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Zymosan kÝch thÝch ho¹t ®éng cña STAT1  
trong macrophage th«ng qua thô thÓ Dectin-1 
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Vò TiÕn ChÝnh 

ViÖn Sinh th¸i vµ Tµi nguyªn sinh vËt 

Zymosan, mét chÊt ®−îc t¸ch ra tõ thµnh tÕ 
bµo cña nÊm lµ mét chÊt kÝch thÝch tiÒm n¨ng 
ho¹t ®éng cña macrophage trong qu¸ tr×nh biÓu 
hiÖn nhiÒu gen cÇn thiÕt ®èi víi ®iÒu hµnh chøc 
n¨ng b¶o vÖ cña vËt chñ [1]. NhiÒu nghiªn cøu ®@ 
chøng minh, Dectin-1 lµ mét thô thÓ tÝn hiÖu ®Çu 
tiªn cã thÓ nhËn ra zymosan [2]. Thô thÓ Dectin-1 
cã mét ®o¹n gièng nh− lectin lo¹i C liªn kÕt víi 
mµng lo¹i II vµ mét ®o¹n cytoplasma cïng víi 
mét phÇn ho¹t ®éng nh− thô thÓ cã ho¹t tÝnh 
tyrosinrinase [1]. Dectin-1 ®−îc biÓu hiÖn trong 
dßng tÕ bµo myeloid, monocytes, macrophage, 
neutrophil, dendritic cell [2]. Dectin-1 thùc hiÖn 
mét vai trß c¬ b¶n nh− mét thô thÓ nhËn d¹ng 
trong qu¸ tr×nh nhiÔm nÊm vµ mycobacteria [2]. 
H¬n n÷a, Dectin-1 cã thÓ hîp t¸c cïng víi hä toll 
likes (TLRs) trong qu¸ tr×nh ph¸t hiÖn nÊm. 
Ch¼ng h¹n, Dectin-1 cïng víi TLR2 vµ TLR6 
nhËn ra zymosan hoÆc nÊm Candida albicans 
®iÒu hßa ho¹t ®éng cña yÕu tè nh©n cña tÕ bµo T 
ho¹t ®éng (NFAT) vµ qu¸ tr×nh s¶n xuÊt  
c¸c interleukin (IL)-2, IL-10 trong tÕ bµo 
dendritic [2].  

STAT (Signal transducers and Activator of 
transcription proteins) tham gia trong qu¸ tr×nh 
®iÒu hßa sinh tr−ëng, ph©n chia vµ sù tån t¹i cña 
tÕ bµo [3]. C¸c yÕu tè phiªn m@ cña STAT ®−îc 
kÝch ho¹t b»ng Janus Kinase (JAK) vµ khi ph¸ 
hñy qu¸ tr×nh ®iÒu hßa cña STAT th−êng dÉn tíi 
sù t¨ng c−êng angiogenesis, t¨ng c−êng kh¶ 
n¨ng sèng cña c¸c tÕ bµo ung th− vµ øc chÕ qu¸ 
tr×nh miÔn dÞch [3]. Con ®−êng tÝn hiÖu cña 
JAK/STAT ®@ ®−îc chØ ra lµ mét con ®−êng tÝn 
hiÖu c¬ b¶n ®èi víi c¸c gen biÓu hiÖn cytokine 
trong ®¸p øng miÔn dÞch [3]. H¬n n÷a, vai trß 
quan träng ®èi víi STAT1 trong ®¸p øng sinh 
häc phô thuéc Interferon ®@ ®−îc chøng minh 
[4]. MÆc dï, STAT1 thùc hiÖn vai trß c¬ b¶n 

trong rÊt nhiÒu d¹ng cña miÔn dÞch bÈm sinh. 
Tuy nhiªn, vai trß ho¹t ®éng cña STAT1 ®−îc 
kÝch ho¹t bëi zymosan vÉn ch−a ®−îc lµm râ. 
Môc ®Ých cña nghiªn cøu nµy lµ chøng minh vai 
trß cña STAT1 trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt c¸c 
cytokine tiÒn viªm d−íi t¸c ®éng cña zymosan 
(phèi tö cña Dectin-1) trong tÕ bµo macrophages 
t¸ch ra tõ tñy x−¬ng chuét (BMDMs).  

