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蛋白定量试剂盒)购于南京凯基生物科技发展有限

公司*

&=I

!

%

OI

基因过表达和干扰载体的验证

将
%

OI

基因干扰载体和过表达载体菌液在含对

应抗性的
]Y

培养基中扩增后)用
XH60R@0

无内

毒素质粒小提中量试剂盒提取质粒)

N$%f

保存备

用*将
$'IX

细胞!密度为
&d&%

E 个$
M]

"接种于
E

孔板)次日待细胞融合度达
"%\

时)利用
]:

L

)D

/4?1-M:,4

XW

I%%%T4-

C

4,1

转染
%

OI

基因干扰及过

表达载体)每组重复
I

次*将转染后的
$'IX

细胞

于
I"f

%体积分数
O\VG

$

和饱和湿度条件下培养

!#2

后)观察其绿色荧光蛋白!

R8U

"表达情况)并收

集细胞样品)以
,

D-?1:,

为内参蛋白进行
b4514+,

S).1

筛选验证*利用
HM-

C

4(

软件对
b4514+,S).1

试验结果进行图片灰度值分析)以目的蛋白及内参

,

D-?1:,

灰度值的比值作为目的蛋白的相对表达水

平*以转染空载体
?),%!#

的
$'IX

细胞为对照组

!

Vc

"*

&=!

!

%

OI

基因过表达和干扰
6O!'

细胞模型的建立

将筛选得到的
%

OI

基因过表达和干扰载体在含

相应抗性的
]Y

培养基上扩增后)用
XH60R@0

无

内毒素质粒大提试剂盒提取质粒)用超微量分光光

度计!

,-,)A+)

L

#%%%

"测定质粒浓度及纯度后分装)

N$% f

保存备用*将
6O!'

细胞!密度为
Od&%

O

个$
M]

"接种于
E

孔板)次日待细胞融合度达
E%\

时)利用
]:

L

)/4?1-M:,4

XW

I%%%T4-

C

4,1

将筛选得到

的
%

OI

基因过表达和干扰载体转染其中)每组重复

I

次)

I"f

%体积分数
O\VG

$

和饱和湿度条件下培

养
!#2

后)观察
6O!'

细胞中
R8U

的表达情况)同

时收集细胞样品)以
,

D-?1:,

为内参蛋白)进行

b4514+,S).1

试验)检测
L

OI

和
08D

-

Y

蛋白的相对

表达水平*利用
HM-

C

4(

软件对
b4514+,S).1

试验

结果进行图片灰度值分析)以
,

D-?1:,

为内参)获得

目的蛋白的相对表达水平*以未经任何处理的

6O!'

细胞为空白对照组!

Vc

"*

&=O

!

YVR

感染对模型
6O!'

细胞
%

OI

信号通路相

关因子表达的影响

以感染复数!

WGH

"为
&%

的
YVR

感染未经任何

处理的
6O!'

细胞及
%

OI

基因过表达和干扰的

6O!'

细胞!

YVR

^处理")并以未感染的各类
6O!'

细胞为参照!

YVR

N处理")继续培养
$!2

后收集细

胞样品备用)每组细胞处理重复
I

次*选用
#

C)25'/

基因为内参基因)采用实时荧光定量
UVT

!

T4-.D

1:M4DUVT

"法检测上述
6O!'

细胞样品中
%

OI

信号

通路相关信号因子 !

L

OI

%

L

I%%

%

08D

-

Y

%

X]TD!

%

XT68E

"及炎症细胞因子!

X08D

#

%

H80D

"

%

H]DE

%

H]D

#

"

MT06

的表达情况)并采用
b4514+,S.)1

试验分

析
L

OI

信号通路相关信号因子的表达情况*

&=O=&

!

实时荧光定量
UVT

!

参考
R4,Y-,K

中各基

因的序列)根据
T4-.1:M4DUVT

引物设计原则)采用

U+:M4+O=%

软件设计试验所需的引物)并交由生工

生物工程!上海"有限公司合成*各引物信息详见表

&

*

利用
XH60R@0

培养细胞$细菌总
T06

提取

试剂盒提取上述
6O!'

