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·论著·

铜绿假单胞菌分泌蛋白Pec1抑制

巨噬细胞自噬及影响铜绿假单胞菌

清除效应初步观察
张长文  林少清  吕敏捷  金霄  朱常军  冯旰珠

【摘要】目的  观察铜绿假单胞菌（PA）分泌蛋白Pec1通过抑制小鼠肺泡巨噬细胞（MH-S）自噬

而影响其对铜绿假单胞菌清除效应。方法  体外予Pec1蛋白、PAO1灭活菌、PAO1灭活菌 + Pec1蛋白、

PAO1活菌、Pec1蛋白敲除活菌（PAO1Δpec1）与小鼠肺泡巨噬细胞（MH-S）共培养，实时定量逆转录

聚合酶链反应（qRT-PCR）检测自噬标志物微管相关蛋白轻链3（LC3）的mRNA表达水平；Western blot
检测自噬标志物LC3蛋白表达水平；透射电镜下观察MH-S细胞自噬小体的形成；通过细菌探针荧光原

位杂交技术（FISH）联合激光扫描共聚焦显微镜检测MH-S细胞胞内活菌、MH-S细胞破壁后菌落计数，

计算MH-S细胞胞内杀菌效率。LC3的mRNA及蛋白表达水平、透射电镜下MH-S细胞自噬小体的数量、

MH-S细胞胞内杀菌效率呈正态分布，组间比较采用两独立样本t检验。结果  Pec1蛋白组、PAO1灭活菌 + 
Pec1蛋白组和PAO1活菌组自噬标志物LC3的mRNA表达水平分别为（0.624 ± 0.071）、（0.614 ± 0.069）
和（0.752 ± 0.098），分别低于对照组（1.071 ± 0.147）（t = 2.723、P = 0.044）、PAO1灭活菌组

（1.098 ± 0.144）（t = 2.950、P = 0.028）和Pec1蛋白敲除活菌组（1.214 ± 0.229）（t = 2.816、P = 
0.037），差异均有统计学意义；Pec1蛋白组、PAO1灭活菌 + Pec1蛋白组和PAO1活菌组蛋白LC3-Ⅱ/ 
LC3-Ⅰ比值分别为（0.396 ± 0.063）、（0.384 ± 0.070）和（0.771 ± 0.080），分别低于对照组（1.000 ±
0.043）（t = 8.130、P ＜ 0.001）、PAO1灭活菌组（0.947 ± 0.055）（t = 7.573、P ＜ 0.001）和Pec1蛋
白敲除活菌组（1.080 ± 0.185）（t = 4.166、P = 0.002），差异均有统计学意义；Pec1蛋白组、PAO1灭
活菌 + Pec1蛋白组和PAO1活菌组自噬小体数量分别为（1.330 ± 0.577）、（1.670 ± 0.577）和（1.330 ± 
0.577），分别低于对照组（4.330 ± 0.577）（t = 5.692、P < 0.001）、PAO1灭活菌组（4.670 ± 0.577）（t = 
5.692、P ＜ 0.001）和Pec1蛋白敲除活菌组（4.000 ± 1.000）（t = 5.060、P ＜ 0.001），差异均有统

计学意义。通过细菌探针FISH联合激光扫描共聚焦显微镜检测MH-S胞内活菌，计算出MH-S细胞对

PAO1及PAO1Δpec1的胞内杀菌效率分别为（39.3 ± 3.4）%和（82.2 ± 1.3）%，两组差异具有统计学意

义（t = 4.908、P = 0.005）；通过菌落计数计算出MH-S细胞对PAO1及PAO1Δpec1的胞内杀菌效率分

别为（18.4 ± 4.1）%和（42.2 ± 1.4）%，差异具有统计学意义（t = 8.576、 P ＜ 0.001）。结论   Pec1
可能通过抑制MH-S细胞自噬削弱对铜绿假单胞菌清除。

