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Abstract
誗 AIM: To study the influence of Lipoglycans from
Mycobacterium Chelonae (Che) on the expression of IL-6
and IL-8 in human corneal epithelia cells and its possible
signal transduction pathway.
誗METHODS: Lipoglycans was extracted by the Triton X-
114 phase partitioning. Lipoglycans from Che were
purified, by successive detergent and phenol
extractions. Lipoglycans were separated by gel filtration
on a Sephacryl 200 column and Sephacryl 100 column in
series, followed by extensive dialisis. Purified
Lipoglycans (50滋g / mL) were added into culture medium
to stimulate primary human corneal epithelial ( HCE )
cells. Cells and supernatant were collected at 0, 6, 12,
24h after the stimulation. The IL-6 and IL-8 expression at
mRNA level was assayed by using real time RT-PCR and
the secreted IL - 6 and IL - 8 in the supernatants was
measured by ELISA. Immunochemistry was used to
detect the expression and location of NF-资B in HCE cells.

誗 RESULTS: After the treatment of Lipoglycans, the
expression of IL - 8 and IL - 6 at mRNA level obviouly
increased within 12h, and reached peak level at 6h ( IL-8
was 36. 8 times that of the blank control, and IL- 6 was
32. 7 times) . Compared with the blank control group, the
expression of IL - 8 at protein level in the supernatant
increased 2. 8 folds at 6h (P>0. 05), 13. 4 folds at 12h (P<
0. 05 ), and 200. 7 folds at 24h ( P < 0. 05 ), and the
expression of IL-6 also incresed 3. 6 folds at 6h (P<0郾 05),
6. 1 folds at 12h (P<0. 05), and 7. 0 folds at 24h (P<0. 05),
which was similar to changes in the positive control
group (situmulated by LPS) . In the blank control group,
NF - 资B was localized in the cytoplasm, while in
lipoglycans treated group, NF - 资B was activated and
translocalized to the nucleus in HCE.
誗CONCLUSION: Lipoglycans from Che can induce HCE
cells to produce inflammatory factors( IL- 6 and IL- 8) ,
and its signal transduction pathway probably is mediated
by NF-资B.
誗KEYWORDS:Mycobacterium Chelonea; human corneal
epithelial; inflammatory factors; Lipomannans;
Lipoarabinomannans; NF-资B
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摘要
目的:研究龟分枝杆菌细菌壁内脂葡聚糖对人角膜上皮
细胞 IL-6 和 IL-8 表达的影响及其可能信号转导通路。
方法:提取龟分枝杆菌细菌壁内脂葡聚糖作用于原代培
养人角膜上皮细胞(human corneal epithelia,HCE)。 实验
分为实验组(脂葡聚糖样品处理组)、阳性对照组(LPS 处
理组)和空白组。 脂葡聚糖处理后的 0,6,12h 各时间点
采用 RT-PCR 法在 mRNA 水平检测实验组中 IL-6 和 IL-8
的表达水平;脂葡聚糖处理后的 0,6,12,24h 各时间点采
用 ELISA 法在蛋白水平检测实验组、阳性对照组和空白
组中 IL-6 和 IL-8 的表达。 免疫细胞化学法检测空白组与
实验组(时间点 24h)HCE 细胞内 NF-资B 的表达与定位。
结果:实验组中,12h 内 IL-6 和 IL-8 在 mRNA 水平明显
增加,6h 时即达到峰值( IL-6 是空白组的 32. 7 倍,IL-8
是对照组的 36. 8 倍);在蛋白质水平,培养上清内 IL-6
和 IL-8 含量在 24h 内呈现时间依赖性上升(6,12,24h 各
时间点与对照组之间均有统计学差异,P<0. 05),与阳性
对照组变化一致。 空白组 NF-资B 定位于细胞浆内,实验

369

Int Eye Sci, Vol. 15, No. 6, Jun. 2015摇 摇 http: / / ies. ijo. cn
Tel:029鄄82245172摇 82210956摇 摇 Email:IJO. 2000@163. com