细胞总
T06

)用超微量分光

光度计!

,-,)A+)

L

#%%%

"测定样品总
T06

浓度及纯

度*以样品最小
T06

浓度为准)调整所有待测样

品达到同一浓度*利用
X+-,5>?+:

L

18+:51D>1+-,A

?F06>

<

,1245:5

试剂盒反转录
O

$

C

总
T06

)反应

体系为
$%

$

]

*将反转录所得
?F06

按
O

倍稀释后

进行
TXDUVT

)反应体系为#

$dI")/$12"'

%

5

*

X)

L

$

X:

L

R+44,

P

UVT>*

L

4+W:a&%

$

]

)

AAZ

$

G"

$

]

)

上%下游引物!

&%

$

M).

$

]

"各
&

$

]

)模板
?F06

!

O%

,

C

$

$

]

"

&

$

]

*使用
_1)34+$=%

荧光定量
UVT

仪

检测#

'!fI%5

(

'!fO5

)

OEf&O5

)

"$f&%5

)循

环
!%

次*采用
$

D

..

*5法分析各基因
MT06

的相对

<=
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表达水平*

表
&

!

实时荧光定量
UVT

引物

X-S.4&

!

T4-.D1:M4/.*)+45?4,1

P

*-,1:1-1:;4UVT

L

+:M4+5

R4,Y-,K

参考序列

R4,Y-,K+4/4+4,?454

P

*4,?4

基因

R4,4

引物名称

G.:

C

),-M4

序列!

Oe

"

Ie

"

!!

>4

P

*4,?4

!

Oe

"

Ie

"

!!

产物长度$
S

L

U+)A*?1.4,

C

12

6Y

.

%#$'$I=&

%

OI

%

OI

.

8 VVXVVXRRVVVVXRXV6XVXX

&'I

%

OI

.

T RRVRRRRRXRXRR66XV66

0W

.

%%&!$'=I

%

I%%

%

I%%

.

8 V666VRVVR6RXVXXVXXXV

&&#

%

I%%

.

T RXXR6RVXRVXRXXRRV6X6

0W

.

%%$O%$=O JGC

$

F

JGC

$

F

.

8 6RR6R6RR6XR66RR6RXXRXR

$&#

JGC

$

F

.

T VV6R6RX6RVVV6RXXXXXRXV

0W

.

%%I$EE I?HC!

I?HC!

.

8 VVRVXXVVXRRXVXX6XV6X

&!&

I?HC!

.

T XVXRVXRV66VXV6XXXV6X

0W

.

&!O#%I=$ IH.GE

IH.GE

.

8 X6RVVVXRR6XXVX6V6VXRR

$&O

IH.GE

.

T VXXVRXRRXXXXRVVXX6V6R

0W

.

%%%E%%=I A?CE

A?DE

.

8 R6V6RVV6VXV6VVXVXXV6R

&"$

A?CE

.

T V6XVV6XVXXXXXV6RVV6XV

0W

.

%%%O#!=I A?C#

A?C#

.

8 XXXRVV66RR6RXRVX666R6

$&E

A?C#

.

T RVVVXVXXV66666VXXVXVV

0W

.

%%%E&' AGJC

!

AGJC

"

.

8 XV6XVV66RXR6XRRVXR66

$$I

AGJC

!

.

T 6X6XXRV6RRV6RR6V66VV

0W

.

%%%O'!=$ IJGC

"

IJGC

#

.

8 X6RVVV6XRXXRX6RV666VV

&IE

IJGC

#

.

T 6XR6RRX6V6RRVVVXVXR6X

YV

.

%%$!%'

#

C)25'/

#

C)25'/

.

8 6RVR6RV6XVVVVV666RXX

$#O

#

C)25'/

.

T RRRV6VR66RRVXV6XV6XX

&=O=$

!

b4514+,S.)1

分析
!

利用凯基全蛋白提取

试剂盒提取
6O!'

