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梅毒患者外周血犆犇４＋犜淋巴细胞增强犎犐犞１复制及其潜在的分子机制
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［摘　要］　目的　研究梅毒患者外周血ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对人类免疫缺陷病毒Ⅰ型（ＨＩＶ１）感染和复制的影响，

探讨梅毒螺旋体（ＴＰ）促进 ＨＩＶ１复制的分子机制。方法　从梅毒患者和未感染ＴＰ的健康献血者分离外周血单

核细胞（ＰＢＭＣｓ），体外感染 ＨＩＶ１，研究 ＨＩＶ１复制水平。用ＴＰ刺激健康人ＰＢＭＣｓ再感染 ＨＩＶ１，通过流式细

胞术分离ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，采用信使ＲＮＡ（ｍＲＮＡ）高通量测序和实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）方法验证宿主

基因表达谱变化。结果　ＴＰ感染者ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞和ＴＰ刺激健康人ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞可显著增加ＨＩＶ１感染

和病毒复制水平，培养细胞上清液中 ＨＩＶ１ｐ２４含量以及细胞内 ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数均高于对照组（均犘＜０．０５）。

ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染组与单纯 ＨＩＶ１感染组细胞ｍＲＮＡ基因表达谱存在明显差异，其中趋化因子ＣＸＣＬ５和

ＣＸＣＬ８表达水平在ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染组显著上调，提示趋化因子在ＴＰ促进 ＨＩＶ１感染和复制中可能发

挥重要作用。结论　ＴＰ感染可显著增强外周血ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对ＨＩＶ１的易感性和病毒复制，为ＴＰ感染促进

ＨＩＶ１感染提供了新的科学依据。

［关　键　词］　梅毒螺旋体；ＨＩＶ１；感染；ＣＸＣＬ５；ＣＸＣＬ８
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　　性传播疾病（ｓｅｘｕａｌｌｙｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄｄｉｓｅａｓｅｓ，

ＳＴＤ）常常合并感染人类免疫缺陷病毒Ⅰ型（ｈｕｍａｎ

ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｔｙｐｅ１，ＨＩＶ１），并通过多种机

制促进 ＨＩＶ１感染，包括生殖道局部炎症反应募集

大量ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞、黏膜屏障受损，以及生殖道

局部细胞表达感染 ＨＩＶ１所需的受体增多等，增加

感染和传播 ＨＩＶ１的风险
［１］。ＳＴＤ患者更容易感

染 ＨＩＶ１，淋病、梅毒、滴虫病和生殖器疱疹等疾病

可促进生殖器部位 ＨＩＶ１复制和释放
［２］。坦桑尼

亚ＳＴＤ人群干预试验结果表明，使用抗菌药物治疗

ＳＴＤ，控制人群ＳＴＤ发病率，ＨＩＶ１新发感染率下

降了４０％
［３］。在马拉维开展的人群研究［４］结果表

明，服用抗菌药物治疗ＳＴＤ可抑制生殖道 ＨＩＶ１

复制，降低人群 ＨＩＶ１新发感染率。然而，在乌干

达开展的大规模人群治疗试验显示，抗菌药物治疗

可减少人群梅毒、生殖道沙眼衣原体感染，但不能降

低 ＨＩＶ１感染率
［５］，说明单纯治疗ＳＴＤ并不能有

效防止 ＨＩＶ１感染或传播。加上存在大量无症状

ＳＴＤ患者，由于治疗不及时或不充分，影响了治疗

ＳＴＤ患者对预防 ＨＩＶ１感染的效果
［６］。因此，探究

ＳＴＤ与 ＨＩＶ１感染的关系及其机制，仍然是预防

ＨＩＶ１感染的重要课题。

梅毒是由梅毒螺旋体（犜狉犲狆狅狀犲犿犪狆犪犾犾犻犱狌犿，

ＴＰ）感染所致，是常见的ＳＴＤ之一。在中国，ＨＩＶ１

和梅毒合并感染率为１９．９％
［７］。梅毒从多个方面

影响 ＨＩＶ１感染和疾病发展。梅毒会影响抗逆转

录病毒疗法（ａｎｔｉｒｅｔｒｏｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｙ，ＡＲＴ）的效果，

降低 ＨＩＶ１感染者ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞数量
［８］。其

次，梅毒引起的病变会破坏生殖道黏膜的完整性，并

招募活化的靶细胞，在病变部位富集，产生促炎细胞

因子，增加生殖道局部炎性细胞的数量，增强 ＨＩＶ１

在体内的复制。梅毒还可能增加 ＨＩＶ１结合配体

的表达，增加对 ＨＩＶ１的易感性，促进ＨＩＶ１传播。

梅毒溃疡可使ＨＩＶ１传播的风险增加２～９倍，梅毒

相关炎症可使 ＨＩＶ１感染风险增加２～４倍
［９］。同

时，ＨＩＶ１会抑制宿主免疫反应，降低其对ＴＰ的清

除能力，增加梅毒传播风险［９］。我国男男性行为者

（ｍｅｎｗｈｏｈａｖｅｓｅｘｗｉｔｈｍｅｎ，ＭＳＭ）ＨＩＶ１感染

率以及梅毒和 ＨＩＶ合并感染率显著上升
［１０］，已成

为重要的公共卫生问题。

梅毒影响 ＨＩＶ１感染和传播的机制是值得研

究的重要课题。本课题组前期研究［１１］表明，生殖道

沙眼衣原体（犆犺犾犪犿狔犱犻犪狋狉犪犮犺狅犿犪狋犻狊，ＣＴ）感染可

上调外周血单核细胞（ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌｂｌｏｏｄｍｏｎｏｎｕｃ

ｌｅａｒｃｅｌｌｓ，ＰＢＭＣｓ）趋化因子ＣＣＬ３Ｌ１高表达，增加

ＨＩＶ１组装与释放，促进 ＨＩＶ１感染和复制，故提

出了ＳＴＤ调节宿主外周血ＰＢＭＣｓ基因表达谱，影

响ＨＩＶ１感染与复制的新机制。本研究旨在进一

步探讨梅毒患者ＰＢＭＣｓ对ＨＩＶ１感染和复制的影

响以及ＴＰ对宿主细胞基因表达谱的调控，从分子

水平阐明ＴＰ促进 ＨＩＶ１感染的潜在机制。

１　对象与方法

１．１　研究对象及标本来源　血标本分别取自广州

南方医科大学皮肤病医院梅毒患者和广州血库未感

染梅毒的健康献血者。梅毒患者的纳入标准是随机

选取未患有其他性病（ＨＩＶ１、沙眼衣原体感染等），

并排除具有其他疾病或炎症的梅毒确诊患者。所有

受试者均提供书面知情同意书，本研究经南方医科

大学皮肤病医院伦理委员会批准 （项目编号：

２０１８０１５）。ＴＰ裂解液由南方医科大学皮肤病医院

提供，并在本实验室常规保存。

１．２　 主 要 试 剂 和 仪 器 　 ＤＭＥＭ （Ｇｉｂｃｏ，

Ｃ１１３３０５００ＢＴ）；胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，１００９９１４１Ｃ）；１％

青霉素链球菌霉素（Ｇｉｂｃｏ，１５１４０－１２２）；Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 试剂盒 （Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，Ｌ３００００１５）；

ＨＩＶ１ｐ２４酶联免疫吸附试剂盒（北京科跃中楷，

９６Ｔ）；ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＦｉｘａｂｌｅＡｑｕａＢｌｕｅ（赛默飞，

Ｌ３４９５７）；ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＡｌｌｉｎＯｎｅｆｉｒｓｔｓｔｒａｎｄｃＤ

ＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｕｐｅｒＭｉｘ（全式金，ＡＨ３４１－０１）；

ＰＣＲ仪（苏州东胜，ＥＴＣ８１１）；ＨＩＶ１ｐＮＬ４－３质

粒通过美国国立卫生研究院艾滋病试剂项目获得。

１．３　试验方法

１．３．１　２９３Ｔ细胞培养　２９３Ｔ细胞在ＤＭＥＭ 中

培养，ＤＭＥＭ中添加１０％胎牛血清、１％青霉素链

球菌霉素，根据细胞状态传代培养。

１．３．２　ＴＰ制备　选择周龄在１３～１５周、不含抗
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菌药物食物饲养的健康雄性新西兰白兔。耳缘静脉

