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检测不同毒力结核分枝杆菌感染对巨噬细胞凋亡的

影响及其Caspase-3和Bcl-2的表达
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(石河子大学医学院病原生物学免疫学教研室, 石河子大学新疆地方与民族高发病教育部重点实验室, 
石河子 832002)

摘要      该文为探讨不同毒力的结核分枝杆菌感染对巨噬细胞凋亡的调控作用及其机制。实

验用结核分枝杆菌国际标准强毒株H37Rv株和卡介苗BCG分别感染巨噬细胞RAW264.7株, 同时设

空白对照组, 在感染后1, 6, 12, 24 h, 用流式细胞技术检测各组巨噬细胞的凋亡率, 应用Western blot
检测细胞Caspase-3和Bcl-2蛋白表达。结果发现 , 结核分枝杆菌感染组的凋亡率显著高于对照组 , 
差异具有统计学意义(P<0.05); BCG感染组凋亡率高于H37Rv感染组, 在感染后1, 12, 24 h凋亡率显

著升高 , 差异具有统计学意义 (P<0.05)。巨噬细胞感染结核分枝杆菌后其Caspase-3蛋白表达增高 , 
结核分枝杆菌感染组的Caspase-3蛋白表达高于对照组 : 对照组<H37Rv感染组<BCG感染组 , 差异

具有统计学意义(P<0.05); BCG感染组Caspase-3蛋白表达高于H37Rv感染组, 在感染后1, 12, 24 h蛋
白表达增高显著, 差异具有统计学意义(P<0.05)。结核分枝杆菌感染组的Bcl-2蛋白表达低于对照组, 
差异具有统计学意义(P<0.05); H37Rv感染组在1, 6, 24 h的Bcl-2蛋白表达高于BCG感染组, 差异具

有统计学意义 (P<0.05)。由此可见 , 结核分枝杆菌感染导致巨噬细胞凋亡 , 细胞凋亡与结核分枝杆

菌的毒力强弱有关; 结核分枝杆菌感染对巨噬细胞的凋亡与Caspase-3及Bcl-2的表达有关。

关键词      结核分枝杆菌; 巨噬细胞; 凋亡; Caspase-3; Bcl-2

The Influence of the Apoptosis Rate and the Expression of Apoptosis 
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Abstract        To explore the regulation and mechanism of apoptosis of the macrophage infected by Mycobac-
terium tuberculosis. Infected the macrophage RAW264.7 cell line with international standards with Mycobacterium 
tuberculosis H37Rv and BCG, at the same time, set the blank control group, after the infection at the 1, 6, 12, 24 h, 
flow cytometry were employed to detect the rate of the apoptosis of macrophages of each group. Then detect the 
Caspase-3 protein and expression levels of the gene with Western blot. The results showed that the rate of the apop-
tosis of macrophage RAW264.7 cell line infected by Mycobacterium tuberculosis is significantly higher than that 
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of the control group, the difference was statistically significant (P<0.05), and the rate of apoptosis of macrophage 
RAW264.7 cell line infected by the BCG was higher than that of the H37Rv, after infection, at 1, 12, 24 h, the rate 
of the apoptosis increased significantly, and the difference was statistically significant (P<0.05). After being in-
fected by Mycobacterium tuberculosis, the expression of the Caspase-3 protein in macrophages increased, and the 
expression of the Caspase-3 protein of the Mycobacterium tuberculosis group is higher than the control group, the 
control group<H37Rv infection group<BCG infection group. The difference was statistically significant (P<0.05). 
The expression of Caspase3 protein in BCG infection group is higher than that in H37Rv infection group, at 1, 12, 
24 h, the expression of protein was significantly increased after being infected, the difference was statistically sig-
nificant (P<0.05). The expression level of Caspase-3 gene in the Mycobacterium tuberculosis infection group was 
relatively higher than that in the control group, the difference was statistically significant (P<0.05). The expression 
of the Bcl-2 protein of the Mycobacterium tuberculosis infection group was significantly lower than that of the 
control group, the difference was statistically significant (P<0.05). At 1, 6, 24 h, the expression of Bcl-2 protein in 
the H37Rv infection group was higher than that in the BCG infection group after being infected, the difference was 
statistically significant (P<0.05). This shows the infection with Mycobacterium tuberculosis leads to the apoptosis 
of macrophages, the intensity of virulence of Mycobacterium tuberculosis was related to the apoptosis of cells. And 
the apoptosis of macrophages infected with Mycobacterium tuberculosis was related to the expression of Caspase-3 
and Bcl-2.