组 NF-资B 被激活,移位至细胞核内。
结论:龟分枝杆菌来源的脂葡聚糖可以促使人角膜上皮
细胞过表达 IL-6 和 IL-8,其信号转导通路可能是通过
核转录因子 NF-资B 进行的。
关键词:龟分枝杆菌龟亚种;人角膜上皮细胞;炎性细胞
因子;脂阿拉伯甘露聚糖;脂甘露聚糖;核转录因子-资B
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0 引言
摇 摇 非结核分枝杆菌性角膜炎在眼科不是常见病,但是
近年来随着微生物检测水平提高、糖皮质激素的广泛使
用、角膜手术(尤其是 LASIK 手术)的广泛开展,非结核
分枝 杆 菌 性 角 膜 炎 ( non - tuberculous mycobacteria
keratitis,NTMK)有快速增加趋势,可是它的发病机制我
们依然知之甚少。 分枝杆菌细菌壁以脂阿拉伯甘露聚糖
(lipoarabinomanan,LAM)和脂甘露聚糖( lipomannan,LM)
为代表的脂葡聚糖吸引了越来越多的关注。 因此,我们
选择非结核分枝杆菌性角膜炎的主要致病菌龟分枝杆菌
龟亚种(简称龟分枝杆菌)作为研究对象,研究其细菌壁
上的脂葡聚糖对于人角膜上皮细胞炎性因子表达的影
响,探索龟分枝杆菌的主要致病物质及其信号转导通路。
1 材料和方法
1. 1 材料 摇 龟分枝杆菌龟亚种为标准菌,购于美国
ATCC;IL-6 ELISA kit 和 IL-8 ELISA kit(武汉博士德生
物工程有限责任公司);Middlebrook ADC,Middlebrook
OADC,Middlebrook 7H 和 Middlebrook 7H10(美国 BD 公
司);Triton X-100(上海生工生物工程技术服务公司);
MWCO 3500KD (上海生工生物工程技术服务公司);
Proteinase K(上海生工生物工程技术服务公司);鼠抗人
角蛋白抗体、兔抗鼠二抗(美国 Santa Cruz 公司);抗酸染
色试剂盒(上海生工生物工程技术服务公司);Trizol 试剂
盒(美国 Invitrogen 公司) ;定量 PCR 试剂盒 (澳大利
亚 Quantace 公 司 ) ;鼠 抗 人 p65 单 克 隆 抗 体 ( 美 国
Santa Cruz 公司) ;羊抗兔 Tritc 标记 IgG(北京中杉金
桥公司) 。
1. 2 方法
1. 2. 1 细胞鉴定 摇 人角膜上皮细胞 ( human corneal
epithelia,HCE)采用组织块培养法培养(由美国国立眼科
研究所庹旌生教授赠送);角膜上皮细胞的鉴定采用形态
学、角蛋白与波蛋白的免疫荧光标记的方法进行。
1. 2. 2 细菌培养摇 龟分枝杆菌龟亚种的培养采取的是半
固体培养法(Middlebrook 7H10 培养基)和液体培养法
(Middlebrook 7H9 培养基);通过液体培养法获取大量细
菌,收集沉淀采用乙醇回流的方法获需要脂葡聚糖[1]。
1. 2. 3 Real Time PCR和 ELISA法检测人角膜上皮细胞
内 IL-6 和 IL-8 的表达摇 取生长状态良好的 HCE 细胞,
接种于培养板中,密度为 3 伊105 / mL。 待细胞生长达到
80% ~ 90%的融合度时,将培养基换成 DMEM 基础培养
基,将细胞板分成空白对照组、阳性对照组(LPS 组)、实
验组,细胞置于培养箱继续培养 24h。 次日,处理细胞:
脂葡聚糖组,使用含脂葡聚糖(50滋g / mL)的 DMEM 基础

表 1摇 PCR扩增引物序列

引物名称 引物序列
引物

长度

产物

长度

IL-6 5蒺-CCAGAAACCGTTGAATCC-3蒺 18bp 125bp
5蒺-AGTCGTTCCTGTCGTGCTC-3蒺 19bp

IL-8 5蒺-CACGAGCAATTAAGCGACT-3蒺 19bp 139bp
5蒺-GCTCAATTCTGGCTTCAC-3蒺 18bp

GAPDH 5蒺-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3蒺 19bp
5蒺-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3蒺 20bp

