
沙门氏菌为一组寄生于人类和动物肠道内生化反

应和抗原构造相似的革兰阴性杆菌，通过食物和水源经

口感染，可引起伤寒、副伤寒、细菌性食物中毒、腹泻、菌

血症和败血症［1-2］。其发病率及死亡率有逐年升高的趋

势，对于免疫力尚未发育完善的儿童，严重的沙门菌感

染常常危及生命。据统计，我国食源性疾病和食物中毒

病例中分离的病原体沙门菌一直排名前三，其中检出率

最高的为鼠伤寒沙门菌［3］。目前，除伤寒沙门菌感染外，

其他沙门菌感染在临床上还缺乏有效的防治手段。因

此，深入研究沙门菌的致病因子及其机制具有重要的临

床意义。沙门氏菌可存在大小约8 000高度保守的毒力

质粒（spv），该基因位点与细胞内细菌生长粘附和全身

感染有关。而spvB作为spv基因的重要组成部分，在细

菌入侵宿主细胞后表达上调，其与细菌的毒力和增殖密

不可分［4-5］。

自噬是一种高度保守的溶酶体再循环过程，不仅能

够降解受损伤细胞器和错误折叠蛋白等物质，还有异体

吞噬的功能，即通过检测、聚集并摧毁入侵胞内的病原

微生物，提供早期固有免疫的作用［6-7］。p38信号通路作

Role of p38MAPK signaling pathway in autophagy of Henle-407 cells induced by spvB of
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摘要：目的 探讨p38MAPK信号通路在鼠伤寒沙门菌spvB基因影响肠上皮细胞自噬中的作用。方法 分别使用携带spvB基因

的鼠伤寒沙门氏菌野生株STM-211、敲除spvB基因的鼠伤寒沙门氏菌突变株STM-ΔspvB和回补株STM-c-spvB与处于生长对

数期的肠黏膜上皮细胞Henle-407细胞进行共培养，并加入p38MAPK通路抑制剂SB203580进行干预。于共培养后的不同时

间点收集细胞，通过免疫印迹法检测p38的磷酸化水平和自噬标志蛋白LC3、P62的表达水平；稀释涂板作胞内细菌计数；免疫

荧光染色观察自噬蛋白LC3的表达及分布。结果 共培养后1、2、4 h，STM-211组和STM-c-spvB组p38蛋白的磷酸化水平均低

于STM-ΔspvB组（P<0.05）；在共培养后的2 h和4 h，STM-211组和STM-c-spvB组胞内活菌计数明显多于STM-ΔspvB组（P<

0.05）；在1 h时间点使用SB203580干预后，STM-211组和STM-c-spvB组LC3Ⅱ和P62表达量未见明显改变，而STM-ΔspvB组

LC3Ⅱ表达量降低（P<0.05），P62表达量升高（P<0.05），3 h时该趋势更加明显（P<0.05）。结论 鼠伤寒沙门氏菌spvB基因对肠

上皮细胞自噬的抑制作用，可能与其对细胞p38MAPK通路的负调控相关。

关键词：鼠伤寒沙门菌；spvB基因；p38MAPK信号通路；自噬

Abstract: Objective To investigate the role of p38MAPK signaling pathway in autophagy of intestinal epithelial cells induced
by spvB of S.typhimurium. Methods Henle-407 cells in exponential growth were infected with wild-type S.typhimurium strain
STM-211 (with spvB gene), spvB mutated strain STM-ΔspvB, or with ΔspvB-complemented strain STM-c-spvB after treatment
of the cells with the p38MAPK inhibitor SB203580. At different time points of co- culture, the cells were collected and the
intracellular bacteria were counted. Western blotting was performed to detect the expressions of phosphorylated p38 and
autophagy-related proteins LC3 and p62; immunofluorescence staining was used to observe the expression and distribution of
LC3. Results At 1, 2 and 4 h after the infection, the phosphorylation levels of p38 in STM-211 group and STM-c-spvB group
were significantly lower than that in STM-ΔspvB group (P<0.05). At 2 and 4 h of co-culture, the intracellular bacterial counts
were significantly greater in STM-211 and STM-c-spvB infection groups than in STM-ΔspvB group (P<0.05). Pretreatment with
p38 inhibitor SB203580 did no significantly affect the expression levels of LC3 II or P62 in STM-211 and STM-c-spvB groups,
but caused significant reduction in their expressions in STM- ΔspvB group at 1 h (P<0.05), and such changes were more
obvious at 3 h (P<0.05). Conclusion The inhibitory effect of spvB gene on autophagy in intestinal epithelial cells is related with
the negative regulation of p38MAPK signaling pathway.
Keywords: Salmonella typhimurium; spvB gene; p38MAPK signaling pathway; autophagy
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为MAPK通路里的一个亚型，是炎症反应中的一个重

