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Rab32促进树突状细胞内BCG增殖的实验研究*

袁欣,孙巧玲,周艳萌,秦欢,王玉**

(遵义医科大学基础医学院,贵州遵义
 

563003)

【摘要】 目的 探讨 Rab32(Ras-related
 

proteins
 

in
 

brain
 

32)在树突状细胞(dendritic
 

cells,DCs)内卡介苗(Bacillus
 

Calmette-Guérin,BCG)感染中的作用。 方法 通过小鼠DC2.4细胞建立BCG感染模型,通过 RNA-Seq技术检测

BCG感染后DCs内Rab基因的表达变化;通过生信分析筛选BCG感染后差异表达的 Rab蛋白;western
 

blot法检测

BCG感染后DC2.4细胞内Rab32蛋白的表达情况;采用慢病毒转染技术制备EYFP-Rab32过表达DC2.4细胞(EYFP-
Rab32

 

DC2.4细胞),采用 western
 

blot法和流式细胞术进行转染效率验证;通过细胞载菌量实验检测 EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞内BCG的增殖;采用 western
 

blot法检测磷脂酰肌醇-3-激酶(phosphoinositide
 

3-kinase,PI3K)/蛋白激酶

(protein
 

kinase
 

B,AKT)通路蛋白的变化。 结果 DC2.4细胞中存在55种Rab蛋白,BCG感染后10种Rab蛋白的

表达水平发生明显变化;Rab32蛋白随着感染时间的增加而增加,感染0
 

h和48
 

h时Rab32表达显著增加(P<0.05)。

BCG感染EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞48
 

h时BCG载菌量为(60.16±4.69)×104
 

CFU/孔,较 DC2.4细胞明显增多

[(21.09±1.56)×104
 

CFU/孔](P<0.01);这可能与 Rab32过表达导致BCG感染 DC2.4细胞后p-PI3K/PI3K,p-
AKT/AKT增多(P<0.05),即Rab32激活PI3K/AKT通路相关。 结论 Rab32可能通过调控PI3K/AKT通路促进

DCs内BCG增殖。
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【Abstract】 Objective To
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

Ras-related
 

proteins
 

in
 

brain
 

32
 

(Rab32)
 

on
 

Bacillus
 

Calmette-Gu
 

rin
 

(BCG)
 

infection
 

in
 

dendritic
 

cells
 

(DCs). Methods In
 

murine
 

DC2.4
 

cell
 

model
 

of
 

BCG
 

infection,The
 

Changes
 

of
 

Rab
 

genes
 

expression
 

in
 

DCs
 

after
 

BCG
 

infection
 

were
 

detected
 

by
 

RNA-Seq.
 

Differentially
 

expressed
 

Rabs
 

after
 

BCG
 

infection
 

were
 

characterized
 

using
 

bioinformatics
 

tools.
 

Then
 

Rab32
 

expression
 

in
 

DC2.4
 

cells
 

with
 

BCG
 

infection
 

was
 

measured
 

by
 

western
 

blot
 

assay.
 

EYFP-Rab32
 

overexpressing
 

DC2.4
 

cells
 

(EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells)
 

were
 

prepared
 

by
 

lentivirus
 

transfection
 

and
 

the
 

transfection
 

efficiency
 

was
 

detected
 

by
 

western
 

blot
 

assay
 

and
 

flow
 

cytometry.
 

The
 

proliferation
 

of
 

BCG
 

in
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
 

was
 

counted
 

by
 

bacterial
 

load
 

assay.
 

The
 

expression
 

of
 

PI3K/AKT
 

pathway
 

was
 

meas-
ured

 

by
 

western
 

blot
 

assay. Results Fifty-five
 

Rab
 

proteins
 

were
 

present
 

in
 

DC2.4
 

cells,and
 

the
 

expression
 

levels
 

of
 

10
 

Rab
 

proteins
 

changed
 

significantly
 

after
 

BCG
 

infection.
 

Rab32
 

increased
 

with
 

increasing
 

duration
 

of
 

infection,with
 

signifi-
cant

 

differences
 

at
 

0
 

h
 

and
 

48
 

h
 

(P<0.05).
 

