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牛磺熊去氧胆酸通过抑制内质网应激诱导的凋亡促进类鼻疽菌的清除
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亚市人民医院（四川大学华西三亚医院）呼吸内科１；４０００３８重庆，陆军军医大学（第三军医大学）：药学与检验医学系临床
微生物与免疫学教研室２，创伤与化学中毒全国重点实验室４；４３００７０武汉，解放军中部战区总医院呼吸与危重症医学科３

　　［摘要］　目的　拟通过类鼻疽菌感染 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞模型，探讨牛磺熊去氧胆酸
（ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ）促进类鼻疽菌胞内清除的作用机制。方法　类鼻疽菌感染
ＲＡＷ２６４．７细胞后８ｈ，设置未感染组和类鼻疽菌感染组，在不同浓度ＴＵＤＣＡ处理条件下，采用流式细
胞仪检测类鼻疽菌诱导细胞凋亡的情况；同时使用另外一种内质网应激抑制剂４ＰＢＡ，通过ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ双染法和ＭＴＴ细胞增殖实验分别检测类鼻疽菌感染对宿主细胞凋亡和增殖的影响；进一步使用
ｓｉＲＮＡ干扰内质网应激关键基因ＣＨＯＰ，设置ｓｉＣ对照组和ｓｉＣＨＯＰ干扰组，通过Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和流式细
胞仪检测类鼻疽菌感染后Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ１２等细胞凋亡相关蛋白的表达水平及细胞凋亡情况；通过
细菌胞内生存实验分析ＴＵＤＣＡ通过抑制内质网应激减少其诱导的细胞凋亡、增强巨噬细胞对类鼻疽
菌胞内清除作用的机制。结果　在不同浓度ＴＵＤＣＡ处理下，１００μｍｏｌ／Ｌ或２００μｍｏｌ／ＬＴＵＤＣＡ可明显
减少类鼻疽菌感染诱导的 ＲＡＷ２６４．７细胞凋亡数量（Ｐ＜０．０５）。分别使用两种内质网应激抑制剂
ＴＵＤＣＡ和４ＰＢＡ均可降低类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）。在 ｓｉＣ对照组，相较于未感染时
类鼻疽菌感染后Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ１２表达明显增加。在ｓｉＣＨＯＰ干扰组，细胞凋亡相关蛋白的表达
显著低于ｓｉＣ对照组，ＴＵＤＣＡ处理后细胞凋亡相关蛋白表达水平与未加ＴＵＤＣＡ药物相比无明显差异。
流式细胞仪检测结果也显示，ＴＵＤＣＡ能够减少类鼻疽菌感染后诱导的细胞凋亡（Ｐ＜０．０５），但在
ｓｉＣＨＯＰ干扰组中，ＴＵＤＣＡ对类鼻疽菌感染诱导的凋亡无明显改变。细菌胞内生存计数结果显示，在
ｓｉＣ对照组加入ＴＵＤＣＡ能够增加宿主细胞对类鼻疽菌的清除（Ｐ＜０．０５），而在ｓｉＣＨＯＰ干扰组中ＴＵＤＣＡ
的处理对类鼻疽菌胞内增殖无明显影响。结论　在类鼻疽菌感染ＲＡＷ２６４．７细胞模型中，ＴＵＤＣＡ能够
通过抑制巨噬细胞内质网应激诱导的凋亡，促进巨噬细胞对类鼻疽菌的胞内清除。
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　　类鼻疽伯克霍尔德菌（Ｂｕｒｋｈｏｌｄｅｒｉａｐｓｅｕｄｏｍａｌｌｅｉ，简
称类鼻疽菌）是高致死性热带传染病类鼻疽（ｍｅｌｉｏｉｄｏｓｉｓ）
的病原菌，随着全球气候的变化、交通的便利、经贸文