I. Ph−¬ng ph¸p nghiªn cøu 

1. VËt liÖu 

Zymosan ®−îc ph©n tõ Saccharomyces 
cerevisiae (cÊu tö cña thô thÓ Dectin-1 vµ 
TLR2) ®−îc mua tõ Sigma; Lipopolyssachrides 
- LPS (cÊu tö cña TLR4) ®−îc mua tõ Invivo 
Gen (San Diego, CA); BLP - Bacterial 
lipoprotein (cÊu tö cña TLR2) mua tõ Sigma; 
CWS-BCG - The cell wall skeleton of 
Mycobacterium bovis Bacillus Calmette-Guerin 
(cÊu tö cña TLR2 hoÆc TLR4) lµ quµ cña gi¸o 
s− Eun-Kyeong Jo. C¸c kh¸ng phospho cña Tyr-
701 vµ Ser-727 ®−îc mua tõ Cell Signaling 
Technology (Beverly, MA) actin (I-19) mua tõ 
Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, CA). 
Dimethyl sulfoxide (DMSO), laminarin, and 
polysaccharide galactan ®−îc mua tõ Sigma.  

2. Ph−¬ng ph¸p  

a. Nu«i cÊy tÕ bµo BMDMs  

Chuét ®ét biÕn gen STAT1 vµ chuét b×nh 
th−êng ®−îc cung cÊp tõ Khoa Y häc- §¹i häc 
Chungnam Hµn Quèc. C¸c lo¹i chuét nµy ®−îc 
nu«i trong m«i tr−êng ®¹t tiªu chuÈn cña bÖnh 
viÖn Quèc gia Chungnam Hµn Quèc. BMDMs 
®−îc t¸ch ra tõ x−¬ng ®ïi sau cña chuét. Sau ®ã, 
tÕ bµo ®−îc ph©n chia tõ 5 ®Õn 7 ngµy trong m«i 
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tr−êng DMEM cã chøa M-CSF (colony-
stimulating factor), 10% FBS, 1 mM sodium 
pyruvate, 50 U/ml penicillin. 

b. Enzyme-linked immunosorbent assay 
(ELISA)  

BMDMs ®−îc sö lý nh− chØ ®Þnh, sau ®ã 
®−îc ph©n tÝch b»ng ELISA nh− miªu t¶ [6]. 
Møc ®é cña cytokine tiÕt ra trong tÕ bµo nu«i 
cÊy ®−îc ph©n tÝch b»ng kÝt ELISA cña h@ng BD 
Pharmingen ®Ó ph¸t hiÖn TNF-α vµ IL-6 TÊt c¶ 
c¸c b−íc ph©n tÝch ®−îc thùc hiÖn nh− chØ dÉn 
cña nhµ s¶n xuÊt. 

c. Reverse transcriptase-polymerase chain 
reaction (RT-PCR) 

§èi víi ph©n tÝch RT-PCR, tæng sè ARN 
®−îc ph©n t¸ch tõ BMDMs sö dông TRIzol 
(Invitrogen). C¸c ®Çu måi cã tr×nh tù nh− sau: 

mTNF-α (TNF-α mRNA): (forward: 5’-
CGGACTCCGCAAAGTCTAAG-3’, reverse: 
5’-ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3’), mIL-6 
(IL-6 mRNA) (forward: 5’-GGAAATTGGG 
GTAGGAAGGA-3’, reverse: 5’-CCGGAGAG 
GAGACTTCACAG-3’), α-actin (forward:  
5’-T CATGAAGTGTGACGTTGACATCCGT-
3’, reverse: 5’-CCTAGAAGCATTTGCGGTGC 
ACGATG-3’). 

§iÒu kiÖn ch¹y PCR ®−îc miªu t¶ [7] s¶n 
phÈm PCR ®−îc ch¹y ®iÖn di trªn gel agarose 
1,5% vµ ®−îc nhuém cïng víi ethidium 
bromide. 

d. Western blot 

BMDMs ®−îc xö lý nh− chØ ®Þnh trong phÇn 
chó thÝch t¹i h×nh 3 vµ qu¸ tr×nh ph©n tÝch 
Western blott ®−îc miªu t¶ [6]. Kh¸ng thÓ 
kh¸ng phospho STAT1 (Tyr-701 vµ ser-727 lµ vÞ 
trÝ ®ßi hái khi STAT1 ho¹t ®éng [8]) ®@ ®−îc 
pha lo@ng víi tØ lÖ 1: 1000. Mµng chuyÓn 
protein ®−îc ph¸t hiÖn b»ng chemiluminescence 
(ECL; Amersham- Pharmacia). 

e. Ph©n tÝch thèng kª 

§èi víi ph©n tÝch thèng kª, c¸c sè liÖu ®−îc 
lÊy tõ c¸c kÕt qu¶ ®éc lËp, ®−îc thÓ hiÖn ý nghÜa 
b»ng ± SD vµ ®−îc ph©n tÝch b»ng student’s t-
test cïng víi ®iÒu chØnh Bonferroni hoÆc 
ANOVA ®èi víi nhiÒu phÐp so s¸nh. Sù kh¸c 
nhau cã ý nghÜa thèng kª khi P < 0,05. 