【关键词】 铜绿假单胞菌；Pec1；肺泡巨噬细胞；自噬
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【Abstract】Objective   To investigate the effect of secreted protein Pec1 of Pseudomonas aeruginosa on 
the clearance of Pseudomonas aeruginosa by inhibiting the autophagy of mouse alveolar macrophages (MH-S). 
Methods  Pec1, inactivated bacteria of PAO1, inactivated bacteria of PAO1 + Pec1, viable bacteria of PAO1, Pec1 
protein knockout viable bacteria of PA (PAO1ΔPec1) and mouse alveolar macrophages (MH-S) were co-cultured 
in vitro. The mRNA expression level of autophagy marker microtubule-associated protein light chain 3 (LC3) 
was detected by quantitative reverse transcription polymerase chain reaction (qRT-PCR). The levels of autophagy 
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marker LC3 protein was detected by Western blot. The formation of autophagosomes in MH-S cells was observed 
by transmission electron microscopy. The count of MH-S intracellular viable bacteria was detected by microbial 
fluorescence in situ hybridization (FISH) combined with confocal laser scanning microscope and the intracellular 
bacterial load was evaluated by colony-forming units (CFU) assay, and the intracellular bactericidal efficiency of 
MH-S cells was calculated. The mRNA and protein expression levels of LC3, the number of autophagosomes in 
MH-S cells under transmission electron microscope, and the intracellular bactericidal efficiency of MH-S cells 
were normally distributed, and the comparison between groups was performed by two independent samples t-test. 
Results   The mRNA expression levels of autophagy marker LC3 in Pec1 protein group, inactivated bacteria of 
PAO1 + Pec1 protein group and viable bacteria of PAO1 group were (0.624 ± 0.071), (0.614 ± 0.069) and (0.752 ± 
0.098), respectively, which were significantly lower than those of control group (1.071 ± 0.147) (t = 2.723, P = 0.044), 
inactivated bacteria of PAO1 group (1.098 ± 0.144) (t = 2.950, P = 0.028) and Pec1 protein knockout viable bacteria 
group (1.214 ± 0.229) (t = 2.816, P = 0.037), with significant differences. The LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰratios of Pec1 protein 
group, inactivated bacteria of PAO1 + Pec1 protein group and live bacteria of PAO1 group were (0.396 ± 0.063), 
(0.384 ± 0.070) and (0.771 ± 0.080), respectively, which were significantly lower than those of the control group 
(1.000 ± 0.043) (t = 8.130, P < 0.001), inactivated bacteria of PAO1 group (0.947 ± 0.055) (t = 7.573, P < 0.001) 
and Pec1 protein knockout viable bacteria group (1.080 ± 0.185) (t = 4.166, P = 0.002), with significant differences. 
The number of autophagosomes in Pec1 protein group, inactivated bacteria of PAO1 +Pec1 protein group and 
live bacteria of PAO1 group were (1.330 ± 0.577), (1.670 ± 0.577) and (1.330 ± 0.577), respectively, which were 
significantly lower than those of control group (4.330 ± 0.577) (t = 5.692, P < 0.001), inactivated bacteria of PAO1 
group (4.670 ± 0.577) (t = 5.692, P < 0.001) and Pec1 protein knockout viable group (4.000 ± 1.000) (t = 5.060, P < 
0.001), with significant differences. The intracellular viability of MH-S cells was detected by bacterial probe FISH 
combined with confocal laser scanning microscope. The intracellular bactericidal efficiency of MH-S cells against 
PAO1 and PAO1ΔPec1 were calculated (39.3 ± 3.4)% and (82.2 ± 1.3)%, with significant difference (t = 4.908, P = 
0.005). By the colony-forming units (CFU) assay, the intracellular bactericidal efficiency of MH-S cells against PAO1 and 
PAO1ΔPec1 was calculated as (18.4 ± 4.1)% and (42.2 ± 1.4)%, respectively, with significant difference (t = 8.576, P < 
0.001). Conclusion   Pec1 may inhibit the clearance of Pseudomonas aeruginosa by inhibiting autophagy in MH-S cells.
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铜绿假单胞菌（Pseudomonas aeruginosa，
PA）是一种自然界广泛存在的专性需氧的非发酵

