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摘要      该研究利用诱导后的THP-1单核细胞系作为巨噬细胞的模式细胞, 鉴定了在巨噬细胞中

表达的肌动蛋白亚型, 发现β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白在巨噬细胞中表达; 接着利用共聚焦显微成像发现, 
β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白在巨噬细胞受到脑膜炎大肠杆菌感染时均出现了不同程度的聚集; 进一步利

用RNA干扰技术实现了对巨噬细胞中的β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白的特异性下调, 并发现单独下调β-肌动

蛋白和γ-肌动蛋白以及联合下调β-和γ-肌动蛋白都使得巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌的能力呈明显下

降。这些结果表明, 不同亚型的肌动蛋白在巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌过程中发挥着重要作用。
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Abstract       In this study, the THP-1 monocytic cells were induced to macrophages and the expression of ac-
tin isoforms was analyzed. We found that β-actin and γ-actin were expressed in macrophages. Results from confocal 
imaging showed that β-actin and γ-actin in macrophages were differentially polymerized upon infection with men-
ingitic E.coli. Then the β-actin and γ-actin in macrophages were specifically downregulated by siRNA-mediated 
knockdown. We found that downregulation of β-actin and γ-actin resulted in significant reduction in the phagocy-
tosis of meningitic E.coli by macrophages. Our results thus pointed out that different isoforms of actin played an 
important role during the phagocytosis of meningitic E.coli by macrophages.
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肌动蛋白(actin)是真核生物细胞骨架微丝的主

要组成分子, 球状肌动蛋白(G-actin)单体通过聚合

生成纤维状肌动蛋白(F-actin), 进而组装形成肌动蛋

白微丝[1]。肌动蛋白微丝参与多种生命活动, 包括维
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持细胞形状、细胞运动、细胞分裂、吞噬过程以及

细胞内物质运输等[2]。目前在哺乳动物中已发现6种
不同的肌动蛋白亚型, 除了在肌肉组织中发现的4种
亚型(α-骨骼肌肌动蛋白、α-心肌肌动蛋白、α-平滑肌

肌动蛋白和γ-平滑肌肌动蛋白)外, β-肌动蛋白和γ-肌
动蛋白则是广泛存在于大多数真核细胞中的亚型[3]。

巨噬细胞是机体固有免疫系统的重要组成细

胞。在病原菌感染时, 巨噬细胞通过一系列过程识

别病原菌, 并对病原菌进行吞噬[4]。在吞噬病原菌

后, 巨噬细胞还能发挥抗原呈递和免疫调节等作用, 
调节机体免疫应答反应[5]。因此, 巨噬细胞在宿主

抵御病原菌入侵过程中发挥重要作用。研究表明, 
巨噬细胞吞噬细菌的过程包括巨噬细胞对细菌表

面分子的识别、肌动蛋白微丝重塑、吞噬杯的形成、

辅助受体的进一步参与、吞噬体闭合等多个过程, 
其中, 肌动蛋白微丝的重塑是关键的环节[6]。目前, 
肌动蛋白亚型在巨噬细胞吞噬细菌中的作用尚不

明确。

本研究利用诱导后的THP-1单核细胞作为巨噬

细胞的模式细胞, 分析了β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白

这两种不同亚型的肌动蛋白在巨噬细胞中的表达情

况, 及其在巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌时的变化, 
并利用细菌吞噬实验分析了不同肌动蛋白亚型在巨

噬细胞吞噬细菌过程中的作用。

1   材料与方法
1.1   材料

人单核细胞株THP-1购自美国模式培养物集

存库 (American type culture collection); 脑膜炎大肠

杆菌K1株 RS218(O18:K1:H7)由新生儿大肠杆菌

性脑膜炎患者脑脊液中分离[7], E44菌株为该菌株

的抗利福平突变株。胎牛血清购自北京赛澳美细

胞技术有限公司; RPMI-1640细胞培养基购自美国

Hyclone公司; BHI(brain heart infusion)培养基购自美

国BD(Becton, Dickinson and Company)公司; 佛波

酯(phorbol-12-myristate-13-acetate, PMA)购自上海

碧云天生物技术有限公司; 总RNA提取试剂盒购自

北京天根生化科技有限公司; 反转录试剂和荧光定

量预混液购自南京诺唯赞生物科技有限公司; PCR
引物由生工生物(上海)工程有限股份公司合成; 
小干扰RNA由上海吉玛制药技术有限公司合成; 
Lipofectamine 2000和细胞松弛素D(cytochalasin 

