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MyD88 抑制剂 ST2825 对丝状支原体山羊亚种 

感染宿主细胞的影响 
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摘  要：为分析 MyD88 在丝状支原体山羊亚种（Mmc）感染肺泡上皮细胞中的分子机制。以山羊肺泡上皮细

胞为材料，用不同浓度的 MyD88 抑制剂（ST2825）与细胞孵育，MTT 法检测细胞活性，试剂盒检测 caspase-3 的

活性，以及实时定量 PCR 检测 MyD88 和 TNF-a mRNA 的表达水平，试剂盒检测 H2O2浓度和 NO 浓度。当 ST2825

浓度为 5、10 和 20 µmol·L-1 不影响细胞活性，而浓度为 40 µmol·L-1时细胞活性显著降低；感染比例（MOI）为

10，感染时间为 8 、12 和 24 h，Mmc 可以显著提高 MyD88 mRNA 的表达水平（P＜0.01）；可显著提高 caspase-3

的活性，而 ST2825 能够显著降低 caspase-3（P＜0.05）；感染时间为 24 h，Mmc 可显著提高 TNF-a mRNA 的表达

水平、H2O2浓度和 NO 浓度（P＜0.05），而 ST2825 在 10 和 20 µmol·L-1的浓度时，可显著降低 Mmc 介导的 caspase-3

活性、H2O2浓度以及 LDH 水平（P＜0.05），ST2825 在 5、10 和 20 µmol·L-1浓度时可显著降低 TNF-a mRNA 的表

达水平和 NO 浓度（P＜0.05）。 
关键词：丝状支原体山羊亚种；MyD88 抑制剂；致病机制 

中图分类号：S855         文献标识码：A           文章编号：1672352X (2018)04061106 
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with mycoplasma mycoides subspecies capri 
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Abstract: To study the molecular mechanism of MyD88 in alveolar epithelial cells infected by filamentous 

mycoplasma goat subspecies, the goat alveolar epithelial cells were treated with different concentrations of in-
hibitor ST2825. The cell activity was detected by MTT Assay Kit and the caspase-3 activity was measured using 
Caspase-3 Colorimetric Assay Kit from APExBIO Company. Expression levels of TNF-a mRNA were analyzed 
by real-time quantitative PCR, H2O2 concentration was measured using H2O2 Assay Kit, and NO concentra-
tion was measured using NO Assay Kit. The cell activity was not affected by ST2825 at the concentrations of 5, 
10 and 20 μmol·L-1, but it was significantly decreased on the concentration of 40 μmol·L-1. When the infection 
ratio (MOI) was 10, the expression of MyD88 mRNA was increased at 8 h, 12 h and 24 h post-infection, and the 
activity of caspase-3 was also significantly increased by the subspecies of mycelial carcinoma (P<0.01), while the 
expression of caspase-3 was significantly decreased by ST2825 (P<0.05). Expression levels of TNF-a mRNA and 
the concentrations of H2O2 and NO were significantly enhanced by Mycoplasma at 24 h post-infection 
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(P<0.05), however, mycoplasma-dependent caspase-3 activity, H2O2 and LDH levels were significantly decreased 
by ST2825 at the concentrations of 10 and 20 μmol·L-1, and mycoplasma-dependent TNF-a mRNA and NO levels 
were also significantly decreased by ST2825 at the concentrations of 5, 10 and 20 μmol·L-1 (P<0.05).  

