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  [摘要] 目的 探讨 LINC00943在结核杆菌感染的巨噬细胞自噬中的作用。方法 收集活动性结核病

(tuberculosis,TB)患者15例和健康志愿者15例的外周血样本。实时定量反转录聚合酶链式反应检测LINC00943
的表达。免疫荧光和透射电子显微镜检测自噬。蛋白质免疫印迹法检测 LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ以及 Toll样受体4
(Toll-likereceptor4,TLR4)/核因子κB(nuclearfactorkappa-B,NF-κB)通路相关蛋白的表达。细胞计数盒8(cell
countingkit-8,CCK-8)检测细胞活力;流式细胞术检测细胞凋亡。结果 与健康对照组相比,TB患者的单核细胞凋

亡减少、自噬增强。与健康对照的单核细胞相比,TB患者单核细胞中LINC00943、TLR4和 MyD88的表达显著上

调。结核病患者单核细胞中LINC00943的表达上调。过表达LINC00943可诱导巨噬细胞自噬。LINC00943通过

调节TLR4/NF-κB通路调节巨噬细胞自噬。TLR4/NF-κB通路抑制剂处理可以逆转LINC00943对巨噬细胞自噬

的促进作用。结论 LINC00943通过调节TLR4/NF-κB通路抑制结核病中的巨噬细胞自噬,这意味着治疗由结核

分枝杆菌免疫逃逸引起的活动性肺结核发生的新策略。
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MechanismoflncRNALINC00943regulatingTLR4/NF-κBpathwayagainst
macrophageactivityinMycobacteriumtuberculosisinfection
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[Abstract] Objective Toexploretheroleof macrophageautophagyinduced by
Mycobacteriumtuberculosis(TB)infection.Methods Peripheralbloodsampleswerecollected
from15activeTBpatientsand15healthyvolunteersrespectively.TheexpressionofLINC00943
wasdetectedbyrealtimequantitativereversetranscriptionpolymerasechainreaction (qRT-
PCR).Autophagywasdetectedbyimmunofluorescenceandtransmissionelectronmicroscopy.
ExpressionsofLC3-Ⅰ,LC3-Ⅱ and Toll-likereceptor4 (TLR4)/nuclearfactorkappa-B
(NF-κB)pathway-relatedproteinsweredetectedbyWesternblot.Cellviabilitywasdetectedby
cellcountingkit-8(CCK-8),andapoptosiswasdetectedbyflowcytometry.Results Compared
withthehealthycontrolgroup,monocyteapoptosiswasreducedandautophagywasenhancedin
TBpatients.Comparedwiththemonocytesofhealthycontrols,theexpressionofLINC00943,

TLR4andMyD88inthemonocytesofTBpatientswassignificantlyupregulated.Overexpression
ofLINC00943inducedmacrophageautophagy,andLINC00943regulatedmacrophageautophagy
by modulatingtheTLR4/NF-κBpathway.TLR4/NF-κBpathwayinhibitortreatmentcould
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reversethepromotionofmacrophageautophagybyLINC00943.Conclusion LINC00943inhibits
macrophageautophagyintuberculosisbymodulatingtheTLR4/NF-κBpathway,suggestinga
new strategyfortreatingthe occurrence ofactive TB caused byimmuneescapefrom
Mycobacteriumtuberculosis.