化交流的频繁，其人群感染发生率逐年增高，估计目前

全球年发病数 １６５０００例，年病死 ８９０００例［１－２］。类

鼻疽菌感染可累及身体几乎所有器官和组织，导致急

性败血症比例约占 ６０％，病死率超 ３０％，慢性感染病
程可迁延数年甚至数十年［３］。同时，鉴于类鼻疽菌的

高耐药性和无疫苗使用，ＷＨＯ将其列为 Ｂ类生物战
剂，美国疾病控制与预防中心（ＣＤＣ）将其归为Ⅰ类病
原体［４］，加强类鼻疽菌感染防控与临床诊治新策略的

研究迫在眉睫［５］。

　　内质网是真核细胞合成蛋白质、脂质和贮存钙离
子的主要细胞器。当细胞内出现内质网腔内错误折

叠、未折叠蛋白聚集或钙离子平衡紊乱等状况时，细胞

会通过调节内质网功能维持其内环境稳态，从而触发

内质网应激（ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ，ＥＲＳ）［６］。
牛磺熊去氧胆酸（ｔａｕｒｏｕｒｓｏｄｅｏｘｙｃｈｏｌｉｃａｃｉｄ，ＴＵＤＣＡ）是
熊胆汁的有效成分，由牛磺酸与熊去氧胆酸在肝脏内

缩合而成，目前美国 ＦＤＡ已批准 ＴＵＤＣＡ用于临床治
疗胆囊胆固醇结石、胆管炎、肝硬化等肝脏相关疾病。

除此以外，ＴＵＤＣＡ还被报道对流感病毒、心血管疾病、

骨关节炎、肾病等疾病具有改善作用［７－９］。最近有研

究表明，ＴＵＤＣＡ还可通过抑制 ＥＲＳ，有效保护肝细胞
和恢复葡萄糖稳态，在肥胖、胰岛素抵抗和糖尿病的发

病机制中发挥关键作用［１０］。本研究以类鼻疽菌感染

ＲＡＷ２６４．７细胞为模型，研究 ＴＵＤＣＡ通过调节巨噬细
胞ＥＲＳ诱导的凋亡，促进类鼻疽菌胞内清除的作用及
机制，为探索新的类鼻疽有效治疗方案提供理论指导。

１　材料与方法

１．１　菌株、细胞及主要试剂
　　类鼻疽菌 ＢＰＣ００６由本实验室鉴定并保存；
ＲＡＷ２６４．７细胞保存于本室；胎牛血清、ＤＭＥＭ培养
基、ＨＥＰＥＳ培养基、ＯｐｔｉＭＥＭＴＭ培养基购买自 Ｇｉｂｃｏ
公司；ＰｌａｔｉｎｕｍＴＭ ＳＹＢＲＴＭ ＧｒｅｅｎｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘＵＤＧ、
ＲＮａｓｅＺａｐＴＭ ＲＮａｓｅ 去 污 溶 液、ＴＲＩｚｏｌＴＭ 试 剂、

ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ、ＳｕｐｅｒＳｉｇｎａｌＴＭ

ＷｅｓｔＰｉｃｏＰＬＵＳ化学发光底物、ＳｉｌｅｎｃｅｒｓｉＲＮＡ、
ＰｉｅｒｃｅＴＭＢＣＡ蛋白检测试剂盒购买自ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ公
司；逆转录试剂盒 ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴｒｅａｇｅｎｔＫｉｔｗｉｔｈ
ｇＤＮＡＥｒａｓｅｒ购买自 ＴａＫａＲａ公司；βａｃｔｉｎ、ＣＨＯＰ、
Ｃａｓｐａｓｅ３、Ｃａｓｐａｓｅ１２等蛋白抗体购买自 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司；ＰＶＤＦ膜、ＣｅｌｌＣｏｕｎｔｉｎｇＳｌｉｄｅｓ购买自 ＢＩＯＲＡＤ公
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司；ＴＵＤＣＡ购买自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；４ＰＢＡ购买自 Ｓｉｇｍａ
公司；ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔ购买自
ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司；ＭＴＴ细胞增殖及细胞毒性检测试
剂盒购买自Ｂｅｙｏｔｉｍｅ公司。
１．２　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法及流式细胞术检测细胞凋亡
　　设置未感染组、ＴＵＤＣＡ（０、２０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ）处
理条件下的类鼻疽菌感染组。感染前各孔加入相应工

