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【摘要】 目的 观察线粒体 DNA（mtDNA）对脂多糖（LPS）诱导的大鼠肺泡巨噬细胞炎症反应的放大作
用，并初步探讨其可能机制。方法 提取 SD 大鼠肝脏组织mtDNA，采用超微量分光光度计及 1%琼脂糖凝胶

电泳检测其浓度及质量。分离和培养 SD大鼠肺泡巨噬细胞，取处于对数生长期的细胞，并将其分为磷酸盐缓

冲液（PBS）对照组、LPS 组、mtDNA 组和 LPS+mtDNA 组 4 组，前 3组分别在肺泡巨噬细胞培养基中加入等体
积的 PBS、LPS 1 mg/L 或 mtDNA 10 mg/L 刺激 6 h 和 12 h；LPS+mtDNA 组在肺泡巨噬细胞培养基中加入 1 mg/L  
LPS 刺激 6 h 后再加入 10 mg/L mtDNA 共同刺激 6 h。采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测细胞上清液中白细

胞介素 -1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子 -α（TNF-α）含量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞焦

亡关键蛋白 Gasdermin D（GSDMD）的表达。结果 ① 所提取的大鼠肝脏组织mtDNA 在波长 260 nm 和 280 nm 

处的吸光度比值（A260/280）介于 1.8～2.0，琼脂糖凝胶电泳可见大小约 16 kb 的单一条带。② LPS、mtDNA 分别
刺激肺泡巨噬细胞 6 h 和 12 h 后 IL-1β、TNF-α含量均较 PBS 组明显升高。LPS 刺激 6 h 后再加入 mtDNA

共同刺激 6 h 组 IL-1β 含量较 LPS 12 h 组进一步升高（ng/L：366.27±23.35 比 154.70±23.32，1＜0.01），而
TNF-α含量与LPS 12 h组相比差异无统计学意义（ng/L：836.13±25.01比 802.67±30.48，1＞0.05）。③ LPS组、
mtDNA 组、LPS+mtDNA 组 GSDMD 蛋白表达均较 PBS 组明显升高（GSDMD/β-actin：1.77±0.05、1.65±0.04、
2.40±0.05 比 1.00±0.02，均 1＜0.01），且 LPS+mtDNA 组 GSDMD 蛋白表达较 LPS 组进一步升高（1＜0.01）。
结论 mtDNA 对 LPS 诱导的大鼠肺泡巨噬细胞炎症反应具有放大作用，其机制可能与mtDNA 增加细胞焦亡

有关。
【关键词】 线粒体 DNA； 细胞焦亡； 肺泡巨噬细胞； 炎症反应
基金项目：国家自然科学基金（81460292，81671894）

Pyroptosis mediated by mitochondrial DNA amplifies the inflammatory response of alveolar macrophage  
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【Abstract】 Objective To observe the amplification effect of mitochondrial DNA (mtNDA) on the 
inflammatory response of rat alveolar macrophage induced by lipopolysaccharide (LPS), and to preliminarily explore its 
mechanism. Methods mtDNA of Sprague-Dawley (SD) rat liver tissue was harvested, ultra-micro spectrophotometer 
and 1% agarose gel electrophoresis were used to detect the concentration and quality of mtDNA. The alveolar 
macrophages of SD rat were isolated and cultured, the macrophages in logarithmic growth phase were divided into 
phosphatic buffer solution (PBS) group, LPS group, mtDNA group and LPS+mtDNA group. The first three groups 
were added equal volumes of PBS, LPS 1 mg/L or mtDNA 10 mg/L to the alveolar macrophages medium for 6 hours 
and 12 hours, respectively; the alveolar macrophage medium of LPS+mtDNA group was stimulated with 1 mg/L LPS 
for 6 hours and then stimulated with 10 mg/L mtDNA for 6 hours. The levels of interleukin-1β (IL-1β) and tumor 
necrosis factor-α (TNF-α) in the cell supernatant were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA); 
the expression of the key protein of Pyroptosis-Gasdermin D (GSDMD) was detected by Western Blot. Results  
① The mtDNA A260/280 ratios were between 1.8-2.0, and agarose gel electrophoresis showed a single band, with a size 
of about 16 kb. ② After alveolar macrophages stimulated by LPS or mtDNA for 6 hours or 12 hours, respectively, the 
levels of IL-1β and TNF-α were higher than those in PBS group. When cells were treated with mtDNA for 6 hours 
after LPS stimulation 6 hours, the levels of IL-1β were higher than those in LPS 12 hours group (ng/L: 366.27±23.35 
vs. 154.70±23.32, 1 < 0.01), but the levels of TNF-α had no significant difference compared with LPS 12 hours group 
(ng/L: 836.13±25.01 vs. 802.67±30.48, 1 > 0.05). ③ The protein expressions of GSDMD in LPS group, mtDNA group 
and LPS+mtDNA group were significantly higher than those in PBS group (GSDMD/β-actin: 1.77±0.05, 1.65±0.04, 
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2.40±0.05, 1.00±0.02, all 1 < 0.01), and the protein expression of GSDMD in LPS+mtDNA group was higher than that 
in LPS group (1 < 0.01). Conclusion mtDNA amplifies LPS-induced alveolar macrophage inflammatory responses, 
which mechanism may be related to the increase in pyroptosis mediated by mtDNA.