[Keywords] mycobacteriumtuberculosis;macrophages;autophagy

  结核病(tuberculosis,TB)是一种由结核分枝杆

菌(mycobacteriumtuberculosis,Mtb)引起的慢性

肺部传染病,是世界上最常见的慢性传染病之一[1]。
由于TB发病机制复杂,临床症状不典型,很难早期

诊断,这将导致TB感染源难以有效控制[2]。因此,
找到一种早期和准确的诊断方法对于预防和治疗

TB非常重要。目前已有诸多研究报道巨噬细胞与

Mtb有密切关系[3]。巨噬细胞作为抵抗 Mtb感染

的第一道防线,在宿主抗 Mtb感染免疫应答的发展

中发挥着至关重要的作用[4]。活化的巨噬细胞表现

出强大的抗分枝杆菌活性,以清除细胞内 Mtb感

染。然而,巨噬细胞对 Mtb应答调控的确切机制尚

未完全阐明。因此,充分了解TB的病理机制,对今

后防治TB具有重要意义。lncRNAs在宿主对Mtb
感染的免疫反应中发挥调节作用的潜力。在 Mtb
感 染 的 人 巨 噬 细 胞 中 观 察 到 异 常 表 达 的

lncRNA[5-7]。如lncRNA MIAT通过 miR-665诱

导 Mtb感染的巨噬细胞的自噬和凋亡[8]。其中

lncRNALINC00943是最新发现的lncRNA,其被

报道在肿瘤[9]、帕金森病[10]中发挥关键作用。然

而,LINC00943在PTB中的作用尚未有研究报道,
并且LINC00943调节巨噬细胞对 Mtb免疫应答中

的功能尚不清楚。本研究在TB患者的人外周血单

个 核 细 胞 (peripheralblood mononuclearcell,

PBMC)中发现LINC00943上调,并进行了进一步

的体外功能测定,以确定LINC00943对巨噬细胞存

活率的作用以及 Mtb感染的巨噬细胞的自噬水平。
此外,还通过体外功能测定评估了潜在的分子机制。
提示LINC00943在 Mtb感染期间宿主与细菌相互

作用中的可能机制。

1 资 料 与 方 法

1.1 一般资料 收集2022年1月—2023年2月活

动性TB患者15例和健康志愿者15例的外周血样

本。所有入选活动性 TB患者均根据典型临床症

状、胸部X线片、Mtb阳性培养和PCR进行诊断。
纳入标准:①符合《临床诊疗指南·结核病分册》中
活动性肺结核相关诊断标准,即胸部X线检查出现

纤维、渗出或干酪样病变,同时可伴随钙化空洞;②

痰涂片镜检可见 Mtb;③所有TB患者均为首次诊

断;④既往未采取过抗结核治疗。排除标准:①合并

支气管扩张、肺炎等其他呼吸系统疾病;②合并恶性

肿瘤;③合并自身免疫性疾病;④伴体重或免疫力低

下、艾滋病、精神疾病。健康志愿者为因胸痛经纤维

支气管镜检查并排除 TB,且 Mtb痰涂片为阴性

结果。
本研究经黑龙江省传染病防治院伦理委员会审

查批准。所有参与者均知情同意并签署知情同意

协议。

1.2 细胞分离和培养 使用 HypaqueFicoll(GE
HealthcareBiosciencesAB,Sweden)离心样品以分

离PBMC。人骨髓单核细胞白血病细胞系 THP-1
购自美国细胞培养物收藏中心。PBMC和 THP-1
细胞都在含有10%胎牛血清(HyClone)的RPMI-
1640培养基(HyClone,China)中培养。将PBMC
和 THP-1 分 化 为 单 核 细 胞 衍 生 巨 噬 细 胞

(monocytederived macrophages,MDM)/THP-1
衍生 巨 噬 细 胞 (THP-1 Derived Macrophages ,

TDM)。参考 Daigneault等[11]的方法进行。使用

MACS单核细胞分离试剂盒Ⅱ和 MACS分选柱

(MiltenyiBiotec)从新鲜分离的PBMC中富集单核

细胞,平 均 纯 度 为98%。为 了 将 PBMC 分 化 为

MDM,将2×106 个PBMC接种在含有2mmol/L
L-glutamine(GibcoBRL)的RPMI-1640培养基中,
该培养基含有10%的人AB血清[FirstLink(UK)

