
暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋 暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

暋
暋

收稿日期:2018灢04灢21
作者简介:宁雪萍(1990—),女,硕士,主要从事病原生物学研究。

*国家自然科学基金项目(81260245)和广西自然科学基金项目

(2015GXNSFAA139077)资助。

**通信作者:凌暋敏(1970—),男,教授,博士生导师,主要从事

基因工程药物和基因诊断研究,E飊mail:lingmin70@163.com。

广西科学 GuangxiSciences2018,25(3):318飊324

DOI:10.13656/j.cnki.gxkx.20180528.002
宁雪萍,杨东君,张依,等.TLR2和 TLR6在鸟分枝杆菌诱导巨噬细胞凋亡中的作用[J].广西科学,2018,25(3):318飊324.
NINGXP,YANGDJ,ZHANGY,etal.TheeffectofTLR2andTLR6onMacobacteriumaviuminducedmacrophagesapoptosis
[J].GuangxiSciences,2018,25(3):318飊324.

TLR2和TLR6在鸟分枝杆菌诱导巨噬细胞凋亡中的
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摘要:暰目的暱建立鸟分枝杆菌感染巨噬细胞模型,探讨 Toll样受体2(TLR2)和 Toll样受体6(TLR6)在鸟分枝

杆菌诱导巨噬细胞凋亡中的作用,为阐明鸟分枝杆菌致病机制提供依据。暰方法暱用鸟分枝杆菌感染 U937细

胞,于感染0h、8h、16h、24h和48h后分别提取细胞总蛋白,并通过 Westernblot方法检测 TLR2和 TLR6的

表达;分别提取细胞培养上清液,利用ELISA技术检测肿瘤坏死因子(TNF飊毩)含量的变化情况。用鸟分枝杆菌

感染阻断 TLR2和 TLR6后的 U937细胞,通过 Westernblot方法分别检测其促凋亡因子 BAX和抗凋亡因子

BCL飊2的表达量,用ELISA技术检测细胞培养上清液中 TNF飊毩含量变化情况,用流式细胞仪检测 U937细胞的

凋亡变化。暰结果暱鸟分枝杆菌感染 U937细胞可引起 TLR2、TLR6和TNF飊毩表达上调;用鸟分枝杆菌感染阻断

TLR2和 TLR6后的 U937细胞,可使 U937细胞内促凋亡因子BAX和 TNF飊毩表达量下降(P<0.05),抗凋亡

因子BCL飊2表达量升高(P <0.05),并可以明显降低感染鸟分枝杆菌后的细胞的凋亡率(P <0.05)。暰结论暱

TLR2和 TLR6与巨噬细胞凋亡相关,巨噬细胞通过 TLR2和 TLR6来识别鸟分枝杆菌,而鸟分枝杆菌反过来

通过促进 TLR2和 TLR6的表达来影响巨噬细胞相关凋亡通路,从而诱导巨噬细胞凋亡。

关键词:鸟分枝杆菌暋巨噬细胞暋TLR2暋TLR6暋细胞凋亡
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Abstract:暰Objective暱A Mycobacteriumavium飊infectedmacrophagemodelwasestablishedto
investigatetheroleofToll飊likereceptor2(TLR2)andToll飊likereceptor6(TLR6)intheap灢
optosisofmacrophagesinducedbyMycobacteriumaviumandtoprovideabasisforclarifying
the pathogenesis of Mycobacterium avium. 暰Methods暱U937 cells wereinfected with

Mycobacteriumaviumat0h,8h,16h,24h,and
48htimepoints,respectively,andthenthetotal
proteinsofthecellswereusedtodetecttheex灢
pressionofTLR2andTLR6by Westernblot.
Thecellculturesupernatantswereextractedre灢
spectivelyandthechangesoftumornecrosisfac灢
tor(TNF飊毩)contentweredetectedbyELISA.
ThecytokinesTNF飊毩wasmeasuredbyELISA
from U937cellssupernatant.TLR2andTLR6