【Key words】 Mitochondrial DNA; Pyroptosis; Alveolar macrophage; Inflammatory responses
Fund program: National Natural Science Foundation of China (81460292, 81671894)

 细胞焦亡是一种依赖天冬氨酸特异性半胱氨酸

蛋白酶 1（caspase-1）/caspase-11 的程序性细胞死

亡方式。近年来国内外多项研究证实，细胞焦亡关

键蛋白 Gasdermin-D（GSDMD）是所有炎性 caspases

的共有底物，该蛋白在特定位点的裂解是炎性

caspases 诱导细胞焦亡的效应机制［1］。然而，作为

内源性危险信号（DAMPs）重要来源之一的线粒体

DNA（mtDNA）是否可以引起肺泡巨噬细胞焦亡，参

与脂多糖（LPS）诱导的肺泡巨噬细胞炎症反应尚未

见报道。本研究将 mtDNA 加入经 LPS 预处理的肺

泡巨噬细胞中共同培养，观察肺泡巨噬细胞 GSDMD

蛋白及白细胞介素-1β（IL-1β）、肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）的变化，旨在探讨 mtDNA 在脓毒症肺损

伤中的作用及机制，为寻找脓毒症肺损伤治疗新靶

点奠定基础。

1 材料与方法 
1.1 实验动物及主要试剂：SD 大鼠购自南昌大学
动物科学部（合格证号：43004700013905）。锥虫蓝

染液购自美国 Sigma 公司；瑞氏 -姬姆萨染液购自

南京建成科技有限公司。DMEM培养基、胎牛血清

购自美国 Gibco 公司；青霉素、链霉素购自山东鲁

抗医药股份有限公司；mtDNA 分离试剂盒购自美

国 BioVision 公司；磷酸盐缓冲液（PBS）购自北京

中杉金桥生物技术有限公司；LPS 购自美国 Sigma-

Aldrich 公司；大鼠 IL-1β、TNF-α 酶联免疫吸附

试验（ELISA）试剂盒购自上海依科赛科技实业有限

公司；GSDMD抗体购自英国 Abcam 公司，β-肌动

蛋白（β-actin）及辣根过氧化物酶标记二抗购自北

京中杉金桥生物技术有限公司。

1.2 大鼠肺泡巨噬细胞的分离与培养：参照何俊 
等［2］的方法分离和培养 SD 大鼠肺泡巨噬细胞，锥

虫蓝拒染试验检测细胞活性，瑞氏 - 姬姆萨染色

鉴定肺泡巨噬细胞纯度，加入含 10% 胎牛血清的

DMEM培养基，置于 37 ℃、5% CO2 的恒温培养箱中

培养，2～3 d 更换 1 次培养基。取处于对数生长期

的细胞进行实验。

1.3 mtDNA 的提取、质量及浓度测定：取 SD 大
鼠肝脏，按照 mtDNA 分离试剂盒说明书步骤提取

mtDNA 于 -20 ℃储存。采用 NanoDrop 2000 超微量

分光光度计测定mtDNA 的浓度及其在波长 260 nm

和 280 nm 处的吸光度（A260/280）值，采用 1%琼脂糖
凝胶电泳检测mtDNA 质量。

1.4 实验分组及处理：将肺泡巨噬细胞分为 4组：
① PBS 对照组：肺泡巨噬细胞培养基中加入等体积

PBS，分别刺激 6 h 及 12 h；② LPS 组：肺泡巨噬细

胞培养基中加入 1 mg/L LPS，分别刺激 6 h 及 12 h；

③ mtDNA 组：肺泡巨噬细胞培养基中加入 10 mg/L 

mtDNA，分别刺激 6 h 及 12 h；④ LPS+mtDNA 组：
肺泡巨噬细胞培养基中加入1 mg/L LPS刺激6 h后，

再加入 10 mg/L mtDNA 共同刺激 6 h。收集各组细

胞上清液及细胞沉淀用于后续检测。

1.5 检测指标及方法
1.5.1 炎性因子检测：按照 ELISA 试剂盒说明书步
骤检测各组细胞上清液中 IL-1β、TNF-α水平。

1.5.2 GSDMD 蛋白检测：采用蛋白质免疫印迹试