采血后，梅毒螺旋体颗粒凝集试验（ＴＰＰＡ）和快速

血浆反应素环状卡片试验（ＲＰＲ）检测结果均为阴性

时，将动物纳入试验。无菌条件下使用一次性注射

器将ＴＰ标准株（Ｎｉｃｈｏｌｓ株）接种至雄性新西兰白

兔两侧睾丸实质内。当观察到明显的睾丸炎症且

ＲＰＲ和ＴＰＰＡ检测结果转为阳性时，麻醉处死动

物，无菌提取睾丸组织。将处理好的睾丸组织置于

５０ｍＬ离心管中，加入２ｍＬ生理盐水并适度挤压，

离心管水平放置在水平振荡器上以最大速度振荡

２５ｍｉｎ，重复此步骤两次。收集上清液，并在４℃

预冷的离心机依次５００ｇ离心５ｍｉｎ，１０００ｇ离心

５ｍｉｎ，１２０００ｇ离心３０ｍｉｎ。离心后，加入适量磷

酸盐缓冲液（ＰＢＳ），取１０μＬＴＰ菌悬液放置暗视野

显微镜下观察ＴＰ活性并计数。

１．３．３　ＨＩＶ１病毒制备　将２．５μｇＨＩＶ１ｐＮＬ４－

３质粒 ＤＮＡ 与 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００ 混合，转染

２９３Ｔ细胞（每孔５×１０５ 个细胞）。６ｈ后更换培养

基，再培养４８ｈ。收集含有 ＨＩＶ１的细胞上清液，

使用 ＨＩＶ１ｐ２４酶联免疫吸附试剂盒检测 ＨＩＶ１

ｐ２４含量，并在－８０℃下保存。

１．３．４　分离ＰＢＭＣｓ　２５ｍＬ外周血加入淋巴细胞

分离液，４００ｇ离心３０ｍｉｎ。将ＰＢＭＣｓ部分转移到

含有２５ｍＬＰＢＳ的离心管中，室温下３５０ｇ离心

１０ｍｉｎ。获取的ＰＢＭＣｓ悬浮在ＲＰＭＩ１６４０完全培

养基中保存或用于进一步分离ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞。

１．３．５　ＴＰ刺激ＰＢＭＣｓ　室温下ＰＢＭＣｓ细胞以

３５０ｇ离心１０ｍｉｎ，使用５ｍＬ含１０％ ＦＢＳ新鲜

ＲＰＭＩ１６４０培养基重悬细胞沉淀，调节细胞密度至

１０７ｃｅｌｌｓ／ｍＬ。加入５００μＬ含５×１０
７ 个ＴＰ的菌悬

液，使感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝

１∶１，刺激１２～２４ｈ。

１．３．６　体外ＨＩＶ１感染和ＤＮＡ拷贝数检测　ＴＰ

刺激健康受试者的ＰＢＭＣｓ３ｄ后，用１．３．２制备的

相当于５０ｎｇ／ｍＬＨＩＶ１ｐ２４的 ＨＩＶ１病毒感染

ＰＢＭＣｓ，继续培养细胞３ｄ。采用流式细胞术检测

细胞内 ＨＩＶ１ｐ２４的表达，确定感染 ＨＩＶ１的细胞

百分比。

检测细胞内 ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数，首先使用ＴＰ

刺激健康受试者的ＰＢＭＣｓ３ｄ，然后ＨＩＶ１感染４ｈ

后使用ＰＢＳ洗净细胞，继续培养３ｄ后收获细胞，提

取ＤＮＡ，确定 ＨＩＶ１ＤＮＡ 拷贝数。使用 ＨＩＶ１

Ｇａｇ和ＧＡＰＤＨ质粒进行ｑＰＣＲ扩增，生成标准曲

线，用于ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数定量检测。

１．３．７　ＨＩＶ１ｐ２４ＥＬＩＳＡ 检测　按说明书使用

ＨＩＶ１ｐ２４酶联免疫吸附试剂盒检测细胞上清液

ＨＩＶ１ｐ２４。

１．３．８　流式细胞术　使用流式细胞术确定 ＨＩＶ１

ｐ２４阳 性 的ＣＤ４
＋Ｔ淋 巴 细 胞 占 比。首 先 使 用

ＬＩＶＥ／ＤＥＡＤＦｉｘａｂｌｅＡｑｕａＢｌｕｅ对细胞进行活性

染色，固定细胞后使用 ｐ２４ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎ、ＣＤ４

ｐｈｙｃｏｅｒｙｔｈｒｉｎＣｙ５抗体进行细胞内和表面标记染

色。应用ＦｌｏｗＪｏ９．２版软件分析数据。

１．３．９　ＣＤ４
＋Ｔ细胞的分离　按照说明书，依据

１．３．８方法进行ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞分选，分别分选

出ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞根据试验感染的病原体分成两

组：接受ＴＰ刺激和 ＨＩＶ１感染分选的ＣＤ４＋Ｔ淋

巴细胞定义为 ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染组（ＴＰ

ＨＩＶ１），仅感染ＨＩＶ１分选的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞定

义为单纯 ＨＩＶ１感染组（ＨＩＶ１）。

１．３．１０　ｍＲＮＡ测序　高通量测序由北京基因组

研究所（中国深圳）进行，并构建测序文库。使用

ＦａｓｔＱＣ评估原始序列读数的质量。对已测序的

ｒｅａｄｓ进行适配器序列修剪，并对低复杂度或低质量

序列进行屏蔽，要求碱基识别准确率在９９％以上，

并将平均质量分数未达标的碱基序列清除，应用

ＨＩＳＡＴ２、Ｂｏｗｔｉｅ２、ＲＳＥＭ 比 对 参 考 基 因，去 除

ｒＲＮＡ，使用ＴＰＭ（ＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｓＰｅｒＭｉｌｌｉｏｎ）计算基

因的原始表达量并标准化，比对参考基因组的测序

ｒｅａｄｓ进行样本定量。最后应用Ｒ语言软件进行差

异表达、富集分析。

１．３．１１　ＲＮＡ提取和实时荧光定量聚合酶链式反

应（ＲＴｑＰＣＲ）　使用ＱｉａｇｅｎＲＮＡ提取试剂盒提取

抗原特异性ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞和未刺激ＣＤ４＋Ｔ淋巴

细胞中的总ＲＮＡ，并去除ＤＮＡ污染。取５００ｎｇ总

ＲＮＡ加入４μＬ５×ＴｒａｎｓＳｃｒｉｐｔＡｌｌｉｎＯｎｅＳｕｐｅｒ

Ｍｉｘ，１μＬＯｌｉｇｏ（ｄＴ）Ｐｒｉｍｅｒ和无酶水配成２０μＬ

逆转录ｃＤＮＡ体系，混匀后放置于ＰＣＲ仪中进行逆

转录反应。以２μＬｃＤＮＡ样本为模板，加入１０μＬ

２×ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭａｓｔｅｒＭｉｘ，正向、反向引物各

０．８μＬ，以及６．４μＬ无酶水进行ＲＴｑＰＣＲ。引物

序列见表１。
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表１　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染组前１０位显著上调 ｍＲＮＡ

