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目的
!

探究巨噬细胞吞噬黑素化马尔尼菲青霉"

NL

#后的自噬水平变化!并探究雷帕霉素通过诱

导巨噬细胞自噬杀灭该菌的可行性%方法
!

采用含多巴培养基培养获得酵母相黑素化
NL

!蛋白质印记法检测

黑素化及常规
NL

刺激后
4.=/#

细胞
'

型微管相关蛋白
#

轻链
)

"

9O)

'

#的表达水平!并检测雷帕霉素预处理

后
4.=/#

细胞
9O)

'

的表达水平!继而采用免疫荧光法显示
9O)

'

与黑素化
NL

在细胞内的定位&通过菌培养

测算雷帕霉素的直接抗菌作用!并检测有无雷帕霉素预处理的
4.=/#

细胞对黑素化
NL

的杀菌效能%结果
!

4.=/#

细胞吞噬黑素化
NL

后自噬水平无明显变化"

!

%

"("6

#!而雷帕霉素处理后染菌的
4.=/#

细胞
9O)

'

表

达水平明显升高"

! "̀(""*

!

!

$

"("6

#!并且菌体与
9O)

蛋白呈共定位关系%雷帕霉素处理后
4.=/#

细胞与黑

素化
NL

共孵育
)<

"

! "̀("!+

#和
+<

"

! "̀("#1

#后菌存活率明显降低"

!

$

"("6

#!而相同条件下单纯的
4.=/

#

细胞或雷帕霉素无明显杀菌作用%结论
!

黑素化
NL

抑制巨噬细胞的自噬活化!雷帕霉素可通过诱导自噬提

高巨噬细胞对该菌的杀菌效能%
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马尔尼菲青霉#

N;.'>'HH'DG G=?.;BB;'

(

NL

$是一

种双相性机会致病真菌(在环境温度中以菌丝相生长

并通过分生孢子扩散(而在侵袭人或动物时的体温条

件下可呈酵母相存在于网状内皮
/

巨噬细胞系统内(通

过分泌色素及多种胞外酶抵抗宿主细胞的杀伤作用(

长期存在于巨噬细胞内并分裂增殖.

#/!

/

'在艾滋病患

者+器官移植及大量使用糖皮质激素等免疫力低下的

患者体内(

NL

可引发散播性感染.

)/1

/

'由于
NL

对氟

康唑等经验性抗真菌药物的治疗敏感度不佳+易于误

诊等原因该病的致死率较高.

6

/

'黑素是多种病原真

菌共有的毒力因子(通过抵抗巨噬细胞的吞噬功能和

活性氧杀伤作用提高致病性(因而黑素化
NL

侵袭力

更强+更易出现散播性感染(给马尔尼菲青霉病的治

疗造成更大困难'

细胞自噬作为保守的胞内成分降解机制(通过降

解废旧蛋白+衰老细胞器(以及参与固有免疫与适应

性免疫维持内环境稳态.

+

/

'近年来已发现巨噬细胞

的自噬活化在抵抗白假丝酵母+烟曲霉等常见侵袭性

致病真菌中扮演重要角色(然而自噬在
NL

感染中发

挥的作用未见报道.

$/0

/

'笔者前期预实验发现(巨噬

细胞吞噬
NL

后自噬水平升高受限(而黑素化
NL

显

著抑制了巨噬细胞的自噬活化'基于自噬的抗真菌

作用(本研究采用小鼠巨噬细胞系
4.=/#

细胞(探讨

通过经典的自噬诱导剂雷帕霉素激活巨噬细胞自噬

抵抗黑素化
NL

的可行性(从而为该病的治疗提供新

的思路'

!

!

材料与方法

!(!

!

材料
!

3NLR/#+1"

基础培养基+胎牛血清+胰蛋

白酶
/

乙二胺四乙酸#

2X:4

$细胞消化液购自美国

8

A

>H&.;

公司%兔源抗
9O)

多克隆抗体+兔抗小鼠
)/

磷酸甘油醛脱氢酶#

V4NX8

$单克隆抗体及辣根过氧

化物酶#

83N

$标记的山羊抗兔
R

E

V

购自美国
4I>=G

公司%

4H;b=THD&?100

标记的山羊抗兔
R

E

V

购自美国

R.@'C?&

E

;.

公司%雷帕霉素购自美国
5;HH;>̂

公司%左

旋多巴胺#

9/XYN4

$+天门冬酰胺购自美国
5'

E

G=/

4H%?'><

公司%脑心浸液#

M8R

$培养基购自美国
X'B>&

公司(马铃薯葡萄糖琼脂培养基#

NX4

$为自行配置'

4.=/#

细胞系与
NL

菌株由安徽理工大学医学院免疫

与检验教研室保存'

!("

!