细胞样品总蛋白)用凯基
YV6

蛋

白定量试剂盒进行蛋白定量)计算各组样品的质量

浓度!

$

C

$

$

]

"*

进 行
b4514+,S.)1

分 析 时)

L

OI

%

08D

-

Y

%

XT68E

%

,

D-?1:,

蛋白配制
&%\

分离胶)

L

I%%

%

X]TD!

配制
#\

分离胶(各样品均采用
O\

浓缩胶*各组样

品上样量均为
O%

$

C

*点样后)恒压
#%B

电泳
$2

)

恒流
I%%M6

湿转
I2

*转膜完毕后)用
XY>

配制

的体积分数
O\

牛奶于室温下封闭
$2

*用经封闭

液稀释的一抗于
! f

过夜孵育(次日室温平衡
I%

M:,

后)用体积分数
%=I\ XY>DX344,D$%

快速洗膜

I

次)

OM:,

$次*洗膜后加入荧光二抗)室温避光振

荡孵育
&2

(洗膜同上*

利用双色红外激光成像系统!

GA

<

554

<

>-

"进行

曝光)利用
HM-

C

4(

软件对曝光图片进行灰度值分

析)以目的蛋白及内参
,

D-?1:,

灰度值的比值表示目

的蛋白的相对表达水平*

&=E

!

数据分析

试验数据均采用
>U>>$%

软件%

R+-

L

2U-A

U+:5MO

软件和
HM-

C

4(

软件进行分析)各组数据采

用单因素方差分析)

]>F

检验*

$

!

结果与分析

$=&

!

%

OI

基因过表达和干扰载体作用效果的验证

将
%

OI

基因干扰和过表达载体分别瞬时转染到

$'IX

中)培养
!#2

后)在荧光显微镜下观察发现)

%

OI

基因过表达和干扰载体转染的
$'IX

中)

R8U

阳性细胞率约为
"%\

)较空载体
?),%!#

转染的

$'IX

对照细胞!阳性细胞率为
#%\

"低!图
&

")表明

目的载体已经成功转入
$'IX

细胞中*

!!

由图
$

可知)

L

.T@>$D@R8UD

L

OI bX

载体对

$'IX

中的
L

OI

蛋白的过表达效果非常明显(在
!

个

干扰载体中)

XUOIDT06:

!

$E!#

"载体对
$'IX

中

L

OI

蛋白的干扰效果最明显)故后续试验选择

XUOIDT06:

!

$E!#

"载体作为干扰载体*

$=$

!

%

OI

基因过表达和干扰
6O!'

细胞模型的建立

荧光显微镜观察结果显示)未经任何处理的空

白对照组
6O!'

细胞无
R8U

表达!图
ID6

"(

%

OI

基

因干扰载体
XUOIDT06:

!

$E!#

"转染组
6O!'

细胞

中)

R8U

阳性细胞比例约为
I%\

!图
IDY

"(

%

OI

基因

过表达载体
L

.T@>$D@R8UD

L

OI bX

转染组
6O!'

细胞中)

R8U

阳性细胞的比例约为
!%\

!图
IDV

"*

表明
XUOIDT06:

!

$E!#

"和
L

.T@>$D@R8UD

L

OIbX

==

第
#

期 王
!

媛)等#

%

OI

信号通路在
WXY

感染肺泡
(

型上皮细胞系
6O!'

中的免疫调控作用



已经成功转入
6O!'

细胞中*

6=

转染空载体
?),%!#

的
$'IX

细胞(

Y=

转染过表达载体
L

.T@>$D@R8UD

L

OIbX

的
$'IX

细胞(

V

+

8=

分别为转染干扰载体

XUOIDT06:

!

$E!O

"%

XUOIDT06:

!

$E!E

"%

XUOIDT06:

!

$E!"

"和
XUOIDT06:

!

$E!#

"的
$'IX

细胞

6=$'IX?4..51+-,5/4?14A3:124M

L

1

<

;4?1)+?),%!#

(

Y=$'IX?4..51+-,5/4?14A3:124a

L

+455:),;4?1)+

L

.T@>$D@R8UD

L

OIbX

(

VN8=$'IX?4..51+-,5/4?14A3:12:,14+/4+4,?4;4?1)+5XUOIDT06:

!