813 GuangxiSciences,Vol灡25No灡3,June2018



monoclonalantibodywereusedtotreattheU937cells1hbeforeMycobacteriumaviumstimu灢
lation.TheexpressionofBAXandBCL飊2wasevaluatedby Westernblot.Thecytokinesof
TNF飊毩wasmeasuredbyELISAfromU937cellssupernatant.U937cellapoptosisratewasde灢
tectedwithflowcytometry.暰Results暱MycobacteriumaviuminfectionofU937cellscouldcause
theupregulationofTLR2,TLR6,andTNF飊毩expression.BlockingU937cellsafterTLR2and
TLR6infectionwithMycobacteriumaviumcouldcausetheexpressionofproapoptoticfactors
BAXandTNF飊毩inU937cells.Theamountwasdecreased(P<0.05),theexpressionlevelof
anti飊apoptosisfactorBCL飊2wasincreased(P <0.05),andtheapoptosisrateofcellsinfected
withMycobacteriumavium wassignificantlydecreased(P <0.05).暰Conclusion暱TLR2and
TLR6areassociatedwithmacrophageapoptosis,macrophagesrecognizeM.aviumbyTLR2and
TLR6,whereasMycobacteriumaviuminturnaffectsmacrophage飊associatedapoptosispath灢
waysbypromotingtheexpressionofTLR2andTLR6.
Keywords:Mycobacteriumavium,macrophage,TLR2,TLR6,apoptosis

0暋引言

暋暋暰研究意义暱结核病(Tuberculosis,TB)是全世界

十大死因之一。据 WHO报告[1]显示,2016年1040
万人患有结核病,170万人因该病死亡(包括40万艾

滋病毒感染者)。结核病由经常感染肺部的结核分枝

杆菌 (Mycobacteriumtuberculosis,MTB)引起。随

着 研 究 的 深 入,人 们 认 识 到 非 结 核 分 枝 杆 菌

(Nontuberculousmycobacteria ,NTM)也可能对人

类 的 生 命 和 健 康 构 成 威 胁,其 中 鸟 分 枝 杆 菌

(Mycobacteriumavium ,MA)感染比例最大[2]。鸟

分枝杆菌主要在巨噬细胞等宿主免疫系统的细胞内

存活和繁殖,经常会引起吞噬体成熟和巨噬细胞的抗

凋亡反应。巨噬细胞被鸟分枝杆菌感染后可以引发

一系列细胞信号通路的激活以及免疫反应的起始[3]。
先天免疫系统使宿主能够识别外来侵入的微生物,是
抵御外来感染的主要防线,巨噬细胞细胞膜上 Toll
样受体(Toll飊likereceptor,TLRs)是这一过程的中