作浓度的ＴＵＤＣＡ预处理ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ。挑取已
验证的ＢＰＣ００６单克隆菌落于ＬＢ培养基中，２００ｒ／ｍｉｎ
摇床培养过夜。次日，加入 ＢＰＣ００６菌液（感染复数
ＭＯＩ＝１０）共孵育 １ｈ，弃去培养基，加入 ＰＢＳ清洗
３次，再加入含２５０μｇ／ｍＬ卡那霉素和相应工作浓度
ＴＵＤＣＡ的ＤＭＥＭ完全培养基，继续培养至８ｈ后，加
入８００μＬ０．２５％胰酶消化后收集细胞，ＰＢＳ洗细胞
２次；加入１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ重悬细胞，调节细胞浓度
为１×１０６个／ｍＬ，取１００μＬ细胞悬液至１．５ｍＬＥＰ管
中，每管避光加入 ＦＩＴＣＡｎｎｅｘｉｎＶ和 ＰｒｏｐｉｄｉｕｍＩｏｄｉｄｅ
各５μＬ，混匀后室温孵育１５ｍｉｎ；各管中加入４００μＬ
的１×ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，避光混匀后使用 ＢＤｃｙｔｏｆｌｅｘ流式
细胞仪测定结果。

　　设置未感染组和类鼻疽菌感染组，分别在 ＰＢＳ、
ＴＵＤＣＡ和４ＰＢＡ的处理条件下进行实验。感染前根
据分组分别加入 ＰＢＳ或 １００μｍｏｌ／Ｌ的 ＴＵＤＣＡ或
２５０μｍｏｌ／Ｌ的４ＰＢＡ预处理 ＲＡＷ２６４．７细胞 ２４ｈ。
感染及收样方法同上。

　　设置 ｓｉＣ对照组和 ｓｉＣＨＯＰ干扰组，在 ＰＢＳ或
ＴＵＤＣＡ处 理 条 件 下 进 行 实 验。根 据 分 组 使 用
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ将ｓｉＲＮＡ转染
入ＲＡＷ２６４．７细胞中，转染过夜后，加入 １００μｍｏｌ／Ｌ
ＴＵＤＣＡ处理ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ，感染及收样方法同上。
１．３　ＭＴＴ检测细胞增殖
　　ＲＡＷ２６４．７细胞铺板至９６孔板，使用１００μｍｏｌ／Ｌ
的ＴＵＤＣＡ或２５０μｍｏｌ／Ｌ的４ＰＢＡ预处理２４ｈ，设置
感染组和非感染组，感染方式同上。弃培养基，使用

ＰＢＳ洗细胞２次，每孔加入１０μＬＭＴＴ溶液，混匀后将
９６孔板置于细胞培养箱中孵育 ４ｈ。弃去上清，每孔
加入１００μＬＦｏｒｍａｚａｎ溶解液，置于摇床上低俗震荡
１０ｍｉｎ至Ｆｏｒｍａｚａｎ结晶全部溶解，使用酶标仪于４９０ｎｍ
波长处检测各孔光密度值，以反映细胞增殖情况。

１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验
　　设置 ｓｉＣ对照组和 ｓｉＣＨＯＰ干扰组，提取各组
ＲＡＷ２６４．７细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度，加入
５×ＳＤＳ上样ｂｕｆｆｅｒ并调节蛋白浓度一致后加入金属浴
加热变性，保存于－２０℃。取 ２０μｇ总蛋白样品上样
进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，半干转法将胶上的蛋白转移至

ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温封闭２ｈ，加入一抗４℃孵
育过夜，ＴＢＳＴ洗膜３次，加入二抗室温孵育２ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜３次，使用ＢｉｏＲａｄ化学发光分子成像仪采集结果。
　　分别在未感染、类鼻疽菌感染、类鼻疽菌感染加
ＴＵＤＣＡ处理条件下进行实验。根据分组使用
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ将 ｓｉＲＮＡ转
染入ＲＡＷ２６４．７细胞中，转染１２ｈ后，加入１００μｍｏｌ／Ｌ
ＴＵＤＣＡ处理ＲＡＷ２６４．７细胞２４ｈ，类鼻疽菌感染、收
样及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测方法同上。
１．５　ｑＲＴＰＣＲ检测ｍＲＮＡ表达
　　设置ｓｉＣ对照组和ｓｉＣＨＯＰ干扰组，使用ＴＲＩｚｏｌ提
取细胞总 ＲＮＡ，并测定 ＲＮＡ浓度及纯度。使用
ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒，以１０μＬ的反应体系将提取的
ｍＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ，反应条件为７℃ １５ｍｉｎ；８５℃
５ｓ。使用２０μＬ的ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ荧光ＰＣＲ反应体系进
行ｑＲＴＰＣＲ检测ＣＨＯＰｍＲＮＡ的表达水平，反应条件
为９５℃预变性 １ｍｉｎ；９５℃ ５ｓ，进行 ４０个循环；用
２－ΔΔＣｔ的方法计算结果。引物序列 ＣＨＯＰ：上游引物
５′ＧＡＧＣＣＡＧＡＡＴＡＡＣＡＧＣＣＧＧＡ３′，下 游 引 物 ５′
ＣＡＡＧＧＴＧＡＡＡＧＧＣＡＧＧＧＡＣＴ３′，βａｃｔｉｎ：上游引物
５′ＣＴＧＡＧＣＡＣＡＣＡＧＣＴＧＧＡＣＴＧ３′， 下 游 引 物 ５′
ＡＡＧＣＴＧＧＴＧＧＴＡＣＣＴＧＡＴＧＣ３′。
１．６　细菌胞内生存实验
　　设置 ｓｉＣ对照组和 ｓｉＣＨＯＰ干扰组，在 ＰＢＳ或
ＴＵＤＣＡ处理条件下进行实验，感染前 ２４ｈ分别加入
ＰＢＳ或１００μｍｏｌ／ＬＴＵＤＣＡ预处理 ＲＡＷ２６４．７细胞。
感染方式同上，用灭菌 ＰＢＳ清洗 ３次，加入 ０．１％
ＴｒｉｔｏｎＸ１００裂解细胞，倍比稀释细胞裂解液后取
１０μＬ稀释液涂布于ＬＢ平板，于３７℃恒温培养箱，孵
育３６ｈ后，进行菌落计数。
１．７　统计学分析
　　各实验均进行 ３次独立重复，采用 ＧｒａｐｈＰａｄ
Ｐｒｉｓｍ５．０软件作图，采用Ｓｔｕｄｅｎｔ’ｓｔ检验或方差分析
对定量结果进行统计学差异分析。Ｐ＜０．０５表示差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　ＴＵＤＣＡ减少类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡
　　如图１所示，与未感染组相比，类鼻疽菌感染可引
起 ＲＡＷ２６４．７细胞凋亡，凋亡细胞占比 １８％。经
２０μｍｏｌ／ＬＴＵＤＣＡ处理后，类鼻疽菌感染诱导的细胞
凋亡与未加 ＴＵＤＣＡ药物相比差异无统计学意义，而
当提升 ＴＵＤＣＡ浓度至 １００μｍｏｌ／Ｌ时，经处理后的
ＲＡＷ２６４．７细胞凋亡呈现明显抑制，凋亡细胞占比下
降，相较未加ＴＵＤＣＡ药物和２０μｍｏｌ／Ｌ药物处理组差

７２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（３）



异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。进一步提升ＴＵＤＣＡ浓
度至２００μｍｏｌ／Ｌ，细胞凋亡抑制率未见明显提升。以
上结果表明，ＴＵＤＣＡ浓度达 １００μｍｏｌ／Ｌ时可有效抑
制类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡。

! " # $ %

组别

"%

"&

!%

!&

%

&

凋
亡
细
胞
'
(

)

)

１：未感染组；２～５：类鼻疽菌感染组，ＴＵＤＣＡ处理浓度分别
为０、２０、１００、２００μｍｏｌ／Ｌ；ａ：Ｐ＜０．０１

图１　ＴＵＤＣＡ减少类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡

２．２　ＴＵＤＣＡ通过抑制内质网应激减少类鼻疽菌感染
诱导的细胞凋亡

　　使用另一种内质网应激抑制剂 ４苯基丁酸（４
ｐｈｅｎｙｌｂｕｔｙｒｉｃａｃｉｄ，４ＰＢＡ）进行处理，分别通过
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法及 ＭＴＴ细胞增殖实验检测类鼻
疽菌感染后细胞增殖能力及凋亡情况。如图２所示，
ＴＵＤＣＡ或４ＰＢＡ处理均可显著降低类鼻疽菌感染诱
导的细胞凋亡（Ｐ＜０．０５）；相反地，在ＴＵＤＣＡ或４ＰＢＡ
的作用下，类鼻疽菌感染后细胞增殖能力显著增强

（Ｐ＜０．０５）。该结果表明，抑制巨噬细胞内质网应激可
减少类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡的发生，并能在一