$E!O

")

XUOIDT06:

!

$E!E

")

XUOIDT06:

!

$E!"

"

-,AXUOIDT06:

!

$E!#

")

+45

L

4?1:;4.

<

图
&

!

%

OI

基因过表达和干扰载体转染
$'IX

细胞
!#2

后的
R8U

表达情况!

&%%d

"

8:

C

=&

!

R8U4a

L

+455:),)/?4..51+-,5/4?14A3:12

%

OI

C

4,4-,A:,14+/4+4A3:12

;4?1)+1+-,5/4?14A$'IX?4..5/)+!#2

!

&%%d

"

图
$

!

%

OI

基因过表达和干扰载体转染
$'IX

细胞后
L

OI

蛋白的相对表达水平

8:

C

=$

!

T4.-1:;44a

L

+455:),.4;4.)/

L

OI

L

+)14:,-/14+

%

OI

C

4,4);4+4a

L

+455:),-,A

:,14+/4+4,?4;4?1)+1+-,5/4?1:),:,1)$'IX?4..5

2=
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6=

空白对照(

Y=

转染
XUOIDT06:

!

$E!#

"的
6O!'

细胞(

V=

转染
L

.T@>$D@R8UD

L

OIbX

的
6O!'

细胞

6=Vc

(

Y=6O!'?4..51+-,5/4?14A3:12XUOIDT06:

!

$E!#

"(

V=6O!'?4..51+-,5/4?14A3:12

L

.T@>$D@R8UD

L

OIbX

图
I

!

%

OI

基因过表达和干扰载体转染
6O!'

细胞
!#2

后的
R8U

表达情况!

&%%d

"

8:

C

=I

!

R8U4a

L

+455:),)/?4..51+-,5/4?14A3:12

%

OI

C

4,4-,A:,14+/4+4A3:12;4?1)+1+-,5/4?14A6O!'?4..5/)+!#2

!

&%%d

"

!!

由表
$

可知)

%

OI

基因干扰载体组
6O!'

细胞

L

OI

蛋白表达水平较对照组极显著下降)

08D

-

Y

蛋

白表达水平较对照组极显著升高(

%

OI

基因过表达

组
6O!'

细胞
L

OI

蛋白表达水平较对照组极显著升

高)

08D

-

Y

蛋白表达水平较对照组极显著下降*

表
$

!

%

OI

基因过表达和干扰的
6O!'

细胞中

L

OI

和
08D

-

Y

蛋白的相对表达水平

X-S.4$

!

T4.-1:;44a

L

+455:),.4;4.5)/

L

OI-,A08D

-

Y

L

+)14:,

:,6O!'?4..5);4+4a

L

+455:,

C

-,A:,14+/4+4A3:12

%

OI

C

4,4

组别

R+)*

L

L

OI

蛋白

L

OI

L

+)14:,

08D

-

Y

蛋白

08D

-

Y

L

+)14:,

对照组
Vc &=%%l%=%%%SY &=%%l%=%%%SY

%

OI

干扰组

%

OI:,14+/4+4,?4

C

+)*

L

%='$l%=%%$-6 &=O$l%=%%!?V

%

OI

过表达组

%

OI);4+4a

L

+455:),

C

+)*

L

$=#&l%=%$I?V %=E&l%=%&%-6

!!

注#同列数据后标不同小写字母表示差异显著!

D

#

%=%O

")标不

同大写字母表示差异极显著!

D

#

%=%&

"*

0)14

#

F://4+4,1.)34+?-54.4114+5:,A:?-145:

C

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

D

#

%=%O

")

-,AA://4+4,1*

LL

4+?-54.4114+5:,A:?-144aD

1+4M4.

<

5:

C

,:/:?-,1A://4+4,?4

!

D

#

%=%&

"

=

$=I

!

YVR

感染模型
6O!'

细胞
%

OI

信号通路相关

因子
MT06

和蛋白水平的表达分析

$=I=&

!