LTD],置于24孔板中。24h后,去除非贴壁细胞,
将贴壁细胞在RPMI中培养,RPMI中含有10%热

处理的FBS,5% CO2,37℃,14d时最终浓度约为

2×105 MDMs/mL。THP-1细胞系在补充10%
FCS和2mmol/LL-谷氨酰胺的RPMI-1640培养基

中保持在2×105 细胞/mL。用100nmol/L维生素

D3(Sigma-Aldrich)分化THP-1细胞(2×105/mL)。
用75nmol/L自噬通量抑制剂Baf-A1(MedChem
Express)处 理 MDM 或 TDM 24h。以 等 体 积

DMSO处理的细胞作为对照。

1.3 细胞感染 H37Rv菌株购自美国细胞培养物

收藏中心(USA),用生理盐水(NS)和 Sauton's
DefinedBroth(Teknova,USA)进行处理。H37Rv
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用含 12% 胎 牛 血 清 (ThermoFisher,USA)的

Ham'sF12K 培 养 基 孵 育 处 理 得 到 菌 悬 液。将

H37Rv的密度调整为1×107/mL。接下来,将细胞

植入6孔板,每孔2×106 个细胞,在37℃、5%CO2
条件下培养24h。当细胞融合度达到80%时,用

PBS洗涤细胞,每孔加入 H37Rv悬液。H37Rv与

THP-1的比例为10∶1,继续孵育24h,使H37Rv感

染巨噬细胞。24h后于激光共聚集显微镜下观察

THP-1细胞形态,发现THP-1巨噬细胞发生皱缩,
甚至裂解。

1.4 细 胞 转 染  LINC00943 shRNA (sh-
LINC00943)、LINC00943 过 表 达 载 体 (oe
LINC00943)以及对应的阴性对照购自于 Ribobio
(China)。 使 用 Lipofectamine 2000 试 剂 盒

(ThermoFisherScientific,USA),并根据试剂盒操

作说明书将上述质粒转染到 H37Rv感染的巨噬细

胞中。自噬抑制剂Baf-A1和TLR4/NF-κB通路抑

制剂HY-11109购自Sigma-Aldrich。

1.5 定量反转录聚合酶连锁反应(quantificational
rt-PCR ,qRT-PCR) 使用 RNApureTotalRNA
FastExtractionKit(BioTekeCorporation)提取细

胞和组织的总 RNA,并按照试剂盒的说明使用

PromeScriptRTKit(TakaraBiotechnologyLtd.)
反转录成cDNA。使用iQSYBRGreenSupermix
kit(BIO-RAD)在 ABI 7300 仪 器 (Applied
Biosystem)上 进 行 qRT-PCR。以 GAPDH 作 为

lncRNA的内参,使用2-△△Ct方法测定目的基因的

相对表达。qRT-PCR引物序列见表1。
表1 qRT-PCR引物序列

Table1 qRT-PCRprimersequences

基因 正向引物 反向引物

LINC00943 5'-ACTAGGATTGGGGTGGGGTT-3' 5'-CCTGTCCAGCATCCACACTT-3' 
GAPDH  5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 5'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-3'

1.6 蛋白质免疫印迹法(Westernblot) 蛋白质提

取以及 WesternBlot检验的相关步骤参考Jiang
等[8]的 方 法 进 行。一 抗 主 要 有 兔 抗 人 LC3Ⅰ、

LC3-Ⅱ、GAPDH、TLR4、MyD88(Abcam)。二抗山

羊抗兔IgG(ThermoFisherScientific,USA)。

1.7 细胞计数盒8(cellcountingkit-8,CCK-8) 
将细胞以2×103 个细胞/孔的密度接种到96孔板

中,并孵育0h,24h,48h,72h。加入10μLCCK-8
溶液(Sigma,USA),继续培养细胞4h。用酶标仪

在450nm处检测吸光度。

1.8 透 射 电 子 显 微 镜 (transmissionelectron
microscope,TEM) 将细胞进行胰蛋白酶处理,并
以1×104 个细胞/孔的密度接种在 NuncLab-Tek
腔室盖玻片(USA)上,在1mL含有10%FBS的培