Key words        Mycobacterium tuberculosis; macrophage; apoptosis; Caspase-3; Bcl-2

结核病 (tuberculosis, TB)是由结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis, MTB)感染引起的一种

世界性传染病 , 是单一致病菌感染导致死亡率最高

的感染性疾病。目前 , 全球结核病的发病率、病死

率逐年递增, 国内外对结核分枝杆菌越来越重视, 已
成严重威胁人类健康的疾病之一。结核分枝杆菌存

在于被感染宿主巨噬细胞内 , 并可以通过多种机制

对巨噬细胞凋亡进行调控 , 而这种调控与其在宿主

细胞内的命运密切相关 , 对结核病的发生、发展及

预后都具有重要影响 [1]。本研究应用细胞流式技术

动态监测结核分枝杆菌国际标准强毒株H37Rv株和

卡介苗菌株 (BCG)感染的巨噬细胞的凋亡率 , 同时

应用Western blot检测Caspase-3和Bcl-2蛋白表达水

平 , 探讨结核分枝杆菌对感染巨噬细胞凋亡的调控

作用及其机制。

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   菌株      结核分枝杆菌国际标准强毒株H37Rv
株和卡介苗菌株BCG购自中国药物生物制品检定

所。

1.1.2   细胞      RA W264.7巨噬细胞株购自中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。

1.1.3   主要试剂      Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂

盒购自美国Bio Vision公司; 兔多克隆抗体Caspase-3
购自美国Abcam公司; 兔多克隆抗体Bcl-2、β-actin
单克隆抗体、辣根过氧化物酶(HRP)标记的山羊抗

鼠IgG抗体及山羊抗兔IgG抗体购自北京中衫金桥生

物技术有限公司; ECL发光试剂盒购自美国Thermo
公司。

1.2   方法

1.2.1   菌株培养及菌悬液制备      结核分枝杆菌国

际标准强毒株H37Rv菌种用0.5 mL的生理盐水和苏

通培养液混合液(体积比为1:3)稀释, BCG疫苗每支

用专用稀释液0.5 mL稀释, 接种在罗氏培养基斜面

上; 培养20天后分别取罗氏培养基上生长状况良好

的H37Rv和BCG, 加含0.05% Tween-80的生理盐水

研磨均匀, 用DMEM培养液(含10%胎牛血清)稀释成

细菌悬液, 将细菌浓度调整为1.0×107/mL。
1.2.2   RAW264.7细胞的培养      将RAW264.7细胞

置于DMEM培养液中培养, 0.25%的胰蛋白酶消化

并收集细胞, 使用台盼兰染色做活细胞检测;  显微

镜下计数并调整细胞浓度为1.0×106/mL。
1.2.3   构建结核分枝杆菌感染RAW264.7巨噬细胞
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表1  H37Rv组、BCG组和对照组被感染巨噬细胞的凋亡率

Table 1   The apoptosis rate of macrophages at different time points, in group H37Rv BCG and control
时间(h) H37Rv感染组细胞凋亡率(x

_
±s, %) BCG感染组细胞凋亡率(x

_
±s, %) 对照组细胞凋亡率(x

_
±s, %)

Time(h) Apoptosis rate of H37Rv group(x
_
±s, %) Apoptosis rate of BCG group(x

_
±s, %) Apoptosis rate of control group(x

_
±s, %)

1 8.64±0.38ab 17.04±0.94a 3.13±0.67

6 8.43±0.93a 8.42±1.55a 1.39±0.11

12 10.62±0.87ab 14.38±1.14a 2.27±0.02

24 8.24±0.33ab 16.56±2.24a 0.85±0.03

n=5。aP<0.05, 与对照组比较; bP<0.05, H37Rv组与BCG组比较。

n=5. aP<0.05, compared with the control; bP<0.05, H37Rv group compared with the BCG group.