方法

!("(!

!

黑素化酵母相
NL

悬液的制备
!

将冻存的

NL

以三点法接种于
NX4

培养基进行复苏(于
!6g

恒温培养箱中培养
$%

(再以相同方法转接
)

次纯化

菌种后(接种于
M8R

培养基斜面中
)$g

培养
$%

(传

代
)

次(挑取少量菌种进行乳酸酚棉兰染色(显微镜

下观察并计算酵母相细胞比例'酵母相细胞比例达

到
$"F

以上后(在培养
NL

菌的
M8R

培养基斜面中

加入
! G9

含
"(#F

吐 温
/!"

的 磷 酸 盐 缓 冲 液

#

NM5:

$(轻柔刮落菌落并涡旋
6G'.

(静置
#"G'.

后

吸取上清液获得悬液'配置含
#6"G9

"

9

胎牛血清的

3NLR/#+1"

完全培养基(含多巴
3NLR/#+1"

完全培

养基另加入
"(#

E

"

99/XYN4

+

#("

E

"

9

天门冬酰胺'

将部分
NL

悬液转接入含或不含多巴的完全培养基

中(于电热恒温培养箱中
)$g

+

!""?

"

G'.

避光震荡

培养
#"%

(分别获得黑素化或常规酵母相
NL

悬液'

菌液用
NM5

洗涤
)

次后以
3NLR/#+1"

完全培养基重

悬(调节菌液密度为
#i#"

$

OT[

"

G9

备用.

*

/

'

!("("

!

黑素化
NL

感染
4.=/#

细胞后
9O)

'

蛋白表

达水平的检测
!

以含
#"" G9

"

9

胎牛血清和
#"

G9

"

9

青霉素
/

链霉素的
3NLR/#+1"

完全培养基常规

培养
4.=/#

细胞'当倒置显微镜下观察
4.=/#

细胞

的汇合率为
06F

时(采用
!(6

E

"

9

胰蛋白酶
/2X:4

消化细胞(按
!i#"

6

>;HH-

"

>G

! 的密度在
+

孔细胞培养

板中接种
6

组细胞!雷帕霉素对照组#

4

组$+白假丝

酵母对照组#

M

组$+黑素化
NL

组#

O

组$+常规
NL

组

#

X

组$和空白对照组#

2

组$'细胞培养过夜后(

M

+

O

+

X

组分别按感染复数约为
0

加入相应菌液共孵育
)<

(

4

组以
6".G&H

"

9

雷帕霉素孵育
10<

(

2

组加入等体

积
3NLR/#+1"

完全培养基作为空白对照'孵育结束

后以预冷的
NM5

洗涤细胞(裂解细胞后以
V4NX8

蛋白作为内参(采用蛋白质免疫印记法#

];-C;?.

IH&C

$检测
9O)

'

蛋白表达水平'免疫杂交时使用兔

源抗
9O)

多克隆抗体#

#p#"""

$+

1g

条件下孵育过

夜(

NM5:

洗涤
)

次后加入
83N

标记的山羊抗兔
R

E

V

#

#p1"""

$(

)$g

孵育
#<

(电化学发光#

2O9

$法显色

曝光'上述实验重复
)

次用于结果分析.

#"

/

'

!("(#

!

雷帕霉素处理黑素化
NL

感染后
4.=/#

细胞

的自噬水平检测
!

将
4.=/#

细胞按
!i#"

6

>;HH-

"

>G

!

的密度在
+

孔细胞培养板中接种
1

组细胞!黑素化

NLh

雷帕霉素组#

4

组$+黑素化
NL

组#

M

组$+雷帕

霉素组#

O

组$+空白对照组#

X

组$'

4.=/#

细胞培养

过夜至贴壁后(

4

+

O

组加入雷帕霉素至
6".G&H

"

9

(

细胞培养箱中孵育
10<

(继而于
4

+

M

组中按感染复

数约为
0

分别加入黑素化
NL

悬液共孵育
)<

(

X

组

加入等体积
3NLR/#+1"

完全培养基作为空白对照'

孵育结束后(按
#(!(!

中
];-C;?.IH&C

的实验条件进

行
'

型微管相关蛋白
#

型轻链
)

#

9O)

'

$表达水平的

检测(实验重复
)

次并分析结果'

!("($

!

雷帕霉素处理后黑素化
NL

感染的
4.=/#

细

胞
9O)

蛋白定位的观察
!