养基中培养48h。对于TEM,将处理过的细胞洗

涤并用2.5%戊二醛在0.1mol/L磷酸盐缓冲液

(pH7.4)中固定2h,然后在相同的缓冲液中用1%
四氧化锇固定2h。在乙醇中脱水,并包埋在Epon
812中。切片用4%乙酸铀酰和柠檬酸铅染色。在

电子显微镜下拍摄和观察自噬空泡[12]。

1.9 免 疫 荧 光 将 细 胞 用4%多 聚 甲 醛 固 定

20min,并 用 0.1% TritonX-100(Sigma)透 化

10min。然后用5%的正常山羊血清阻断细胞。接

着,将细胞与LC3B抗体在室温下孵育培养过夜。
然后,用 AlexaFluor488标记的山羊 抗 兔 抗 体

(Abcam)孵育1h。DAPI(Invitrogen)染色细胞核。
在共聚焦显微镜观察。使用LeicaLASAFLite软

件进行数据分析。每个细胞的GFP-LC3斑点数在

10个非重叠区域进行评估。

1.10 流式细胞术 采用 AnnexinV-FITC/PI细

胞凋亡检测试剂盒(ThermoFisher,USA),按照厂

商说明书进行。简单地说,在结合缓冲液中悬浮后,
细胞在避光条件下用PI和AnnexinV染色。流式

细胞仪(BDBiosciences,USA)用于分析染色细胞。

1.11 统计学方法 应用SPSS17.0统计软件分析

数据。计量资料比较采用t检验、单因素方差分析

和SNK-q检验。P<0.05为差异有统计学意义。

2 结  果

2.1 LINC00943在TB患者单核细胞中高表达 
与健康对照组相比,TB患者的单核细胞凋亡减少

(P<0.05,图1A,表2)和自噬增强(图1B)。qRT-
PCR结果表明,与健康对照的单核细胞相比,TB患

者单核细胞中 LINC00943的表达显著上调(P<
0.05,表3)。与健康对照的单核细胞相比,TB患者

单核细胞中TLR4和 MyD88的表达显著上调(图

1C)。TB患者的单核细胞中 LINC00943表达上

调,并且TB患者的单核细胞凋亡明显减弱,自噬

增强。
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图1 LINC00943在TB患者的单核细胞中高表达

A.检测单核细胞凋亡;B.检测LC3-Ⅰ、LC3-Ⅱ的表达;C.检
测TLR4和 MyD88的表达。

Figure1 HighlyexpressedLINC00943inmonocytesofTB

patients
表2 各组患者单核细胞凋亡率比较

Table2 Comparisonofmonocyteapoptosisratesamong
thepatientsineachgroup

(n=3,x-±s,%)

组别 单核细胞凋亡率

HC 4.74±0.37
TB 2.88±0.24
t值 16.334
P 值 <0.001

表3 各组患者单核细胞中LINC00943的表达

Table3 ExpressionofLINC00943inmonocytesof

patientsineachgroup
(n=3,x-±s)