模型      将计数后的细胞种在6孔细胞培养板, 并每

孔加DMEM培养液(含10%胎牛血清)2 mL, 置于37 °C 
5% CO2细胞培养箱中培养24 h后, 倒掉细胞培养液, 
用PBS洗涤细胞培养板2次, 去除细胞碎片及非贴壁

细胞, 每孔再加2 mL细菌悬液, 细菌与巨噬细胞比例

为10:1[2]。细胞置于37 °C、5% CO2细胞培养箱中孵

育4 h。
1.2.4   实验分组和感染细胞检测时间选取      将实

验复制感染细胞模型随机分为H37Rv株感染组、

BCG感染组及空白对照组, 分别在感染后1, 6, 12, 24 h
收集细胞, 进行实验检测。

1.2.5   Annexin V-FITC/PI检测细胞凋亡率      应用

流式细胞技术检测各组、各时间点巨噬细胞凋亡

率。按照Annexin V-FITC/PI凋亡检测试剂盒说明书

操作, 将细菌感染4 h后的巨噬细胞去除细菌培养液, 
用PBS洗涤2次, 用DMEM培养液(含10%胎牛血清)
继续培养, 并将此时作为细胞感染零时, 分别于感染

后1, 6, 12, 24 h收集细胞, 离心去上清液, 加入500 μL 
1×binding buffer重悬细胞, 轻轻混匀后, 2~8 °C避光

孵育10 min, 再加入5 μL Annexin V-FITC和5 μL PI, 
避光孵育5 min, 最后加入1.5 mL的PBS, 染色完成后

1 h内用流式细胞仪检测各组细胞凋亡率。

1.2.6   Western blot检测蛋白表达      细胞总蛋白样

品提取: 收集各组各时间点的细胞, 加入细胞裂解液

(已加入蛋白抑制剂)作用1 min, 之后13 000 r/min离
心15 min, 吸取上清即细胞总蛋白, 置于–80 °C冻存

备用。用BCA法测定蛋白浓度, 记录D562值, 根据标

准曲线计算蛋白浓度, 调整蛋白浓度后, 加入上样缓

冲液, 煮沸8 min后上样。各组以β-actin为内参, 取
50 μg细胞总蛋白进行SDS-PAGE电泳分离(12%分离

胶和4%浓缩胶), 通过半干转印法转移至0.22 μm的

PVDF膜上, 恒压23 V转膜45 min; PVDF膜经封闭

液封闭2 h后, 加入一抗: 兔多克隆抗体Caspase-3以
1:1 000稀释、兔多克隆抗体Bcl-2以1:300稀释、单

克隆抗体β-actin以1:1 000稀释, 4 °C孵育过夜, TBST
洗膜4次, 每次10 min; 加入HRP标记的相应二抗作

用液(1:30 000稀释), 室温摇动孵育1 h, TBST洗膜

3次, 每次10 min; ECL化学发光, 显影, 定影, 拍照; 
Western blot检测条带用凝胶成像仪分析系统Quantity 
One软件扫描灰度值。计算目的基因蛋白与β-actin 
灰度值的比值, 进行统计学分析。

1.2.7   统计学分析      应用SPSS13.0软件处理, 结果

以均数±标准差(mean±S.D.)表示, 选择单因素方差

分析进行均数差异性比较, 多样本两两比较选择最

小显著差值法;  P<0.05表示有统计学显著性差异。

2   结果
2.1   检测巨噬细胞凋亡率结果

流式细胞术结合Annexin V-FITC/PI检测结核

分枝杆菌感染的巨噬细胞, 检测各组1, 6, 12, 24 h时
间的凋亡率。巨噬细胞感染结核分枝杆菌后凋亡率

显著增高, H37Rv株感染组、BCG感染组与空白对

照组相比, 差异具有统计学意义(P<0.05);  H37Rv株
感染组和BCG感染组比较, BCG感染组凋亡率高于

H37Rv株感染组, 在感染后1, 12, 24 h凋亡率升高显

著, 差异具有统计学意义(P<0.05)。检测结果见表1
和图1。
2.2   Western blot检测Caspase-3蛋白表达的结果

计算Caspase-3与β-actin灰度值的比值(Caspase-3/
β-actin), 进行统计学分析。Western blot检测结果见

表2和图2。结果显示, 巨噬细胞感染结核分枝杆菌

后, 细胞Caspase-3蛋白相对表达增高, 各组感染后

1, 6, 12, 24 h 蛋白表达比较: 对照组<H37Rv株感

染组<BCG感染组, 差异具有统计学意义(P<0.05);  
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图1  流式细胞技术检测感染结核分枝杆菌巨噬细胞的凋亡率