将
4.=/#

细胞按
#i#"

6

>;HH-

"

>G

! 的密度在
!1

孔细胞培养板中接种
4

+

M

+

O

+

X

+

2

共
6

组细胞'待
4.=/#

细胞培养过夜至贴壁后(

4

组与
X

组细胞分别加入雷帕霉素至
6".G&H

"

9

并

于细胞培养箱中孵育
10<

(之后于
4

+

M

组中按感染

复数约为
0

分别加入黑素化
NL

悬液(

O

组细胞按相

同感染复数加入常规
NL

悬液孵育
)<

(

2

组加入等

体积
3NLR/#+1"

完全培养基作为空白对照'孵育结

束后以预冷的
NM5

洗去未被吞噬的菌体(采用
#"

E

"

9

16#!

重庆医学
!"#0

年
+

月第
1$

卷第
#+

期



多聚甲醛固定细胞
#"G'.

(

6G9

"

9:?'C&.Z/#""

透

膜
!"G'.

(正常山羊血清封闭
!"G'.

'免疫杂交时以

兔源抗
9O)

多克隆抗体#

#p!""

$于
)$g

湿盒中孵育

#<

(

NM5:

洗涤
)

次后采用
4H;b=THD&?100

标记的

山羊抗兔
R

E

V

#

#p6""

$于
)$g

湿盒中孵育
#<

'荧

光倒置显微镜观察并采集图像.

##

/

'

!("(F

!

雷帕霉素对黑素化
NL

直接杀灭效能的测

定
!

取部分
#(!(#

中以
3NLR/#+1"

完全培养基混悬+

菌液密度为
#i#"

$

OT[

"

G9

的黑素化
NL

悬液等分

为
)

组'其中两组加入雷帕霉素至
6".G&H

"

9

(并于

细胞培养箱中分别孵育
)

+

+<

%另一组加入等体积溶

剂作为空白对照'之后将
1

组菌液分别离心+弃上清

液(以无菌超纯水重悬并梯度稀释(接种于
NX4

培养

基中
)$g

培养
$%

并计数菌落(根据与对照组活菌数

相比计算菌存活率'

!("(G

!

不同时间段雷帕霉素处理对
4.=/#

细胞杀灭

黑素化
NL

效能影响的测定
!

4.=/#

细胞按
!i#"

6

>;HH-

"

>G

! 的密度在
+

孔细胞培养板中接种
+

组细胞(

培养过夜后其中
)

组分别加入
6".G&H

"

9

雷帕霉素

并孵育
10<

(继而在各组中均按感染复数约为
0

分别

加入黑素化
NL

悬液(

)$g

孵育
"

+

)

+

+<

时分别取出

#

组含或不含雷帕霉素的细胞(转移上清液'以无菌

超纯水充分裂解
4.=/#

细胞(将各组细胞裂解物与相

应上清液混匀(全部平铺于
NX4

培养基上
)$g

培养

$%

并计数菌落(计算各组
4.=/#

细胞对黑素化
NL

的杀菌效率'

!("(O

!

不同浓度雷帕霉素对
4.=/#

细胞杀灭黑素化

NL

效能影响的测定
!

4.=/#

细胞按
!i#"

6

>;HH-

"

>G

!

的密度在
+

孔细胞培养板中接种
6

组细胞(培养过夜

后其中
1

组分别加入
!6

+

6"

+

#""

及
!"".G&H

"

9

雷帕

霉素并孵育
10<

(继而在各组中均按感染复数约为
0

分别加入黑素化
NL

悬液(在
)$g

孵育
)<

后分别吸

取各组细胞的上清液'以无菌超纯水充分裂解细胞(

将各组细胞裂解物与相应上清液混匀(全部平铺于

NX4

培养基上
)$g

培养
$%

并计数菌落(计算各组

4.=/#

细胞对黑素化
NL

的杀菌效率'

!(#

!

统计学处理
!

采用
5N55#0("

统计软件进行统

计分析(计量资料以
RjI

表示(多组间比较采用方差

分析(以
!

$

"("6

为差异有统计学意义'

"

!

结
!!

果

"(!

!

黑素化
NL

抑制
4.=/#

细胞的自噬活化
!

];-C/

;?.IH&C

结果显示(白假丝酵母与雷帕霉素刺激
4.=/#

细胞后
9O)

'

的表达水平较空白对照组明显升高#均

!

$

"("#

$%而在相同感染复数的常规
NL

刺激下(

4.=/

#

细胞的
9O)

'

表达水平较白假丝酵母组明显降低#

!`

"("#0

$(并且黑素化
NL

组的
4.=/#

细胞
9O)

'

表达水

平明显低于常规
NL

组#

! "̀(""6

$(见图
#

'

"("

!