要参与者。当机体受到感染、组织损伤等信号刺激时，

p38MAPK通路会活化并发挥重要调节作用［8-9］。前期研

究表明，spvB能够抑制宿主细胞的自噬，这与Chu等［10］

的研究结果相符，然而携带有spvB基因的沙门菌对入

侵的宿主细胞自噬的抑制作用的具体机制尚不明确，本

研究以体外细胞实验为基础构建鼠伤寒沙门菌感染模

型，并进一步探讨 spvB 基因的毒力作用机制及与

p38MAPK信号通路相关性，为揭示沙门菌感染的发病

机制并探寻其新的防治手段提供思路。

1 材料和方法

1.1 实验材料

携带spv基因的野生型鼠伤寒沙门菌株211（STM-

211）是由江西省儿童医院微生物室保存的临床分离株；

敲除spvB基因的沙门菌（STM-ΔspvB）、回补spvB基因

的沙门菌（STM-c-spvB）由本实验组前期实验构建完

成，-80 ℃保存。人肠道上皮细胞株Henle-407是由天

津商业大学生物技术与食品科学学院阮元华教授惠赠。

1.2 主要试剂和仪器

主要试剂及仪器包括SS琼脂培养基（索莱宝公

司）；DMEM 培养基（BI 公司）；胎牛血清（BI 公司）

DMSO（Sigma公司）；RIPA裂解液（康为CW公司）；

LC3B抗体（Sigma公司）；P62抗体、p38抗体、p-p38抗

体购自CST公司；GAPDH内参抗体（Affinity公司）；鼠

二抗、兔二抗（TransGEN公司）；通路抑制剂SB203580

（Sigma公司）；超低温冰箱（德国西门子公司）；CO2 培养

箱（BSD-100，上海博讯）；多功能酶标仪（Thermo 公

司）；高速离心机（Eppendorf公司）；电泳仪（Bio-Rad公

司）；倒置荧光显微镜（Zeiss公司）；分光光度计（752C，

上海第三分析仪器厂）。

1.3 主要方法

1.3.1 细胞和细菌的培养 取Henle-407细胞使用含

10%胎牛血清的DMEM培养基培养，放置于37 ℃、5%

CO2细胞培养箱内。从-80 ℃冰箱中取出受试菌株接种

到5 mL LB培养液中，37 ℃摇菌过夜，将同等比例稀释

的菌液涂布于SS琼脂培养基上，37 ℃培养过夜，直至生

长出肉眼可见的单菌落，存放于4 ℃冰箱备用。每次实

验挑取单菌落接种到5 mL LB液体培养基中，37 ℃振

荡培养至对数生长期后可用于实验。细菌采用稀释涂

布平板法进行计数。

1.3.2 细胞分组及培养 取一定量的Henle-407细胞接

种于培养皿中（6孔板接种1.3×106/孔，10 cm细胞培养

皿接种6.5×106/孔，24孔板接种1×105/孔）。

1.3.2.1 细胞 p38MAPK 水平检测 细胞分为 4组，即

STM-211感染组，STM-ΔspvB感染组和STM-c-spvB

感染组正常细胞对照组。将细胞与对应的受试菌进行

共培养（详见2.3）分别于0点后的1、2、4 h收集细胞进行

胞内活菌计数（详见1.3.4）或提取总蛋白，用免疫印迹法

(WB)检测细胞p38的磷酸化水平表达（详见1.3.5）。

1.3.2.2 SB203580干预对自噬相关蛋白表达的影响 细

