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O-GlcNAc修饰对宿主细胞抵抗类鼻疽伯克霍尔德菌
感染的影响*
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【摘要】 目的 探讨在不同浓度葡萄糖培养下人肺癌上皮A549细胞对类鼻疽伯克霍尔德菌(Burkholderia
 

pseudoma-

llei,Bp)的抗感染能力的变化,探究O-GlcNAc糖基化修饰对宿主细胞抗感染能力的影响。 方法 分别用含0、1、5.5、

20
 

mmol/L葡萄糖的DMEM培养基培养A549细胞,并在此条件下用类鼻疽伯克霍尔德菌感染 A549细胞,感染24
 

h
后用Giemsa染色,显微镜下观察细胞的空斑形成面积和多核巨细胞(MNGCs)数量;CCK-8检测细胞存活率;Western

 

blot检测O-GlcNAc糖基化修饰水平的变化。 结果 A549细胞空斑形成面积、多核巨细胞数量随葡萄糖浓度的增高

而减少(均P<0.01);细胞存活率随葡萄糖浓度增高呈递增趋势(P<0.01);细胞的O-GlcNAc修饰水平岁葡萄糖浓度

增高呈递增趋势(P<0.05)。 结论 葡萄糖有助于增强A549细胞对类鼻疽伯克霍尔德菌的抗感染能力,推测O-Glc-
NAc糖基化修饰在其中起调控作用,但具体机制有待进一步研究。
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【Abstract】 Objective To
 

investigate
 

the
 

changes
 

of
 

the
 

anti-infective
 

ability
 

of
 

A549
 

cells
 

against
 

Burkholderia
 

pseudomallei
 

(Bp)
 

under
 

different
 

concentrations
 

of
 

glucose
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

effect
 

of
 

O-GlcNAcylation
 

on
 

host’s
 

anti-
infective

 

ability. Methods A549
 

cells
 

were
 

cultured
 

in
 

DMEM
 

medium
 

containing
 

0,1,5.5,20
 

mmol/L
 

glucose
 

respec-
tively,and

 

infected
 

with
 

Bp
 

under
 

these
 

conditions.
 

After
 

24
 

hours
 

of
 

infection,the
 

A549
 

cells
 

were
 

stained
 

with
 

Giemsa,

the
 

plaque
 

area
 

and
 

the
 

number
 

of
 

multinuclear
 

giant
 

cells(MNGCs)
 

were
 

observed
 

under
 

microscope.
 

The
 

cell
 

viability
 

was
 

detected
 

with
 

CCK-8
 

kit,and
 

O-GlcNAcylation
 

was
 

detected
 

with
 

Western
 

blot. Results With
 

the
 

increase
 

of
 

glu-
cose

 

concentration,the
 

plaque
 

areas
 

and
 

the
 

number
 

of
 

multinuclear
 

giant
 

cells
 

of
 

A549
 

cells
 

decreased
 

(all
 

P<0.01),

while
 

the
 

cell
 

survival
 

rate
 

and
 

the
 

level
 

of
 

O-GlcNAcylation
 

increased
 

(P<0.05). Conclusion Glucose
 

can
 

enhance
 

the
 

anti-infective
 

ability
 

of
 

A549
 

cells
 

against
 

Bp
 

and
 

speculated
 

that
 

O-GlcNAcylation
 

plays
 

an
 

important
 

regulatory
 

role,

but
 

the
 

specific
 

mechanism
 

should
 

be
 

further
 

explored.
【Key

 

