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结核病仍然是威胁全球健康的一种感染性疾

病1

3)(,

年
SD!

最新数据显示%

3)(A

年感染

GUF

的新发患者约
()))

万例%有
44*A

万例利福平

耐药新发患者%其中有
A3B

是耐多药结核病患者%

排名前三位的国家是印度,中国和印度尼西亚'

(

(

1

我国的结核病防治形势依然非常严峻1耐药,潜伏

感染,与
D#E

并发感染等问题是实现控制结核病面

临的巨大挑战'

3

(

1

GUF

是胞内寄生菌%主要存在于巨噬细胞内%

因此固有免疫在清除
GUF

中发挥关键的作用1自

噬是存在于真核生物体内的一种高度保守的生物过

程%指通过溶酶体介导的胞内组分的自我消化和再

利用来维持细胞稳态的过程'

+

(

1自
(,-+

年首次提

出自噬这一概念以来%自噬在抵抗,清除胞内病原体

中的重要作用也被越来越多的研究所证实'

@2A
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1通

过诱导或增强巨噬细胞的自噬作用来清除胞内的

GUF

在
3))@

年被
W<:'MNNMa

等'
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(首次证明1

宿主为导向的治疗策略#

;&0:2%'NM?:M%:;MN82

X

'M0

%

D$U

$是一种新兴的治疗理念%通过小分子化

合物对宿主免疫反应的调控来更好地控制
GUF

1

与抗生素作用不同的是!

D$U

药物直接调节宿主

细胞的免疫功能%从而避免了
GUF

耐药性的发生1

在结核病治疗过程中%辅以自噬诱导剂来增强宿主

细胞的自噬功能%能缩短治疗周期%降低复发和再感

染率'

()2((
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杨梅素#
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N'?M:'1

%

GcZ

$是一种多羟基黄酮类

化合物%具有较强的抗肿瘤'

(3

(

,抗氧化'

(+

(

,抗炎'

(@

(

,

抗菌'

(4

(

,抗病毒'

(-

(和镇痛'

(5

(等多种生物活性1杨

&

3)(

&
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梅素在
GUF

感染中的作用%还未见相关报道1本

课题组在前期研究中发现了杨梅素具有一定的调控

GUF

感染巨噬细胞自噬的能力%为此本研究以杨

梅素为研究对象%探讨经典自噬通路)))磷脂酰肌

醇
+2

激酶"蛋白激酶
F

"哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

#

#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

$信号通路在杨梅素诱导
GUF

感染的巨噬细胞发生自噬中的作用1

材料和方法

一,材料及试剂

GUFD+5Z8

#

KUII34(55

$,小鼠巨噬细胞

Z8R3-@*5

由本实验室保存-杨梅素购自上海同田

生物技术股份有限公司-

$G6G

高糖培养液购自美

国
D

=

?9&1M

公司-胎牛血清购自以色列
F#

公司-

G'%%9MLN&&T5D,

,

5D()

培养基购自美国
F$

公司-

IIVA

购自上海基剑生物科技公司-

FIK

蛋白浓度

测定试剂盒,

Z#̀K

细胞裂解液购自上海碧云天公

司-兔抗鼠
[I+

,

X

-3

,

7U!Z

,

X

27U!Z

,

KT:

,

X

2KT:

单克隆抗体购自美国
I"U

公司-小鼠抗
$

28?:'1

单

克隆抗体购自美国
Ǹ&:M'1:M?;

公司-

DZ̀

标记的

羊抗兔,羊抗鼠二抗购自美国
I"U

公司1

二,方法

(/Z8R3-@*5

细胞的培养!

Z8R3-@*5

细胞用

含
()B

胎牛血清的
$G6G

培养基%在
+5h

,含
4B

I!

3

的培养箱中培养1

3/

杨梅素对
Z8R3-@*5

细胞的细胞毒性实验!

杨梅素用
$G"!