验（Western Blot）检测各组细胞中 GSDMD 蛋白表

达。裂解细胞提取细胞总蛋白，采用 BCA 法进行蛋

白定量，经十二烷基硫酸钠 -聚丙烯酰氨凝胶电泳

（SDS-PAGE）、转膜、封闭后，加入一抗、二抗，洗膜

后电化学发光（ECL）增强发光，电化学凝胶成像系

统显影，以 GSDMD 与内参β-actin 的灰度值比值

作为表达量。

1.6 统计学分析：使用 SPSS 22.0 软件进行数据分
析，计量数据以均数±标准差（x±s）表示，多组
间比较采用单因素方差分析，进一步组间比较采用

LSD-t检验。1＜0.05 为差异有统计学意义。
2 结 果 
2.1 mtDNA 的质量及浓度：提取大鼠肝脏 mtDNA
后，采用超微量分光光度计测定其 A260/280 比值介于
1.8～2.0，提示所提取的 mtDNA 无蛋白质和酚的污

染；mtDNA 浓度为 3～4 g/L。取 mtDNA 进行琼脂

糖凝胶电泳，可见大小约 16 kb 的单一条带（图 1），

表明mtDNA 提取成功，质量较好。

2.2 LPS 及 mtDNA 刺激对肺泡巨噬细胞炎性因子
分泌的影响（图 2～3）：用 LPS、mtDNA 分别刺激肺

泡巨噬细胞 6 h 及 12 h 后，细胞上清液中 IL-1β、
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注： IL-1β为白细胞介素-1β， PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为 
脂多糖，mtDNA 为线粒体 DNA；与 PBS 6 h 组比较，a1＜0.01； 
与 PBS 12 h 组比较，b1＜0.05；与 LPS 12 h 组比较，c1＜0.01
图 2 各组大鼠肺泡巨噬细胞上清液中 IL-1β含量变化比较

U
O
G
.
Ǆ˷
o
h
0
M
ǅ

1

311

511

711

911

2 111
913/78Ġ
 41/59 

c 

39:/91Ġ
 21/:2 

cd

947/24Ġ
 36/12 

c

3:/64Ġ
 5/11

685/41Ġ
 39/81 

b
5:2/81Ġ
 35/87 

b

3:/:8Ġ
 4/18

QCT
7 i

QCT
23 i

MQT
7 i

MQT 23 i,
nuEOB 7 i

MQT
23 i

nuEOB
7 i

nuEOB
23 i

ፇ՚

注：TNF-α为肿瘤坏死因子-α，PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为 
脂多糖，mtDNA 为线粒体 DNA；与 PBS 6 h 组比较，a1＜0.01； 
与 PBS 12 h 组比较，b1＜0.01；与 LPS 12 h 组比较，c1＜0.01
图 3 各组大鼠肺泡巨噬细胞上清液中 TNF-α含量变化比较

TNF-α 含量均较 PBS 6 h 或 12 h 组明显升高（均

1＜0.05），提示 mtDNA 可引起类似 LPS 的致炎作
用。肺泡巨噬细胞培养基中加入 LPS 刺激 6 h 后再

加入 mtDNA 共同刺激 6 h，细胞上清液中 IL-1β含

量较 LPS 12 h 组明显升高（1＜0.01），而 TNF-α含
量与 LPS 12 h 组差异无统计学意义（1＞0.05），提示
mtDNA 可放大 LPS 诱导的肺泡巨噬细胞炎症反应。
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Western Blot 为蛋白质免疫印迹试验，PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为
脂多糖，mtDNA 为线粒体 DNA，β-actin 为β-肌动蛋白；与 PBS 
12 h 组比较，a1＜0.01；与 LPS 12 h 组比较，b1＜0.05，c1＜0.01

