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摘要　 目的　 探究新城疫病毒（ＮＤＶ）感染食管癌 ＥＣＡ１０９
细胞后，ＮＬＲＰ３ 炎性小体是否激活、其激活是否与 Ｋ ＋ 外排

有关及 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 轴对 ＮＬＲＰ３ 炎性小体激活的影响。 方法

　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 表达情况；ＥＬＩＳＡ 检测

上清液中 ＩＬ⁃１β 含量；荧光免疫技术检测 ＡＳＣ 斑点的形成情

况；荧光探针技术检测细胞内 Ｋ ＋ 浓度变化；使用 ＡＴＰ 酶、
ＡＴＰ 及 Ｐ２Ｘ７ 受体抑制剂进行干预，研究其在 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体激活中的作用。 结果　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３ 感染细

胞后，细胞内 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 和 ＡＳＣ 蛋白表达上调；胞内钾离

子浓度随感染时间延长而降低（Ｐ ＜ ０. ０５）。 Ｐ２Ｘ７ 受体抑制

剂干预后，胞内 Ｋ ＋ 外流受阻，随抑制剂浓度的增加，Ｋ ＋ 外流

在 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 处受最大抑制（Ｐ ＜ ０. ０５）。 ＡＴＰ 酶及 ＡＴＰ 干预

结果显示，ＡＴＰ 酶抑制 Ｋ ＋ 外流，ＡＴＰ 促进 Ｋ ＋ 外流。 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，抑制 Ｐ２Ｘ７ 受体，ＮＬＲＰ３ 和

ＩＬ⁃１β 蛋白表达下调；ＡＴＰ 酶干预细胞后，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 表

达降低；ＡＴＰ 干预细胞后，ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 蛋白表达上调（Ｐ ＜
０. ０５）。 结论　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞能激活 ＮＬＲＰ３ 炎

性小体，其机制可能与 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 轴有关。
关键词 　 新城疫病毒；ＡＴＰ；Ｐ２Ｘ７；Ｋ ＋ ；ＮＬＲＰ３ 炎性小体；
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　 　 新城疫病毒（ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｖｉｒｕｓ，ＮＤＶ）是家

禽传染性疾病新城疫（ｎｅｗｃａｓｔｌｅ ｄｉｓｅａｓｅ，ＮＤ）的病原

体［１］。 ＮＤＶ 是一种单股负链 ＲＮＡ 病毒，感染人肿

瘤细胞后能选择性杀伤肿瘤细胞，而对正常细胞几

乎不产生作用［２ － ３］。 有文献［４ － ５］ 报道，ＮＤＶ 感染的

某些肿瘤细胞中，存在 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活，以
及 ＩＬ⁃１β 等炎性细胞因子的分泌，参与机体的抗肿

瘤免疫。 已知 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的激活由两种信号

介导：① 由 ＴＬＲ⁃ＮＦ⁃κＢ 通路上调包含 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β
和 ＩＬ⁃１８ 在内的物质的转录；② 由 ＡＴＰ、尼日利亚菌

素、细菌孔隙毒素和晶体及颗粒诱导发生［６ － ７］。 另

有报道［８］称，Ｐ２Ｘ７ 受体（Ｐ２Ｘ７ ｒｅｃｅｐｔｏｒ， Ｐ２Ｘ７Ｒ）作
为一种由细胞外 ＡＴＰ 直接激活的质膜通道对 ＮＬ⁃
ＲＰ３ 炎性小体的激活至关重要。 当 Ｐ２Ｘ７Ｒ 与 ＡＴＰ
结合后，会促使细胞膜上临近的双向整流钾通道打

开并诱导 Ｋ ＋ 外排，此条件成为激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体的关键触发因素［９］。 然而，这种调节机制在 ＮＤＶ
感染的 ＥＣＡ１０９ 细胞激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体中尚不

