａ９对ＣＤ４

＋
Ｔ细胞死亡的影响。采用不同浓度Ｓ１００Ａ８／Ａ９与

人Ｔ淋巴细胞系Ｊｕｒｋａｔ细胞共同培养、Ｓ１００Ａ８／Ａ９与细胞共培养不同时间或是Ｓ１００Ａ８、Ｓ１００Ａ９单体以及Ｓ１００Ａ８／Ａ９

复合物与细胞共同培养，通过流式细胞术得到Ｓ１００Ａ８／Ａ９对Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡的影响。通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测不同细胞

表面ＴＬＲ４的表达差异。封闭Ｊｕｒｋａｔ细胞表面ＴＬＲ４受体后与Ｓ１００Ａ８／Ａ９共同培养，通过流式细胞术得到Ｊｕｒｋａｔ细胞

死亡的变化。　结果　与对照组相比，ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ能诱导脾细胞产生更多的Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９蛋白。Ｓ１００Ａ８／Ａ９能

促进小鼠ＣＤ４
＋
Ｔ细胞死亡。低剂量的Ｓ１００Ａ８／Ａ９复合物能诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡，且Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００ＡＡ９单体无以

上作用。Ｓ１００Ａ８／Ａ９复合物诱导Ｔ细胞死亡为ＴＬＲ４非依赖通路。　结论　Ｍｔｂ通过诱导宿主产生Ｓ１００Ａ８／Ａ９并促进Ｔ

细胞死亡。
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结核病是由结核分枝杆菌（犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿狋狌犫犲狉

犮狌犾狅狊犻狊，Ｍｔｂ）引起的慢性传染病，也是造成全球人类

死亡的主要原因之一［１］。根据２０２０年世界卫生组织

全球结核病报告，２０１９年约有１０００万新发结核病患

者，近１２０万人死于结核病感染，其中我国结核病新发

患者约为８３．３万，较２０１８年（８６．６万）有所降低但仍

位列３０个全球结核病高负担国家之内
［２］。结核病形
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【作者简介】　孙月华（１９９６），女，河南周口人，在读硕士，研

究方向：感染免疫。Ｅｍａｉｌ：１２０９６７８３３３＠ｑｑ．ｃｏｍ



势严峻，且 Ｍｔｂ重要致病环节和其与宿主免疫系统互

作机制尚不清楚。

Ｓ１００钙结合蛋白 Ａ８／Ａ９（Ｓ１００ｃａｌｃｉｕｍｂｉｎｄｉｎｇ

ｐｒｏｔｅｉｎＡ８／Ａ９，Ｓ１００Ａ８／Ａ９）是Ｓ１００钙结合蛋白家族

的“警报”蛋白，Ｓ１００Ａ８蛋白，又称ｃａｌｇｒａｎｕｌｉｎＡ 蛋

白，髓 样 相 关 蛋 白 ８（ｍｙｅｌｏｉｄｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ８，

ＭＲＰ８），Ｓ１００Ａ９ 蛋 白 （又 称 ｃａｌｇｒａｎｕｌｉｎＢ 蛋 白、

ＭＲＰ１４蛋白），主要由髓系细胞，特别是中性粒细胞

和单核巨噬细胞表达和分泌［３６］。二者可共价形成异

源二聚体，并通过与Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ

４，ＴＬＲ４）、晚期糖基化终末产物受体 （Ｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒ

ＡｄｖａｎｃｅｄＧｌｙｃａｔｉｏｎＥｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）等结合来

诱导免疫和炎症反应［７９］。

Ｓｃｏｔｔ等
［１０］报道结核患者血清中Ｓ１００Ａ８／Ａ９水

平显著高于健康人，Ｓ１００Ａ８／Ａ９有望作为结核病的诊

断指标。Ｓ１００Ａ８／Ａ９参与的 Ｍｔｂ致病机制的研究大

多集中在抗 Ｍｔｂ感染的固有免疫应答方面，Ｓ１００Ａ８／

Ａ９抑制中性粒细胞
［３］和巨噬细胞［１１］的功能。作为抗

Ｍｔｂ感染最为有效的适应性免疫应答，Ｓ１００Ａ８／Ａ９对

Ｔ细胞的作用尚不清楚。本研究旨在利用体外试验初

步探究 Ｍｔｂ诱导宿主产生Ｓ１００Ａ８／Ａ９以及后者诱导

Ｔ细胞死亡的机制。

材料与方法

１　材料

１．１　实验细菌、细胞和动物　Ｊｕｒｋａｔ细胞（ＡＴＣＣ
?

