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摘  要: 为探讨鼠伤寒沙门菌与巨噬细胞共作用时细胞自噬对凋亡的影响, 用加入自噬诱导剂雷

帕霉素(Rapamycin, RAPA)和未加 RAPA 的 RPMI 1640 过夜培养小鼠腹腔巨噬细胞 J774A.1, 以携

带一分子量为 100 kb 毒力质粒的鼠伤寒沙门菌标准毒株 SR-11 为受试菌。首先测定 RAPA 对菌量

及细胞活性的影响, 然后建立细胞感染模型, 在细菌与细胞共作用后动态观察 24 h, 不同时间点

检测细胞超微结构变化、自噬泡的形成、Beclin-1 和 Bcl-2 的表达、细胞存活率和胞内活菌计数以

及细胞凋亡情况。结果显示, RAPA 单独作用于细菌或细胞时菌量及细胞活性均无变化; 而对细胞

感染模型而言, RAPA 作用与否细胞内的细菌数及细胞存活率均有显著改变, RAPA 可明显降低细

胞内活菌数及其所致的巨噬细胞凋亡率(P < 0.05); RAPA 干预组在细菌与细胞共作用早期, 部分

细菌可被双层膜包裹形成自噬泡, 细胞超微结构正常; Beclin-1 的表达量增加, 而 Bcl-2 的表达量

降低; 后期细胞破坏程度明显轻于未用 RAPA 组。以上结果提示, 通过调控细胞自噬水平以减轻

宿主细胞凋亡, 可作为防治某些感染性疾病的新途径。 
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Abstract: In the present study, the influence of autophagy on apoptosis of macrophage induced by 

Salmonella typhimurium was investigated. Murine macrophage-like cell line J774A.1 was cultivated 

with RPMI 1640 containing autophagy inducer rapamycin (RAPA) or not overnight, the standard Sal-

monella typhimurium virulent strain SR-11 was used as the test bacterium. First, the influence of RAPA 

on bacteria growth and J774A.1 cells survival were detected, then the incubation of J774A.1 and SR-11 

were dynamically tracked 24 h. Cell ultrastructure, the formation of autophagic vesicles, Beclin-1 and 
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Bcl-2 expression, cell survival rate, the number of intracellular viable bacteria and cell apoptosis were 

detected at different time. The results showed that RAPA didn’t affect bacteria growth and the survival 

of J774A.1 cells. However, in cellular infectious model, RAPA could significantly reduce the number of 

intracellular viable bacteria and the rate of macrophage apoptosis, thereby increasing cell survival (P < 

0.05). Some bacteria was wrapped in the autophagic vacuoles of J774A.1 cells during inchoate infec-

tious stage, and cellular ultrastructure was normal after RAPA treatment. Moreover, the expression of 

Beclin-1 was increased while the expression of Bcl-2 was declined, and cells damage were significantly 

lighter in the late stage. All these results suggested that the regulation of cellular autophagy to lower the 

level of host cells apoptosis may be used as new ways of the prevention and control for some infectious 

diseases. 