清楚，因此该研究利用食管癌细胞 ＥＣＡ１０９ 为研究

对象，分析 ＮＤＶ 活化 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的作用，探讨

这种作用是否依赖于 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７。

１　 材料与方法

１． １ 　 主要材料 　 食管癌 ＥＣＡ１０９ 细胞及 ＮＤＶ Ｆ３
株由河北北方学院生命科学研究中心 Ｐ２ 实验室保

存。 ＲＰＭＩ１６４０ 基础培养基购自美国 Ｇｉｂｃｏ 公司；胎
牛血清购自上海 ＥｘＣｅｌｌＢｉｏ 公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ 胶购自美

国 ＢＤ 公司；ａｎｔｉ⁃ＮＬＲＰ３、ａｎｔｉ⁃Ｐ２Ｘ７、ａｎｔｉ⁃ＩＬ⁃１β、ａｎｔｉ⁃
ＰＹＣＡＲＤ 购自美国 Ａｆｆｉｎｉｔｙ 公司；ＧＡＰＤＨ 抗体购自

武汉 ＡＢｃｌｏｎａｌ 公司；辣根过氧化物酶标记的二抗购

自北京博奥森公司；Ａｌｅｘａ ＦｌｕｏｒＴＭ ４８８ 标记的荧光二

抗购自美国 ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司；考马斯亮蓝⁃Ｒ２５０ 购自

北京索莱宝科技有限公司；Ａ⁃７４０００３ 和三磷酸腺苷

双磷酸酶购自美国 ｓｉｇｍａ 公司； ＰＢＦＩ⁃ＡＭ 购自上海

懋康生物公司。
１． ２　 方法

１． ２． １　 食管癌 ＥＣＡ１０９ 细胞培养　 用含 １０％ 胎牛

血清和 １％双抗（青霉素和链霉素）的 ＲＰＭＩ１６４０ 培

养基在 ３７ ℃、体积分数 ５％ＣＯ２、饱和温度条件下常

规培养，取处于对数生长期的细胞进行实验。 ＮＤＶ
Ｆ３ 原液复感染指数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）
值为 １００，用 ＲＰＭＩ⁃１６４０ 无血清培养基稀释 ＮＤＶ Ｆ３
使 ＭＯＩ ＝ ０. １。
１． ２． ２　 实验分组　 首先使用 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９
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细胞，分为 ３ 组：ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ６ ｈ 和 １２ ｈ
组，检测细胞内 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达；
细胞上清液中 ＩＬ⁃１β 的分泌量；细胞内 Ｋ ＋ 浓度变

化。 接下来使用 ＡＴＰ 和 Ｐ２Ｘ７Ｒ 抑制剂 Ａ⁃７４０００３ 分

别干预 ＮＤＶ 感染的 ＥＣＡ１０９ 细胞，ＡＴＰ 干预分为 ５
组：ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ＮＤＶ Ｆ３ 单独处理组）、ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ＡＴＰ
处理组、ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ 酶处理组，其中 ＡＴＰ
浓度分别为 １、３、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ。 Ａ⁃７４０００３ 干预分为 ４
组：ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ＮＤＶ Ｆ３ 单独处理组）、ＮＤＶ Ｆ３ ＋ Ａ⁃
７４０００３ 处理组，其中 Ａ⁃７４０００３ 浓度分别为 １、１０、
１００ ｍｏｌ ／ Ｌ。 对 ＡＴＰ 和 Ｐ２Ｘ７Ｒ 干预的细胞检测 Ｋ ＋

浓度变化；ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达。
１． ２． ３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞内 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 的

表达　 收集细胞并提取蛋白。 十二烷基硫酸钠聚丙

烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ）后转膜；５％ 脱脂奶粉

室温封闭 １ ｈ；一抗 ４ ℃孵育过夜；二抗在室温孵育

２ ｈ。 ＧＡＰＤＨ 作为内参。 ＤＡＢ 显色液显色，ＡＩ６００
上机检测条带，用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 分析并计算灰度值。
１． ２． ４　 荧光免疫技术检测 ＡＳＣ 斑点形成　 取对数