图 4 Western Blot 检测各组大鼠肺泡巨噬细胞中 
细胞焦亡关键蛋白 Gasdermin-D（GSDMD）的表达

2.3 LPS 及 mtDNA 刺激对肺泡巨噬细胞 GSDMD
蛋白表达的影响（图 4）：LPS、mtDNA 分别刺激肺泡

巨噬细胞细胞 12 h，细胞焦亡关键蛋白 GSDMD 表

达均较 PBS 组明显升高（均 1＜0.01）；LPS 刺激 6 h 
后再加入 mtDNA 刺激 6 h，肺泡巨噬细胞 GSDMD

蛋白表达较 LPS 组进一步升高（1＜0.01）。

3 讨 论 
 研究表明，当机体受到细菌和病毒等外源性危

险信号（PAMPs）或机体受损时释放的 DAMPs 刺激

时，可启动一系列信号级联反应，活化 caspase-1 前

体，诱导细胞焦亡发生，进而释放 IL-1β和 IL-18等

大量促炎细胞因子［3-7］，这些细胞因子过度释放可导

致机体自身器官受损［8-9］。众所周知，LPS 是微生物

PAMPs 之一；DAMPs 主要包括高迁移率族蛋白 B1、

线粒体损伤相关分子模式〔mtDNA、N-甲酰肽、三磷 

酸腺苷（ATP）等〕、细胞外基质、热休克蛋白、ATP、

尿酸等［10-12］，其中 mtDNA 是一种重要的 DAMP。

研究表明，mtDNA 与促进大鼠呼吸机相关性肺损伤

（VILI）相关［13］；本课题组前期研究也表明，mtDNA

可以诱导肺泡巨噬细胞促炎细胞因子表达［14］。

 越来越多的研究表明，组织或细胞受损时释放

的 DAMPs 在机体炎症反应中发挥了十分重要的作

用［15-17］。本研究中用 LPS 刺激肺泡巨噬细胞 6 h

后再加入 mtDNA 共同刺激 6 h，IL-1β含量较 LPS  

12 h 组和 mtDNA 12 h 组均明显升高，表明 mtDNA

可放大 LPS 诱导的肺泡巨噬细胞炎症反应。刘蓓

桦等［18］研究显示，用 LPS 与 ATP 共同刺激小鼠巨

图 1 大鼠肝脏线粒体 DNA（mtDNA）琼脂糖凝胶电泳图

ᄣ੥ۅ

27 lc
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噬细胞（RAW264.7），可导致 IL-1β表达显著升高，

该研究者认为 LPS 作用于巨噬细胞时仅激活启动

信号，而 ATP 激活 NOD 样受体蛋白酶 3（NLRP3），

从而引发 NLRP3 炎性小体的集合，活化 caspase-1，

活化的 caspase-1 剪切前体 IL-1β使其成为成熟的

IL-1β并释放到细胞外，因此小鼠巨噬细胞 IL-1β

的分泌是 LPS 与 ATP 共同作用引起的。本课题组

前期研究显示，用线粒体碎片（包含mtDNA）刺激肺

泡巨噬细胞后，可以引起炎性体的活化，caspase-1

表达及 IL-1β分泌增加，提示线粒体碎片与DAMPs

的 ATP 作用类似［19］。

 研究表明，IL-1β的分泌一方面依赖于caspase-1 

剪切前体 IL-1β使其成为成熟的 IL-1β，另一方面

依赖于 caspase-1 切割焦亡蛋白 GSDMD 产生一个

有活性的 N端片段，该片段能与细胞膜紧密结合导

致细胞膜形成穿孔，发生细胞焦亡，引起 IL-1β的

释放［20］。因此我们推测，脓毒症时机体受损细胞

释放的 mtDNA 可以通过增加肺泡巨噬细胞焦亡，

放大肺泡巨噬细胞炎症反应。为此，本研究检测了

肺泡巨噬细胞焦亡关键蛋白 GSDMD 的表达情况，

结果显示，LPS+mtDNA 组 GSDMD 表达较 LPS 组
和 mtDNA 组均进一步升高。提示 mtDNA 放大了

LPS 诱导的肺泡巨噬细胞炎症反应，其机制可能与

mtDNA 增加细胞焦亡有关，这一发现将为寻找脓毒

症肺损伤治疗新靶点奠定基础。
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