BCG
 

loading
 

was
 

(60.16±4.69)
 

104
 

CFU/well
 

at
 

48
 

h
 

in
 

BCG-infected
 

EY-
FP-Rab32

 

DC2.4
 

cells,which
 

was
 

significantly
 

higher
 

than
 

DC2.4
 

cells[(21.09±1.56)
 

104
 

CFU/well]
 

(P<0.01).
 

This
 

may
 

be
 

associated
 

with
 

Rab32
 

overexpression
 

leading
 

to
 

increased
 

p-PI3K/PI3K,p-AKT/AKT
 

in
 

BCG-infected
 

DC2.4
 

cells
 

(P<0.05),meaning
 

that
 

Rab32
 

activated
 

the
 

PI3K/AKT
 

pathway. Conclusion Rab32
 

may
 

promote
 

BCG
 

prolif-
eration

 

in
 

DCs
 

by
 

regulating
 

the
 

PI3K/AKT
 

pathway.
【Key

 

words】 Rab32;BCG;dendritic
 

cells;PI3K/AKT
 

pathway

 ***卡介苗(Bacillus
 

Calmette-Guerin,BCG)是有毒

牛型结核分枝杆菌经长期传代培养后获得的减毒活菌

株。因其与人结核分枝杆菌具有相似的抗原组成,被
广泛用于预防结核病,是全球唯一被广泛认可和使用

的结核病疫苗[1]。据估计,每年全球约有1亿名儿童

接种BCG[2]。BCG的应用减少了严重儿童结核病的

发生,使得结核性脑膜炎和粟粒性结核病的发病率减

少了85%,结核病的死亡率下降了66%。研究发现
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BCG能够减少麻风分枝杆菌[3]、甲型流感病毒[4]等病

原体对机体的侵害,具有非特异性保护作用,甚至对于

新型冠状病毒也有保护作用[5]。DCs是抗感染免疫应

答的中心环节。BCG接种产生的免疫保护作用与其

诱导产生的T细胞亚群密切相关[6]。动物实验证实

DCs缺失时,结核分枝杆菌感染更加严重[7]。说明

DCs在结核分枝杆菌感染中具有重要作用。

Rab蛋白属于GTP酶蛋白家族,在真核细胞中广

泛存在。哺乳动物细胞中存在约70种Rab蛋白,主
要定位在细胞内不同亚细胞器膜,参与、调控了胞内吞

噬的全部过程[8],在结核分枝杆菌等多种病原体感染

中具有重要作用[9]。Rab32含有约1000个核苷酸,分
子质量为28

 

ku[10],在人体、小鼠及多种细胞系中广泛

表达[11]。研究发现Rab32在伤寒沙门菌[12]、李斯特

菌[13]、类鼻疽伯克氏菌[14]等胞内菌感染中具有重要

作用[15]。但其在BCG感染中的作用及其机制尚未阐

明。因此,本研究拟通过RNA-seq技术、慢病毒转染

技术和 western
 

blot法等探索 Rab32在 BCG 感染

DCs中的作用及其可能的分子机制。

材料与方法

1 材料

小鼠树突状细胞系DC2.4细胞,本室传代保存;

BCG疫苗株。RPMI
 

1640培养基和胎牛血清购自美

国Gibco公司;Middlebrook
 

7H9培养基和OADC增

菌液购自美国BD公司;RIPA裂解液购自中国bio-
sharp公司;PMSF和 Triton

 

X-100购自中国索莱宝

公司;兔抗鼠β-actin、PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT、山
羊抗兔二抗和蛋白磷酸酶抑制剂购自美国SAB公司;

BCA蛋白浓度测定试剂盒和SDS-PAGE蛋白上样缓

冲液(5×)购自中国碧云天公司;预染彩虹蛋白 Mark-
er购自中国百赛生物公司;超敏ECL化学发光底物购

自中国四正柏生物公司。

2 方法

2.1 细胞培养 将小鼠DC2.4细胞培养于含10%胎

牛血清的RPMI
 

1640培养基,置于37
 

℃,5%
 

CO2 恒

温细胞培养箱中培养。根据细胞生长状态间隔2~3
 

d
换液或传代培养。取生长状态良好的细胞进行后续实

验。

2.2 稳定过表达Rab32蛋白的DC2.4细胞株建立 
构建 Rab32过表达质粒 FUGW-CMV-EYFP-Rab32
质粒,包被慢病毒。将2×104 个/孔的DC2.4细胞置

