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摘要：磷脂酶 )（*+,-*+,./*0-1，23)）在感染和炎症反应中发挥重要作用，然而其在单核增生李斯特菌（简称李斯特
菌）侵染非洲绿猴肾细胞（415,）中是否被激活尚未见报道。对李斯特菌刺激下的 415,细胞内 23)的活性变化进行
了初步研究。以李斯特菌、佛波醇 267分别刺激正常细胞及高效表达 23)" 89&$:;功能缺陷蛋白腺病毒预感染的

415,细胞，研究 415,细胞内 23)活性变化。结果发现，与对照组相比（不给予刺激），在李斯特菌和佛波醇 267刺
激正常 415,细胞过程中，胞内 23)活性增强非常显著。<23)" 89&$:;蛋白的过度表达对 415,细胞的 23)基础活

性无影响，但对李斯特菌和 267诱导的 23)激活有明显抑制作用。这初步表明，在李斯特菌诱导的 415,细胞对其
吞噬过程中的确伴有 23)的激活，并且可能主要是 23)" 亚型被激活，但此吞噬过程中 23)的激活机制及激活后

23)的具体功能尚有待进一步研究。
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单核增生李斯特菌（ <,:&"%,$ ’)()-1&)0"(":）是一
种人畜共患食物传播性病原菌。作为兼性胞内寄

生菌，李斯特菌可内化侵入非吞噬细胞从而躲避宿

主免疫攻击，穿越组织屏障，引起胃肠、中枢神经系

统炎症及新生儿感染，其中新生儿患者病情一般极

为严重，病死率可高达 $%\。研究表明，李斯特菌
对非吞噬细胞的内化侵入过程是细胞膜受体介导

的一系列信号转导途径调控的肌动蛋白骨架重排

过程［!］。磷脂酶 )（*+,-*+,./*0-1 )）的激活作为胞内
蛋白信号转导的重要效应体系，在一系列生理反应

中起重要调控作用，如肌动蛋白的骨架重排，细胞

分裂、分泌，免疫及炎症反应等［"］。但其是否在李斯

特菌感染非吞噬细胞过程中被激活尚不清楚。对

这一问题的深入研究将有助于揭示 23)在李斯特
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菌诱导的非吞噬细胞肌动蛋白骨架重排中的重要

生理作用，对探讨 !"#激活对感染发生的调控作用
及透彻理解细菌感染宿主细胞的分子机制具有重

要意义；同时，也为利用 !"#这一药物靶点而探索
新一代抗菌药物提供一定的理论基础。

! 材料和方法

!"! 材料
!"!"! 菌株和细胞：单核增生李斯特菌和非洲绿猴
肾（$%&’）细胞均为军事医学科学院五所惠赠。李斯
特菌接种于专用增菌肉汤培养基中，振荡培养至指

数生长期，!"())约为 )*+。,)))&-./0，离心 1./0，用

!23洗涤 4 次，然后再用 !23 重悬。非洲绿猴肾
（$%&’）细胞于 #565-784 培养基中（!9:*,，8);
7<3，青链霉素各 8))=-."），>:?，1;<@4 条件下培

养。

!"!"# 主要试剂：#565-784 细胞培养基（A/BC’公
司），新生胎牛血清（北京元亨圣马生物技术研究

所），李斯特菌增菌肉汤培养基（北京陆桥公司），佛

波醇 !5D 和磷脂酸 !D（3/E.F 公司），磷脂酰乙醇
!GH6G’9（DIF0G/公司），［J，8) K >9］油酸（!%&L/06M.%&
"/N% 3C/%0C%O），其余化学试剂均为国产分析纯。
!"# 表达 $%&蛋白的重组腺病毒感染 ’()*细胞
将 $%&’细胞以 1 P 8)1 -皿接种于 >1..培养皿，

待细胞单层生长至 +);，用无血清的 #565-784培
养基饥饿 8Q，加入不含双抗含 8);胎牛血清的
#565-784培养基，取高效表达 !"#4 功能缺陷蛋白

的重组腺病毒感染 $%&’细胞，>(Q后荧光显微镜下
观察绿色荧光的表达，并拍照。,+Q后传代 8次，用
于放射性标记测 !"#活性。
!"+ &,-活性的测定［+］

将 $%&’细胞传代至 ()..培养皿中，>:?，1;
<@4 条件下孵育 4,Q后，加入放射性［J，8) K >9］油

酸（4!</-."）孵育过夜以标记细胞内磷脂类化合物。
细胞用 9233洗涤两次后，收集于 1)."离心管中并
重悬细胞。!"#活性测定体系包括经缓冲液平衡的
细胞悬液、乙醇和相应的刺激因子（李斯特菌与细

胞的比为 8))：8，!5D的终浓度为 )*8!.’M-"，空白
组用 9233取代）。放射性［J，8) K >9］油酸标记的
总磷脂类化合物和 !"#酶催化的特异产物磷脂酰
乙醇，经甲醇、氯仿及水抽提后，上有机薄层层析分

