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目的 分析半乳糖凝集素
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(对结核分枝杆菌'

PYR

(感染巨噬细胞的调节作用#并

探讨其血清含量与结核病的临床相关性.方法 选取
/%$@

年
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$/

月于同济大学附属上海市肺科医院门诊就诊

的活动性结核病患者
@%

例作为病例组/选取同时期结核菌素皮肤试验'

9G:H;7G3#-,_#-9H,9

#
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(阳性潜伏感染者
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例作为观察组/参照观察组患者的年龄和性别构成#按照
$h$

的比例#选择同期体检
Ŷ Y

阴性健康者
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名作

为对照组.研究对象各采集外周血
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#采用
0TX̂F

检测其血清
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含量/分别采用蛋白质免疫印迹'

<H,9H;-

:3"9

(和
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感染人单核巨噬细胞'

Y=\.$

(后#

L23.$

的表达及分泌情况/应用流式细胞术检测外源性
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能力的作用.结果 血清
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(.结论 活动性结核病患者血清中
L23.$

表达水平异常升高#胞外
L23.$

可增强巨噬细胞对
PYR

的杀伤功能.因此#

L23.$

具有一定的结核病辅助诊断价值#并可能通过影响巨噬细胞功能参与结核病发病过程.
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肺结核是由结核分枝杆菌'

PYR

(感染肺部引

起的慢性传染性疾病.固有免疫系统是机体抵抗外

来病原体侵袭的第一道防线#模式识别受体'
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(后#激活固有免疫应答反应#进

而抵御病原体感染.半乳糖凝集素
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(可作为模式识别受体参与病原体识别#在机

体抵抗病原微生物感染过程中发挥重要作用%
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#然

而其在
PYR

感染过程中的作用未见报道.为此#

本研究就
L23.$

对
PYR

感染巨噬细胞的调节作用

及其血清含量与结核病的临床相关性进行了探讨.

对象和方法

一)对象选择
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对象!选取
/%$@

年
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月于同济大学附属

上海市肺科医院门诊就诊的活动性结核病患者
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例作为病例组#包括男
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例'
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(#女
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(岁.选取同时期结
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伏感染者
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(岁.参照观察组

患者的年龄和性别构成#按照
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13

佛波酯'

M

8";:"3.$/.1

Z

;#,.

929H$'.27H929H

#

\PF

(分化
/@8

后#更换新鲜
O\PX

$)@%

完全培养基#继续培养
/!

后用于后续
PYR

感染实验.

/+L23.$

含量检测!应用
0TX̂F

方法进行检测.

将
Y=\.$

细胞接种于
()

孔板#经
\PF

分化后#按

感染复数'

1G39#

M

3#7#9

Z

"S#-SH79#"-

#

P>X

(值
$

和

A

感染
PYR

#

/@8

后收集培养上清液#直接用于后

续测定.血清按照
$h$%

稀释后测定.具体测定按

照试剂盒说明书进行.每次测定分别设置阴性)阳

性及空白对照#每个样本设置
/

个复孔#取其均值作

为测定值.绘制以吸光度值'

D

值(为横坐标)标准

品蛋白浓度为纵坐标的标准曲线#代入待测样品的

D

值求出浓度.

'+

巨噬细胞内
L23.$

表达检测!应用蛋白免疫

印迹'

<H,9H;-:3"9

(检测.将
Y=\.$

细胞接种于

)

孔板#经
\PF

分化后#按
P>X

值
A

感染
PYR

不

同时间后#应用细胞裂解液收集细胞.细胞裂解液

经
$/%%%i

@

离心
$A1#-

#收集上清#加入
@i

蛋白

质上样缓冲液#

(Ae

煮样
C1#-

.蛋白质样品经分

离胶分离#

<H,9H;-:3"9

转印至膜上#经脱脂牛奶封

闭后#

@e

孵育一抗过夜.其中
L23.$

抗体
$h/%%%

稀释#

'

.

肌动蛋白抗体
$h$%%%

稀释.洗涤)室温孵

育二抗'

$h$%%%

(

$8

)显影)摄片.

@+

巨噬细胞吞噬作用检测!应用流式细胞仪检

测巨噬细胞对表达绿色荧光蛋白'

5

;HH-S3G";H,7H-9

M

;"9H#-

#

Lc\

(的
PYR

'

PYR.Lc\

(的吞噬作用.

将
Y=\.$

细胞接种于
/@

孔板并经
\PF

分化.为

同步化细胞吞噬过程#将分化的
Y=\.$

细胞置于冰

上预孵育
$%1#-

#按
P>X

值
A

加入
PYR.Lc\

#

@e

$%%%i

@

离心
$%1#-

#分别添加不同浓度的
L23.$

'分别为
$%

)

A%-

5

"

13

(#并设置空白对照组#

'Be

孵

育
$8

#洗涤去除胞外菌#收集细胞后应用流式细胞

仪检测
PYR.Lc\

阳性细胞比例及平均荧光强度

'

1H2-S3G";H,7H-7H#-9H-,#9

Z

#

PcX

(.