溶解制备成
())77&9

"

[

的药物

储液%

Z8R3-@*5

细胞生长至对数期%收集后铺板于

,-

孔板中%细胞浓度为
3i()

@

"孔%加入不同浓度

#

34

,

4)

,

())

,

(4)

,

3))

/

7&9

"

[

$的杨梅素%并设空白

组,

$G"!

对照组%每组设
-

复孔1在
+5h

,含
4B

I!

3

的培养箱中培养
3@

,

@A

,

53;

后%避光加入

IIV2A

#

?M99?&<1:'1

>

T':2A

$%

()

/

9

"孔%放入培养箱

继续培养
+)7'1

后%酶标仪测定各孔的吸光度值

#

+

@4)

值$%根据各孔平均值%绘制细胞的生长曲线1

细胞存活率#

B

$

H

#待测样品
f

空白组$"#对照组
f

空白

组$

i())B

1

+/GUFD+5Z8

的培养!

D+5Z8

菌株用含有

()B

白蛋白
2

葡萄糖
2

过氧化氢酶#

89L<7'1%Mb:N&0M

?8:8980M

%

K$I

$营养添加剂的
G'%%9MLN&&T5D,

液

体培养基%

+5h

培养箱培养约
3(%

生长至对数期1

@/D+5Z8

菌株感染
Z8R3-@*5

细胞模型的

建立!

Z8R3-@*5

细胞离心收集后%铺板于
-

孔板

中%细胞浓度为
(i()

-

"孔%设空白组,模型组,药

物处理组%每组
+

个复孔%

+5h

培养箱培养过夜1

收集生长至对数期的
GUF

%磷酸盐缓冲液#

F̀"

$

洗
+

遍%按感染复数#

G!#

%即细菌
g

细胞
H()g(

$

加入模型组,药物处理组%共孵育
@;

后%

F̀"

洗

+

遍%以便弃掉未进入胞内的
GUF

-而后细胞分别

采用不同浓度的杨梅素处理不同的时间%模型组

用
F̀"

处理1

4/

菌落形成单位#

IOd

$法检测杨梅素对
GUF

感染的
Z8R3-@*5

细胞中细菌的杀灭作用!杨梅素

诱导自噬的最佳浓度
())

/

7&9

"

[

作用于感染细胞

模型%并设空白组,模型组1

+5h

,

4B I!

3

培养

53;

后%

F̀"

洗
+

遍%收集细胞中加入
())

/

9

的

)*(BUN':&12())

%冰浴
()7'1

%释放胞内
GUF

%各

组分别用
F̀"

稀释至
()

-倍%设
+

个复孔%涂板于

5D()

固体培养基%

+5h

培养
3(%

后进行菌落计数1

杨梅素对胞内
GUF

的抑制率#

B

$

H

#模型组胞内菌
f

杨梅

素组胞内菌$"模型组胞内菌
i())B

1

-/

蛋白免疫印迹法#

RM0:MN1L9&:

%

SF

$检测

Z8R3-@*5

细胞相关蛋白的表达水平!在自噬相关

蛋白#

[I+

和
X

-3

$的检测中%以不同浓度#

(3*4

,

34

,

4)

,

())

/

7&9

"

[

$的杨梅素处理模型组细胞
3@;

-在

自噬通路相关蛋白#

X

2KT:

和
X

27U!Z

$检测中%以

())

/

7&9

"

[

杨梅素处理模型组细胞
+)

,

-)

,

(A)7'1

1不同处理组细胞分别用预冷的
F̀"

洗

+

遍%加入预冷的
Z#̀K

细胞裂解液%冰上裂解

+)7'1

1

@h

,

,H()?7

%

(3)))N

"

7'1

离心
(47'1

%

收集蛋白上清1

FIK

法检测蛋白浓度%然后将蛋白

与上样缓冲液#

9&8%'1

>

L<YYMN

$混合后煮沸1在

"$"2

聚丙烯酰胺凝胶#

K̀W6

$#

"$"2̀KW6

$上分离

蛋白并转印至硝酸纤维素膜#

PI

膜$上%

4B

脱脂牛

奶封闭
3*4;

