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降钙素原对脂多糖诱导的人脐静脉内皮细胞
NLRP3和caspase-1表达的影响
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［摘要］ 目的　探讨降钙素原 （procalcitonin，PCT） 对脂多糖 （lipopolysaccharide，LPS） 诱导的人脐静脉内

皮细胞 （human umbilical vein endothelial cells，HUVECs） 焦亡相关蛋白核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3

（nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3，NLRP3）、半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1 （caspase-1）

表达的影响。方法　以 LPS 诱导 HUVECs 建立脓毒症内皮细胞炎症损伤模型。实验分为两部分：（1） 将 HUVECs

随机分成正常对照组、LPS 组 （浓度 1 μg/mL）、PCT 组 （浓度 10 ng/mL） 及 LPS+PCT 组 （各组 n=3）；（2） 正常对

照组、LPS 组、LPS+PCT 不同浓度 （0.1、1、10、100 ng/mL） 组 （各组 n=3）。采用实时荧光定量聚合酶链反应法

和 Western blot 法检测各组细胞 NLRP3、caspase-1 mRNA 及其蛋白的表达。结果　 （1） 与正常对照组比较，LPS

组、PCT 组及 LPS+PCT 组 NLRP3、caspase-1 mRNA 和蛋白表达均上调 （P<0.05）；与 LPS 组比较，LPS+PCT 组

NLRP3、 caspase-1 mRNA 和 蛋 白 表 达 均 下 调 （P<0.05）。（2） 与 LPS 组 比 较 ， LPS+PCT 不 同 浓 度 组 NLRP3、

caspase-1 mRNA 和蛋白表达下调；随 PCT 浓度增加，NLRP3、caspase-1 mRNA 及蛋白表达逐渐下调 （P<0.05）。

结论　LPS 可促进 HUVECs 焦亡相关因子 NLRP3、caspase-1 表达，PCT 干预可抑制 LPS 诱导的 HUVECs 中焦亡相

关蛋白 NLRP3、caspase-1 的表达，并呈浓度依赖性。 ［中国当代儿科杂志，2023，25 （5）：521-526］
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人脐静脉内皮细胞

Effect of procalcitonin on lipopolysaccharide-induced expression of nucleotide-
binding oligomerization domain-like receptor protein 3 and caspase-1 in human 
umbilical vein endothelial cells
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Abstract: Objective　To study the effect of procalcitonin (PCT) on lipopolysaccharide (LPS)-induced expression 

of the pyroptosis-related proteins nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor protein 3 (NLRP3) and 

caspase-1 in human umbilical vein endothelial cells (HUVECs). Methods　HUVECs were induced by LPS to establish 

a model of sepsis-induced inflammatory endothelial cell injury. The experiment was divided into two parts. In the first 

part, HUVECs were randomly divided into four groups: normal control, LPS (1 μg/mL), PCT (10 ng/mL), and LPS+PCT 

(n=3 each). In the second part, HUVECs were randomly grouped: normal control, LPS, and LPS+PCT of different 

concentrations (0.1, 1, 10, and 100 ng/mL) (n=3 each). Quantitative real-time PCR and Western blot were used to 

measure the mRNA and protein expression levels of NLRP3 and caspase-1 in each group. Results　 In the first 

experiment: compared with the normal control group, the PCT, LPS, and LPS+PCT groups had significantly upregulated 

mRNA and protein expression levels of NLRP3 and caspase-1 (P<0.05); compared with the LPS group, the LPS+PCT 

group had significantly downregulated mRNA and protein expression levels of NLRP3 and caspase-1 (P<0.05). In the 

second experiment: compared with those in the LPS group, the mRNA and protein expression levels of NLRP3 and 
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caspase-1 in the LPS+PCT of different concentrations groups were significantly downregulated in a concentration-

dependent manner (P<0.05). Conclusions　LPS can promote the expression of the pyroptosis-related proteins NLRP3 

and caspase-1 in HUVECs, while PCT can inhibit the LPS-induced expression of the pyroptosis-related proteins NLRP3 

and caspase-1 in HUVECs in a concentration-dependent manner.
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脓毒症是指由于宿主对感染的反应失调，而