II. KÕt qu¶ vµ th¶o luËn 

1. STAT1 thùc hiÖn vai trß c¬ b¶n ®èi víi 
qu¸ tr×nh biÓu hiÖn c¸c cytokine tiÒn viªm 
trong macrophage do zymosan kÝch thÝch 

STAT1 ®@ ®−îc chøng minh lµ cã vai trß c¬ 
b¶n trong qu¸ tr×nh ®¸p øng viªm g©y ra bëi LPS 
nh−ng ®èi víi qu¸ tr×nh kÝch thÝch tÕ bµo b»ng 
zymosan th× vÉn ch−a ®−îc ®¸nh gi¸. Do vËy, 
BMDMs tõ chuét ®ét biÕn gen STAT1 vµ chuét 
b×nh th−êng ®−îc t¸ch vµ nu«i cÊy. Sau ®ã, BCG-
CWS (C, cÊu tö cña thô thÓ TLR4 vµ TLR2), 
zymosan (Z, cÊu tö cña Dectin-1 vµ TLR2), BLP 
(B, cÊu tö cña TLR2), LPS (L, cÊu tö cña TLR4) 
®−îc xö lý cïng víi BMDMs. Sau 18 giê, dÞch 
nu«i cÊy cña BMDMs nµy ®−îc t¸ch ra b»ng ly 
t©m vµ ph©n tÝch b»ng kÝt ELISA. KÕt qu¶ trªn 
h×nh 1 cho thÊy, TNF-α (h×nh 1A) vµ IL-6 (h×nh 
1B) cña tÕ bµo t¸ch ra tõ chuét b×nh th−êng ®@ 
biÓu hiÖn m¹nh h¬n rÊt nhiÒu so víi chuét bÞ ®ét 
biÕn gen STAT1. H×nh 1A vµ 1B còng chØ ra r»ng 
TNF-α vµ IL-6 ë BMDMs ®−îc xö lý b»ng BLP 
kh«ng cã sù kh¸c nhau gi÷a hai lo¹i chuét. Tõ 
nh÷ng kÕt qu¶ trªn gîi ý r»ng STAT1 ®@ tham gia 
vµo qu¸ tr×nh s¶n xuÊt cytokine tiÒn viªm vµ chØ 
cã thô thÓ Dectin-1 hoÆc TLR4 lµ ®−îc ®ßi hái 
trong qu¸ tr×nh ®¸p øng viªm s¶n xuÊt cytokine 
trong macrophage ®−îc kÝch thÝch b¼ng zymosan. 
KÕt qu¶ nµy còng phï hîp víi c¸c c«ng bè kh¸c 
vÒ vai trß cña STAT1 ®èi víi qu¸ tr×nh s¶n xuÊt 
cytokine tiÒn viªm b»ng macrophage th«ng qua 
LPS. 

2. STAT1 tham gia trong qu¸ tr×nh biÓu 
hiÖn mARN cña cytokine tiÒn viªm trong 
macrophage ®−îc kÝch thÝch bëi Zymosan  

§Ó ®¸nh gi¸ vai trß cña STAT1 ë møc ®é 
phiªn m@ trong qu¸ tr×nh s¶n xuÊt cytokine tiÒn 
viªm. BMDMs tõ chuét ®ét biÕn gen STAT1 vµ 
chuét b×nh th−êng ®−îc sö lý b»ng C, Z, L, B. 
Nh− kÕt qu¶ chØ ra ë h×nh 2, mARN cña TNF-α 
vµ IL-6 ®@ biÓu hiÖn ë mÉu BMDMs cña chuét 
b×nh th−êng nh−ng ®iÒu ®ã l¹i kh«ng thÊy xuÊt 
hiÖn ë mÉu BMDMs cña chuét bÞ ®ét biÕn 
STAT1 khi sö lý b»ng C, Z, L. H¬n thÕ n÷a, c¸c 
kÕt qu¶ nµy còng cho biÕt kh«ng cã sù kh¸c biÖt 
gi÷a BMDMs ®−îc xö lý b»ng B cña chuét ®ét 
biÕn gen STAT1 vµ chuét b×nh th−êng. Tõ kÕt 
qu¶ ë trªn ta thÊy trïng hîp víi kÕt qu¶ nghiªn 
cøu tr−íc ®©y vÒ s− tham gia cña STAT1 trong 
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qu¸ tr×nh phiªn m@ cña c¸c cytokine tiÒn viªm 
trong macrophage ®−îc kÝch thÝch b»ng LPS. 
§iÒu nµy nãi r»ng, STAT1 ®@ tham gia vµo qu¸ 

