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Ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员对 ＨＩＶ⁃１ 感染巨噬细胞凋亡的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 通过研究 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 对 ＨＩＶ⁃１ 感染巨噬细胞凋亡的

影响，为清除 ＨＩＶ⁃１ 感染巨噬细胞类型的病毒储存库提供参考依据。 方法 　 用不同浓度 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员诱导

ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡，探索 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 的适宜浓度，利用 ＰＭＡ 将单核细胞（ＴＨＰ⁃１）刺激分化成为巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ），
然后用制备的 ＨＩＶ⁃１ 病毒感染巨噬细胞，最后选用适宜浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 和 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃
９ 分别处理未感染与 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞并检测其凋亡情况。 结果 　 针对巨噬细胞（ ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ），未添加

ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员的对照组巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡率为（４􀆰 ３９ ± ０􀆰 ７４）％ ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃
４、７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 分别诱导巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）的凋亡率为（４􀆰 ７８
± ０􀆰 ４１）％ 、（７􀆰 ２１ ± １􀆰 ４６）％ 、（３􀆰 ７８ ± １􀆰 ０３）％ 、（５􀆰 ８８ ± ２􀆰 ０８）％ 、（８􀆰 １０ ± ４􀆰 １３）％ ，各 ｇａｌｅｃｔｉｎ 处理组与对照组相

比，差异无显著性（Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）。 针对 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ），未添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员的对照组

ＨＩＶ⁃１ 感染巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡率为（１２􀆰 ６９ ± １􀆰 １６）％ ；５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、７􀆰 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡率

分别为（１１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ９０）％ 、（１７􀆰 ４５ ± １􀆰 ３０）％ 、（３２􀆰 ０１ ± １􀆰 ３０）％ 、（１５􀆰 ７７ ± １􀆰 ２１）％ 、（１９􀆰 ２７ ± ２􀆰 １３）％ ，ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 处

理组与对照组相比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 结论　 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 不会引起未感染的巨噬细胞发生凋亡，却能特

异性诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞发生大量凋亡。
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　 　 【Ａｂｓｔｒａｃｔ】　 Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８， ａｎｄ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９
ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＩＶ⁃１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ａｎｄ ｔｏ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＩＶ⁃
１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｓｅｒｖｏｉｒｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ 　 Ｆｉｒｓｔｌｙ， ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｍｏｎｏｃｙｔｉｃ ｃｅｌｌ ｌｉｎｅ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｗａｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎｓ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇａｌｅｔｃｉｎｓ． Ｓｅｃｏｎｄｌｙ， ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ



（ＴＨＰ⁃１） ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｅ ｉｎｔｏ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ （ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ） ｗｉｔｈ ｐｈｏｒｂｏｌ ｍｙｒｉｓｔａｔｅ ａｃｅｔａｔｅ （ＰＭＡ）， ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｐａｒｅｄ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＩＶ⁃１． Ｆｉｎａｌｌｙ， ＨＩＶ⁃１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ａｎｄ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｅｒｅ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｔｈｅｓｅ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ ４􀆰 ３９
± ０􀆰 ７４％ ． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｄｅａｔｈ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４， ７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ ａｎｄ １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ ｗｅｒｅ ４􀆰 ７８ ± ０􀆰 ４１％ ， ７􀆰 ２１ ± １􀆰 ４６％ ， ３􀆰 ７８ ± １􀆰 ０３％ ， ５􀆰 ８８ ±
２􀆰 ０８％ ， ８􀆰 １０ ± ４􀆰 １３％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ｗｉｔｈ ｎｏ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌｌｙ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｇｒｏｕｐｓ （Ｐ ＞ ０􀆰 ０５）． Ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｄｅａｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＩＶ⁃１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗａｓ １２􀆰 ６９ ± １􀆰 １６％ ， ａｎｄ ｔｈａｔ ｏｆ ＨＩＶ⁃１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４， ７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ ａｎｄ １ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ ｗｅｒｅ １１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ９０％ ， １７􀆰 ４５ ± １􀆰 ３０％ ， ３２􀆰 ０１ ± １􀆰 ３０％ ， １５􀆰 ７７ ± １􀆰 ２１％ ａｎｄ １９􀆰 ２７ ± ２􀆰 １３％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．
Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７⁃ｔｒｅａｔｅｄ ｇｒｏｕｐ （Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ
Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７⁃ｉｎｄｕｃｅｓ ｅｘｔｅｎｓｉｖｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＩＶ⁃１⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｂｕｔ ｎｏｔ ｉｎ ｕｎｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．