产生的危及生命的器官功能障碍［1］。目前脓毒症

是全球性的医疗保健问题，也是重症监护室内常

见的疾病，以及感染导致死亡的主要原因，在儿

童重症监护室内严重脓毒症的全球患病率为 8.2%，

脓毒症休克的病死率高达 40%，甚至更高［2-3］。脓

毒症是一个炎性反应过程，血管内皮细胞损伤是

脓毒症发生发展的重要因素。在脓毒症事件中，

血管内皮细胞是炎性因子首先攻击的目标［4-5］，受

病原体及内毒素等细菌产物攻击，内皮细胞的损

伤是参与脓毒症休克、器官功能障碍及凝血功能

障碍的中心环节［6-8］。

焦亡是一种依赖于半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶

（cysteinyl aspartate specific proteinase，caspase） -1、

caspase-4/5 介导的，以细胞质膜破裂并释放白细胞

介素-1β （interleukin-1β，IL-1β）、IL-18 等促炎性

细胞因子引发细胞死亡为特点的细胞程序性死亡方

式，也是宿主对抗细菌、真菌、病毒或原生动物病

原体侵袭的一种方式［9-10］。细胞焦亡的本质是一种

炎性宿主反应，研究表明在脓毒症过程中，细胞焦

亡一方面起到抗原提呈及清除细胞内病原体的作

用，另一方面过度的焦亡激活会加重脓毒症器官功

能损害［11-12］。降钙素原 （procalcitonin，PCT） 被公

认为是鉴别细菌感染和病毒感染的重要生物标志

物，目前作为脓毒症的潜在生物标记物被广泛研

究［13］。最新研究表明，PCT不仅仅作为脓毒症的重

要炎性标志物，也是一种重要的炎性介质［14］。本

研究以人脐静脉内皮细胞 （human umbilical vein 

endothelial cells，HUVECs） 为研究对象，旨在探讨

PCT 对内皮细胞焦亡相关蛋白表达的影响，为寻找

脓毒症致病机制提供新的理论依据。

1 材料与方法

1.1　材料

HUVECs 系 购 自 美 国 模 式 培 养 物 集 存 库

（American Type Culture Collection）。人 PCT 冻干粉

（用蒸馏水溶解，配制成100 μg/mL的母液备用） 和

LPS 冻干粉 （用完全培养基溶解，配制成 1 mg/mL

的母液备用） 购于美国 Sigma 公司。DMEM 高糖培

养基和胎牛血清购于美国 Hyclone 公司。胰蛋白酶

-EDTA 消化液和青链霉素混合液购于中国凯基生

物公司。RNA 提取试剂盒 （D9108A） 购于美国

OMEGA 公 司 。 逆 转 录 试 剂 盒 （Rever TraAce 

q-PCR RT Kit） 和实时荧光定量 PCR 试剂盒 （KOD 

SYBR qPCR Mix） 购于日本 TOYOBO 公司。BCA 蛋

白质浓度测定试剂盒和 SDS-PAGE 凝胶制备试剂盒

购于北京碧云天生物科技有限公司。核苷酸结合

寡 聚 化 结 构 域 样 受 体 蛋 白 3 （nucleotide-binding 

oligomerization domain-like receptor protein 3，

NLRP3） 兔多克隆抗体和 caspase-1 兔多克隆抗体

购于中国武汉三鹰公司。β-actin 兔多克隆抗体和

羊抗兔 IgG 二抗购于中国博士德生物公司。

1.2　细胞培养

HUVECs 用 含 10% 胎 牛 血 清 及 双 抗 的 高 糖

DMEM 培养基于 37℃、5%CO2 饱和湿度培养箱培

养，间隔 2 d 左右换液，当细胞生长达 80%~90%

时，用胰蛋白酶消化传代。

1.3　实验分组

取对数生长期 HUVECs 进行分组和干预，培养

基中以浓度为 1 μg/mL 的 LPS 对细胞干预 12 h，建

立脓毒症内皮细胞损伤模型［15］，再用 PCT 进行干

预 12 h。实验分为两部分：（1） 正常对照组、LPS

组 （浓度 1 μg/mL）、PCT 组 （浓度 10 ng/mL） 及