MT06

水平表达分析
!

由表
I

可知)

I

组

6O!'

细胞中)

YVR

^ 处理的
%

OI

%

%

I%%

%

I?HC!

%

JGC

$

F

和
IH.GE

基因
MT06

表达水平显著或极

显著高于
YVR

N组)这表明
YVR

感染可引起
%

OI

信

号通路和
JGC

$

F

信号通路的活化*

%

OI

干扰组
YVR

N 处理的
%

OI

和
%

I%%

基因

MT06

表达水平较
Vc

组
YVR

N处理极显著降低)

而
I?HC!

%

JGC

$

F

和
IH.GE

基因
MT06

的表达

水平极显著升高(

%

OI

过表达组
YVR

N处理的
%

OI

和
%

I%%

基因
MT06

表达水平较
Vc

组
YVR

N处理

极显著升高)而
I?HC!

%

JGC

$

F

和
IH.GE

基因

MT06

的表达水平显著或极显著降低*这表明

%

OI

基因的表达可能与
%

I%%

基因存在正调控作用)

而与
JGC

$

F

信号通路相关基因存在负调控关系*

%

OI

干扰组
YVR

^处理的
%

OI

基因
MT06

表

达水平相对于
Vc

组
YVR

N处理极显著升高)

%

I%%

基因
MT06

表达水平差异不显著)而
I?HC!

%

IH.GE

和
JGC

$

F

基因的
MT06

表达水平极显著

升高(

%

OI

过表达组
YVR

^处理的
%

OI

%

%

I%%

%

I?HC

!

%

IH.GE

和
JGC

$

F

基因
MT06

表达水平较
Vc

组
YVR

N 处理极显著升高*

YVR

^ 处理后)

%

OI

和

%

I%%

基因的
MT06

表达水平与
%

OI

基因表达量呈

正相关)

I?HC!

和
JGC

$

F

基因的
MT06

表达水平

与
%

OI

基因表达量呈负相关*

08D

-

Y

信号通路中)

IH.GE

基因的
MT06

表达水平本应与
%

OI

表达

量负相关)但本研究呈正相关)这一现象有待进一步

分析*总之)在
YVR

^ 处理下)

%

OI

基因协同
%

I%%

基因的表达来负调控
08D

-

Y

信号通路相关基因的

表达*

$=I=$

!

蛋白水平表达分析
!

由表
!

可知)

I

组

6O!'

细胞中)

YVR

^处理的
L

OI

%

L

I%%

%

X]TD!

%

08D

-

Y

和
XT68E

蛋白表达水平显著或极显著高于

YVR

N组)与其
MT06

的表现一致)这进一步证明

了
YVR

的感染活化了
6O!'

细胞中
%

OI

信号通路

和
JGC

$

F

信号通路*

%

OI

干扰组和过表达组经
YVR

N 处理)

L

OI

%

L

I%%

%

X]TD!

%

08D

-

Y

和
XT68E

蛋白相对于
Vc

组

的表达变化规律与其
MT06

水平表现一致)这在蛋

白水平上表明
L

OI

蛋白的表达可协同
%

I%%

来负调

控
JGC

$

F

信号通路*

3=

第
#

期 王
!

媛)等#

%

OI

信号通路在
WXY

感染肺泡
(

型上皮细胞系
6O!'

中的免疫调控作用



表
I

!

YVR

感染
%

OI

基因过表达和干扰
6O!'

细胞后
%

OI

信号通路相关因子
MT06

的表达分析

X-S.4I

!

