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牙龈卟啉单胞菌脂多糖通过 TXNIP/Nlrp3炎性通路
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俞 梅 1 李 娜 1 喻锦娴 1 王文茜 2 刘思佳 1 徐 佳 3

（1湖北中医药大学附属国医医院口腔科 湖北武汉 430000；2湖北中医药大学附属国医医院耳鼻喉科 湖北武汉 430000；

3武汉大学医学院附属中山医院（湖北省第三人民医院）放射科 湖北武汉 430033）

摘要 目的：研究牙龈卟啉单胞菌脂多糖（Porphyromonas lipopolysaccharide，LPS-PG）对牙周膜成纤维细胞（mouse periodontal Lig-

ament: Normal Fibroblasts，mPDLFs）增殖及迁移的影响，探讨 TXNIP/Nlrp3炎性体途径在其中的作用。方法：采用不同浓度的

LPS-PG刺激小鼠 mPDLFs细胞不同时间，CCK-8法检测细胞增殖抑制率。然后将细胞分为对照组（培养基作用 24 h）和 LPS-PG

组（2 M的 LPS-PG作用 24 h），划痕实验检测细胞迁移，ELISA法检测白细胞介素 -1茁（Interleukin-1茁，IL-1茁）和高迁移率族蛋白
B1（High mobility group protein B1，HMGB1）的水平，Western Blot 检测 Nod 样受体蛋白 3（Nod-like receptor pyrin domain3，NL-

RP3）、凋亡相关斑点样蛋白（Apoptosis-associated speck-like protein，ASC）、活化半胱氨酸蛋白酶（cleaved-caspase-1）和硫氧还蛋白

相互作用蛋白（Thioredoxin-interacting protein,TXNIP）的表达，免疫共沉淀检测以上蛋白间的相互作用。结果：与 0 M的 LPS-PG

相比，1 M和 2 M的 LPS-PG可显著增加 mPDLFs的细胞增殖抑制率（P<0.05）。与 LPS-PG作用 0 h相比，LPS-PG作用 12 h、24 h

和 48 h均可显著增加 mPDLFs的细胞增殖抑制率（P<0.05）。LPS-PG组细胞向中间 '伤口 '迁移的距离及细胞数量远远低于对照

组。与对照组相比，LPS-PG组细胞中 IL-1茁 和 HMGB1 的水平、NLRP3、cleaved-caspase-1 和 TXNIP蛋白表达均显著增加，且

NLRP3和 ASC、NLRP3和 cleaved-caspase-1、TXNIP和 NLRP3的蛋白互作能力显著增强（P<0.05），而两组 ASC蛋白的表达无显

著差异（P＞0.05）。结论：LPS-PG可抑制 mPDLFs细胞的增殖和迁移，其机制与 Nlrp3炎性体的形成与活化有密切的关系。
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Effect of Porphyromonas Gingivalis Lipopolysaccharide on Migration of
Periodontal Ligament Fibroblasts ViaTXNIP/Nlrp3 Inflammasome Pathway*

To investigate the effects of lipopolysaccharide from Porphyromonas gingivalis (LPS-PG) on the prolifera-

tion and migration of periodontal ligament fibroblasts (mPDLFs), and to explore the role of TXNIP/Nlrp3 inflammasome pathway in it.

Different concentrations of LPS-PG were used to stimulate mouse mPDLFs cells for different times , and the cell proliferation

inhibition rate was detected by CCK-8 method. The cells were then divided into two groups: control group (stimulation with medium for

24 h) and LPS-PG group (stimulation with 2 M LPS-PG for 24 h). The scratch test was used to detect cell migration, ELISA method was

used to detect the level of IL-1茁 and HMGB1, Western Blot was used to detect the expression of NLRP3, ASC, cleaved-caspase-1 and

TXNIP protein, and Co-immunoprecipitation is used to detect the interaction between the above proteins. Compared with 0 M of

LPS-PG, 1 M and 2 M of LPS-PG significantly increased the cell proliferation inhibition rate of mPDLFs (P<0.05). Compared with

LPS-PG at 0 h, LPS-PG at 12 h, 24 h and 48 h can significantly increase the cell proliferation inhibition rate of mPDLFs (P<0.05). The
migration distance and the number of cells in the LPS-PG group to the middle 'wound' were much lower than those in the control group.

