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【摘要】 目的  探讨不同严重程度脓毒症肠道损伤模型中 NOD 样受体蛋白 3（NLRP3）炎症小体表达及其

介导的炎症反应和凋亡。方法  体外培养人结直肠腺癌细胞株（Caco-2），取对数生长期细胞分为空白对照组（用

完全培养基正常培养）及脂多糖（LPS）1、2、4 mg/L 组（用含 1、2、4 mg/L LPS 的完全培养基培养）。分别于 6、12、

24 h 收集细胞上清液，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测炎性因子肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素

（IL-6、IL-1β、IL-18）水平；采用流式细胞仪检测细胞凋亡水平。收集细胞，采用实时荧光定量反转录-聚合酶

链反应（RT-qPCR）检测NLRP3、沉默信息调节因子1（SIRT1）的mRNA表达；采用蛋白质免疫印迹试验（Western  

blotting）检测 NLRP3、SIRT1、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1（caspase-1）以及凋亡相关点样蛋白（ASC）

的蛋白表达。结果  ELISA 结果显示，在同一干预时间点，与空白对照组相比，LPS 各组细胞上清液中 IL-6、

TNF-α、IL-1β及 IL-18 水平均呈剂量依赖性增加，并呈一定时间依赖性，其中 24 h 时 LPS 4 mg/L 组升高最为

显著〔IL-6（ng/L）：3.55±0.06 比 0.67±0.09，TNF-α（ng/L）：15.37±0.19 比 5.04±0.14，IL-1β（ng/L）：2.26±0.10

比 0.56±0.09，IL-18（ng/L）：433.92±22.55 比 93.55±21.13，均 P＜0.05〕。细胞凋亡检测结果显示，与空白对

照组相比，LPS 各组细胞凋亡率均有增加趋势，并呈一定剂量依赖性和时间依赖性，以 24 h 时 LPS 4 mg/L 组细

胞凋亡率升高最为显著〔（14.83±3.73）% 比（5.87±1.17）%，P＜0.05〕。RT-qPCR 结果显示，随 LPS 剂量增加

和干预时间延长，细胞 NLRP3 mRNA 表达逐渐升高，而 SIRT1 mRNA 表达则呈下降趋势，24 h 时 LPS 4 mg/L 组

与空白对照组比较差异均有统计学意义〔NLRP3 mRNA（2-ΔΔCt）：8.20±2.82比1.00±0.36，SIRT1 mRNA（2-ΔΔCt）： 

0.58±0.01 比 1.03±0.06，均 P＜0.05〕。Western blotting 显示，与空白对照组相比，LPS 各组 NLRP3、caspase-1、

ASC 的蛋白表达均明显升高，SIRT1 蛋白表达明显降低；在各干预时间点，随 LPS 剂量增加，NLRP3、caspase-1、

ASC 的蛋白表达逐渐升高，而 SIRT1 蛋白表达逐渐降低，24 h 时 LPS 4 mg/L 组与空白对照组比较差异均有统计

学意义〔NLRP3 蛋白（NLRP3/β-actin）：1.48±0.03 比 0.90±0.12，caspase-1 蛋白（caspase-1/β-actin）：1.18±0.11

比 0.72±0.09，ASC 蛋白（ASC/β-actin）：1.09±0.01 比 0.82±0.03，SIRT1 蛋白（SIRT1/β-actin）：0.48±0.03 比 

