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摘　要:目的　探讨弓形虫感染对体外诱导的人外周血单核细胞(Humanacutemonocyticleukemiacellline,THPＧ１)极
化特点的影响.方法　用佛波酯(PMA)诱导 THPＧ１４８h使之由悬浮的单核细胞诱导为贴壁的巨噬细胞,体外选择不同时间

点感染弓形虫,用Diff染色分析弓形虫在细胞内的增殖情况.Westernblot检测极化相关蛋白,QＧPCR检测 mRNA的表达情

况.结果　成功诱导得到贴壁的巨噬细胞模型,感染弓形虫后,M１型巨噬细胞标志性蛋白iNOS及 M２型巨噬细胞标志型蛋

白 ArgＧ１３６h表达量与对照组差异明显(t＝１０．２３,P＜０．０５).QＧPCR的结果显示不同的处理组ILＧ１、ILＧ１２、iNOS和 TNFＧα
逐渐减少,而ILＧ１０、ArgＧ１呈逐渐增加,到３６h达到顶峰(t＝９．５８７,P＜０．０５).结论　弓形虫 RH 株感染 THPＧ１巨噬细胞后

可以在胞内生长增殖,THPＧ１细胞感染后向 M２型巨噬细胞方向极化.

关键词:THPＧ１;弓形虫感染;巨噬细胞极化

中图分类号:R３８２．５　　　文献标识码:A　　　文章编号:１００２－２６９４(２０１８)１０－０９０２－０６
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Abstract:ToexploretheeffectofthepolarizationofthemacrophagedifferentiatedfromTHPＧ１whichinfectedwithToxoＧ

plasmagondii,monocytes(THPＧ１)suspendedintheculturemediumwereinducedbyphorbolester(PMA)for４８htodifferＧ
entiateintoadherentmacrophages．InvitroexperimentatdifferentT．gondiiinfectiontimecourseandtheprotozoanproliferaＧ
tionratewasstudiedbyusingDiffstaining．WesternblotandQＧPCRwereusedtodetecttheexpressionlevelofpolarizationＧreＧ
latedproteinsandmRNA．TheproteinexpressionlevelofiNOSinM１macrophagewassignificantlylowerthanthatintheconＧ
trolgroup,andtheexpressionofM２proteinArgＧ１wasthehighestexpressedwiththehighestlevelat３６h．ResultsofQＧPCR
showedthatthemRNAexpressionofILＧ１,ILＧ１２,iNOSandTNFＧαindifferenttreatmentgroupsgraduallydecreased,butILＧ
１０andArgＧ１graduallyincreasedandpeakedat３６h(t＝９．５８７,P＜０．０５)．T．gondiicanproliferateinthemacrophagesdifferＧ
entiatedfromTHPＧ１cells．AfterT．gondiiinfection,itwillpolarizetowardsM２macrophages．
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　　弓形虫是一种专性的胞内寄生虫,能导致严重

弓形虫病,在世界的不同地理区域有大量的人口感

染弓形虫,在免疫抑制或者怀孕的妇女会产生严重

的后果,例如:流产、产后的畸形以及新生儿的死

亡[１Ｇ２].巨噬细胞是研究细胞吞噬、细胞免疫和分子

免疫学的重要细胞模型,当受到外界环境诸多病原

体刺激时表型和功能会发生变化,这种现象称为巨

噬细胞极化[３].巨噬细胞极化主要分为 M１型和
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M２型,M１型主要分泌促炎因子,M２型主要分泌抑

制炎症的因子[４Ｇ５].弓形虫作为一种严格的细胞内

寄生虫,可侵入所有的哺乳动物的有核细胞.巨噬

细胞是人体内重要的免疫细胞,RH 株弓形虫感染

后会引起巨噬细胞的免疫应答.巨噬细胞作为一种

免疫细胞应起到控制弓形虫感染与增殖的作用,但
是有文献已经报道弓形虫可感染大鼠的巨噬细胞并

且在内部增殖[６Ｇ７].弓形虫是否利用巨噬细胞极化

而实现感染与增殖很值得我们探究.
本研究拟使用人单核细胞系 THPＧ１经佛波酯

(PMA)诱导后分化为 M０型巨噬细胞,M０型巨噬

细胞表达的蛋白偏向 M１型巨噬细胞,这种巨噬细

胞模型在国内外已经应用普遍,因此运用 THPＧ１的

细胞模型来研究弓形虫对巨噬细胞的极化是可行

的[８Ｇ９].通过 Diff染色、Westernblot、QＧPCR 等方

法研究弓形虫感染 THPＧ１细胞后极化相关蛋白和

基因的表达情况.探究弓形虫 RH 株感染对 THPＧ
１巨噬细胞极化的影响.