D)购自美国Thermo Fisher Scientific公司 ; β-actin
抗体购自北京全式金生物技术有限公司 ; 红海海

绵素B(latrunculin B)、γ-actin抗体、大肠杆菌的

抗体购自美国Abcam公司; 异硫氰酸标记的鬼笔

环肽(FITC-phalloidin)和罗丹明标记的鬼笔环肽

(TRITC-phalloidin)购自西格玛奥德里奇(上海)贸易

有限公司。

1.2   方法

1.2.1   细菌培养      将脑膜炎大肠杆菌E44菌株于含

有100 mg/L利福平的BHI培养基(37 g/L)中, 37 °C, 
90 r/min, 培养17 h。
1.2.2   细胞培养      将THP-1细胞培养于含10%胎牛

血清的RPMI-1640培养液中, 置于37 °C、5% CO2、

100%湿度的培养箱培养, 每2~3天更换新鲜培养液, 
待细胞数达到1×106个/mL时传代。

1.2.3   细胞诱导      将THP-1细胞以2.5×105个 /孔
(或者其他特定数量 )接种于 24孔板 ,  更换为含

PMA(50 ng/mL)[8]的培养液, 置于37 °C、5% CO2、

100%湿度的细胞培养箱中培养72 h, 在倒置显微镜

下观察诱导后的THP-1细胞的形态变化, 并拍照记

录。

1.2.4   细胞转染      将THP-1细胞以1×106个/孔的

密度接种于6孔板, PMA诱导72 h后, 更换为普通

培养液继续培养, 待细胞密度达到70%~80%时, 将
Lipofectamine 2000与siRNA混合后转染细胞。转染

6 h后, 更换为含10%血清的RPMI-1640培养液继续

培养24~72 h。
1.2.5   逆转录PCR      收集细胞, 用总RNA提取试

剂盒提取细胞总RNA, 取1 μg总RNA进行反转录合

成cDNA, 以此cDNA为模板扩增α-actin、β-actin和
γ-actin基因, 以GAPDH基因作为内参照(引物序列

见表1)。PCR反应条件如下: 98 °C 30 s, 55 °C 15 s, 
72°C 30 s(30个循环), 72 °C 7 min。PCR产物经1.5%
琼脂糖凝胶电泳, 用凝胶成像分析系统进行记录。

1.2.6   免疫印迹      将细胞用预冷的PBS洗3次, 加入

RIPA裂解液(含蛋白酶抑制剂)于冰上裂解30 min, 然
后用细胞刮刀刮取细胞至1.5 mL离心管中, 于4°C、
12 000 r/min离心30 min。取上清, 加入等体积2× 蛋
白上样缓冲液, 99 °C 5 min。制备10%聚丙烯酰胺

凝胶, 将蛋白样品上样后进行电泳, 电泳结束后, 将
凝胶取出, 转印至PVDF膜。将PVDF膜以5%脱脂奶

粉封闭1.5 h, 分别加入β-肌动蛋白抗体、γ-肌动蛋白
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抗体(稀释液为1% BSA、0.1% Tween20、PBS), 4 °C
孵育过夜。洗3次后加入辣根过氧化物酶标记的二

抗, 室温孵育1 h, 再洗3次后, 去除膜上残余液体, 滴
加化学发光试剂, 以化学发光成像仪进行记录。

1.2.7   免疫荧光      将接种于盖玻片的细胞用PBS
洗3次, 以4%甲醛室温固定30 min,  PBS洗3次后, 以
0.1% Triton X-100处理1 min, PBS洗3次, 以5% BSA
室温封闭30 min, 分别加入稀释的荧光染料标记的鬼

笔环肽、大肠杆菌抗体、β-肌动蛋白或γ-肌动蛋白

抗体, 4 °C过夜后PBS洗3次, 再以相应的荧光标记的

二抗室温孵育1 h, PBS洗3次后, 加入4’,6’-二脒基-2-
苯基吲哚二盐酸盐(4’,6’-diamidino-2-phenylindole, 
DAPI)(10 μg/mL)染色2 min, PBS洗3次后, 去离子水