Key words: mycoplasma mycoides subspecies capri; MyD88 inhibitor; pathogenesis 
 

山羊传染性胸膜肺炎是山羊的一种急性或慢性

呼吸道传染病，主要症状为纤维素性胸膜肺炎，此

病可感染各种年龄的公母羊群，有很高的发病率和

死亡率，被世界动物卫生组织列入通报疫病名录，

我国将此病列为二类传染病[l-4]。此病的临床特征

为：高热、卡他性鼻液、眼结膜炎、纤维素性胸膜

炎、母羊流产和消瘦等等。该病在世界范围内普遍

流行，严重危害养羊业发展，给养羊业带来巨大的

经济损失。山羊传染性胸膜肺炎在我国流行时间较

长，最早在甘肃发现有此病发生，随后，在多个省

份报道此病发生，例如在内蒙古、四川、云南和江

苏等地[5]。在贵州的流行情况，2001 年在首次获得

丝状支原体山羊亚种分离株[6]，2011 年首次获得绵

羊肺炎支原体分离株[7]。贵州白山羊的原产地和主

产区位于铜仁沿河县，在山羊疾病中传染性胸膜肺

炎发生病率和死亡率高，年龄在 2 岁内的山羊较易

感染，发病率为 37.7%，病死率为 36.4%[8]。此病已

严重危害贵州养羊业的健康发展。 

TLRs 是一类天然免疫受体，是高度保守的 I

型跨膜蛋白，为模式识别受体，是关键的天然免疫

分子[9]，主要在免疫细胞和上皮细胞上表达。它通

过识别病原微生物的保守结构发挥着重要作用，激

活天然免疫细胞，导致一系列的机体炎症反应，在

机体抵御病原微生物侵袭上发挥重要作用。TLR 样

受体信号通路介导多种生物学效应，如诱导炎症因

子释放，诱导杀菌活性，促凋亡与抗凋亡作用等。

MyD88 是 TLR 信号通路中的关键接头蛋白，在传

递上游信息和感染疾病发生中至关重要。MyD88 与

心血管疾病、炎症性肠病、肿瘤等疾病密切相关。 

目前，由于 Mmc 对山羊肺泡上皮细胞的作用

机理尚不是很清楚，本实验的目的是探讨 MyD88

在 Mmc 感染山羊肺泡上皮细胞中作用机制，为

Mmc 的致病机理提供理论基础和参考意见。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

丝状支原体山羊亚种与山羊肺泡上皮细胞为梵

净山特色动植物资源重点实验室保存。胎牛血清和

DMEM 细胞培养液购自 GIBCO 公司；酵母提取物、

蛋白胨购自上海生工公司；Triton X-100 细胞裂解

液、MTT 试剂盒和 DMSO 购自北京索莱宝科技有

限公司；Trizol Reagent Kit 购自 Invitrogen 公司；

Caspase-3 活性检测试剂盒和 ST2825 抑制剂购自

Apexbio 公司；LDH 试剂盒购自南京建成生物工程

研宄所；SYBR 染料购于罗氏公司。 

1.2  方法 

1.2.1  MTT 实验  收集对数期的山羊肺泡上皮细

胞，用 0.25%胰蛋白酶消化细胞，用含 10%胎牛血

清的 DMEM 培养液配成单个细胞悬液，以每孔

103～104 个细胞接种于 96 孔培养板中，每孔总体积

为 200 μL，边缘孔用无菌的 PBS 填充。弃去上清，

每孔加入 150 μL DMSO 溶液，置摇床上低速振荡

10 min，使结晶充分溶解，在酶联免疫检测仪 490 nm

处测量各孔的吸光值，具体操作见说明书。  

1.2.2  引物设计与合成  从 NCBI（http://www.ncbi. 

nlm.nih.gov/）网站 GenBank 上查找公布相关基因设

计引物。采用 Primer5.0 软件设计对特异性引物，引

物序列见表 1，引物由上海生工生物技术有限公司

合成。 
 

表 1  引物序列 

Table 1  Primer sequence 

引物名称

Primer 

引物序列(5′-3′)  
Primer sequence 

F：TGGTGGTGGTTGTCTCTGAC  
MyD88 

R：GGAACTCTTTCTTCATTGGCTTG  

F：GCCAACTCCCTCTGTTTATGT  
TNF-a 

R：GGACACCTTGACCTCCTGAAT 

F：GCTCTCTTCCAGCCTTCCT  
β-actin 

R：AGGTCTTTGCGGATGTCG  

 

1.2.3  RNA 提取和 cDNA 的合成  抑制剂 ST2825

与细胞孵育 1 h。Mmc 感染细胞，细菌:细胞数比例

按 10:1 的进行感染细胞，并将感染的细胞置于 37 

℃、5%CO2培养箱中放置 4、8、12 和 24 h，总 RNA

提取按 Trizol Reagent Kit 提供的方法进行，在无核

酸酶的离心管中加入如下混合物：5 μL 的总 RNA；

Oligo(dT)152 μL RNase-Free ddH2O 5.5 μL；Super 

Pure dNTP 2 μL；70℃水浴锅上加热 5 min 后迅速在

冰上冷却 2 min。瞬时离心后加入以下组分试剂：

RNasin 0.5 μL ； 5×First-Strand Buffer 4 μL 加

TIANScript M-MLV 1 μL，轻轻用移液器混匀，25
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℃温浴 10 min。42℃温浴 50 min；95℃加热 5 min