0.76±0.05，均 P＜0.05〕。结论  在体外脓毒症肠道炎症模型中，随 LPS 剂量增加及干预时间延长，肠道炎症反 

应及细胞凋亡呈增加趋势，可能与NLRP3炎症小体及下游分子ASC与caspase-1表达上调、SIRT1表达下调相关。
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【Abstract】 Objective  To  investigate  the expression of NOD-like  receptor protein 3  (NLRP3)  inflammasome  
in  intestinal  injury  models  with  different  severity  of  sepsis  and  the  inflammatory  response  and  apoptosis  mediated 
by  NLRP3  inflammasome.  Methods  Human  colorectal  adenocarcinoma  cells  (Caco-2)  were  cultured  in vitro. 
The  logarithmic  growth  phase  cells  were  divided  into  blank  control  group  (normal  culture  in  complete  medium)  and 
lipopolysaccharide (LPS) 1, 2 and 4 mg/L groups (complete medium containing 1, 2 and 4 mg/L LPS, respectively). The 
supernatant were collected at 6, 12 and 24 hours, and the levels of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukins (IL-6, 
IL-1β, IL-18) were detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA). The apoptotic level of cells was detected 
by flow cytometry. The cells were harvested, and the real-time fluorescence quantitative reverse transcription-polymerase 
chain reaction (RT-qPCR) was used to detect the mRNA expressions of NLRP3 and silent information regulator 1 (SIRT1). 
Western  blotting  was  used  to  detect  the  protein  expressions  of  NLRP3,  SIRT1,  caspase-1  and  apoptosis-associated 
speck-like protein (ASC).  Results  ELISA results showed that  the levels of IL-6, TNF-α, IL-1β, and IL-18 in cell 
supernatant  of  LPS  groups  increased  in  a  dose-dependent  and  time-dependent  manner  as  compared  with  the  blank 
control group during the same intervention period. The increase was most significant in LPS 4 mg/L group at 24 hours [IL-6  
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  脓毒症因高发病率、高病死率一直是危重症领

域研究的热点及难点。在脓毒症发病过程中，机体

释放大量炎性介质，导致炎症反应失控，常伴发器官

功能障碍。肠道由于特殊的结构和功能，不仅参与

脓毒症的发生发展，也会作为靶器官损伤自身功能，

从而造成恶性循环。NOD 样受体蛋白 3（NOD-like  

receptor protein 3，NLRP3）炎症小体是细胞质中一类

模式识别受体，能够识别保守微生物信号及宿主危

险信号，激活相关炎症信号通路，诱导炎症反应与免

疫应答，进而启动防御机制。已有研究证实，NLRP3 

在脓毒症患者体内高表达［1］，且通过增加促炎因子

的成熟释放、诱导凋亡，调控中性粒细胞吞噬能力

等多种机制，与脓毒症的发生发展和不良预后密切

相关［2-3］。本研究通过制备不同严重程度体外脓毒

症肠道损伤模型，探讨脓毒症状态下 NLRP3 炎症小

体活化对炎症反应及细胞凋亡的影响。

1 材料与方法 

1.1  细胞培养与实验分组：体外培养人结直肠腺癌

细胞株（colorectal adenocarcinoma cells，Caco-2；购

于武汉普诺赛生命科技有限公司），以每瓶5×105 个 

细胞密度接种到培养瓶，置于恒温箱中培养 24 h。

细胞贴壁进入对数生长期后，分为空白对照组（用

完全培养基正常培养）及脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）1、2、4 mg/L 组（用含 1、2、4 mg/L LPS 的完全

培养基培养），并分别于 6、12、24 h 收集细胞进行后

续实验。本实验中所有操作均符合伦理学标准，并

(ng/L): 3.55±0.06 vs. 0.67±0.09, TNF-α (ng/L): 15.37±0.19 vs. 5.04±0.14, IL-1β (ng/L): 2.26±0.10 vs. 0.56±0.09,  
IL-18 (ng/L): 433.92±22.55 vs. 93.55±21.13, all P < 0.05]. The results of the apoptotic test showed that, compared with 
the blank control group,  the apoptotic  rate of LPS groups  increased  in a dose-dependent and  time-dependent manner, 
and the apoptotic rate of LPS 4 mg/L group increased most significantly at 24 hours [(14.83±3.73)% vs. (5.87±1.17)%, 
P  <  0.05]. RT-qPCR  results  showed  that  the  expression  level  of NLRP3 mRNA was  increased,  while  the  expression 
level of SIRT1 mRNA was decreased with the increase of LPS intervention dose and the prolonging of intervention time. 
At  24  hours,  there  were  significant  differences  between  LPS  4 mg/L  group  and  blank  control  group  [NLRP3 mRNA  
(2-ΔΔCt): 8.20±2.82 vs. 1.00±0.36, SIRT1 mRNA (2-ΔΔCt): 0.58±0.01 vs. 1.03±0.06, both P < 0.05]. Western blotting 
showed that compared with the blank control group, the protein expression levels of NLRP3, caspase-1 and ASC in LPS 
groups were significantly  increased, while  the protein expression  levels of SIRT1 were significantly decreased. During 
each intervention period, with the increase of LPS dose, the expressions of NLRP3, caspase-1 and ASC protein increased 
gradually,  while  the  expression  of  SIRT1  protein  decreased  gradually.  At  24  hours,  the  difference  between  the  LPS  
4 mg/L group and the blank control group was significant [NLRP3 protein (NLRP3/β-actin): 1.48±0.03 vs. 0.90±0.12, 
caspase-1 protein (caspase-1/β-actin): 1.18±0.11 vs. 0.72±0.09, ASC protein (ASC/β-actin) : 1.09±0.01 vs. 0.82±0.03, 
SIRT1 protein (SIRT1/β-actin): 0.48±0.03 vs. 0.76±0.05, all P < 0.05].  Conclusion  In vitro, in the sepsis induced 
intestinal inflammation model, with the increase of LPS intervention dose and the prolongation of intervention time, intestinal 
inflammatory response and cell apoptosis showed an increasing trend, which may be related to the up-regulation of NLRP3 
inflammasome and its downstream products ASC and caspase-1, and to the down-regulation of SIRT1 expression.