tr×nh s¶n xuÊt cytokine tiÒn viªm trong tÕ bµo 
macrophage khi ®−îc kÝch thÝch bëi zymosan ë 
møc ®é phiªn m@. 

 

  
A B 

H×nh 1. Qu¸ tr×nh s¶n xuÊt TNF vµ IL-6 ®@ ®−îc biÓu hiÖn ë chuét kh«ng bÞ ®ét biÕn gen th«ng qua 
mét sè cÊu tö ®Æc hiÖu cña c¸c thô thÓ. BMDMs tõ chuét kh«ng ®ét biÕn gen vµ chuét ®ét biÕn gen 

STAT1 ®−îc kÝch thÝch b»ng BCG-CWS (20 mg/ml), Zymosan (100 mg/ml), BLP (100 ng/ml), hoÆc 
LPS (100 ng/ml) trong 18 giê. DÞch nu«i cÊy BMDMs sau ®−îc ly t©m vµ ®¸nh gi¸ b»ng ELISA kÝt. 

A. TNF-α vµ B. IL-6. 

 
H×nh 2. STAT1 tham gia trong qu¸ tr×nh ho¹t ®éng phiªn m@ cña cytokine tiÒn viªm. BMDMs tõ 

chuét b×nh th−êng vµ chuét ®ét biÕn gen STAT1 ®−îc ñ cïng víi BCG-CWS (C, 20mg/ml), zymosan 
(Z, 100mg/ml), BLP (B, 100 ng/ml), hoÆc LPS (L, 100 ng/ml) trong 6 giê. Sau ®ã, nh÷ng tÕ bµo nµy 
®−îc t¸ch ra b»ng ly t©m vµ ph©n tÝch RT-PCR. KÕt qu¶ thu ®−îc tõ Ýt nhÊt 3 thÝ nghiÖm riªng biÖt. 

 
3. Ho¹t ®éng cña STAT1 ®−îc kÝch thÝch 

b»ng Zymosan lµ phô thuéc vµo Dectin-1  

 Zymosan lµ phèi tö ®Æc hiÖu cña thô thÓ 
Dectin-1. Nh−ng vai trß cña thô thÓ nµy trong 
qu¸ tr×nh ho¹t ®éng cña STAT1 vÉn ch−a ®−îc 
kh¼ng ®Þnh. Do vËy, BMDMs ®−îc sö lý cïng 
víi Zymosan t¹i mét sè thêi gian kh¸c nhau. 
Sau ®ã, c¸c tÕ bµo nµy ®−îc ph©n tÝch b»ng 
Western blot. KÕt qu¶ chØ ra ë h×nh 3A lµ qu¸ 
tr×nh phosphoryl hãa cña STAT1 t¹i c¸c vÞ trÝ 
Tyr 701 vµ Ser727 b¾t ®Çu biÓu hiÖn sau 15 phót 
vµ kÕt thóc ë 480 phót còng ®−îc xö lý cïng víi 
Zymosan. §Æc biÖt lµ qu¸ tr×nh phosphoryl hãa 
m¹nh nhÊt sau 120 phót xö lý cïng víi 
Zymosan. §Ó kh¼ng ®Þnh Dectin-1 cã tham gia 

vµo qu¸ tr×nh ho¹t ®éng cña STAT1, BMDMs ®@ 
®−îc tiÒn sö lý cïng laminarin (mét chÊt øc chÕ 
ho¹t ®éng Dectin-1) ë mét sè nång ®é kh¸c 
nhau hoÆc víi galactan cïng nång ®é gièng nh− 
laminarin (mét chÊt lµm ®èi chøng). KÕt qu¶ chØ 
ra ë h×nh 3B cho thÊy, qu¸ tr×nh phosphoryl hãa 
cña STAT1 (tyr701 vµ ser727) ®@ biÓu hiÖn 
gi¶m dÇn khi t¨ng nång ®é laminarin vµ quan 
träng h¬n lµ kh«ng thÊy b¨ng xuÊt hiÖn t¹i nång 
®é cao cña laminarin. Ng−îc l¹i, ®èi víi 
BMDMs sö lý víi galactan th× biÓu hiÖn nµy vÉn 
x¶y ra b×nh th−êng. Tõ nh÷ng kÕt qu¶ nµy cho 
thÊy r»ng, Dectin-1 ®@ tham gia vµo ho¹t ®éng 
cña STAT1 khi ®−îc kÝch thÝch b»ng zymosan 
trong tÕ bµo macrophage. 
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H×nh 3. Qu¸ tr×nh phosho hãa cña STAT1 ®−îc kÝch thÝch bëi zymosan  