后终止反应，置于冰上；RNase-Free ddH2O 加入 30 

μL，–20℃冰箱放入备用。 

1.2.4  实时定量 PCR  以纯化的 cDNA 为模板，内

参 β-actin 为对照，在罗氏 LightCycler 480 荧光定量

PCR 仪上进行相对定量的 PCR 反应，反应体系为

2×SYBR Green Master Mix 10 μL，cDNA 模板 2 μL，
上、下游引物各 1 μL，双蒸水 6 μL。PCR 反应条件：

95℃预变性 5 min，95℃变性 15 s，59℃退火 30 s，
72℃延伸 30 s，40 个循环，每组细胞每个时间点的

细胞做 3 个重复，实验完成后用 2-ΔΔCT法对实验数

据进行分析。 

1.2.5  caspase-3 活性检测  抑制剂 ST2825 与细胞

作用 1 h，Mmc 感染细胞，细菌:细胞按 10:1 的个数

比进行感染细胞，并将感染的细胞继续置于 5% 

CO2、37℃的培养箱中培养 24 h，4℃、1 000 r·min-1

离心 5 min 收集细胞，同前吸尽上清后，按照每 200

万细胞加入 100 μL 裂解液的比例加入裂解液，重悬

沉淀，冰浴裂解 15 min。用 Bradford 法检测待测样

品中的蛋白浓度。这样就可以计算出一个样品单位

重量蛋白中所含的 caspase-3 的酶活力单位，具体操

作见说明书。 

1.2.6  H2O2浓度的测定  抑制剂 ST2825 与细胞作

用 1 h。Mmc 感染细胞，细菌:细胞按 10:1 的个数比

进行侵染细胞，并将侵染的细胞继续置于 5 %、37

℃的 CO2 培养箱中培养 24 h。弃上清，加入 H2O2

检测裂解液，充分匀浆，4℃、12 000 r·min-1 离心 5 

min，取上清，按照说明书进行操作。 

1.2.7  NO浓度的测定  抑制剂ST2825与细胞作用

1 h。Mmc 感染细胞，细菌:细胞按 10:1 的个数比进

行侵染细胞，并将侵染的细胞继续置于 5 %、37℃

的 CO2 培养箱中培养 24 h。取细胞上清液，4℃、

12 000 r·min-1离心7 min，按照说明书检测NO浓度。 

1.2.8  LDH 实验  抑制剂 ST2825 与细胞作用 1 h。

Mmc感染细胞，于24 h取50 μL 细胞上清液测LDH

的 OD450，按照说明书进行操作。 

1.2.9  统计学分析  采用 SPSS17.0 统计软件进行

分析，数据用均数±标准差（ x s ）描述，多组样

本间均数用方差分析，两组间比较采用 2 样本均数

的 t 参数检验或 q 检验。 

2  结果与分析 

2.1  MyD88 抑制剂ST2825对肺泡上皮细胞活性的

影响 

不同浓度抑制剂 ST2825（0、5、10、20 和 40 

µmol·L-1）与细胞作用 24 h 后，收集细胞，利用 MTT

方法检测细胞活性，结果表明，当抑制剂 ST2825

浓度为 5、10 和 20 µmol·L-1 不影响细胞活性，而在

40 µmol·L-1时细胞活性显著降低（P＜0.05）（表 2）。

结果表明，本研究发现 ST2825 对细胞活性影响具

浓度依赖性。 

 
表 2  ST2825 对细胞活性影响 

Table 2  Effects of ST2825 on cell viability 

ST2825 处理浓度

/µmol·L-1 

Treatment concentration 

与对照组细胞活性比值/% 

Cell activity ratio of treatment 
group to control group 

( x s ) 

0 92.23±4.01 

5 91.96±2.28 

10 91.76±2.88 

20 91.19±3.07 

40 83.41±2.36* 

注：“*”表示与对照组（0 µmol·L-1）相比差异显著    

（P＜0.05）。 

Note: “*”indicate significant difference compared with 

control（0 µmol·L-1）at P<0.05 .             
 

