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摘要:【目的】分析 E． coli 的 EscI 蛋白 C-末端多肽诱导巨噬细胞 NLＲC4 炎性体应答情况。【方法】以含有
E． coli 的 EscI 蛋白 C-末端氨基酸序列的多肽为材料，通过体外导入小鼠腹腔巨噬细胞，分析细胞的应答情
况。【结果】利用脂多糖预先刺激后，含有 EscI 蛋白 C-末端 15 个氨基酸的多肽能够明显地激活细胞内
NLＲC4 炎性体应答，细胞内半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶 1 被激活，细胞发生 pyroptosis，细胞培养上清中 IL-1β
和 IL-18 的含量增加(P＜ 0. 05)。通过优化刺激条件发现，以多肽 /脂质体为 70 μg /μL 的比例导入细胞并孵
育 4 h 时，IL-1β 的分泌量最高。【结论】含有 E． coli 的 EscI 蛋白 C-末端 15 个氨基酸的多肽能够明显地诱
导巨噬细胞 NLＲC4 炎性体应答。
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在天然免疫的众多模式识别受体 ( pattern
recognition receptor，PＲＲ) 中，NOD 样受体 ( NOD-
like receptor，NLＲ)能够识别胞内菌以及通过不同
途径进入宿主细胞的胞外菌的效应蛋白［1］，是天然
免疫针对病原微生物感染的一类感受器和识别分
子。不同的 NLＲ 识别胞质中不同的致病菌相关分
子 模 式 ( pathogen associated molecular pattern，
PAMP)和内源性分子，从而激活下游的 caspase-1，
诱导 caspase-1 依赖性程序性细胞死亡( pyroptosis);
另外，活化的 caspase-1 对 pro-IL-1β 和 pro-IL-18 进
行剪切，释 放 大 量 的 促 炎 症 因 子 IL-1β 和 IL-
18［2 － 3］。因此，该通路在抗感染的天然免疫中起重
要作用。

Tschopp 等将能够激活 caspase-1 的多蛋白复合
体称为炎性体 ( inflammasome)［4 － 5］。自此以来，关
于炎性体机制的研究已经成为天然免疫应答分析的
热 点 之 一。 NLＲC4 ( NLＲ family， CAＲD domain
containing 4)是 NLＲ 家族的成员之一。目前，已经
发现了众多能够激活 NLＲC4 炎性体应答的活性成
分，如鞭毛蛋白 C-端以及以下组成细菌 III 型分泌
系统( type III secretion system，T3SS)基座的 rod 蛋
白:沙门菌的 PrgJ 蛋白［6］、类鼻疽假单胞菌的 BsaK
蛋白、E． coli 的 EprJ 蛋白 ( EHEC ) 和 EscI 蛋白
(EHEC 和 EPEC)、弗氏志贺氏菌的 MxiI 蛋白和绿
脓假单胞菌的 PscI 蛋白。它们均有激活 NLＲC4 炎
性体所必需的 7 个氨基酸的序列(V＊＊L＊＊＊ )［7］。
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巨噬细胞是研究炎性体应答的主要对象［8］。
为了建立炎性体应答体外分析方法，本研究以小鼠
腹腔巨噬细胞为模型，通过用含有 EscI 蛋白 C-端序
列的多肽体外刺激，分析细胞内炎性体应答的情况，
并通过条件优化，初步建立了该炎性体应答分析技
术，为炎性体机制的进一步研究奠定了技术基础。

1 材料和方法

1. 1 材料
6 － 7 周龄 C57BL /6 小鼠(H-2d )购自扬州大学

比较医学中心。mouse IL-1β flex set 为美国 BD
Pharmingen 公 司 产 品。胎 牛 血 清 ( fetal bovine
serum，FBS ) 为美国 GIBCO 公司 产品; 无酚红
DMEM 为美国 Promega 公司产品。FLICATM caspase
1 detection kit 为美国 Immunochemistry Technologies
公 司 产 品。 mouse IL-18 ELISA ( enzyme-linked
immunosorbent assay ) detection kit 和 Lipofectamine
2000(Lip2000)为美国 Invitrogen 公司产品。大肠杆
菌脂多糖( lipopolysaccharide，LPS)为美国 Sigma 公
司产品。

FACSAria 流式细胞仪(分析软件为 FACSDiva)
为美国 BD 公司产品。TS100-F 倒置显微镜为日本
尼康公司产品。
1. 2 多肽 EscI-C15 的合成

根据文献［7］报道，选取 E． coli O157 菌株的
EscI 蛋白羧基端(含有 C-末端 15 个氨基酸序列的
多 肽 EscI-C15 ) 为 材 料，其 氨 基 酸 序 列 为:
ASLLSTSVTKLVSMQ，由北京中科亚光生物科技有
限公司合成，纯度为 95%。
1. 3 腹腔巨噬细胞的制备