心。Toll样 受 体 可 识 别 病 原 体 的 相 关 分 子 模 式

(Pathogen飊associated molecularpatterns,PAMPs)
并启动信号通路,导致先天性免疫反应、细胞因子和

适应性免疫应答的形成[4]。PAMPs是保守的微生

物结构,如脂多糖(LPS),脂肽和 DNA[5]。TLRs识

别PAMPs发生在宿主防御反应的最早阶段,并且这

些先天受体诱导细胞内炎症基因的表达,以消除入侵

的病原体[3,6]。所产生的炎症是旨在控制侵入微生

物的免疫应答中的关键早期步骤[7]。分枝杆菌表面

成分复杂,既存在可以被巨噬细胞识别而诱导巨噬细

胞凋亡的相应配体,部分细菌表面成分又具有抑制凋

亡的作用。因此,阐明 TLRs在鸟分枝杆菌诱导巨噬

细胞凋亡中的作用显得尤为重要。暰前人研究进展暱
巨噬细胞主要依赖于分枝杆菌与 Toll样受体的相互

作用来识别吞噬分枝杆菌,故近年来分枝杆菌与

Toll样受体之间的关系倍受关注。在 Toll样受体家

族中,关 于 TLRs 研 究 最 多 的 是 TLR4,其 次 是

TLR2[8飊9]。TLR2并不像 TLR4一样单独起作用,而
是与 TLR1或 TLR6形成异源二聚体,以感应分枝

杆菌的PAMPs,并通过衔接蛋白 MyD88和 TIRAP
激活巨噬细胞和树突状细胞[10]。TLR2被认为是识

别分枝杆菌表面组分的主要受体,并且在控制分枝杆

菌感染中具有重要作用。TLR6与 TLR2相关,识别

二酰化脂蛋白,其是宿主炎症反应的有效诱导剂。
暰本研究切入点暱研究表明,TLR2和 TLR6多态性与

某些人群的结核病风险增加有关[7]。然而,TLR2和

TLR6在鸟分枝杆菌诱导巨噬细胞凋亡中的作用及

其机制尚未完全清楚。暰拟解决的关键问题暱构建鸟

分枝杆菌感染人体巨噬细胞 U937模型,分析 TLR2
和 TLR6在细胞中的表达情况。利用单克隆抗体分

别或同时阻断 TLR2和 TLR6在巨噬细胞内的表

达,分析与细胞凋亡相关的细胞因子 TNF飊毩的分泌

量和细胞凋亡的关键蛋白 BCL飊2、BAX的表达量变

化情况,以阐明两个细胞表面受体 TLR2和 TLR6
在鸟分枝杆菌诱导人体巨噬细胞凋亡时所起的作用。

1暋材料与方法

1.1暋材料

1.1.1暋实验细胞

暋暋人单核巨噬细胞系U937,购自和元生物技术(上
海)有限公司。

1.1.2暋菌株

暋暋鸟分枝杆菌(Mycobacteriumavium,MA)临床

分离株由本实验室保存。

1.1.3暋主要试剂及仪器

暋暋Middlebrook7H9/OADC 培养基(美国 BD公

司);RPMI1460培养基(诺唯赞);Toll飊likereceptor
2antibody,Toll飊likereceptor6antibody,TNF飊毩凋

亡试剂盒(北京博士德生物有限公司)。SDS飊PAGE
电泳装置(美国 Bio飊Rad公司);流式细胞仪(Merck
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Millipore)。

1.2暋方法

1.2.1暋鸟分枝杆菌培养

暋暋将鸟分枝杆菌接种于 Middlebrook7H9/OADC
液体培养基中,于37曟培养15d至对数生长期,使用

麦氏比 浊 仪,测 定 菌 液 浊 度 (McFarlandturbidity
standard,McF)。实验前,将鸟分枝杆菌培养物离

心,去上清,用PBS洗涤两次,用含有10%胎牛血清

的RPMI1640培养液重悬并稀释,调整菌液浓度为

1暳108CFU/mL。

1.2.2暋巨噬细胞 U937培养

暋暋U937细胞使用含有10%胎牛血清,100毺g/mL
青霉素,30毺g/mL链霉素的RPMI1640培养液,在

37曟、5% CO2的条件下培养。每48h换液传代1
次。用无抗生素的培养液调整培养瓶里的细胞浓度

达到1暳106个/mL,2mL/孔铺于6孔板中。

1.2.3暋鸟分枝杆菌感染巨噬细胞模型的建立

暋暋U937细胞和鸟分枝杆菌按照上述方法培养后,
按照细胞比细菌为100暶1的比例将细菌加入 U937
细胞的6孔板中,在37曟、5% CO2的条件下培养。
另外,未感染鸟分枝杆菌的 U937细胞悬液作为对