定程度上维持细胞的增殖能力。

　　为了进一步验证 ＴＵＤＣＡ是否通过抑制内质网应
激来发挥作用，采用 ｓｉＲＮＡ敲降内质网应激关键蛋白
ＣＨＯＰ。在 ＴＵＤＣＡ预处理后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及
ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双染法分别检测类鼻疽菌感染后细胞凋
亡相关蛋白（Ｃａｓｐａｓｅ３和Ｃａｓｐａｓｅ１２）的表达水平及细

胞凋亡数量的变化。结果显示，在 ｓｉＣ对照组或
ｓｉＣＨＯＰ干扰组中，类鼻疽菌感染后与未感染相比，
Ｃａｓｐａｓｅ３表达明显增加，其中 ｓｉＣＨＯＰ干扰组中细胞
凋亡相关蛋白的表达显著低于 ｓｉＣ对照组；在类鼻疽
菌感染条件下，ｓｉＣ对照组中加入 ＴＵＤＣＡ后 Ｃａｓｐａｓｅ３
和Ｃａｓｐａｓｅ１２的表达低于ＰＢＳ处理的结果，而ｓｉＣＨＯＰ
干扰组中，ＴＵＤＣＡ处理对细胞凋亡相关蛋白水平的影
响与ＰＢＳ处理无明显差异，见图３Ａ～Ｃ。
　　同时，流式细胞仪检测结果显示（图３Ｄ），类鼻疽
菌感染后ｓｉＣＨＯＰ干扰组细胞凋亡数量显著低于 ｓｉＣ
对照组（Ｐ＜０．０５）；在ｓｉＣ对照组中，与ＰＢＳ处理相比，
ＴＵＤＣＡ处理使类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡数量显
著降低（Ｐ＜０．０５），而在 ｓｉＣＨＯＰ干扰组中，加入
ＴＵＤＣＡ对类鼻疽菌感染诱导的凋亡数量无明显作用。
以上结果提示，ＴＵＤＣＡ通过抑制巨噬细胞内质网应激
从而降低类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡。

２．３　ＴＵＤＣＡ通过抑制类鼻疽菌感染导致的细胞凋亡
促进巨噬细胞对类鼻疽菌的清除

　　为了探究ＴＵＤＣＡ抑制类鼻疽菌感染所致巨噬细胞
凋亡，对类鼻疽菌胞内存活的作用，进行了类鼻疽菌胞

内生存实验，发现在ｓｉＣ对照组中加入ＴＵＤＣＡ处理后，
宿主细胞对类鼻疽菌的清除明显增强（Ｐ＜０．０５），而在
ｓｉＣＨＯＰ干扰组，与ＰＢＳ对照相比，ＴＵＤＣＡ对类鼻疽菌
胞内增殖无明显影响（图４）。以上结果显示，ＴＵＤＣＡ
通过抑制内质网应激，进而减少类鼻疽菌感染诱导的巨

噬细胞凋亡，促进巨噬细胞对类鼻疽菌的清除。

３　讨论

　　类鼻疽菌作为一种胞内寄生菌，能够极快地侵入
宿主多种细胞，尤其是吞噬细胞，包括巨噬细胞、单核

细胞和中性粒细胞等。这些吞噬细胞不仅不能发挥吞

噬和清除作用，反而被类鼻疽菌所劫持，作为“特洛伊

木马”成为其逃避宿主防御系统攻击和抗菌药物杀伤

的场所，为类鼻疽菌的增殖和播散提供便利，造成感染

未感染组 类鼻疽菌感染组
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图２　内质网应激抑制剂可抑制类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＨＯＰ蛋白表达；Ｂ：ｑＲＴＰＣＲ检测 ＣＨＯＰｍＲＮＡ表达量；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 Ｃａｓｐａｓｅ３和
Ｃａｓｐａｓｅ１２蛋白表达水平　１～３：ｓｉＣ对照组，其中２为ＰＢＳ处理加类鼻疽菌感染，３为ＴＵＤＣＡ处理加类鼻疽菌感
染；４～６：ｓｉＣＨＯＰ干扰组，其中５为ＰＢＳ处理加类鼻疽菌感染，６为 ＴＵＤＣＡ处理加类鼻疽菌感染；Ｄ：ＡｎｎｅｘｉｎＶ／
ＰＩ双染法及流式细胞术检测细胞凋亡情况