2.2  对不同时间下 Mmc 感染肺泡上皮细胞的分析 

Mmc 山羊亚种感染肺泡上皮细胞后，提取细胞

的总 RNA，用实时定量 PCR 检测 MyD88 的 mRNA

水平。在支原体 MOI 为 10 情况下，感染时间为 4、

8、12 和 24 h，结果发现，在所观察的时间点可以

显著提高MyD88 mRNA表达水平（P＜0.01）（图 1）。 
 

 
 

“*”表示 Mmc 感染组与对照组相比差异显著（P＜0.01） 

   “*”indicate significant differences between Mmc infec-
tion group and the control group at the 0.01 level 

图 1  MyD88 mRNA 表达水平 

Figure 1  The expression changes of MyD88 mRNA 
 

2.3  抑制剂 ST2825 对 Mmc 介导的 H2O2分泌影响 

将抑制剂不同浓度的 ST2825 与细胞提前孵育

1 h，然后，用 Mmc 感染细胞，在 24 h 检测胞内

Mmc 对细胞引起的损伤情况。结果显示，抑制剂
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ST2825 在 10 和 20 µmol·L-1 浓度下可以显著降低

Mmc 导致的 H2O2 分泌（P＜0.05）（图 2），可见抑

制剂 ST2825 可以降低 Mmc 引起的细胞损伤。 
 

 
 

“*”表示 Mmc+ST2825 感染组与 Mmc 组相比差异显著

（P＜0.05）。下同 

“*”indicate significant differences between Mmc-ST2825 
group and the Mmc infection group at the 0.05 level. The same below 

图 2  H2O2浓度变化 

Figure 2  The secretion changes in H2O2 
 

 
 

图 3  Caspase-3 活性变化 

Figure 3  The activity changes of caspase-3 

 

2.4  ST2825 对 Mmc 介导的 caspase-3 活性的影响 

本研究又进一步检测了抑制剂 ST2825 对 Mmc

介导的 caspase-3 活性的影响，本研究将 ST2825（5、

10 和 20 µmol·L-1）的抑制剂与细胞提前孵育 1 h，

再用 Mmc 感染细胞 24 h，检测 caspase-3 的活性。

结果显示，Mmc 可显著提高 caspase-3 的活性，而

ST2825 在浓度 10 和 20 µmol·L-1 时能够显著降低

caspase-3 的活性（P＜0.05）（图 3），消弱 Mmc 对

caspase-3 活性的促进作用。  

2.5  ST2825 对 Mmc 介导的 TNF-α mRNA 表达的  

影响 

在感染时间 24 h 发现，Mmc 提高基因 TNF-α 

mRNA 表达水平，MyD88 抑制剂 ST2825 在 5、10

和 20 µmol·L-1 浓度下可显著降低 Mmc 介导的

TNF-α mRNA 表达水平（P＜0.05）（图 4），结果表

明，抑制剂 ST2825 可以降低 Mmc 引起的凋亡相关

基因 TNF-α mRNA 的表达。 
 

 
 

图 4  TNF-α mRNA 表达水平 

Figure 4  The expression changes of TNF-α mRNA 
 

 
 

图 5  NO 浓度变化 

Figure 5  The secretion changes in NO 
 

 
 

图 6  LDH 水平变化 

Figure 6  The secretion changes in LDH 
 

2.6  ST2825 对 Mmc 介导的 NO 的影响 

 将抑制剂不同浓度的 ST2825与细胞提前孵育
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1 h，然后，用 Mmc 感染细胞，在 24 h 检测胞内