ＴＩＢ１５２
ＴＭ，在含１０％胎牛血清的１６４０培养基中培

养），ＭｔｂＨ３７Ｒｖ（ＡＴＣＣ菌株９３００９）均由本实验室保

存［１２］；在米氏７Ｈ９培养基内培养，于对数生长期收

获，将收获的 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ置于６５℃水浴灭活２ｈ，制

备成热灭活的ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ储存于８０℃备用。ＳＰＦ

级Ｃ５７ＢＬ／６野生型小鼠购自湖北省疾病控制中心，

ＳＰＦ级Ｓ１００ａ９
－／－小鼠购自赛业生物科技，均饲养在

武汉大学动物中心，６８周龄时取出。实验经动物保

护和使用委员会批准，并根据《实验动物护理和使用指

南》进行实验。

１．２　主要试剂与仪器　ＲＰＭＩＭｅｄｉｕｍ１６４０细胞培

养基与胎牛血清购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；链霉素和青霉

素购自美国Ｓｉｇｍａ公司；抗鼠 ＡＰＣＣＤ３抗体、抗鼠

ＦＩＴＣＣＤ４抗体、固定剂、破膜剂、蛋白转运抑制剂、抗

人ＴＬＲ４抗体及其同型对照均购自美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公

司；抗鼠ＰＥＳ１００Ａ８与抗鼠ＰＥＳ１００Ａ９均购自美国

ＮｏｖｕｓＢｉｏｌｏｇｉｃａｌｓ公司；流式细胞仪（ＦＡＣＳＡｒｉａ
ＴＭ

ＩＩＩ），ＦＶＳ７８０购自美国ＢＤ公司。ＴＬＲ４鼠源单克隆

抗体（一抗）购自美国ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司；ＨＲＰ羊抗鼠

ＩｇＧ（二抗）购自美国ＡＢｃｌｏｎａｌ公司。

２　方法

２．１　小鼠脾脏单个细胞悬液的制备　无菌处死小鼠

后，放入７５％的酒精浸泡１０ｍｉｎ。在６０ｍｍ平皿中

置铁砂网，并加１ｍＬ左右高压过的ＰＢＳ。取小鼠脾

脏于上述６０ｍｍ小皿中，用１ｍＬ注射器底部平面轻

柔研磨，将研磨好的细胞悬液转移至１５ｍｌ离心管。４

℃条件下３００ｇ离心５ｍｉｎ。弃上清后加７ｍＬ左右

红细胞裂解液重悬细胞沉淀以裂解红细胞，混匀后放

３７℃水浴锅１ｍｉｎ后加半量ＰＢＳ终止裂解，４℃条件

下３００ｇ离心５ｍｉｎ。离心后弃上清，加适量ＰＢＳ重

悬细胞沉淀，混匀后４℃条件下３００ｇ离心５ｍｉｎ。离

心后弃上清，加５ｍＬ１６４０培养基重悬细胞沉淀。

２．２　细胞培养　将Ｊｕｒｋａｔ细胞培养于含１０％ 胎牛

血清的 ＲＰＭＩ１６４０培养基。培养瓶置于含５％ＣＯ２、

湿度为９５％的３７℃恒温培养箱中。在光学显微镜下

观察细胞形态及密度，细胞数维持在（５－１０）×１０
５／

ｍＬ，取对数生长期细胞进行试验。

２．３　流式细胞术检测　检测脾细胞 Ｓ１００Ａ８和

Ｓ１００Ａ９的表达。全脾细胞用ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ刺激２４ｈ

后（细胞∶细菌＝１∶１０），用ＰＢＳ洗涤细胞，加入抗鼠

ＣＤ３和抗鼠ＣＤ４流式抗体，混匀后冰上避光孵育３０

ｍｉｎ进行细胞外染色。加适量ＰＢＳ洗去未结合的抗

体后，加入２００μＬ固定剂，重悬细胞沉淀后避光固定

３０ｍｉｎ。加入适量ＰＢＳ洗去固定剂后，加入１００μＬ

破膜剂和抗鼠Ｓ１００Ａ８、抗鼠Ｓ１００Ａ９抗体，混匀后室

温条件下孵育３０ｍｉｎ进行细胞内染色。之后加入适

量ＰＢＳ，３００ｇ离心５ｍｉｎ，２００目尼龙网过滤细胞以除

去团块，在 ＦＡＣＳＡｒｉａ
ＴＭ
ＩＩＩ细胞仪检测细胞，并用

Ｆｌｏｗｊｏ软件对结果进行分析。

检测Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡。取对数生长期细胞，每孔

０．５×１０
５ 个接种于２４孔板，根据不同分组，加入不同

浓度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９、培养不同时间后收集细胞。洗涤