words】 Burkholderia
 

pseudomallei;O-GlcNAcylation;anti-infection

***类鼻疽伯克霍尔德菌(Burkholderia
 

pseudomal-
lei,Bp)是一种革兰阴性杆菌,侵犯宿主可导致严重的

类鼻疽病,危及生命,病死率达9%~70%[1]。类鼻疽

病是一种传染性极强的人兽共患病,在我国南方沿海

地区、东南亚、澳大利亚北部等地区高发[2]。Bp通过

破损的皮肤、呼吸道、经口等途径感染人体,可导致败

血症、细菌性肺炎和肺脓肿等的发生,出现的临床症状

及其严重程度取决于细菌载量及菌株、宿主免疫力及

感染途径等[3]。目前针对类鼻疽病的临床诊断方法有

限,主要通过微生物学方法诊断。类鼻疽病无特征性

临床症状,易发生漏诊和误诊,且目前尚无用于预防该

疾病的疫苗。研究发现,Bp感染宿主细胞后可逃避机

体的免疫攻击,潜伏在机体内并复制,但具体逃逸机制

尚不完全清楚。因此,探究Bp在宿主细胞内的作用
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机制对类鼻疽病的诊断和治疗至关重要。
糖尿病患者因自身免疫功能低下无法进行有效的

机体免疫防御,是感染类鼻疽病的高风险人群之一,特
别在2型糖尿病(Type

 

2
 

diabetes,T2D)患者尤为多

见,是类鼻疽病发生的重要危险因素。统计数据显示,
在2017年全球大约有超过4.5亿人患有糖尿病,约

500万人死亡[4],其中部分糖尿病患者的死亡与感染

类鼻疽病有关[5]。但迄今为止,糖尿病患者患类鼻疽

病的具体发生机制仍不十分清楚。

Cattaneo等[6]的研究表明,蛋白质翻译后修饰有

多种方式,O-GlcNAc糖基化修饰是一种结构简单的

单糖翻译后修饰类型。葡萄糖、谷氨酰胺、氨基葡萄糖

在细胞内经己糖胺生物合成途径(
 

HBP
 

)转化为

UDP-GlcNAc,UDP-GlcNAc作 为 O-GlcNAc的 供

体,是O-GlcNAc糖基化的关键底物[7],在糖基转移

酶OGT的作用下将UDP-GlcNAc以共价键的形式连

接到蛋白质丝氨酸或苏氨酸残基上,形成 O-GlcNAc
糖基化修饰,该修饰经糖基水解酶OGA水解去除[8]。

O-GlcNAc糖基化修饰动态调节蛋白质功能,在细胞

代谢、基因转录、信号传导等方面起到重要的调控作

用[9]。感染性疾病、糖尿病、败血症、癌症等的发生均

与O-GlcNAc糖基化修饰异常相关[10]。因此推测O-
GlcNAc糖基化修饰在病原体感染机体中可能同样起

重要的调控作用,即通过动态调节蛋白质的功能而调

控宿主细胞对病原体的抵抗能力。本研究以A549细

胞为模型,初步探讨O-GlcNAc糖基化修饰的变化对

宿主细胞抵抗Bp感染能力的影响,为Bp与宿主细胞

之间的作用机制研究提供新的信息。

材料与方法

1 材料

1.1 菌株和细胞 Bp
 

HNBp001菌株由本实验室分

离自海南本土类鼻疽病患者血清。A549细胞购于美

国ATCC公司。

1.2 主要试剂 胎牛血清,DMEM 培养基和胰酶购

于美国Gibco公司;β-Actin抗体购于武汉博士德生物

工程有限公司;RL2抗体购于英国abcam公司;CCK-
8试剂盒购于上海百赛生物技术公司;辣根过氧化物

酶标记山羊抗鼠IgG(H+L),BCA蛋白浓度检测试

剂盒,SDS-PAGE凝胶配制试剂盒,BeyoECL
 

Star试

剂,4%多聚甲醛及Gimesa染色液购于上海碧云天生

物技术公司;Thiamet
 

G和 OSMI-4小分子抑制剂购

于美国 MedChemExpress公司;蛋白 Marker购于美

国Thermo
 

Scientific公司;PVDF膜购于美国 Milli-
pore公司;BSA购于美国SIGMA公司;Tween

 