后%将
PI

膜转移至预先按
(g()))

进

行稀释好的兔抗
[I+

,

X

-3

,

7U!Z

,

X

27U!Z

,

KT:

,

X

2KT:

单克隆抗体%小鼠抗
$

28?:'1

单克隆抗体中%

@h

孵育过夜1

UF"U

洗
+

遍%每遍
()7'1

后%将膜

放入
(g4)))

稀释的
DZ̀

标记的羊抗兔或羊抗鼠

二抗中%室温下孵育
(;

%

UF"U

洗
+

次1用
6I[

试

剂盒在
Ǹ&:M'1"87

X

9M

仪器上进行显影%并通过

#78

>

MJ

软件对蛋白质的表达进行像素的灰度值测

定与分析1

三,制图与统计学分析

用
WN8

X

;̀8% Ǹ'075*)

软件制图并进行统计

学分析1实验结果以*

-C.

+表示%采用单因素方差

分析#

KP!EK

$进行数据的两两比较%

)

"

)*)4

为

差异有统计学意义1

&

+)(

&
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结
!!

果

一,杨梅素对
Z8R3-@*5

细胞活力的影响

在不同时间点#

3@

,

@A

,

53;

$用
IIVA

法检测不

同浓度#

)

,

(3*4

,

34

,

4)

,

())

,

3))

/

7&9

"

[

$杨梅素处

理后细胞的存活情况1结果显示%杨梅素作用
3@;

和
@A;

细胞的存活率均能保持在
,)B

左右%

3))

/

7&9

"

[

的杨梅素处理细胞
53;

后%

Z8R3-@*5

细胞的生存率仍能达到#

5,*-4C(*+-

$

B

#表
(

$1

为此后续实验选择
())

/

7&9

"

[

为最大药物安全使

用浓度1

二,杨梅素诱导
GUF

感染的
Z8R3-@*5

细胞

自噬

利用
SM0:MN1L&9:

检测自噬相关蛋白
[I+

&

和

X

-3

蛋白的表达情况1以小鼠肌动蛋白#

$

28?:'1

$为

内参%模型组与药物处理组的
[I+

&

和
X

-3

蛋白的

表达差异见图
(

1与模型组相比%杨梅素作用
3@;

能明显诱导
GUF

感染的
Z8R3-@*5

细胞发生自

噬%且随药物浓度的增加%呈现一定的剂量依赖性1

模型组
[I+

&

蛋白的相对表达量较低%杨梅素不同

浓度#

(3*4

,

34

,

4)

,

())

/

7&9

"

[

$处理均能促进
[I+

&

的表达-相较于模型组
X

-3

蛋白%药物处理亦能抑制

X

-3

的表达%

34

/

7&9

"

[

杨梅素处理组差异无统计

学意义%

(3*4

,

4)

,

())

/

7&9

"

[

处理组差异均有统计

学意义%具体见表
3

1杨梅素在最高作用浓度

())

/

7&9

"

[

下%其
[I+

&

蛋白表达最高%同时
X

-3

蛋白表达最低1

三,杨梅素能明显杀伤
Z8R3-@*5

细胞内的
GUF

杨梅素能降低
Z8R3-@*5

细胞的荷菌量1模

型组胞内的
GUF

数量为#

+,*-5C3*++

$

i()

-

%

())

/

7&9

"

[

杨梅素处理
53;

后%胞内
GUF

的数量

降为#

+(*++C)*AA

$

i()

-

%差异有统计学意义#

*H

+*+@

%

)H)*)+

$1杨梅素对胞内
GUF

的抑制率

#

B

$为
3(*)3B

#图
3

$1

四,杨梅素通过抑制
#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路诱

导自噬

利用
SM0:MN1L&9:

检测自噬经典途径
#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路中关键接头蛋白
KT:

,

7U!Z

的磷

酸化水平1以各组
X

2KT:

"

KT:

和
X

27U!Z

"

7U!Z

来表示该组
X

2KT:

和
X

27U!Z

蛋白的相对灰度值1

与空白组相比%空白
e

杨梅素组
KT:

和
7U!Z

蛋

白的磷酸化水平没有变化%可见杨梅素本身对空白

表
#

!