于24孔板中,次日更换含6
 

μg/ml
 

polybrene的RP-
MI

 

1640培养基,再加入50
 

μl病毒液,混匀后37
 

℃孵

育4
 

h,更换RPMI
 

1640培养基。扩大培养后,采用含

3
 

μg/ml嘌呤霉素的RPMI
 

1640培养基进行持续7
 

d

的筛选,最终得到EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞。

2.3 BCG 培 养 BCG 在含10%
 

OADC增菌液、

0.2%
 

Tween-80的 Middlebrook
 

7H9培养基中于37
 

℃细菌培养箱培养约3周,取对数期细菌离心后用无

血清RPMI
 

1640培养基重悬,调整细菌悬液浓度为5
×105

 

CFU/ml,进行后续试验。

2.4 BCG感染 生长良好的DC2.4细胞和EYFP-
Rab32

 

DC2.4细胞分别以5×104 个/孔置于96孔板

培养,细胞贴壁后,每孔加入BCG悬液(MOI=
 

2)孵
育3

 

h,再用PBS清洗2次后加入完全RPMI
 

1640培

养基,计为感染0
 

h。BCG感染0
 

h,24
 

h,48
 

h后,进
行后续实验。

2.5 细胞载菌量实验 BCG感染至待测时间点后,
弃去上清,PBS清洗2次后加入100

 

μl
 

1%
 

Triton
 

X-
100裂解细胞10

 

min,将细胞裂解液进行5倍稀释后,
每个稀释度取10

 

μl置于 Middlebrook
 

7H9平板上,
放入37

 

℃细菌培养箱培养约3周,测定菌落数量。

2.6 Western
 

blot法检测细胞转染效率和细胞信号

通路蛋白表达 BCG感染至待测时间点后收集细胞

并裂解细胞,提取总蛋白、BCA法定量后,取15
 

μg总

蛋白进行10%
 

SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳。转膜后采

用5%脱脂牛奶封闭后,加入兔抗鼠PI3K(1︰500)、

p-PI3K(1︰500)、p-AKT(1︰500)、AKT(1︰

500)、Rab32(1︰500)和β-actin(1︰5000)一抗4
 

℃
孵育过夜。采用HRP标记的羊抗兔二抗(1︰5000)
室温孵育2

 

h后用ECL显影法在凝胶成像分析系统

内曝光成像。以β-actin为内参,用Image
 

J分析条带

灰度值。

2.7 RNA测序和生物信息学分析 DC2.4细胞以5
×105 个/孔接种于6孔板中,次日加入 BCG 悬液

(MOI=2)感染3
 

h后,计为0
 

h。BCG感染24
 

h后收

集细 胞,采 用 Trizol法 提 取 总 RNA,采 用 Agilent
 

2100生物分析仪检测样本28S/18S、RIN/RQN 值。
筛选得到的合格样本采用DNBSEQ平台进行 RNA
测序,每个样本平均获得6.78

 

G数据。将得到的原始

数据去除低质量、接头污染以及未知碱基N含量过高

的reads,得到clean
 

reads(>94%)。通过 HISAT和

Bowtie2得到样品比对参考基因组的比对结果。通过

华大基因 公 司 Dr.Tom 系 统(https://biosys.bgi.
com/#/report/login)进行样本差异表达分析。

2.8 统计学方法 数据采用SPSS
 

18.0统计软件进

行统计分析。计量资料采用均数±标准差(x±s)表
示。两组之间比较采用t检验,以P<0.05为差异有

统计学意义。

结 果
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1 BCG感染DCs后Rab蛋白基因的变化

采用RNA测序技术分析DCs内差异表达的Rab
蛋白,发现DC2.4细胞内共表达55种Rab蛋白基因,
表明Rab蛋白参与DCs中BCG的感染过程(图1)。
筛选BCG感染组中差异表达的Rab蛋白(表1)。

表
 

1 BCG感染后DCs中差异表达的Rab蛋白基因
Table

 

1 Differentially
 

expressed
 

Rab
 

genes
 

in
 

DCs
 

after
 

BCG
 

infection
序号
NO.

