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研究报告

SIVmac251 感染增强恒河猴巨噬细胞
对 galectin-3 诱导凋亡的敏感性

薛 婧，蒋 虹，傅春燕，丛 喆，陈 霆，魏 强

( 北京协和医学院比较医学中心，中国医学科学院医学实验动物研究所，

卫生部人类疾病比较医学重点实验室，国家中医药管理局人类疾病动物模型三级实验室，北京 100021)

【摘要】 目的 研究 SIVmac251 感染对 galectin-3 诱导恒河猴巨噬细胞凋亡的影响。方法 从健康猴和
SIVmac251 感染猴外周血分离单核细胞，用 GM-CSF与 IL-6 诱导单核细胞分化成巨噬细胞。巨噬细胞与 galectin-3
共孵育 5. 5 h后，细胞经 PE-annexin V /PerCP-7AAD染色，用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果 无 galectin-3 诱
导条件下健康猴与 SIVmac251 感染猴巨噬细胞中 annexin V阳性细胞的百分率分别为 5. 08%与 4. 87%。Galectin-3
诱导条件下健康猴巨噬细胞中 annexin V阳性细胞的百分率升至 17. 62%，SIVmac251 感染猴巨噬细胞中 annexin V
阳性细胞的百分率升至 45. 56%，两者差异具有统计学意义( P ＜ 0. 01) 。结论 SIVmac251 感染增强恒河猴巨噬细
胞对 galectin-3 诱导凋亡的敏感性。
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SIVmac251-infection enhances the sensitivity of rhesus
macaque macrophages to galectin-3-induced apoptosis

XUE Jing，JIANG Hong，FU Chun-yan，CONG Zhe，CHEN Ting，WEI Qiang
( Comparative Medicine Center，Peking Union Medical College ＆ Institute of Medical Laboratory Animal Science，

Chinese Academy of Medical Sciences; Key Laboratory of Human Diseases Comparative Medicine，Ministry of Health;
Key Laboratory of Human Diseases Animal Models，State administration of Traditional Chinese medicine，Beijing 100021，China)

【Abstract】 Objective To study the effect of SIVmac251-infection on galectin-3-induced apoptosis in macrophages
of rhesus macaque． Methods Mononuclear cells were isolated from peripheral blood of healthy or SIVmac251-infected
rhesus macaques． The cells were induced to differentiate into macrophages by GM-CSF and IL-6． The macrophages were
cultured for 5. 5 hours at the presence of galectin-3． The cells were stained with PE-annexin-V /PerCP-7AAD and apoptosis
was assayed by flow cytometry． Ｒesults The percentages of annexin-V + cells without galectin-3 induction were 5. 08%
and 4. 87% for macrophages from healthy or SIVmac251-infected rhesus macaques，respectively． The percentages of
annexin-V + cells with galectin-3 induction was increased to 17. 62% and 45. 56%，respectively． There were significant
differences between the two groups ( P ＜ 0. 01) ． Conclusion SIVmac251-infection enhances the sensitivity to galectin-3-
induced apoptosis in rhesus macaque macrophages．
【Key words】 Macrophage; Chinese-origin rhesus macaque; Galectin-3; Apoptosis



艾滋病对人类健康与生命造成严重危害。尽
管在艾滋病防治的研究与实践上已取得重大进展，

但现有的药物都无法彻底治愈艾滋病，感染者仍需

终身用药，一旦停药，体内的艾滋病毒量将会快速

反弹。造成停药后体内艾滋病毒量快速反弹的重
要原因是抗病毒治疗不能完全清除艾滋病毒。一
是由于抗病毒药物较难进入病毒感染的细胞，二是

由于病毒在一些细胞中能持久潜伏或行低度隐性

复制。人们将病毒感染后不发生凋亡、病毒能在其
内潜伏并在合适条件下复制的细胞称为艾滋病毒

潜伏感染靶细胞，主要包括滤泡辅助性 CD4 + T 细
胞、单核巨噬细胞、树突状细胞以及造血干细胞等。
因此，寻找清除艾滋病毒潜伏感染靶细胞的药物，

以根治艾滋病成为当前艾滋病防治的研究热

点［1，2］。近年来，伴随糖组学的研究深入，人们越来
越认识到半乳糖凝集素( galectin) 在生命活动中的
重要性［3 － 6］。现已发现 galectin 家族有 15 个成员，
它们经由与胞膜的相应受体结合，参与细胞间与细

胞-基质间的粘附、细胞生长、细胞分化与凋亡、细胞
因子分泌等多种生物学过程的调节［7，8］。鉴于文献
报道 HIV-1 感染致使人 T 细胞对 galectin-1 诱导凋
亡的敏感性增强［9］，我们在恒河猴对 SIV 感染是否
也能致使巨噬细胞对 galectin-3 诱导凋亡的敏感性
增强做了初步探索。