图３　ＴＵＤＣＡ通过抑制宿主细胞内质网应激降低类鼻疽菌感染诱导的细胞凋亡
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Ａ：类鼻疽菌在ＬＢ平板上的菌落图像；Ｂ：平板菌落数统计结果　ａ：Ｐ＜０．０１

图４　ＴＵＤＣＡ通过抑制内质网应激诱导的细胞凋亡从而促进类鼻疽菌的清除

以及反复不愈［１１－１２］。此外，由于病原体特殊的生物学

特性，其感染和免疫机制不明确，在预防和控制方面仍

存在许多问题。临床治疗面临的最大困境是“顽固性

耐药”。基因组分析表明，类鼻疽菌等具有特殊双染

色体结构的病原微生物，遗传结构多变，对宿主环境适

应性强，发生基因突变的概率高，使得类鼻疽菌在对多

种临床常用抗生素存在天然耐药的同时，对目前临床

一线治疗药物（复方新诺明、头孢他啶）也逐渐出现耐

药，导致治疗失败和病情恶化［１３］，因此，迫切需要寻找

解决临床治疗的新策略。

　　内质网应激是细胞基于内质网的结构与功能对各
种胞内外的刺激产生的一系列生物学反应，促使机体

更有效地适应环境，维持细胞内环境稳态［６］。内质网

应激主要通过适应性反应非折叠蛋白反应（ｕｎｆｏｌｄｉｎｇ
ｐｒｏｔｅｉｎｒｅｓｐｏｎｓｅ，ＵＰＲ）的增强来恢复内质网蛋白处理
的能力，后者反馈调节内质网应激。ＵＰＲ作为内质网

９２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（３）



应激反应信号通路最重要和最保守的组成部分，包含

有 ３种位于内质网膜上的信号感受分子，分别是
ＩＲＥ１、ＡＴＦ６和ＰＫＲＰＥＲＫ，这３种激酶通过感受内质
网中的蛋白伴侣Ｂｉｐ的浓度水平调节胞浆或者内质网
内的刺激信号，如非折叠蛋白、异种蛋白、病原菌等，进

而激活通路下游的转录因子 ＸＢＰ１的 ｍＲＮＡ的剪切，
影响下游基因的表达，包括Ｂｉｐ、ＥＲｄｊ４和ＣＨＯＰ［１４－１５］。
近年来，内质网参与病原菌致病过程的相关机制研究

开始为人们关注，ＥＲＳ被认为参与了先天免疫信号通
路的调节和宿主对入侵微生物的防御［１６］。最近的证

据表明，某些细菌利用内质网环境成为利于其细胞内

生存的避难所，如军团菌、布鲁氏菌、衣原体和辛卡尼

亚菌。有研究报道，含有军团菌的液泡通过内吞途径

与内质网膜融合，并在巨噬细胞吞噬后干扰液泡成熟

以允许其细胞内复制［１７－１８］。ＳＭＩＴＨ等［１９］发现布鲁氏

菌通过效应蛋白ＴｃｐＢ影响ＵＰＲ水平从而引起内质网
重构，促进布鲁氏菌的胞内生存能力。此外，也有文献

报道内质网应激通路在结核分枝杆菌持久性感染中起

着重要作用，研究显示 ｅＩＦ２α／ＣＨＯＰ通路参与巨噬细
胞内结核分枝杆菌的胞内存活［２０］。但值得关注的是，

病原菌感染诱导的内质网应激是有利于病原菌的胞内

存活还是有利于宿主对病原菌感染的防御，至今尚无

定论，一方面细胞内的细菌可利用宿主内质网作为复

制增殖的场所，但另一方面，细菌产生的毒素，如志贺

毒素、霍乱毒素［２１－２２］，也会破坏内质网结构与功能，引

起过度的内质网应激，进而诱导宿主先天免疫系统识

别感染细胞、触发防御反应，以清除细菌。

　　内质网应激的下游反应具有高度复杂性，包括活
性氧的产生、自噬的诱导、细胞凋亡的启动和先天免疫

反应的激活。据报道，布鲁氏菌 ＴｃｐＢ蛋白可诱导内
质网应激，但也可与Ｔｏｌｌ样受体信号转导通路的 ＭＡＬ
（ＭｙＤ８８ａｄａｐｔｅｒｌｉｋｅ）相互作用，抑制 ＮＦκＢ信号通路
的激活［２３－２４］。在强烈或持续的刺激条件下，内质网应