Keywords: Salmonella typhimurium, Macrophage, Autophagy, Apoptosis  

鼠伤寒沙门菌(Salmonella typhimurium)主要经

水和食物传播, 可引起食物中毒、胃肠炎等肠道传

染病, 人群对鼠伤寒沙门菌普遍易感, 其感染遍布

全世界。2009 年 1 月美国发生了“花生酱污染事件”, 

波及 43 个州, 致多人死亡, 最后在问题花生酱中确

证了致病的鼠伤寒沙门菌的存在。在我国该菌作为

一种常见的食品污染源所引起的感染发病率亦明显

增高。深入开展沙门菌发病机制的研究, 对预防感

染及控制其流行具有重要的意义。 

自噬是不同于凋亡的另一种程序性细胞死亡 , 

是当今国际研究的热点, 在我国自噬研究也正蓬勃

兴起, 但有关病原菌感染与细胞自噬的研究还鲜见

报道。自噬对胞内菌具有双重作用, 一方面是天然

免疫应答的重要组成部分, 宿主细胞通过自噬途径

可将入侵的病原体降解, 从而维持自身的稳定; 另

一方面某些胞内菌可以通过诱导细胞自噬而促进自

身的存活[12]。自噬这把“双刃剑”的分界线尚不明了, 

就感染性疾病而言, 推测可能与感染的时间、过程

和强度等因素有关。沙门菌作为兼性胞内菌, 在宿

主体内主要在单核吞噬细胞系统内生长繁殖并随之

迁移。已有文献报道致病性沙门菌可诱导巨噬细胞

(Macrophage, MΦ)凋亡, 新近研究发现细胞自噬参

与了鼠伤寒沙门菌感染的病理过程 [3], 但有关沙门

菌感染时自噬与凋亡之间的相互关系尚未见报道。

本研究通过使用自噬诱导剂雷帕霉素 (Rapamycin, 

RAPA)干预鼠伤寒沙门菌与巨噬细胞的相互作用 , 

探讨沙门菌感染时细胞自噬对凋亡的影响, 旨在为

感染性疾病的防治和新药靶位的发现提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料 
1.1.1  菌株及细胞株 : 鼠 伤 寒 沙 门 菌 标 准 毒 株

Salmonella typhimurium SR-11[4] (以下简称 SR-11)由

美国弗吉尼亚大学微生物学系许晓生教授惠赠, 小

鼠腹腔巨噬细胞株 MΦ J774A.1 由浙江大学医学院

严杰教授惠赠。 

1.1.2  主要试剂及仪器: RAPA、抗生素阿米卡星

(Amikacin, AMK)和单磺酰戊二胺 (Monodansylcad 

averine, MDC) (Sigma 公司), RPMI 1640 干粉(Gibco

公 司 ), 新 生 牛 血 清 (Hyclone 公 司 ), Beclin-1 和

Bcl-2 抗体抗体(Cell Signaling 公司), 细胞 DNA 含

量检测试剂盒(南京凯基公司), Eclipse TE2000-U

型倒置荧光显微镜(Nikon 公司), PowerPac Basic

电 泳 仪 (Bio-Rad 公 司 ), FC500 型 流 式 细 胞 仪

(Beckman-Coulter 公 司 ), H600 透 射 电 子 显 微 镜

(Hitachi 公司)。 

1.2  方法 

1.2.1  RAPA 对细菌及细胞活性影响的测定: 将

MΦ J774A.1 分别用含 25 mg/L RAPA 和不含 RAPA

的 RPMI 1640 过夜培养, 台盼蓝染色法计算活细胞

数, 检测 RAPA 对细胞活性的影响, 同时用 Giemsa

染色法观察 RAPA 作用后细胞形态的变化; 将鼠伤

寒沙门菌 SR-11 分别用含 25 mg/L RAPA 和不含

RAPA 的 LB 液体培养基培养 16 h 至对数生长期, 

OD600 测 定 菌 液 浓 度 , 并 做 平 板 菌 落 计 数 , 比 较

RAPA 作用与否菌量的变化。各组均设 3 个复孔, 且

重复 3 次以上。 

1.2.2  细胞分组和培养: 将 MΦ J774A.1 分为 3 组, 

即 SR-11 感染组, RAPA 干预的 SR-11 感染组和正常

细胞对照组。参照文献[5]和预实验结果, RAPA 干预

组在细菌细胞共作用前, 将细胞预先用含 25 mg/L 

RAPA 的 RPMI 1640 过夜处理。3 组细胞浓度调整

至 5 × 105 个/mL, 按 1 mL/孔加入 24 孔细胞培养
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板, 或将细胞浓度调整至 106 个/mL 加入细胞培养