照组。

1.2.4暋TLR2、TLR6和 TNF飊毩表达的检测

暋暋分别取鸟分枝杆菌感染后4h,8h,16h,24h和

48h各感染组的 U937细胞,用预冷的PBS洗3次,
每1暳106个细胞加入100毺L的细胞裂解液,冰上裂

解10 min,4曟、12000g离心 15 min,收集上清,

BCA法测定蛋白浓度。以毬飊actin为内参,Western
blot分别检测细胞内TLR2和TLR6表达量,取其细

胞培养上清液用ELISA检测 TNF飊毩含量的变化。

1.2.5暋U937细胞分组干预

暋暋本实验分为空白组、实验组、对照组。实验组分

别用 TLR2单克隆抗体(10mg/L)、TLR6单克隆抗

体(10mg/L)、TLR2单克隆抗体+TLR6单克隆抗

体(10mg/L)孵育 U937细胞1h后,加入鸟分枝杆

菌(1暳108CFU/mL)刺激细胞24h;对照组鸟分枝

杆菌(1暳108 CFU/mL)感染 U937细胞24h;空白

组加入等体积的PBS。

暋暋 将 各 组 分 成 3 份 检 测。一 份 离 心 取 沉 淀 用

Westernblot检测细胞内关键蛋白 BAX 和 BCL飊2
的含量;一份离心取细胞培养上清液用 ELISA 检测

TNF飊毩的含量;一份用流式细胞仪检测 U937细胞的

凋亡率。

1.2.6暋统计学方法

暋暋应用 SPSS17.0软件处理,统计资料以均数暲
标准差 (x暲s)表示,组间均数比较采用单因素方差

分析,两组实验数据检验比较采用t检验,以 P <
0灡05为差异有统计学意义。

2暋结果与分析

2.1暋鸟分枝杆菌感染U937细胞对 TLR2、TLR6和

TNF飊毩表达的影响

暋暋用鸟分枝杆菌感染 U937细胞并分别于感染0
h、8h、16h、24h和48h后检测 TLR2、TLR6和

TNF飊毩的表达水平。Westernblot检测结果显示,在
相应的分子量位置上均有可见条带(图1a、1b),说明

TLR2和 TLR6在 U937细胞正常状态下也有表达。
使用 AlphaView 软件对 Westernblot结果进行分

析,将 TLR2和 TLR6条带的灰度值与毬飊actin条带

的灰度值进行相比,所得比值客观反映鸟分枝杆菌感

染 U937细胞不同的感染时间内两种受体 TLR2和

TLR6的表达量以及其变化。结果显示(图1c、1d),
随着鸟 分 枝 杆 菌 感 染 U937 细 胞 的 时 间 的 增 加,

TLR2和 TLR6蛋白表达都显著上调,且在感染24h
后随着时间的延长,表达量逐渐下降并趋于稳定。因

此,以下试验均选定感染时间为24h。

暋暋通过用ELISA 方法检测不同感染时间下 U937
细胞培养物上清液中 TNF飊毩的含量,由图2可见感

染4h内,实验组与对照组相比,TNF飊毩的含量变化

不大。4h后,实验组的 TNF飊毩的含量开始增加,感
染24h后随着时间的延长,其含量逐渐下降并趋于

稳定。其结果与 TLR2和 TLR6蛋白表达量变化一

致,说明 TLR2和 TLR6与鸟分枝杆菌诱导巨噬细

胞凋亡相关。

2.2暋不同处理因素对 BAX和 BCL飊2蛋白表达的

影响

暋暋分别用 TLR2单克隆抗体(10mg/L)、TLR6单

克隆抗体(10mg/L)、TLR2单克隆抗体+TLR6单

克隆抗体(10mg/L)孵育 U937细胞1h后,加入鸟

分枝杆菌(1暳108CFU/mL)刺激细胞24h,提取细

胞总蛋白,检测 U937细胞内关键蛋白的含量变化。

Westernblot检测结果经 AlphaView 软件分析,结
果显示促凋亡蛋白BAX蛋白(图3a、3c)的表达与对

照组相比明显下调(P <0.01),而抑制凋亡蛋白

BCL飊2蛋白(图3b、3d)的表达与对照组相比显著上

升(P <0灡01)。
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暋暋Westernblot检测 TLR2和 TLR6的表达情况。与对照
组相比 *P <0.05,**P <0.01
暋暋TheproteinexpressionofTLR2andTLR6wasdetected
byWesternblot.*P <0.05,**P <0.01control
暋暋图1暋 Mycobacteriumavium 感染 U937细胞对 TLR2
和 TLR6蛋白表达的影响