组别 LINC00943

HC 1.00±0.11
TB 5.24±0.35
t值 44.760
P 值 <0.001

2.2 过表达LINC00943诱导巨噬细胞自噬 为了

解LINC00943对巨噬细胞凋亡和自噬的影响,首
先,使用自噬抑制剂Baf-A1验证了自噬通量的变

化。结果表明,Baf-A1显著减少了自噬点的数量

(图2A)。接着将sh-NC/sh-LINC00943和oe-NC/

oe-LINC00943分别转染到 H37Rv感染的 THP-1
细胞中,qRT-PCR结果显示,过表达LINC00943提

高了 THP-1细胞中 LINC00943的表达,而敲低

LINC00943显著下调了THP-1细胞中LINC00943
的表达(P<0.05),见表4。CCK-8结果表明过表

达LINC00943提高了 THP-1细胞活力;而敲低

LINC00943降低了THP-1细胞活力(P<0.05),见
表5。研究了 LINC00943在 Baf-A1处理下的功

能。结果表明,LINC00943的下调显著减少了巨噬

细胞中自噬点的数量,并抑制了巨噬细胞中的自噬

体形成,这与Baf-A1的作用类似。而LINC00943
的上调明显增加了巨噬细胞中自噬点的数量,并诱

导了巨噬细胞中的自噬体形成,这被Baf-A1处理逆

转(图2B)。TEM 的 观 察 结 果 进 一 步 验 证 了

LINC00943过表达或敲低的功能(图2C)。此外,
与对 照 组 相 比,下 调 LINC00943的 巨 噬 细 胞 中

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ 的 比 值 显 著 降 低,而 过 表 达

LINC00943的巨噬细胞中 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ的比值

升高(图2D)。过表达LINC00943促进了巨噬细胞

的自噬。
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图2 过表达LINC00943诱导巨噬细胞自噬

A.检测LC3B的表达;B.检测LINC00943的表达;C.检测细

胞活力;D.检测LC3B的表达

Figure2 OverexpressionLINC00943inducingmacrophage
autophagy

表4 各组患者单核细胞中LINC00943的表达

Table4 ExpressionofLINC00943inmonocytesof

patientsineachgroup
(n=3,x-±s)

组别 Mrna表达

sh-NC组 1.00±0.12
sh-LINC00943组 0.35±0.04*

oe-NC组 1.00±0.11
oe-LINC00943组 2.32±0.19#

F 值 127.923
P 值 <0.001

*P 值<0.05与sh-NC组比较 #P 值<0.05与oe-NC组比较

(SNK-q检验)

2.3 LINC00943通过调节 TLR4/NF-κB通路对

Mtb感染的巨噬细胞自噬的影响 LINC00943可

能通过调节TLR4/NF-κB通路影响 Mtb感染的巨

噬细胞自噬。通过免疫荧光和透射电镜检测结果表

明,LINC00943过表达显著增加了巨噬细胞自噬点

的数量并诱导自噬体的形成,而进一步添加TLR4/

NF-κB 通 路 抑 制 剂 (HY-11109)则 减 弱 了

LINC00943过表达对自噬点的数量和自噬体形成

的促进作用(图3A和B)。此外,与对照组相比,oe-
LINC00943+DMSO 组的 LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值显

著增加,而oe-LINC00943+HY-11109组LC3-Ⅱ/

LC3-Ⅰ比值显著降低(图3C)。
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图3 LINC00943通过调节TLR4/NF-κB通路对Mtb感染的巨噬细胞自

噬的影响

A.检测LC3B的表达;B.检测自噬体的形成;C.检测LC3Ⅰ、LC3-Ⅱ的表

达

Figure 3  Effect of LINC00943 on autophagy in Mtb-infected
macrophagesbyregulatingTLR4/NF-κBpathway

表5 各组THP-1细胞活力

Table5 THP-1cellviabilityineachgroup
(n=3,x-±s)

组别 0h 24h 48h 72h

sh-NC组 0.23±0.03 0.39±0.04 0.65±0.07 0.92±0.09
sh-LINC00943组 0.21±0.03 0.31±0.03* 0.42±0.04* 0.53±0.05*

oe-NC组 0.22±0.03 0.41±0.04 0.59±0.07 0.96±0.08
oe-LINC00943组 0.24±0.03 0.55±0.06# 0.83±0.09# 1.33±0.13#

F 值 0.556 15.532 17.623 37.861
P 值 0.659 0.001 <0.001 <0.001

*P 值<0.05与sh-NC组比较 #P 值<0.05与oe-NC组比较

(SNK-q检验)

