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人血清对生殖支原体 LAMPs 诱导 THP鄄1
细胞表达 TNF鄄琢 的影响
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摘摇 要:摇 目的摇 探讨人血清对生殖支原体(Mg)脂质相关膜蛋白(LAMPs)诱导 TNF鄄琢 表达的影响。 摇 方法

提取对数期 Mg 的 LAMPs,分别加入脂蛋白脂肪酶,蛋白酶 K 及人血清预处理后,刺激 THP鄄1 细胞,ELISA 法测定其

TNF鄄琢 水平。 摇 结果摇 Mg LAMPs 为一混合蛋白,其活性成分为脂质成分,能激活 THP鄄1 细胞表达大量 TNF鄄琢,且
与 LAMPs 浓度呈明显的剂量依赖性。 人血清能上调 LAMPs 诱导的 TNF鄄琢 水平,且与 LAMPs 浓度呈明显的剂量依

赖性。 摇 结论摇 人血清上调 Mg LAMPs 诱导 THP鄄1 细胞表达 TNF鄄琢。
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Effect of Human Serum on Lipid鄄associated Membrane Proteins of Mycoplasma
Genitalium Induced TNF鄄琢 Production in THP鄄1 Cells
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Hengyang,Hunan 421001,China)

Abstract:摇 Objective摇 To investigate the effects of human serum on TNF鄄琢 expression activated by lipid鄄associated
membrane proteins (LAMPs) of Mycoplasma genitalium(Mg). 摇 Methods摇 LAMPs were extracted and pretreated with lipo鄄
protein lipase or protease K or serum human. THP鄄1 cells were stimulated and the expression of TNF鄄琢 was detected by
ELISA. 摇 Results摇 LAMPs are mixed proteins and the active ingredients are lipid moiety. The secretion of TNF鄄琢 was media鄄
ted in LAMPs induced THP鄄1 cells and was significantly increased by LAMPs in a dose鄄dependent manner. TNF鄄琢 levels were
significantly up鄄regulated in LAMPs activated THP鄄1 cells by Human serum and was significantly increased by LAMPs in a
dose鄄dependent manner. 摇 Conclusions摇 The human serum raised TNF鄄琢 levels by Mg LAMPs induced THP鄄1 cells.
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摇 摇 支原体是一类缺乏细胞壁、呈高度多形性、能通