漂洗1次, 用封片剂封片, 以共聚焦激光扫描显微镜观

察并采集图像。

1.2.8   实时定量PCR      将细胞用PBS洗2次后, 用总

RNA提取试剂盒提取细胞总RNA, 取1 μg总RNA进

行反转录, 以cDNA为模板, 采用染料法对各组中的

β-actin、γ-actin、GAPDH(内参)进行荧光实时定量

PCR反应, 反应条件为: 95 °C 10 s, 60 °C 30 s(40个循

环), 所用引物见表1。以2–ΔΔCt法进行相对定量分析。

1.2.9   巨噬细胞吞噬细菌实验      参照文献报道的

方法进行巨噬细胞吞噬细菌实验[9]。简述如下: 将
PMA诱导后的THP-1来源的巨噬细胞接种至24孔
板(2.5×105个/孔), 在加入细菌之前将培养液更换为

实验培养液(5% FBS、RPMI-1640), 然后每孔加入

2.5×107个过夜培养的大肠杆菌E44株, 使感染复数

为1001׃, 置于37 °C、5 % CO2、100%湿度的培养箱

中1 h后, 弃去实验培养液, 以RPMI-1640洗3次, 加入

含有庆大霉素(200 U/mL)的实验培养液继续培养1 h
以杀灭细胞外的细菌。PBS洗3次后加入无菌水裂

解细胞, 将细胞裂解液进行梯度稀释后, 涂布在含利

福平的LB琼脂营养平板上, 过夜培养, 计数菌落形

成单位(colony forming unit, CFU)。
1.2.10   统计学分析      数据均使用GraphPad Prism 6 
软件进行统计学分析。所有实验至少重复3次。两

组数据比较时采用t检验法, 多组数据比较时采用单

因素方差分析(One-Way ANOVA)。P<0.05时认为

差异具有统计学差异。

2   结果
2.1   巨噬细胞中肌动蛋白亚型的表达情况

为了获得体外培养的巨噬细胞, 将培养的人单

核细胞系THP-1用 PMA进行诱导, 使其分化为巨噬

细胞。正常THP-1细胞为悬浮状态, 呈圆球形; 经佛

波酯诱导72 h后, THP-1细胞变为贴壁生长, 呈不规

则形或多角形, 细胞周边出现伪足, 即分化为巨噬细

胞(图1A)。接着, 利用逆转录PCR方法, 对巨噬细胞

中的肌动蛋白编码基因的转录本进行了检测, 发现

β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白均有表达, 而α-肌动蛋白则

未见表达(图1B)。以荧光定量PCR方法对β-肌动蛋

白和γ-肌动蛋白的转录本进行了定量和比较, 发现

γ-肌动蛋白的mRNA表达水平较高, 是β-肌动蛋白的

1.67倍左右(图1C)。免疫印迹结果显示, 在巨噬细胞

中可以检测到β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白的表达, 且γ-
肌动蛋白的表达量高于β-肌动蛋白(图1D)。进一步