20购

于德国Biofroxx公司。

2 方法

2.1 细菌及细胞的预培养 HNBp001用LB液体培

养基于37
 

℃、200
 

r/min摇床震荡培养约12
 

h。A549
细胞培养用10%FBS的DMEM培养基于5%CO2 37

 

℃细胞培养箱中培养。

2.2 Bp感染 A549细胞模型的建立 取 HNBp001
以感染复数为50(MOI=50∶1)分别感染A549

 

细胞

0、3、6、12、24
 

h,建立不同感染时间的 HNBp001感染

A549细胞模型,,通过检测细胞存活率、空斑形成面

积、多核巨细胞形成数量判定模型是否建立成功。

2.3 CCK-8检测细胞存活率 取构建的 HNBp001
感染A549细胞模型,按CCK-8试剂盒操作说明检测

细胞存活率。

2.4 细胞空斑形成试验 取HNBp001感染A549细

胞模型,PBS洗3次,4%多聚甲醛室温固定10
 

min,

Giemsa染色1~2
 

min,流水缓慢冲洗染色液后自然

干燥,显微镜下观察空斑形成情况。

2.5 多核巨细胞(MNGCs)形成数量检测 取 HN-
Bp001感染A549细胞模型,PBS洗3次,胰酶消化离

心,取少量细胞用4%多聚甲醛重悬并于室温固定10
 

min。用巴氏吸管取固定后的细胞悬液滴于玻片上,
自然晾干,Giemsa染色,95%酒精洗脱复染,静置晾

干,显微镜下观察A549
 

MNGCs(细胞核在2个以上)
形成情况,计 算 MNGCs形 成 率。MNGCs形 成 率

(%)= (MNGCs内 的 细 胞 核 数/细 胞 核 总 数)×
100%。

2.6 Western
 

blot检测 O-GlcNAc糖基化水平 取

蛋白样品20μg进行SDS-PAGE电泳并转膜,3%BSA
室温封闭PVDF膜1

 

h,与一抗在4
 

℃冰箱孵育过夜,

TBST洗膜3次;加入二抗室温孵育1
 

h,TBST洗膜3
次;加入BeyoECL

 

Star发光液孵育30~60
 

s,使用化

学发光成像仪(
 

ChemiSCOPE
 

6100)显影成像。试验

设未感染A549细胞对照(CK)。

2.7 不同浓度葡萄糖培养下细胞感染Bp情况 用

含不同浓度葡萄糖(0、1、5.5、20
 

mmol/L)的DMEM
培养基培养 A549细胞,在此条件下以 MOI=50∶1
的HNBp001感染A549细胞24

 

h,检测其存活率、空
斑面积、MNGCs形成数量及O-GlcNAc糖基化水平。

2.8 OGA、OGT的表达调控 A549细胞感染 HN-
Bp001(MOI=50)12

 

h后,用OGT(OSMI-4)或OGA
(Thiamet

 

G)的小分子抑制剂处理细胞(终浓度为50
 

μmol)并继续培养24
 

h,检测细胞存活率、空斑面积、

MNGCs形成数量及O-GlcNAc糖基化水平。

2.9 统计学分析 采用Graphpad
 

Prism
 

6.0软件进

行作图和数据分析,多组间计量资料的比较采用单因

素方差分析,检验水准α=0.05。
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结 果

1 HNBp001感染A549细胞模型的建立

利用 BpHNBp001体 外 感 染 A549细 胞,建 立

HNBp001感染细胞模型。细胞存活率、多核巨细胞(
 

MNGCs
 

)形成数量及空斑形成面积检测表明 HN-
Bp001感染A549细胞模型建立成功。

用HNBp001(MOI:50)分别感染A549细胞0、3、

6、12、24
 

h,观察细胞存活率,结果显示随着感染时间

的增加,宿主细胞的存活率逐渐下降、MNGCs数量逐

渐增多、空斑形成面积增大,直至细胞死亡(图1)。

  A Bp感染不同时间的A549细胞存活率 B Bp感染不同时间

A549细胞 MNGCs形成率 C Bp感染不同时间A549细胞的空斑面
积。 注:与0h比较,a

 

P<0.05;b
 

P<0.01。
图

 

1 HNBp001(MOI=50)感染A549细胞模型的建立

A Survival
 

rate
 

of
 

A549
 

cells
 

at
 

different
 

time
 

ofBp
 

infection B
 MNGCs

 

formation
 

rate
 

in
 

A549
 

cells C Plaque
 

area
 

of
 

A549
 

cells.
 