不同浓度杨梅素作用下
Z8R3-@*5

细胞的存活率

杨梅素

#

/

7&9

"

[

$

3@;

细胞存活率

#

B

%

-C.

$

*

值8

)

值8

@A;

细胞存活率

#

B

%

-C.

$

*

值L

)

值L

53;

细胞存活率

#

B

%

-C.

$

*

值?

)

值?

空白组
,,*+4C)*5- ()(*,)C(*3A ,@*4)C3*A4

(3*4 ,-*,,C+*@4 )*-5 )*4@ ,3*(+C(*A3 4*+@ )*)( A,*54C+*+- (*)A )*+@

34 ,)*-AC)*@@ ,*,4 )*)) ,3*)5C3*)) @*(+ )*)3 A,*4@C(*@, (*4@ )*3)

4) AA*+,C(*3- 5*@4 )*)) ,(*45C(*4+ 4*(A )*)( ,(*3@C)*,- (*), )*+@

()) ,3*@)C)*-A -*A+ )*)) ,+*A3C)*@5 4*,+ )*)) A-*@AC3*3- 3*3( )*),

3)) A,*)+C)*A- ,*)3 )*)) ,3*(+C(*A3 @*+A )*)( 5,*-4C(*+- @*5( )*)(

注 8

!为不同浓度杨梅素处理
3@;

组与空白组
3@;

数据的比较-

L

!为不同浓度杨梅素处理
@A;

组与空白组
@A;

数据的比较-

?

!为不同浓度杨

梅素处理
53;

组与空白组
53;

数据的比较

表
!

!

不同浓度杨梅素处理对自噬相关蛋白
[I+

&

和
X

-3

表达的影响

组别
[I+

&

蛋白相对灰度值

#

-C.

$

*

值
)

值 X

-3

蛋白相对灰度值

#

-C.

$

*

值
)

值

空白组
)*+-C)*)( )*4(C)*)3

模型组
)*43C)*)( A*A4

8

)*))

8

)*A-C)*)3 ()*,A

?

)*))

?

杨梅素
(3*4

/

7&9

"

[

组
)*4,C)*)3 3*,5

L

)*)@

L

)*53C)*)( -*4)

%

)*))

%

杨梅素
34

/

7&9

"

[

组
)*-4C)*)(

5*,(

L

)*))

L

)*A4C)*))

)*A(

%

)*@-

%

杨梅素
4)

/

7&9

"

[

组
)*5(C)*)( ,*55

L

)*))

L

)*-)C)*)3 ,*4+

%

)*))

%

杨梅素
())

/

7&9

"

[

组
)*A+C)*)( (-*+5

L

)*))

L

)*4AC)*)( (3*)(

%

)*))

%

注 8

!为模型组与空白组
[I+

&

蛋白相对灰度值的比较-

L

!为杨梅素处理组与模型组
[I+

&

蛋白相对灰度值的比较-

?

!为模型组与空白组
X

-3

蛋白相对灰度值的比较-

%

!为杨梅素处理组与模型组
X

-3

蛋白相对灰度值的比较

&

@)(

&
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图
#

!

SM0:MN1L&9:

检测不同浓度杨梅素作用下细胞中自噬相关

蛋白
[I+

&

和
X

-3

的表达情况1与模型组相比%不同浓度杨梅素

处理组能明显促进
[I+

&

的表达%同时促进
X

-3

蛋白的降解

图
!

!