利用免疫荧光技术, 以针对肌动蛋白亚型的特异性

抗体对巨噬细胞进行染色, 同时以荧光标记的鬼笔

环肽对纤维状肌动蛋白进行共同染色, 分析肌动蛋

白亚型在巨噬细胞中的分布及其与纤维状肌动蛋白

的定位关系。结果显示, β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白在

巨噬细胞的细胞质中表达较高, 而纤维状肌动蛋白

表1   PCR引物序列

Table 1   Sequence of PCR primers
引物

Primer
方向

Direction
序列

Sequence
长度/bp
Length /bp

α-actin Forward 5ʹ-GGC AAG TGA TCA CCA TCG GA-3ʹ 100

Reverse 5ʹ-GTG GTT TCA TGG ATG CCA GC-3ʹ

γ-actin Forward 5ʹ-CTC GCA CTC TGT TCT TCC G-3ʹ 117

Reverse 5ʹ-GCA AAA CCA GCT TTG CAC AT-3ʹ

β-actin Forward 5ʹ-GCA CAG AGC CTC GCC TT-3ʹ 112

Reverse 5ʹ-CCT TGC ACA TGC CGG AG-3ʹ

GAPDH Forward
Reverse

5ʹ-AAG GTG AAG GTC GGA GTC AAC-3ʹ
5ʹ-GGG GTC ATT GAT GGC AAC AAT A-3ʹ

102
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则在细胞膜边缘呈明显聚集, 并形成向外延伸的丝

状伪足结构; β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白在细胞膜边缘

处与纤维状肌动蛋白有共定位(图1E和图1F)。这些

结果表明, 巨噬细胞中主要表达β-肌动蛋白和γ-肌动

蛋白两种肌动蛋白亚型, 且这两种亚型的表达水平

存在一定的差异。

2.2   巨噬细胞受到脑膜炎大肠杆菌感染后其肌动

蛋白出现局部聚集

为了分析巨噬细胞受到病原菌感染时其肌

动蛋白的变化 ,  将过夜培养的脑膜炎大肠杆菌

K1(Escherichia coli K1)[10]加入至佛波酯诱导后的THP-1
来源的巨噬细胞的培养环境中进行感染 , 30 min后将

细胞固定后进行免疫荧光染色, 分析纤维状肌动蛋

白的变化。结果发现, 在巨噬细胞受到脑膜炎大肠

杆菌感染后, 丝状伪足变短或消失, 细胞膜边缘的纤

维状肌动蛋白明显增强, 说明细菌感染可以诱发巨

噬细胞膜边缘处的肌动蛋白发生解聚和聚集的动态

变化, 即肌动蛋白的重组装(rearrangement)(图2A)。
进一步, 对大肠杆菌感染的巨噬细胞中β-肌动蛋白

和γ-肌动蛋白亚型的表达进行了分析。结果显示, 
细菌感染可以导致巨噬细胞的β-肌动蛋白在细胞膜

边缘发生明显聚集(图2B), 这与纤维状肌动蛋白的

变化趋势是一致的。对于γ-肌动蛋白而言, 在细菌

感染后其在细胞膜边缘处则没有明显的聚集现象, 

A: 培养的THP-1细胞经过PMA诱导72 h后, 利用倒置相差显微镜对细胞的形态进行观察; B: 提取THP-1细胞的总RNA, 逆转录后进行PCR反应, 
分析α-、β-和γ-肌动蛋白的mRNA的表达情况; C: 将THP-1细胞的总RNA逆转录后进行荧光定量PCR, 比较β-和γ-肌动蛋白的mRNA表达水平; D: 
获取THP-1细胞的蛋白裂解液, 利用免疫印迹方法检测β-和γ-肌动蛋白的蛋白表达; E、F: 将THP-1细胞接种于盖玻片上, 固定, 利用免疫荧光技

术, 以罗丹明标记的鬼笔环肽对纤维状肌动蛋白进行染色, 同时以β-肌动蛋白抗体(E)和γ-肌动蛋白抗体(F)进行染色, 以DAPI(4’,6’-二脒基-2-苯
基吲哚二盐酸盐)对细胞核进行染色后, 利用共聚焦显微镜进行成像。

A: THP-1 cells were induced to macrophages after PMA treatment for 72 h and the changes of cell shape were imaged under phase-contrast microscope; 
B: the total RNA of THP-1 cells were isolated followed by reverse-transcription PCR to assess the mRNA expression of α-actin, β-actin and γ-actin; C: 
reverse-transcription quantitative PCR to analyze the mRNA levels of β-actin and γ-actin; D: the cell lysates of the THP-1 macrophages were obtained 
to detect the protein expression of β-actin and γ-actin by western blot; E,F: the THP-1 cells were seeded on coverslips and fixed. Immunostaining were 
performed with TRITC-phalloidin together with β-actin antibody (E) and γ-actin antibody (F). DAPI (4’,6’-diamidino-2-phenylindole) was used for 
counter staining. The coverslips were mounted and imaged by confocal microscopy.

图1   THP-1来源的巨噬细胞中肌动蛋白亚型的表达情况

Fig.1   Expression of actin isoforms in THP-1 macrophages
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但在细胞质中可见γ-肌动蛋白呈斑点状聚集(图2C)。
这些结果表明, 巨噬细胞受到脑膜炎大肠杆菌感染