【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｇａｌｅｃｔｉｎｓ； ＨＩＶ⁃１； ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ； ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　 　 ＨＩＶ⁃１ 感染机体后，破坏机体的免疫系统，使感

染者丧失抵抗力进而引发全身疾病，最终发展成为艾

滋病。 虽然抗逆转录病毒疗法的应用显著改善了艾

滋病患者的生存质量，但仍无法彻底治愈艾滋病［１］。
单核⁃巨噬细胞是 ＨＩＶ⁃１ 重要的潜伏感染靶细

胞［２ － ３］，因此诱导单核⁃巨噬细胞凋亡对治疗艾滋病

具有重要意义。 半乳糖凝集素家族成员（ｇａｌｅｃｔｉｎｓ）
可以调节细胞与细胞间、细胞与基质间的相互作用、
细胞黏附、细胞信号传导等多种生物学过程，并且某

些成员与细胞凋亡密切相关。 例 如 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４ 诱导外周血单核细胞凋亡［４］；上皮细胞的

研究表明细胞外超氧化物歧化酶（ＥＣ⁃ＳＯＤ）通过

ＣＯＸ⁃２ 调 节 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 表 达 进 而 诱 导 ｃａｓｐａｓｅ⁃３、
ｃａｓｐａｓｅ⁃９ 活化，促凋亡蛋白 Ｂａｘ、Ｂｃｌ⁃ｘｓ 表达量升高从

而诱导细胞凋亡［５］；Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 诱导 １２９９ ｃｅｌｌｓ 非小细

胞肺癌细胞凋亡［６］；Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导 Ｔ 细胞、Ｂ 细胞、
单核细胞凋亡等［７］。 我们前期研究发现 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 通

过 Ｅｎｄｏ Ｇ 的核转移诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的单核⁃巨噬细

胞凋亡［８］，但 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族其他成员对 ＨＩＶ⁃１ 感染的

巨噬细胞的凋亡影响尚不明确。 鉴于文献报道

ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员中 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 与细胞凋亡相关，本文主要研究

了它们对 ＨＩＶ⁃１ 感染巨噬细胞凋亡的影响。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 细胞

人单核细胞系 ＴＨＰ⁃１ 来自中国医学科学院基

础医学研究所细胞中心；人胚肾传代细胞系 ２９３Ｔ 来

自中国医学科学院医学实验动物研究所。
１􀆰 ２　 主要试剂及仪器

ＲＰＭＩ⁃１６４０ 培养基、 胎牛血清、 胰酶均购自

Ｇｉｂｃｏ 公司；ＤＭＥＭ 完全培养基购自 ＨｙＣｌｏｎｅ 公

司；Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ７⁃ＡＡＤ 细胞凋亡检测试剂盒购自

ＢＤ 公司；佛波醇肉豆蔻酸酯 （ＰＭＡ）购自 Ｓｉｇｍａ 公

司；ＨＩＶ⁃１（Ｃｌｏｎｅ：１１７３９Ｒ５ ｔｒｏｐｉｃ）全长质粒为 ＮＩＨ
惠赠； 重 组 蛋 白 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 均购自 Ｒ＆Ｄ 公司； ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ
购自 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司；流式细胞仪 Ａｃｃｕｒｉ Ｃ６ 购自 ＢＤ
公司。
１􀆰 ３　 实验方法