参考文献［9 － 10］方法并加以改进。用 10 mL
灭菌注射器吸取约 10 mL ＲPMI1640 培养基，注入
小鼠腹腔，反复吹打并轻揉腹部后静置几分钟，然后
尽量干净地吸取腹腔内的培养基，用 200 目不锈钢
丝网过滤。将滤液离心，450 × g，5 min，洗涤后，用
ＲPMI 1640 完全培养基(含 10% FBS)重悬细胞，调
整细胞数量，备用。
1. 4 细胞内炎性体的激活分析
1. 4. 1 体外刺激:无菌取 C57BL /6 小鼠腹腔巨噬
细胞，接种 96 孔板，培养过夜后，去除悬浮细胞，洗
涤 2 次，保证 2 × 104 个 /孔(体积为 100 μL)。然后
换用含有 1 μg /mL 的 E． coli LPS 的培养基，刺激 3 h

(诱导产生 pro-IL-1β)。用无血清培养基洗涤两次
后，将 140 ng 纯化的 EscI-C15 与 Lip2000 按照
70 ng /μL的比例导入细胞并孵育 3 h［11］。
1. 4. 2 细胞形态观察:利用倒置显微镜观察细胞形
态的变化。
1. 4. 3 细胞内 caspase-1 的激活:收集细胞，用
FLICA 试剂盒检测 caspase-1 的激活。具体方法参
照操作说明书进行。
1. 4. 4 细胞因子的分泌分析:收集细胞培养上清，
用 CBA( cytometric bead array system)技术检测 IL-
1β 的分泌情况。利用 ELISA 试剂盒检测 IL-18 的
产生。具体方法参照操作说明书进行。
1. 5 不同的刺激因素对 IL-1β分泌的影响

在其他条件固定的条件下，分析刺激剂量、刺激
时间以及刺激方式等因素的改变对 IL-1β 分泌的
影响。

2 结果

2. 1 细胞内炎性体的激活分析结果
预先用 LPS 刺激，然后导入 EscI-C15 多肽(多

肽 /脂质体 = 70 μg /μL)，孵育 3 h。结果表明:(1)
倒置显微镜下，刺激组细胞出现贴壁性死亡现象，细
胞膜损伤，细胞形态不完整。整个过程中未见明显
的细胞悬浮等凋亡特征，而是呈现与 pyroptosis 一致
的形态变化。对照组细胞形态正常(图 1)。(2)细
胞内 caspase-1 的激活水平分析表明，刺激组(3. 5%
左右)明显高于对照组 ( 0. 6% 左右 ) ( P ＜0. 05，图
2)。(3)培养上清中细胞因子的分泌情况分析表
明，相对于对照组，刺激组能明显提高 IL-1β 和 IL-
18 的分泌(P＜0. 05，图 3)。
2. 2 不同刺激剂量对 IL-1β分泌的影响结果

分别按照多肽 /脂质体为 17. 5、35、70、140、280
和 560 μg /μL 的比例导入细胞(事先与培养基等混
匀，然后替换原有培养基，2 μL /100 μL 培养基)后，
在其他条件一致的情况下，分析细胞上清中的 IL-
1β 的分泌情况。结果(图 4)表明，在低于70 μg /μL
时，随着比例的升高，IL-1β 的分泌水平逐渐增加;
当高于 70 μg /μL 时，IL-1β 的分泌水平逐渐下降。
说明多肽 /脂质体为 70 μg /μL 的比例导入细胞是
较好的选择。分析不同刺激剂量对细胞内 caspase-
1 的激活水平表明，不同的刺激剂量对其激活水平
的差异不明显，均处于 3%－ 5%之间，这可能与活化
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图 1． 小鼠腹腔巨噬细胞形态观察(400 × )
Figure 1． Morphology of mouse peritoneal macrophages． A:

Control; B: EscI-C15．

图 2．巨噬细胞内 caspase-1 的活化分析
Figure 2． Activation of intracellular caspase-1 in macrophages．

细胞的死亡有关。
2. 3 不同刺激时间对 IL-1β分泌的影响结果

预先用 LPS 刺激后，分别在 EscI-C15 多肽导入
细胞(多肽 /脂质体为 70 μg /μL)后的不同时间收集
细胞上清，分析培养上清中 IL-1β 的浓度表明，4 h
以内，随着时间的延长，IL-1β 的浓度逐渐升高，但