杨梅素对
Z8R3-@*5

细胞内
GUF

的杀伤作用

组细胞无影响1模型组与药物处理组的
X

2KT:

和

X

27U!Z

的表达差异见图
+

1模型组细胞在
GUF

感染后
+)

,

-)

,

(A)7'1

时%

KT:

#

"MN@5+

$蛋白的磷

酸化#

X

2KT:

$水平明显增加%而杨梅素作用相同的

时间后%可明显抑制
KT:

蛋白的磷酸化-模型组磷

酸化
7U!Z

#

"MN3@@A

$#

X

27U!Z

$蛋白水平仅在

GUF

感染后
(A)7'1

明显增加%杨梅素作用
(A)7'1

亦能抑制
7U!Z

蛋白的磷酸化%具体见表
+

1

空白
e

杨梅素组与空白组相比%杨梅素本身对细胞的
KT:

和
7U!Z

蛋白的磷酸化无影响1与模型组相比%在不同时间点#

+)

,

-)

,

(A)7'1

$%杨梅素均能明显抑制
KT:

蛋白的磷酸化%差异有统计学

意义-模型组
X

27U!Z

蛋白水平仅在
GUF

感染后
(A)7'1

明显增

加%杨梅素作用
(A)7'1

亦能明显抑制
7U!Z

蛋白的磷酸化

图
G

!

SM0:MN1L&9:

检测杨梅素对细胞中
#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路相关蛋白磷酸化水平的影响

讨
!!

论

目前%治疗结核病的主要手段仍然是化疗%而临

床普遍使用的一线抗结核药物%仍停留在
3)

世纪

,)

年代研发的链霉素,异烟肼,利福平1然而由于

耐药,耐多药,与
D#E

并发感染等问题的出现%使得

开发新的抗结核药物成为全球结核病防治事业的当

务之急1针对杀灭
GUF

的药物研发进展缓慢%

D$U

疗法另辟蹊径%从宿主角度出发%通过增强宿

主的免疫力来清除
GUF

1

GUF

是一种胞内寄生

菌%通过抑制吞噬体的成熟从而在感染的巨噬细胞

内长期存活1自噬是细胞自发的对胞内寄生菌的一

种防御行为%已经被确认可以通过不同机制清除胞

内菌1通过自噬%细胞能清除胞内受损的细胞器,蛋

表
G

!

杨梅素作用不同时间对
KT:

和
7U!Z

蛋白磷酸化水平的影响

组别 X

2KT:

蛋白相对灰度值

#

-C.

$

*

值
)

值 X

27U!Z

蛋白相对灰度值

#

-C.

$

*

值
)

值

空白组
)*(,C)*)( )*35C)*))

模型组
+)7'1 (*3+C)*)(

A@*-)

8

)*))

8

)*3AC)*)(

)*-)

Y

)*4A

Y

模型组
-)7'1 (*43C)*)(

--*5,

8

)*))

8

)*35C)*)(

)*+-

Y

)*5@

Y

模型组
(A)7'1 )*5@C)*)3

+)*@,

8

)*))

8

)*45C)*))

,@*-(

Y

)*))

Y

空白
e

杨梅素
)*(,C)*))

)*,3

L

)*@(

L

)*3,C)*))

)*,(

>

)*@(

>

杨梅素
+)7'1 )*,,C)*)(

35*-)

?

)*))

?

)*3,C)*)(

(*+(

;

)*3-

;

杨梅素
-)7'1 )*,-C)*)(

+)*)-

%

)*))

%

)*++C)*)(

3*+(

'

)*)A

'

杨梅素
(A)7'1 )*@+C)*)(

(A*-)

M

)*))

M

)*@-C)*)(

3(*-)

.

)*))

.

注 8

!为模型组与空白组数据的比较-

L

!为空白
e

杨梅素组与空白组数据的比较-

?

!为杨梅素
+)7'1

组与模型组
+)7'1

组数据的比较-

%

!为杨

梅素
-)7'1

组与模型组
-)7'1

组数据的比较-

M

!为杨梅素
(A)7'1

组与模型组
(A)7'1

组数据的比较-

Y

!为模型组与空白组数据的比较-

>

!为

空白
e

杨梅素组与空白组数据的比较-

;

!为杨梅素
+)7'1

组与模型组
+)7'1

组数据的比较-

'

!为杨梅素
-)7'1

组与模型组
-)7'1

组数据的比

较-

.