１􀆰 ３􀆰 １　 细胞培养

ＴＨＰ⁃１ 是悬浮细胞，培养基为包含 １０％ 胎牛血

清和 ２％双抗的 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 完全培养基，将细胞浓

度调整到每毫升５ × １０５ ～ １ × １０６ 个，在 ３７℃、５％
ＣＯ２ 孵箱中培养。
１􀆰 ３􀆰 ２　 不同浓度 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡检

测及分组

取旺盛生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞每孔 ５ × １０５ 个细

胞在 ９６ 孔板中培养，实验组为每孔添加终浓度为

１􀆰 ５、３、５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２；１􀆰 ５、３、５、１０ μｍｏｌ ／
Ｌ 的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４；１􀆰 ５、３、５、７􀆰 ５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃
７；０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ５、１、３、５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８；０􀆰 １、
０􀆰 ３、０􀆰 ５、１、３、５ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９。 对照组为不

添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员。 在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中孵

育细胞 ６ ｈ，然后获取细胞用 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ７⁃ＡＡＤ 染

色，上机检测细胞凋亡情况。
１􀆰 ３􀆰 ３　 流式细胞术检测细胞凋亡

在 ９６ 孔板中加入 ２００ μＬ ０􀆰 ２％ β⁃乳糖，显微

镜下观察待细胞解聚后吸入流式管中，加入 ２ ｍＬ 预

冷的 ＰＢＳ 将细胞洗一遍；加入 ２ ｍＬ 预冷的 １ ×
ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ 将细胞洗两遍；加入 １００ μＬ
预冷的 １ × ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，然后加入 ３ μＬ
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ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 和 ３ μＬ ７⁃ＡＡＤ 并轻轻混匀后置于室温下

避光孵育 １５ ｍｉｎ；加入 ３００ μＬ 预冷的 １ × ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ，以 ２００ 目筛网过滤，在 １ ｈ 内上机

检测。
１􀆰 ３􀆰 ４　 ＰＭＡ 刺激单核细胞分化为巨噬细胞

取旺盛生长期的 ＴＨＰ⁃１ 细胞调整细胞浓度为

每毫升 １ × １０６ 个，接种于 ６ ｃｍ 无菌细胞培养皿中。
并在其中加入佛波醇肉豆蔻酸酯 （ｐｈｏｒｂｏｌ ｍｙｒｉｓｔａｔｅ
ａｃｅｔａｔｅ， ＰＭＡ）调整其终浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ，培养 ２４ ～
４８ ｈ 后即可分化为巨噬细胞。
１􀆰 ３􀆰 ５　 制备 ＨＩＶ⁃１ 病毒并用其感染巨噬细胞

将 ＮＩＨ 惠赠的 ＨＩＶ⁃１ 全长质粒（Ｃｌｏｎｅ： １１７３９
Ｒ５ ｔｒｏｐｉｃ）用阳离子脂质体的方法转染进入 ２９３Ｔ 细

胞，转染后 １２ ｈ 后更换新鲜的培养基，转染后 ４８ ｈ
获取 ＨＩＶ⁃１ 病毒悬液。 之后以 ＨＩＶ⁃１ 病毒悬液∶ 细
胞培养基 ＝ １ ∶ ２的比例培养细胞 ４ ～ ５ ｄ 后获取

细胞。
细胞转染前 ２４ ｈ 需要接种适量 ２９３Ｔ 在 ６ ｃｍ

无菌细胞培养皿中，使其转染时细胞密度在 ８０％～
９０％之间为宜；细胞转染前 １ ｈ 需要更换新鲜的培

养基，在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养；将 １０ μｇ ＨＩＶ⁃１
质粒，用稀释液 （０􀆰 ９％ ＮａＣｌ） 稀释到总体积 ２００
μＬ，然 后 轻 轻 混 匀 并 置 于 室 温 放 置； 将 ４ μＬ
ＶｉｇｏＦｅｃｔ，用稀释液（０􀆰 ９％ ＮａＣｌ）稀释到总体积 ２００
μＬ，然后轻轻混匀并置于室温放置 ５ ｍｉｎ；将稀释好

