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犜犖犉α在犐犉犖γ诱导的感染牛分枝杆菌的犜犎犘１
细胞凋亡过程中的作用及相关信号通路分析
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摘　要：为研究ＩＦＮγ对感染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细胞的促凋亡作用，及ＴＮＦα在此细胞凋亡过程中的作用和

相关信号分子的变化，使用浓度为１５ｎｇ·ｍＬ
１的ＩＦＮγ作用于不同剂量牛分枝杆菌北京株（ＭＯＩ１０∶１，２０∶１）感

染的ＴＨＰ１细胞，在感染后１２、２４、３６、４８和７２ｈ，使用流式细胞仪测定细胞凋亡百分比。结果显示，ＩＦＮγ诱导了

犕．犫狅狏犻狊北京株感染的细胞凋亡，并且凋亡呈时间相关性。随着细胞凋亡百分比的增加，牛分枝杆菌的ＣＦＵ降

低。在ＩＦＮγ和犕．犫狅狏犻狊北京株（ＭＯＩ１０∶１）处理的巨噬细胞内加入抗ＴＮＦα单克隆抗体，感染后３６ｈ，细胞凋

亡百分比测定结果显示，加入抗ＴＮＦα单抗抑制了ＩＦＮγ诱导的 犕．犫狅狏犻狊感染的ＴＨＰ１细胞的凋亡，与对照组

相比，差异显著（犘＜０．０５）；用分光光度计检测表明Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ８的激活是ＴＮＦα依赖性的。在ＩＦＮγ

和犕．犫狅狏犻狊北京株（ＭＯＩ１０∶１）作用的ＴＨＰ１细胞内分别加入ＪＮＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩ或ＮＥＭＯＢｉｎｄｉｎｇＤｏｍａｉｎＢｉｎｄｉｎｇ

Ｐｅｐｔｉｄｅ，或同时加入２种抑制剂，３６ｈ后测定细胞凋亡情况，与对照组相比，加入抑制剂后，细胞凋亡无显著差异（犘

＞０．０５），说明在本试验中，ＪＮＫ通路和ＮＦκＢ凋亡通路未被激活。本研究初步阐明了ＴＮＦα在ＩＦＮγ诱导的感

染牛分枝杆菌的细胞凋亡过程中的作用及相关信号通路。
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ｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆｖｉａｂｌｅｂａｃｉｌｌｉｄｅｃｒｅａｓｅｄ．ＡｎｔｉＴＮＦα ｍｏｎｏｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ（３．０

μｇ·ｍＬ
１，Ｍａｂ）ｗｅｒｅａｄｄｅｄｔｏＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＩＦＮγａｎｄ犕．犫狅狏犻狊（ＭＯＩ，１０∶１），ａｎｄ

ｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆａｐｏｐｔｏｔｉｃｃｅｌｌｓａｎｄｃａｓｐａｓｅ３，８，９ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄａｔ３６ｈｐｏｓｔｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎ．ＴｈｅｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅａｄｄｉｔｉｏｎｏｆａｎｔｉＴＮＦαＭａｂｉｎｈｉｂｉｔｅｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ



畜　牧　兽　医　学　报 ４１卷　
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ｗｉｔｈＩＦＮγａｎｄ犕．犫狅狏犻狊ｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆａｎｔｉＴＮＦαＭａｂ（犘＜０．０５），ａｎｄｔｈａｔ

ｃａｓｐａｓｅ３ａｎｄｃａｓｐａｓｅ８ｗｅｒｅａｃｔｉｖａｔｅｄｖｉａａＴＮＦαｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ．ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ

ＩＦＮγａｎｄ犕．犫狅狏犻狊ＢＪｗｅｒｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｆｏｒ３６ｈｏｕｒｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｒｅａｇｅｎｔｓ：

ＪＮＫｉｎｈｉｂｉｔｏｒＩｏｒＮＥＭＯＢｉｎｄｉｎｇＤｏｍａｉｎ（ＮＢＤ）ＢｉｎｄｉｎｇＰｅｐｔｉｄｅａｌｏｎｅ，ｏｒｔｈｅｔｗｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓ

ｃｏｍｂｉｎｅｄ．ＮｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＴＨＰ１ｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｔｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｒａｂｓｅｎｃｅｏｆｔｈｅ

ｔｗｏｉｎｈｉｂｉｔｏｒｓｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄ（犘＞０．０５），ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｔｈａｔＪＮＫａｎｄＮＦκＢｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｓａｒｅｕｎ

ｌｉｋｅｌｙｔｏｂｅａｃｔｉｖａｔｅｄ．ＴｈｉｓｓｔｕｄｙｅｌｕｃｉｄａｔｅｄｔｈａｔＴＮＦαａｓｓｏｃｉａｔｅｄｉｎｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｏｆＴＨＰ１

ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｐｒｏｍｏｔｅｄｂｙＩＦＮγｄｕｒｉｎｇｅａｒｌｙｉｎｆｅｃｔｉｏｎｗｉｔｈ犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犕狔犮狅犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊；Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ；ＴＨＰ１ｃｅｌｌｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ；ＴＮＦα；ｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ

　　结核病（ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ）是由牛分枝杆菌 （犕狔犮狅

犫犪犮狋犲狉犻狌犿犫狅狏犻狊）和结核分枝杆菌（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）感染引起的一种慢性、消耗性人兽共患

传染病。作为一种具有广泛宿主谱的致病因子，牛

分枝杆菌除了感染多种动物外，还可通过呼吸道、消

化道，偶尔通过损伤的皮肤或黏膜引起人的结核病。

据统计，在世界范围内，由牛分枝杆菌感染引起的结

核病约占人类结核病例的１０％
［１２］。牛分枝杆菌感

染引起的动物源性结核病，除了造成巨大的经济负

担外，还对人类的健康构成极大的威胁。牛分枝杆

菌感染宿主后，主要定居于网状内皮细胞系统，尤其

是巨噬细胞内。研究表明，有毒力的分枝杆菌可通

过多种机制逃避巨噬细胞的杀灭作用［３］。巨噬细胞

凋亡是一种重要的抗细胞内病原的先天性免疫防御

机制，在分枝杆菌与巨噬细胞的相互作用中发挥重

要作用［４５］。

ＩＦＮγ是一种重要的细胞因子，在巨噬细胞激

活和抗细胞内病原过程中发挥重要作用。研究发

现，编码ＩＦＮγ的基因敲除鼠，一旦感染结核分枝

杆菌，由于不能限制细菌在细胞内生长而很快死亡。

ＩＦＮγ在感染分枝杆菌的巨噬细胞中的作用也已得

到证实［６７］。体外试验表明，当感染牛分枝杆菌时，

ＩＦＮγ促进了牛肺泡巨噬细胞的凋亡，并且这种凋

亡依赖于内源性ＴＮＦα的产生
［８］。

ＴＨＰ１细胞是人的急性单核细胞性白血病来

源的细胞系，在ＰＭＡ刺激后，可分化为巨噬细胞的

表型。作为一种有用的细胞模型，ＴＨＰ１细胞被广

泛应用于分枝杆菌与巨噬细胞的相互作用研

究［９１０］。当人感染致病性分枝杆菌时，ＩＦＮγ是否

在人巨噬细胞凋亡中起作用，至今仍不清楚。本试

验研究了ＴＮＦα在ＩＦＮγ诱导的感染牛分枝杆菌

的ＴＨＰ１细胞凋亡中的作用，以及细胞凋亡过程中

ＴＮＦＲ１相关的信号通路。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　菌株与细胞系　　牛分枝杆菌菌株Ｃ６８００６