Fig.1  Detect MTB infectedmacrophage,s apoptosis rate by flow cytometry
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H37Rv株感染组和BCG感染组比较, BCG感染组

Caspase-3蛋白表达高于H37Rv株感染组, 在感染后

1, 12, 24 h的Caspase-3蛋白表达升高显著, 差异具有

统计学意义(P<0.05)。
2.3   Western blot检测Bcl-2蛋白表达的结果

计算Bcl-2与β-actin灰度值的比值(Bcl-2/β-actin), 
进行统计学分析。Western blot检测结果见表3和图

3。结果显示, 巨噬细胞感染结核分枝杆菌后, 细胞

Bcl-2蛋白表达明显降低, 空白对照组蛋白表达高于

H37Rv株感染组和BCG感染组;  各组感染后1, 6, 12, 
24 h蛋白表达比较, 差异具有统计学意义(P<0.05); 
H37Rv株感染组和BCG感染组比较, H37Rv株感染

组在1, 6, 12, 24 h的Bcl-2蛋白表达高于BCG感染组, 
差异具有统计学意义(P<0.05)。

表2  巨噬细胞凋亡过程Caspase-3蛋白的表达

Table 2   Role of Caspase-3 protein in apoptosis of macrophages
时间(h) 　 H37Rv感染组(x

_
±s, IOD) BCG感染组(x

_
±s, IOD) 对照组(x

_
±s, IOD)

Time(h) H37Rv group(x
_
±s, IOD) BCG group(x

_
±s, IOD) Control group(x

_
±s, IOD)

1 0.52±0.13ab 1.45±0.61a 0.31±0.11

6 0.94±0.48a 1.17±0.66a 0.34±0.12

12 1.43±0.37ab 2.08±0.58a 0.45±0.21

24 1.04±0.38ab 1.32±0.70a 0.41±0.16

n=5。aP<0.05,与对照组比较; bP<0.05, H37Rv组与BCG组比较。

n=5. aP<0.05, compared with the control; bP<0.05, H37Rv group compared with the BCG group.
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图2  Western blot检测巨噬细胞Caspase-3蛋白表达情况

Fig.2  Western blot analysis of Caspase-3 expression in 
infected macrophages
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图3  Western blot检测巨噬细胞Bcl-2蛋白表达情况

Fig.3  Western blot analysis of Bcl-2 expression in 
infected macrophages
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表3  巨噬细胞凋亡过程Bcl-2蛋白的表达

Table 3  Role of bcl-2 protein in apoptosis of macrophages
时间(h) H37Rv感染组(x

_
±s, IOD) BCG感染组(x

_
±s, IOD) 对照组(x

_
±s, IOD)

Time(h) H37Rv group(x
_
±s, IOD) BCG group(x

_
±s, IOD) Control group(x

_
±s, IOD)

1 1.75±0.06b 0.40±0.01a 1.83±0.01

6 1.47±0.03ab 1.09±0.04a 1.68±0.02

12 1.25±0.03ab 1.68±0.02a 1.78±0.03

24 1.51±0.05ab 1.22±0.01a 2.01±0.6

n=5。aP<0.05, 与对照组比较; bP<0.05, H37Rv组与BCG组比较。

n=5. aP<0.05, compared with the control. bP<0.05, H37Rv group compared with the BCG group.
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3   讨论
结核分枝杆菌是典型的胞内致病菌, 侵入机体