革兰阴性杆菌，其可分泌多种毒力因子，包括弹

性蛋白酶、Ⅲ型分泌系统的毒力因子、群体感应

（quorum sensing，QS）系统和外溶素等，可导致

机体呼吸系统、血液系统、泌尿系统及中枢神经

系统等多系统感染[1-2]。有研究发现，PA于医院获

得性肺炎患者中检出率逐年上升，在我国医院获

得性肺炎病原谱中居第2位，尤其见于慢性阻塞性

肺疾病（chronic obstructive pulmonary diseases，
COPD）、囊性纤维化（cysticfibrosis，CF）以及

支气管扩张症等患者[3-4]。随着多重耐药及泛耐药

菌株的出现，防治PA感染已成为备受关注的公共

卫生问题[5]。当PA入侵机体时，主要由巨噬细胞、

中性粒细胞及NK细胞等固有免疫细胞进行防御[6]。

有研究发现，肺泡巨噬细胞在抵抗PA导致的肺部

感染过程中发挥着关键作用[7]。

自噬是由溶酶体介导的分解代谢过程，通过降

解不同的细胞质成分，有助于维持细胞内外压力下

的细胞平衡与生存[8]。自噬可对入侵的病原体，如

细菌、病毒和寄生虫等发挥防御效应：宿主细胞可

通过“自噬小体-溶酶体”融合方式消除入侵机体的

病原体[9]。研究发现，PA的Ⅲ型分泌系统分泌的毒

力因子可抑制人Ⅱ型肺泡上皮细胞自噬，从而有利

于PA在Ⅱ型肺泡上皮细胞的定植与繁殖；相关动物

实验则发现，PA Ⅲ型分泌系统野生株与敲除株分别

同时感染小鼠后，野生株组生存率显著下降[10]。可

见，自噬在机体防御PA感染中发挥了重要作用。

近年来研究发现，自噬也参与了巨噬细胞抵御

病原体的过程中，但具体机制研究相对较少。Pec1
蛋白系最新近发现的PA一种潜在毒力因子，其在PA
感染机体过程中发挥的作用及机制未见报道[11]。故

本研究拟观察PA分泌蛋白Pec1对小鼠肺泡巨噬细胞

株MH-S细胞自噬及对铜绿假单胞菌的清除效应的

影响，报道如下。

材料与方法

一、材料

小鼠肺泡巨噬细胞株MH-S细胞（上海中乔新
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舟公司）；RPMI-1640、胎牛血清（fetal bovine 
serum，FBS）、总RNA提取试剂（Invitrogen公
司，美国）；铜绿假单胞菌标准株（PAO1）为

南京医科大学第二附属医院临床医学检验中心

保存株；Pec1敲除株PAO1Δpec1购自广州诺晶

生物技术有限公司；Pec1蛋白（南京金斯瑞生

物有限公司合成）；LB培养基、qPCR Master 
Mix、逆转录cDNA试剂盒、RIPA裂解液、牛

血清白蛋白（bovine serum albumin，BSA）、

PVDF膜（武汉塞维尔生物科技有限公司）；血

平板（上海科玛嘉微生物技术有限公司）；雷帕

霉素（Rapamycin）、3-甲基腺嘌呤（3-MA）、

TritonX-100、戊二醛、锇酸（上海源叶生物科技

有限公司）；细菌探针（EUB338，广州外显子生

物有限公司）；微管相关蛋白轻链3（microtubule-
associated protein light chain 3，LC3）、β-actin引物

（苏州瑞博生物技术股份有限公司合成）；SDS-
PAGE凝胶快速配置试剂盒（江苏凯基生物技术股

份有限公司）；抗-LC3、抗-β-actin、辣根过氧化

物酶标记山羊抗兔IgG（H + L）（CST公司，美

国）；醋酸铀-柠檬酸铅（北京海德创业生物科技有

限公司）；铜网（北京中镜科仪技术有限公司）。

二、方法

1. 体外培养小鼠肺泡巨噬细胞株MH-S细胞：

RPMI-1640 + 20% FBS含双抗完全培养基，置于

CO2培养箱（5% CO2，37 ℃）静置培养，待细胞

生长融合至80%～90%时，用0.25%胰酶（含0.02 %                                                                                         
EDTA）消化细胞，显微镜下见细胞变圆、细胞间

隙变大，加入完全培养基终止消化，离心5 min、             
1 000 r/min（离心半径r = 20 cm），去除胰酶，按

1∶5传代，选取生长良好的细胞用于实验。

2. 细菌的培养及灭活：①复苏：从－80 ℃冰

箱取出PAO1及PAO1Δpec1，涂布血平板，过夜培

养约18 h；②摇菌：配制LB液体培养基，取血平板

上菌落，过夜振荡培养约18 h；③PAO1的灭活：

灭活菌系PAO1于90 ℃水浴锅中加热1 h。
3. 实时定量逆转录聚合酶链反应（quantitative 

reverse transcription polymerase chain reaction，
qRT-PCR）：将Pec1蛋白、PAO1灭活菌、PAO1
灭活菌 + Pec1蛋白、PAO1活菌、Pec1蛋白敲除活

