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粪肠球菌LTA通过促进ROS的高表达活化NLRP3炎性体
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[摘要]暋目的:检测粪肠球菌脂磷壁酸LTA能否通过激活活性氧而活化 NLRP3炎性体。方法:粪肠球菌LTA作

用于小鼠巨噬细胞 RAW264.7,运用 Westernblot、ELISA及 Real-timeqPCR法检测 NLRP3炎性体蛋白及 mR灢
NA的表达。还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸酶氧化酶抑制剂 DPI抑制活性氧(reactiveoxygenspecies,ROS)

的产生,荧光染色及流式细胞仪检测 ROS的表达。结果:LTA 作用于 RAW264.7细胞 24小时后,NLRP3、

Caspase-1、IL-1毬蛋白及 mRNA 的表达量均明显高于阴性对照组(P<0.05)。DPI可有效抑制 ROS的产生,

ROS表达被抑制后,NLRP3炎性体蛋白及 mRNA的表达亦明显降低。结论:LTA 是粪肠球菌活化 NLRP3炎性

体的毒力因子,主要借助于 ROS的产生。
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[Abstract]暋Objective:TodetectwhetherEnterococcusfaecalisLTAactivatesNLRP3inflammasomebypromoting灢
reactiveoxygenspeciesexpression.Methods:MousemacrophagesRAW264.7cellswerestimulatedwithEnterococ灢
cusfaecalisLTA,andtheexpressionsofNLRP3proteinandmRNAweredetectedbyWesternblot,ELISA,and
real-timeqPCR.ReducednicotinamideadeninedinucleotidephosphataseoxidaseinhibitorDPIinhibitedthepro灢
ductionofreactiveoxygenspecies(ROS),whichwasdetectedbyfluorescencestainingandflowcytometry.Results:

AfterLTAwasappliedtoRAW264.7cellsfor24hours,theexpressionsofproteinandmRNAofNLRP3,Caspase
-1,andIL-1毬weresignificantlyhigherthanthoseofnegativecontrolgroup(P<0.05).TheDPIcouldeffectively
inhibittheproductionofROS.WhenROSexpressionwasinhibited,theexpressionsofNLRP3inflammatoryprotein
andmRNAweresignificantlyreduced.Conclusion:LTAisthevirulencefactorofEnterococcusfaecalisactivating
NLRP3inflammasome,mainlybytheproductionofROS.
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暋暋目前的研究多认为根尖周病是细菌感染为主的

免疫炎症反应[1],其中粪肠球菌是继发性和持续性

牙髓根尖周感染中常见致病菌。粪肠球菌具有多种

毒力 因 子[2,3],包 括 脂 磷 壁 酸 (lipoteichoicacid,

LTA)、粘附蛋白、细胞溶解素、明胶酶等。其中

LTA是粪肠球菌主要致病因子之一,具有较强的免

疫原性[4]。E.faecalisLTA可以上调人牙周膜成纤

维细胞 RANKL/OPG (nuclearfactor-毷Bligand/
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osteoprotegerin)的表达[5],以及抑制人成骨细胞样

细胞 MG63的分化及凋亡[6],提示其在促进牙槽骨

破坏过程中可能起着重要作用。NLRP3炎性体作

为 NOD样受体的重要信号通路,在宿主低于外来

微生物的第一道防线中发挥着关键作用,包括 NL灢
RP3蛋白、凋亡相关斑点样蛋白(ASC)、半胱氨酸

蛋白酶1(Caspase-1)及IL-1毬,NLRP3炎性小体

包括 NLRP3蛋白、凋亡相关斑点样蛋白(ASC)及
半胱氨酸蛋白1(caspase-1)。在受到外界刺激后,

NLRP3通过寡聚化,聚集大量pro-Caspase-1,
从而形成 NLRP3炎性体并使Caspase-1活化,进
而在天然免疫防御中促进pro-IL-1毬的切割成
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熟,IL-1毬是 NLRP3炎症体活化的标志,进而引发

一系列的炎症反应。

暋暋以往的研究表明,在大鼠根尖周炎中,NLRP3
炎性体呈高表达[7,8],粪肠球菌 LTA 可通过 NF-
毷B信号通路活化 RAW264.7细胞的 NLRP3炎性

体[9]。亦有研究表明还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸 酶 (nicotinamideadeninedinueleotidephos灢
phate,NADPH)氧化酶等可通过诱导活性氧(Re灢
activeoxygenspecies,ROS)产生进而激活 NLRP3
炎性体。