的引物及序列

犜犪犫犾犲１　Ｐｒｉｍｅｒｓａｎｄｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｔｈｅｔｏｐ１０ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ

ｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｍＲＮＡｆｏｒＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

引物名称 引物序列（５’－３’）

ＫＲＴ７２Ｆ ＴＧＴＡＣＣＡＧＡＣＣＡＡＧＴＧＴＧＣＣ

ＫＲＴ７２Ｒ ＧＧＣＧＡＴＣＴＣＣＡＴＡＴＣＣＡＧＧＧ

ＧＳＴＭ１Ｆ ＧＣＡＧＧＡＡＡＣＡＡＧＧＧＣＴＴＧＧＡ

ＧＳＴＭ１Ｒ ＧＡＧＡＡＣＡＣＡＧＧＴＣＴＴＧＧＧＡＧＧ

ＶＷＦＦ ＴＴＴＴＧＣＣＡＧＧＧＡＣＣＣＴＴＴＧＴ

ＶＷＦＲ ＴＴＧＣＣＡＴＴＣＴＧＧＡＡＧＴＣＣＣＣ

ＲＰＳ２８Ｆ ＣＡＧＧＧＴＣＡＣＣＡＡＧＧＴＣＣＴＧ

ＲＰＳ２８Ｒ ＡＴＧＡＴＧＧＡＴＣＧＧＣＴＣＧＴＧＴＣ

ＣＸＣＬ８Ｆ ＴＣＴＣＴＴＧＧＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＧＡＴＴ

ＣＸＣＬ８Ｒ ＴＧＧＧＧＴＧＧＡＡＡＧＧＴＴＴＧＧＡＧＴＡ

ＣＸＣＬ５Ｆ ＣＡＧＡＣＣＡＣＧＣＡＡＧＧＡＧＴＴＣＡ

ＣＸＣＬ５Ｒ ＣＴＴＣＣＡＣＣＴＴＧＧＡＧＣＡＣＴＧＴ

ＫＲＴ１Ｆ ＴＣＣＧＡＡＧＧＡＧＡＧＴＧＧＡＣＣＡＡ

ＫＲＴ１Ｒ ＡＡＴＣＣＴＣＣＡＣＣＡＴＧＴＣＣＴＧＣ

ＳＥＲＦ１ＡＦ ＡＡＴＣＡＡＣＧＡＧＡＡＣＴＴＧＣＣＣＧ

ＳＥＲＦ１ＡＲ ＡＧＣＴＧＣＣＴＴＣＴＧＣＴＴＴＴＣＴＴＧ

ＤＧＲ６Ｆ ＧＧＣＴＴＣＴＡＣＧＴＧＡＣＣＡＣＣＡＡ

ＤＧＲ６Ｒ ＣＴＴＴＣＴＧＧＴＣＡＣＡＣＴＧＧＧＣＡ

ＭＡＰ７Ｄ２Ｆ ＣＧＧＧＡＧＧＡＣＣＡＡＡＡＧＡＧＡＧＣ

ＭＡＰ７Ｄ２Ｒ ＧＧＧＣＣＡＡＧＡＧＧＡＧＣＡＴＣＡＴ

１．４　统计分析　应用ＳＰＳＳ２７．０统计学软件进行

数据分析，组间差异采用两组间狋检验、配对样本狋

检验，应用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７定量分析３个独立试

验的数据。所有ＲＮＡＳｅｑ数据均来自两次重复试

验。

２　结果

２．１　ＴＰ刺激ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞对 ＨＩＶ１易感性

的影响　从３例梅毒患者和３名健康献血者外周血

分离出ＰＢＭＣｓ并感染 ＨＩＶ１。结果显示，梅毒患

者和健康献血者的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞中 ＨＩＶ１ｐ２４

阳性细胞占比分别为１１．８０％、５．７７％，差异有统计

学意义（狋＝－３．８３３，犘＜０．０５，图１Ａ、１Ｂ）。将１０

名健康献血者的ＰＢＭＣｓ混匀后分成２组，一组使

用ＴＰ刺激３ｄ，另一组为未受ＴＰ刺激的对照，３ｄ

后均感染ＨＩＶ１。与未受ＴＰ刺激的ＣＤ４＋Ｔ淋巴

细胞相比，受 ＴＰ刺激组 ＨＩＶ１ｐ２４阳性ＣＤ４
＋Ｔ

淋巴细胞比率升高（５．２９％ ＶＳ３．６７％，图１Ｃ），推

测ＴＰ刺激提高ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对 ＨＩＶ１感染的

易感性。细胞上清液中，受ＴＰ刺激与未受 ＴＰ刺

激ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞 ＨＩＶ１ｐ２４的ＯＤ４５０ｎｍ值分别

为０．９９１、１．７８６，ＨＩＶ１ｐ２４浓度差异具有统计学

意义（狋＝－５．２１２，犘＜０．０５，图１Ｄ）。同时，与单纯

ＨＩＶ１感染的ＰＢＭＣｓ相比，ＴＰ刺激后ＰＢＭＣｓ中

ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数明显增加，ＴＰ刺激与未刺激组

ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数分别为２４８．５９×１０６、１８１．４６×

１０６（狋＝－３．７４９，犘＜０．０１，图１Ｅ）。结果表明，梅毒

患者或者 ＴＰ刺激后外周血 ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对

ＨＩＶ１的易感性增加，并增强 ＨＩＶ１在ＰＢＭＣｓ中

的复制。