phô thuéc vµo thô thÓ Dectin-1 

Ghi chó: A. BMDMs ®−îc xö lý cïng víi zymosan (100 g/ml) ®èi víi c¸c thêi gian kh¸c nhau vµ c¸c tÕ bµo 
®−îc ph©n tÝch b»ng Western blot ®èi víi phosphoryl hãa cña STAT1. Nh÷ng mÉu nµy ®@ ®−îc so s¸nh b»ng 
STAT1 tæng sè; B. BMDMs ®−îc tiÒn xö lý cïng víi laminarin (0,1; 0,25; 0,5 mg/ml), galactan (0,1; 0,25; 0,5 
mg/ml). Sau ®ã ®−îc xö lý cïng víi Zymosan (100 g/ml) trong 120 phót. Vµ tiÕp theo c¸c tÕ bµo ®−îc xö lý vµ 
ph©n tÝch b»ng Western blot ®èi víi phospho hãa cña STAT1. C¸c mÉu nµy ®−îc so s¸nh b»ng STAT1 tæng 
sè. C¸c kÕt qu¶ nµy ®−îc chØ ra b»ng ba thÝ nghiÖm ®éc lËp cã c¸c kÕt qu¶ gièng nhau.  

 
III. KÕt luËn 

Qu¸ tr×nh s¶n xuÊt cytokine tiÒn viªm g©y ra 
bëi zymosan lµ phô thuéc vµo ho¹t ®éng cña 
STAT1, bëi v× mRNA cña cytokine ®@ bÞ ph¸ 
hñy trong BMDM cña chuét bÞ ®ét biÕn gen 
STAT1. H¬n n÷a, Zymosan kÝch thÝch ho¹t 
®éng cña STAT1 th«ng qua Tyr-701 vµ Ser-727 
trong BMDMs vµ ho¹t ®éng nµy ®@ bÞ øc chÕ 
bëi laminarin, do vËy, ho¹t ®éng cña STAT1 
®−îc kÝch thÝch bëi zymosan lµ phô thuéc vµo 
Dectin-1. Tõ c¸c kÕt qu¶ nghiªn cøu ë trªn ®@ 
chØ ra r»ng, ho¹t ®éng cña STAT1 tham gia vµo 
qu¸ tr×nh kÝch thÝch ®¸p øng miÔn dÞch d−íi sù 
kÝch thÝch bëi zymosan th«ng qua Dectin-1. 
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Signal transducers and activators of transcription  
protein 1 (STAT1) is activated in macrophages  

by Zymosan through Dectin-1 
 

Trinh Tat Cuong, Phan Tuan Nghia, vu tien chinh 

 
 

Summary 
 

Zymosan, an insoluble preparation of yeast cell, has been shown to recognized by Dectin-1, a phagocytic 
receptor expressed on macrophages and dendritic cells, which collaborates with toll-like receptor (TLR) 2 and 
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TLR6 enhancing the immune responses triggered by the recognition of zymosan by each receptor. Although 
zymosan has been reported as a target molecule for TLR signaling, the role(s) of signal transducers and 
activators of transcription protein (STAT) 1 on the innate immune responses induced by zymosan remain 
elusive. In the present study, we investigate the role of STAT1 on the zymosan-induced production of 
proinflammatory cytokines by murine bone marrow-derived macrophages (BMDMs). Zymosan-induced 
proinflammatory cytokine production was dependent on the activation of STAT1, because the mRNA of 
cytokines and chemokines were totally abrogated in STAT1-deficient BMDMs. In addition, zymosan actively 
induced the activation of STAT1 through both Tyr-701 and Ser-727 phosphorylation by BMDMs. 
Furthermore, Dectin-1 was required for zymosan-induced STAT1 activation in macrophages. Taken together, 
these results indicate that STAT1 activation plays an essential role in the induction of innate immune 
responses to zymosan-induced innate immune responses via Dectin-1. 

Keywords: STAT1, Zymosan, Dectin-1. 
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