细胞，每管加０．５μＬＦＶＳ７８０染料，混匀后室温条件

下将细胞避光染色１５ｍｉｎ，在ＦＡＣＳＡｒｉａ
ＴＭ
ＩＩＩ细胞仪

检测细胞，并用Ｆｌｏｗｊｏ软件对结果进行分析。

２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析　分别取１０
６ 个Ｊｕｒｋａｔ细胞

和２９３Ｔ 细胞于１．５ｍＬ离心管内，各加入１００μＬ

ＳＤＳｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ裂解细胞，于１００℃干浴锅内煮１０

ｍｉｎ。煮样完成后立即置于冰上备用。经１０％ＳＤＳ

ＰＡＧＥ胶进行电泳（电压８０Ｖ电泳３０～４０ｍｉｎ之后

电压调为１２０Ｖ电泳１．５ｈ左右）。后转膜（电流为

２５０ｍＡ，２．５ｈ）。经５％ＢＳＡ／ＴＢＳＴ溶液室温封闭２

ｈ后，４℃层析柜内孵育一抗（１∶１０００稀释）过夜。

２４ｈ回收一抗后，经ＴＢＳＴ洗膜（１０ｍｉｎ×３次）后，于

３７℃孵育箱内孵育二抗（１∶１００００稀释）１ｈ，ＴＢＳＴ

再次洗膜。洗膜完成后，将ＰＶＤＦ膜放置在显影仪

·０５·
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内，加入ＥＣＬ显色剂显色，观察结果。

２．５　统计学分析　所有数据运用 ＳＰＳＳ２０．０和

ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０统计软件进行统计学分析，计量

资料以狓±狊表示，组间各均数比较采用狋检验，并使

用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０版软件进行分析。两组间的

差异使用狋检验进行比较。多组样本之间用 Ｏｎｅ

ＷａｙＡＮＶＯＡ分析检验进行比较。犘＜０．０５表示差

异有统计学意义。

结　果

１　毒性犕狋犫犎３７犚狏诱导小鼠脾细胞上调犛１００犃８／犃９

的合成

ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ与 ＷＴ小鼠全脾细胞共同培养不同

时间（４、８、１２、２４和４８ｈ）后，流式细胞术检测全脾细

胞Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９的合成水平。Ｍｔｂ刺激后全脾

细胞中合成Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９细胞比例不高，但与

ｍｅｄｉｕｍ对照组相比，Ｍｔｂ刺激显著提升了Ｓ１００Ａ８
＋

和Ｓ１００Ａ９
＋细胞比例（Ｆｉｇ．１ＡＣ）。在Ｍｔｂ刺激１２ｈ

和４８ｈ时，Ｓ１００Ａ９和Ｓ１００Ａ８合成分别达到峰值

（Ｆｉｇ．１ＡＣ），说明 Ｍｔｂ能较快刺激脾细胞产生以上

两种Ｓ１００蛋白发挥生物学效应。

Ｔ细胞（ＣＤ３
＋）群产生Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９少，大

部分产生Ｓ１００Ａ８和 Ｓ１００Ａ９ 的细胞集中在 ＣＤ３
－

ＣＤ４
－ 和 ＣＤ３

－
ＣＤ４

＋
Ｔ 细胞群，占总的 Ｓ１００Ａ８

＋／

Ａ９
＋细胞的８０％（图１Ｄ）。

２　犛１００犃８／犃９参与 犕狋犫犎３７犚狏诱导的小鼠犆犇４
＋
犜

细胞死亡过程

ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ与 ＷＴ小鼠脾细胞共同培养２４ｈ

后，流式细胞术检测ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的死亡情况（图２）。

与对照组相比，Ｍｔｂ刺激２４ｈ后能显著增加ＣＤ４
＋
Ｔ

细胞的死亡。

ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ分别与 ＷＴ小鼠和Ｓ１００ａ９
－／－小鼠

（Ｓ１００ａ９