的 ＶｉｇｏＦｅｃｔ 溶液逐滴慢慢加入到稀释好的 ＨＩＶ⁃１ 质

粒溶液中，然后轻轻混匀并将所得到的转染工作液

置于室温放置 １５ ｍｉｎ；将所得到的转染工作液逐滴

慢慢加入到 ４ ｍＬ ２９３Ｔ 培养基中，然后轻轻混匀并

在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养；转染后 １２ ｈ 更换新

鲜的培养基；转染后 ４８ ｈ 获取病毒悬液，２０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清并分装冻存；ＨＩＶ⁃１ 感染巨

噬细胞将 ＨＩＶ⁃１ 病毒悬液：细胞培养基 ＝ １∶ ２的比例

培养巨噬细胞并加入助转剂 ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ 使其终浓度

为 １０ μｇ ／ ｍＬ，１２ ｈ 后更换新鲜培养基，更换培养基

时用 ＰＢＳ 清洗细胞 ２ 次，２４ ｈ 后二次感染细胞，３６ ｈ
后更换新鲜培养基，在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养 ４
～ ５ ｄ。
１􀆰 ３􀆰 ６　 流式细胞术检测 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员诱导巨噬

细胞、ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞凋亡情况

取巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）、ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细

胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）每孔 ５ × １０５ 个细胞在 ９６ 孔

板中培养，实验组为每孔分别添加 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃ⁃

ｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３
μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９，对照组为不

添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员。 在 ３７℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中孵

育细胞 ６ ｈ，然后获取细胞用 ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ ／ ７⁃ＡＡＤ 染

色，上机检测细胞凋亡情况。
１􀆰 ４　 统计学方法

流式数据使用 ＦｌｏｗＪｏ ｖ１０ 进行分析，应用统计

学软件 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５ 处理数据，实验数据以平

均数 ±标准误（􀭰ｘ ± ｓ）表示，用 ｔ 检验对数据作统计

处理，以 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５ 为差异有显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 不同浓度 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡的

影响

结果 显 示， 对 照 组 细 胞 凋 亡 率 为 （ １􀆰 ８４ ±
０􀆰 ３５）％，１􀆰 ５、３、５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２ 诱导 ＴＨＰ⁃１
细胞凋亡率分别为（２􀆰 ８５±０􀆰 ３８）％、（８􀆰 ７０±０􀆰 ６１）％、
（１７􀆰 ８３±０􀆰 ８２）％、（８７􀆰 ６０±０􀆰 ４６）％。 （图 １）
２􀆰 ２　 不同浓度 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡的

影响

结果显示，对照组细胞凋亡率为（１􀆰 ９７±０􀆰 ２４）％，
１􀆰 ５、３、５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

率分别为（４􀆰 １３±０􀆰 ５２）％、（９􀆰 ２６±１􀆰 ６６）％、（７５􀆰 ９７±
０􀆰 ９８）％、（９７􀆰 ６３±０􀆰 ５５）％。 （图 ２）
２􀆰 ３　 不同浓度 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡的

影响

结果 显 示， 对 照 组 细 胞 凋 亡 率 为 （ ４􀆰 ０９ ±
０􀆰 ４７）％ ，１􀆰 ５、３、５、７􀆰 ５、１０ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 诱导

ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡率分别为（３􀆰 ４７±０􀆰 ５５）％ 、（３􀆰 ７６±
０􀆰 ６３）％ 、（４􀆰 ５９±０􀆰 ７８）％ 、（１８􀆰 ５６±０􀆰 ６４）％ 、（９８􀆰 ０８
±１􀆰 ２３）％ 。 （图 ３）
２􀆰 ４　 不同浓度 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡的