菌（PAO1Δpec1）分别与MH-S细胞共培养（感

染复数MOI均为10︰1），另设空白组、3-MA
（3-甲基腺嘌呤，自噬抑制剂）组、Rap（雷帕霉

素，自噬激动剂）组，即实验分8组。6 h后，收集

MH-S细胞，提取其总RNA，逆转成cDNA。根据LC3
序列设计荧光定量PCR引物：LC3上游引物（F）：

5'-TTATAGAGCGATACAAGGGGGAG-3'；LC3下游引

物（R）：5'-CGCCGTCTGATTAT-CTTGATGAG-3'。
以β-act in作为内参，β-act in上游引物（F）：

5-GTGACGTTGACATCCGTAAAGA-3'；β-actin下游引

物（R）：5'-GCCGGACTCATCG-TACTCC-3'。PCR
反应体系20 μl。反应条件为预变性：95 ℃、3 min；        
95 ℃、30 s，55 ℃、30 s，72 ℃、10 s，40次循环，     
72 ℃ 、5 min。采用2－ΔΔCt表示LC3相对表达水平。

4. 蛋白免疫印迹法（Western blot）：分组及

处理方式同3，6 h后收集MH-S细胞，采用RIPA
裂解MH-S细胞，10% SDS‑PAGE分离等数量的蛋

白，转移到PVDF膜上。5%BSA封闭后与LC3一抗

孵育过夜，洗涤3次后，室温与二抗孵育1 h，洗涤

3次后曝光。

5. 菌落计数：同时分别将PAO1及PAO1Δpec1
感染MH-S细胞（MOI均为10︰1），1 h后将其中

一组原先培养基置换为含300 μg/ml庆大霉素的培

养基，以杀灭胞外菌，0.5 h后弃掉培养基，4 ℃的

PBS清洗3次后，加入含0.3% TritonX-100的PBS溶
液，放冰上于摇床裂解20 min，收集破壁裂解液，

以10倍梯度稀释后涂布血平板，置入生物培养箱37 ℃
培养约18 h后进行菌落计数。另外一组于2 h后，以

相同的方法处理。计算胞内杀菌效率，胞内杀菌效

率（%）=（1 h－2 h）CFU/1 h CFU × 100%。

6. 细菌探针FISH联合激光扫描共聚焦显微镜

（confocal laser scanning microscope，CLSM）观

察胞内活菌：同时分别将PAO1及 PAO1Δpec1感染

MH-S细胞（MOI均为10︰1），1 h后将其中一组原

先培养基置换为含300 μg/ml庆大霉素的培养基，以

杀灭胞外菌，0.5 h后弃掉培养基，予4 ℃的PBS清
洗3次后收集细胞，制成细胞涂片，另一组于2 h后
以相同的方法处理。然后根据细菌探针说明书作荧

光原位杂交技术（fluorescence in situ hybridization，
FISH）检测，继之于CLSM下观察胞内活菌，运用

Image J软件计算胞内荧光强度，根据荧光强度计算

胞内杀菌效率：胞内杀菌效率（%）=（1 h－2 h）荧

光强度/1 h荧光强度 × 100%。

7. 透射电镜（transmission electron microscopy，
TEM）观察自噬小体：分组及处理方式同3，12 h后
收集细胞，4 ℃条件下3%戊二醛固定2 h，再用2%的
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锇酸重复固定2 h，脱水、包埋与聚合，利用超薄切片