－／－小鼠缺乏功能性的Ｓ１００Ａ８／Ａ９

［１０］）全脾

细胞共同培养２４ｈ，流式细胞术检测ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的

死亡（图３）。与 ＷＴ组相比，Ｓ１００Ａ９缺失使得 Ｍｔｂ

诱导的 ＣＤ４
＋
Ｔ 细胞死亡显著减少。Ｍｔｂ诱导的

Ｓ１００Ａ８／Ａ９促进了ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的死亡，使得细胞的

存活减少。

３　低浓度犛１００犃８／犃９促进人犜细胞系犑狌狉犽犪狋细胞死

亡

不同浓度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白与Ｊｕｒｋａｔ细胞共培

养７２ｈ后，流式细胞术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡情况，与

不加Ｓ１００Ａ８／Ａ９对照组相比，低剂量的Ｓ１００Ａ８／Ａ９

（０．０５μｇ／ｍＬ）导致Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡增加（图４）。

Ｍｔｂ诱导宿主产生的Ｓ１００Ａ８／Ａ９能直接作用于Ｔ细

胞并促进后者的死亡。

　　ＷＴ小鼠脾制备单个脾细胞悬液后，与灭活 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ共培养

（细胞数∶细菌数＝１∶１０）不同时间（４、８、１２、２４和４８ｈ），流式细胞术

检测Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９的表达水平变化以及产生细胞来源。　Ａ　

Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９的表达水平与时间关系曲线，统计数据图　Ｂ和Ｃ

　图Ａ代表性流式原图　Ｄ　Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９产生细胞群分析及其

代表性流式原图。

图１　毒性 犕狋犫犎３７犚狏诱导小鼠脾细胞上调犛１００犃８／犃９的合成

ＴｈｅｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ（ｃｅｌｌｓ∶

ｂａｃｔｅｒｉａ＝１∶１０）ｆｏｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ（４，８，１２，２４ａｎｄ４８ｈ）．Ｔｈｅ

ｌｅｖｅｌｓｏｆＳ１００Ａ８ａｎｄＳ１００Ａ９ａｓｗｅｌｌａｓｔｈｅＳ１００Ａ８ａｎｄＳ１００Ａ９ｐｒｏ

ｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．　Ａ　Ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ

ｏｆＳ１００Ａ８ａｎｄＳ１００Ａ９ａｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｉｍｅｐｏｉｎｔｓ　ＢａｎｄＣ　Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａ

ｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓｆｏｒＡ　Ｄ　Ｓ１００Ａ８ａｎｄＳ１００Ａ９ｐｒｏｄｕｃｉｎｇｃｅｌｌｓｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．１　犠犜犿狌狉犻狀犲狊狆犾犲狀狅犮狔狋犲狊犻狀犮狉犲犪狊犲狊狋犺犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀狅犳犛１００犃８

犪狀犱犛１００犃９狌狆狅狀狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犻犕狋犫犎３７犚狏犻狀狏犻狋狉狅