胞分为 8组，即 STM-211组、STM-ΔspvB组、STM-c-

spvB组、正常细胞组（Control）、SB203580干预的STM-

211组（SB203580+STM-211）、SB203580干预的STM-

ΔspvB组（SB203580+STM-ΔspvB）、SB203580干预的

STM-c-spvB组（SB203580+STM-c-spvB）、SB203580

干预的正常细胞组（SB203580+Control）。SB203580

干预即把细胞预先用含10 µmol/LSB203580的培养液

预处理1 h后，再将相应受试菌与Henle-407细胞共培

养。共培养1、3 h后收集细胞并提取总蛋白，WB检测

细胞自噬相关蛋白自噬标记蛋白微管相关蛋白1轻链3

（LC3）和P62的表达水平，免疫荧光染色(IF）观察细胞

自噬相关蛋白LC3的表达（详见1.3.6）。

1.3.3 建立细胞感染模型 细胞贴壁后，各组细胞按感

染复数（MOI）100∶1分别加入处于对数期的STM-211、

STM-ΔspvB细菌、STM-c-spvB或无菌细胞培养基，于

37 ℃、5% CO2条件下共培养1 h。去上清液，取无菌磷

酸缓冲盐溶液（PBS）洗2遍，加入含有50 μg/mL庆大霉

素 10%胎牛血清（FBS）的DMEM培养基以杀灭胞外

菌，设该时间点为0点。然后置于37℃、5% CO2条件下

继续进行共培养1 h，取PBS洗两遍，加入将含有5 μg/mL

最小抑菌浓度庆大霉素的细胞培养基，以抑制从感染细

胞中释放出来的细菌增值。于不同时间节点收集细胞

并检测相关指标。

1.3.4 细胞内活菌稀释涂板计数 在共培养进行1、2和

4 h后，对各感染组细胞进行胞内活菌数目的测定。收

集各感染组细胞，随后分别用0.1%的Triton X-100进行

透膜处理，取无菌生理盐水稀释一定比例后，直接涂板

接种于SS琼脂平板，作菌落计数，并计数出各组细胞内

的细菌存活数目。

1.3.5 免疫印迹法 Henle-407细胞与相应受试细菌进

行共培养后，从细胞培养箱中取出细胞弃上清，取4 ℃
预冷的PBS洗2遍。细胞加入裂解液，每2×106细胞中

加入80 μL裂解液并用细胞刮刀收集于离心管中，冰上

静置15 min，超声裂解细胞后，4 ℃14 000 g离心10 min。

得到总蛋白上清，取少量样品用BCA蛋白定量试剂盒

在酶标仪上对样品中蛋白浓度进行测定。取50 µg样

品上样，选用10%~15% SDS-PAGE凝胶和Tris-甘氨酸

电泳缓冲液电泳，并将蛋白转膜至PVDF膜上，5%脱脂

奶粉或胎牛血清（BSA）室温封闭2 h；加入一抗于4 ℃摇

床孵育过夜。次日TBST洗膜后加入相应HRP标记的羊

抗兔 IgG，室温孵育2 h，加入TBST液于摇床上洗4次，

每次10 min；ECL化学发光液显影后，于凝胶成像系统

拍照并分析各组细胞蛋白的表达情况。
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1.3.6 细胞免疫荧光法（IF） 在将细胞接种到24孔板