A+

胞内存活试验!将
Y=\.$

接种于
/@

孔板并

经
\PF

分化#按
P>X

值
A

感染
PYR$8

#洗涤去

除胞外菌#分别添加不同浓度的
L23.$

'分别为
$%

)

A%-

5

"

13

(并设置空白对照组#并分别感染后
@

)

/@

)

B/8

用裂解液'

\R̂ U%&$? Y;#9"-d.$%%

(收集细

胞#按
$%

倍梯度稀释后培养于
B=$$

琼脂糖板#

'Be

孵育
'

周后进行克隆计数.

四)统计学分析

采用
\;#,1NA&%@

软件'美国
L;2

M

8\2!

软件公

司(进行数据的统计分析.正态分布数据计量资料

采用均数
g

标准差表示#各组间差异的比较采用方

差分析/计数资料采用率值表示#各组间差异的比较

采用卡方检验.

PYR

感染细胞内克隆形成单位

'

Dcf

(采用中位数%四分位数间距#

=

'

>

$

"

>

'

(&表

示#各组间差异的比较采用曼
.

惠特尼
B

检验进行

统计分析.以
/

%

%&%A

为差异有统计学意义.

结
!!

果

一)血清
L23.$

含量

血清
L23.$

含量病例组为'

/C&'%g$&$B

(

-

5

"

13

#

对照组为'

/$&/Cg$&B@

(

-

5

"

13

#观察组为'

//&%)g

$&/A

(

-

5

"

13

#三组比较差异有统计学意义'

Aa

A&A%

#

/a%&%%)

(.进一步的组内两两比较显示!病

例组
L23.$

含量高于对照组及观察组#差异有统计

学意义'

/

值分别为
%&%%)

和
%&%%@

(/对照组和观

察组比较#差异无统计学意义'

/a%&B$C

(.

二)

PYR

感染诱导巨噬细胞表达和分泌
L23.$

<H,9H;-:3"9

检测发现#人单核巨噬细胞

Y=\.$

表达
L23.$

#

PYR

感染
/8

后#细胞内
L23.$

表达量明显增加'图
$

(.

0TX̂F

检测发现#

PYR

感

染
Y=\.$

细胞
/@8

后#

L23.$

分泌到细胞培养液上

清液中#当
P>Xa$

和
A

时#细胞培养液上清液中

L23.$

表达量分别为'

'($&/Bg'@&@A

(

M5

"

13

和

'

BA$&A@g$@C&('

(

M5

"

13

.

图
9

!

PYR

感染诱导人单核巨噬细胞
Y=\.$

表达
L23.$

情况

三)外源添加
L23.$

对巨噬细胞吞噬
PYR

的

影响

细胞培养基中添加不同浓度的重组
L23.$

蛋

白#流式细胞仪检测
PYR.Lc\

阳性
Y=\.$

细胞的

比率及平均荧光强度.不添加重组
L23.$

蛋白)添

加
$%-

5

"

13

和
A%-

5

"

13

重组
L23.$

蛋白#

PYR.Lc\

阳性
Y=\.$

细胞的比率分别为'

)&BBg%&AC

(

?

)

'

)&('g%&)/

(

?

和'

B&)@g%&B@

(

?

#三组比较差异

无统计学意义'

Aa$&A'

#

/a%&/($

(.

PYR.Lc\

阳性
Y=\.$

细胞的平均荧光强度分别为
'/$&)Bg

$

)B@

$
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A&%'

)

'$C&%%g$'&C(

)

'@/&)Bg$'&)A

#三组比较差

异无统计学意义'

Aa'&(@

#

/a%&%C$

(.

四)外源添加
L23.$

对
PYR

细胞内存活的影响

感染
@8

后#

L23.$

添加组与空白对照组之间

PYR

胞内存活差异无统计学意义.而感染
/@8

和

B/8

后#添加
L23.$

'

$%-

5

"

13

(组和
L23.$

'

A%-

5

"

13

(

组与未处理组之间差异均有统计学意义'表
$

(.因

此#外源添加
L23.$

可明显抑制
PYR

在
Y=\.$

内

的增殖#提示胞外
L23.$

可促进巨噬细胞清除

PYR

.

讨
!!

论

凝集素是一种能与细胞表面特殊糖蛋白)糖脂

的寡糖结构结合的天然蛋白.动物凝集素按分子结

构可分为
D

型凝集素)

^

型凝集素)

\

型凝集素)

X

型

凝集素和正五聚蛋白.

L23

为
^

型凝集素#可特异

性识别
'

.

半乳糖苷键#是固有免疫中重要的模式识

别受体.它通过结合病毒)细菌)真菌和原生动物表

面的寡糖#参与识别微生物#有效调节机体固有免疫

及适应性免疫%

B

&

.

L23.$

是最早发现的
L23

家族分子#其相对分子

质量为
$@&Ai$%

'

.人类
L23.$

分子由定位于染色

体
//

[

$'&$

的单基因编码.

L23.$

是典型的胞浆蛋

白#但在细胞表面)细胞外基质和细胞核内也有

表达.

L23.$

与固有免疫关系密切.