培养基;阳性对照组使用含 LPS(100ng / mL)DMEM 基础
培养基;空白组,继续使用 DMEM 基础培养基,所有细胞
置于培养箱内继续培养。 分别在刺激 0,6,12,24h 时,收
集各组上清液和细胞。 分别采用 RT-PCR 和 ELISA 法检
测细胞内 IL-6 和 IL-8 mRNA 水平和上清液内 IL-6 和
IL-8 蛋白质水平。 PCR 应用 SYBR Green 荧光染料能够
结合于 DNA 双链小沟的原理进行实时荧光半定量 PCR,
采取一步法进行。 使用 Trizol 试剂盒提取 HCE 细胞总
RNA,RT-PCR 反应体系:25滋L 反应体系中,模版 RNA
4滋L,IL - 6 和 IL - 8 和内参 GAPDH 上下游引物分别
0郾 5滋L(10pmol / 滋L),2伊Mix 12. 5滋L,50伊SYBR 0. 5滋L,补
足 DEPC-H2O 至 25滋L。 具体如下:RT-PCR 反应条件:
反转录条件 42益 30min,95益 15min;PCR 反应条件:95益
30s寅58益 30s寅72益 30s,共 45 个循环(引物序列见表 1)。
1. 2. 4 免疫荧光法检测人角膜上皮细胞内 NF-资B 的分
布摇 NF-资B 分布采用免疫荧光法进行,具体步骤:取生长
状态良好 HCE 细胞,接种于 24 孔板,密度为 3伊105个 / mL。
待细胞生长达到 80% ~ 90% 的融合度时,将培养基换成
不含血清的 DMEM 基础培养基,将细胞板分成空白组、
实验组,细胞置于培养箱内饥饿 24h,次日,去除细胞上
清,实验组使用含有 50滋g / mL 脂葡聚糖的 DMEM 基础培
养基,细胞板置于培养箱内继续培养,24h 后从培养箱内
取出 24 孔板,使用在 4益冰箱内预冷的 PBS 溶液洗涤细
胞,10min伊3 次,每次均放于摇床上缓慢摇晃;固定:加入
4%多聚甲醛 200滋L / 孔,室温下放置 1h,然后 PBS 溶液洗
涤细胞,10min伊3 次;通透:加入 BSA 和 Triton X-100 混
合物,200滋L / 孔,混合物配置方法如下:2mL 3% BSA +
400滋L 0. 2% Triton X-100。 将 24 孔板置于摇床上缓慢
摇 2h,然后弃去混合物;一抗结合:加入兔抗人 NF-资B 抗
体工作液(即抗体 1颐200 稀释液,使用 PBS 进行稀释),室
温孵育 1h 后,置于 4益过夜,次日 PBS 漂洗 5min伊6 次;
二抗结合:暗室内加入 1颐100 稀释的羊抗兔抗体工作液,
200滋L / 孔,室温避光孵育 1h, PBS 漂洗 10min 伊 3 次;
Hochest 染色:滴加 Hochest 1 颐2000 稀释液,200滋L / 孔,室
温下放置 15min,PBS 漂洗 6min伊5 次;封片:取出备用载
玻片,每片滴加 5滋L 缓冲甘油,取出盖玻片,细胞面朝下,
置于甘油上;荧光显微镜下观察、照相。
摇 摇 统计学分析:采用统计学软件 SPSS 17. 0 进行统计

分析。 各组上清内 IL-6 和 IL-8 浓度均采用 軃x依s 表示,
各组上清内 IL-6 和 IL-8 浓度比较使用单因素方差分
析,P<0. 05 为差异有统计学意义。
2 结果
2. 1 细胞鉴定结果 摇 培养出的细胞角蛋白染色阳性,可
见细胞轮廓;而波蛋白染色阴性,未见细胞轮廓(图 1),
据此鉴定培养出的细胞为人角膜上皮细胞。
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 2摇 脂葡聚糖对 HCE细胞 IL-8 分泌的影响 (軃x依s,pg / mL)
组别 0h 6h 12h 24h
空白对照组 6. 35依3. 21 6. 62依3. 02 4. 53依1. 92 3. 89依1. 18
LPS 组 6. 35依3. 21 656. 63依32. 92 986. 13依14. 90 1025. 85依14. 90
脂葡聚糖组 6. 35依3. 21 18. 30依7. 57 60. 57依7. 02 780. 71依33. 11

摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 摇 表 3摇 脂葡聚糖对 HCE细胞 IL-6 分泌的影响 (軃x依s,pg / mL)
组别 0h 6h 12h 24h
空白组 65. 95依3. 29 63. 06依5. 86 55. 52依6. 62 65. 68依3. 48
LPS 组 65. 95依3. 29 268. 69依7. 05 342. 25依9. 42 540. 50依29. 36
脂葡聚糖组 65. 95依3. 29 228. 25依19. 88 340. 38依18. 08 460. 69依9. 73

图 1摇 人角膜上皮细胞角蛋白免疫荧光染色(伊400) 摇 荧光显

微镜下 HCE 细胞胞浆角蛋白染色阳性,呈绿色,可见细胞轮廓。

2. 2 细菌培养结果 摇 Middlebrook 7H10 培养基上可见圆
形、无色、边缘完整的菌落,抗酸染色后光镜下可见抗酸阳
性的细杆状细菌,未见杂菌生长。
2. 3 人角膜上皮细胞内 IL-6 和 IL-8 的表达摇 龟分枝杆
菌脂葡聚糖处理 HCE 细胞后,12h 内 IL - 6 和 IL - 8 在
mRNA 水平明显增加,6h 时即达到峰值(IL-6 是空白组的
32. 7 倍,IL-8 是对照组的 36. 8 倍;图 2,3)。 各组 IL-6 和
IL-8 蛋白浓度见表 2 和表 3,空白对照组:HCE 细胞 IL-6
和 IL-8 表达水平低,24h 内变化没有统计学差异;在脂葡
聚糖(50滋g / mL)或是 LPS(100ng / mL)作用下, IL-6 和 IL
-8 表达水平均显著上升,短时间(24h 内)呈现出时间依
赖性关系,实验组 IL-8 在 6h 时与空白组之间无统计学意
义(P>0. 05),其余各时间点与空白对照组之间变化均有
统计学差异(P<0. 05)。
2. 4 人角膜上皮细胞内 NF-资B的分布摇 HCE 细胞正常状
态下,NF-资B 定位于细胞胞浆内,在荧光显微镜下可见红
染的 NF-资B 存在于细胞浆内,勾勒出细胞轮廓,而细胞核
内无红色染料存在,呈现出镂空的细胞核形态(图 4);
HCE 细胞经过脂葡聚糖处理 24h 后,红染的 NF-资B 发生
移位,出现在细胞核的位置,与 Hoechst 染色的细胞核相
重叠,表明此时 NF-资B 已经移位至细胞核内(图 5)。
3 讨论

摇 摇 我们之前的研究发现,非结核分枝杆菌角膜炎早期的
组织病理学改变以中性白细胞浸润为主,并有角膜上皮和
基质的坏死,溃疡形成,呈急性化脓性炎性改变;慢性期病
变角膜中可见中性粒细胞和淋巴细胞浸润,并见新生血管