１　材料与方法

１．１　 材料 　 弓形虫 RH 株为本实验室保存的;

THPＧ１单核细胞系购自中国科学院上海细胞生物

研究所;佛波酯(PMA)购自索莱宝公司;胎牛血清

购自BI公司;培养基１６４０购自 GIBCO 公司;TrＧ
izol购自ambion公司;反转录试剂盒购自 Thermo
公司;荧光定量PCR试剂购自 Roche公司;兔抗人

诱导型一氧化氮合酶(iNOS)抗体、兔抗人精氨酸

酶Ｇ１(ArginaseＧ１)抗体、HPR 标记 山 羊 抗 兔IgG
(IgGＧHRP)购自Proteintech公司.

１．２　方法

１．２．１　细胞培养　THPＧ１细胞复苏以后,３７ ℃、

５％CO２ 的培养箱培养,使用含有１０％胎牛血清的

１６４０培养基培养细胞,１∶３进行传代.

１．２．２　THPＧ１细胞的诱导　THPＧ１细胞接种于１０
cm 培养皿内,每皿细胞约４×１０６ 个.PMA的浓度

保持在１００ng/mL.３７℃、５％CO２ 培养箱培养４８h
诱导 THPＧ１细胞为贴壁的巨噬细胞.

１．２．３　弓形虫传代　弓形虫从液氮取出后于３７℃
水浴快速融化,取２５０μL注入小鼠腹腔内.当小鼠

出现蜷缩、背部毛发炸起、腹部膨胀后无痛断颈处死

小鼠.用酒精擦拭腹部皮肤,剪开长约１cm 的腹部

皮肤,吸取PBS注入小鼠腹腔内轻柔腹部使PBS混

匀,然后从中吸取１００μL注入健康小鼠腹腔内完成

第一次弓形虫的传代.传代３次后弓形虫毒力稳定

可用于后续实验.

１．２．４　THPＧ１细胞感染　弓形虫传到３代以后从

第四代开始可用于感染.无痛断颈处死发病小鼠,

７５％酒精擦拭腹部皮肤,眼科剪剪开长约１cm 的腹

部皮肤,注射PBS５mL,轻柔腹部,混匀后抽出含有

弓形虫的PBS.１０００r/min,离心５min,弃上清,
加１６４０冲悬混匀,计数.THPＧ１细胞与弓形虫１∶
１感染.未加弓形虫的作为对照组,感染弓形虫的

设１h、１２h、１８h、２４h、３６h组,用于后续实验.

１．２．５　细胞爬片与Diff染色　收集含有 THPＧ１细

胞悬液,８００r/min,离心５ min;弃上清,加２ mL
１６４０冲悬混匀,计数.细胞数为１×１０６/孔接种于

６孔板内 .每孔加１０μg/mL的 PMA２０μL,使浓

度保持在１００ng/mL.诱导４８h后感染弓形虫.
然后根据设的不同时间取出爬片,晾干,固定,Diff
染液 A液染３０s后PBS冲洗晾干,B液染１５s后

去离子水冲洗晾干.

１．２．６　LPS刺激 THPＧ１细胞　THPＧ１细胞接种于

１０cm 细胞培养皿内,每皿细胞约４×１０６ 个,THPＧ
１经PMA 刺激４８h分化为巨噬细胞,LPS浓度分

别为１０ng/mL、２０ng/mL、５０ng/mL、１００ng/mL、

２００ng/mL、１０００ng/mL刺激巨噬细胞２４h,收集

细胞,提 取 蛋 白.Westernblot法 检 测iNOS 和

ArgＧ１表达情况.

１．２．７　蛋白免疫印迹　Westernblot法检测 THPＧ
１细胞感染弓形虫后iNOS和 ArgＧ１蛋白的表达情

况 收集长在１０cm 皿内的对照组、１h、１２h、１８h、

２４h、３６h的细胞(种植、诱导,感染的方法同前),提
取总蛋白.采用 BCA 法检测蛋白的浓度.进行

１０％SDSＧPAGE电泳、转模、以及封闭,分别用兔抗

人iNOS和 ArgＧ１(１∶２０００)以及兔抗人βＧactin抗

体(１∶２０００)在４℃孵育过夜,二抗孵育(山羊抗兔

多克隆IgG抗体,工作液１∶５０００)２h,发光液显色

后,凝胶成像系统观察结果.