影响

结果显示，对照组细胞凋亡率为（１􀆰 ７３±０􀆰 ２１）％，
０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ５、１、３、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细

胞凋亡率分别为（１􀆰 ７４±０􀆰 ２０）％、（２􀆰 ００±０􀆰 ０６）％、
（２􀆰 ３９±０􀆰 １９）％、（４􀆰 ５７±０􀆰 ２１）％、（２７􀆰 ６１±１􀆰 ３０）％、
（７６􀆰 １５±２􀆰 ３６）％。 （图 ４）
２􀆰 ５　 不同浓度 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 对 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡的

影响

结果显示，对照组细胞凋亡率为（３􀆰 ８４±０􀆰 ３５）％，
０􀆰 １、０􀆰 ３、０􀆰 ５、１、３、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细

胞凋亡率分别为（３􀆰 ９０±０􀆰 ２４）％、（８􀆰 ５０±０􀆰 １６）％、
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图 １　 不同浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

Ｆｉｇ． １　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２

图 ２　 不同浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

Ｆｉｇ． ２　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４

（１９􀆰 ６１ ±０􀆰 ５７）％、（９０􀆰 ４３ ±２􀆰 ９８）％、（９８􀆰 ２０±０􀆰 ３１）％、
（９５􀆰 ２０ ± ０􀆰 ８９）％ 。 （图 ５）
２􀆰 ６　 流式细胞术检测 Ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员诱导巨噬

细胞凋亡情况

鉴于上述实验结果，当 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 浓度太高时，细
胞几乎会发生全部凋亡，不利于后续比较未感染组

与 ＨＩＶ⁃１ 感染组在处理前后细胞凋亡的变化。 本文

选用 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃ ４、７􀆰 ５
μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 和 １ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 作为适宜浓度分别处理未感染与 ＨＩＶ⁃１
感染的巨噬细胞并检测其凋亡情况。

针对未感染的单核⁃巨噬细胞，结果表明，未添

加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员的巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡

率为（４􀆰 ３９±０􀆰 ７４）％ ，５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃
８、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 分别诱导巨噬细胞（ ＴＨＰ⁃１⁃
Ｍφ）的凋亡率为（４􀆰 ７８±０􀆰 ４１）％ 、（７􀆰 ２１±１􀆰 ４６）％ 、
（３􀆰 ７８ ± １􀆰 ０３ ）％ 、 （ ５􀆰 ８８ ± ２􀆰 ０８ ）％ 、 （ ８􀆰 １０ ±
４􀆰 １３）％ 。 统计结果显示，与未添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族

成员的巨噬细胞相比，５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／
Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃ ４、 ７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、 ３ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 及 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 均 对 巨 噬 细 胞

（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ） 的 凋 亡 作 用 无 显 著 性 差 异 （ Ｐ ＞
０􀆰 ０５）。 （图 ６）
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图 ３　 不同浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

Ｆｉｇ． ３　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７

图 ４　 不同浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

Ｆｉｇ． ４　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８

２􀆰 ７　 流式细胞术检测 Ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员诱导 ＨＩＶ⁃
１ 感染的巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡情况

针对 ＨＩＶ⁃１ 感染的单核⁃巨噬细胞，结果表明，
未添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员的 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞

（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ） 凋亡率为 （１２􀆰 ６９ ± １􀆰 １６）％ ；５
μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃ ４、７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、１ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９
诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋

亡率分别为 （１１􀆰 ６９ ± ０􀆰 ９０）％ 、 （１７􀆰 ４５ ± １􀆰 ３０）％ 、
（３２􀆰 ０１ ± １􀆰 ３０ ）％ 、 （ １５􀆰 ７７ ± １􀆰 ２１ ）％ 、 （ １９􀆰 ２７ ±
２􀆰 １３）％ 。 统计结果显示，与未添加 ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成

员的 ＨＩＶ⁃１ 感 染 的 巨 噬 细 胞 相 比， ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃ ４、３ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８

及 １ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 均对 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞

（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）的凋亡作用无显著性差异（Ｐ ＞
０􀆰 ０５）；７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨

噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）发生大量凋亡，与对照组

相比，差异有显著性（Ｐ ＜ ０􀆰 ００１）。 （图 ７）

３　 讨论

病毒储存库的存在是艾滋病难以根治的最大

难点，单核⁃巨噬细胞是 ＨＩＶ⁃１ 感染的一类重要的病

毒储存库。 我们前期的研究发现 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 通过

Ｅｎｄｏ Ｇ 的核转移能够诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的单核⁃巨噬

细胞发生凋亡［８］。 本研究结果发现 ７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 能够诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞发生大
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图 ５　 不同浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导 ＴＨＰ⁃１ 细胞凋亡

Ｆｉｇ． ５　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＴＨＰ⁃１ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９

图 ６　 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导巨噬细胞（ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡

Ｆｉｇ． ６　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ ａｎｄ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９

量凋亡，且不会诱导未经 ＨＩＶ⁃１ 感染的单核⁃巨噬细

胞发生凋亡。 在 Ｇａｌｅｃｔｉｎ 家族成员诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染

的单核⁃巨噬细胞凋亡的研究中，我们发现只有

ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 和 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 对于未感染和 ＨＩＶ⁃１ 感染的

单核⁃巨噬细胞凋亡存在病毒感染的特异性，而

ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ 和 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 并没有

对 ＨＩＶ⁃１ 感染发生特异作用。 这一结果提示了

ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃３ 和 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 能够识别 ＨＩＶ⁃１ 感染后细胞

表面的某些聚糖分子或者识别发生糖基化改变的

表面受体，致使其可以区分识别未感染和 ＨＩＶ⁃１ 感

染的单核⁃巨噬细胞，进而启动病毒感染细胞下游分

子的凋亡信号通路，最终能够诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的单

核⁃巨噬细胞发生凋亡。

我们的结果发现高浓度的 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 可能由于毒

性较大会造成几乎全部细胞发生凋亡，同时考虑到

大剂量 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 的使用浓度不利于临床应用，因此

本文中 ｇａｌｅｃｔｉｎｓ 的适宜浓度为能使细胞发生明显凋

亡的最低浓度。 研究结果显示 ７􀆰 ５ μｍｏｌ ／ Ｌ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃
７ 对 ＨＩＶ⁃１ 感染的单核⁃巨噬细胞具有凋亡诱导的

特异性作用，但其若实现临床应用，仍存在剂量过

大等问题，对于 ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 的最佳临床应用剂量和安

全性仍有待大量实验的检验。 此外，对于 ＨＩＶ⁃１ 感

染的单核⁃巨噬细胞，ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 识别的病毒感染特异

性作用机制以及启动的下游凋亡信号通路研究目

前正在进行中。 综上所述，ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７ 对 ＨＩＶ⁃１ 感染

的单核⁃巨噬细胞凋亡具有重要作用，为清除 ＨＩＶ⁃１

０７ 中国比较医学杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ２８ 卷第 ６ 期　 Ｃｈｉｎ Ｊ Ｃｏｍｐ Ｍｅｄ， Ｊｕｎｅ ２０１８，Ｖｏｌ． ２８． Ｎｏ． ６



注：与对照组相比，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１。

图 ７　 Ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７、ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８、
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９ 诱导 ＨＩＶ⁃１ 感染的巨噬细胞（ＨＩＶ⁃１⁃ＴＨＰ⁃１⁃Ｍφ）凋亡

Ｎｏｔｅ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ，∗∗∗Ｐ ＜ ０􀆰 ００１．

Ｆｉｇ． ７　 Ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＩＶ⁃ｌ⁃ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃２， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃４，
ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃７， ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃８ ａｎｄ ｇａｌｅｃｔｉｎ⁃９

感染的单核⁃巨噬细胞提供了新思路，有助于清除部

分病毒储存库，从而为实现艾滋病的功能性治愈奠

定理论基础。
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