1 材料和方法

1. 1 试剂、动物及感染毒株
人重组 galectin-3 蛋白 ( Ｒ＆D 公司) 。 PE-

annexin V /PerCP-7AAD 凋 亡 检 测 试 剂 盒 ( BD
Pharmingen公司) 。健康成年中国恒河猴( 北京协
尔鑫生物资源研究所) ［SCXK ( 京) 2005-2005］，实
验前经体检无异常，经过相关慢病毒( SIV、SＲV-1，
2，5、STLV-1 ) 间接免疫荧光法( IFA) 检测为阴性。
动物饲养及相关实验在动物生物安全三级实验室

( ABSL-3) 实验室中进行［SYXK ( 京) 2009-0003］。
SIVmac251 病毒为美国纽约 Aaron Diamond 艾滋病
研究中心 Marx博士惠赠。
1. 2 SIVmac251 感染恒河猴
将麻醉好的实验猴放在操作台上，病毒原液用

无血清 1640 培养基稀释后，10 000 TCID50 /mL静脉
感染中国恒河猴。
1. 3 SIVmac251 感染猴血浆病毒载量的测定
定期采集 EDTA 抗凝全血，分离血浆提取病毒

ＲNA，使用 SYBＲ green I 实时荧光定量 ＲT-PCＲ 方
法测定血浆病毒载量［10］。
1. 4 外周血单核巨噬细胞制备
抗凝条件下抽取猴静脉血，用密度梯度离心法

分离并获得猴外周血单个核细胞( PBMC) ，塑料培
养皿贴壁法分离单核细胞，经 GM-CSF 与 IL-6 刺激
4 ～ 5 d诱导单核细胞分化成巨噬细胞［11］。
1. 5 SIVmac251 感染细胞的确定
抗凝条件下抽取健康猴和感染猴静脉血，分别

获得猴淋巴细胞和巨噬细胞，收集细胞培养上清提

取病毒 ＲNA，使用 SYBＲ green I 实时荧光定量 ＲT-
PCＲ方法测定细胞培养上清病毒载量。
1. 6 细胞凋亡的诱导与检测
分别取健康猴和 SIVmac251 感染猴的巨噬细胞

( 5 × 105 细胞 /60 μL培养基) ，置于 96 孔板培养，实
验组每孔添加 3 μmol /L galectin-3，对照组不添加
galectin-3。细胞在 5% CO2，37℃条件下孵育 5. 5 h。
收获细胞，细胞经 PE-annexin V /PerCP-7AAD 染色，
流式细胞仪( FACS Aria; BD) 检测细胞凋亡情况。
1. 7 统计方法
数据用 GraphPad软件分析，以均值 ±标准差表

示。用 Student's t-test 对数据作统计处理，P ＜ 0. 01
具有差异显著性。

2 结果

2. 1 SIVmac251 感染恒河猴外周血血浆病毒载量
的动态变化

图 1 为 SIVmac251 静脉感染恒河猴外周血血浆
病毒载量动态变化，感染后 11 d 血浆病毒载量呈阳
性，14 d达到 1. 74 × 106 copies /mL。14、18、21、25 d
采集 EDTA抗凝血分离 PBMC。18、21、25 d 的血浆
病毒载量分别为 1. 26 × 106 copies /mL、1. 95 × 105

copies /mL和 1. 78 × 105copies /mL。
2. 2 SIVmac251 感染恒河猴巨噬细胞的制备与
鉴定

从健康猴和上述 SIVmac251 感染猴的外周血
分离并制备巨噬细胞，以感染猴淋巴细胞培养上

清病毒载量结果作为阳性对照，检测健康猴和感

染猴巨噬细胞培养上清中的病毒载量情况。图 2
显示，健康猴巨噬细胞的病毒载量为阴性，

SIVmac251 感染猴的巨噬细胞病毒载量( 8. 32 ×
103copies /mL) 与淋巴细胞病毒载量( 2. 29 × 105

copies /mL) 均为阳性。
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图 1 SIVmac251 感染恒河猴血浆病毒载量动态变化
Fig． 1 Dynamic changes of plasma viral loads

in SIVmac251-infected rhesus macaque

图 2 SIVmac251 感染猴外周血巨噬细胞
培养上清的病毒载量

Fig． 2 Viral loads in the culture supernatants of
macrophages from SIVmac251-infected rhesus macaque