感染宿主巨噬细胞, 诱导细胞凋亡, 激活巨噬细胞抗

结核免疫机制, 抑制结核分枝杆菌在体内的扩散, 增
强机体的免疫杀伤能力[3-4]。结核分枝杆菌通过对宿

主巨噬细胞的凋亡进行干预和调控[5]。巨噬细胞诱

导自身凋亡是杀伤结核分枝杆菌限制其在体内播散

的重要机制之一。但结核分枝杆菌能通过某些机制

逃避免疫杀伤, 抑制巨噬细胞的凋亡, 以便其在巨噬

细胞内的存活和繁殖[6]。

不同毒力结核分枝杆菌感染巨噬细胞后, 其在

宿主胞内会有不同的命运。毒力结核分枝杆菌能逃

避巨噬细胞凋亡杀伤机制, 从而在宿主机体内繁殖

和扩散, 引发炎症反应。研究发现, 不同毒力的结核

分枝杆菌感染巨噬细胞后, 诱导巨噬细胞凋亡水平

不同[7]。用不同毒力的结核分枝杆菌感染巨噬细胞, 
研究发现毒力的结核分枝杆菌H37Rv株诱导细胞凋

亡数最少, 其在胞内的生长繁殖与扩散速度最快; 结
核分枝杆菌H37Ra、BCG等减毒株也能不同程度的

导巨噬细胞凋亡, 但凋亡数高于毒力的结核分枝杆

菌H37Rv株[8]。Daelishvili等[9]用感染复数(MOI)为10
的结核分枝杆菌H37Rv株和H37Ra株感染人U937巨
噬细胞及II型肺上皮细胞(A549), 结果发现感染后都

能不同程度的导细胞凋亡, 但结核分枝杆菌H37Ra
株引起细胞凋亡率更高。Riendeau等[10]用不同毒力

结核分枝杆菌模拟人感染PMA分化的THP-1细胞, 
发现结核分枝杆菌H37Rv株感染未明显引起THP-1
细胞凋亡, 而结核分枝杆菌H37Ra株、BCG感染明显

引起细胞的凋亡, 这可能是毒力株结核分枝杆菌感染

细胞后阻断TNF信号传导, 干扰TNF死亡信号传导可

能为致病机制之一。Bal-cewicz-Sablinska等[11]在研究

中分别用结核分枝杆菌强毒力株H37Rv和结核分枝

杆菌减毒株H37Ra感染人肺泡巨噬细胞, 结果显示

巨噬细胞的凋亡率均有显著升高, H37Ra株感染组

细胞凋亡显著, 而H37Rv株感染组凋亡明显受到抑

制。本研究采用流式技术检测结核分枝杆菌感染对

巨噬细胞早期凋亡率及其时相性变化。研究结果与

上述一致, 巨噬细胞感染结核分枝杆菌后凋亡率显

著增高, 不同毒力结核分枝杆菌感染其凋亡率存在

差异;  本研究选取时间点至24 h, 因为实验所用巨噬

细胞增殖能力较强, 繁殖周期时间较短, 因此24 h内
实验结果更具有真实性。另有研究表明, 毒力结核分

枝杆菌H37Rv株感染的巨噬细胞凋亡率在10~60 min
内逐渐升高, 而90 min后又逐渐降低[12]。本实验结果

趋势与上述一致, H37Rv株感染组凋亡率在1~12 h内
逐渐升高, 12 h达到高峰, 24 h凋亡率降低; BCG感

染组凋亡率高于H37Rv株感染组, 尤其在感染后1, 
12, 24 h凋亡率增高显著。由此可见, 结核分枝杆菌

感染巨噬细胞后, 诱导巨噬细胞凋亡, 并且巨噬细

胞早期凋亡与结核分枝杆菌的毒力强弱有关。

结核分枝杆菌影响巨噬细胞凋亡途径很多, 主
要通过调控肿瘤坏死因子-α(TNF-α)、NO、IL-10
等的凋亡诱导效应和促进Bcl-2家族等凋亡抑制因

子的表达等途径影响细胞凋亡。结核分枝杆菌感

染巨噬细胞后诱导凋亡, 同时抑制细胞凋亡, 其凋

亡水平与TNF-α的表达密切相关, TNF-α的表达激活

Caspase酶系级联反应, 诱导巨噬细胞凋亡。Bcl-2基
因家族在调控巨噬细胞凋亡的过程中起到非常重要

的作用。Bcl-2和Bax能通过调节Caspase活性来调控

细胞凋亡, 但调控机制尚不清楚。

Caspase家族与细胞凋亡的发生及调控密切相

关, 是细胞凋亡信号转导的共同通路。Caspase酶系

在细胞凋亡过程中起重要作用, 凋亡过程中均可检

测到不同程度的Caspase增高[13]。Caspase的表达改

变决定了细胞凋亡的进展方向[10]。Caspase-3是执行

性Caspase酶, 所以被称为死亡蛋白酶。凋亡过程是

蛋白酶级联切割过程, Caspase-3处于凋亡核心位置, 
不同的蛋白酶切割Caspase-3 酶原, 活化的Caspase-3
又进一步切割不同的底物, 致使蛋白酶切割级联放