２．２　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞

的基因表达谱分析　健康献血者ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞

经ＴＰ刺激和 ＨＩＶ１感染后，提取总 ＲＮＡ 用于

ｍＲＮＡ测序，并与单纯感染 ＨＩＶ１的ＣＤ４＋Ｔ淋巴

细胞比较（图２Ａ）。结果显示，ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１

感染细胞和单纯ＨＩＶ１感染细胞中分别有３１８、４０６

个基因的ｍＲＮＡ上调（图２Ｂ），两组细胞间共有１５

个上调基因（图２Ｃ）。此外，ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感

染细胞和单纯 ＨＩＶ１感染细胞中分别有３４７、６７９

个基因ｍＲＮＡ下调（图２Ｂ），包括１０６个共有下调

ｍＲＮＡ基因（图２Ｄ）。ＴＰ刺激导致的上调基因中，

包括已知的参与调控 ＨＩＶ１易感性的基因，如

ＲＰＳ２８、ＳＬＣ７Ａ８、ＣＸＣＬ８和ＣＸＣＬ９。

１５个共有的上调基因中，ＳＬＣ７Ａ８基因的表达

水平在两组细胞间差异明显。与单纯 ＨＩＶ１感染

细胞相比，ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染后，ＳＬＣ７Ａ８基

因表达水平升高４倍（图３，表２）。在１０６个共有的

下调基因中，２９个基因的表达水平在两组间存在差

异，包括 ＴＡＰ１、ＩＴＰＲＩＰＬ２、ＳＯＣＳ３、ＣＩＳＨ、ＤＡＰＫ１、

ＬＡＭＰ３、ＰＬＡ２Ｇ４Ｃ、ＩＦＩＴ３、ＣＣＬ２２、ＭＰＥＧ１等，其

中ＰＬＡ２Ｇ４Ｃ、ＭＰＥＧ１和ＩＦＩＴ３基因在ＴＰ刺激合

并ＨＩＶ１感染细胞中下调更为明显。

２．３　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞

表达基因的ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集分析　采用 ＧＯ注

释和ＫＥＧＧ分析ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染导致表

达上调的基因，发现与之对应的几个明显受调控的

生物过程，包括细胞因子－细胞因子受体相互作用、

病毒蛋白与细胞因子及细胞因子受体相互作用、趋化

因子信号通路，以及与新型冠状病毒感染（ＣＯＶＩＤ

１９）相关的通路等（图４Ａ）。相反，单纯ＨＩＶ１感染
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　　注：Ａ、Ｂ为从梅毒患者和健康献血者分离的ＰＢＭＣｓ细胞 ＨＩＶ１感染后，ＨＩＶ１ｐ２４阳性ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞占比；Ｃ、Ｄ、Ｅ

分别为健康献血者ＰＢＭＣｓ细胞在ＴＰ刺激和未刺激后再感染 ＨＩＶ１，ＨＩＶ１ｐ２４阳性的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞占比、培养细胞上

清液中 ＨＩＶ１ｐ２４含量、细胞内 ＨＩＶ１ＤＮＡ拷贝数。表示犘＜０．０５，表示犘＜０．０１。

图１　梅毒患者或ＴＰ刺激后的ＰＢＭＣｓ对 ＨＩＶ１的易感性和复制水平

犉犻犵狌狉犲１　ＳｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｔｏＨＩＶ１ａｎｄＨＩＶ１ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＰＢＭＣｓｆｒｏｍｓｙｐｈｉｌｉｓｐａｔｉｅｎｔｓｏｒｗｉｔｈＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

!"#!$%&!!"#!$ !"#!$%&!!"#!$

!"#!$ %&!!"#!$

!"#!$ %&!!"#!$

'((

)((

*+(

,((

-((

.++

/((

(

$(

0

(

10

1$2

345

,63

7/8

7,4

9:

基
因
数
量

!
个

"

; <

047757 .,$ $(37(7 $0

下调

上调

　　注：Ａ、Ｂ、Ｃ分别为ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染与单纯 ＨＩＶ１感染的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞 ｍＲＮＡ基因表达谱火山图、差异性