T4.-1:;44a

L

+455:),)/

%

OI

C

4,4);4+4a

L

+455:),-,A:,14+/4+4A3:12MT064a

L

+455:),)/

%

OI5:

C

,-.:,
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-123-

<

:,6O!'?4..5

基因

R4,4

对照组
Vc

YVR

N

YVR

^

%

OI

干扰组

%

OI:,14+/4+4,?4

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

%

OI

过表达组

%

OI);4+4a

L

+455:),

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

%

OI &=%%l%=%%%

&=IOl%=&##

$$

%=E"l%=&$$-6

&=#!l%=I%$SY

$$

I="%l%=$%OSY
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%

I%% &=%%l%=%%%

&=&#l%=%OE

$

%=OIl%=%#O-6
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$=#'l%=&'#S6

$$

I?HD! &=%%l%=%%%

O="#l%=IIO

$$
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$$

%="Il%=&$&SY
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$$

JGC

$

F &=%%l%=%%%

&='Ol%=%"!

$$

&=I&l%=%"&-6

$=OEl%=&&#SY

$$

%='Il%=%#$S

&=O'l%=&%"?V

$$

IH.GE &=%%l%=%%%

$=!Il%=&"

$$

$=O"l%=%EE-6

&='Ol%=&""SY

$$

%=!Ol%=%&%SY

$="!l%=&%%?V

$$

!!

注#

YVR

N

=YVR

未感染处理(

YVR

^

=YVR

感染处理*同一基因)数据后标不同小写字母表示与对照组
YVR

N处理差异显著!

D

#

%=%O

")标

不同大写字母表示与对照组
YVR

N处理差异极显著!

D

#

%=%&

"(数据后标/

$

0和/

$$

0分别表示与相应组的
YVR

N处理差异显著

!

D

#

%=%O

"或极显著!

D

#

%=%&

"*下表同*

0)14

#

YVR

N

=YVR*,:,/4?14A1+4-1M4,1

(

YVR

^

=YVR:,/4?14A1+4-1M4,1=F://4+4,1.)34+?-54-,A*

LL

4+?-54.4114+5:,A:?-1412-11245-M4

C

4,4:55:

C

,:/:?-,1.

<

!

D

#

%=%O

"

-,A4a1+4M4.

<

5:

C

,:/:?-,1.

<

!

D

#

%=%&

"

A://4+4,1/+)M124YVR*,:,/4?14A?),1+).

C

+)*

L

=

/

$

0

-,A

/

$$

0

:,A:?-145:

C

,:/:?-,1

!

D

#

%=%O

"

-,A4a1+4M4.

<

5:

C
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!

D

#
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"

S41344,YVR:,/4?1:),1+4-1M4,1-,AYVR*,D

:,/4?14A1+4-1M4,1/)+5-M4

C

4,4

)

+45

L

4?1:;4.

<

=X245-M4S4.)3=

表
!

!

YVR

感染
%

OI

基因过表达和干扰
6O!'

细胞后
%

OI

信号通路相关基因蛋白的相对表达分析

X-S.4!

!

T4.-1:;44a

L

+455:),)/

%

OI

C

4,4);4+4a

L

+455:),-,A:,14+/4+4,?43:12

%

OI5:

C

,-.:,

C

L

-123-

<

D+4.-14A

C

4,4

L

+)14:,5:,6O!'?4..5

蛋白

U+)14:,

对照组
Vc

YVR

N

YVR

^

%

OI

干扰组

%

OI:,14+/4+4,?4

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

%

OI

过表达组

%

OI);4+4a

L

+455:),

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

L

OI &=%%l%=%%%

&=&&l%=%%O

$

%="El%=%$%-6

&="%l%=%&&S6

$$

&=OOl%=%#$SY

$=!El%=%%&?Y

$$

L

I%% &=%%l%=%%%

E=$#l%=&EI

$$

%=!El%=%"#-6

&=$'l%=%%OSY

$$

&=E$l%=%$#SY

&=#'l%=%I$?V

$

X]TD! &=%%l%=%%%

&=!'l%=%!&

$$

&=I!l%=%$"-6

&=O"l%=%O'SY

$$

%=#%l%=%$"SY

&=I&l%=%I$?V

$$

08D

-

Y &=%%l%=%%%

&=IEl%=%I'

$$

&=&!l%=%$&-

&=!"l%=%O'SY

$$

%='Ol%=%IO

&=$'l%=%%I?V

$$

XT68E &=%%l%=%%%

O=##l%=%OE

$$

&="El%=%$%-6

E=&#l%=%%OSY

$$

%=I$l%=%!ISY

%=O!l%=%!$?V

$$

!!