大, 从而激活核酸酶裂解核小体间的DNA, 导致染

色质浓缩和细胞皱缩, 形成凋亡小体, 引起细胞凋

亡[14]。Caspase-3在调节及执行凋亡过程中发挥核

心的作用。

本研究采用Western blot技术检测结核分枝杆

菌感染巨噬细胞的Caspase-3蛋白表达水平。研究结

果表明, 巨噬细胞感染结核分枝杆菌后Caspase-3表
达水平显著增高, 与对照组比较差异具有统计学意

义(P<0.05);  BCG感染组的Caspase-3表达高于H37Rv
株感染组。由此可见, 细胞凋亡的各个阶段都可以

检测到不同程度的Caspase 增高, 并且不同毒力结

核分枝杆菌感染巨噬细胞Caspase-3的表达存在差

异。Derrick等[15]发现, MTB的ESAT6成分通过激活

Caspase表达, 并形成膜孔而诱导THP-1细胞的凋亡。

Koziel等[16]发现, 结核分枝杆菌能抑制巨噬细胞内的
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细胞色素C释放, 诱导Caspase-3表达和活化, 从而上

调Bcl-2和Mcl-1等抗凋亡蛋白的表达, 从而抑制或

下调巨噬细胞的凋亡。

Bcl-2家族位于线粒体外膜上, 包括抗凋亡蛋

白(Bcl-2、Bcl-xL)和促凋亡蛋白(Bax、Bad)。凋亡

蛋白Bcl-2家族可以启动凋亡信号, 其表达和调控是

影响细胞凋亡关键因素之一, 在细胞凋亡信号转导

通路中起到重要作用[17]。随着研究不断深入发现, 
Bcl-2是细胞凋亡重要的凋亡抑制蛋白, 具有保护细

胞的功能作用。但Bcl-2并不是抑制细胞死亡程序的

某个环节, 只能改变细胞凋亡的阈值。结核分枝杆

菌感染巨噬细胞后, 大量表达Bcl-2与Bax, Bcl-2为抗

凋亡信号, 而Bax为促凋亡信号, 二者的比例影响凋

亡阈值, 阈值决定凋亡结果。Bcl-2的过表达会促进

细胞存活, 而Bax的过表达能促进细胞凋亡。已有研

究证明, 小鼠感染结核分枝杆菌后, 在巨噬细胞可检

测到Bcl-2和Bax的表达, 二者表达呈负相关。Bcl-2
的表达升高, Bax的表达降低, Bcl-2可以阻止Caspase
的激活, 调控Caspase活化放大水平, 抑制细胞凋亡[18]。

Bcl-2的过度表达可导致核内氧化还原平衡改变, 从
而降低Caspase-3活性, 阻止凋亡诱导因子和细胞色

素C在线粒体的释放, 抑制细胞凋亡[19]。

已有研究表明, 毒力的结核分枝杆菌感染巨噬

细胞后, 能诱导Bcl-2家族(凋亡抑制因子Bcl-2、Mcl-
1)的表达上调; 巨噬细胞吞噬结核分枝杆菌H37Rv
后, Bcl-2和Mcl-1的表达水平明显升高, 细胞凋亡受

到抑制, 促进毒力的结核分枝杆菌在巨噬细胞中存

活[5]。Zhang等[20]发现, 结核分枝杆菌强毒株H37Rv
诱导的细胞凋亡数量明显低于减毒株H37Ra, 结核

分枝杆菌强毒株H37Rv可通过上调巨噬细胞抗凋

亡蛋白Bcl-2的表达抑制细胞凋亡, 而Bcl-2在H37Ra
感染的巨噬细胞中表达下调。Han等[21]研究发现, 
Bcl-2家族与Mcl-1具有高度亲和性, 并认为Mcl-2家
族与Mcl-1的结合能抑制Bcl-2家族成员的活性, 从
而抑制细胞凋亡。本研究采用Western blot检测结核