机将包埋好的样品切制成70 nm厚度的切片，放置于

附着薄膜的铜网上，醋酸铀-柠檬酸铅染色，TEM下

观察各组MH-S细胞自噬小体的数量。

8. 观察自噬激动剂对MH-S细胞胞内杀菌效率

的影响：将雷帕霉素（4 μmol/L）与MH-S细胞共培

养6 h后，予PAO1以MOI = 10︰1感染MH-S细胞，

并同时将PAO1以相同感染复数感染无任何处理的

MH-S细胞，计算两组胞内杀菌效率，方法同5。
三、统计学处理

应用SPSS 22.0及GraphPad Prism 8统计软件对

数据进行统计学分析，计量资料LC3的mRNA及蛋

白表达水平、透射电镜下MH-S细胞自噬小体的数

量、MH-S细胞胞内杀菌效率呈正态分布，以 x ± s
表示，组间比较采用独立样本t检验，以P ＜ 0.05
为差异有统计学意义。

结    果

一、Pec1蛋白抑制MH-S细胞的自噬标记物

LC3的蛋白及mRNA表达水平

将P e c 1蛋白、PA O 1灭活菌、PA O 1灭活

菌 + Pec1蛋白、PAO1活菌、Pec1蛋白敲除活菌

（PAO1Δpec1）分别与MH-S细胞共培养（MOI均为

10∶1），另设空白组、3-MA组和Rap组，6 h后行

Western blot、qRT-PCR分别检测各组MH-S细胞自噬

标记物LC3的蛋白及mRNA表达水平，结果发现，

Pec1蛋白组、PAO1灭活菌 + Pec1蛋白组和PAO1活菌

组蛋白LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值分别为（0.396 ± 0.063）、

（0.384 ± 0.070）和（0.771 ± 0.080），分别低于对

照组（1 ± 0.043）（t = 8.130、P ＜ 0.001）、PAO1
灭活菌组（0.947 ± 0.055）（t = 7.573、P ＜ 0.001）
和PAO1Δpec1组（1.080 ± 0.185）（t = 4.166、P = 
0.002），差异均有统计学意义。Pec1蛋白组、PAO1
灭活菌 + Pec1蛋白组和PAO1活菌组LC3的mRNA
相对表达水平分别为（0.624 ± 0.071）、（0.614 ±                                                                                           
0.069）和（0.752 ± 0.098），分别低于对照组

（1.071 ± 0.147）（t = 2.723、P = 0.044）、PAO1
灭活菌组（1.098 ± 0.144）（t = 2.950、P = 0.028）
和PAO1Δpec1组（1.214 ± 0.229）（t = 2.816、P = 
0.037），差异具有统计学意义，见图1。

二、Pec1蛋白抑制MH-S细胞自噬小体形成

予Pec1蛋白、PAO1灭活菌、PAO1灭活菌 + 
Pec1蛋白、PAO1活菌、PAO1Δpec1（MOI均为10︰
1）分别与MH-S细胞共培养，另设空白组、3-MA
组、Rap组，12 h后透射电镜观察各组MH-S细胞

自噬小体的数量，每组随机观察3个视野，结果发

现Pec1蛋白组、PAO1灭活菌 + Pec1蛋白组、PAO1
活菌组自噬小体数量分别为（1.330 ± 0.577）、

（1.670 ± 0.577）和（1.330 ± 0.577），分别低于对

照组（4.330 ± 0.577）（t = 5.692、P ＜ 0.001）、灭

活菌组（4.670 ± 0.577）（t = 5.692、P ＜ 0.001）和

Pec1蛋白敲除活菌组（4.000± 1.000）（t = 5.060、
P ＜ 0.001），差异均有统计学意义，见表1及图2。

注：A、B 分别为 Western blot 及其半定量比较；C：各组 LC3 mRNA 相对表达水平   

图 1  Pec1 蛋白刺激对 MH-S 细胞 LC3 蛋白及 mRNA 表达水平的影响

表 1  TEM 单个视野下（× 15 000）各组 MH-S 细胞自噬小体的数量

研究组 对照组 t值 P值

1.330 ± 0.577（Pec1组） 4.330 ± 0.577 （空白组） 5.692 ＜ 0.001

1.670 ± 0.577（PAO1灭活菌 + Pec1组）              4.670 ± 0.577（PAO1灭活菌组） 5.692 ＜ 0.001

1.330 ± 0.577（PAO1活菌组）            4.000 ± 1.000（PAO1Δpec1组） 5.060 ＜ 0.001
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三、Pec1蛋白抑制MH-S细胞对PA的清除

通过菌落计数计算出MH-S细胞对PAO1活菌及

PAO1Δpec1的胞内杀菌效率，结果发现两组胞内杀

菌效率分别为（18.4 ± 4.1）%和（42.2 ± 1.4）%，

差异具有统计学意义（t = 8.576、P ＜ 0.001）。以

细菌探针行FISH检测，共聚焦显微镜下观察胞内活

菌生长情况，并计算MH-S细胞对上述两种菌株的

胞内杀菌效率。，两组胞内杀菌效率分别为（39.3 ± 
3.4）%和（82.2 ± 1.3）%，差异具有统计学意义（t = 

4.908、P = 0.005），见图3。
四、自噬激动剂Rap可以增强MH-S细胞对PA

的清除

分别设Rap预处理组（与MH-S细胞共培养6 h）
及MH-S细胞空白对照组，以MOI = 10︰1的PAO1活
菌感染两组细胞，分别于1 h、2 h将MH-S细胞破壁