%

OI

干扰组经
YVR

^处理)

L

OI

%

L

I%%

%

X]TD!

%

08D

-

Y

和
XT68E

蛋白相对于
Vc

组
YVR

N处理的

表达变化规律与其
MT06

水平表现一致*

%

OI

过

表达组
YVR

^处理)

L

OI

%

X]TD!

和
08D

-

Y

蛋白的表

达相对于
Vc

组
YVR

N均与其
MT06

表达变化规

律一致(

L

I%%

蛋白的表达变化规律与其
%

OI

基因过

表达组
MT06

一致)即感染后发生上调)但表达水

平显著低于
Vc

组
YVR

^处理(

XT68E

蛋白表达水

平与其
MT06

水平相反)但却证实了其与
%

OI

基因

的过表达成负相关)这符合
JGC

$

F

信号通路其他相

关信号的调控规律*经
YVR

^处理后)

L

OI

蛋白表

达量与
L

OI

和
L

I%%

蛋白水平呈正相关)与
JGC

$

F

信号通路的
X]TD!

%

08D

-

YD

L

EO

和
XT68E

蛋白表

达量呈负相关*这些试验结果在蛋白水平上进一步

证明了在
YVR

^下)

L

OI

可协同
%

I%%

的表达来负调

控
JGC

$

F

信号通路参与
6O!'

细胞的抗结核分枝

杆菌的感染*

$=!

!

YVR

感染模型
6O!'

细胞炎症细胞因子
MTD

06

的表达分析

炎症细胞因子的表达分泌是
6@V

(

抗
YVR

感

染的一个重要方面*

YVR

感染模型
6O!'

细胞后)

炎症细胞因子
MT06

的表达结果见表
O

*

表
O

!

YVR

感染
%

OI

基因过表达和干扰
6O!'

细胞后炎症细胞因子
MT06

的相对表达分析

X-S.4O

!

T4.-1:;44a

L

+455:),)/:,/.-MM-1)+

<

?

<

1)K:,4MT06:,YVRD:,/4?14A

%

OI

C

4,4

);4+4a

L

+455:,

C

-,A:,14+/4+4A3:126O!'?4..5

基因

R4,4

对照组
Vc

YVR

N

YVR

^

%

OI

干扰组

%

OI:,14+/4+4,?4

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

%

OI

过表达组

%

OI);4+4a

L

+455:),

C

+)*

L

YVR

N

YVR

^

IJGC

"

&=%%l%=%%%
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$$

$=E#l%=%E$6

O=IEl%=&"#Y

$$

%=#%l%=&&E-

!=%#l%=&!$V

$$

AGJC

!

&=%%l%=%%%

!=I$l%=&$!

$$

!=O"l%=&#'6

E=I'l%=$%!Y

$$

%=E'l%=%#$Y

!=!$l%=%"#V

$$

A?CE &=%%l%=%%%

O=I!l%=$I#

$$

I='"l%=&$!6

E=&El%=$I'Y

$$

%='"l%=%'!

#='$l%=IO!V

$$

A?C# &=%%l%=%%%

&="!l%=$%E

$$

$=O%l%=&%I6

!=!&l%=$%OY

$$

&=$'l%=&"'Y

O=EOl%=&%!V

$$

!!

由表
O

可知)

I

组
6O!'

细胞中)

%

OI

干扰组
YVR

N 处理的
IJGC

"

%

AGJC

!

%

A?CE

和
A?C#

基因
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MT06

表达水平与其对照组相比极显著上调(

%

OI

过表达组
MT06

表达水平与其对照组相比依次表

现为
IJGC

"

基因显著下调)

AGJC

!

基因极显著下

调)

A?CE

基因无显著差异)

A?C#

基因极显著上调*

YVR

^ 处理的
IJGC

"

%

AGJC

!

%

A?CE

和
A?C#

基因

MT06

表达水平极显著高于
YVR

N组)这表明
%

OI

基因通过负调控
IJGC

"

%

AGJC

!