Compared with the control group, the levels of IL-1茁 and HMGB1 and the expression of NLRP3, cleaved-caspase-1 and TXNIP protein

in the LPS-PG group were significantly increased (P< 0.05), and the protein interaction ability of NLRP3 and ASC, NLRP3 and

cleaved-caspase-1, TXNIP and NLRP3 was significantly enhanced (P<0.05), but there was no significant difference in the expression of
ASC protein between the two groups (P>0.05). LPS-PG can inhibit the proliferation and migration of mPDLFs cells, and its

mechanism is closely related to the formation and activation of Nlrp3 inflammasome.
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前言

慢性牙周炎是最常见的一类牙周疾病，主要由菌斑微生物

及其代谢产物所引起，可发生在任何年龄段，其严重程度和发

病率会随着年龄的增长而增加[1]。它是牙周组织的慢性炎症（包

括牙龈炎症），病理变化为牙槽骨吸收，临床表征为临床附着丧

失，晚期牙松动或者移位，最终导致牙齿脱落[2,3]。牙周膜成纤维

细胞（Mouse periodontal ligament fibroblasts，mPDLFs）是牙周膜

组织的主要细胞类型，是牙周膜组织中数目最大、最主要的细

胞类型，在牙周炎的发展中起重要作用，包括组织修复和重

建[4,5]。mPDLFs受损与牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingi-

valis，PG）的侵袭密切相关，其中 PG是牙周炎的主要病原体，

能够产生大量的毒力因子，将引起牙周结缔组织的破坏以及牙

槽骨的吸收，是牙周膜成纤维细胞产生炎症反应的主要因素[6,7]。

有研究发现，当免疫反应失衡且病原体处于优势时，龈下菌斑

附着在牙根上并破坏牙周膜，而 PG是龈下菌斑中的主要可疑

牙周致病菌类[8]。同时，脂多糖（Lipopolysaccharide，LPS）作为

PG的主要致病因子，有助于牙周炎的发生和发展[9]。有研究表

明，LPS-PG可导致认知障碍、慢性肾病、心血管疾病、动脉粥样

硬化等多种疾病[10-12]，但是 LPS-PG对 mPDLFs 的影响及作用

机制还未彻底阐明。因此，本文主要研究 LPS-PG对 mPDLFs

增殖及迁移的影响，并探讨 TXNIP/Nlrp3炎性通路在其作用中

的调节机制。

1 材料与方法

1.1 主要试剂及仪器

小鼠 mPDLFs购自武汉 Procell公司（货号：CP-M199），从

PG中提取的 LPS-PG购自美国 Sigma-Aldrich公司，CCK-8试

剂盒、小鼠 IL-1茁ELISA试剂盒购自上海碧云天公司，小鼠
HMGB1/HMG-1 ELISA试剂盒购自美国 Novus Biologicals 公

司，NLRP3 和 cleaved-caspase-1 抗体购自美国 Abcam 公司，

ASC抗体购自美国 Santa cruz公司，TXNIP抗体购自美国 CST

公司。

1.2 细胞培养

将 mPDLFs 培养在含有 10 %胎牛血清和 1 %双抗的

DMEM培养基中，于 37℃、5 %CO2的饱和湿度培养箱中培养，

每 2-3天传代。取对数生长期细胞用于后续实验。

1.3 细胞增殖抑制检测

将 mPDLFs用 0.25 %的胰酶消化后，以每孔 2× 103个细

胞种植于 96孔板，分别用浓度为 0 M、0.5 M、1 M和 2 M的

LPS-PG处理 24 h，或者用 2 M的 LPS-PG分别处理 0 h、12 h、

24 h和 48 h，对照孔加 DMEM，之后每孔加入 10 滋L的 CCK-8

试剂，孵育 1 h后，用酶标仪在 450 nm处检测吸光值（OD）。细

胞增殖抑制率（%）=（对照孔 OD-测试孔 OD）/对照孔 OD×

100 %。

1.4 细胞迁移检测

将胰酶消化后的 mPDLFs以每孔 8× 105个细胞种植于 6

孔板，常规培养 24 h后，用无菌枪头沿孔的纵轴轻轻划一道