Mmc 对细胞引起的损伤情况。结果显示，Mmc 引

起NO水平显著高于对照组，而抑制剂 ST2825在 5、

10 和 20 µmol·L-1 浓度下可以显著降低 Mmc 导致的

NO 分泌（P＜0.05）（图 5），可见 NO 是一个非常

关键的信号分子，在细胞凋亡过程中起着重要作用。

结果表明抑制剂 ST2825可以降低 Mmc 引起的凋亡

相关基因 NO 的表达。 

2.7  ST2825 对 Mmc 介导的 LDH 的影响 

将抑制剂不同浓度的 ST2825 与细胞提前孵育

1 h，然后，用 Mmc 感染细胞，在 24 h 检测培养液

上清液中 LDH 水平。结果显示，Mmc 感染细胞的

的 LDH 水平显著高于对照组，而抑制剂 ST2825 在

10 和 20 µmol·L-1 浓度下可以显著降低 Mmc 导致的

LDH（P＜0.05）（图 6）。结果表明 Mmc 可引起肺

上皮细胞崩解，抑制剂 ST2825 可以降低 Mmc 引起

的细胞崩解度。 

3  讨论与结论 

MyD88 与 TLRs 相互作用后，募集 IRAK 家族

蛋白。但在外源刺激下由配体激活后，IRAK-4 发挥

致 IRAK-1 磷酸化的激酶作用，磷酸化的 IRAK-1

继而与 MyD88 作用。此时，MyD88 的 TIR 结构域

与受体发生结合，N 端的 DD 结构域与 TRAF6、

IRAK-1 和 IRAK-4 复合体共同结合至受体上，而

IRAK-1 和 TRAF-6 发生磷酸化反应活化后与

MyD88 发生解离反应[10]。TRAF-6 和 Ubc13/Uevl A

共同催化 TRAF6 自身第 63 位的赖氨酸发生泛素

化，在 TAB -1 和 TAB -2 的介导下，与 MAP3K 家

族成员 TAK1 结合并激活 TAK-1。活化的 TAK-1 分

别使 MAPK 和 IKK 复合物磷酸化，引起两条不同

途径的信号转导。TAK-1 激活的另一条途径为

MAPK 通路，通过 ERK、JUK 和 p38 3 条级联反应，

激活转录因子 c-Jun 和 c-fos，cJun 和 c-fos 转入细胞

核，形成转录因子 AP-1，调节 IL-1、IL-6 和 TNF-α

等炎症因子的分泌[11-12]。 

 MyD88 对细胞因子具有调节作用。促炎症细

胞因子 IL-6可以激活淋巴细胞及加速炎症反应蛋白

的合成。MyD88 通路可以调控 IL -6 的水平。ST2825

可以阻碍MyD88发生二聚化，使其不能募集 IRAK1

和 IRAK4，从而干扰 MyD88 信号通路。热灭活的

牛布鲁氏菌是很强的 Th1 佐剂，热灭活的牛布鲁氏

菌诱导 TNF 产生需要 MyD88 的参与[13]。Kaisho   

等[14]用 LPS 刺激野生型和 MyD88 缺陷型树突状细

胞并分别与 CD4+T 细胞共同培育，LPS 刺激后，野

生型树突状细胞可提高 CD4+T 细胞 IFN-γ 和 IL-12

的分泌，并抑制 IL-4 的分泌。然而，MyD88 缺陷

型树突状细胞则不能诱导 CD4+T 细胞产生 IFN-γ

和 IL-12，但可以显著提高 IL-4 分泌。 

支原体不仅介导宿主发生免疫反应，同时也可

引起单核细胞和巨噬细胞坏死或凋亡发生[15]。细胞

凋亡是通过级联反应与细胞因子变化致细胞死亡的

过程。Caspase-3 与 Caspase-8 在 Caspase 级联反应

中作用至关重要，是导致细胞凋亡的关键途径和所

有凋亡信号传导的共同通路[16-17]。Caspase-8 是细胞

凋亡步骤中的起始因子，可以直接活化下游效应分

子 Caspase-3，而 Caspase-3 位于细胞凋亡级联反应

的下游，也是细胞程序性死亡的关键因子[18]。此外，

多种支原体能够通过分泌过量 NO 来诱导细胞凋 

亡[19-20]。而 NO 的表达是由低剂量抑制因子一氧化

氮合酶（NOS）所控制的[21]，过量的 NO 与超氧阴

离子自由基形成过氧亚硝酸盐，从而活化细胞凋亡

的级联反应[22]。 

MyD88 抑制剂 ST2825 可降低 Mmc 介导的

caspase-3 活性、H2O2 浓度、LDH 水平和 TNF-a 

mRNA 表达水平及 NO 浓度，因此，ST2825 在 Mmc

引起山羊肺泡上皮细胞氧化损伤中发挥重要作用。 
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