生长期的细胞，胰酶消化后制成细胞悬液，接种于

２４ 孔板爬片，置于 ＣＯ２ 培养箱中培养，待细胞生长

融合至 ５０％左右，加入 ＮＤＶ Ｆ３ 感染不同时间。 随

后用 ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ；加入 ０. ５％ Ｔｒｉｔｏｎ Ｘ⁃１００ 室温通透 ２０ ｍｉｎ，ＰＢＳ
洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；加 ５％ＢＳＡ 封闭液，室温封闭 １ｈ
后，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ；加入一抗稀释液稀释的

一抗后，放置 ４ ℃冰箱过夜。 根据一抗加入相应稀

释好的荧光二抗，后续操作需避光处理，室温孵育 １
～ ２ ｈ。 吸掉多余的二抗稀释液，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ；加入 ＤＡＰＩ 染液染 １０ ｍｉｎ，ＰＢＳ 洗 ３ 次，每次 ５
ｍｉｎ；取载玻片，滴加抗荧光淬灭封片剂封片，荧光显

微镜摄片。
１． ２． ５　 ＥＬＩＳＡ 测定 ＩＬ⁃１β 的分泌 　 细胞接种于 １２
孔板，待细胞长至 ８０％ 左右，收集培养液于无菌管

中，２ ５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ２０ ｍｉｎ，收集细胞上清液。 根

据 ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒说明要求设置标准品孔和样

本孔和空白孔。 每个孔做 ３ 个重复。 随后按试剂说

明进行试剂加样。 测定时，以空白孔调零，４５０ ｎｍ
波长测定各孔吸光度。 以标准品测出的吸光度做标

准曲线，算出各样本 ＩＬ⁃１β 的浓度值。
１． ２． ６ 　 荧光探针技术检测胞内 Ｋ ＋ 浓度 　 取对数

生长期的细胞进行胰酶消化处理，随后调整细胞浓

度为 １ × １０４ 个 ／ ｍｌ，将其接种于黑色透明底的 ９６ 孔

板中培养，每孔 ２００ μｌ。 待细胞生长至密度为 ７０％

～８０％左右，９６ 孔板内每孔 ２００ μｌ，设 ３ 个重复。
感染后丢弃细胞培养液，使用无菌 ＰＢＳ 反复冲洗 ３
次，加入无血清培养基稀释的 Ｋ ＋ 探针试剂 ＰＢＦＩ⁃
ＡＭ（浓度为 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ），至培养箱中避光加载 １. ５ ｈ，
随后弃掉含有探针的培养基，换 ＰＢＳ 反复清洗 ３
次，加入无血清无探针的培养基于 ＣＯ２ 培养箱避光

加载 ４０ ｍｉｎ，最后使用 ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ ／ Ｍ５ｅ 多功能

酶标仪分别检测 ３４０、３８０ ｎｍ 处的值，两波长处的比

值即为胞内 Ｋ ＋ 浓度。
１． ３　 统计学处理　 使用 ＳＰＳＳ ２３. ０ 软件对实验数

据进行分析处理，正态分布资料采用 �ｘ ± ｓ 表示，多
组间比较用单因素方差分析，Ｐ ＜ ０. ０５ 为差异有统

计学意义。 所有实验均独立重复进行 ３ 次。

２　 结果

２． １ 　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β、
ＡＳＣ 表达上调 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较，感染 ＮＤＶ Ｆ３ 的 ＥＣＡ１０９ 细胞，ＮＬＲＰ３ 和

ＩＬ⁃１β 的蛋白表达上调（Ｐ ＜ ０. ０５）。 见表 １。 荧光

免疫技术检测 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞 ＡＳＣ 聚合

物的形成情况，随着病毒感染时间的延长，ＡＳＣ 表达

升高，ＡＳＣ 聚合物形成加快（Ｐ ＜ ０. ０５）。 对于细胞

因子 ＩＬ⁃１β，ＥＬＩＳＡ 法测定结果与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检

测结果一致，差异均有统计学意义。 见图 １。 表明

ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞后激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小