痕，并标记划痕范围，经 PBS 轻洗后，对照组的孔中加入

2.5 mL的 DMEM培养基，LPS-PG组的孔中加入 2 M、2.5 mL

的 LPS-PG，每组设 4个复孔，培养 24 h后观察划痕区细胞迁

移范围。

1.5 ELISA法检测 IL-1茁和 HMGB1的含量

将 mPDLFs以每孔 5× 103个细胞种植于 96孔板，对照组

的孔中加入 100 L的 DMEM 培养基，LPS-PG 组的孔中加入

2 M、100 L的 LPS-PG，每组设 4个复孔。采用小鼠 IL-1茁和
HMGB1 ELISA 试剂盒检测两组细胞中炎症因子 IL-1茁 和
HMGB1的含量，具体检测方法根据试剂盒配套说明进行操

作，终止反应后酶标仪检测 450 nm处以空白对照孔调零后各

孔 OD值。

1.6 Western Blot 法检测 NLRP3、ASC 和 cleaved-caspase-1 蛋

白的表达

细胞处理方式同 1.5部分。采用 RIPA试剂从两组细胞中

提取总蛋白，BCA试剂盒进行总蛋白定量分析。取 20 g的总

蛋白进行上样，用 10 %的 SDS-PAGE电泳分离总蛋白，1 h后

转移至 PVDF膜上，5 %的 BSA封闭 45 min后，加入一抗，4℃

孵育过夜，PBST洗 3次，孵育辣根过氧化物酶标记的二抗，室

温摇床 45 min，PBST洗 3次，电化学发光（ECL）试剂显色、曝

光，采用凝胶成像系统及 Bio-Rad 公司的 Quantity One 4.6.2

软件统计分析条带。一抗稀释比例为：NLRP3（1:800）、ASC（1:

2000）和 cleaved-caspase-1（1:1000），二抗的稀释比例为 1:

10000。茁-actin为内参。Image-Pro Plus 6.0采集蛋白条带灰度

值，并计算蛋白相对表达量。

1.7 免疫共沉淀检测 NLRP3、ASC和 cleaved-caspase-1蛋白质

间的相互作用

采用免疫共沉淀技术检测蛋白质间的相互作用。将 1.6部

分提取的两组总蛋白，根据蛋白浓度，用 PBS稀释至 1 g/ l，将

1 mL的蛋白稀释液加入至含有 20 滋L 的 Agarose A/G beads

中，4℃摇床 2 h，收集上清，向上清中加入 5 滋L的 IP抗体（In-

put中加入正常山羊 IgG），4℃摇床过夜，次日加入 30 滋L的
Agarose A/G beads，室温摇床 2 h，弃上清，PBS冲洗，然后加入

上样缓冲液煮沸，然后进行 SDS-PAGE 电泳，后续同 Western

Blot步骤（用 IB抗体）。

1.8 统计学方法

采用 SPSS19.0统计软件进行数据分析，正态分布计量数

据以（x± s）表示，两组间比较均采用成组 t检验，P<0.05为差异
有统计学意义。

2 结果

2.1 LPS-PG对 mPDLFs细胞增殖抑制率的影响

与 0 M的 LPS-PG比较，1 M和 2 M的 LPS-PG作用 24 h

可显著增加 mPDLFs的细胞增殖抑制率（P<0.05）。与 LPS-PG

作用 0 h比较，2 M的 LPS-PG作用 12 h、24 h和 48 h均可显著

增加 mPDLFs的细胞增殖抑制率（P<0.05）。见图 1。
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2.2 LPS-PG对 mPDLFs细胞迁移的影响

细胞划痕实验结果显示，LPS-PG组细胞向中间 '伤口 '迁

移的距离及细胞数量远远低于对照组，见图 2。

图 1 LPS-PG对 mPDLFs细胞增殖抑制率的影响（注：A:不同作用浓度，B:不同作用时间。与 0 M和 0 h的 LPS-PG对比，*P<0.05）
Fig.1 Effect of LPS-PG on the inhibition rate of mPDLFs cell proliferation(Note:A:Different concentration of LPS-PG,B: Different time of LPS-PG.

Compared with 0 M and 0h of LPS-PG,*P<0.05)

图 2 LPS-PG对 mPDLFs细胞迁移的影响（注：A-对照组，B-LPS-PG组；40×）

Fig.2 The effect of LPS-PG on mPDLFs cell migration(Note:A-Control, B-LPS-PG;40× )

2.3 两组 IL-1茁和 HMGB1水平的对比

与对照组比较，LPS-PG组细胞中 IL-1茁 和 HMGB1 的水

平显著增加（P<0.05），见表 1。

Note: Compared with the control group,*P＜0.05.