后, 其肌动蛋白出现了聚集和解聚的动态变化; 其
中, β-肌动蛋白在细胞膜边缘处出现了明显的聚集, 
而γ-肌动蛋白在细胞质中出现了一定程度的聚集。

2.3   阻断肌动蛋白的聚合可以明显减少巨噬细胞

吞噬大肠杆菌

为了建立巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌的检

测方法, 进行了细菌吞噬实验[9], 分别以不同的细胞

数量(1.25×105、2.50×105、4.00×105、5.00×105个/孔)
将诱导后的THP-1细胞接种于24孔板中, 然后加入

脑膜炎大肠杆菌, 感染1 h后将细胞外黏附的细菌杀

灭, 获得巨噬细胞裂解液并涂板计数, 从而评估被巨

噬细胞吞噬进入胞内细菌的数量。结果显示, 随着

接种细胞数量的增多, 巨噬细胞吞噬细菌的数量呈

逐渐增多的趋势; 在接种细胞数量达4×105个/孔后则

吞噬细菌数量的增长变缓, 趋近饱和(图3A)。因此, 
拟按照2.5×105个/孔的细胞接种量进行后续的细菌

吞噬实验研究。

为了进一步分析肌动蛋白在巨噬细胞吞噬细

菌中的作用, 分别用两种不同的肌动蛋白聚集抑制

剂—细胞松弛素D以及红海海绵素B对巨噬细胞

进行预处理30 min, 然后进行细菌吞噬实验。结果

显示, 不同浓度的细胞松弛素D预处理巨噬细胞后, 
其细菌吞噬的效率明显降低, 且呈剂量依赖性; 在细

胞松弛素D浓度为1.0 mg/mL时, 巨噬细胞吞噬细菌

的数量下降至约25%(图3B)。利用红海海绵素B预处

理巨噬细胞后, 也能够剂量依赖性地抑制巨噬细胞吞

噬细菌; 在红海海绵素B浓度为0.128 mg/mL时, 巨噬

细胞吞噬细菌的数量下降至约11%(图3C), 说明红海

A: 将脑膜炎大肠杆菌与PMA诱导后的接种于盖玻片上的THP-1来源的巨噬细胞共培养30 min(以未与细菌共培养的细胞作为对照), 固定, 利用

免疫荧光技术, 以异硫氰酸荧光素标记的鬼笔环肽对纤维状肌动蛋白进行染色(绿色), 同时以大肠杆菌抗体对细菌进行染色(红色), 利用共聚焦

显微镜进行成像; B、C: 分别以β-肌动蛋白抗体(B)和γ-肌动蛋白抗体(C)对与细菌共培养的THP-1细胞进行染色, 以DAPI对细胞核进行染色后, 
利用共聚焦显微镜进行成像。

A: the THP-1 macrophages seeded on coverslips were infected with meningitic E.coli for 30 min, with uninfected cells as controls. Then the cells were 
fixed and stained with FITC-phalloidin (green) together with antibody against E.coli (red). Then the coverslips were mounted and visualized by confo-
cal microscopy; B,C: the E.coli-infected THP-1 cells were stained with  β-actin antibody (B) and γ-actin antibody (C), and DAPI was used for counter 
staining. Then the cells were visualized by confocal microscopy.

图2   脑膜炎大肠杆菌感染THP-1来源的巨噬细胞后引起巨噬细胞肌动蛋白聚集

Fig.2   Actin polymerization in THP-1 macrophages upon meningitic E.coli infection
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海绵素B抑制巨噬细胞吞噬细菌的作用明显强于细

胞松弛素D。进一步的实验结果显示, 细胞松弛素D
和红海海绵素B可以明显阻断脑膜炎大肠杆菌所诱

发的细胞膜边缘的纤维状肌动蛋白聚集(图3D)。这

些结果表明, 巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌的过程

中, 需要肌动蛋白单体的聚合, 这与图2中显示的大肠

杆菌感染巨噬细胞时可导致细胞膜边缘处肌动蛋白

发生聚集的现象是一致的。

2.4   不同肌动蛋白亚型在巨噬细胞吞噬大肠杆菌

中的作用分析

为了探讨不同肌动蛋白亚型在巨噬细胞吞噬

脑膜炎大肠杆菌中的作用, 分别设计了针对β-肌动

蛋白和γ-肌动蛋白的小干扰RNA(siRNA), 转染至诱

导后的THP-1来源的巨噬细胞, 对巨噬细胞中的β-
肌动蛋白和γ-肌动蛋白进行分别敲降和联合敲降。

荧光定量PCR结果显示, 与阴性对照组(转染了无义

siRNA)相比, 单独转染β-肌动蛋白的siRNA能够明

显下调巨噬细胞中β-肌动蛋白mRNA的水平(降至

对照组的约52.2 %, P<0.01), 且这种下调作用是β-
肌动蛋白特异性的, 因为此时γ-肌动蛋白的mRNA
水平并没有降低, 反而有些升高(约127.5%)(详见讨