体。

表 １　 各组细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β表达水平（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＮＬＲＰ３ ＩＬ⁃１β
ｃｏｎｔｒｏｌ ０． ５９ ± ０． ０４ ０． ７４ ± ０． ０５
ＮＤＶ Ｆ３ ６ ｈ ０． ９６ ± ０． ０３∗ ０． ８７ ± ０． ０６∗

ＮＤＶ Ｆ３ １２ ｈ １． ３１ ± ０． ０４∗＃ １． ３２ ± ０． ０３∗＃

Ｆ 值 ２０４． １６７ １０５． １８７
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮＤＶ Ｆ３ ６ ｈ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ２　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞后促使 Ｋ ＋外排　
与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３ 感染细胞后，胞内 Ｋ ＋ 浓

度随感染时间的增加而降低（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ２。 表

明 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞后促进胞内 Ｋ ＋ 外流。
２． ３　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞通过 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７
轴影响胞内 Ｋ ＋浓度　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３ 单

独处理组胞内 Ｋ ＋ 浓度降低（Ｐ ＜ ０. ０５）；而 ＮＤＶ Ｆ３
＋ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ａ⁃７４０００３ 处理组，胞内 Ｋ ＋ 浓度差异无

统计学意义。与ＮＤＶＦ３单独处理组比较，ＮＤＶ Ｆ３
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图 １　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β、ＡＳＣ 表达上调

　 　 Ａ：ＮＤＶ Ｆ３ 对 ＥＣＡ１０９ 细胞 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 表达的影响；Ｂ：ＮＤＶ Ｆ３ 促进 ＥＣＡ１０９ 细胞中 ＡＳＣ 聚合物的形成 ＡＳＣ 聚合物荧光染色 × ２００；Ｃ：

ＥＬＩＳＡ 法检测细胞上清液中的 ＩＬ⁃１β 水平；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组；ｂ、ｃ、ｄ： ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞 ６、１２、２４ ｈ；与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

图 ２　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞对胞内 Ｋ ＋ 浓度的影响

与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５

＋ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ａ⁃７４０００３ 处理组的细胞，胞内 Ｋ ＋ 浓度

升高（Ｐ ＜ ０. ０５），见图 ３Ａ。 图 ３Ｂ 显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组
比较，除 Ａ⁃７４０００３ 浓度为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，差异无统计

学意义，其他两组胞内 Ｋ ＋ 浓度均升高（Ｐ ＜ ０. ０５）。
在 １０ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，胞内 Ｋ ＋ 浓度达峰值。 表明 Ｐ２Ｘ７ 受

体参与 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的 ＥＣＡ１０９ 细胞 Ｋ ＋ 外流过程。
　 　 图 ３Ｃ 显示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ＡＴＰ 酶

处理组细胞的胞内 Ｋ ＋ 浓度升高；而 ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ＡＴＰ

处理组细胞的胞内 Ｋ ＋ 浓度降低（Ｐ ＜ ０. ０５）； ＡＴＰ
浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，Ｋ ＋ 浓度虽有所降低，但差异无

统计学意义；ＡＴＰ 浓度为 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，胞内 Ｋ ＋ 浓度

达最低值。 表明胞外 ＡＴＰ 参与 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的

ＥＣＡ１０９ 细胞 Ｋ ＋ 外流过程。
２． ４　 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 轴参与 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的 ＥＣＡ１０９
细胞 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 的表达 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显

示，与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３ ＋ Ａ⁃７４０００３ 处理组细

胞的 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达下调；Ａ⁃７４０００３ 浓度

为 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达虽有所下

降，但差异无统计学意义；Ａ⁃７４０００⁃３ 浓度为 １０ 和

１００ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达均下降（Ｐ
＜ ０. ０５），见图 ４Ａ、表 ２。 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较，ＮＤＶ Ｆ３
＋ ＡＴＰ 处理组细胞的 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达上

调；ＡＴＰ 浓度为 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白

表达虽有所下降，但差异无统计学意义；ＡＴＰ 浓度为

３ 和 ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 时，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达均升高，
其表达峰值在 ＡＴＰ 浓度为 ３ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；ＮＤＶ ＋ ＡＴＰ 酶