图 3．培养上清中 IL-1β(A)和 IL-18(B)的含量分析结果
Figure 3． Contents of IL-1β(A) and IL-18(B) in supernatants．

图 4．不同刺激剂量对 IL-1β分泌的影响结果
Figure 4． Secretion of IL-1β after delivery of EscI-C15 with

different doses．

4 h以后，呈现下降趋势(图 5)。
2. 4 刺激方式对 IL-1β分泌的影响结果

刺激 4 h 后分析结果(图 6)表明，相对于对照组，
无 LPS 预先刺激、非导入条件下的 EscI-C15 多肽不
能明显地诱导 IL-1β 的分泌。预先用 LPS 刺激后，虽
然非导入条件下的 EscI-C15 多肽能诱导 IL-1β 的分
泌(P＜0. 05)，但其明显低于 EscI-C15 多肽导入条件
下的刺激能力(P＜0. 05)。说明，EscI-C15 多肽的导
入过程是诱导 IL-1β 分泌的关键过程之一。
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图 5． 不同刺激时间对 IL-1β分泌的影响结果
Figure 5． Secretion of IL-1β after delivery for different time．

图 6． 不同刺激方式下 IL-1β分泌水平的比较结果
Figure 6． Secretion of IL-1β with different stimulating condition． * ，

P＜0. 05

3 讨论

NLＲs 由 3 个结构域组成:①N-端为效应结构域
(PYD、CAＲD 或 BIＲ)，可与下游的接头分子和效应
蛋白结合，启动下游信号转导;②中央的 NACHT 结
构域负责 NLＲ 的寡聚化和活化;③C-端富含亮氨酸
重复序列( leucine-rich repeats，LＲＲs)负责探测和识
别配体［12 － 13］。NLＲ 通常以非活化状态存在，LＲＲs
折叠靠近 NACHT。当 LＲＲs 结合 PAMPs 后，NLＲ 构
象发生变化，暴露 NACHT，触发寡聚化，效应结构域
通过同型互作，CAＲD ( caspase recruitment domain)
或 PYD(pyrin domain)分别募集含有 CAＲD 或 PYD
的效应分子(如 caspase、激酶或接头蛋白)，使分子
相互靠近形成炎性体，从而激活炎性体应答［12］。
NLＲC4 的 N-端效应结构域为 CAＲD，可以通过
CAＲD-CAＲD 互作直接富集 pro-caspase-1，其炎性体
的激活不依赖于 ASC ( apoptosis-associate speck-like
protein containing a caspase recruitment domain)［14］。
根据文献报道，含有 E． coli 蛋白 EscI 的 C-末端 74
个氨基酸的多肽能够激活 NLＲC4 炎性体［7］。另外，

氨基酸序列比较分析表明，在众多能够激活 NLＲC4
炎性体的蛋白中均含有 7 个氨基酸的序列 ( V＊＊

L＊＊＊)［7］。本研究利用根据这一分析合成的多肽刺
激结果充分证实了这一点，并且进一步表明，包含
C-末端 15 个氨基酸的多肽即可显著地激活 NLＲC4
炎性体应答。

caspase-1 是与炎症反应相关的 caspase 家族成员
之一，包括大亚基 P20、小亚基 P10 和长度可变的前
域(prodomain)［15］。激活的巨噬细胞首先合成酶原
pro-caspase-1，然后 pro-caspase-1 富集到炎性体，经过
自身催化裂解为 p10 和 p20 亚单位，从而激活
caspase-1［16］。在 caspase-1 活化分析过程中，caspase-1
抑制剂荧光染料 ( Fluorochrome inhibitor of caspases，
FLICA)FAM-YVAD-FMK 具有膜渗透性，当其进入细
胞后，主要与活化的 caspase-1 的 P20 亚基的反应性
半胱氨酸残基( reactive cysteine residue)共价结合而
留在细胞内，从而抑制酶活性。而未结合的荧光染料
则能渗出细胞而被洗掉。因此，可以通过荧光信号来
检测细胞内 caspase-1 的活化情况。本研究用其标记
后，利用流式细胞术能成功地检测细胞内 caspase-1
的活化情况。但细胞数量较少，这可能是由于
caspase-1 活化后，细胞发生 pyroptosis 的缘故。