图 2摇 龟分枝杆菌脂葡聚糖在 mRNA 水平对 HCE 细胞炎性因

子 IL-6 表达的影响。

图 3摇 龟分枝杆菌脂葡聚糖在 mRNA 水平对 HCE 细胞炎性因

子 IL-8 表达的影响。

形成及纤维瘢痕组织增生,以及非典型肉芽肿形成,呈非
特异性慢性炎症改变,表明其符合一般感染性化脓性角膜
炎的基本病理改变。 动物实验提示 CD4+细胞介导的细胞
免疫反应在感染中起重要作用[2,3]。
摇 摇 龟分枝杆菌等 RGM 没有真正的外毒素,无侵袭性酶,
毒性很低,却可刺激组织反应,导致细胞免疫反应和组织
坏死,其具体机制至今未明确。 研究发现,分枝杆菌细胞
壁内含有大量的脂类物质,以脂阿拉伯甘露聚糖(LAM)
和脂甘露聚糖(LM)为代表的脂葡聚糖是分枝杆菌细菌壁
的主要组成成分。 LAM 核心骨架为甘露聚糖,侧链为甘
露糖、阿拉伯糖单位,以磷脂酞肌醇(MIP)的形式锚在胞
质膜上,LAM 抗原表位存在于阿拉伯甘露聚糖单位上。
小同种间、株间 LAM 存在差异,主要体现在其非还原端阿
拉伯糖单位构成形式即花色上,LM 被认为是 LAM 的前
体。 LAM 被认为是结核分枝杆菌的毒力因子之一,通过
与巨噬细胞上的甘露糖受体作用而调节宿主的免疫反应,
它以复杂的脂多糖形式限制性地分布在分枝杆菌类群的
细胞膜上,纯化后的 LAM 参与了结核杆菌体内感染时抑
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摇 摇 摇 摇 摇 摇 图 4摇 空白组 HCE细胞 NF-资B分布摇 A:NF-资B 染色,呈红色,位于胞浆内,可见细胞轮廓;B:Hoechst
摇 摇 摇 摇 摇 摇 染色,可见蓝色细胞核;C:融合图片,红色和蓝色重合,显示 NF-资B 主要位于胞浆内。

摇 摇 摇 摇 摇 图 5摇 脂葡聚糖处理组 HCE细胞 NF-资B分布摇 A:NF-资B 染色,呈红色,可见细胞轮廓;B: Hoechst 染色,
摇 摇 摇 摇 摇 可见蓝色细胞核;C:融合图片,红色与蓝色重合,显示 NF-资B 主要位于细胞核内。

制某些细胞因子分泌的作用如 IL-12,INF-琢 和 IL-8,使
诱发的巨噬细胞凋亡减少并调节树突状细胞的抗原呈递
过程,对结核杆菌的毒力和免疫逃避作用可能有大的影
响。 这些因子与多种细胞之间相互作用,从而在人类免疫
系统发挥着关键性的作用。 事实上,LAM 和 LM 具有广泛
的生物学活性,一方面强化机体抗分枝杆菌的免疫屏障作
用,另一方面抑制免疫反应从而有利于分枝杆菌的存活。
这些作用包括:调节促炎因子与抗炎因子产生和分
泌[4-8],抑制巨噬细胞杀灭微生物的活性作用[9],抑制 T
淋巴细胞增殖[10]。
摇 摇 我们在此实验中选择非结核分枝杆菌性角膜炎的主
要致病菌龟分枝杆菌标准菌株进行试验,通获得脂葡聚糖
样品,本样品为混合物,其主要成分为 LAM 和 LM。 使用
LPS(100ng / mL)刺激时,IL-6 和 IL-8 表达水平在 6h 时
显著上升。 龟分枝杆菌脂葡聚糖(50滋g / mL)刺激 HCE 细
胞后,IL-6 和 IL-8 mRNA 表达水平是空白组的 30 倍以
上,上清内 IL-8 蛋白水平逐渐上升,6h 和 12h 与空白组
相比无统计学差异,24h 差异有统计学差异;IL-6 蛋白水
平同样逐渐上升,在 24h 内表达水平呈现时间依赖性上
升,各时间点差异均有统计学差异。
摇 摇 本实验证实,龟分枝杆菌来源脂葡聚糖对人角膜上皮
细胞具有明显诱导炎性因子 IL-6 和 IL-8 分泌的作用。
表明龟分枝杆菌来源脂葡聚糖对人角膜上皮细胞具有明
显促进炎性因子分泌的作用,推测其在非结核分枝杆菌性
角膜炎发病早期中扮演重要角色。 但是,脂葡聚糖究竟是
通过何种途径影响炎性因子表达? 我们对其可能的信号
转导通路进行了进一步探索研究。
摇 摇 核转录因子 (nuclear factor-资B,NF-资B) 是一个广泛
存在于哺乳动物细胞中的转录因子,参与机体的炎症反
应、免疫反应、细胞分化与凋亡及其它应激反应。 NF-资B
是由 Rel 蛋白家族(p50,p52,p65,RelA,RelB,c2Rel)任意
两种蛋白所组成的同源或异源二聚体。 p50-p65 在细胞
中占很大的比例,是 NF-资B 家族参与基因转录的主要
成分。