由中国兽医药品监察所国家菌种保藏中心提供；

ＴＨＰ１细胞系（ＡＴＣＣＮｏ．ＴＩＢ２０２）购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。

１．１．２　试剂及培养基　　重组人ＩＦＮγ购自美国

ＰｅｒｏｔｅｃｈＩｎｃ．公司，ｐｈｏｒｂｏｌ１２ｍｙｒｉｓｔａｔｅ１３ａｃｅｔａｔｅ

（ＰＭＡ）购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＴＮＦα（Ｐ／Ｔ２）抗肿

瘤坏死因子单克隆抗体购自美国ＳａｎｔａＣｒｕｚＢｉｏｔ

ｃｅｈｎｏｌｏｇｙ，Ｉｎｃ；ＮＫＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩ和 ＮＥＭＯＢｉｎｄｉｎｇ

ＤｏｍａｉｎＢｉｎｄｉｎｇＰｅｐｔｉｄｅ（ＮＢＤｂｉｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ），购

自美国Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ；喜树碱购自碧云天生物技术研

究所；ＺＶＡＤｆｍｋ（ｂｅｎｚｙｌｏｘｙｃａｒｂｏｎｙｌＶａｌＡｌａ

Ａｓｐｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌｋｅｔｏｎｅ），购自日本 ＭＢＬ Ｃｏ．

Ｌｔｄ．。７Ｈ９ 液 体 培 养 基，７Ｈ１１ 固 体 培 养 基 及

ＯＡＤＣ营养液均购自美国 ＢＤ 公司。ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＥＧＦＰ细胞凋亡检测试剂盒及 Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ

８和Ｃａｓｐａｓｅ９分光光度法检测试剂盒购自南京凯

基生物科技发展有限公司。

１．２　方法

１．２．１　ＴＨＰ１细胞的分化及 犕．犫狅狏犻狊的培养　

　将ＴＨＰ１细胞培养４８ｈ后，更换新鲜培养基，使

其继续生长１２ｈ，细胞计数，然后将其接种至２４孔

培养板，调整细胞数为每孔２×１０５ 个。然后每孔加

入ＰＭＡ，使其终浓度为６０ｎｇ·ｍＬ
１，３７ ℃、５％

ＣＯ２ 培养１８～２４ｈ后，更换新鲜培养基，继续培养

４８～６０ｈ。每隔２４ｈ，倒置显微镜下观察ＰＭＡ分

化的ＴＨＰ１细胞一次，使其完全分化为巨噬细胞表

型。将冻干保存的牛分枝杆菌北京株，用生理盐水
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溶解，然后取０．１ｍＬ，直接接种到７Ｈ９液体培养