１．２．８　极化相关因子 mRNA 表达水平的检测　通

过Trizol法提取细胞的总 RNA,TaKaRa反转录试

剂盒合成cDNA,通过 SYBRGreen荧光定量 PCR
测定不同时间点细胞中iNOS、ArginaseＧ１等 mRＧ
NA 水平表达情况.以βＧactin作为内参基因,相对

定量使用的方法是２－ΔΔCt.所用引物见表１.
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表１　本研究中所用到的引物序列

Tab．１　Primersequencesusedinthisstudy

引物 序列(５′－３′) 长度/bp

ArginaseＧ１F CTGTGGGAAAAGCAAGCGAG １２０

ArginaseＧ１RCATGGCCAGAGATGCTTCCA

iNOSF AGCCCTTTACTTGACCTCCTAA １３６

iNOSR CAAGTTCCATCTTTCACCCAC

ILＧ１F CGAATCTCCGACCACCACTA １９２

ILＧ１R CACATAAGCCTCGTTATCCC

ILＧ１２F ACACCGTAAGTGTCTGGAAGG １６５

ILＧ１２R CATGCTAATGAGAAAGGGATTC

ILＧ１０F GCCAAGCCTTGTCTGAGATGATCC １４８

ILＧ１０R AATCGATGACAGCGCCGTAGC

TGFＧβF AGCAACAATTCCTGGCGATACCTC １０３

TGFＧβR TCAACCACTGCCGCACAACTC

TNFＧαF CCAATGGCGTGGAGCTGAGAG １４３

TNFＧαR GACGGCGATGCGGCTGATG

MIPＧ１F TGACCAGTGATGACACGGGA １３４

MIPＧ１R GCCCTGAGTCTCACCATTGC

βＧactinF TGACGTGGACATCCGCAAAG ２０５

βＧactinR CTGGAAGGACAGCGAGG

１．２．９　统计学分析　qＧPCR 数据采用均数±标准

差(x±s)表示,试验重复３次.用SPSS２２．０统计

软件进行统计学分析,两组数据均数比较采用t检

验,以P＜０．０５为差异有统计学意义.

２　结　果

２．１　弓形虫体外感染 THPＧ１巨噬细胞　采用 Diff
染色并在显微镜下观察弓形虫在细胞内的增殖情

况.THPＧ１细胞感染弓形虫以后,１h弓形虫已经

进入到细胞内,到１８h细胞内的弓形虫明显增值且

感染细胞的数量也增多.２４h感染细胞明显增多

且有少部分虫体已破细胞而出,３６h细胞基本被破

坏且虫体都破细胞而出,仅有少数有细胞形态的细

胞残存(图１).

２．２　极化相关因子蛋白表达水平的检测　PMA诱

导后感染弓形虫以并收集１h、１２h、１８h、２４h、３６h
蛋白.Westernblot检测蛋白的iNOS和 ArgＧ１蛋

白的表达情况,发现与对照组比较,随着时间的增加

iNOS逐渐减少,３６h表达量最低.ArgＧ１在对照

组、１h、１２h无表达,１８h有少量表达,３６hArgＧ１
表达量明显高于其他组,同时检测了不同浓度的

LPS对巨噬细胞iNOS和 ArgＧ１表达量的影响.结

果显示 ArgＧ１无表达,LPS浓度为１００ng/mL 时

iNOS的表达量最高(图２、图３).

(A为经PMA诱导后正常的巨噬细胞:B、C、D、E、F分别为感染弓形虫１h、１２h、１６h、２４h、３６h后的巨噬细胞.红色箭头

指示弓形虫)

图１　PMA诱导后在不同时间点感染弓形虫的情况(Diff染色×１０００)

Fig．１　ToxoplasmagondiiinfectionatdifferenttimepointsfollowingPMAinduction(Diffstaining×１０００)
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图２　PMA诱导组在不同感染时间点下蛋白的表达水平

Fig．２　ProteinexpressionlevelinPMAＧinducedgroupat
differenttimepointsofinfection

图３　不同浓度LPS对蛋白表达水平的影响

Fig．３　EffectofdifferentconcentrationsofLPSonprotein
expression

２．３　极化相关因子 mRNA 表达水平的检测　检测

不同时间点 M１极化标志因子ILＧ１、ILＧ１２、TNFＧα
和iNOS mRNA 以及 M２ 极化 标 志 因 子ILＧ１０、

TGFＧβ、MIPＧ１ 和 ArgＧ１ mRNA 的 相 对 表 达 量.

PMA诱导并感染后 M１极化相关因子随着时间的

与对照组相比逐渐降低,３６h表达量与对照组比较

降低最明显(t＝３．３１３,P＜０．０５).M２极化相关因

子ILＧ１０和 ArgＧ１的表达量逐渐增加,到３６h表达

量明显高于其他组(t＝９．５８７,P＜０．０５).qＧPCR和

WersternBlot的趋势一致(图４).