之前，先把无菌小玻片置于培养板中制作细胞爬片，细

菌干预同上（1.3.3）。然后细胞用预冷的PBS清洗，随后

用 4%的多聚甲醛溶液室温固定 0.5 h，加入 0.1%的

Triton X-100进行透膜处理，各加入3% BSA室温封闭

1 h，加入一抗4 ℃孵育过夜，次日PBS洗3遍后加入相

应的荧光二抗IgG，室温避光孵育1 h，用PBS洗3遍后，

DAPI室温避光染核5 min，PBS洗3遍，用90%的甘油

封片。置于荧光显微镜下观察。

1.4 统计学处理

用SPSS17.0统计分析软件进行数据处理，数据采

用均数±标准差表示，组间比较采用 t检验，P<0.05表示

差异有统计学意义。

2 结果

2.1 检测各组细胞p38MAPK信号通路的表达水平

在不同组的沙门菌作用不同时间后，用免疫印记法

检测p38MAPK信号通路的表达水平，结果显示：各个

感染组的p38磷酸化水平均较对照组增高；感染后的1

h，STM-ΔspvB 感染组 p38 的磷酸化水平显著高于

STM-211和STM-c-spvB感染组（P<0.05），这种趋势一

直持续到2 h和4 h（P<0.05）；并且STM-211、STM-ΔspvB

或STM-c-spvB感染组随着时间增加，p38的磷酸化水

平也呈升高趋势（图1）。
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图1 免疫印迹法检测各组细胞的p38磷酸化水平
Fig.1 Levels of p38 phosphorylation in each group detected by Western blotting. A: Wester blots in each group; B:
Ratios of P-p38/GAPDH in each group. n=6. *P<0.05, **P<0.01.

2.2 细胞内活菌数量的检测

经过共培养1、2和4 h后，收集不同组细胞并时行

胞内活菌数的测定。经检测，在细菌干预后的1 h，各感

染组培养基中的细菌总量未明显差别，从 2 h开始，

STM-ΔspvB感染组的细菌存活量明显低于STM-211和

STM-c-spvB感染组（P<0.05），4 h时，细菌数目虽有增

长而STM-ΔspvB组较STM-211和STM-c-spvB组的数

量差距依然很明显（P<0.05，图2）。

2.3 Western blot检测各组细胞相关蛋白LC3和P62的

表达水平

按1.3.2.2的分组，免疫印记法检测各组细胞相关

蛋白LC3和P62的表达，结果显示：在感染后的 1 h，

STM-ΔspvB感染组LC3Ⅱ的表达水平显著高于STM-

211和STM-c-spvB感染组（P<0.05），自噬底物P62蛋

白水平则较STM-211和STM-c-spvB感染组下降（P<

0.05）；经SB203580处理后，对照组、STM-211和STM-

c-spvB感染组的LC3Ⅱ水平较前无明显差异（P>0.05），

而STM-ΔspvB感染组则显著降低（P<0.05）；P62蛋白

水平STM-ΔspvB感染组较SB203580处理前显著升高

（P<0.05），其它组较处理前无明显差异（图3A）。感染

后3 h，LC3Ⅱ和P62蛋白水平表达保持感染1 h时的趋

势，经SB203580干预后，STM-ΔspvB组LC3Ⅱ表达量

显著升高，P62表达量显著降低，而STM-211和STM-c-

spvB组LC3Ⅱ和P62蛋白水平较未经SB203580干预

组无明显改变（图3B）。

2.4 免疫荧光法检测各组细胞相关蛋白LC3的表达水平

细胞自噬相关蛋白LC3参与自噬溶酶体的形成，

图2 各感染组胞内细菌存活数量的测定
Fig.2 Intracellular live bacterium counts in each group.
n=8. *P<0.05.
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图3 SB203580处理对鼠伤寒沙门氏菌感染后的Henle-407细胞自噬水平的影响
Fig.3 Effects of SB203580 treatment on autophagic levels in Henle-407 cells after Salmonella typhimurium infection. A:
Relative protein level of autophagy related protein at 1 h after infection. B: Relative protein level of autophagy related
protein at 3 h after infection. n=6. *P<0.05, **P<0.01.