论)(图4A)。单独转染γ-肌动蛋白的siRNA则可以特

A: 将不同数量的诱导后的THP-1来源的巨噬细胞接种于24孔板中, 然后加入过夜培养的脑膜炎大肠杆菌(感染复数MOI 为1001׃), 1 h后以庆大

霉素(200 U/mL)将细胞外的细菌杀灭, 然后加入无菌水裂解细胞, 将裂解液涂布于LB琼脂平板, 过夜培养后计数克隆形成单位CFU; B、C: 将
2.5×105诱导后的THP-1来源的巨噬细胞接种于24孔板中, 分别以不同浓度的细胞松弛素D(B)和红海海绵素B(C)进行预处理30 min, 然后加入过

夜培养的脑膜炎大肠杆菌, 1 h后以庆大霉素将细胞外的细菌杀灭, 然后加入无菌水裂解细胞, 将裂解液涂布于LB琼脂平板, 过夜培养后计数克

隆形成单位。显示的数据为来自6次独立实验的均值±标准差。以对照组作为100%, 所有数据都以对照组做归一化。*P<0.05, **P<0.01(n=6); D: 
将PMA诱导后的THP-1来源的巨噬细胞分别以细胞松弛素D(0.2 mg/mL)和红海海绵素B(0.032 mg/mL)进行预处理30 min, 再加入脑膜炎大肠杆

菌共培养30 min, 固定, 利用免疫荧光技术, 以罗丹明标记的鬼笔环肽对纤维状肌动蛋白进行染色(红色), 利用共聚显微镜进行成像。

A: different amounts of PMA-induced THP-1 macrophages were seeded into 24-well plates and incubated with meningitic E.coli (MOI, 1001׃) for 1 h, 
then gentamycin (200 U/mL) was added to kill the extracellular bacteria. Sterile water was used to lyse the cells. The released intracellular bacteria were 
plated on LB plates and incubated at 37 °C overnight to count the colony formation unit (CFU); B,C: PMA-induced THP-1 macrophages were seeded 
into 24-well plates and treated with  cytochalasin D (B) and latrunculin B (C) for 30 min, then the cells were infected with meningitic E.coli for 1h. The 
extracellular bacteria were killed by gentamycin and the intracellular bacteria were released by addition of sterile water. The CFUs were counted after 
plating on LB plates and incubated at 37 °C overnight. Data are x

_
±s of six independent experiments. All the data were normalized to control which was 

defined as 100%. *P<0.05, **P<0.01 (n=6); D: the THP-1 macrophages seeded on coverslips were pre-treated with cytochalasin D (0.2 mg/mL) and 
latrunculin B (0.032 mg/mL) for 30 min, and then infected with meningitic E.coli for 30 min. Then the cells were fixed and stained with rhodamine-
phalloidin (red). The coverslips were mounted and visualized by confocal microscopy.

图3   肌动蛋白抑制剂可以明显减少巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌

Fig.3   Inhibitors of actin polymerization attenuated phagocytosis of meningitic E.coli by THP-1 macrophages
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异性下调γ-肌动蛋白mRNA的水平(降至约52.3%, 
P<0.05), 而此时β-肌动蛋白的mRNA水平并没有下

降, 而是有些升高(约111.9%)(详见讨论)(图4A)。另

外, 我们还把针对β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白的siRNA
同时转染至巨噬细胞, 对β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白

进行联合RNA干扰, 结果显示, 联合干扰可以使β-肌
动蛋白和γ-肌动蛋白的转录本同时下调(分别降至约

43.6%和51.3%, P<0.01和P<0.05)(图4A)。
为了在蛋白水平进一步验证RNA干扰的效应, 

利用免疫印迹技术对单独RNA干扰和联合RNA干扰

后巨噬细胞中肌动蛋白的表达情况进行了检测。结

果显示, 针对β-肌动蛋白的siRNA可以特异性下调巨

噬细胞中β-肌动蛋白的水平(降至对照组的约73.9%, 
P<0.05), 针对γ-肌动蛋白的siRNA可特异性下调γ-肌
动蛋白的水平(降至约76.5 %, P<0.05), 联合干扰则