分枝杆菌感染巨噬细胞的Bcl-2蛋白表达水平。研

究结果表明, 巨噬细胞感染结核分枝杆菌后Bcl-2
蛋白表达明显降低, 空白对照组蛋白表达显著高于

H37Rv株感染组和BCG感染组, 各组感染后1, 6, 12, 
24 h蛋白表达比较, 表达水平存在差异; H37Rv株感

染组与BCG感染组比较, H37Rv株感染组的Bcl-2表
达高于BCG感染组。研究结果显示, 不同毒力的结

核杆菌感染巨噬细胞Bcl-2的表达水平存在差异, 说
明Bcl-2家族的表达与细胞早期凋亡有关。

影响结核分枝杆菌感染对巨噬细胞的凋亡率

及Caspase-3表达的变化的的可能原因: (1)巨噬细胞

通过诱导细胞凋亡杀死寄生于其内的结核分枝杆

菌, 阻止结核分枝杆菌在体内的生殖和播散, 增强抗

结核分枝杆菌感染的保护性免疫机制; 因此, 巨噬细

胞凋亡对结核分枝杆菌的命运至关重要。巨噬细胞

感染结核分枝杆菌后, 可能通过活化酪氨酸蛋白激

酶(PTK), AK2/STAT-α磷酸化, STAT1-α发生转移, 诱
导生成大量TNF-α、NO, 增强Caspase酶系的活性, 
从而启动凋亡。(2)结核分支杆菌毒力株的某些特

殊菌体成分或其分泌的某些物质则可抑制巨噬细胞

的凋亡, 借以逃避巨噬细胞的免疫杀伤[7]。结核分

枝杆菌感染巨噬细胞后可能抑制细胞Fas的表达, 从
而抑制FasL对巨噬细胞凋亡的诱导, 以利于其在巨

噬细胞内的存活; 还可能抑制巨噬细胞NO合酶的表

达, 降低NO的生成, 进而抑制巨噬细胞凋亡。结核

杆菌可刺激IL-10生成, 调控IL-10诱导巨噬细胞分

泌活化的sTNFR2, 从而抑制TNF的活性, 以此降低

巨噬细胞凋亡。(3)毒力的结核分枝杆菌可能抑制

或下调巨噬细胞凋亡来逃避细胞的杀伤。Caspase
家族与细胞凋亡的发生和调控密切相关, 是多数细

胞凋亡信号转导的共同通路。毒力的结核分枝杆菌

通过某种机制直接抑制Caspase家族的活性, 或是由

于TNF-α作用受到抑制后间接影响Caspase家族成员

的活化, 抑制巨噬细胞凋亡。由此可见, 结核分支杆

菌诱导巨噬细胞凋亡与其诱导产生的TNF-α密切相

关。(4)Caspase家族与细胞凋亡的发生和调控密切

相关, 是多数细胞凋亡信号转导的共同通路。Bcl-2
与激活Caspase所需的蛋白质组成无活性的异二聚

体, 可阻止蛋白激活Caspase家族, 调控Caspase家族

成员活化放大水平, 抑制细胞凋亡; 细胞线粒体可能

释放Caspase-3参与凋亡, 但这一机制能被Bcl-2家族

阻断。Bcl-2家族能够通过调控Caspase活性来调控

细胞凋亡, 因此, Bcl-2家族的表达和调控是影响细

胞凋亡的关键因素之一, 在细胞凋亡信号转导通路

中发生重要作用。

结核分枝杆菌存在于被感染宿主的巨噬细胞

内, 并可以通过多种机制对巨噬细胞的凋亡进行调

控, 而这种调控作用与其在宿主细胞内的命运密切

相关。巨噬细胞的凋亡在一定程度上决定了结核分
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支杆菌的命运, 对结核病的发生、发展及预后都具

有重要的影响。本研究通过不同毒力的结核分枝

杆菌感染巨噬细胞, 检测其凋亡率及其Caspase-3和
Bcl-2蛋白表达水平的影响, 证实了结核分枝杆菌毒

力的强弱、巨噬细胞Caspase-3和Bcl-2的表达与细

胞早期凋亡有关。
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