这一过程可以通过细胞免疫荧光染色LC3阳性点状聚

焦显示。结果表明：共培养结束后2 h，与对照组相比，

各感染组细胞核周的LC3点状结构显著增加；STM-

ΔspvB组显著多于STM-211组。经SB203580处理后，

STM-ΔspvB组LC3颗粒荧光小点数量明显减少，STM-

211组较处理前无明显改变（图4）。

3 讨论

自噬是真核细胞内的重要降解系统之一，可通过选

择性地移除蛋白聚合体和损伤细胞器，以维持生命体内

蛋白质代谢的平衡和细胞内环境的稳定。其与多种疾

病的发生发展密切相关，如感染、神经退行性疾病和癌

症［11-12］。在正常情况下，自噬处于一个基本水平的活跃

状态，但当遭遇饥饿、低氧、错误折叠蛋白积累或细菌入

侵的情况时，自噬水平将迅速上调［13-14］。作为一个细胞

内膜转运过程，自噬在控制细菌感染和毒素入侵方面起

到非常重要的作用。研究表明，核点蛋白52（NDP52）

连接自噬体表面的微管相关蛋白1轻链3（LC3），可将泛

素化的沙门氏菌递送至自噬体内加以清除［15-16］。然而许

多包含沙门菌在内的细胞内病原体可通过修饰或干扰

等机制阻止或中断自噬，甚至利用自噬促进自身在宿主

细胞内的存活与增殖，延长其在细胞内的生命周期。

spvB基因为spv基因簇包含5个基因之一，是必不

可少的毒力表型，其作用是增强对宿主细胞的毒性作用

以及感染间期细胞内的细菌增殖［17-19］。研究表明，spvB

可影响细胞内的细菌生长率。沙门氏菌接触到细胞内

环境后 spv基因表达上调，Gotoh等［20］通过模拟细胞内

离子浓度诱导沙门菌通过TTSS分泌的SpvB蛋白量增

加。而SpvB蛋白可诱导宿主细胞内的P小体分解［21］，

同时其C-端结构域具有的ADP-核糖基转移酶活性，可
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阻止其共价修饰G-肌动蛋白单体聚合形成微丝［22］，从而

诱导真核细胞骨架的损失和凋亡的发生。p38MAPK

信号传导通路是MAPK家族的重要组成部分，主要由

免疫因子、病原体和环境应激等因素活化。许多报道认

为p38MAPK可通过mTOR依赖性途径正向调节自噬

的发生［23］，如葡萄糖缺乏［24］、干扰素γ［25］和白藜芦醇［26］刺激

等。活化后的p38可以诱导细胞产生一系列的反应，如激

活下游的转录因子等，从而影响细胞的生长和繁殖［27-28］。

在本研究中，检测各组p38磷酸化水平结果显示，

突变株感染组明显较野生株感染组细胞p38磷酸化水

平高，提示spvB基因对Henle-407细胞的影响与p38通

路密切相关。胞内活菌计数也表明，突变株较野生株和

回补株受到宿主细胞更强的抑制，而未经SB203580处

理的鼠伤寒沙门氏菌的研究结果显示，突变株组的自噬

水平明显高于野生株组和回补株组，可以推测突变株感

染组胞内活菌量较少可能是由于受到宿主细胞更强自
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图4 各组细胞免疫荧光染色
Fig.4 Immunofluorescence staining of each group of cells (Original magnification: ×100).
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噬作用的抑制。另一方面，WB和 IF的结果显示，经过

SB203580处理的野生株 STM-211和回补株 STM-c-

spvB感染组自噬水平与未处理组自噬水平无明显差

异，而SB203580+STM-ΔspvB组较STM-ΔspvB组自噬

水平明显降低，表明沙门菌在入侵宿主细胞后spvB基

因抑制Henle-407细胞自噬可能是通过负调控p38信号

通路达成的，也提示p38分子及相关信号通路在调节细

胞自噬水平和抗感染方面发挥重要作用。本研究对沙

门菌毒力质粒spvB基因抑制宿主自噬的调节机制进行

了初步探索，验证了p38MAPK信号通路在沙门菌感染

肠粘膜上皮细胞Henle-407中的重要作用，然而该结论

目前只停留在体外研究阶段，对于更加复杂的体内环境

是否能得到验证还有待进一步研究。
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