处理组细胞 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 表达降低（Ｐ ＜ ０. ０５），
见图 ４Ｂ、表 ３。 表明 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 轴影响 ＮＤＶ Ｆ３ 感

染的 ＥＣＡ１０９ 细胞 ＮＬＲＰ３、ＩＬ⁃１β 的表达。
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图 ３　 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞通过 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 影响 Ｋ ＋ 外流

　 　 Ａ：Ｐ２Ｘ７ 抑制剂对细胞内 Ｋ ＋ 的影响；Ｂ：不同浓度的 Ｐ２Ｘ７ 抑制剂对细胞内 Ｋ ＋ 浓度的影响；Ｃ：ＡＴＰ 对细胞内 Ｋ ＋ 浓度的影响；ａ：ｃｏｎｔｒｏｌ 组；
ｂ：ＮＤＶ Ｆ３ 单独处理组；ｃ：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ Ａ⁃７４０００３ 处理组；ｄ１ ～ ｄ３：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ Ａ⁃７４０００３ 处理组，Ａ⁃７４０００３ 浓度分别为 １、１０、１００ ｍｏｌ ／ Ｌ；ｅ１
～ ｅ３：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ＡＴＰ 处理组，ＡＴＰ 浓度分别为 １、３、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ；ｆ：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ 酶处理组；与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ＮＤＶ Ｆ３ 单独

处理组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

图 ４　 ＡＴＰ 及 Ｐ２Ｘ７ 对 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的 ＥＣＡ１０９ 细胞

ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β表达的影响

　 　 Ａ：抑制 Ｐ２Ｘ７ 受体可阻碍 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 表达；Ｂ：ＡＴＰ 使 ＮＤＶ

Ｆ３ 感染的细胞 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 表达上调；ａ１：ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ＮＤＶ Ｆ３ 单

独处理组）；ｂ１ ～ ｄ１：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ Ａ⁃７４０００⁃３ 处理组，Ａ⁃７４０００⁃３ 浓度分

别为 １、１０、１００ ｍｏｌ ／ Ｌ；ａ２： ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 酶处理组； ｂ２：

ｃｏｎｔｒｏｌ 组（ＮＤＶ Ｆ３ 单独处理组）；ｃ２ ～ ｅ２ ：ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ＡＴＰ 处理组，

ＡＴＰ 浓度分别为 １、３、５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ

表 ２　 各组细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β表达水平（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＮＬＲＰ３ ＩＬ⁃１β
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＤＶ Ｆ３） １． ００ ± ０． ０４ ０． ８０ ± ０． ０２
ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １ ｍｏｌ ／ ＬＡ⁃７４０００⁃３ ０． ９６ ± ０． ０３ ０． ７５ ± ０． ０３
ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ ＬＡ⁃７４０００⁃３ ０． ４４ ± ０． ０２∗ ０． ２７ ± ０． ０７∗

ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １００ ｍｏｌ ／ ＬＡ⁃７４０００⁃３ ０． ７３ ± ０． ０５∗ ０． ５８ ± ０． ０４∗

Ｆ 值 １１９． ４４０ ７１． ７５９
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５

表 ３　 各组细胞中 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β表达水平（�ｘ ± ｓ，ｎ ＝ ３）

组别 ＮＬＲＰ３ ＩＬ⁃１β
ｃｏｎｔｒｏｌ（ＮＤＶ Ｆ３） １． ００ ± ０． ０２ １． ０３ ± ０． ０５
ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １ ｍｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ １． ０７ ± ０． ０４ １． ０９ ± ０． ０８
ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ３ ｍｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ １． ６５ ± ０． ０５∗ １． ８２ ± ０． ０４∗

ＮＤＶ Ｆ３ ＋ ５ ｍｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ １． ３５ ± ０． ０１∗ １． ３２ ± ０． ０５∗