LPS+PCT 组 （LPS 干预后再用 10 ng/mL PCT 处理）；

（2） 正常对照组、LPS 组、LPS+PCT 不同浓度组

（PCT 0.1 ng/mL 组、PCT 1 ng/mL 组、PCT 10 ng/mL

组、PCT 100 ng/mL 组）。

1.4　实时荧光定量聚合酶链反应法检测 mRNA 表

达水平

收集各组细胞，按 RNA 提取试剂盒说明书提

取总 RNA，分光光度计检测 RNA 的浓度和纯度。

采 用 逆 转 录 试 剂 盒 按 说 明 书 将 RNA 逆 转 录 成

cDNA。根据试剂盒 （KOD SYBR qPCR Mix） 说明

书，取 1 μL cDNA 进行 PCR 扩增。PCR 扩增反应条

件：98℃预变性 2 min；98℃变性 10 s，60℃退火
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10 s，68℃延伸 30 s，共 40 个循环。以 GAPDH 作

为内参基因，采用 2-△△CT法计算目的基因 mRNA 的

相对表达量。引物由湖南擎科生物科技有限公司

合成，引物序列见表 1。实验独立重复 3 次。

1.5　Western blot法检测蛋白表达水平

收集各组细胞，提取细胞总蛋白，BCA蛋白定

量试剂盒测定蛋白浓度。蛋白煮沸变性，根据SDS制

胶试剂盒说明书制胶，蛋白凝胶电泳后将蛋白转移至

PVDF膜。用5%的脱脂牛奶封闭2 h，加入1∶1 000

稀释的兔抗人 NLRP3、兔抗人 caspase-1、兔抗人

β-actin 一抗 4℃振荡孵育过夜。PBST 漂洗 3 次，加

入 1∶5 000 稀释的羊抗兔二抗室温振荡孵育 2 h，

PBST 漂洗 3 次，ECL 化学发光显色。使用 Image J 

8.0 软件对蛋白条带进行灰度值分析。实验独立重

复 3 次。

1.6　统计学分析

采用 SPSS 21.0 统计软件对数据进行统计学分

析，符合正态分布的计量资料采用均数±标准差

（x̄ ± s） 表示。多组间比较采用单因素方差分析，

组间两两比较采用 LSD-t 检验。P<0.05 为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1　PCT 干预对 LPS 诱导的 HUVECs 中 NLRP3、

caspase-1 mRNA及蛋白表达的影响

与正常对照组比较，LPS 组、PCT 组及 LPS+

PCT 组 NLRP3、caspase-1 mRNA 及蛋白表达均上调

（P<0.05）； 与 LPS 组 比 较 ， LPS+PCT 组 NLRP3、

caspase-1 mRNA 及蛋白表达下调 （P<0.05）；LPS+

PCT 组与 PCT 组各指标的比较差异均无统计学意义

（P>0.05）。见表 2、图 1。

2.2　不同浓度 PCT 干预对 LPS 诱导的 HUVECs

中NLRP3、caspase-1 mRNA及蛋白表达的影响

与正常对照组比较，LPS 组及 PCT 不同浓度组

NLRP3、 caspase-1 mRNA 及 蛋 白 表 达 均 上 调

（P<0.05）； 与 LPS 组 比 较 ， PCT 不 同 浓 度 组

NLRP3、 caspase-1 mRNA 及 蛋 白 表 达 均 下 调

（P<0.05），随着 PCT 浓度增加，NLRP3、caspase-1 

mRNA 及蛋白表达逐渐下调，不同浓度的 PCT 各组

比较差异有统计学意义 （P<0.05）。见表 3、图 2。

表1　NLRP3、caspase-1和GAPDH基因引物序列

基因名称

NLRP3

caspase-1

GAPDH

序列 (5'→3')

F: GGAGAATGCCTTGGGAGACT

R: CCCTTGTCTCCGAGAGTGTT

F: TTTATCGCTTTCTGCTCTTC

R: GTCACTCTTTCAGTGGTGGG

F: GGAGCGAGATCCCTCCAAAT

R: GGCTGTTGTCATACTTCTCATGG

片段长度
(bp)