表 1 两组 IL-1茁和 HMGB1水平的对比（x± s，pg/mL）
Table 1 Comparison of IL-1茁 and HMGB1 levels between the two groups(x± s, pg/mL)

2.4 两组中 NLRP3、ASC和 cleaved-caspase-1蛋白的相互作用

比较

与对照组比较，LPS-PG 组细胞中 NLRP3 和 cleaved-cas-

pase-1蛋白表达显著增加（P<0.05），ASC蛋白的表达无显著变
化（P＞0.05），见表 2和图 3。与对照组比较，LPS-PG组中 NL-

RP3和 ASC的蛋白互作能力、NLRP3和 cleaved-caspase-11的

蛋白互作能力均显著增加（P<0.05），见表 3和图 4。

2.5 两组 TXNIP表达及其与 Nlrp3炎症体的相互作用比较

与对照组比较，LPS-PG组细胞中 TXNIP的表达显著增加

（P<0.05），且 TXNIP和 NLRP3的蛋白互作能力显著增加（P<0.
05），见表 4和图 5。

3 讨论

mPDLFs受损与牙周炎的发生发展有密切的关系，PG是

Groups IL-1茁 HMGB1

Control group 19.43± 2.61 122.44± 26.03

LPS-PG group 50.24± 3.95 1408.63± 51.56*
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主要的牙周病原体之一，LPS-PG可在牙周膜中引起一系列炎

症反应，对 mPDLFs的功能有不利的影响[13,14]。mPDLFs优先迁

移是牙周再生获得成功的首要条件[15,16]。众所周知，mPDLFs炎

症反应将导致结缔组织恢复能力下降以及牙齿稳定性的下降，

最终导致牙齿脱落[17]。近期有报道指出 Nlrp3炎症体在牙周炎

的发展过程中起重要作用[18,19]。

本研究显示，1 M和 2 M的 LPS-PG作用 24 h可显著增加

mPDLFs的细胞增殖抑制率，而 0.5 M的 LPS-PG对 mPDLFs

细胞增殖的影响不大，表明低剂量 LPS-PG对 mPDLFs功能的

影响不明显，而高剂量 LPS-PG可显著抑制 mPDLFs细胞的增

殖，这一结果与 Yang K等[20]研究结果相似，低剂量的 LPS-PG

对 mPDLFs 细胞增殖和迁移的影响不大，但是高剂量的

LPS-PG 可显著抑制 mPDLFs 细胞增殖和迁移。LPS-PG 对

mPDLFs增殖的影响还与作用时间相关，LPS-PG作用 12 h、24 h

和 48 h均可显著抑制 mPDLFs细胞增殖，且呈时间依赖性，表

示受 PG感染的牙周组织，随着时间的增加，严重程度及发病

率也呈上升趋势[1]，本研究显示，2 M的 LPS-PG作用 24 h时，

可显著抑制 mPDLFs的迁移，提示 LPS-PG对牙周组织的重生

具有不利的影响，与上述研究结论一致。

Groups TXNIP IP:TXNIP; IB:NLRP3

Control group 0.34± 0.102 0.29± 0.082

LPS-PG group 1.07± 0.169* 0.71± 0.149*

图 3 两组 NLRP3、ASC和 cleaved-caspase-1表达Western Blot结果图

（注：A-对照组，B-LPS-PG组）

Fig.3 Western Blot results of NLRP3, ASC and cleaved-caspase-1

expressions between the two groups

(Note: A-Control, B-LPS-PG)

Note: Compared with the control group, *P＜0.05.

Note: Compared with the control group, *P＜0.05.

Note: Compared with the control group, *P＜0.05.

表 2 两组 NLRP3、ASC和 cleaved-caspase-1表达的比较（x± s）
Table 2 Comparison of the expression of NLRP3, ASC and cleaved-caspase-1 between the two groups (x± s)

Groups NLRP3 ASC cleaved-caspase-1

Control group 0.12± 0.038 2.59± 0.216 0.44± 0.090

LPS-PG group 0.46± 0.017* 2.53± 0.195 0.72± 0.150*

表 3 两组中 NLRP3、ASC和 cleaved-caspase-1蛋白的相互作用比较（x± s）
Table 3 Comparison of the interaction between NLRP3, ASC and cleaved-caspase-1 protein between the two groups(x± s)

表 4 两组 TXNIP表达及其与 Nlrp3炎症体的相互作用比较（x± s）
Table 4 Comparison of TXNIP expression and Nlrp3 inflammasome interaction between the two groups (x± s)