2. 3 SIVmac251 感染增强巨噬细胞对 galectin-3
诱导凋亡的敏感性

PE-annexin V + /PerCP-7AAD +代表晚期凋亡细

胞，PE-annexin V + /PerCP-7AAD － 代表早期凋亡细

胞。图 3A 显示在 galectin-3 作用下，健康猴巨噬细
胞 中 PE-annexin V + /PerCP-7AAD + 的 细 胞 占

12. 16% ( 无 galectin-3 条 件 下 为 2. 44% ) ，PE-
annexin V + /PerCP-7AAD － 的细胞占 5. 46% ( 无
galectin-3 条件下为 2. 64% ) ，而 SIVmac251 感染猴
巨噬细胞中 PE-annexin V + /PerCP-7AAD +的细胞则

占 21. 55% ( 无 galectin-3 条件下为 2. 40% ) ，PE-
annexin V + /PerCP-7AAD －的细胞则占 24. 01% ( 无
galectin-3 条件下为 2. 47% ) 。以 annexin V +计算细

胞凋亡率，galectin-3 诱导健康猴巨噬细胞凋亡从
5. 08%到 17. 62%，而诱导 SIVmac251 感染猴巨噬
细胞凋亡从 4. 87%增加到 45. 56%。图 3B 显示健
康猴和 SIVmac251 感染猴巨噬细胞经 galectin-3 诱
导前后的细胞凋亡率，SIVmac251 感染猴巨噬细胞

经 galectin-3 诱导后的凋亡率明显高于健康猴巨噬
细胞，表明 SIVmac251 感染增强巨噬细胞对
galectin-3 诱导凋亡的敏感性( * P ＜ 0. 01) 。

3 讨论

艾滋病毒的潜伏感染是艾滋病治疗的最大挑

战之一。由于艾滋病毒潜伏感染靶细胞在机体内
长期存活，从而导致艾滋病患者抗病毒治疗停药后

体内的艾滋病毒量快速反弹。寻找清除艾滋病毒
潜伏感染靶细胞的药物，从而实现艾滋病的功能性

治愈是目前国际上的研究热点。巨噬细胞是一类
重要的艾滋病毒潜伏感染靶细胞［1，2］。鉴于
galectin-3 的重要生物学作用，国际上正把它作为肿
瘤和炎症性疾病等多种疾病的治疗靶点进行研

究［12，13］。本研究观察到 galectin-3 能诱导恒河猴巨
噬细胞凋亡，且 SIVmac251 感染致使巨噬细胞对
galectin-3 诱导凋亡的敏感性增强。这个现象提示
了 galectin-3 可能作为清除艾滋病毒潜伏感染巨噬
细胞的一个值得深入研究的候选者。

Galectin经由与相应受体分子的 β-半乳糖残基
的聚糖结合，形成多价复合物，参与细胞-细胞间与
细胞-基质间的粘附，细胞生长、分化与凋亡，细胞因
子的分泌等多种生物学过程的调节［7，8］。Galectin-1
和 galectin-3 都可以与细胞表面的 CD29、CD43 和
CD45 分子结合，此外，galectin-3 还可以与 CD71 分
子结合，galectin-1 则可以与 CD7、CD2 分子结合［14］。
这些受体分子在多种细胞表面表达，如 CD45 既表
达于 T细胞，也表达于巨噬细胞［14，15］。同类细胞也
可能表达 galectin 家族的多个成员，如 T 细胞既表
达 galectin-1，也表达 galectin-3［14，16］，galectin-1 和
galectin-3 也表达于巨噬细胞［17，18］。因此，有关
galectin 对细胞生物学行为的影响及机制研究可以
相互参考。如 Lantéri等报道，HIV-1 感染致使 T 细
胞表面糖基化改变，尤其表现为唾液酸化减弱、核
心 2-O-聚糖增加和细胞表面 CD43、CD45 分子的 β-
半乳糖胺残基增加，这使得发生糖基化改变的细胞

与 galectin-1 的结合增强，从而对 galectin-1 诱导的
凋亡敏感［9］。鉴于 CD45 分子也是 galectin-3 的受
体，它也在巨噬细胞表面广泛表达，因此上述 HIV-1
感染所致的 T 细胞表面糖基化改变也可能发生于
SIVmac251 感染的恒河猴巨噬细胞。这为研究
SIVmac251 感染增强恒河猴巨噬细胞对 galectin-3
诱导凋亡敏感性的机制提供了参考。考虑到作为
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图 3 SIVmac251 感染增强巨噬细胞对 galectin-3 诱导凋亡的敏感性
Fig． 3 SIVmac251 infection enhanced the sensitivity of macrophages to galectin-3-induced apoptosis

galectin-3 受体的 CD45 也在 T 细胞表面表达，尽管
尚未有报道，可以设想 SIVmac251 感染也会影响 T
细胞对 galectin-3 诱导凋亡的敏感性。
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