离。用放射性液闪仪测定分离的各部分产物放射

性强度。其中，!"#活性指标为磷脂酰乙醇的形成
率，表示为其占放射性标记的磷脂类化合物总量的

百分比。

# 结果

#"! 荧光显微镜观察 &,-# 在 ’()*细胞中的表达
利用高效表达 !"#4 功能缺陷蛋白的重组腺病

毒感染 $%&’细胞单层，>(Q后荧光显微镜下观察，可
见大量表达 A7! 蛋白发绿色荧光的 $%&’ 细胞（图
8）。

图 8 .!"#4 RS:1+T重组腺病毒颗粒感染 $%&’细胞

D空白对照组；2 高效表达 !"#4 功能缺陷蛋白的

重组腺病毒感染组

#"# 李斯特菌刺激 ’()*细胞后 &,-活性变化
分别以李斯特菌、佛波醇 !5D刺激 $%&’细胞，

放射性［J，8) K >9］油酸标记后对细胞内的 !"#活
性进行测定比较，发现在李斯特菌刺激正常 $%&’细
胞过程中，胞内 !"# 活性升高约一倍，而佛波醇
!5D刺激诱导的正常 $%&’细胞 !"#活性增强更为
显著，约 ,倍左右。（图 4，C’0G&’M组）。
#"+ &,-# 功能缺陷型重组腺病毒对李斯特菌诱导

&,-活性变化的影响
用表达 !"#4 功能缺陷蛋白的 .!"#4RS:1+T重

组腺病毒感染 $%&’ 细胞，,+Q 后传代一次，分空白
组，李斯特菌及佛波醇 !5D刺激组，同时设正常细
胞为对照。图 4显示，.!"#4RS:1+T蛋白的过度表
达对 $%&’细胞的 !"#基础活性（无李斯特菌刺激）
无影响，但对李斯特菌诱导的 !"#激活有明显抑制
作用，约降低 1);；同样 !5D刺激的 !"#的激活也
受 !"#4RS:1+T的显著影响（见图 4）。

+ 讨论

哺乳动物细胞中，有两种 !"#蛋白亚型，!"#8

和 !"#4。它们可被多种胞外信号通过受体酪氨酸
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图 ! "#$%! &’()*+重组腺病毒感染对 ,-./细胞 #$%活

性变化的影响

激酶、异聚 0蛋白受体激活。#$%的活性变化与细
胞肌动蛋白骨架重排密切相关，其参与了炎症相关

的细胞脱颗粒，花生四稀酸等重要炎症因子的产生

和释放并与免疫细胞对病原体的免疫吞噬相关［1］。

研究表明，#$%参与调节 23!+及 4+5 介导的免疫
吞噬细胞对病原体的吞噬［)］。0/6789:-也发现，李斯
特菌可通过其表面蛋白&李斯特菌素诱导巨噬细胞
内 #$%激活。该激活过程蕴含相当复杂的信号转
导，蛋白激酶 4和胞浆钙浓度变化均参与其中，并
且 #$%激活似乎是李斯特菌从吞噬小体中的逃逸
的必要条件［;］。然而，#$%是否也参与了病原体对
非吞噬细胞的内化侵入国内外却尚未见报道。

本试验以李斯特菌刺激非洲绿猴肾 ,-./细胞，
建立细菌侵入非吞噬细胞的研究模型，测定李斯特

菌感染对细胞内 #$%活性的影响。结果发现，李斯
特菌和 #<=刺激后 ,-./细胞内 #$%活性均明显高
于无刺激组，这一现象说明，李斯特菌在侵入非吞

噬细胞中可能伴随有 #$%的激活，并且 ,-./细胞中

可能存在 #<=诱导的蛋白激酶 4相关的 #$%激活
经典途径。

此外，我们还发现含 02#的 "#$%! 功能缺陷型

重组腺病毒感染 5;>后，荧光显微镜下可监测到大
量发绿色荧光蛋白的 ,-./ 细胞，感染率达 *?@以
上；并且 #$%! 功能缺陷蛋白 "#$%!&’()*+ 蛋白的
过度表达对李斯特菌和 #<= 诱导的 ,-./ 细胞内
#$%的激活均有明显抑制作用。这表明李斯特菌刺
激的 ,-./细胞 #$%激活可能与 #$%! 有关。这一结

果恰恰与 #$%! 的激活多由酪氨酸蛋白激酶及其胞

内蛋白激酶介导的研究假设相符［(］。

由此可见，在李斯特菌侵入非吞噬细胞过程中

确实伴有 #$%的激活。A9-.:-等证实［*］，李斯特菌
诱导的 ,-./细胞对其吞噬作用受肌动蛋白丝解聚
蛋白 4/8969: 的磷酸化状态的严格调控，而德国
BCD/EF研究组发现磷酸化的 3/8969: 可与 #$%G 结合

（胞内或胞外）并刺激 #$%活性增高［H］。因此，李斯
特菌在感染 ,-./细胞过程中 #$%的活性变化规律
和具体激活机制，以及是否同时造成肌动蛋白骨架

重排并影响李斯特菌对 ,-./细胞的侵染效率等一
系列问题尚需我们做进一步的研究。
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