ＮＤＶ Ｆ３ ＋ １０ ｍｏｌ ／ ＬＡＴＰ 酶 ０． ４４ ± ０． ０３∗ ０． ３２ ± ０． ０１∗

Ｆ 值 ３８８． ９９７ ２７７． ４７４
Ｐ 值 ＜ ０． ００１ ＜ ０． ００１

　 　 与 ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较：∗Ｐ ＜ ０． ０５

３　 讨论

　 　 ＮＬＲＰ３ 炎性小体由 ＮＬＲＰ３ 蛋白、凋亡相关斑点

样蛋白（ＡＳＣ）和半胱氨酸天冬氨酸蛋白水解酶⁃１
（ｃａｓｐａｓｅ⁃１）组成［１０］。 细胞静息状态时，ＮＬＲＰ３ 炎性

小体的各组分处于极低水平且未被激活，当宿主受

到刺激（内源性刺激或外源性刺激）后，ＮＬＲＰ３ 炎性

小体各组分通过相关信号通路上调其表达量，随后

组装激活。 ＮＬＲＰ３ 炎性小体活化后能促使细胞释

放 ＩＬ⁃１β 等炎性因子［１１］。 本研究中 ＮＤＶ 感染

ＥＣＡ１０９ 细胞后，通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ
和 ＩＬ⁃１β 的蛋白表达，结果显示 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的

ＥＣＡ１０９ 细胞中，ＮＬＲＰ３、ＡＳＣ 和 ＩＬ⁃１β 的表达上调。
由此证实 ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞后，能够活化

ＮＬＲＰ３ 炎性小体。
　 　 众所周知，Ｋ ＋ 外排是激活 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的

必要条件［１２］。 本研究中，通过对 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的

ＥＣＡ１０９ 细胞 Ｋ ＋ 浓度进行检测，结果显示，感染

ＮＤＶ Ｆ３ 的细胞，胞内 Ｋ ＋ 浓度降低，且随着感染时

间的延长逐渐降低。 ＮＤＶ Ｆ３ 感染细胞 １２ ｈ 时，ＮＬ⁃
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ＲＰ３、ＡＳＣ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达较 ６ ｈ 继续上调，而胞

内 Ｋ ＋ 浓度较 ６ ｈ 继续下降，表明 ＮＤＶ 活化 ＮＬＲＰ３
炎性小体的作用与胞内低 Ｋ ＋ 环境有关。
　 　 而引起细胞内低 Ｋ ＋ 的机制，有文献［１３］报道称，
依赖 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 开放钾离子通道，导致钾离子外流

增加。 当 ＡＴＰ 与 Ｐ２Ｘ７ 受体结合后，阳离子选择性

通道能在几毫秒内迅速打开，该孔道允许分子量达

９００ ｋｕ 的分子通过，继而导致 Ｋ ＋ 外流。 Ｐ２Ｘ７Ｒ 在

不同细胞类型中均有表达［１４］。 本实验通过对胞外

ＡＴＰ 的浓度以及 Ｐ２Ｘ７Ｒ 进行干预，继而观察 Ｋ ＋ 外

排的情况以及对 ＮＬＲＰ３ 炎性小体的影响。 结果显

示，增加胞外 ＡＴＰ 浓度，胞内 Ｋ ＋ 浓度降低，使用 ３
ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＡＴＰ 干预 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的细胞，显示胞内

Ｋ ＋ 浓度降幅最大。 表明胞外 ＡＴＰ 浓度变化影响

Ｋ ＋ 外排。 使用 Ｐ２Ｘ７Ｒ 抑制剂 Ａ⁃７４０００⁃３ 干预 ＮＤＶ
Ｆ３ 感染的细胞，结果显示抑制 Ｐ２Ｘ７Ｒ 能阻碍胞内

Ｋ ＋ 外流。 表明 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 在 ＮＤＶ 感染的 ＥＣＡ１０９
细胞 Ｋ ＋ 外流过程中发挥了关键作用。 通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测 ＡＴＰ、 Ａ⁃７４０００⁃３ 干预 ＮＤＶ Ｆ３ 感染的