【Key words】  Sepsis;  Intestinal tract;  NOD-like receptor protein 3 inflammasome;  Inflammatory response;   
Apoptosis
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1.2  检测指标及方法

1.2.1  酶联免疫吸附试验（enzyme linked immuno-

sorbent assays，ELISA）检测细胞上清液中炎性因子

水平：取 Caco-2 细胞，4 ℃下离心 10 min 取上清液，

采用 ELISA 法检测肿瘤坏死因子-α（tumor necrosis 

factor-α，TNF-α）和白细胞介素（interleukins，IL-6、

IL-1β、IL-18）水平，均按照试剂盒说明书步骤操作。

1.2.2  流式细胞仪检测细胞凋亡情况：各组细胞经

胰酶消化、离心弃上清液，重悬于 200 μL 结合缓冲 

液，加10 μL膜联蛋白Ⅴ-异硫氰酸荧光素（Annexin Ⅴ- 

fluorescein isothiocyanate，Annexin Ⅴ-FITC）混匀，室

温避光反应 15 min，加 300 μL 结合缓冲液及 5 μL 碘

化丙啶（propidium iodide，PI）反应15 min，上机检测。

1.2.3  实时荧光定量反转录-聚合酶链反应（real-time  

fluorescence quantitative reverse transcription-polymerase  

chain reaction，RT-qPCR）检测细胞 NLRP3 和沉默信

息调节因子1（silent information regulator 1，SIRT1）的 

mRNA 表达：加 TRIzol 收集细胞，提取细胞总 RNA，

测定纯度和浓度后，反转录成 cDNA；按试剂盒说明

书进行 qPCR。反应条件：95 ℃预变性 15 min；95 ℃ 

变性 10 s，60 ℃退火 32 s，72 ℃延伸 30 s，40 个循

环。引物设计及合成由深圳华大基因有限公司完成。

以 3-磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）作为内参。采用 2-ΔΔCt 法计 
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算 NLRP3 及 SIRT1 的 mRNA 表达量。

1.2.4  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测

细胞中 NLRP3、SIRT1、天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶 1（caspase-1）及凋亡相关点样蛋白（apoptosis-

associated speck-like protein，ASC）的蛋白表达：使

用蛋白裂解液裂解细胞，提取细胞总蛋白后定量，经

过十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（sodium 

dodecyl  sulfate-polyacrylamide gel  electrophoresis，

SDS-PAGE），再电转移到聚偏二氟乙烯膜上，用含吐 

温20的磷酸盐缓冲液洗涤，5%脱脂奶粉封闭2 h。磷 

酸盐缓冲液再次洗涤后分别加入抗 NLRP3、SIRT1、

ASC 及 caspase-1 一抗，4 ℃摇床过夜；加入二抗室

温避光孵育 2 h 后，化学发光法显影，以β-肌动蛋

白（β-actin）为内参。采用 Image Lab 软件分析各条

带灰度值，以目的蛋白与内参蛋白的灰度值比值作

为目的蛋白的表达量。

1.3  统计学分析：应用 SPSS 20.0 软件分析数据。

计量资料符合正态分布，以均数 ± 标准差（x±s）表

示，多组间比较采用方差齐性检验，方差齐时采用单

因素方差分析，两两比较应用 SNK 法；方差不齐则

采用 Dunnett 检验。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  各组 Caco-2 细胞上清液中炎性因子水平比较