 Notes:Compare
 

with
 

0h
 

mm,
 

a
 

P<0.05;b
 

P<0.01.
Fig.1 Establishment

 

of
 

A549
 

cell
 

model
 

infected
 

with
 

HNBp001

2 HNBp001感染对细胞O-GlcNAc糖基化修饰的影

响

Western
 

blot检测 O-GlcNAc糖基化水平,结果

如图2。与CK组比较,感染 HNBp001的A549细胞

O-GlcNAc糖基化修饰水平下降,表明 HNBp001感

染和宿主细胞内的 O-GlcNAc糖基化修饰存在一定

关联。

图
 

2 感染Bp
 

(MOI:50)24
 

h的A549细胞O-GlcNAc糖基化水平

Fig.2 O-GlcNAcylation
 

level
 

of
 

A549
 

cells
 

CK
 

group
 

and
 

Bp
 

group
 

(MOI:50mm,24
 

h)

3 葡萄糖浓度对宿主细胞 O-GlcNAc糖基化修饰及

抵抗HNBp001感染的影响

葡萄糖作为O-GlcNAc糖基化修饰的底物来源,
随着培养基中葡萄糖浓度的增高(0、1、5.5、20

 

mmol/

L),细胞O-GlcNAc糖基化修饰水平增强(图3A);在
此条件下用HNBp001感染A549细胞,结果显示随着

葡萄糖浓度的增加,宿主细胞的存活率升高、MNGCs
形成数量减少、空斑形成面积减小(图3)。表明葡萄

糖可能增强宿主细胞对HNBp001的抗感染能力。

  A HNBp001感染A549细胞的O-GlcNAc糖基化修饰水平变化

 B A549细胞存活率 C A549细胞MNGCs形成率 D A549细
胞的空斑面积。 注:与0mmol/L葡萄糖组比较;b

 

P<0.01。
图

 

3 不同浓度葡萄糖培养下感染Bp的A549细胞相关指标检测

A Survival
 

rate
 

of
 

A549
 

cells
 

at
 

different
 

concentrations
 

of
 

glu-
cose

 

with
 

Bp
 

infection B MNGCs
 

formation
 

rate
 

in
 

A549
 

cells C 
Plaque

 

area
 

of
 

A549
 

cells. Notes:Compare
 

with
 

0mmol/L;b
 

P<
0.01.

Fig.3 Establishment
 

of
 

A549
 

cell
 

model
 

infected
 

with
 

HNBp001
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4 O-GlcNAc糖基化修饰对宿主抵抗 HNBp001感染

的影响

葡萄糖作为O-GlcNAc糖基化修饰的底物来源,
推测可能由于葡萄糖浓度的增加提升了宿主细胞内的

O-GlcNAc修饰水平,进而提升了宿主细胞的抗感染

能力。为此进一步利用催化 O-GlcNAc糖基化修饰

的两个关键酶(OGT和OGA)的小分子抑制剂作进一

步验证,结果如图4。HNBp001(MOI:50,12
 

h)感染

宿主A549细胞,OGT抑制剂(OSMI-4)在降低宿主

细胞内O-GlcNAc修饰水平的同时,使宿主细胞的存

活率下降、MNGCs形成数量增加、空斑形成面积增

加;OGA抑制剂(Thiamet
 

G)在提升宿主细胞内 O-
GlcNAc修饰水平的同时,宿主细胞的存活率较 OS-
MI-4组显著升高,MNGCs形成数量、空斑形成面积

显著减少。表明适当浓度的葡萄糖可调控宿主细胞的

O-GlcNAc糖基化修饰水平,并调控宿主对 HNBp001
的抗感染能力。

  A OSMI-4及Thiamet
 

G处理A549细胞的O-GlcNAc糖基化修
饰水平变化 B A549细胞存活率 C A549细胞 MNGCs形成率 
D A549细胞的空斑面积。 注:b组间比较,P<0.01。