激反应不能保护细胞，最终将导致细胞凋亡，进而影响

细菌的胞内复制和增殖。已有文献报道结核分枝杆

菌、幽门螺旋杆菌、布鲁氏菌和李斯特菌等感染可引起

内质网应激诱导的特异性凋亡反应，但具体机制尚不

清楚［１６］。ＳＥＩＭＯＮ等［２５］在结核分枝杆菌感染后形成

的富含巨噬细胞的肉芽肿组织中检测到了 ＥＲＳ和凋
亡的发生；ＰＩＬＬＩＣＨ等［２６］发现，李斯特菌通过分泌溶

细胞素ＬＬＯ诱导ＥＲＳ下游所有信号通路，导致内质网
应激诱导的凋亡反应。这些证据提示细菌感染导致的

内质网应激诱导的凋亡反应有益于感染的进行，可能

的原因是诱导巨噬细胞发生凋亡反应，而不是发生坏

死或焦亡，可以降低炎症的产生，进一步减少炎性细胞

的浸润，更利于细菌在宿主细胞内的增殖、播散。本课

题组在前期研究中发现类鼻疽菌感染后可以诱导巨噬

细胞发生ＥＲＳ和凋亡，但两者之间的关系还未进一步
探讨；另外通过小鼠和细胞模型发现 ＴＵＤＣＡ能够促
进类鼻疽菌的清除，但具体作用机制未阐明清楚。因

此，本研究在此基础上进一步探讨了类鼻疽感染引起

的ＥＲＳ与细胞凋亡的关系，以及 ＴＵＤＣＡ促进类鼻疽
菌清除的分子机制，结果表明类鼻疽菌通过激活 ＥＲＳ
诱导细胞凋亡，而 ＴＵＤＣＡ能够抑制 ＥＲＳ，干扰凋亡，
促进类鼻疽菌的胞内清除反应。

　　近年来，调节内质网应激反应的药物已用于治疗
炎症性疾病和癌症［２７］。在此基础上，越来越多的研究

也在不断探索该类药物是否也能用于胞内菌或病毒感

染的辅助治疗，如结核病、布鲁氏菌病等需要长期使用

抗生素治疗的感染性疾病。与上述两种疾病类似，目

前类鼻疽的临床治疗方案分为２个阶段，急性期常使
用头孢他啶或美罗培南静脉滴注２周，后期需要口服
复方磺胺甲唑长达６个月，且复发率高，治疗效果不
佳。ＴＵＤＣＡ商品名为滔罗特，在临床上主要用于治疗
肝胆结石症、乙型肝炎等肝脏相关疾病［２８］。本研究证

实，ＴＵＤＣＡ可通过抑制巨噬细胞内质网应激，减少细
胞凋亡，促进巨噬细胞对类鼻疽菌的胞内清除。这意

味着ＴＵＤＣＡ作为一种临床常用的、安全可靠的药物，
可能在类鼻疽菌感染的临床治疗中发挥潜在作用，为

将来制定抗类鼻疽感染的有效治疗方案提供了重要的

理论指导。

　　综上所述，本研究从细菌与宿主细胞互作的层面，
以类鼻疽菌、内质网应激、凋亡三者之间的角度，进一步

发现了类鼻疽菌通过诱导内质网应激促进宿主细胞凋

亡，而ＴＵＤＣＡ能够通过抑制内质网应激干扰凋亡的发
生，从而促进类鼻疽菌的胞内清除作用。本研究旨在探

讨抗类鼻疽菌感染的可能的、新的治疗方法，为将来制

定类鼻疽菌感染的防治手段提供重要的理论依据。
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ａｎｄＤｖｉｒｕｓｅｓａｎｄｂｉｌｅｓａｌｔｓｔｒａｎｓｐｏｒｔａｔｉｏｎｓｈａｒｅｃｏｍｍｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｎｔｓｏｎｓｏｄｉｕｍｔａｕｒｏｃｈｏｌａｔｅｃｏｔｒａｎｓｐｏｒｔｉｎｇ
ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ［Ｊ］．ＪＶｉｒｏｌ，２０１４，８８（６）：３２７３－３２８４．ＤＯＩ：
１０．１１２８／ＪＶＩ．０３４７８１３．

（收稿：２０２３０４１１；修回：２０２３０９１４）

（编辑　邓强庭）
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