基，然后３７℃恒温培养１０～１４ｄ，将系列稀释的菌

液接种于含ＯＡＤＣ的７Ｈ１１固体培养基，每个梯度

接种３个平板。１４ｄ后计算其平均ＣＦＵ。

１．２．２　犕．犫狅狏犻狊体外感染分化的 ＴＨＰ１细胞　

　感染前，２４孔板内分化为巨噬细胞表型的ＴＨＰ１

细胞用无菌的ＰＢＳ洗２次，将已测定浓度的牛分枝

杆菌在３７℃培养２ｈ后，按不同稀释倍数制备细菌

溶液并加入ＰＭＡ分化的ＴＨＰ１细胞，３７℃孵育４

ｈ。使用抗酸染色法调整感染比例，使 ＭＯＩ分别为

５∶１、１０∶１、２０∶１和３０∶１，同时设立未感染细胞

为阴性对照。每个 ＭＯＩ组设３个重复。

１．２．３　感染犕．犫狅狏犻狊的ＴＨＰ１细胞凋亡检测　

　把ＴＨＰ１细胞接种于２４孔培养板，３７℃、５％

ＣＯ２恒温培养，调整细胞密度为２×１０
５ 个·孔１，

ＰＭＡ分化使其转化为巨噬细胞表型。牛分枝杆菌

感染前１２ｈ，把１５ｎｇ·ｍＬ
１ＩＦＮγ加入ＰＭＡ分化

的ＴＨＰ１细胞，感染牛分枝杆菌北京株（ＭＯＩ１０∶

１）的同时再补充加入等量的ＩＦＮγ，再加入３．０

μｇ·ｍＬ
１抗ＴＮＦα单克隆抗体，以未加抗 ＴＮＦα

单抗、ＩＦＮγ刺激的感染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细胞

作为对照。每个处理设３个重复。３７℃、５％ ＣＯ２

恒温培养。细胞培养３６ｈ后，收集细胞，使用 Ａｎ

ｎｅｘｉｎＶＥＧＦＰ细胞凋亡检测试剂盒对各组细胞进

行染色（按说明书操作），通过流式细胞仪检测细胞

凋亡。

１．２．４　ＩＦＮγ诱导的感染 ＴＨＰ１凋亡过程中

Ｃａｓｐａｓｅ３、８和９信号通路检测　　牛分枝杆菌感

染前１２ｈ，将１５ｎｇ·ｍＬ
１ＩＦＮγ加入ＰＭＡ分化的

ＴＨＰ１细胞，感染犕．犫狅狏犻狊北京株（ＭＯＩ１０∶１）的

同时再补充加入等量的ＩＦＮγ，加入３．０μｇ·ｍＬ
１

抗ＴＮＦα单克隆抗体或３．０μｇ·ｍＬ
１抗ＴＮＦα＋

２５μｍｏｌ·Ｌ
１ＺＶＡＤｆｍｋ或２５μｍｏｌ·Ｌ

１ＺＶＡＤ

ｆｍｋ，以ＩＦＮγ刺激的感染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细

胞作为对照。３７℃、５％ ＣＯ２恒温培养。每个处理

组设４个重复。细胞培养３６ｈ后，加入含ＥＤＴＡ的

０．２５％胰酶，３７ ℃消化２０ｍｉｎ，悬浮细胞。按照

Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８和Ｃａｓｐａｓｅ９分光光度法检测

试剂盒的方法，通过计算ＯＤ诱导剂／ＯＤ阴性对照

的值来确定凋亡诱导剂组Ｃａｓｐａｓｅ活化程度。

１．２．５　ＩＦＮγ诱导的 犕．犫狅狏犻狊感染的 ＴＨＰ１细

胞凋亡中ＮＦκＢ和ＪＮＫ信号通路检测　　在ＩＦＮ

γ处理并感染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细胞中加入如

下试剂：ＪＮＫＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩ（ＪＮＫ组）或 ＮＢＤＢｉｎｄｉｎｇ

Ｐｅｐｔｉｄｅ（ＮＦκＢ组）或２种抑制剂的混合物（ＪＮＫ＋

ＮＦκＢ组）。仅牛分枝杆菌感染的 ＰＭＡ 分化的

ＴＨＰ１细胞作为阴性对照，补充有喜树碱的牛分枝

杆菌感染的细胞作为阳性对照。每个处理组设３个

重复。３７℃、５％ＣＯ２孵育３６ｈ，用无菌的ＰＢＳ洗２

次，加入不含 ＥＤＴＡ 的０．２５％胰酶，３７ ℃消化

２０ｍｉｎ使细胞悬浮。细胞凋亡检测方法同１．２．３。

１．２．６　统计学分析　　根据以上各组的试验数据，

使用ＳＰＳＳ１５．０软件进行统计学分析。结果表示为

“狓±狊”形式，采用“ＯｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ”法进行差异

显著性分析，犘＜０．０５为差异显著。

２　结　果