图
 

4 OSMI-4及Thiamet
 

G
 

处理对
 

OGA、OGT调控A549细胞

O-GlcNAc糖基化修饰的影响

A Changes
 

in
 

level
 

of
 

O-GlcNAc
 

treated
 

with
 

OGT
 

inhibitor
 

(OSMI-4)
 

or
 

OGA
 

inhibitor
 

(Thiamet
 

G) B Survival
 

rate
 

of
 

A549
 

cells
 

at
 

different
 

concentrations
 

of
 

glucose
 

with
 

Bp
 

infection C 
MNGCs

 

formation
 

rate
 

in
 

A549
 

cells D Plaque
 

area
 

of
 

A549
 

cells. 
Notes:b

 

P<0.01.
Fig.4 Expression

 

regulation
 

of
 

OGA
 

and
 

OGT

讨 论

Bp作为一种胞内生存的革兰阴性杆菌感染人体

后可逃避机体的免疫攻击,潜伏在体内并复制,造成持

续性感染和胞间扩散,从而导致严重的类鼻疽病[11]。

Bp进入机体内产生相应的毒力因子以利于其粘附在

宿主 细 胞 表 面,例 如IV 型 菌 毛、鞭 毛 结 构 基 因

fliC[12-13]。经宿主细胞的吞噬作用,Bp在胞内分泌相

关毒力蛋白破坏宿主细胞的免疫功能,如T3SS系统

将效应蛋白注入宿主细胞中发挥作用[14];BipB将效

应蛋白在胞内大量复制,诱导宿主细胞凋亡[15];BipC
促进肌动蛋白尾的形成,影响Bp在胞内传播和胞间

扩散,因此造成细胞破裂,融合相邻细胞形成多核巨细

胞[16]。此外,Bp通过上调嘌呤、组氨酸、脂肪酸和氨

基酸的生物合成途径[17],以及上调细胞因子信号3抑

制因子(SOCS3)和SH2包含的细胞诱导型因子(CIS)
两种负调控因子的表达来抑制诱导型一氧化氮合酶

(iNOS)的表达[18],从而造成对宿主的持续性感染。
目前尚无高效疫苗和特效药物用于类鼻疽病的预防和

治疗,深入探究Bp感染宿主的病理机制,可为Bp与

宿主细胞之间的相互作用研究提供新的信息。
机体细胞处于复杂多变的内环境中,为维持内环

境稳态,抵御细胞内外环境的刺激需要做出第一反应。
细胞为维持稳态涉及众多繁杂的分子机制,蛋白质O-
GlcNAc糖基化修饰是参与维持细胞稳态的重要方式

之一,其功能包括调节蛋白质功能、抑制炎症反应、增
强免疫功能、参与信号传导、减少细胞凋亡等[9]。O-
GlcNAc糖基化修饰由 OGT糖基转移酶将供体底物

转移到丝氨酸/苏氨酸残基的羟基上进行修饰,OGA
糖基水解酶则去除这种修饰,这是一种可逆的、动态调

控的修饰方式[19]。O-GlcNAc糖基化修饰对细胞应

激非常敏感,当细胞处于不利的环境和遭受有害刺激

时,如缺氧、炎症因子、活性氧、外界刺激等,O-Glc-
NAc糖基化迅速作出反应保护机体,因此 O-GlcNAc
糖基化被充当“细胞应激传感器”[20]。

大多数(85%)Bp感染者出现急性病症,并伴有肺

炎、败血症、肺脓肿等症状[21]。有研究表明氨基葡萄

糖可改善败血症小鼠的存活率并减轻败血症引起的肺

部损伤和炎症,其机制是促进 O-GlcNAc糖基化修饰