（图 1）：在同一干预时间点，与空白对照组相比，不

同剂量 LPS 各组细胞上清液中 IL-6、TNF-α、IL-1β

及 IL-18 水平呈剂量依赖性增加（均 P＜0.05）。说

明 LPS 刺激 Caco-2 细胞后能够呈剂量依赖性增加

炎性因子水平。

2.2  各组 Caco-2 细胞凋亡情况比较（图 2～3）：与

空白对照组相比，LPS 各组细胞凋亡率均有增加趋

势。6 h 时，与空白对照组相比，LPS 各组细胞凋亡

率呈剂量依赖性增加（均 P＜0.05）；且随时间延长，

LPS 各组细胞凋亡进一步加重，24 h 时 LPS 4 mg/L

组细胞凋亡率显著高于空白对照组及LPS 1 mg/L组 

（均 P＜0.05）。

2.3  各组 Caco-2 细胞中 NLRP3 及 SIRT1 的 mRNA

表达比较（图 4）：与空白对照组比较，LPS 各组细

胞 NLRP3 mRNA 表达显著升高，而 SIRT1 mRNA 表

达显著降低（均 P＜0.05）；不同剂量 LPS 各组间差

异虽不明显，但随着LPS剂量增加及干预时间延长，

NLRP3 mRNA 表达呈升高趋势，SIRT1 mRNA 表达

呈降低趋势。

注：Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，LPS 为脂多糖，IL-6 为白细胞介素-6，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，IL-1β为白细胞介素-1β， 
IL-18 为白细胞介素-18；与空白对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 1 mg/L 组比较，bP＜0.05；与 LPS 2 mg/L 组比较，cP＜0.05

图 1  各组不同时间点 Caco-2 细胞上清液中炎性因子水平变化比较
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2.4  各组 Caco-2 细胞 NLRP3、SIRT1、caspase-1 及

ASC的蛋白表达比较（图5～6）：与空白对照组相比，

不同剂量LPS各组细胞NLRP3、caspase-1及ASC的

蛋白表达均显著升高，而 SIRT1 蛋白表达显著降低 

（均 P＜0.05）。在不同干预时间点，随着 LPS 剂量增

加，NLRP3、caspase-1 及 ASC 的蛋白表达均逐渐升

高，而 SIRT1 蛋白表达则逐渐降低，LPS 4 mg/L 组与

空白对照组比较差异均有统计学意义（均 P＜0.05）。

说明 LPS 刺激 Caco-2 细胞后，在炎症状态下 NLRP3 

炎症小体及其下游分子 caspase-1、ASC 表达增加，

SIRT1 表达减少。

注：Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，LPS 为脂多糖，FITC 为异硫氰酸荧光素，PI 为碘化丙啶

图 2  流式细胞仪检测各组不同时间点 Caco-2 细胞凋亡情况

注：Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，SIRT1 为沉默信息调节因子 1，LPS 为脂多糖； 
与空白对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 1 mg/L 组比较，bP＜0.05

图 4  各组不同时间点 Caco-2 细胞 NLRP3 及 SIRT1 的 mRNA 表达变化比较

注：Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，LPS 为脂多糖； 
与空白对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 1 mg/L 组比较，bP＜0.05

图 3  各组不同时间点 Caco-2 细胞凋亡率变化比较
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3 讨 论 

  脓毒症时血液中细菌毒素及炎性因子急剧升

高，导致肠道黏膜屏障受损，进而引起肠内病原微生

物及其毒素移位入血，加剧脓毒症的发生发展［4］。引 

起脓毒症肠道功能障碍的重要病理生理基础可能

是肠上皮细胞炎症反应及凋亡［5］。NLRP3 是存在

于细胞质的一类模式识别受体，与 ASC 和 caspase-1

前体组装形成 NLRP3 炎症小体，后者再通过激活

caspase-1 诱导炎症反应和细胞凋亡，从而启动防御

机制，是机体先天性免疫反应的重要构成部分［6］。 

脓毒症状态下，机体 NLRP3 炎症小体及下游分子高

表达，通过增加促炎因子的成熟释放及诱导凋亡反

应，参与调控脓毒症免疫反应，与器官功能障碍及

不良预后密切相关。相关研究报道，微小 RNA-21 

Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，SIRT1 为沉默信息调节因子 1，caspase-1 为 
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，ASC 为凋亡相关点样蛋白，LPS 为脂多糖，β-actin 为β-肌动蛋白

图 5  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测各组不同时间点 Caco-2 细胞 NLRP3、SIRT1、caspase-1 及 ASC 的蛋白表达

注：Caco-2 为人结直肠腺癌细胞株，NLRP3 为 NOD 样受体蛋白 3，SIRT1 为沉默信息调节因子 1，caspase-1 为 
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1，ASC 为凋亡相关点样蛋白，LPS 为脂多糖，β-actin 为β-肌动蛋白； 