雷帕霉素处理后黑素化
NL

感染的
4.=/#

细胞

的自噬水平
!

无雷帕霉素预处理时
4.=/#

细胞吞噬

黑素化
NL

后
9O)

'

表达水平与空白对照组比较无

明显差异#

! "̀(!#0

$%而在雷帕霉素预处理后(吞噬

黑素化
NL

的
4.=/#

细胞
9O)

'

表达水平明显升高

#

!`"(""*

$(并且与雷帕霉素组比较无明显差异

#

! "̀(#$)

$(见图
!

'

!!

#

!雷帕霉素对照组%

!

!白假丝酵母对照组%

)

!黑素化
NL

组%

1

!常

规
NL

组%

6

!空白对照组

图
#

!!

黑素化
NL

抑制
4.=/#

细胞
9O)

'

蛋白的表达

!!

#

!黑素化
NLh

雷帕霉素组%

!

!黑素化
NL

组%

)

!雷帕霉素组%

1

!

空白对照组

图
!

!!

雷帕霉素处理后黑素化
NL

感染的

4.=/#

细胞
9O)

'

表达升高

"(#

!

雷帕霉素引发黑素化
NL

与
9O)

蛋白的共定

位
!

免疫荧光实验显示(空白对照组细胞绿色荧光均

匀分布于细胞质内(而单纯使用雷帕霉素处理后细胞

质内出现大量的较为细小的绿色荧光斑点'吞噬了

黑素化
NL

的
4.=/#

细胞
9O)

蛋白在细胞质内的分

布较为均匀(而雷帕霉素预处理后自噬体膜标记蛋白

9O)

聚集为明亮的绿色斑点(显示了自噬体的构建'

与此同时(绿色斑点与黑素化
NL

具有明确的共定位

关系(见图
)

'

"($

!

雷帕霉素通过诱导巨噬细胞自噬杀伤黑素化

NL

!

在
6".G&H

"

9

雷帕霉素+

)$g

共孵育
)<

或
+<

的条件下(黑素化
NL

与未经雷帕霉素处理组的菌存

活率比较(差异无统计学意义#

!

%

"("6

$(见图
14

'

而
4.=/#

细胞与黑素化
NL

共孵育
)<

#

!`"("!+

$

或
+<

#

! "̀("#1

$后(雷帕霉素处理组的菌存活率较

同时段无雷帕霉素处理组明显降低#

!

$

"("6

$'与此

同时(在与无雷帕霉素的
4.=/#

细胞共孵育
"

+

)

及
+

<

后(各组间黑素化
NL

的存活率明显变化#

!

%

"("6

$(见图
1M

'

"(F

!

雷帕霉素诱导巨噬细胞自噬杀伤黑素化
NL

的

剂量依赖性
!

为观察不同浓度雷帕霉素对
4.=/#

细

胞杀伤在黑素化
NL

效能的影响(采用
!6

+

6"

+

#""

及

!"".G&H

"

9

的雷帕霉素预处理
4.=/#

细胞孵育
10<

'

通过菌培养与菌落计数后发现(

6"

+

#""

及
!"".G&H

"

9

雷帕霉素处理组黑素化
NL

的存活率明显低于空

白对照组#

!

$

"("6

$(相邻浓度处理组之间黑素化

NL

的存活率相比(差异均有统计学意义#

!

$

"("6

$(
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并且黑素化
NL

的存活率随雷帕霉素浓度升高而降 低(见图
6

'

!!

#

!黑素化
NLh

雷帕霉素%

!

!黑素化
NL

组%

)

!常规
NL

组%

1

!雷帕霉素对照组%

6

!空白对照组%

MT

示明场(绿色荧光示
9O)

蛋白(

L;?

E

;

示明

场与绿色荧光的组合

图
)

!!

雷帕霉素引发黑素化
NL

与
9O)

蛋白的共定位

!!

4

!雷帕霉素对黑素化
NL

直接抗菌效能的检测%

M

!有无雷帕霉素

预处理的
4.=/#

细胞对黑素化
NL

抗菌效能的检测%

"

!

!

$

"("6

(与无

雷帕霉素处理组比较

图
1

!!

雷帕霉素通过诱导
4.=/#

细胞自噬杀伤黑素化
NL

!!

#

!空白对照组%

!

!

!6.G&H

"

9

雷帕霉素处理组%

)

!

6".G&H

"

9

雷帕

霉素处理组%

1

!

#"".G&H

"

9

雷帕霉素处理组%

6

!

!"".G&H

"

9

雷帕霉素

处理组!

"

!

!

$

"("6

(与空白对照组比较%

%

!

!