细胞的 pyroptosis 现象最初是由 Brennan 和
Cookson 等在伤寒沙门菌感染巨噬细胞的模型中发
现的［17］，并采用希腊文 pyro(发热)和 ptosis(坠落)
将该现象命名为 pyroptosis［18］。研究表明，caspase-1
的激活可以诱导细胞的 pyroptosis，特征是细胞膜破
裂和释放促炎症因子［17］。据报道，沙门菌感染或炭
疽杆菌的致死毒素处理能够使细胞膜产生直径 1. 1
－ 2. 4 nm 的孔，该孔的形成依赖于 caspase-1的激
活。这破坏了细胞的离子梯度，使渗透压增加，细胞
膨胀，最后造成渗透性溶解和炎症成分的释放，导致
组织炎症。在鼠伤寒沙门菌感染巨噬细胞模型中发
现，感染 2. 5 h 后即可形成孔［19］。该孔的形成并非
细菌的 T3SS 所导致的膜损伤，而是宿主细胞中的
炎性体及 caspase-1 等介导的一种防御反应［20 － 22］。
活化的 caspase-1 可局部堆积于单个炎性体中，如超
分子 家 族 pyroptosome［23，24］。据 推 测，较 少 的
caspase-1 活化不足以引发细胞渗透性改变;而炎性
体及 pyroptosome 等形成 caspase-1 活化中心后可引
发足够的孔径，诱发 pyroptosis［25］。本研究利用多肽
刺激后发现，大部分细胞的细胞膜破裂，细胞死亡现
象明显，符合 pyroptosis 的典型特征。

caspase-1 是 IL-1β 转换酶，能使无活性的 pro-
IL-1β 和 pro-IL-18 成熟［17］。位于质膜或溶酶体膜
上的 TLＲs 及部分 NLＲ (如 NOD1、NOD2 )可介导
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NF-κB 信号途径，使 pro-IL-1β 和 pro-IL-18 等在细
胞内累积。在体外刺激巨噬细胞研究 NLＲC4 炎性
体应答过程中，常用 LPS 预先刺激来诱导 pro-IL-1β
的产生［7，26］。而炎性体活化 caspase-1 后，剪切、加
工这些底物并释放出胞外。这两条信号途径协同，
导致炎性因子增加。值得注意的是，细胞崩解与炎
性因子的释放是两个相对独立的过程，炎性因子释
放不要求细胞崩解［19］。流式 CBA 技术是利用流式
细胞术检测液体中可溶性细胞因子的方法，它首先
通过结合捕获抗体的微球来捕捉溶液中的细胞因
子，然后再加入荧光标记的检测抗体，最后通过检测
微球的荧光强度来拟合细胞因子的浓度。本方法简
便，检测速度快。本研究利用该技术检测结果表明，
多肽刺激后，IL-1β 和 IL-18 的分泌明显增强，说明
NLＲC4 炎性体被激活。同时发现，在多肽 /脂质体
比例为 70 μg /μL 的条件下导入细胞，并继续培养
4 h时，IL-1β 的分泌最为明显。说明该条件是体外
分析炎性体活化的最佳条件。

巨噬 细 胞 内 caspase-1 的 活 化、细 胞 发 生
pyroptosis 和细胞因子 ( IL-1β 和 IL-18 ) 的释放是
NLＲC4 炎性体激活过程中的典型特征。本研究通
过分析和条件的优化，为炎性体机制和应用的研究
奠定了技术基础。
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Inflammasome responses in macrophages induced by
C-terminal peptides of Escherichia coli EscI protein

Maozhi Hu1，2，3，Wenhua Li4，Qiuxiang Yan1，Shizhong Geng1，2，Zhiming Pan1，2，
Guiyou Cui4，Xin’an Jiao1，2*
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Key Laboratory of Zoonosis，3 Key Laboratory of Jiangsu Preventive Veterinary Medicine，4 College of Tourism and Cuisine

(College of Food Science and Engineering)，Yangzhou University，Yangzhou 225009，Jiangsu Province，China

Abstract:［Objective］ To analyze NLＲC4 inflammasome responses in macrophages induced by C-terminal of Escherichia

coli EscI protein． ［Methods］ NLＲC4 inflammasome responses in mouse peritoneal macrophages were analyzed after

delivery of the peptides containing C-terminal amino acid sequences of E． coli EscI protein in vitro． ［Ｒesults］ The

peptides containing C-terminal 15 amino acids of EscI protein could significantly activate NLＲC4 inflammasome responses

in macrophages pre-stimulated with lipopolysaccharide． Intracellular caspase-1 was activated and pyroptotic dead cells

were found after peptides delivery． The contents of cytokines，IL-1β and IL-18，in supernatants were elevated significantly

compared with that of the control (P＜ 0. 05) ． Besides，through comparison of IL-1β contents under different stimulation

conditions，4 h incubation after peptides delivery ( peptides: lipofectamine 2000 = 70 μg /μL) could obviously promote

the secretion of IL-1β． ［Conclusion］ Peptides containing C-terminal 15 amino acids of E． coli EscI protein can

significantly induce NLＲC4 inflammasome activation in macrophages．
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