Groups IP:NLRP3; IB:ASC IP:NLRP3; IB:cleaved-caspase-1

Control group 0.48± 0.086 0.52± 0.137

LPS-PG group 0.66± 0.103* 0.78± 0.155*

Nlrp3炎症小体主要包括 NLRP3、ASC和效应蛋白半胱氨

酸蛋白酶 Caspase 1，这 3种蛋白通过低聚反应形成高分子量

的炎性体复合物。当 Nlrp3炎症体被激活时，这个低聚体复合

物中的 Pro-caspase 1将被转换为它的活化形式 caspase 1，活化

的 caspase 1可将其底物如前白介素 -1（前 IL-1）切割为具有

生物活性的 IL-1，引起炎症反应[21,22]。当然，炎症体不只有 Nl-

rp3炎症体，还有 Nlrp1炎症体和 Nlrc4炎症体，但是据报道相

对于这两个炎症体，Nlrp3炎症体可能是参与 LPS先天反应的

细胞间受体[23]。为探讨 LPS-PG抑制 mPDLFs细胞增殖和迁移

的机制，我们进一步研究了 LPS-PG对细胞中炎症因子和炎症

体的影响，本研究通过免疫共沉淀技术检测到 LPS-PG可增加

NLRP3和 ASC的结合，以及 NLRP3和 cleaved-caspase-1的结

合，结果表明：LPS-PG促进 Nlrp3炎症体的形成，这与 Yang

等[24]人对人牙龈成纤维细胞的研究结果对比一致，即：LPS-PG

分别刺激人牙龈成纤维细胞 3 h和 6 h可显著增强炎症小体的

形成和激活，其次 LPS-PG 增加 NLRP3 和活性 cleaved-cas-

pase-1的表达，提示 LPS-PG可激活 Nlrp3炎症体；进一步推测

可知：LPS-PG促进 IL-1茁和 HMGB1等炎症因子的分泌，表示
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LPS-PG促进 Nlrp3炎症体的炎症反应，而 LPS-PG参与 Nlrp3

炎症体的形成、激活和炎症反应这一过程可能是 LPS-PG导致

慢性牙周炎期间 mPDLFs细胞炎症的重要致病机制。

Nlrp3炎症体招募含有 CARD的 ASC和 pro-caspase 1，引

起 caspase 1活化以及促炎症因子 IL-1和 IL-18的成熟和分泌[25]。

这其中涉及 2个激活 Nlrp3炎症体的信号通路：一个是主要途

径，Toll样受体（TLR）活化途径，如以 NF-资B依赖的方式激活
NLRP3[26]。另一个是次要途径，ROS氧化应激引起 TRX被氧化

为 TXNIP释放，TXNIP与 Nlrp3炎症体结合进一步促进炎症

体的低聚化聚合[27,28]。而且也有研究证实，炎性体激活剂（如尿

酸晶体）以 ROS敏感方式诱导 TXNIP与硫氧还蛋白解离，并

使其结合NLRP3，这也证明 Nlrp3炎症体与 TXNIP相互作用[29]。

本研究主要关注第二条次要途径，免疫共沉淀结果显示，与对

照组比较，LPS-PG 组细胞中 TXNIP 的表达显著增加，且

TXNIP和 NLRP3蛋白的相互作用能力显著增加。这些结果提

示 LPS-PG可显著增加 mPDLFs中 TXNIP的表达，同时促进

TXNIP与 NLRP3的结合，进一步提示 LPS-PG可促进 TXNIP

相关的 Nlrp3炎症体聚集，而 TXNIP的激活释放与 ROS的产

生有密切关系[30]。因此，靶向 LPS-PG诱导的 Nlrp3炎症体形成

或活化阶段可能是防止慢性牙周炎期间 mPDLFs功能障碍或

损伤的一种新的治疗策略，值得我们更加深入的探究。

综上所述，本研究揭示了 LPS-PG可抑制 mPDLFs细胞的

增殖和迁移，导致 mPDLFs功能障碍和损伤。其机制与 Nlrp3

炎性体的形成与活化有密切的关系。本研究仍存在一定的局限

性，例如没有从分子机制角度深入探索 LPS-PG对 mPDLFs细

胞中 Nlrp3炎性体形成及活化的影响，也并没有形态学实验加

以佐证。此外，对于 NLRP3和 ASC、caspase-1以及 TXNIP蛋

白之间的相互作用并未进行深入研究。这些问题将是我们下一

步研究的主要内容。虽然存在一定的局限性，但本研究仍可为

阐明慢性牙周炎的发病机制提供理论及实验基础，为慢性牙周

炎的治疗提供科学靶点，为临床治疗提供新思路。
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