$

"("6

(与
!6.G&H

"

9

雷

帕霉素处理组比较%

#

!

!

$

"("6

(与
6".G&H

"

9

雷帕霉素处理组比

较%

!

!

!

$

"("6

(与
#"".G&H

"

9

雷帕霉素处理组比较

图
6

!!

雷帕霉素通过诱导
4.=/#

细胞自噬杀伤黑素化
NL

#

!

讨
!!

论

!!

近年来对细胞自噬机制愈加深入的研究揭示(自

噬在应对多种病原生物的感染中扮演了重要角色(但

目前对于自噬在抗真菌感染中机制的认识相对较少'

白假丝酵母及克柔假丝酵母在感染巨噬细胞时后者

的自噬水平显著升高(而阻断自噬体的构建则使巨噬

细胞对二者的杀菌效能明显降低.

#!/#)

/

'在本研究中(

笔者采用白假丝酵母菌作为阳性对照(首先观察了吞

噬常规及黑素化
NL

后巨噬细胞内自噬体标记蛋白

+6#!
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年
+

月第
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卷第
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期



9O)

'

的表达水平'结果发现(常规
NL

对巨噬细胞

系
4.=/#

细胞激活自噬的作用有限'有趣的是(吞噬

了黑素化
NL

的
4.=/#

细胞自噬水平较空白对照组

细胞无明显差异(推测黑素对
NL

感染应激下的自噬

激活具有抑制作用'笔者前期研究发现(烟曲霉感染

时还原型辅酶
'

#

P4XN8

$氧化酶#

P4XN8 &b'/

%=-;

(

PYZ

$通过产生活性氧簇#

?;=>C'@;&b

AE

;.-

K

;/

>';-

(

3Y5

$活化巨噬细胞自噬(而在
NL

的感染同样会

触发巨噬细胞的呼吸爆发.

#1

/

'已知的是(在线粒体衰

老泄露+多种病原体感染应激时
3Y5

均可作为引发自

噬体构建的上游调节分子.

#6

/

'根据黑素对
3Y5

的消

除作用(笔者推测
NL

可以通过分泌黑素干扰宿主细胞

的自噬功能(但
NL

的其他毒力因子是否具有抑制自噬

的作用有待进一步明确(后续笔者也将纯化
NL

产生的

黑素并探究黑素能否独立影响巨噬细胞自噬.

#+/#$

/

'

自噬作为古老的保守机制(多种病原体在与宿主

细胞自噬的长久斗争中进化出能逃逸甚至颠覆自噬

的防御作用(而通过调节自噬提高杀伤效能成为治疗

此类病原体感染的策略之一(据此笔者探究了自噬诱

导剂雷帕霉素在治疗
NL

感染中的价值'值得注意

的是(较高浓度的雷帕霉素可直接抑制多种致病真

菌'但由于雷帕霉素的免疫抑制作用和毒性(患者难

以耐受有效的药物浓度而限制其应用价值'因此(笔

者提出采用低浓度雷帕霉素通过激活自噬通路的策

略对黑素化
NL

发挥抗菌效能'接受器官移植+大剂

量糖皮质激素治疗等免疫抑制患者是散播性真菌感

染的主要好发人群'基于雷帕霉素的以上特性(该药

物对以上免疫抑制患者的抗真菌治疗可能具有特殊

优势'通过
];-C;?.IH&C

与免疫荧光实验(笔者发现

雷帕霉素能有效提高吞噬黑素化
NL

的
4.=/#

细胞

自噬水平(并且诱导的自噬体可包绕黑素化
NL

(为雷

帕霉素激活的巨噬细胞自噬可降解黑素化
NL

提供

了直接证据'

继而(笔者测定了雷帕霉素对黑素化
NL

的抗菌

效能'在本研究条件下(雷帕霉素对黑素化
NL

的生

存率无明显影响(并且
4.=/#

细胞与黑素化
NL

共孵

育
)

或
+<

后菌存活率也无明显变化(表明低浓度雷

帕霉素对黑素化
NL

无直接杀伤作用(并且
4.=/#

细

胞在
+<

以内也无抗菌作用'而以雷帕霉素预处理

后(与
4.=/#

细胞共孵育的黑素化
NL

存活率明显降

低(并且与雷帕霉素浓度存在明显的剂量依赖性'

综上所述(黑素化
NL

可抑制巨噬细胞的自噬活

化(而雷帕霉素可通过诱导自噬提高巨噬细胞对该菌

的杀菌效能'后续(笔者将通过散播性黑素化
NL

感

染的动物模型(进一步探究雷帕霉素在黑素化
NL

感

染的治疗价值与病理机制'
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