ＥＣＡ１０９ 细胞 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白的表达，结果显

示增加 ＡＴＰ 浓度，ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达上调，
而 Ｐ２Ｘ７Ｒ 受抑制后 ＮＬＲＰ３ 和 ＩＬ⁃１β 蛋白表达下调。
表明 ＮＤＶ Ｆ３ 活化 ＮＬＲＰ３ 炎性小体与 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７
信号通路有关。
　 　 综上所述，ＮＤＶ Ｆ３ 感染 ＥＣＡ１０９ 细胞后能激活

ＮＬＲＰ３ 炎性小体，而 ＮＬＲＰ３ 炎性小体活化与胞内低

Ｋ ＋ 环境有关。 同时本实验也证实了引起细胞内低

Ｋ ＋ 的机制为依赖 ＡＴＰ ／ Ｐ２Ｘ７ 而开放钾离子通道，导
致钾离子外流增加。
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低氧下沉默 ＨＬＡ⁃Ｇ 对 ＪＥＧ⁃３ 细胞、ＥＰＡＳ１ 表达及其
生物学行为的影响

孙春蕾１， ２∗，杨　 娟２∗，谢莹莺１， ２，许文宇１， ２，雷　 娟１， ２，刘朵朵１， ２

摘要　 目的　 探讨在低氧条件下，沉默绒毛膜滋养细胞系

ＪＥＧ⁃３ 细胞的人类白细胞相关抗原⁃Ｇ（ＨＬＡ⁃Ｇ）表达对 ＪＥＧ⁃３
细胞生物学功能的影响和通过内皮 ＰＡＳ１ 区域蛋白 １
（ＥＰＡＳ１）低氧反应通路参与高原低氧条件下子痫前期发病

的分子机制。 方法 　 通过转染小干扰 ＲＮＡ（ ｓｉＲＮＡ） 抑制

ＪＥＧ⁃３ 细胞中 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达，将转染后的 ＪＥＧ⁃３ 细胞分为 ４
组：常氧对照组、低氧对照组、常氧抑制组、低氧抑制组。 采

用 ＣＣＫ⁃８ 实验及体外侵袭实验法检测 ４ 组细胞的增殖及侵

袭能力；用流式细胞术检测 ４ 组细胞凋亡和细胞周期的影

响；通过 ｑＰＣＲ 技术及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ４ 组细胞中 ＨＬＡ⁃
Ｇ 和 ＥＰＡＳ１ ｍＲＮＡ 及蛋白的表达水平。 结果　 ①与常氧对

照组相比，低氧对照组及常氧、低氧抑制组均可使 ＪＥＧ⁃３ 细

胞的增殖活性、侵袭能力降低，使得细胞凋亡率显著升高，低
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氧对照组与低氧抑制组产生了明显的坏死细胞群。 低氧条

件下，降低 ＨＬＡ⁃Ｇ 的表达会提高细胞坏死率。 无论在常氧

还是低氧下，抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 表达均使细胞被阻滞在 Ｇ１ 期。 ②
与常氧对照组相比，低氧对照组及常氧、低氧抑制组均降低

ＨＬＡ⁃Ｇ 蛋白表达，且低氧和抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 蛋白表达二者有协

同作用，均可增加缺氧诱导因子⁃２α（ＨＩＦ⁃２α）、血管内皮生

长因子（ＶＥＧＦ）及内皮素⁃１（ＥＴ⁃１）蛋白表达，抑制 ＨＬＡ⁃Ｇ 则

降低诱导型一氧化氮合成酶（ＮＯＳ２）的表达。 结论　 低氧环

境下，沉默 ＨＬＡ⁃Ｇ 可能通过 ＥＰＡＳ１ 低氧反应通路影响滋养

细胞生物学行为，参与了子痫前期的发生发展。
关键词　 子痫前期；低氧；人类白细胞抗原 Ｇ；内皮 ＰＡＳ１ 区

域蛋白 １；高海拔
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　 　 妊娠期高血压疾病是孕产妇和围产儿死亡的主

要原因之一，我国妊娠期高血压疾病的发病率约为

５％ ～１２％ ，而高原地区的发病率为 ２４. ６％ ［１］。 青

海地区地处青藏高原，有低氧、低压、低湿、寒冷等特
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