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立论依据 Toll样受体(TLRs)家族是介导肥大细胞参与固有免疫的一类重要分子。TLR2分别与TLR1或TLR6形成TLR2/1和TLR2/6异二聚体，介导肥大细胞释放不同的炎症介质，但具体机制未清。百日咳毒素（PTX）敏感性Gαi/o蛋白参与TLR2介导的信号传导，但既往研究未能对Gαo和Gαi在其中行使的功能进行区分。课题组成员前期研究发现，Gαo参与TLR2/1诱导肥大细胞释放白细胞介素-8（IL-8）的过程；Gαi/o蛋白参与TLR2/6介导的信号传导，但不参与其引起的IL-8释放。这些结果提示，TLR2/1和TLR2/6在肥大细胞信号传导中存在的差异与Gαi和Gαo的不同参与有关。设计思路 首先构建Gαi或Gαo基因敲减的稳定肥大细胞系，再从分子和细胞水平深入探究PTX敏感性Gαi和Gαo蛋白如何参与肥大细胞TLR2/1和TLR2/6信号通路的传导，继而影响肥大细胞生物学功能及介导机体炎症反应。实验内容 选取人肥大细胞系LAD2细胞，构建Gαi或Gαo基因敲减的稳定细胞系模型。采用不同配体分别激活TLR2/1和TLR2/6，使用荧光素酶报告系统和蛋白质免疫印迹（Western blotting）技术检测TLR2介导的LAD2细胞下游信号通路的活化情况，包括丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）通路、“钙离子−钙调磷酸酶−活化T细胞核因子（NFAT）”通路、核因子κB（NF-κB）通路和“磷脂酰肌醇3激酶（PI3K）−蛋白激酶B（Ak）”通路；采用酶联免疫吸附实验（ELISA）检测TLR2介导的LAD2细胞释放炎症因子的情况；使用Transwell系统检测TLR2介导的LAD2细胞的趋化能力。材料 人肥大细胞系LAD2、Gαi或Gαo shRNA慢病毒表达载体、TLR2/1和TLR2/6配体、荧光素酶报告基因载体、信号通路分子的抗体、ELISA试剂盒、Transwell等。可行性 前期文献调研发现G蛋白在TLRs中的作用具有普遍性，但此前研究未能对Gαi和Gαo蛋白在TLR2信号通路传导中的作用进行区分。课题组前期实验基础已很大程度支持本课题预期的研究结果。课题组成员已经具备较扎实的实验技能。实验室条件充足。创新性 本实验将首次明确区分Gαi和Gαo蛋白如何参与肥大细胞TLR2/1和TLR2/6异二聚体介导的信号传导，以及对肥大细胞生物学功能的影响。