暋暋因此,本研究用粪肠球菌主要毒力因子脂磷壁

酸LTA作用于小鼠巨噬细胞系 RAW264.7,探讨

LTA能否通过活化 ROS进而活化 NLRP3炎性

体,进一步研究 NLRP3炎性体在根尖周炎中的活

化机制。

1暋材料与方法

1.1暋主要材料和试剂暋粪肠球菌 LTA、二苯碘

DPI、QuantiProTM BCA Assay Kit (Sigma -
Aldrich,美国);NLRP3多克隆抗体、Caspase-1
多克隆抗体、羊抗兔二抗、IL-1毬ELISA 试剂盒

(abcam,美国);总RNA提取试剂盒(生工生物工程

股份有限公司);SYBR猝 PremixExTaqM栻、Pri灢
meScriptTM RTreagentkitwithgDNAEraser(宝
生物工程有限公司)

1.2暋细胞培养暋实验所用细胞为小鼠巨噬细胞系

RAW264.7,由武汉大学口腔生物医学重点实验室

馈赠。细胞培养于含10%胎牛血清,1%双抗的高

糖DMEM 培养基中,置于37曟,5%CO2的培养箱

培养。细胞传代后,取生长状态比较好的第3~4代

细胞用于实验。

1.3暋免疫荧光及流式细胞仪检测ROS的表达暋细

胞数量为5暳105cells/孔接种于24孔板,培养24h
后,10毺mol/L的 NADPH 氧化酶抑制剂 DPI(Di灢
phenyleneiodoniumchloride)提前处理细胞1h后,

10mg/LLTA或LTA直接刺激细胞1h后收集细

胞进行荧光显微照相和流式细胞仪检测。用新鲜的

高糖 DMEM 培养基稀释活性氧 ROS荧光探针-
二 氢 乙 啶 (Dihydroethidium,DHE)探 针 至 10

毺mol/L,稀释好的DHE工作液重悬细胞,37曟,避
光孵育30min后,将20毺L细胞滴于显微载玻片

上,盖上盖玻片,倒置荧光显微镜下,红光激发,观察

和拍摄各不同实验组细胞绿色发射图像,ROS阳性

细胞在整个核区被染成绿色。DHE重悬细胞避光

孵育30min后,细胞离心去上清,预冷的PBS缓冲

液洗涤细胞去除残余的探针,消除背景。使用流式

细胞仪设置F1荧光通道检测 ROS的表达情况,采
用合适的激发波长和发射波长,将细胞分成2个亚

群,圈门后得到相应的峰图,保存并分析图片,总结

数据。

1.3暋Real-timeqPCR检测 NLRP3、Caspase-1、

IL-1毬的 mRNA 表达情况暋细胞常规消化后,吹
打成单细胞悬液,细胞数量为5暳105cells/孔接种于

6孔板,培养24h后,LTA 组加入10mg/LLTA,

LTA+DPI组 加 入 10 mg/L LTA+10毺mol/L
DPI,24h后收集细胞,检测 NLRP3、Caspase-1、

IL-1毬的 mRNA 表达情况。细胞总 RNA 提取依

据 UNIQ-10柱式Trizol总RNA抽提试剂盒的说

明书进行,按照PrimeScriptTM RTreagentkitwith
gDNAEraser(TaKaRa)说明书去除基因组 DNA
及 反 转 录 为 cDNA 反 应,SYBR猝 Premix Ex
TaqTMII(TliRNaseHPlus)试剂盒说明书进行实

验反应。其中小鼠的 NLRP3、Caspase-1、IL-1毬
及内参基因 GAPDH 的引物委托上海生工生物工

程股份有限公司公司合成,引物序列如表1所示。

表1暋小鼠 NLRP3炎性体相关基因引物序列

Table1暋PrimersequenceformiceNLRP3inflammasome

Primer Sequences

NLRP3F ACCAGCCAGAGTGGAATGAC
NLRP3R ATGGAGATGCGGGAGAGATA
Caspase-1F GTATTCACGCCCTGTTGGA
Caspase-1R GCTTCCTCTTTGCCCTCA
IL-1毬F CTCACAAGCAGAGCACAAGC
IL-1毬R TCCAGCCCATACTTTAGGAAGA
GAPDHF AAATGGTGAAGGTCGGTGTG
GAPDHR TGAAGGGGTCGTTGATGG

1.4暋 Westernblot 及 ELISA 法 检 测 NLRP3、

Caspase-1及IL-1毬蛋白的表达暋细胞数量为2
暳106cells/孔接种于60 mm 细胞培养皿中,培养

24h后,LTA+DPI组加入 10毺mol/L DPI+10
mg/LLTA,LTA组直接加入10mg/LLTA,Con灢
trol组不做任何处理。药物作用24h后收集细胞