过滤菌器、可在无细胞的培养中繁殖的最小原核细胞

型微生物。 生殖支原体(Mycoplasma genitalium,Mg)
是从非淋菌性尿道炎患者尿道分泌物中分离出的一

种支原体,可引起急慢性尿道炎、阴道炎、子宫内膜

炎、盆腔炎、输卵管性不孕等多种疾病,并且作为

AIDS 相关支原体与 HIV 患者的死亡密切相关[1鄄3]。
由于支原体缺乏细胞壁,其膜表面存在的大量脂质相

关膜蛋白(lipid鄄associated membrane proteins,LAMPs)
是其黏附、定植、入侵宿主细胞以及引起宿主炎症反

应的物质基础[4]。 单核细胞是人类天然免疫的首要

防线,也是分化为巨噬细胞、树突状细胞的共同前体

细胞。 本研究通过提取 Mg LAMPs 刺激 THP鄄1 细胞,
初步探讨 LAMPs 的活性成分及人血清对其诱导

TNF鄄琢 水平变化的影响。
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1摇 材料与方法

1. 1摇 材料与试剂

摇 摇 Mg鄄37 标准株由南华大学病原生物学研究所保

存,人单核细胞系 THP鄄1 细胞购自武汉大学中国典

型培养物保藏中心。 青霉素、多粘菌素 B、LPS 购自

Solarbio;无支原体牛血清和超级新生胎牛血清购自

四季青生物工程公司;RPMI鄄1640 培养基购自 Hy鄄
clone;PPLO 购自 BD 公司;脂蛋白脂肪酶和蛋白酶

K 购自 Sigma鄄Aldrich;人肿瘤坏死因子 琢 ELISA 试

剂盒购自 eBioscience;1%人血清来自正常体检者并

经其同意使用。
1. 2摇 Mg 培养及 LAMPs 的提取

将 Mg 菌液按 1颐 40 比例接种于 PPLO 改良培养

基中于 95%CO2、37 益恒温下培养 3 ~ 4 天,培养基

颜色由玫瑰红色变为清亮的橙色时,表示 Mg 生长

已进入对数期。 Mg LAMPs 的提取按照参考文献进

行[5],BCA 法测定蛋白浓度后置于 - 80 益 备用。
Mg LAMPs 在刺激前用 100 滋g / mL 多粘菌素 B 处理

2 h,去除可能存在的内毒素污染。
1. 3摇 THP鄄1 细胞培养及 LAMPs 刺激

THP鄄1 细胞在含 10% 胎牛血清的 1640 培养基

中,于 37 益、5%CO2 的培养箱中培养。 接种前换无

血清培养基,在 24 孔培养板中每孔接种 1 伊 105

THP鄄1 细胞, 分别加入不同浓度的 LAMPs, LPS
(100 ng / mL),PBS 至孔中混匀孵育 8 h。
1. 4摇 TNF鄄琢 水平的测定及 LAMPs 的预处理

THP鄄1 细胞被刺激后,经两次反复冻融后离心

取上清,采用 ELISA 法根据具体操作说明书进行测

定。 LAMPs 分别与 100 滋g / mL 脂蛋白脂肪酶,蛋白

酶 K,人血清在 37毅C 下混匀孵育 2 h 后再用于细胞

刺激。
1. 5摇 统计学分析

计量资料采用均数 依标准差表示,每组实验重复

三次,组间比较采用 t 检验,运用 SPSS 13. 0 软件进行

分析,P <0. 05 表示其差异具有统计学意义。

2摇 结摇 摇 果

2. 1摇 Mg LAMPs 的提取及初步鉴定

摇 摇 Mg LAMPs 提取后经 15% SDS鄄PAGE 电泳,结
果证实 Mg LAMPs 为一混合蛋白,大部分蛋白位于

19 ~ 48 KDa 之间(图 1)。

图 1 摇 Mg LAMPs 的 SDS鄄PAGE 蛋白质电泳图 摇 1:Mg
LAMPs;2:蛋白 Maker

2. 2摇 LAMPs 诱导 THP鄄1 细胞分泌 TNF鄄琢
以 0. 1 ~ 4. 0 滋g / mL 的 Mg LAMPs 分别诱导

THP鄄1 细胞 8 h,ELISA 结果显示,TNF鄄琢 水平明显

增 加, 并 且 随 LAMPs 的 浓 度 增 加 而 增 加。
4. 0 滋g / mL LAMPs 刺激后 TNF鄄琢 水平增高了 7 倍

(图 2)。

图 2摇 Mg LAMPs 诱导 THP鄄1 细胞分泌 TNF鄄琢摇 与前一组

相比,*:P < 0. 05

2. 3摇 Mg LAMPs 中脂质成分诱导 THP鄄1 细胞分泌

TNF鄄琢
Mg LAMPs 分别被 100 滋g / mL 脂蛋白脂肪酶和

蛋白酶 K 孵育 2 h 后刺激 THP鄄1 细胞,ELISA 结果

显示,被脂蛋白脂肪酶( Lipoprotein lipase) 处理的

LAMPs 诱导 TNF鄄琢 水平明显降低,而被蛋白酶 K
(Proteinase K)处理的 LAMPs 诱导 TNF鄄琢 水平变化

不明显(图 3)。
2. 4摇 人血清上调 LAMPs 诱导的 TNF鄄琢 水平

在与 1% 人血清(1% Serum)孵育 2 h 后,Mg
LAMPs 刺激 THP鄄1 细胞 8 h,ELISA 结果显示 TNF鄄琢
水平明显上升,明显高于同浓度未加人血清组