表达,抑制
 

MAPK
 

和
 

NF-κB
 

两种炎症信号通路,从而

改善肺部和全身炎症反应,揭示了 O-GlcNAc糖基化

通过抑制炎症信号通路的抗炎作用[22],说明 O-Glc-
NAc糖基化修饰与类鼻疽病引起的败血症存在某种

联系。另外,氨基葡萄糖在细胞内经过己糖胺生物合

成途径转化为UDP-GlcNAc,作为O-GlcNAc糖基化

修饰的供体影响O-GlcNAc糖基化修饰水平[23]。
糖尿病患者感染类鼻疽病的风险显著高于非糖尿

病者。细胞中O-GlcNAc糖基化修饰水平高表达,摄
取胰岛素信号通路受到抑制,造成体内利用胰岛素受

阻,无法降低体内血糖浓度,最终引发糖尿病[24]。但

O-GlcNAc糖基化水平增加不是绝对引起胰岛素抵抗
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而导致糖尿病的发生。Barrientos等[25]报道给小鼠模

型注射特异性较强的 OGA小分子抑制剂(NButGT)
时,其组织 O-GlcNAc糖基化修饰水平增加,但未发

生胰岛素抵抗现象。

Li等[26]研究发现,病毒感染机体期间出现急性炎

症,葡萄糖代谢增加,与己糖胺生物合成途径有关的

O-GlcNAc糖基 化 能 调 节 线 粒 体 抗 病 毒 信 号 蛋 白

(MAVS)功能的分子机制,因此推测 O-GlcNAc糖基

化在抗病毒先天免疫中发挥重要作用。Zou等[27]报

道
 

NF-κB的表达及NF-κB
 

DNA的结合活性随着O-
GlcNAc糖基化水平增高而降低,而NF-κB在炎症、免
疫和抗细胞凋亡反应中起重要调控作用[28]。O-Glc-
NAc糖基化能抑制核因子NF-κB表达信号通路,进一

步抑制炎症反应,同时减少小神经胶质细胞的活化,减
轻脑组织的缺血与损伤,由此减少败血症大鼠模型脑

组织损伤[29]。因此,O-GlcNAc糖基化对炎症的总体

作用是减弱炎症反应,保护机体[30]。本研究建立了

Bp感染 A549细胞模型,观察了宿主细胞蛋白质 O-
GlcNAc糖基化修饰对Bp在胞内存活的影响。结果

显示,在不同浓度葡萄糖中 O-GlcNAc糖基化表达水

平不同,随着葡萄糖浓度的增加,O-GlcNAc糖基化表

达水平上调,细胞存活率增高,空斑面积和多核巨细胞

形成率相应减少,A549细胞凋亡减少,表明葡萄糖可

能参与调控宿主细胞的 O-GlcNAc糖基化修饰水平

及宿主对HNBp001的抗感染能力。
综上所述,蛋白质的 O-GlcNAc糖基化修饰影响

Bp在体内的存活率,葡萄糖可促进O-GlcNAc糖基化

表达,提升宿主细胞对Bp的抗感染能力,减少细胞凋

亡,起到保护细胞的作用,但关于 O-GlcNAc糖基化

修饰抑制Bp感染的具体机制有待进一步研究。
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病疫苗的候选抗原。
综上所述,生物信息学预测Tgs3蛋白定位于胞

浆,含有多个磷酸化与糖基化位点,且与人体二酰甘油

酰基转移酶氨基酸序列相似性较低,含有较多的抗原

表位。Tgs3蛋白参与脂质合成,与结核菌的持留密切

相关,但具体的信号通路有待进一步研究。该蛋白有

望成为潜伏结核治疗及预防药物研发的重要靶点。
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