用 Westernblot法细胞NLRP3与Caspase-1蛋白

表达情况,同时收集细胞悬液,用 ELISA 法检测分

泌至细胞外的IL-1毬的表达情况。细胞总蛋白的

提取按照全蛋白提取试剂盒的说明书进行,蛋白变

性后进行聚丙烯酰氨凝胶电泳(SDS-PAGE)实

验,其中抗体稀释比例如下:Vinculin单克隆抗体稀

释比例为1暶1000,NLRP3多克隆抗体稀释比例为

1暶400,Caspase-1 多 克 隆 抗 体 稀 释 比 例 为 1暶
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7500,所有抗体均用 TBST(TBS缓冲液500mL,

TWEEN-200.5mL)稀释,抗原抗体反应结束后,
将PVDF膜放入凝胶成像系统 BIO-RAD 暗箱

内,加入 ECL发光液发光,采用全自动Imagelab
专业成像系统成像并进行图像输出。成像后的条带

利用Imagelab4.0.1分析软件对图像进行分析,以
目的蛋白与内参蛋白的比值作为每组样本蛋白的相

对表达量。收集好后的细胞悬液按照 ELISA 试剂

盒说明书检测分泌至胞外的IL-1毬蛋白的表达,反
应结束后,利用酶标仪检测A450值,打印检测结果绘

制标准曲线,根据数据计算样本的浓度并分析。

1.5暋统计学分析暋所有细胞实验均选用不同批次

的细胞重复3次。采用SPSS13.0ForWindows软

件对相关数据进行统计学分析。数据用煀x暲s来表

示,若数据符合正态分布、方差齐,组间均数比较采

用单因素方差分析,多个样本均数间两两比较采用

Student-Newman-Keuls-q 检 验,否 则 采 用

Tamhane暞sT2检验,P<0.05或P<0.01为差异有

统计学意义。

10毺mol/LNADPH 氧化酶抑制剂 DPI提前处理细胞1h,10mg/LLTA刺激细胞1h或LTA直接刺激细胞1h后,检测 ROS的表达情况。

1a:ROS荧光探针标记细胞后,荧光显微镜下 ROS表达阳性的细胞呈绿色(暳200)。1b:流式细胞仪检测不同处理组中 ROS表达情况的结果

图。1c:ROS在各组表达的统计学分析,*P<0.05,与其他组相比,差异有统计学意义

图1暋不同处理组 ROS的表达情况

Fig.1暋ROSexpressionindifferenttreatmentgroups.

10毺mol/LDPI与LTA共同作用于 RAW264.7细胞,或直接加入LTA刺激24h后,NLRP3、Caspase-1、IL-1毬mRNA相对表达量的统计

学结果。*P<0.05,与其它两组相比,差异有统计学意义

图2暋不同处理组 NLRP3炎性体 mRNA的表达情况

Fig.2暋ExpressionofNLRP3inflammasomemRNAindifferenttreatmentgroups.

2暋结果

2.1暋各个实验组中 ROS的表达情况暋用 ROS荧

光探针DHE标记不同处理条件下的细胞,荧光显

微镜下观察发现,细胞的胞浆或胞核有绿色的激发

光即ROS表达呈阳性。图1的结果显示不同处理

组中ROS的表达情况,LTA作用 RAW264.7细胞

1h后,ROS的表达量为5.4%,明显高于阴性组及

抑制剂组(P<0.05)。阴性组的表达仅为0.8%,

NADPH 氧化酶抑制剂 DPI组的 ROS表达量低于

阴性对照组,为0.6%,但二者的表达并无统计学差
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异(P>0.05),如图1c所示。

2.2暋NLRP3、Caspase-1、IL-1毬mRNA 的表达

情况暋如图2所示,LTA 作用于 RAW264.7细胞

24h后,NLRP3、Caspase-1、IL-1毬mRNA的表达

量均明显高于阴性对照组(P<0.05),而当LTA与

NADPH 酶氧化抑制剂 DPI共同作用于细胞24h
后,上述因子的表达量均明显降低(P<0.05),但表

达仍高于正常对照组(P<0.05)。

10毺mol/LDPI与LTA共同作用于 RAW264.7细胞,或直接加入 LTA 刺激24h后,NLRP3、Caspase-1、IL-1毬炎性体的蛋白表达情况。

3a:Westernblot结果显示细胞内 NLRP3与Caspase-1的蛋白表达条带。3b:NLRP3及 Caspase-1蛋白相对表达量的统计学分析,*P<

0.05,不同处理组同一个蛋白相对表达量与其它两组相比,差异有统计学意义。3c:ELISA 检测胞外IL-1毬蛋白表达的统计学分析,*P<

0.05,与其他组相比差异有统计学意义

图3暋不同处理组 NLRP3炎性体蛋白的表达情况

Fig.3暋ExpressionofNLRP3inflammasomeproteinindifferenttreatmentgroups.