２．１　犜犎犘１细胞的培养与分化

未诱导时，ＴＨＰ１细胞在ＲＰＭＩ１６４０完全培养

基中悬浮生长，细胞呈圆形或卵圆形，胞质较透亮，

细胞核较大，无伪足或触角；ＴＨＰ１ 细胞经 ６０

ｎｇ·ｍＬ
１ＰＭＡ诱导６０ｈ后，细胞伸出伪足，贴壁

生长，质核比例增加，从形态学上可看出诱导后的细

胞已经由悬浮的单核细胞株转化为了具有巨噬细胞

特征的贴壁细胞。

２．２　犕．犫狅狏犻狊感染犜犎犘１细胞最佳 犕犗犐的确定

ＩＦＮγ诱导了感染牛分枝杆菌的 ＴＨＰ１的凋

亡，且诱导的细胞凋亡率呈时间相关性，随着时间的

延长，细胞的凋亡率增加（图１）。在ＩＦＮγ诱导感

染牛分枝杆菌北京株的ＴＨＰ１细胞后的不同时间

（１２ｈ除外），凋亡细胞数差异显著（犘＜０．０５）。未

感染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细胞和只感染牛分枝杆

菌但未用ＩＦＮγ刺激的细胞仅发生极少量凋亡。

相同时间点，ＭＯＩ１０∶１和 ＭＯＩ２０∶１的感染量，

ＩＦＮγ诱导的细胞凋亡无显著差异（犘＞０．０５）

２．３　犐犉犖γ降低了犘犕犃分化的犜犎犘１细胞内犕．

犫狅狏犻狊的存活量

在不同时间，用流式细胞仪检测ＩＦＮγ诱导的

感染牛分枝杆菌细胞凋亡的同时，收获平行孔内的

细胞，将其接种于７Ｈ１１培养基，３７℃培养约２周

后计算细菌ＣＦＵ。结果显示，随着ＩＦＮγ诱导的细

胞凋亡率增加，感染细胞内的活菌数降低。感染后

１２ｈ，仅有１０．４１％±０．９８％的ＩＦＮγ刺激的感染

ＴＨＰ１细胞凋亡，细胞内的活菌数为 （２．９１±

０．１５）× １０６。７２ｈ，细胞凋亡率为 ３６．３４％ ±

２．４９％时，ＣＦＵ进一步降低到（２．１±０．２）×１０６。
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图１　犐犉犖γ以时间相关性的方式促进了感染牛分枝杆菌北

京株的犜犎犘１的凋亡

犉犻犵１　犜犺犲狅犮犮狌狉狉犲狀犮犲狅犳犪狆狅狆狋狅狋犻犮犜犎犘１犮犲犾犾狊狑犻狋犺犐犉犖γ

狊狋犻犿狌犾犪狋犻狅狀犪狀犱犕．犫狅狏犻狊犅犑犻狀犳犲犮狋犻狅狀犻狀犮狉犲犪狊犲犱犻狀犪

狋犻犿犲犱犲狆犲狀犱犲狀狋犿犪狀狀犲狉

然而，只感染牛分枝杆菌的ＰＭＡ分化的ＴＨＰ１细

胞内细菌ＣＦＵ仅轻微降低（图２）。

２．４　抗犜犖犉α单克隆抗体降低了犐犉犖γ诱导的感

染犕．犫狅狏犻狊的犜犎犘１细胞的凋亡

ＩＦＮγ诱导的感染牛分枝杆菌北京株的ＴＨＰ

１细胞中加入抗ＴＮＦα单克隆抗体，细胞凋亡结果

显示，加入抗 ＴＮＦα单抗显著降低了细胞的凋亡

（图３）。与未加抗 ＴＮＦα单抗的ＩＦＮγ刺激的感

染细胞凋亡率３３．１９％±２．４２％相比，加入抗ＴＮＦ

α单抗后，细胞的凋亡率降低到１０．８５％±１．５６％，

表明ＩＦＮγ诱导的感染牛分枝杆菌北京株的细胞

凋亡主要是由ＴＮＦα介导的。加入抗ＴＮＦα单抗

或ＺＶＡＤｆｍｋ 的试验组与仅用ＩＦＮγ 刺激的

ＴＨＰ１细胞组相比，差异显著（犘＜０．０５）。

２．５　犐犉犖γ刺激的感染犕．犫狅狏犻狊的犜犎犘１细胞凋亡

过程中犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８和犆犪狊狆犪狊犲９活性增加

ＩＦＮγ刺激的感染 犕．犫狅狏犻狊北京株的 ＴＨＰ１

细胞在３７℃孵育３６ｈ后，使用Ｃａｓｐａｓｅ分光光度法

检测试剂盒测定Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８和Ｃａｓｐａｓｅ９激

图２　犐犉犖γ诱导的犜犎犘１细胞凋亡（犃）与细胞内牛分枝杆菌犆犉犝降低（犅）有关

犉犻犵２　犃狆狅狆狋狅狊犻狊（犃）狅犳犜犎犘１犮犲犾犾狊狑犻狋犺犐犉犖γ狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狀犱犕．犫狅狏犻狊犻狀犳犲犮狋犻狅狀犻狊犾犻狀犽犲犱狋狅犱犲犮狉犲犪狊犲犱犆犉犝（犅）