裂解后行菌落计数，计算两组胞内杀菌效率，结果

分别为（30.1 ± 2.3）%和（17.3 ± 2.1）%，两组差

异具有统计学意义（t = 3.71、P = 0.021），见图4。

注：白色箭头示MH-S细胞内自噬小体（× 15 000）

图2  TEM下观察各组MH-S细胞自噬小体形成

注：A、B分别为PAO1活菌及PAO1Δpec1感染MH-S细胞1 h及2 h破壁裂解后的菌落计数、相应胞内杀菌效率；C、D为CLSM下MH-S

细胞吞入胞内的PAO1活菌及PAO1Δpec1情况（× 600），DAPI（蓝）染细胞核，CY3（红）染PAO1及PAO1Δpec1；E为根据CLSM观察结

果计算的胞内杀菌效率 

图3  Pec1蛋白对MH-S细胞清除PA的影响

A                                                    B

C                                                    D

E                                                  
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讨    论

肺泡巨噬细胞作为机体固有免疫的主要细胞，

防御病原菌侵犯起着举足轻重的作用。吞噬是肺泡

巨噬细胞清除病原菌的主要方式，吞噬功能下降是

造成下呼吸道感染的重要原因[12-13]。Liu等[14]研究中

发现，利用抗菌肽-BF可以提高小鼠肺泡巨噬细胞

的自噬水平，并增强其清除PA的能力。Yuan等[15]

研究也发现，用雷帕霉素处理MH-S细胞后，可以

提高其清除PA的效率，相反，予以3-MA处理后，

MH-S细胞清除PA的效率显著下降。由此可见，肺

泡巨噬细胞的自噬在清除PA过程中发挥了重要作

用。但其他相关研究发现，自噬也会抑制机体对

PA的清除[16-17]。自噬的过程包括：自噬前体的形

成、自噬体的形成、自噬溶酶体的融合以及自噬体

的溶解[18]。LC3表达水平和自噬小体的形成是细胞

自噬活性一个重要指标[19]。Pec1是PA感染状态下

分泌的一种可溶性蛋白，由275个氨基酸构成，前

期研究发现Pec1具有潜在的毒力[11]。本研究主要探

究Pec1对MH-S细胞自噬及清除PA效率的影响。

Jabir等[20]研究发现，PA可抑制肺泡巨噬细胞

的自噬，但未能进一步证实是否系其毒力因子发挥

作用。Rao等[10]研究发现，PA的Ⅲ型分泌系统分泌

的毒力因子可抑制人Ⅱ型肺泡上皮细胞的自噬。

Pec1作为近期新发现的PA潜在毒力因子，可能在

PA抑制肺泡巨噬细胞的自噬中发挥了重要作用。本

研究中，将Pec1和PAO1处理MH-S细胞后，MH-S
细胞自噬标记物LC3表达水平分别较对照组和

PAO1Δpec1处理组下降，同时其自噬小体也相应减

少。由此证实，Pec1可以抑制MH-S细胞的自噬水

平。为了进一步探究Pec1抑制MH-S细胞自噬后，

是否影响其清除PA的效率，将PAO1及PAO1Δpec1
以相同感染复数感染MH-S细胞，结果发现MH-S细

胞对PAO1的胞内杀菌效率低于PAO1Δpec1，该结

果提示Pec1可以抑制MH-S细胞对PA的清除。本课

题组前期研究发现，Pec1可以抑制肺泡巨噬细胞的

吞噬功能[21]；为进一步验证自噬在肺泡巨噬细胞清

除PA中的作用，本研究予自噬激动剂处理MH-S细
胞后，观察其对PA的清除效率，结果发现清除效率

较对照组显著提高。综上，Pec1通过抑制MH-S细
胞的自噬，从而影响其清除PA的效率。

通过对自噬调控网络内的基因之间的相互调

控关系的研究，可以归纳出以下主要的几个自噬调

控通路：PI3K-AKT-mTOR通路，Ras/PKA通路，

LKB1-AMPK通路和P53/DRAM通路 [22-23]，其中

mTOR在自噬的各种信号转导通路中发挥着核心的

作用[24]。PI3K/AKT/mTOR通路是近期研究最多的

信号转导通路之一。其中Ferreira-Marques等[25]研究

中发现PI3K/AKT/mTOR和ERK1/2-MAPK信号转导

通路参与了皮层神经元中由热量限制诱导的自噬。

本课题组将在以后的机制研究中，探索Pec1是否

通过上述几个自噬的信号通路抑制MH-S细胞的 
自噬。

综上，本研究体外实验发现PA分泌蛋白Pec1
通过抑制MH-S细胞的自噬，从而影响其清除PA的

效率。该研究结果可能为临床抗PA提供一个新的

思路和策略，为将来更好地解决PA耐药问题开辟

一个新的道路。
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