2.3暋NLRP3、Caspase-1、IL-1毬蛋白的表达情况

暋Westernblot的结果显示,LTA 作用于 RAW
264.7细胞24h后,NLRP3、Caspase-1表达量均

明显高于阴性对照组(P<0.05),无活性的 Pro-
caspase-1的表达与阴性对照组无统计学差异,

NADPH 酶氧化抑制剂DPI可明显抑制 LTA 促进

炎性体高表达这一作用,除 Pro-caspase-1的表

达无明显变化外,NLRP3、Caspase-1的表达均明

显降低 (P<0.05),但 仍 高 于 正 常 对 照 组 (P>
0.05)。ELISA法检测分泌至胞外的IL-1毬的表

达情况,结果显示 LTA 组的表达明显高于 LTA+
DPI组(P<0.05),但 LTA+DPI组的表达仍高于

正常对照组(P<0.05)。上述因子蛋白的表达趋势

与 mRNA一致,结果如图3所示。

图4暋粪肠球菌LTA活化 NLRP3信号通路图

Fig.4暋SignalingpathwayofEnterococcusfaecalisLTA-activated

NLRP3.

3暋讨论

暋暋当机体受到外源性物质的刺激后通过氧化应激

反应而产生的ROS是造成机体免疫炎症性反应的

诱因之一,近年来的研究亦表明,牙髓根尖周病亦与

机体的免疫炎症反应相关,而 NLRP3炎性体的异

常激活与多种自身免疫性疾病相关。故本研究进一

步探讨ROS与 NLRP3炎性体在根尖周病中的作

用。目前的研究表明 NLRP3炎性体可受到多种来

自 于 胞 外 环 境 和 胞 浆 内 的 病 原 相 关 分 子 模 式

(pathogen - associated molecular patterns,

PAMPs)以及来 自 于 宿 主 的 危 险 相 关 分 子 模 式

(dangerassociatedmolecularpatterns,DAMPs)激
活[10,11]。几乎所有的 NLRP3炎性体激活物都是线

粒体ROS的激动剂,ROS的产生途径有多种[12],
例如,饱和脂肪酸棕榈酸通过线粒体ROS依赖的方

式激活 NLRP3炎性体并释放出活化的IL-1毬
[13],

其中通过 NADPH 氧化酶的途径诱导活性氧 ROS
的产生进而激活炎性体是 NLRP3炎性体活化的经

典方式。而多种研究也表明,革兰氏阳性菌脂磷壁

酸LTA可以通过 NADPH 氧化酶产生ROS[14,15]。

暋暋NADPH 氧化酶抑制剂 DPI已广泛应用于多

种氧化酶的阻断实验,其阻断作用明确,故本研究选

用DPI作为 ROS的阻断剂,研究 ROS在 LTA 作

用下对 NLRP3炎性体的作用。通过研究结果证实

粪肠球菌 LTA 可以促进 ROS的高表达,当加入

NADPH 氧化酶抑制剂后,LTA 促使的 ROS的高
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表达明显被抑制,而此时相应的 NLRP3炎性体相

关因子的蛋白及 mRNA 的表达也全部下降,但仍

高于对照组。该结果也说明粪肠球菌 LTA 对 NL灢
RP3的激活需要 ROS的参与,但是 ROS并不是唯

一的因素。粪肠球菌LTA 可以通过 NF-毷B信号

通路活化 NLRP3炎性体[9],说明LTA可以直接活

化 NLRP3炎性体需借助 NF-毷B信号通路及ROS
的产生。相关信号通路图如图4所示,一条途径是

粪肠球菌 LTA 与细胞膜上的 TLR2相互作用,通
过活化髓样分化因子88(mydoiddiferentiationfac灢
tor88,MyD88)后激活丝氨酸/苏氨酸家族IRAK
信号通路,继而 NF-毷B信号通路被活化,释放出促

炎因 子 IL-1毬,同 时 激 活 NLRP3,进 而 活 化

Caspase-1,最终促进更多的IL-1毬分泌至胞外,
造成机体的多种损伤。另一条途径是粪肠球菌

LTA促使细胞膜上的 NADPH 氧化酶活化后释放

活性氧ROS,ROS进一步促进 NLRP3炎性体的活

化。

暋暋综上所述,本文的研究结果表明粪肠球菌LTA
可以通过促进ROS的产生而活化 NLRP3炎性体。
但本文对粪肠球菌活化 NLRP3炎性体的研究是单

一的致病因素对单一的巨噬细胞的作用,信号通路

相对简单明了。而当多种细菌及细菌的多种毒力因

子相互作用时,其作用机制会更复杂,有益菌可能变

成有害菌,反之亦然。
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