表达基因数量和差异性基因比较。

图２　ＴＰ刺激和 ＨＩＶ１感染调控ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞基因表达

犉犻犵狌狉犲２　ＧｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎＣＤ４
＋ＴｃｅｌｌｓｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎａｎｄＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ
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图３　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染与单纯 ＨＩＶ１感染ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞部分共有基因表达水平比较

犉犻犵狌狉犲３　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐａｒｔｉａｌｃｏｍｍｏｎｇｅｎｅｓｉｎＣＤ４
＋ＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｂｅｔｗｅｅｎＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｌｏｎｅｇｒｏｕｐ

表２　单纯 ＨＩＶ１感染或 ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染的

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞中共有基因ｍＲＮＡ差异表达水平

犜犪犫犾犲２　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｃｏｍｍｏｎ

ｇｅｎｅｓｉｎＣＤ４
＋Ｔｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍ ＨＩＶ１ｉｎｆｅｃ

ｔｉｏｎａｌｏｎｅｇｒｏｕｐａｎｄ ＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄ

ｗｉｔｈＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐ

基因 ＨＩＶ１组 ＴＰＨＩＶ１组 未处理对照组

ＳＬＣ７Ａ８ １．２７ ６．０８ ０．４４

ＴＡＰ１ ６９．９７ １５３．２２ ３２４．７６

ＳＯＣＳ３ ７．８３ １５．１０ ５９．９３

ＣＩＳＨ ６．７０ ２９．２７ ８６．１２

ＤＡＰＫ１ ０．３６ １．８１ ４．００

ＬＡＭＰ３ ２．６７ ８．１８ ３４．３９

ＰＬＡ２Ｇ４Ｃ １．６８ ０．６７ ５．０８

ＩＦＩＴ３ １９．１８ ８．８２ ４３．４８

ＭＰＥＧ１ ０．８１ ０．４０ ２．３０

ＳＬＡＭＦ７ ５．２９ １２．４３ ２６．９９

ＧＡＴＡ２ １．１５ ３．５２ ７．３２

ＬＩＦ １．０８ ３．１５ ９．５８

ＧＰＮＭＢ ０．６５ ３．７８ １０．１４

ＦＳＣＮ１ ５．２１ １１．８７ １０１．８８

ＩＦＩ３０ ９．４７ ３２．５０ ８４．０３

ＴＹＭＰ ３．５５ １７．０７ ８４．３０

ＣＣＬ２２ ４．４４ ２９．３２ １１０．７０

细胞诱导表达上调的基因主要影响与异体移植排斥

反应、哮喘、类风湿性关节炎、自身免疫性甲状腺疾

病和类似疾病有关的生物过程（图４Ａ）。比较 ＴＰ

刺激合并ＨＩＶ１感染细胞和单纯 ＨＩＶ１感染细胞

中富 集 的 差 异 表 达 基 因，发 现 ＣＣＬ１、ＣＣＬ７、

ＣＣＬ１７、ＣＣＬ２４、ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９、

ＣＸＣＬ１０、ＩＬ１β和ＩＬ１３的表达存在显著差异（图

４Ｂ、４Ｃ）。其中，ＣＣＬ１、ＣＣＬ７、ＣＣＬ１７、ＣＣＬ２４、ＣＸ

ＣＬ１、ＣＸＣＬ５、ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９和 ＣＸＣＬ１０与趋化

因子、趋化因子介导的信号通路、中性粒细胞趋化、

细胞因子－细胞因子受体相互作用、病毒蛋白与细

胞因子及细胞因子受体相互作用有关；ＩＬ１可促进

中性粒细胞趋化、细胞因子及细胞因子受体相互作

用；ＩＬ１３激活细胞因子及细胞因子受体相互作用的

途径。除了ＩＬ１３基因表达在ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１

感染ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞中下调外，其他差异表达基

因的表达水平均上调。基因富集分析结果表明，ＴＰ

刺激诱导趋化因子相关信号通路活化，可能影响宿

主细胞对ＨＩＶ１的易感性。

２．４　ＣＸＣＬ５和ＣＸＣＬ８在ＴＰ／ＨＩＶ１共感染细胞

中表达水平验证　为验证 ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感

染诱导的基因表达水平，对 ｍＲＮＡ测序结果中前

１０个明显上调的基因（图５Ａ），采用ＲＴｑＰＣＲ方法

验证其表达水平（图５Ｂ）。结果发现，除 ＲＰＳ２８和
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ＳＥＲＦ１Ａ基因外，ＫＲＴ７２、ＧＳＴＭ１、ＶＷＦ、ＣＸＣＬ８、

ＣＸＣＬ５、ＫＲＴ１和 ＭＡＰ７Ｄ２基因的表达趋势一致，

仅上调水平有所不同。ＣＸＣＬ５和ＣＸＣＬ８在ＴＰ刺

激合并ＨＩＶ１感染ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞中的表达量明

显增加，在ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析中也发现这两个

基因参与趋化因子反应、趋化因子介导的信号通路、

中性粒细胞趋化、细胞因子－细胞因子受体相互作

用、病毒蛋白与细胞因子和细胞因子受体相互作用

等通路，提示在ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染中发挥重

要作用。
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　　注：Ａ为ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染诱导表达上调的基因及其对应的分子通路；Ｂ、Ｃ分别为与上调基因相关的ＧＯ富集通