３　讨　论

根据弓形虫对小鼠的致病力,将其分为高致病

力(如Ⅰ型)和低致病力(Ⅱ型和Ⅲ型)虫株[１０],不同

虫株感染宿主后引起的免疫反应也会不同.研究表

明弓形虫巨噬细胞系,Ⅰ(RH 株、SH 株等)和Ⅲ型

主要通过释放棒状体激酶 ROP１６激活STAT６信

号通路,巨噬细胞向 M２方向极化,Ⅱ(ME４９、QH
株等)型主要通过释放致密颗粒抗原 GRA１５激活

NFＧκβ通路使巨噬细胞向 M１方向极化[１,１１].M１
型巨噬细胞会释放iNOS(一氧化氮合成酶),M２型

巨噬细胞则释放 ArgＧ１(精氨酸酶 Ⅰ).iNOS 和

ArgＧ１都可以利用精氨酸分别产生 NO 和尿素.

NO对弓形虫的生长具有杀伤抑制作用,而弓形虫

可以利用尿素产生多胺类物质为自身的增殖提供营

养.iNOS和 ArgＧ１分别作为 M１和 M２型巨噬细

胞的标志性蛋白.Zhao等人发现大鼠肺泡巨噬细

胞在感染弓形虫 RH 株后,高表达 ArgＧ１[１２].弓形

虫RH 株在感染小鼠骨髓源性巨噬细胞后发现蛋

白 ArgＧ１低表达,iNOS高表达[１３].
本实验用弓形虫 RH 株感染经人类 THPＧ１巨

噬细胞模型后发现,ArgＧ１的表达量在对照组和１h
和１２h时无表达,３６h表达量明显高于其他时间

点,而iNOS的表达量呈逐渐降低的趋势,３６h表达

量明 显 低 于 其 他 组.弓 形 虫 RH 株 通 过 分 泌

ROP１６调控宿主与巨噬细胞极化相关的信号通路

基因表达,使巨噬细胞向 M２方向极化,减少iNOS
的生成,降低NO对自身的抑制和杀伤作用,增加多

胺 类 物 质 的 生 成 为 弓 形 虫 增 殖 提 供 物 质 条 件.

THPＧ１体外感染弓形虫 RH 株,Diff染色的结果我

们发现弓形虫在１h和１２h细胞内的虫体数量较

少,２４h细胞内的虫体数量明显增多,３６h细胞大

多数被破坏,弓形虫破膜而出.
通过对相关 mRNA 表达量检测的结果发现

M１型巨噬细分泌的ILＧ１、ILＧ１２、TNFＧα等促炎因

子的表达量明显降低,M２型巨噬细胞分泌的ILＧ
１０、MIPＧ１等促炎因子表达量逐渐增加.弓形虫

RH 株感染后可以通过减少巨噬细胞ILＧ１、ILＧ１２、

TNFＧα等促炎因子的产生,降低炎症对弓形虫增殖

的抑制作用.ILＧ１２可刺激并且激活 T 细胞,促使

Th０细胞向 Th１细胞分化,Th１细胞可以增强吞噬

细胞介导的抗感染免疫,特别是胞内病原菌的感染.
弓形虫通过调控ILＧ１２基因的低表达,使ILＧ１２因

子生成减少以此降低宿主细胞对弓形虫的免疫杀伤

作用.ILＧ１０又称细胞因子生成抑制因子(CSIF),
已有研究表明ILＧ１０可以抑制 TNFＧα的生成从而

在抑制炎症的发生和免疫平衡方面发挥重要作

用[１４].M２型巨噬细胞分泌的 MIPＧ１作为参与组

织损伤修复的因子在弓形虫感染后表达量明显高于

对照组,表明弓形虫感染后会是巨噬细胞向 M２型

极化.有研究表明 TGFＧβ可以起到抑制胞内杀伤

弓形虫速殖子的作用[１５].TGFＧβ作为一种抑制炎

症发生和加强组织修复的因子,巨噬细胞感染弓形

虫以后发现１hmRNA的表达量高于对照组,在感

染早期弓形虫会促进 TGFＧβ的高表达.QＧPCR的

结果证明了弓形虫 RH 株感染巨噬细胞后会抑制

M１型相关因子 mRNA 的表达,促进 M２型相关因

子 mRNA 高 表 达.QＧPCR 检 测iNOS 和 ArgＧ１
mRNA的表达量和 WesternBlot结果一致.弓形

虫RH 株会导致巨噬细胞向 M２表型偏移.
在以往研究弓形虫调控巨噬细胞的极化中多采
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(∗:P＜０．０５与对照组比较,n＝３).

图４　PMA诱导后 M１型和 M２型相关因子 mRNA的表达水平

Fig．４　ExpressionlevelsofM１andM２ＧrelatedfactormRNAsafterPMAinduction

用大鼠或者小鼠的巨噬细胞系模型.本研究中采用

佛波酯诱导 THPＧ１细胞,并且成功获得了有悬浮细

胞分化为贴壁巨噬细胞的模型;采用 THPＧ１诱导成

巨噬细胞的模型对研究弓形虫 RH 株对人巨噬细

胞的极化调节具有重要意义;从弓形虫调控巨噬细

胞极化的角度为弓形虫病的防治提供一个前期研究

基础.
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