!为杨梅素
(A)7'1

组与模型组
(A)7'1

组数据的比较

&
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白聚集物及进入细胞的病原体1经典的自噬分为巨

自噬,微自噬及分子伴侣介导的自噬'

(A

(

%通常所说

的自噬即是巨自噬1自噬是由多种基因共同参与的

渐进式的过程%以双层膜包裹的需降解的胞内成分

形成的自噬体为标志%通过与溶酶体的融合来降解

其内容物1自噬发生时%胞质中的
[I+

会发生酶解

形成
[I+

0

%

[I+

0

在
KUW

帮助下与磷脂酰乙醇胺

#

6̀

$结合后形成膜型的
[I+

&

%

[I+

&

会与自噬体

膜融合%因此%通过
[I+

&

"

[I+

0

比值的大小可以

评估自噬水平的高低1而自噬流是否通畅%可以观

察
X

-3

蛋白的表达水平1

X

-3

蛋白是细胞接头蛋

白%是细胞内多种蛋白复合物的主要成分'

(,

(

1当自

噬流通畅时%

X

-3

蛋白会与
[I+

形成复合物%

X

-3

作

为自噬特异性底物与吞噬溶酶体内的其他内容物被

一同降解'

3)

(

1自噬已经成为治疗结核病的新靶标%

其限制
GUF

生长的作用也被很多研究者所

证实'

3(233

(

1

杨梅素作为一种天然的黄酮类化合物%具有广

泛的药理活性%且毒性较小%具有很好的应用前景1

杨梅素具有抗肿瘤,抗氧化,抗微生物,抗神经退化,

抗高血压,抗过敏,抗酸,降血糖和抗炎,镇痛等多种

药理作用1近年来%大量的研究聚焦在了杨梅素的

抗菌,抗炎活性上1杨梅素具有抑制金黄色葡萄球

菌,大肠埃希菌,肺炎链球菌生长的作用'

3+234

(

1然

而结核病模型中%还未见有关杨梅素的相关报道1

目前在杨梅素的作用机制研究方面%

I8&

等'

3-

(发现

杨梅素在较高浓度下可显著降低肝癌细胞
DM

X

W3

的活力%增加自噬体形成和选择性吞噬过程中起关

键作用的蛋白
[I+

的表达%降低
7U!Z

及其下游

信号分子的磷酸化%促使细胞的自噬过程进行1

本实验中首先通过
IIVA

法检测杨梅素对
Z8R

3-@*5

细胞的细胞毒性%发现杨梅素在
())

/

7&9

"

[

浓

度以下作用
3@

,

@A

,

53;

时细胞的存活率均在
,)B

以上%可见杨梅素在
())

/

7&9

"

[

浓度下对细胞的毒

性较小%因此本实验选用
())

/

7&9

"

[

作为杨梅素的

最大安全使用浓度1通过杨梅素干预
GUF

感染的

小鼠
Z8R3-@*5

巨噬细胞%

SM0:MN1L9&:

检测发现

杨梅素能明显促进自噬相关蛋白
[I+

&

的表达%与

模型组#

)*43C)*)(

$相比%杨梅素不同浓度#

(3*4

,

34

,

4)

,

())

/

7&9

"

[

$处理
3@;

均能促进
[I+

&

的表达

#

)*4,C)*)3

%

)*-4C)*)(

%

)*5(C)*)(

%

)*A+C

)*)(

$%差异有统计学意义#

*H3*,5

,

)H)*)@

%

*H

5*,(

,

)H)*))

%

*H,*55

,

)H)*))

%

*H(-*+5

,

)H

)*))

$1同时%我们发现杨梅素能促进
X

-3

蛋白降

解%较模型组
X

-3

蛋白#

)*A-C)*)3

$%不同浓度的杨

梅素能抑制
X

-3

的表达#

)*53C)*)(

%

)*A4C)*))