路的网络图和ＫＥＧＧ富集途径网络图。

图４　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染与单纯 ＨＩＶ１感染ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞表达基因的ＧＯ和ＫＥＧＧ富集分析
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＋ＴｌｙｍｐｈｏｃｙｔｅｓｆｒｏｍＴＰｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈ

ＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄＨＩＶ１ｉｎｆｅｃｔｉｏｎａｌｏｎｅｇｒｏｕｐ

未处理对照组

!"#!$

%&!!"#!$

!"#!$

%&!!"#!$

'((

)((

*+(

,

-

.

*

/

(

0123!456

0
1
2
3

表
达
量

7

1

%

8

9

:

;

%

<

/

#

=

>

1

&

;

9

?

@

A

@

B

?

@

A

@

B

,

7

1

%

$

;

C

1

>

$

3

D

:

1

E

<

3

&

8

D

F

7

1

%

8

F

:

;

%

<

G

#

=

>

1

&

;

F

?

@

A

@

B

?

@

A

@

B

,

7

1

%

$

;

C

1

>

$

3

D

:

1

E

<

3

&

8

D

F

H((

.,(

.((

F,(

F((

$,

$(

,

(

相
对

0
1
2
3

表
达
量

3 I

0123!456

　　注：ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染的ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞，诱导宿主细胞基因表达水平升高，Ａ为 ｍＲＮＡ测序结果中前１０个明

显上调的基因，Ｂ为ＲＴｑＰＣＲ方法验证的表达水平。

图５　ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１感染的ＣＤ４
＋Ｔ淋巴细胞基因表达水平比较
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３　讨论