．犘＜０．０５

图３　加入抗犜犖犉α单克隆抗体显著降低了犐犉犖γ诱导的

感染犕．犫狅狏犻狊的犜犎犘１细胞的凋亡

犉犻犵３　犜犺犲犪犱犱犻狋犻狅狀狅犳犪狀狋犻犜犖犉α犕犪犫犱犲犮狉犲犪狊犲犱犪狆狅狆狋狅狊犻狊狅犳

犜犎犘１犮犲犾犾狊狑犻狋犺犐犉犖γ狋狉犲犪狋犿犲狀狋犪狀犱犕．犫狅狏犻狊犻狀犳犲犮狋犻狅狀

活情况。结果显示，ＩＦＮγ和牛分枝杆菌共同处理

的ＴＨＰ１细胞显著诱导了Ｃａｓｐａｓｅ的激活。当在

培养细胞中加入广谱Ｃａｓｐａｓｅ抑制剂Ｚｖａｄｆｍｋ和

抗ＴＮＦα单抗后，Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ８和Ｃａｓｐａｓｅ

９的酶活性显著降低，与仅由ＦＮγ诱导组相比，差

异显著（犘＜０．０５）（图４）。

２．６　犐犉犖γ诱导的感染犕．犫狅狏犻狊的犜犎犘１细胞凋

亡过程中未观察到犑犖犓信号通路和犖犉κ犅信号通

路的激活

将２种抑制剂ＪＮＫＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩ或ＮＢＤＢｉｎｄｉｎｇ

Ｐｅｐｔｉｄｅ单独或同时加入ＩＦＮγ诱导的感染犕．犫狅

狏犻狊的ＴＨＰ１细胞，３７℃孵育３６ｈ后用流式细胞仪

测定其细胞凋亡百分率。统计分析结果表明，２种

信号通路抑制剂单独或共同加入时，细胞凋亡的发

生率无显著差异（犘＞０．０５）。并且，在ＪＮＫ 和
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图４　犐犉犖γ诱导的 犕．犫狅狏犻狊的犜犎犘１细胞孵育３６犺后

犆犪狊狆犪狊犲３、犆犪狊狆犪狊犲８和犆犪狊狆犪狊犲９的激活

犉犻犵４　犆犪狊狆犪狊犲犪犮狋犻狏犪狋犻狅狀狅犳犆犪狊狆犪狊犲３，犆犪狊狆犪狊犲８，犆犪狊狆犪狊犲９犻狀

犜犎犘１犮犲犾犾狊狑犻狋犺犐犉犖γ犪狀犱犕．犫狅狏犻狊（犕犗犐１０）犻狀犮狌犫犪

狋犲犱犳狅狉３６犺

ＮＦκＢ信号通路抑制剂处理组和未处理组也无显

著差异（犘＞０．０５）（图５）。

图５　使用不用抑制剂处理的犐犉犖γ诱导的感染牛分枝杆菌

的犜犎犘１细胞凋亡百分率

犉犻犵５　犘犲狉犮犲狀狋犪犵犲狅犳犪狆狅狆狋狅狊犻狊犻狀犘犕犃犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犲犱犜犎犘１
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作者研究了ＩＦＮγ在诱导牛分枝杆菌北京株