瓶进行培养, 后者用于电镜及 Western blot 的检测。

细胞培养至对数生长期后, SR-11 感染组、RAPA 干

预的 SR-11 感染组加入细菌。 

1.2.3  细胞感染模型的制作: 参照文献[6], 按感染

复数 MOI 为 100∶1 将培养至对数生长期的 SR-11

加入细胞, 1500 r/min 离心 10 min, 继而在 5% CO2、

37°C 条件下共培养 1 h 后弃上清(此时即定为 0 点), 

加入含 100 mg/L AMK 的 RPMI 1640 作用 2 h 以去

除胞外菌, 然后将 AMK 浓度降为 10 mg/L, 以抑制

从感染细胞中释放至培养液中的细菌生长, 继续培

养 24 h, 分别在 0、2、4、8、12 和 24 h 收集细胞进

行检测。 

1.2.4  透射电镜制样: 将细胞用 2.5%戊二醛固定

2 h, 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液漂洗, 1%锇酸后固定

1 h, 梯度丙酮脱水, 环氧树脂包埋, 超薄切片机切

片, 醋酸铀、柠檬酸铅染色后 H600 透射电镜下观察

摄片。 

1.2.5  自噬泡(Autophagy vacuoles, AVs)的检测: 用

MDC 荧光染色法[7]。在细胞中加入含 MDC 50 μmol/L

的工作液, 5% CO2、37°C 孵育 10 min, 磷酸盐缓冲

液洗涤 2 次后, 倒置荧光显微镜下 UV 激发, 在激发

滤色片 365 nm、分光镜 395 nm、吸收滤色片 420 nm

条件下观察摄片。 

1.2.6  自噬蛋白 Beclin-1、抗自噬和抗凋亡蛋白

Bcl-2 的检测: 在细胞中加入裂解液后超声裂解细

胞, 12000 r/min 离心 10 min, 吸取上清后 BCA (Bi-

cinchoninic acid)法蛋白定量。取 45 μg 上样进行

10% SDS-PAGE 电泳后, 将蛋白转移至硝酸纤维素

膜(90 V 恒压 70 min); 5%脱脂奶粉室温封闭 1 h, 加

入鼠抗 β-actin (1∶5000 稀释)、鼠抗 Bcl-2 (1∶600

稀释)和兔抗 Beclin-1 (1∶500 稀释) 4°C 冰箱过夜; 

次日室温孵育 2 h, TBST 洗涤 3 次, 羊抗鼠 IgG-HRP 

(1∶5000 稀释), 羊抗兔 IgG-HRP (1∶5000 稀释) 室

温孵育 90 min, TBST 洗涤 3 次, 化学发光法显影, 

检测 Beclin-1 和 Bcl-2 蛋白的表达。 

1.2.7  细胞存活率和胞内活菌数的测定: 细胞与细

菌共作用后不同时间点, 用细胞刮收集细胞并与培

养液混匀后, 台盼蓝染色法计数活细胞, 取 3 个复

孔的平均值作为活细胞数, 细胞存活率=活细胞数/

细菌作用前细胞数; 同时将各时间点所收获的细胞

用 0.1%的 Triton X-100 作用 3 min, 破膜后通过系列

稀释法直接做平板菌落计数, 每份标本一式 3 份, 

用 2 个不同稀释度(每个稀释度用 2 个培养皿), 取其

平均值作为 J744A.1 细胞内的活菌数。 

1.2.8  细胞凋亡峰的检测 : 按照试剂盒说明书操

作。处于增殖周期中的细胞, 根据其所处不同周期, 

其 DNA 含量亦不相同。发生凋亡的细胞失去部分

DNA, 形成一个“亚 G1 峰” (Sub-G1 峰), 与荧光染料

PI 结合后用流式细胞仪(Flow cytometer, FCM)检测

其荧光强度, 可反映细胞凋亡程度。实验中各组细

胞的每个检测时间点均设 3 个复孔, 实验重复 3 次

以上。 

1.2.9  统计学处理: 用 SPSS 15.0 进行统计学处理, 

数据以率(%)表示, 组间差异比较采用 χ2 检验。 

2  结果 

2.1  25 mg/L RAPA 对细菌及细胞活性的影响 
本研究用台盼蓝染色法计数活细胞, 因正常细

胞排斥台盼蓝, 而死亡细胞的通透性增加,可被台盼

蓝 染 成 蓝 色 , 结 果 表 明 25 mg/L RAPA 作 用 后 , 

MΦJ774A.1 的 活 细 胞 数 与 未 用 RAPA 组 无 差 异 , 

Giemsa 染色法亦显示 RAPA 作用与否细胞形态无

明显变化(图 1)。细菌系列稀释法和 OD 值测定结果

表明 RAPA 对 SR-11 菌量无影响。 

2.2  透射电镜结果 
正常对照组巨噬细胞的细胞质, 空泡少, 细胞

核染色质分布均匀。巨噬细胞与细菌共作用后 4 h, 

细胞内可见大量增殖的细菌, RAPA 干预后可见部

分细菌被双层膜包裹形成自噬泡, 细胞内细菌少于

未加药物组; 细胞与细菌共作用后期可见染色质边

聚等凋亡改变, RAPA 作用后细胞病变减轻(图 2)。 

2.3  自噬泡的检测 
实验结果显示 , RAPA 干预的 SR-11 感染组

J774A.1 细胞浆内 2 h 和 4 h 有明显的表现为点状荧

光颗粒的自噬泡, 未用 RAPA 的 SR-11 感染组细胞

内荧光呈非特异性弥散分布, 细胞大小不一; 12 h

点状荧光颗粒减少, 24 h 荧光颗粒几乎消失, SR-11

感染组细胞结构松散, 状态差, 视野内可见到崩解

的细胞碎片, 而 RAPA 干预组多数细胞状态仍然较

好(图 3)。 

2.4  自噬蛋白 Beclin-1、抗自噬和抗凋亡蛋白

Bcl-2 的检测 
Western blot 结果显示 , 用 RAPA 干预后在
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SR-11 与 J774A.1 共作用的早期(0、2 和 4 h), Be-

clin-1 的表达量增加, 而 Bcl-2 的表达量低于未加

RAPA 组; 在细菌作用的后期(12 和 24 h), 两组细

胞自噬蛋白 Beclin-1 均较低(图 4)。 

 