与空白对照组比较，aP＜0.05；与 LPS 1 mg/L 组比较，bP＜0.05；与 LPS 2 mg/L 组比较，cP＜0.05

图 6  各组不同时间点 Caco-2 细胞 NLRP3、SIRT1、caspase-1 及 ASC 的蛋白表达比较
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（microRNA-21，miR-21）基因缺陷小鼠在脓毒症时可

通过抑制骨髓间质细胞中NLRP3活化，下调ASC及

caspase-1 表达，进而减缓炎症反应并减少凋亡［7］。 

NLRP3 炎症小体也参与脓毒症肠道功能障碍的发

展与转归。研究证实，盲肠结扎穿孔术（cecal ligation  

perforation，CLP）致脓毒症大鼠模型 NLRP3 炎症小

体激活，细胞因子大量释放，肠屏障通透性增加［8］。

  以上研究均支持本实验结果，在体外脓毒症肠

道炎症模型中 NLRP3 炎症小体活化，且 NLRP3 上

调程度与脓毒症严重程度成正比。NLRP3 炎症小

体下游分子 caspase-1 表达及其调控的 IL-1β、IL-18 

等炎性因子分泌也随LPS剂量增加及干预时间延长

而相应增多。ASC表达在LPS干预中晚期明显上调，

这与流式细胞仪检测的凋亡结果一致，提示脓毒症

NLRP3 炎症小体活化诱导肠上皮细胞凋亡在晚期

高剂量 LPS 干预时最显著。相关研究报道，NLRP3

炎症小体抑制剂 MCC950 对减轻 LPS 诱导的肠上

皮细胞损伤和焦亡具有显著作用［9］。通过本实验

初步预测，临床中脓毒症肠道功能损伤与 NLRP3 炎

症小体的活化相关，且有待更深入地探讨脓毒症状

态下 NLRP3 抑制剂能否通过改善肠道炎症及凋亡，

进而发挥肠道功能保护作用。

  SIRT1 是高度保守的 NAD+ 依赖的蛋白去乙

酰化酶和（或）二磷酸腺苷（adenosine diphosphate， 

ADP）核糖基转移酶，能作为炎症抑制剂参与调节

肠道炎症反应和组织稳态。研究表明，在严重失血

性休克所致的小肠缺血 / 再灌注损伤模型中，肠道

SIRT1 下调与上皮细胞凋亡增加及肠屏障的破坏密

切相关［10］；炎症性肠病患者和结肠炎小鼠 SIRT1 下

调，且激活 SIRT1 有助于减轻肠道的炎症反应［11］。 

本研究通过检测 SIRT1 蛋白及 mRNA 表达量发现，

脓毒症体外肠道功能损伤模型中 SIRT1 表达随着

脓毒症严重程度增加呈进行性降低。在脓毒症状态

下，NLRP3 炎症小体活化引起促炎因子分泌并诱导

细胞凋亡，且 SIRT1 表达下调，两者之间可能存在联

系。相关研究报道，SIRT1可通过调节血管内皮细胞 

NLRP3 炎症小体活性而发挥其潜在的抗炎作用［10］；

SIRT1 激活剂能够显著抑制小鼠巨噬细胞 caspase-1

的成熟，意味着 SIRT1 可能参与了 NLRP3 炎症小体

的调节［12］。后续仍需要进一步探讨脓毒症时调控

SIRT1介导NLRP3炎症小体活化在肠道功能中的影 

响及机制，并为临床防治脓毒症器官功能损伤提供

新的研究方向和科研思路。

  综上所述，本研究表明，在体外脓毒症肠道损伤

模型中，随LPS剂量增加及干预时间延长，肠道炎症

反应及细胞凋亡加剧，这与肠上皮中 NLRP3 炎症小

体及其下游分子 ASC 与 caspase-1 表达上调、SIRT1 

表达下调密切相关，其中 SIRT1 可能是调控 NLRP3

炎症小体活化、影响脓毒症肠道病理改变的重要靶

点。但本研究结果仅能解释 Caco-2 细胞模型中的

变化，且样本量小，不能完全排除随机误差，仍需进

行大样本动物实验及临床试验进一步明确 NLRP3

炎症小体在脓毒症肠道功能障碍中的作用及其能否

成为脓毒症治疗干预靶点。
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