暋暋Fig.1暋ExpressionofTLR2(a,c)andTLR6(b,d)in
U937cellsinfectedwithMycobacteriumavium

暋暋用 ELISA 技术检测 U937细胞培养上清液中 TNF飊毩
含量

暋暋ThecytokinesofTNF飊毩wasmeasuredbyELISAfrom
U937cellssupernatant

图2暋TNF飊毩含量随感染时间的变化

暋暋Fig.2暋ThechangesincontentofTNF飊毩withtimeofin灢
fection

暋暋Westernblot检测 BAX和 BCL飊2的表达情况。与对照

组相比 **P <0.01
暋暋TheexpressionofBAXandBCL飊2wasdetectedbyWest灢
ernblot.**P <0.01vscontrol
图3暋BAX和BCL飊2蛋白含量在不同处理因素中的表达情况

暋暋Fig.3暋TheproteincontentofBAX(a,c)andBCL飊2(b,

d)underdifferenttreatmentfactors

2.3暋不同处理因素TNF飊毩含量的变化

暋暋分别用 TLR2单克隆抗体(10mg/L)、TLR6单

克隆抗体(10mg/L)、TLR2单克隆抗体+TLR6单

克隆抗体(10mg/L)孵育 U937细胞1h后,加入鸟

分枝杆菌(1暳108 CFU/mL)刺激细胞24h后通过

ELISA方法检测其培养上清液中 TNF飊毩的含量,如
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图4所示,空白组与对照组相比较,对照组中TNF飊毩
的含量显著增加(P <0.01)。U937细胞与 TLR2
单克隆抗体或 TLR6单克隆抗体的预孵育显著阻断

了鸟分枝杆菌诱导的 TNF飊毩的产生。然而,与用单

独用 TLR2单克隆抗体或 TLR6单克隆抗体预培养

的细胞相比,同时用 TLR2、TLR6单克隆抗体处理

的 U937细胞对 TNF飊毩释放具有更大的影响。结果

表明 TLR2和 TLR6参与了 U937细胞对鸟分枝杆

菌识别,并抑制 TNF飊毩的产生。

2.4暋不同处理因素U937细胞的凋亡率的变化情况

暋暋为了进一步验证 TLR2和 TLR6与巨噬细胞的

凋亡关系,将 TLR2和 TLR6单克隆抗体分别与鸟

分枝杆菌共感染巨噬细胞,用流式细胞仪检测巨噬细

胞的 凋 亡 率。结 果 如 图 5,6 所 示,阻 断 TLR2、

TLR6后,U937的凋亡率较之未阻断 TLR2、TLR6
时明显下降(P <0.05),且同时阻断 TLR2、TLR6
后 U937 的 凋 亡 率 为 最 低。其 结 果 与 TLR2 和

TLR6单克隆抗体分别与鸟分枝杆菌共感染巨噬细

胞后巨 噬 细 胞 内 促 凋 亡 蛋 白 BAX、抑 凋 亡 蛋 白

BCL飊2以及肿瘤凋 亡 因 子 TNF飊毩 的 表 达 量 变 化

一致。

暋暋用ELISA技术检测 U937细胞培养上清液中 TNF飊毩含

量。与对照组相比 **P <0.01
暋暋ThecytokinesofTNF飊毩wasmeasuredbyELISAfrom
U937cellssupernatant.**P <0.01vscontrol

图4暋TNF飊毩含量在不同感染组中的情况

暋 暋Fig.4暋ThecontentofTNF飊毩indifferentinfection

groups

用流式细胞仪检测 U937细胞的凋亡变化。(a)对照组;(b)TLR2抗体;(c)TLR6抗体;(d)TLR2和 TLR6抗体

U937cellapoptosischangeswasdetectedwithflowcytometry.(a)Control;(b)Anti飊TLR2;(c)Anti飊TLR6;(d)Anti飊TLR2,6
图5暋各个感染组感染巨噬细胞24h后流式细胞仪检测的凋亡率

Fig.5暋Theapoptoticratemeasuredbycytoflowmetryafterinfectedfor24hindifferentinfection飊groups
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暋暋用流式细胞仪检测 U937细胞的凋亡变化。与对照组相

比 *P <0.05

暋暋U937cellapoptosischangeswasdetectedwithflowcy灢
tometry*P <0.05vscontrol.