基因识别符
Gene

 

identifier
基因名称
Gene

 

name
P 值

P
 

value

1 19332 Rab20 0.007
2 224624 Rab40c 0.011
3 19345 Rab5c 0.011
4 19338 Rab33b 0.011
5 67844 Rab32 0.015
6 19328 Rab12 0.017
7 59021 Rab2a 0.018
8 19326 Rab11b 0.034
9 226421 Rab7b 0.035
10 76308 Rab1b 0.039

图
 

1 RNA测序技术检测BCG感染24
 

h
 

DCs中Rab基因表达的热图

Fig.1 The
 

heatmap
 

of
 

the
 

Rab
 

gene
 

expression
 

in
 

DCs
 

at
 

24
 

h
 

post
BCG

 

infection
 

by
 

RNA-Seq

2 BCG感染后DCs内Rab32蛋白的表达

BCG(MOI=2)感染DC2.4细胞后,随着感染时

间的延长,如图2,细胞内Rab32蛋白表达量增加。且

在感染48
 

h时,胞内Rab32蛋白较未感染组明显增

加,差异有统计学意义(F=5.234,P=0.0221)。

3 EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞的建立

Rab32蛋白表达 增 加 约1倍(t=3.133,P=
0.015)。流式细胞术检测发现,EYFP荧光表达达到

97.8%(图3)。

4 Rab32对于DCs内BCG载菌量的影响

细胞载菌量测定结果见图4。BCG感染0
 

h时,

Rab32过表达组和对照组细胞载菌量没有差异(t=
0.1478,p=0.8855)。感染24

 

h时,Rab32过表达组

BCG载量较对照组减少(t=5.915,P=0.0002),但感

染48
 

h时,Rab32过表达组BCG载量较对照组显著

增加(t=11.70,P<0.0001)。

图
 

2 DC2.4细胞感染BCG后Rab32的表达情况

Fig.2 The
 

expression
 

of
 

Rab32
 

protein
 

in
 

DC2.4
 

cells
with

 

BCG
 

infection

  A western
 

blot法检测Rab32表达条带图 B Rab32蛋白表达
的统计图 C 流式细胞术检测EYFP-Rab32

 

DC2.4细胞绿色荧光表
达情况

图
 

3 EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞的鉴定

A Western
 

blot
 

bands
 

of
 

Rab32
 

protein B Summarized
 

bar
 

graphs
 

of
 

Rab32 C The
 

green
 

fluorescent
 

expression
 

of
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
 

is
 

detected
 

by
 

flow
 

cytometry
Fig.3 Identification

 

of
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells

图
 

4 EYFP-Rab32
 

DC2.4中BCG感染的载菌量实验
Fig.4 Bacterial

 

load
 

assay
 

of
 

BCG
 

in
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
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5 Rab32对BCG感染 DCs内PI3K/AKT通路变化

的影响

采用 western
 

blot法 测 定 Rab32过 表 达 组 中

PI3K/AKT 通 路 的 变 化,如 图 5,BCG 感 染 前 后

Rab32过表达组中PI3K和 AKT蛋白表达均未发生

变化,但磷酸化PI3K(p-PI3K)随着感染时间的增加

表达量增加,在24
 

h达到峰值,随后表达量下降,而磷

酸化AKT(p-AKT)表达则随着BCG感染时间的增加

而增加。

  A Western
 

blot法检测PI3K、p-PI3K、AKT、p-AKT蛋白表达 
B BCG感染 EYFP-Rab32

 

DC2.4细胞内p-PI3K/PI3K比值 C 
BCG感染EYFP-Rab32

 

DC2.4细胞内p-AKT/AKT比值
图

 