(NOSerum),并且随 LAMPs 浓度增加而增加(P <
0郾 05)(图 4)。
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图 3摇 LAMPs 中脂质成分诱导 THP鄄1 细胞分泌 TNF鄄琢摇 与

PBS 组相比,*:P < 0. 05. 摇 Unstimulated:未刺激组;LPS:脂多糖

图 4摇 人血清上调 LAMPs 诱导的 TNF鄄琢水平摇 与 1% 人血

清前一组比较,*:P < 0郾 05

3摇 讨摇 摇 论

支原体细胞膜是与宿主细胞相互作用的主要成

分,而膜上丰富的类似于 LPS 的 LAMPs 是影响机体

炎症反应的主要蛋白。 目前已证实 LAMPs 能诱导多

种细胞分泌一系列炎症因子和诱导细胞凋亡、坏
死[6]。 由于生物活性的发挥可能要通过 LAMPs 中各

种蛋白相互作用,因些对 LAMPs 的整体研究相对单

个脂蛋白来说更有意义。 我们前期研究发现 Mg
LAMPs 能激活 NF鄄资B,并且与 TLR2 有关[7]。 NF鄄资B
信号通路活化的重要作用是通过诱导激活下游的免

疫及炎性相关因子的转录表达。 本研究发现 Mg
LAMPs 为混合蛋白,大部分蛋白位于 19 ~ 48 KDa 之

间,具有明显的生物活性,能激活 THP鄄1 细胞表达大

量 TNF鄄琢,并且其水平与 LAMPs 浓度呈明显的剂量

依赖性。 支原体感染多倾向于慢性或隐性感染,由于

产生的 TNF鄄琢 具有组织损伤和免疫保护双重作用,
最后走向取决于机体免疫系统之间的相互作用。

人血清中含有多种生物活性蛋白,其中包括介

导 LPS 生物活性的脂多糖结合蛋白( lipopolysaccha鄄
ride鄄binding protein,LBP),CD14 等。 LBP 由肝细胞

合成和分泌,在血清中的正常浓度为 5 ~ 10 mg / L,

急性反应期可升高到 200 mg / L,与 LPS 中的类脂体

A 具有高度亲和性[8]。 在血清中的 CD14 主要为可

溶性 CD14(soluble CD14,sCD14),主要由单核细胞

产生,其正常浓度为 2 ~ 5mg / ml,占血中全部 CD14
含量的 99% [9]。 TNF鄄琢 作为致机体产生炎症反应

的重要因子。 sCD14 能直接与 LPS 结合,介导 LPS
所致的 TNF鄄琢 的产生。 LBP 本身并不能诱导 TNF鄄
琢 的产生,但 LBP 却能明显增强 LPS 对 TNF鄄琢 的诱

生作用,增加 TNF鄄琢 mRNA 转录的速度和程度,使
TNF鄄琢 水平明显上升[10]。 我们推测人血清可能对

类似于 LPS 的 LAMPs 有一定的作用,结果发现,人
血清能明显上调 LAMPs 诱导的 TNF鄄琢 的产生。 研

究发现,脂质能够与许多微生物中脂蛋白 N鄄末端半

胱氨酸的 Src 同源序列结合,而支原体的生物学活

性也刚好位于 N鄄末端脂肽部分[11]。 通过脂蛋白脂

肪酶和蛋白酶 K 预处理后发现,LAMPs 中诱导活性

成分为脂质部分,并非蛋白部分。 研究证实 LAMPs
的生物活性不仅与其脂质成分,脂肽的、脂肪酸链的

饱和程度、数量及酰化程度有关[12鄄13],而且最近研

究发现,LBP 能结合三酰化和二酰化脂肽,CD14 能

结合二酰化脂肽介导免疫反应[14鄄15]。 本文作者推

测人血清的上调作用可能是上清中 LBP 和 sCD14
的共同作用。 因此,通过诱导 TNF鄄琢 表达而对机体

组织产生保护或损伤作用,这可能是 Mg 感染所引

起的炎症反应的基础,同时也为 Mg 的致病机制研

究及防治提供新的思路。
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