暋暋图6暋阻断 TLR2、TLR6后,鸟分枝杆菌感染 U937细胞

的凋亡率的变化情况

暋 暋 Fig.6暋 Apoptoticratechangesof U937cellsafter

Mycobacteriumavium withoutTLR2飊blockingorTLR6飊blo灢
king

3暋讨论

暋暋鸟分枝杆菌是一种寄生于细胞内的分枝杆菌,容
易在患有免疫缺陷症病人的体内被查到。感染宿主

后巨噬细胞在防御方面起重要作用,巨噬细胞通过

TLRs等表面受体来识别多种分枝杆菌的PAMP,进
而将其吞噬进巨噬细胞内部。鸟分枝杆菌在人体内

被巨噬细胞吞噬之后,为了可以在巨噬细胞体内生长

繁殖,演化出一系列逃脱巨噬细胞消除机制的行为,
从而使自己存活下来,进而感染宿主。

暋暋TNF飊毩为肿瘤凋亡因子,是一种与细胞凋亡息

息相关的细胞因子,它是凋亡的主要外源调节物[11]。
细胞的凋亡会引起 TNF飊毩的释放,而 TNF飊毩进而会

与 TNFR结合,引起相关的细胞凋亡。TLRs参与

识别 和 建 立 保 护 性 免 疫 应 答[12]。巨 噬 细 胞 通 过

TLR2和 TLR6识别鸟分枝杆菌,而鸟分枝杆菌又能

反过来调节 TLR2和 TLR6的表达。本实验中,我
们使用鸟分枝杆菌感染 U937细胞,研究鸟分枝杆菌

感染巨噬细胞后诱导巨噬细胞凋亡的情况。实验过

程中,鸟分枝杆菌感染巨噬细胞后,TNF飊毩含量逐渐

升高,在感染时间达到24h时达到最高,之后缓慢下

降趋于平缓,而两种关键受体 TLR2和 TLR6的表

达量也随着鸟分枝杆菌的感染时间的增加而显著上

调,于24h后又有所下降。TNF飊毩与两种关键Tolls
受体的表达量变化一致(P <0.05),说明 TLR2和

TLR6与鸟分枝杆菌诱导巨噬细胞的凋亡相关。

暋暋我们还通过阻断 U937细胞的 TLR2和 TLR6
后感染 鸟 分 枝 杆 菌,观 察 U937 细 胞 促 凋 亡 蛋 白

BAX和抑凋亡蛋白 BCL飊2表达量以及其凋亡水平

的变化,以进一步明确 TLR2和 TLR6在鸟分枝杆

菌感染巨噬细胞中的作用。结果显示在分别阻断

TLR2和 TLR6后,鸟分枝杆菌感染的 U937细胞促

凋亡蛋白BAX表达量下降 (P<0.01),抑凋亡蛋白

BCL飊2表达量上升(P <0.01),凋亡率下降 (P <
0.05),与未阻断 TLR2和 TLR6的 U937细胞比较

均有显著差异(P <0.05)。而同时阻断 TLR2和

TLR6后,鸟分枝杆菌感染的 U937细胞这两种关键

蛋白和凋亡率均表现出同样的趋势,且较分别阻断

TLR2和 TLR6更显著。同时其上清液中的 TNF飊毩
的含量也表现出了明显的下降趋势(P <0.01)。

4暋结论

暋暋鸟 分 枝 杆 菌 感 染 巨 噬 细 胞 U937 的 过 程 中,

TLR2和 TLR6参与了 U937细胞对鸟分枝杆菌识

别,在鸟分枝杆菌诱导巨噬细胞的凋亡过程中有重要

作用,而鸟分枝杆菌又可以通过促进 TLR2和 TLR6
的表达来影响巨噬细胞相关的凋亡通路,从而诱导巨

噬细胞的凋亡。
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