%

)*-)C)*)3

%

)*4AC)*)(

$-与模型组比较%

34

/

7&9

"

[

杨梅素处理组差异无统计学意义#

*H)*A(

%

)H

)*@-

$%

(3*4

,

4)

,

())

/

7&9

"

[

处理组均有统计学意

义#

*H-*4)

,

)H)*))

%

*H,*4+

,

)H)*))

%

*H(3*)(

,

)H)*))

$-从中得出杨梅素在
())

/

7&9

"

[

浓度下

[I+

&

的表达最高%同时
X

-3

的表达最低%可见杨梅

素诱导自噬的最佳浓度为
())

/

7&9

"

[

1自噬是清

除胞内
GUF

的一种重要手段%因此选择在自噬发

生后对胞内的
GUF

数量进行了
IOd

计数%发现杨

梅素在
())

/

7&9

"

[

浓度下作用
53;

后%能降低胞

内
3(*)3B

的
GUF

%虽然这种降低没能产生数量级

上的差异%但考虑到
D$U

只是一种辅助治疗的手

段%杨梅素可联合其他一线抗结核药物一起使用%以

此达到降低药物剂量,缩短疗程和减少耐药性产生

的目的1笔者也检测了杨梅素作用
3@;

和
@A;

后

的
IOd

%发现差异无统计学意义%原因可能是药物

在
3@;

刚启动自噬%而自噬发生后对
GUF

的降解

需要一定的时间%因此在
53;

才产生了统计学意

义上的降低1通过刃天青法检测杨梅素的体外杀菌

作用%发现杨梅素本身在
3))

/

7&9

"

[

浓度下对

GUF

无杀灭作用%因此%杨梅素降低
GUF

感染的

巨噬细胞中的荷菌量不是由于杨梅素本身的杀菌作

用引起的%而是通过启动了自噬%从而引起细胞内

GUF

的
IOd

下降1

#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路是最经典的自噬通路%

因此笔者首先考虑杨梅素诱导自噬的机制很可能是

通过抑制了这条通路启动了自噬1为了排除杨梅素

本身对细胞
#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路的影响%设立了

空白
e

杨梅素组%与空白组相比%

X

2KT:

和
X

27U!Z

水平差异均无统计学意义1在
())

/

7&9

"

[

浓度下%

杨梅素作用不同的时间#

+)

,

-)

,

(A)7'1

$%与模型组

相比#

(*3+C)*)(

,

(*43C)*)(

,

)*5@C)*)3

$%

KT:

蛋白的磷酸化水平#

)*,,C)*)(

,

)*,-C)*)(

,

)*@+C)*)(

$均被显著抑制%差异有统计学意义#

*H

35*-)

,

)H)*))

%

*H+)*)-

,

)H)*))

%

*H(A*-)

,

)H

)*))

$-而模型组
X

27U!Z

蛋白水平仅在
GUF

感染

后
(A)7'1

#

)*45C)*))

$明显增加%杨梅素作用

(A)7'1

亦能抑制
7U!Z

蛋白的磷酸化#

)*@-C

)*)(

$%差异有统计学意义#

*H3(*-)

%

)H)*))

$1

综上所述%杨梅素通过抑制
KT:

和
7U!Z

蛋

白的磷酸化来抑制
#̀+V

"

KT:

"

7U!Z

通路%从而诱

导
GUF

感染的巨噬细胞发生自噬来杀灭胞内的

&

-)(

&

中国防痨杂志
3)3)

年
3

月第
@3

卷第
3

期
!

I;'1JK1:':<LMN?

%

OMLN<8N

=

3)3)

%

E&9*@3

%

P&/3



GUF

1基于本研究的实验结果%认为杨梅素有望成

为新的
D$U

候选药%作为辅助用药与临床一线抗

结核药物联合用于结核病的防治1本实验尚存在许

多不足之处%比如!采用的无毒株,细胞模型相对单

一,没有开展整体实验,没有与抗结核药物进行比

较等1
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