L23.$

可通过调

节炎性细胞迁移#抑制中性粒细胞的外渗%

C

&

.

L23.$

可以通过调节免疫球蛋白
L

的
c7

段受体
)

'

c7

(

OX

(和
*

型主要组织相容性复合体'

P=D

*

(

分子的表达来调节巨噬细胞的吞噬作用与抗原提呈

功能#也可以通过胞外信号调节蛋白激酶
$

"

/

'

0OV$

"

/

(依赖的信号通路调节巨噬细胞的活

性%

(

&

.

L23.$

还可抑制寄生虫感染后巨噬细胞产生

白细胞介素
.$/

'

XT.$/

(#促进
XT.$%

的产生#抑制免

疫反应%

$%

&

.

已有报道显示#在不同病原体感染过程中#

L23.$

发挥多样性作用.在流感病毒感染时#

L23.$

可以

和流感病毒结合#降低病毒对宿主细胞的侵入%

A

&

.

相反#在
=XI

病毒感染时#

L23.$

可稳定病毒与宿主

巨噬细胞的吸附#从而增强
=XI

对宿主巨噬细胞的

感染%

$$

&

.

L23.$

在
PYR

感染过程中发挥的作用尚不清

楚.本研究检测了活动性结核病患者)结核潜伏感

染者和健康对照者血清中
L23.$

的含量#结果显示#

活动性结核病患者血清
L23.$

含量高于健康对照者

和潜伏感染者#潜伏感染组与健康对照组无明显差

异#提示
L23.$

可能参与结核病发病过程.

随后体外实验研究发现#

PYR

感染巨噬细胞

后#

L23.$

的胞内表达及及胞外含量均明显增高.

这一结果提示#在
PYR

感染过程中#巨噬细胞是

L23.$

的来源细胞之一#且其表达水平受
PYR

感染

调控.

PYR

感染能上调
L23.$

的表达#这与
L23.$

在寄生虫及病毒感染中的研究结果相似%

$/.$@

&

#提示

L23.$

参与调控感染过程中
PYR

和宿主巨噬细胞

的相互作用.

PYR

感染巨噬细胞后#

L23.$

可分泌到胞外#

且活动性结核病患者血清
L23.$

量明显升高.为进

一步探讨胞外
L23.$

对
PYR

感染巨噬细胞的调节

作用#本研究采用添加外源重组
L23.$

蛋白的方法#

了解
L23.$

对巨噬细胞的吞噬及杀菌功能影响.添

加外源
L23.$

不影响
PYR.Lc\

阳性
Y=\.$

细胞

的比率及平均荧光强度#提示胞外
L23.$

不影响巨

噬细胞吞噬
PYR

的功能.然而#添加外源
L23.$

后#

PYR

在
Y=\.$

内的存活被明显抑制#提示胞

表
9

!

外源添加半乳糖凝集素
.$

后
PYR

感染各时间点细胞内克隆形成单位'

Dcf

(情况

组别 感染
@8

感染
/@8

感染
B/8

空白对照组
@)A%

'

')%%

"

A@%%

(

(/A%

'

CA/A

"

$$AA%

(

'CA%%

'

'$BA%

"

@@A%%

(

添加
$%-

5

"

13

组
'%A%

'

///A

"

'C%%

(

'/A%

'

/C/A

"

)//A

(

$(A%%

'

$BA%%

"

/$A%%

(

添加
A%-

5

"

13

组
'%%%

'

$B/A

"

@$/A

(

'/A%

'

$CA%

"

@(A%

(

$/%%%

'

$$/A%

"

$ABA%

(

2

B

值
/&%% %&%% %&%%

2

/

值
%&$$@ %&%/( %&%/(

:

B

值
'&%% %&%% %&%%

:

/

值
%&/%% %&%/C %&%/(

注 表中括号外数值为,中位数'

=

(-#括号内数值为,第
/A

百分位数'

>

$

(

"

第
BA

百分位数'

>

'

(-/

2

!空白对照组与添加
$%-

5

"

13

组比较/

:

!空

白对照组与添加
A%-

5

"

13

组比较

$

BB@

$
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外
L23.$

可增强巨噬细胞对
PYR

感染的清除能力.

巨噬细胞识别
PYR

后可通过多种机制抑制
PYR

增殖.已有报道显示#

L23.$

可促进肝细胞线粒体

自噬%

$A

&

#而自噬可促进巨噬细胞清除
PYR

%

$)

&

.因

此#胞外
L23.$

是否通过促进自噬进而增强巨噬细

胞对
PYR

的清除#值得进一步研究.

血清
L23.$

表达水平在活动性结核病患者中异

常升高#而在潜伏性感染组与健康对照组间相比无

明显差异#这不仅提示
L23.$

可能参与结核病发病

过程#而且提示其具有辅助诊断结核病的价值.后

续可进一步扩大样本量#以分析
L23.$

是否可作为

一种生物标志物用于活动性结核病患者的辅助诊

断.另一方面#

L23.$

具体通过何种机制增强巨噬

细胞对
PYR

的清除能力也有待进一步研究.
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