可使β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白同时下调(分别降至约

62.2%和约67.3%, P<0.05)(图4B和图4C)。这些结果表

明, 利用RNA干扰技术可以分别对THP-1来源的巨噬

细胞的β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白的表达进行特异性下

调, 也能在THP-1来源的巨噬细胞中同时下调β-肌动

蛋白和γ-肌动蛋白的表达。

利用上述获得的β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白分别

敲降和联合敲降的巨噬细胞, 进行细菌吞噬实验, 分
析对巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌的影响。结果显

示, 单独敲降β-肌动蛋白后, 巨噬细胞吞噬细菌的数

量与对照组相比明显下降(降至对照组的约75.4%, 
P<0.001); 单独敲降γ-肌动蛋白后, 巨噬细胞吞噬细

菌的数量也明显下降(降至约79.9%, P<0.01), 这说

明, β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白都在巨噬细胞吞噬细菌

的过程中发挥了作用。与对照组比较, 联合敲降β-
肌动蛋白和γ-肌动蛋白的巨噬细胞, 其细菌吞噬能

力也明显降低(降至对照组的约46.6%, P<0.001); 进
一步分析发现, 联合敲降β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白组

与β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白单独敲降组相比较, 细菌

吞噬量呈进一步下降, 统计学分析具有显著性差异

(P<0.01)(图5), 即表现为叠加效应, 这说明, β-肌动

蛋白和γ-肌动蛋白在巨噬细胞吞噬细菌过程中可能

发挥着相对独立的作用。

3   讨论
肌动蛋白作为细胞骨架微丝的主要组分, 在巨

噬细胞的吞噬过程中发挥着重要作用。目前, 对巨

噬细胞吞噬机制的研究较多关注在调控肌动蛋白的

上游信号分子上, 如Arp2/3[11]、Rho GTP酶[12]、磷酸

A: 设计并合成针对β-肌动蛋白编码基因的siRNA(si-β-actin)和针对γ-肌动蛋白编码基因的siRNA(si-γ-actin), 以无意义序列的siRNA作为对照

组(si-ctrl)。分别将针对β-和γ-肌动蛋白的siRNA以及将二者合并(si-β&γ-actin)转染至PMA诱导的THP-1来源的巨噬细胞, 48 h后提取细胞的总

RNA, 利用荧光定量逆转录PCR对β-和γ-肌动蛋白的mRNA进行检测; B: 提取上述细胞的蛋白裂解液, 利用免疫印迹方法对β-和γ-肌动蛋白的蛋

白质水平进行检测, 同时以GAPDH作为内参照; C: 以ImageJ软件分析上述免疫印迹结果里相应条带的灰度值, 以对照组作为1, 所有数据都以

对照组做归一化。显示的数据为来自3次独立实验的均值±标准差。*P<0.05, **P<0.01(n=3)。
A: the siRNA targeting β-actin (si-β-actin) and γ-actin (si-γ-actin) were designed and synthesized, with non-silencing siRNA as control (si-ctrl). The 
siRNA were transfected into PMA-induced THP-1 macrophages, respectively. When indicated, the si-β-actin and si-γ-actin were co-transfected into the 
macrophages (si-β&γ-actin). The total RNA of the transfected macrophages was extracted and the mRNA levels of β-actin and γ-actin were measured 
by quantitative reverse-transcription PCR; B: the cell lysates were prepared and the protein levels of β-actin and γ-actin were assessed by western blot, 
with GAPDH as loading control; C: the band density of Western blot was analyzed by ImageJ software. Data are x

_
±s of three independent experiments. 

All the data were normalized to control which was defined as 1. *P<0.05, **P<0.01 (n=3).
图4   利用RNA干扰技术下调THP-1来源的巨噬细胞中的肌动蛋白亚型

Fig.4   Knockdown of actin isoforms by siRNA in THP-1 macrophages
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肌醇-3激酶[13]等, 而对肌动蛋白本身在吞噬过程中