5 BCG感染EYFP-Rab32
 

DC2.4细胞内PI3K/AKT通路
蛋白表达分析

A Western
 

blot
 

analysis
 

of
 

PI3K,p-PI3K,AKT,and
 

p-AKT
 

pro-
teins B The

 

ratio
 

of
 

p-PI3K/PI3K
 

in
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
 

with
 

BCG
 

infection C The
 

ratio
 

of
 

p-AKT/AKT
 

in
 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
 

with
 

BCG
 

infection
Fig.5 The

 

expression
 

of
 

the
 

proteins
 

in
 

PI3K/AKT
 

pathway
in

 

EYFP-Rab32
 

DC2.4
 

cells
 

infected
 

with
 

BCG

讨 论

BCG应用于人类已有100年,但其固有免疫机制

仍不清楚。这导致BCG的免疫保护力有限,并不能很

好地预防结核病的发生。本研究制备BCG感染DCs
模型,发现BCG感染后DCs内10种Rab蛋白表达变

化,其中 Rab32表达明显升高。过表达 Rab32激活

PI3K/AKT通路,进而促进了BCG的胞内增殖。这

些结果表明 BCG 能够通过上调 Rab32,进而激活

PI3K/AKT通路,促进细菌的存活和生长。Rab32是

DCs内重要的免疫调控因子,参与了BCG的胞内感染

过程。

Rab蛋白属于GTP酶蛋白家族,在真核细胞中广

泛存在。哺乳动物细胞中存在约70种Rab蛋白,主
要定位于不同亚细胞器膜,参与、调控了细胞吞噬等生

理活动[8]。本研究通过RNA-seq技术发现DCs中存

在55种Rab蛋白,BCG感染后10种Rab蛋白表达改

变,提示 Rab蛋白参与 DCs的生理功能与 DCs抗

BCG的胞内免疫应答。Rab蛋白参与了DCs的抗原

提呈[16]、细胞分化[17]和细胞迁移[18]等功能。例如

Rab39介 导 了 DCs的 抗 原 交 叉 提 呈 功 能,可 通 过

MHC-Ⅰ分子将吞噬体内抗原提呈给CD8+
 

T细胞,
激活T细胞免疫应答[16]。有关Rab蛋白影响DCs免

疫功能的研究鲜有报道。

Rab32主要定位于内质网、线粒体等细胞器,参与

了胞内脂质代谢、黑色素转运等生理功能。近年的研

究发现Rab32在胞内菌吞噬中具有重要作用,能够抑

制吞噬细胞内李斯特菌[19]和类鼻疽伯克氏菌[20]的增

殖。本研究发现BCG感染后DCs内Rab32蛋白表达

增加,表明Rab32参与了分枝杆菌的胞内感染过程。
与李斯特菌和类鼻疽伯克氏菌感染中的作用不同,

Rab32过表达能够促进DCs内BCG的增殖。相似的

结果在嗜肺军团菌研究中已有报道[20]。可见,Rab32
在不同胞内菌感染中的作用不同,提示某些病原菌可

能具有Rab32效应分子,能够调节Rab32功能来逃避

胞内免疫机制。例如,鼠伤寒沙门菌的毒力因子GtgE
和SopD2,能够裂解Rab32[21],或将Rab32从含菌囊

泡上解离[22],进而促进鼠伤寒沙门菌能够在人巨噬细

胞内存活[23]。因此,BCG可能具有Rab32效应分子,
通过调控Rab32来影响DCs对BCG的吞噬功能。

PI3K/AKT通路参与细胞代谢、凋亡等过程[24],
与DCs的活化、免疫激活功能相关[25],是DCs内重要

的信号转导通路。此外,PI3K/AKT通路还参与了分

枝杆菌的胞内感染过程。结核分枝杆菌及其蛋白可激

活PI3K/AKT通路来诱导巨噬细胞极化[26]。本研究

发现Rab32过表达能够激活PI3K/AKT通路,影响

下游信号分子来抑制DCs吞噬功能,促进BCG增殖。
综上所述,BCG诱导DCs内Rab32表达,进而激

活PI3K/AKT通路,促进BCG增殖。为深入探索分

枝杆菌的固有免疫机制及新型结核疫苗研发提供理论

基础。
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