　　ＷＴ小鼠脾细胞与ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ（细胞数∶细菌数＝１∶１０）共培养

２４ｈ后，流式细胞术检测ＣＤ３
＋
ＣＤ４

＋
Ｔ细胞的死亡。左图，死亡细胞

（ＦＶＳ７８０
＋细胞）百分率统计数据图。右图，代表性流式原图。

图２　犕狋犫犎３７犚狏体外刺激导致犆犇４
＋
犜细胞死亡增加

ＴｈｅｍｕｒｉｎｅｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ（ｃｅｌｌｓ∶

ｂａｃｔｅｒｉａ＝１∶１０）ｆｏｒ２４ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ＦＶＳ７８０
＋
ｃｅｌｌｓ）％ｉｎＣＤ４

＋

Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．

Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．２　犕狌狉犻狀犲狊狆犾犲狀犻犮犆犇４
＋
犜犮犲犾犾狊犻狀犮狉犲犪狊犲犮犲犾犾犱犲犪狋犺狌狆狅狀

狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀狑犻狋犺犻犕狋犫犎３７犚狏犻狀狏犻狋狉狅
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　　ＷＴ和Ｓ１００ａ９
－／－小鼠脾细胞分别与ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ（细胞数∶细菌

数＝１∶１０）共培养２４ｈ后，流式细胞术检测ＣＤ３
＋
ＣＤ４

＋
Ｔ细胞的死

亡。左图，死亡细胞（ＦＶＳ７８０
＋细胞）百分率统计数据图。右图，代表性

流式原图。

图３　犛１００犃８／犃９参与犕狋犫犎３７犚狏诱导的小鼠犆犇４
＋
犜细胞死亡过程

ＴｈｅＷＴｏｒＳ１００ａ９
－／－

ｓｐｌｅｎｏｃｙｔｅｓｗｅｒｅｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉＭｔｂ

Ｈ３７Ｒｖ（ｃｅｌｌｓ∶ｂａｃｔｅｒｉａ＝１∶１０）ｆｏｒ２４ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ＦＶＳ７８０
＋

ｃｅｌｌｓ）％ｉｎＣＤ４
＋
Ｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎ

ｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．３　犛１００犃８／犃９狑犪狊犻狀狏狅犾狏犲犱犻狀犻犕狋犫犎３７犚狏犻狀犱狌犮犲犱犮犲犾犾

犱犲犪狋犺狅犳狊狆犾犲狀犻犮犆犇４
＋
犜犮犲犾犾狊

　　Ｊｕｒｋａｔ细胞与不同浓度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白（０．０５、０．５或１ｍｇ／

ｍＬ）共培养７２ｈ后，流式细胞术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡情况。上图，死

亡细胞（ＦＶＳ７８０
＋细胞）百分率统计数据图。下图，代表性流式原图。

图４　低浓度犛１００犃８／犃９促进犑狌狉犽犪狋细胞死亡

Ｊｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

ｏｆＳ１００Ａ８／Ａ９ （０．０５，０．５ｏｒ１ｍｇ／ｍＬ）ｆｏｒ７２ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ

（ＦＶＳ７８０
＋
ｃｅｌｌｓ）％ ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｕｐｐｅｒｌａｙｅｒ，

ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｂｏｔｔｏｍｌａｙｅｒ，Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．４　犔狅狑犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅犳犛１００犃８／犃９狆狉狅犿狅狋犲狊犑狌狉犽犪狋犮犲犾犾犱犲犪狋犺