本研究证实梅毒患者或者ＴＰ刺激后的外周血

ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对 ＨＩＶ１易感性增高，病毒在细

胞内复制增强。该结果与前期发现生殖道沙眼衣原

体感染增加外周血ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对ＨＩＶ１的易

感性和促进 ＨＩＶ１复制的结果一致，说明ＳＴＤ病

原体通过调控宿主外周血ＰＢＭＣｓ基因表达，影响

ＨＩＶ１的复制，是ＳＴＤ促进 ＨＩＶ１感染和复制的

共同机制之一。其潜在的分子机制是增加趋化因子

在细胞内的表达水平，促进 ＨＩＶ１复制。其中，ＣＴ

感染通过上调ＣＣＬ３Ｌ１基因表达，影响 ＨＩＶ１组装

与释放，调控 ＨＩＶ１复制与感染
［１１］。本研究发现，

ＴＰ感染主要上调宿主细胞ＣＸＣＬ５和ＣＸＣＬ８表达

水平，影响ＨＩＶ１的复制。

细胞因子是由各种细胞分泌的小蛋白，在

ＨＩＶ１感染中起着至关重要的作用
［１２１３］。ＨＩＶ１

感染的特点是促炎细胞因子／趋化因子的持续分泌，

包括肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素（ＩＬ）－

１β、干扰素α（ＩＦＮα）、ＩＬ６和ＣＸＣＬ８（ＩＬ８）
［１４］。这

种促炎环境促进了免疫系统的长期过度激活，是

ＨＩＶ１感染的特征
［１５］。前期研究［１６］发现，神经梅

毒患者脑脊液中ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ１０和ＣＸＣＬ１３水平

升高，可作为潜在的生物标志物；而耐药梅毒患者血

清中的ＣＸＣＬ８、ＣＸＣＬ９和ＣＸＣＬ１０水平也会升高。

已经证实，ＣＸＣＬ８通过ＣＸＣＲ１和ＣＸＣＲ２受体介

导，促进单核细胞衍生巨噬细胞（ＭＤＭ）和小胶质

细胞感染ＨＩＶ１。ＣＸＣＬ８通过促进ＮＦκＢ向细胞

核转移，从而促进 ＨＩＶ１长末端区域（ｌｏｎｇｔｅｒｍｉ

ｎａｌｒｅｇｉｏｎ，ＬＴＲ）的活性，发挥其下游效应，增强

ＨＩＶ１复制
［１７］。结合前期研究［１７１８］结果推测，梅毒

和ＨＩＶ１共同感染导致细胞中ＣＸＣＬ８的表达显著

上调，进而增加ＮＦκＢ进入细胞核，从而促进 ＨＩＶ１

ＬＴＲ的活性并增加 ＨＩＶ１的复制，可能是梅毒患

者ＰＢＭＣｓ对ＨＩＶ１易感性和病毒复制水平增高的

机制之一。此外，有文献［１９］支持在 ＨＩＶ１感染的

ＭＤＭ中，ＣＸＣＬ５和ＩＬ１在 ｍＲＮＡ和蛋白水平上

都有显著上调。ＨＩＶ１感染的 ＭＤＭ 中ＣＸＣＬ５表

达上调部分受ＩＬ１β和 ＥＲＫ１／２磷酸化调控，而

ＣＸＣＬ５的过表达可趋化中性粒细胞和ＣＸＣＲ２阳

性细胞，促进 ＨＩＶ１感染与复制
［１５，２０２２］。本研究结

果表明，ＴＰ刺激合并 ＨＩＶ１共同感染时，ＩＬ１β和

ＣＸＣＬ５ｍＲＮＡ水平明显升高。因此，认为梅毒和

ＨＩＶ１共同感染可能调控ＩＬ１β分泌增加以及

ＥＲＫ１／２磷酸化升高，进而增加ＣＸＣＬ５表达。ＣＸ

ＣＬ５的过度表达会增强趋化ＣＸＣＲ２阳性细胞的能

力，增加ＨＩＶ１的感染和复制。

但是，本研究中其他明显上调基因 ＫＰＲ１、

ＧＳＴＭ１和 ＭＡＰ７Ｄ２对 ＨＩＶ１复制的影响尚不清

楚。ＴＰ和ＨＩＶ１感染诱导氧化应激，导致甘露糖

结合凝集素（ＭＢＬ）与细胞角蛋白（ＫＰＲ１）结合，激

活补体（ＬＣＰ）产生Ｃ３片段，刺激补体受体１（ＣＲ１）

和补体受体３（ＣＲ３），导致受感染单核细胞的病毒

复制能力增强和ＮＦｋＢ转位
［２３２６］，可能影响 ＨＩＶ１

复制。ＧＳＴＭ１基因翻译的谷胱甘肽Ｓ转移酶 Ｍ１

（ＧＳＴＭ１），负责环氧化物和二元醇修饰的多环芳烃

（ＰＡＨｓ）的代谢，这些物质与ＤＮＡ加合物的形成有

关，可能会改变调控 ＨＩＶ１复制转录因子结合位点

的序列［２７］。ＭＡＰ７Ｄ２通过阻止ＭＹＨ９泛素化来稳

定 ＭＹＨ９，从而抑制 ＨＭＧＢ１的分泌，而细胞外低

水平的 ＨＭＧＢ１会促进单核巨噬细胞中 ＨＩＶ１病

毒的复制［２８２９］。谷胱甘肽Ｓ转移酶（ＧＳＴ）参与一

系列外源代谢和自由基清除，但ＧＳＴＭ１与 ＨＩＶ１

感染之间的联系尚待证实。ＧＳＴＭ１属于一组被称

为ＧＳＴ的酶，负责代谢不同的致癌物质。研究
［２３］

表明，ＧＳＴＭ１基因中的无效等位基因与ＧＳＴ的功

能受损有关，ＧＳＴＭ１基因的多态性与ＣＤ４＋Ｔ细胞

数量减少和 ＨＩＶ１病毒载量升高有关。另外，在

ｍＲＮＡ测序和ｑＰＣＲ定量分析试验中，ＲＰＳ２８基因

表达趋势相反，ＲＰＳ２８基因编码的是一种位于细胞

质核糖体中的蛋白，属于核糖体蛋白的Ｓ２８Ｅ家族。

该蛋白质参与核糖体组装和蛋白质的生物合成过

程。与编码核糖体蛋白的基因一样，ＲＰＳ２８基因也

存在多个经过加工的假基因分散在基因组中。假基

因的存在可能导致 ｍＲＮＡ测序基因表达量高于实

际转录量，产生假信号或者不稳定表达，导致与ＲＴ

ｑＰＣＲ结果不符。因此，本研究未将ＲＰＳ２８纳入进

一步研究和讨论。

此外，梅毒感染会增强宿主细胞的免疫激活，影

响细胞因子（包括ＴＮＦα）的分泌，维持 ＨＩＶ１病毒

载量［３０］。本研究中，前三个富集的通路分别是细胞

因子－细胞因子受体相互作用、病毒蛋白与细胞因

子和细胞因子受体的相互作用以及趋化因子信号通

路。本研究还发现一个新的ＧＯ和 ＫＥＧＧ富集途

径，即ＣＯＶＩＤ１９。研究
［３１３２］发现，ＨＩＶ１感染者发

生严重 ＣＯＶＩＤ１９的风险较高，ＨＩＶ１感染合并

ＣＯＶＩＤ１９者的促炎单核细胞亚群炎症风暴相关基
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因高表达，表明两者具有相似的机制或基因调控。

提示ＴＰ刺激增强免疫细胞激活，增加细胞因子（趋

化因子）的分泌，进而在合并感染中发挥重要作用。

综上所述，本研究初步表明ＴＰ刺激合并ＨＩＶ１

感染可增加宿主ＣＤ４＋Ｔ淋巴细胞对ＨＩＶ１的复制

水平和易感性，为研究ＳＴＤ促进 ＨＩＶ１感染的机

制提供了新的证据。不足之处在于没有深入研究

ＴＰ诱导宿主细胞高表达基因调控 ＨＩＶ１复制的具

体机制。

致谢：感谢广州血库（中国广州）和南方医科大
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