 

图 1  25 mg/L RAPA 作用与否细胞 Giemsa 染色结果 
Fig. 1  Giemsa staining of J774A.1 with the treatment of 
RAPA 
Note: A: J774A.1 cells cultured by RPMI 1640 without RAPA;  
B: J774A.1 cells cultured by RPMI 1640 containing 25 mg/L 
RAPA. 

 

图 2  透射电镜观察细胞超微结构 

Fig. 2  Ultrastructure of J774A.1 cells observed by trans-
mission electron microscope 
Note: A: Normal J774A.1 cell; B: J774A.1 infected by SR-11 at 4 
h; C: J774A.1 infected by SR-11 with RAPA treatment at 4 h; D: 
J774A.1 infected by SR-11 at 24 h; E: J774A.1 infected by SR-11 

with RAPA treatment at 24 h.  Bacterium;  Auto-

phagy vacuole;  Chromatin margination. 

 

 

图 3  J774A.1 细胞 MDC 染色结果 
Fig. 3  The results of J774A.1 staining with MDC 

Note: A: Normal J774A.1 cell; B: J774A.1 infected by SR-11; C: J774A.1 infected by SR-11 with RAPA treatment. 
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图 4  Beclin-1 和 Bcl-2 蛋白 Western blot 结果 
Fig. 4  The results of Western blot of Beclin-1 and Bcl-2 
Note: A: J774A.1 infected by SR-11 with RAPA treatment; B: 
J774A.1 infected by SR-11. 

 

2.5  J774A.1 存活率和胞内活菌计数 
在 J774A.1 与细菌作用的各观测时间点, RAPA

干预与否细胞存活率从 4 h 起出现差异, RAPA 干预

组的巨噬细胞存活率高于未用 RAPA 组(P < 0.05) 

(图 5A); 细胞内活菌数的对数从 0 点起(加菌后 1 h)

即呈现为 RAPA 干预组低于未用 RAPA 组(P < 0.05) 

(图 5B)。 
 

 

 

图 5  RAPA 对细胞存活率和胞内活菌数的影响 
Fig. 5  The effect of RAPA on J774A.1 viability and the sur-
vival of SR-11 in J774A.1 

Note: The percentage of viable J774A.1 cells (A) and Log bacterial 
CFU per 105 J774A.1 cells (B) (y axis) and time after addition of 
amikacin (x axis) are indicated. 

2.6  细胞凋亡峰(sub-G1 峰)的检测 
结果显示 , 细菌与细胞共作用后巨噬细胞的

凋亡率随作用时间的延长而升高, 作用 24 h 后巨噬

细胞的凋亡率高达 62%, RAPA 干预后在细菌与细胞

共作用的后期(8 h 起)细胞凋亡率明显下降(P < 0.05) 

(图 6)。 

 

 

图 6  RAPA 对细胞凋亡的影响 
Fig. 6  The effect of RAPA on apoptosis of J774A.1 at dif-
ferent time 

 

3  讨论 

自噬是细胞维持稳态和对不良环境的一种防御

机制, 参与清除细胞废物、结构重建和生长分化等, 

同时自噬又参与多种疾病的病理过程, 无论是自噬

过度还是不足都可导致疾病发生。自噬和凋亡虽是

两种不同的程序性细胞死亡, 但两者的关系十分密

切[8]。自噬可以作为始因诱导凋亡, 抑制自噬会延缓

凋亡的发生; 自噬也可以拮抗凋亡, 抑制自噬会增

加细胞对凋亡信号的敏感性; 自噬和凋亡还可以相

互独立, 抑制任何一条信号途径都会导致细胞进入

另一种程序性细胞死亡。 

MΦ 在机体非特异性和特异性抗感染免疫中均

发挥重要作用, 前者表现为 MΦ 可直接吞噬和杀伤

病原体, 后者表现为作为抗原递呈细胞其参与抗原

的摄取、加工和处理过程, 并递呈给辅助性 T 细胞, 

激发细胞和体液免疫反应。已有报道证实致病性沙

门菌可通过诱导 MΦ 凋亡逃逸机体免疫系统的监测

并加快其感染的进程[9]。本研究中自噬诱导剂 RAPA

分别作用于细胞和细菌时, 对细胞活性和菌量均无

影响, 而应用细胞感染模型发现 RAPA 可明显降低

细胞内的活菌数和细菌所致的细胞凋亡率。在细菌
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与细胞共作用的早期, 部分细菌可被双层膜包裹形