４　犛１００犃８／犃９诱导犑狌狉犽犪狋细胞死亡具有时间依赖性

Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白与Ｊｕｒｋａｔ细胞共培养６、１２、２４、

４８和７２ｈ，流式细胞术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡。

Ｓ１００Ａ８／Ａ９刺激６ｈ之后，死亡细胞百分率开始出现

小幅增加，随着Ｓ１００Ａ８／Ａ９与Ｊｕｒｋａｔ共培养时间的

延长，死亡细胞的百分率逐步增加，到７２ｈ之后死亡

细胞的百分率较初始（０ｈ组）细胞相比增加了约１倍

（Ｆｉｇ．５）。Ｓ１００Ａ８／Ａ９能较快作用于Ｊｕｒｋａｔ细胞诱导

其死亡，并且其诱导的细胞死亡效应具有时间依赖性。

５　犛１００犃８／犃９异二聚体联合作用促进细胞死亡，

犛１００犃８和犛１００犃９分子单独作用不能产生以上效应

Ｓ１００Ａ８蛋白、Ｓ１００Ａ９蛋白或Ｓ１００Ａ８／Ａ９二聚

体分别加入到Ｊｕｒｋａｔ细胞，与之共培养７２ｈ后，流式

细胞术检测ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡。单独 Ｓ１００Ａ８或

Ｓ１００Ａ９与Ｊｕｒｋａｔ共培养后，并不能显著增加死亡细

胞的百分率，而Ｓ１００Ａ８／Ａ９联合作用组能显著促进

Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡。Ｓ１００Ａ８或Ｓ１００Ａ９不可以单独

发挥促死亡作用，只有Ｓ１００Ａ８／Ａ９联合才能诱导 Ｔ

细胞的死亡（图６）。

　　Ｊｕｒｋａｔ细胞与Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白（０．０５ｍｇ／ｍＬ）共培养不同时间

（６、１２、２４、４８或７２ｈ）后，流式细胞术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡情况。左

图，死亡细胞（ＦＶＳ７８０
＋细胞）百分率统计数据图。右图，代表性流式原

图。

图５　犛１００犃８／犃９促犑狌狉犽犪狋细胞死亡具有时间依赖性

ＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＳ１００Ａ８／Ａ９（０．０５ｍｇ／

ｍＬ）ｆｏｒ６，１２，２４，４８或７２ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ＦＶＳ７８０
＋
ｃｅｌｌｓ）％ ｗｅｒｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，

Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．５　犛１００犃８／犃９犻狀犱狌犮犲狊犑狌狉犽犪狋犮犲犾犾犱犲犪狋犺

犻狀犪狋犻犿犲犱犲狆犲狀犱犲狀狋犿犪狀狀犲狉

　　Ｊｕｒｋａｔ细胞与Ｓ１００Ａ８蛋白（０．０５ｍｇ／ｍＬ）、Ｓ１００Ａ９蛋白（０．０５

ｍｇ／ｍＬ）或Ｓ１００Ａ８／Ａ９异二聚体（０．０５ｍｇ／ｍＬ）共培养７２ｈ后，流式

细胞术检测Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡情况。左图，死亡细胞（ＦＶＳ７８０＋细胞）

百分率统计数据图。右图，代表性流式原图。

图６　犛１００犃８／犃９异二聚体联合作用促进犑狌狉犽犪狋死亡

ＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｃｕｌｔｕｒｅｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＳ１００Ａ８（０．０５ｍｇ／

ｍＬ），Ｓ１００Ａ９（０．０５ｍｇ／ｍＬ）ａｓｗｅｌｌａｓＳ１００Ａ８／Ａ９ｈｅｔｅｒｏｄｉｍｅｒ（０．０５

ｍｇ／ｍＬ）ｆｏｒ７２ｈ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ＦＶＳ７８０＋ｃｅｌｌｓ）％ ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ

ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａ

ｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．６　犛１００犃８／犃９犺犲狋犲狉狅犱犻犿犲狉犻狀犱狌犮犲狊犑狌狉犽犪狋犮犲犾犾犱犲犪狋犺

６　犛１００犃８／犃９诱导细胞死亡作用不依赖犜细胞表面

犜犔犚４受体

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明Ｊｕｒｋａｔ细胞有低量的ＴＬＲ４分

子的表达（图７Ａ）。利用 ＴＬＲ４的中和抗体来阻断

·２５·
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Ｓ１００Ａ８／Ａ９和ＴＬＲ４的相互作用，进而用流式细胞术

检测Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡。在Ｊｕｒｋａｔ细胞表面 ＴＬＲ４

被中和抗体封闭的情况下，与同型抗体对照组相比，

Ｓ１００Ａ８／Ａ９诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡无变化，说明

ＴＬＲ４通路阻断后，不影响Ｓ１００Ａ８／Ａ９诱导的细胞死

亡作用，表明Ｓ１００Ａ８／Ａ９联合作用诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞

死亡不依赖ＴＬＲ４（图７Ｂ）。

　　Ｊｕｒｋａｔ细胞被 ＴＬＲ４封闭抗体（１０ｍｇ／ｍＬ）预处理２ｈ，再与

Ｓ１００Ａ８／Ａ９（０．０５ｍｇ／ｍＬ）共培养７２ｈ后检测Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡。Ａ，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ检测Ｊｕｒｋａｔ细胞 ＴＬＲ４的表达。Ｂ，流式细胞术检测

Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡情况。左图，死亡细胞（ＦＶＳ７８０＋细胞）百分率统计

数据图。右图，代表性流式原图。

图７　犛１００犃８／犃９诱导细胞死亡作用不依赖犜细胞表面犜犔犚４受体

ＪｕｒｋａｔｃｅｌｌｓｗｅｒｅｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈａｎｔｉＴＬＲ４ａｎｔｉｂｏｄｙｏｒｉｔｓｉｓｏｔｙｐｅ

ｃｏｎｔｒｏｌ（１０ｍｇ／ｍＬ）ａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＳ１００Ａ８／Ａ９ｐｒｏ

ｔｅｉｎｆｏｒ７２ｈ．Ａ．ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＬＲ４ｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．

Ｂ．Ｔｈｅｃｅｌｌｄｅａｔｈ（ＦＶＳ７８０＋ｃｅｌｌｓ）％ ｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍ

ｅｔｒｙ．Ｌｅｆｔｐａｎｅｌ，ｐｏｏｌｅｄｄａｔａ．Ｒｉｇｈｔｐａｎｅｌ，Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｆｌｏｗｐｌｏｔｓ．

犉犻犵．７　犛１００犃８／犃９犻狀犱狌犮犲狊犮犲犾犾犱犲犪狋犺犻狀犱犲狆犲狀犱犲狀狋狅犳犜犔犚４狉犲犮犲狆狋狅狉

狅狀狋犺犲犜犮犲犾犾狊

讨　论

结核患者体内血清中Ｓ１００Ａ８／Ａ９的表达水平相

较于健康人是增加的，随着 Ｍｔｂ的清除，血清中

Ｓ１００Ａ８／Ａ９的表达水平随之降低并趋向于健康人水

平，提示Ｓ１００Ａ８／Ａ９有可能作为结核感染的筛查、诊

断和预后指标［３，１０］。ＭｔｂＨ３７Ｒｖ与 ＷＴ小鼠的脾单

个细胞体外共培养的结果证明ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ能诱导

ＷＴ小鼠产生更多的Ｓ１００Ａ８／Ａ９，并且主要由ＣＤ３
－

ＣＤ４
－和ＣＤ３

－
ＣＤ４

＋
Ｔ细胞群产生，与Ｇｏｐａｌ等

［３６］报

道Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９主要由中性粒细胞和巨噬细胞

产生是一致的。Ｓ１００Ａ８／Ａ９在病理状态下是细胞死

亡的诱导因子，如Ｓ１００Ａ８／Ａ９可以诱导淋巴细胞白

血病患者的白血病细胞死亡［１３］，在缺血／再灌注损伤

中还可引起线粒体功能障碍和心肌细胞死亡［１４］，

Ｓ１００Ａ８／Ａ９诱导小胶质细胞活化并促进少突胶质前

体细胞凋亡［１５］。因此 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ诱导小鼠脾细胞产

生的Ｓ１００Ａ８／Ａ９也有可能促进Ｔ细胞的死亡。Ｍｔｂ

Ｈ３７Ｒｖ分别与 ＷＴ和Ｓ１００ａ９
－／－小鼠脾细胞体外共

培养，结果显示，与 ＷＴ组相比，ＭｔｂＨ３７Ｒｖ诱导的

Ｓ１００ａ９
－／－小鼠 ＣＤ４

＋
Ｔ 死亡降低。由此可见 Ｍｔｂ

Ｈ３７Ｒｖ诱导 ＷＴ小鼠产生的Ｓ１００Ａ８／Ａ９促进了 Ｔ

细胞死亡。但Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９产生的时间曲线并

不一致。在 Ｍｔｂ感染时，肺组织匀浆中的Ｓ１００Ａ８／

Ａ９蛋白水平与ＩＬ１７蛋白水平正相关
［３］。因此 Ｍｔｂ

Ｈ３７Ｒｖ诱导的Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９产生时间曲线不一

致可能是由于Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９对ＩＬ１７的敏感性

存在差异。

由于Ｓ１００Ａ８／Ａ９在某些疾病状态下可正向调节

细胞死亡［１３１５］。当较低浓度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白与

Ｊｕｒｋａｔ细胞共培养７２ｈ后，流式细胞术检测到与高浓

度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白相比，低浓度的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋

白更容易诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡。Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白

在高浓度情况下并未明显诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡
［１３］。

可能是Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白浓度较低时，优先和敏感性

更高结合力更强的受体结合发挥促死亡作用，而当

Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白浓度增加时，过溢的Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋

白与另一受体或多个受体结合，并且激活下游信号通

路，拮抗了前述的低剂量Ｓ１００Ａ８／Ａ９促细胞死亡作

用。

ＭｔｂＨ３７Ｒｖ诱导 ＷＴ小鼠产生Ｓ１００Ａ８／Ａ９促

进Ｔ细胞的死亡，但Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白与Ｊｕｒｋａｔ共培

养后，Ｊｕｒｋａｔ死亡增加，但Ｓ１００Ａ８／Ａ９诱导的Ｊｕｒｋａｔ

的死亡率低于 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ诱导的ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的死

亡率。这提示 ＭｔｂＨ３７Ｒｖ诱导ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的死亡

有Ｓ１００Ａ８／Ａ９参与还有其他效应分子的参与
［１６］。

Ｓ１００Ａ８和Ｓ１００Ａ９蛋白是典型的ＥＦ手钙结合

蛋白，包含两个ＥＦ手型结构域，该结构域虽然也可以

形成同源二聚体，但此种结合方式并不稳定，大多数情

况下更偏好形成强结合的异源二聚体进而发挥其生物

学功能［１７２０］。本研究中Ｓ１００Ａ８与Ｓ１００Ａ９蛋白二者

联合诱导Ｊｕｒｋａｔ细胞死亡较两者单独作用较明显，可

能与这种独特的异二聚体结构有关。

Ｓ１００Ａ８／Ａ９通过与 Ｔｏｌｌ样受体４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）、晚期糖基化终末产物受体（Ｒｅｃｅｐ

ｔｏｒｆｏｒＡｄｖａｎｃｅｄＧｌｙｃａｔｉｏｎＥｎｄｐｒｏｄｕｃｔｓ，ＲＡＧＥ）等

结合 来 诱 导 免 疫 和 炎 症 反 应［７９］。有 文 献 报 道

Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白通过与ＴＬＲ４结合诱导嗜酸性粒白

血病细胞死亡［１３］，但在封闭了Ｊｕｒｋａｔ细胞表面的

ＴＬＲ４之后，Ｓ１００Ａ８／Ａ９的诱导Ｔ细胞死亡效应依然

存在，说明 Ｓ１００Ａ８／Ａ９也可能通过其他受体比如

ＲＡＧＥ来介导Ｊｕｒｋａｔ细胞的死亡，但还需进一步探

究。ＲＡＧＥ是一种模式识别受体，在众多疾病中介导

细胞死亡，在缺血再灌注损伤中介导血管内皮细胞的

凋亡［２１］，在脓毒症中介导中性粒细胞胞外陷阱诱导的

巨噬细胞焦亡［２２］。因此推测Ｓ１００Ａ８／Ａ９可能是与

·３５·
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Ｊｕｒｋａｔ细胞表面的ＲＡＧＥ结合诱导其死亡。

综上所述，ｉＭｔｂＨ３７Ｒｖ可以通过诱导宿主产生

Ｓ１００Ａ８／Ａ９并且促进ＣＤ４
＋
Ｔ细胞的死亡，这可能是

Ｍｔｂ感染早期重要的致病环节。Ｓ１００Ａ８／Ａ９蛋白体

外刺激Ｊｕｒｋａｔ细胞系可诱导细胞死亡增加并且不依

赖于ＴＬＲ４可为结核病的免疫发病机制研究以及治

疗提供了新的思路。
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