摇 摇 NF-资B 通常定位于细胞浆内,以 p65 / p50 异源二聚
体的形式存在,结合抑制分子玉资B 形成 p65 -p50 -玉资B
三聚体,以非活化的形式存在于细胞浆内,与本实验发现
相一致。 当受到外部刺激的作用时,NF-资B 被激活,迁移
至细胞核内[11],之后激活的 NF-资B 结合靶基因,调节细
胞炎性细胞因子基因表达(TNF-琢,IL-1,IL-6)。 激活的
NF-资B 通过原位免疫组织化学定位 LPS 诱导角膜炎的
DNA 结合亚单位 p65[12]。 我们实验中发现,红染 NF-资B
勾勒出 HCE 细胞轮廓,并且可见清晰的细胞核阴影,表明
此时 NF-资B 位于胞浆内;脂葡聚糖刺激 24h,可见红染的
NF-资B 与 Hoechest 染色的细胞核基本重叠,此时 NF-资B
转入细胞核内,表明此时 NF-资B 已经被活化。 但是外界
的脂葡聚糖是如何影响胞浆内 NF-资B 的呢? 他们之间还
需要一个桥梁,这极可能与 Toll 样受体(TLR)相关。
摇 摇 TLR 家族是人们在研究 Toll 蛋白时发现的[13]。 Toll
蛋白表达于昆虫,参与昆虫胚胎发育时背腹极性的建立。
研究发现,Toll 蛋白在昆虫抵抗真菌的天然免疫中发挥着
重要作用。 随后发现与 Toll 蛋白同源的 TLR 家族,至今
在哺乳动物体内共发现 11 个成员[14]。
摇 摇 从结构上来看,TLR 属于玉类跨膜蛋白质,可分为胞
外区、胞浆区和跨膜区三个部分。 胞外区由 550 ~ 980 个
氨基酸残基组成,其中有 18 ~ 31 个富含亮氨酸的重复序
列,参与对病原微生物的识别;胞浆区由 200 多个氨基酸
残基组成,与白介素-1 受体( IL-1R)家族的胞浆区高度
同源,该区称 Toll / IL-1R 同源区(TIR),介导细胞内的信
号转导[15]。
摇 摇 角膜宿主细胞包括角膜上皮细胞、基质成纤维细胞和
内皮细胞以及炎症细胞,如单核细胞、中性粒细胞和淋巴
细胞等,均表达多种 TLR。 Toll 样受体(TLR)在角膜抵御
外来病原微生物发面发挥着重要作用。 表达于角膜的
TLR 识别多种细菌来源的模式分子结构,通过髓样分化因
子 88(MyD88)依赖或非依赖信号转导通路激活转录因子
kappa B (NF-资B),介导目的基因表达,引起角膜炎症。
摇 摇 文献报道[16,17],分枝杆菌来源的 LAM 或 LM 可以通
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过 Toll 样受体(TLR),通过骨髓样分化因子 88(MyD88)
依赖途径,活化 NF-资B,激活的 NF-资B 结合靶基因,调节
细胞炎性细胞因子基因表达(TNF-琢,IL-1,IL-6),我们
实验结果与此试验结果吻合。
摇 摇 因此,我们认为龟分枝杆菌来源的脂葡聚糖具有诱导
人角膜上皮细胞合成与分泌炎性细胞因子的作用,其可能
的信号转导通路是通过 TLR(可能是一种 TLR,也可能是
多种 TLR 共同作用) -MyD88 依赖途径或者非依赖途径,
至于究竟是何种糖脂起作用或者是起主要作用,还需要进
一步研究;分枝杆菌可以作为结膜囊内的正常菌群存在,
而非结核分枝杆菌性角膜炎却只有在特殊的情况下才会
导致角膜炎的发生,主要是角膜异物剔除术或者 LASIK
术后,及配戴角膜接触镜的患者。 因此,机体内必定存在
着特殊的保护机制,抑制不必要的炎症反应发生,具体机
制仍需要进一步研究。
摇 摇 综上所述,龟分枝杆菌细胞壁内含有的脂葡聚糖具有
促进人角膜上皮细胞合成与分泌炎性因子 IL-6 和 IL-8
的作用,其信号转导通路可能是通过核转录因子 NF-资B
进行的。
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