成自噬泡, Beclin-1 的表达量增加, 细菌作用后期细

胞超微结构特别是细胞凋亡的变化明显轻于未用

RAPA 组, 以上实验结果说明通过调控细胞自噬程

度可导致细菌所诱导的细胞凋亡发生变化。沙门菌

属兼性胞内菌, 胞内感染的病原体须抵抗宿主强烈

的应答反应才能够在细胞内增殖。 

近年来越来越多的研究表明 , 自噬在抗胞内

细 菌 和 病 毒 感 染 中 发 挥 着 天 然 免 疫 应 答 的 作 用 : 

一方面自噬促进机体对胞内感染病原体的清除; 另

一方面, 胞内感染病原体通过某些机制逃避机体的

自噬 [1011], 如产单核细胞李斯特菌(Listeria mono-

cytogenes), 通过释放溶血素破坏自噬体的膜结构 , 

进入到细胞浆中进行繁殖。结核分枝杆菌通过干扰

自噬体与溶酶体的融合, 抑制自噬途径等。鼠伤寒

沙门菌标准毒株 SR-11 携带一分子量为 100 kb 的毒

力质粒, 该质粒上含有约 8 kb 的与细菌血清抗性、

粘附和定 居有关的高 度保守序列 ——spv (Salmo-

nella plasmid virulence genes)[12]。已知其 5 个 ORF 

(spvR、spvA-D)的 spvB 可编码 ADP 核糖基化酶, 诱

导巨噬细胞凋亡[13]。本实验中未用 RAPA 干预的

SR-11 感染组, 在早期用电镜及 MDC 染色法均未检

测到细胞有明显的自噬泡形成, 后期细胞内活菌数

及 细 胞 凋 亡 率 均 明 显 高 于 RAPA 干 预 组 , 说 明

SR-11 的毒力质粒不但可抵抗 MΦ 通过自噬途径对

细菌的清除, 而且可以抵抗细胞通过自噬清除细菌

所产生的促凋亡因子。用 RAPA 诱导自噬后, SR-11

及其毒性代谢产物会被转运到溶酶体中降解, 减轻

细菌对细胞所造成的损伤。 

Beclin-1 是自噬过程中一种重要的蛋白质, 是自

噬启动的标志, 也是自噬重要的正性调节因子[14]。

RAPA 干预组在早期 Beclin-1 的表达明显增多, 而

在后期两组细胞 Beclin-1 的表达均较低, 提示在感

染性疾病的发生过程中自噬只是一个早期事件。尤

其值得注意的是伴随着 Beclin-1 表达的增多, RAPA

干预后 Bcl-2 的表达却降低。Bcl-2 是一种抗凋亡蛋

白, 同时对自噬调控也有重要作用, 它可与 Beclin-1

相互作用并阻断 Beclin-1 所介导的细胞自噬及自噬

性死亡[15]。有学者认为 Bcl-2 抗自噬和抗凋亡活性

的表达与细胞所处环境以及自噬的程度有关。在细

胞处于恶劣环境的初期, Bcl-2 会快速发生磷酸化, 

使 Bcl-2/Beclin 1 复合物裂解, 激活 Beclin-1 所介导

的细胞自噬, 清除细胞内的不利因素; 而当自噬被

过度激活超过阈值不再利于细胞存活时, Bcl-2 的磷

酸化则将抑制其抗凋亡的活性[16], Bcl-2 在细胞凋亡

与自噬过程中发挥着重要的双重作用。 

自噬在抗感染免疫中的作用及其信号通路尚未

明了, 本研究显示宿主细胞自噬程度可导致凋亡变

化并影响感染进程, 下一步将继续深入探讨在感染

性疾病中自噬作用的分子机制及其与细胞凋亡相互

连接的信号通路, 有望通过调控细胞自噬和凋亡水

平改变机体免疫功能, 探索防治感染发生和发展的

新途径。 
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