3 讨  论

TB是世界上最常见的慢性传染病之一。巨噬

细胞自噬在TB发病机制中对 Mtb的清除起着关

键作用。然而,lncRNA在调控 Mtb感染的巨噬细

胞自噬中的作用机制尚未完全阐明。本研究证明

LINC00943/TLR4/NF-κB轴在诱导 Mtb感染巨噬

细胞自噬中新作用机制。

Mtb是一种导致结核病的致病细菌[13]。Mtb
可以通过多种免疫逃逸机制逃脱巨噬细胞的清除,
并长期寄生于巨噬细胞内[14]。越来越多的证据表

明,巨噬细胞自噬在结核病中发挥重要作用[15-16]。

Franco等[17]报道,SMAD特异性E3泛素蛋白连接

酶 1 (Smad ubiquitin regulatory factor 1,

SMURF1)控制人巨噬细胞中的 Mtb复制,并与肺

结核患者肺部的细菌相关,表明SMURF1是 Mtb
选择性自噬和宿主防御结核病感染所必需的。Hu
等[18]发现,Ibrutinib通过诱导巨噬细胞自噬抑制细

胞内 Mtb生长。

LncRNAs广泛参与多种生物过程,可作为多种

疾病的诊断标志物和潜在治疗靶点[19-20]。越来越

多的lncRNAs被证明在TB中起着至关重要的作

用。Li等[21]研究发现,TB患者血清中GAS5表达

水平降低,而在 Mtb感染细胞中,GAS5表达下调

可能通过海绵吸附 miR-18a-5p促进细胞活力和炎

症反应。Jianfang等[22]发现在 Mtb感染的PBMC
中LINC00870显著增加,LINC00870过表达抑制

了 Mtb感染的PBMC中Th1分泌细胞因子,同时

促进 了 Th2分 泌 细 胞 因 子。本 研 究 结 果 表 明,

LINC00943在 H37Rv感染的 THP-1细胞中高表

达,过表达LINC00943可以诱导巨噬细胞自噬。先

前 研 究 发 现 LINC00943 参 与 疾 病 进 展,如

LINC00943通过has-miR-101-3p促进胃癌细胞增

殖和化疗敏感性[9]。小檗碱通过调节SK-N-SH细

胞 中 LINC00943/miR-142-5p/核 转 运 蛋 白 亚 基

alpha4(KaryopherinSubunitAlpha4,KPNA4)/

NF-κB通路减轻 MPP+诱导的神经元损伤[10]。本

研究首次揭示 LINC00943在 TB中的作用,提示

LINC00943可能是TB治疗的潜在靶点。

TLR4/NF-κB信号通路与疾病进展密切相关。
一项研究报道,cir_0001204通过TLR4/nf-κB信号

通路抑制Mtb感染的巨噬细胞的炎症反应[23]。Liu
等[24]报道,microRNA-502-3p通过靶向 Rho相关

激酶1(Rho-associatedproteinkinase1,ROCK1)激
活TLR4/NF-κB信号通路调节炎症反应,促进 Mtb
在巨噬细胞中的存活率。本研究中,通过 TLR4/
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NF-κB信号通路抑制剂处理证实,TLR4/NF-κB通

路处理可以逆转LINC00943对 Mtb感染的巨噬细

胞自 噬 的 促 进 作 用。总 之,LINC00943/TLR4/

NF-κB轴可以提高巨噬细胞内 Mtb的存活率,这可

能为TB提供一个有前途的治疗靶点。
综上所述,Mtb感染的单核细胞中LINC00943

的表达上调。LINC00943通过TLR4/NF-κB信号

通路信号通路在巨噬细胞自噬中发挥关键作用,揭
示 了 抗 Mtb 先 天 免 疫 的 新 机 制。LINC00943/

TLR4/NF-κB调控网络可能有助于开发潜在的TB
患者治疗干预措施。
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