的作用则不甚了解。本研究以诱导后的THP-1细胞

作为巨噬细胞的模式细胞, 首先鉴定了其中表达的

肌动蛋白亚型, 发现巨噬细胞主要表达β-肌动蛋白

和γ-肌动蛋白, 而不表达α-肌动蛋白, 并观察到巨噬

细胞在受到脑膜炎大肠杆菌感染时其β-肌动蛋白和

γ-肌动蛋白均出现不同程度的聚集, 而肌动蛋白聚

集的抑制剂则可以明显阻断巨噬细胞对细菌的吞噬

作用。进一步研究发现, 分别下调巨噬细胞中β-肌
动蛋白和γ-肌动蛋白的表达后, 可以减少巨噬细胞

对细菌的吞噬; 而联合下调β-肌动蛋白和γ-肌动蛋

白则能进一步减少巨噬细胞对细菌的吞噬, 说明β-
肌动蛋白和γ-肌动蛋白均参与了巨噬细胞吞噬细菌

的过程, 其发挥的作用可能是相互独立的。

关于肌动蛋白在真核细胞摄入细菌过程中的

作用, 已有部分文献报道, 例如, 红海海绵素可以抑

制肠上皮细胞内吞禽结核分枝杆菌(Mycobacterium 
avium)[14], 细胞松弛素可以抑制巨噬细胞吞噬化脓

性链球菌(Streptococcus pyogenes)[15], 但这些研究都

是利用肌动蛋白的化学抑制剂进行的实验研究。由

于肌动蛋白抑制剂无法区分细胞中肌动蛋白的亚

型, 因此, 目前关于肌动蛋白亚型在巨噬细胞吞噬细

菌中的作用仍不清楚。本研究首次利用特异性的小

干扰RNA, 在巨噬细胞中建立了分别下调特定肌动

蛋白亚型的方法, 克服了肌动蛋白抑制剂无法区分

肌动蛋白亚型的局限, 并首次发现β-肌动蛋白和γ-肌
动蛋白参与了巨噬细胞吞噬细菌的过程。我们还发

现, 巨噬细胞中γ-肌动蛋白表达量较β-肌动蛋白高, 
但是分别下调β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白后对巨噬细

胞吞噬细菌的影响程度却比较接近, 这说明, β-肌动

蛋白在巨噬细胞吞噬细菌时的作用要强于γ-肌动蛋

白的作用。

本研究的结果显示, 当特异性下调β-肌动蛋白

时, 巨噬细胞的γ-肌动蛋白的转录水平和蛋白水平

都有一定的代偿性升高; 类似地, 下调γ-肌动蛋白时

β-肌动蛋白则有一定代偿性升高, 这说明, 肌动蛋白

亚型的表达是互相影响的。有研究报道, p53家族成

员(包括p53、p63、p73等转录因子)就表现为能够通

过结合于成员基因的启动子区来互相调控转录及表

达[16]。与p53家族不同的是, 肌动蛋白并非转录因子, 
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将2.5×105个诱导后的THP-1来源的巨噬细胞接种于24孔板中, 分别以不同的siRNA进行转染, 48 h后加入过夜培养的脑膜炎大肠杆菌, 1 h后以

庆大霉素将细胞外的细菌杀灭, 然后加入无菌水裂解细胞, 将裂解液涂布于LB琼脂平板, 过夜培养后计数克隆形成单位。显示的数据为来自6
次独立实验的均值±标准差。以对照组作为100 %, 所有数据都以对照组做归一化。**P<0.01, ***P<0.001(n=6)。
2.5×105 PMA-induced THP-1 macrophages were seeded into 24-well plates and transfected with indicated siRNA for 48 h. Then the cells were infected 
with meningitic E.coli for 1 h. The extracellular bacteria were killed by gentamycin and the intracellular bacteria were released by addition of sterile 
water. The CFUs were counted after plating on LB plates. Data are  x

_
±s of six independent experiments. All the data were normalized to control which 

was defined as 100 %. **P<0.01, ***P<0.001 (n=6).
图5   下调肌动蛋白亚型对巨噬细胞吞噬脑膜炎大肠杆菌的影响

Fig.5   The effects of downregulation of actin isoforms on phagocytosis of meningitic E.coli by THP-1 macrophages



628 · 研究论文 ·

不能直接结合于启动子区。近年来有研究表明, 肌动

蛋白不仅在细胞质中表达, 在细胞核中也存在[17]; 游
离的肌动蛋白还能结合巨核细胞白血病(megakaryo-
cytic acute leukemia, MAL)蛋白直接调控血清反应

因子 (serum response factor, SRF)的转录活性 [18-19]。

据此我们认为, 这种β-肌动蛋白和γ-肌动蛋白互相影

响的表达调控是通过间接影响某个(或某些)相关的

转录因子来实现的, 但是具体是通过哪个(或某些)
转录因子值得深入研究。
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