%

A?CE

和
A?C#

的表

达来参与
6O!'

细胞抗
YVR

感染的免疫调控*

I

!

讨
!

论

6@V

(

可以通过分泌细胞因子和趋化因子来

募集其他免疫细胞!如单核细胞%淋巴细胞和多形核

细胞等")进而清除宿主机体内侵染的结核分枝杆

菌&

&#

'

*当
YVR

感染宿主时)会引起机体不同的信

号通路!如
%

OI

"被活化)进而激活不同的核内转录

因子来调节特异基因的表达)从而引发机体抗结核

免疫调控作用&

&%

)

&'

'

*随着研究的不断深入)人们发

现在机体免疫调控中)

%

OI

信号通路与
JGC

$

F

基因

之间存在某种/

?+)55D1-.K

0

&

$%

'

)但是它们如何在肺泡

上皮细胞抗结核分枝杆菌感染的免疫机制中发挥作

用尚不清楚*

%

OI

基因通过结合到靶基因特定的序列而激活

许多下游基因的转录来发挥其生物学功能(

%

I%%

基

因通过调节
L

OI

蛋白的泛素化作用和降解而控制

L

OI

蛋白的稳定性*

%

OI

基因也可被包含
%

OI

%

7!7$

和
%

I%%

$

*FD

的三元络合物降解&

E

)

$&D$$

'

*

%

OI

介导的靶基因转录亦需
%

I%%

辅助和局部组蛋

白乙酰化来影响基因的转录与凋亡&

$$D$I

'

*

JGC

$

F

基因是一类参与许多炎症和感染有关细胞过程中普

遍存在的转录因子&

$!

'

)其中
JGC

$

FC

%

EO

基因通过

诱导炎症反应中涉及的多个基因的表达而对机体的

免疫发挥至关重要的作用&

$O

'

*抑制
JGC

$

F

能够增

强巨噬细胞对
WXY

的清除作用&

&I

)

$E

'

*

I?HC!

基因

可通过识别
08D

-

Y

信号调节许多基因!如炎性细胞

因子和黏附分子"的表达来诱发机体免疫反应&

$"D$#

'

(

IH.GE

基因是
I?HC!

基因的上游信号)其被

I?HC!

基因激活后)启动细胞内信号转导来进一步

促进
JGC

$

F

基因活化)诱导靶基因转录表达多种细

胞因子)参与机体天然免疫应答&

$#DI%

'

*本试验结果

表明)

YVR

^处理后的
I

组
6O!'

细胞均能引起
%

OI

信号通路相关因子
L

OI

和
L

I%%

)以及
JGC

$

F

信号

通路的
08D

-

Y

%

X]TD!

%

XT68E

在
MT06

和蛋白水

平的表达变化*结果发现)在
6O!'

细胞抗
YVR

感

染中)

%

OI

基因协同
%

I%%

基因来负调控
JGC

$

F

的

表达)这一规律与前人的研究结论&

$!

)

I&

'相符(

I?HC!

和
IH.GE

基因也与
%

OI

基因存在负调控)这也与

前人的研究结果&

I$

'一致*由此可见)

6@V

(

细胞

识别结核分枝杆菌时依赖
%

OI

信号通路中的
%

OI

协同
%

I%%

基因)负调控
JGC

$

F

%

I?HC!

与
IH.GE

基因来共同协调控制*

YVR

感染
6@V

(

诱导多种炎症因子的分泌

!如
X08D

#

&

E

'

%

H80D

"

%

H]DE

和
H]D#

&

#

)

II

'等")激活先

天免疫细胞杀伤病原微生物)从而在抗结核感染免

疫中起重要作用&

$I

)

I$DIO

'

*在
YVR

^ 处理的
I

组

6O!'

细胞中)

%

OI

基因的表达量变化能促进或抑制

炎症细胞因子
X08D

#

%

H80D

"

%

H]DE

和
H]D#

的表达)

它们之间主要表现为负调控作用)以介导
6@V

(

的

抗结核免疫调控*
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