感染的巨噬细胞凋亡方面的作用。结果表明，ＩＦＮ

γ诱导了感染牛分枝杆菌巨噬细胞的凋亡。并且，

细胞凋亡与其杀菌活性有关。

ＴＮＦα是一种重要的细胞因子，据报道，ＴＮＦ

α在分枝杆菌感染的巨噬细胞凋亡过程中起作

用［１１１２］。当肺泡巨噬细胞感染结核分枝杆菌的致弱

株或无毒株时，细胞凋亡以ＴＮＦα依赖性的方式进

行，并且在凋亡过程中，有Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ９

的参与。相反，有毒力的分枝杆菌感染时，细胞凋亡

很少发生［９］。

先前的研究表明，ＴＮＦα通过２种表面受体

ＴＮＦＲ１和 ＴＮＦＲ２启动细胞凋亡信号。ＴＮＦα

三聚体与ＴＮＦＲ１结合交联，这种结合导致ＳＯＤＤ

的释放和受体附近由接头蛋白 ＴＲＡＤＤ、ＴＲＡＦ２、

ＲＩＰ和ＦＡＤＤ组成的 ＴＮＦＲ１复合物形成。这些

接头蛋白进而吸引另外的信号通路特异性的酶至

ＴＮＦＲ１复合物，从而这些信号特异性的酶被激活，

启动下游凋亡信号［１３］。作者研究了ＩＦＮγ诱导感

染牛分枝杆菌的ＴＨＰ１细胞３６ｈ后ＴＮＦＲ１相关

的信号通路，发现ＩＦＮγ通过诱导内源性ＴＮＦα的

产生促进感染牛分枝杆菌北京株的巨噬细胞的凋

亡。

ＴＮＦＲ１复合物可吸引大量的Ｃａｓｐａｓｅ８，高浓

度的Ｃａｓｐａｓｅ８激活其蛋白水解酶活性，启动信号

级联，导致细胞凋亡。通过试验发现，Ｃａｓｐａｓｅ３和

Ｃａｓｐａｓｅ８活性在ＩＦＮγ诱导的感染牛分枝杆菌的

ＴＨＰ１细胞中显著增加。但是，当加入抗 ＴＮＦα

单克隆抗体时，Ｃａｓｐａｓｅ３和 Ｃａｓｐａｓｅ８的活性大大

降低。数据表明，ＴＮＦα参与了ＩＦＮγ诱导的感染

牛分枝杆菌北京株的ＴＨＰ１细胞的凋亡，并且细胞

凋亡过程中激活了 ＴＮＦＲ１介导的外源性信号通

路。

研究证明，ＪＮＫ信号通路和ＮＦκＢ信号通路是

ＴＮＦα介导的感染牛分枝杆菌的巨噬细胞凋亡中

的重要事件［１４１５］。ＪＮＫＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩ是一种细胞通透

性的生物活性肽，可阻止转录因子Ｊｕｎ的激活
［１４］。

ＮＢＤｂｉｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ是一种细胞通透性的融合肽，

可切断 ＮＥＭＯ 和ＩＫＫ 复合物的联系，进而阻止

ＮＦκＢ的激活
［１５］。当将ＪＮＫＩｎｈｉｂｉｔｏｒＩ和 ＮＢＤ

ｂｉｎｄｉｎｇｐｅｐｔｉｄｅ单独或混合加入ＩＦＮγ诱导的感染

牛分枝杆菌北京株的ＴＨＰ１细胞中时，３种处理组

的细胞凋亡仅有轻微的变化。与未加抑制剂的

ＩＦＮγ诱导的感染牛分枝杆菌北京株的ＴＨＰ１细

胞凋亡率相比，组间并无显著差异。这就提示了一

个信息，在ＩＦＮγ诱导的感染细胞凋亡过程中，
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ＪＮＫ和 ＮＦκＢ信号通路可能作用不大。因为由

ＴＮＦα介导的细胞凋亡是一个复杂的信号网络。

细胞凋亡、ＮＦκＢ和ＪＮＫ 信号相互作用，相互影

响［１３］。究竟参与凋亡的信号分子是如何相互作用

的，其分子机制有待进一步研究。

总之，本研究首次报道了ＩＦＮγ在诱导牛分枝

杆菌北京株感染的ＴＨＰ１细胞凋亡方面的作用以

及细胞凋亡过程中ＴＮＦα相关的信号通路，为进一

步阐明ＩＦＮγ在牛分枝杆菌感染巨噬细胞过程中

的作用机制提供了基础数据。
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