195

200

106

表2　各组细胞NLRP3、caspase-1 mRNA及蛋白表达水平 （x̄ ± s，n=3）

组别

正常对照组

LPS 组

PCT 组

LPS+PCT 组

F 值

P 值

mRNA

NLRP3

1.00±0.00

1.85±0.13a

1.38±0.03a

1.46±0.05a,b

14.87

<0.01

caspase-1

1.00±0.00

1.51±0.04a

1.18±0.03a

1.28±0.07a,b

15.00

<0.01

蛋白

NLRP3

0.14±0.02

0.39±0.03a

0.22±0.03a

0.27±0.01a,b

13.56

0.02

caspase-1

0.03±0.01

0.31±0.03a

0.12±0.01a

0.25±0.02a,b

22.74

0.01

注：［LPS］ 脂多糖；［PCT］ 降钙素原；［NLRP3］ 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3；［caspase-1］ 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1。
a 示与正常对照组比较，P<0.05；b 示与 LPS 组比较，P<0.05。

正
常

对
照

组

LPS组
PCT组

LPS+
PCT组

110 kD

45 kD

42 kD

NLRP3

caspase-1

β-actin

图1　Western blot 法检测各组NLRP3、caspase-1蛋

白表达电泳图
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3 讨论

在脓毒症事件中，血管内皮细胞是该过程的

主要靶细胞，内皮细胞与炎性介质、先天性免疫

成分及凝血系统处于动态平衡状态来协调宿主的

反应。血管内皮细胞的损伤、功能障碍在脓毒症

的一系列不良后果中发挥着重要作用［16-17］。焦亡

是依赖于 caspase 激活的另一种细胞程序性死亡的

方 式 ， 是 依 赖 NLRP3 炎 性 小 体 、 caspase-1 及

Gasdermin D （GSDMD） 蛋 白 活 化 后 促 进 IL-1β、

IL-18 等促炎性物质成熟及释放的促炎过程［10，18-19］。

细胞焦亡破坏体内受感染的细胞，促使感染细胞

内病原体释放，同时释放一系列炎性因子，从而

被免疫细胞识别、吞噬及杀灭，在机体内起到抗

原提呈及清除细胞内病原体的作用［20-21］。因此，

适度的细胞焦亡是保护机体抵御病原微生物感染

的重要方式，但是过度的细胞焦亡激活可能会加

重脓毒性休克和脓毒症器官损害。血管内皮细胞

的炎性损伤是脓毒症病理过程中的关键，而细胞

焦亡是感染性疾病中的重要调节机制。在脓毒症

急性肺损伤机制的研究中表明，GSDMD 蛋白由

LPS 刺激的单核细胞释放，与 NLRP3 炎性小体活化

后 的 caspase-1 结 合 形 成 微 粒 ， GSDMD 蛋 白 被

caspase-1 切割后活化，活化后的 GSDMD 蛋白在肺

血管内皮细胞上打孔，破坏细胞膜的完整性，对

内皮细胞产生损伤［22］。这提示血管内皮细胞的焦

亡可能是脓毒症疾病过程重要病理机制之一。PCT

的血清浓度被认为是全身感染性疾病的严重程度

及预后的生物学标志物。而目前研究发现，PCT 本

身存在细胞毒性，且有研究表明在脓毒症肝衰竭

的过程中其可能担任了炎性介质的重要角色［23-24］。

细胞焦亡的本质是促炎过程，而脓毒症的发生发

展也是一个炎症放大的过程，PCT 作为脓毒症过程

中的重要生物学标志物，在脓毒症细胞焦亡机制

中是促炎因子或保护因子，目前尚不清楚。

本研究发现，在 LPS 诱导的脓毒症内皮细胞炎

症损伤模型中，与正常对照组比较，LPS 组焦亡相

关蛋白 NLRP3 及 caspase-1 mRNA、蛋白表达均上

调，说明 LPS 诱导的细胞焦亡参与了脓毒症发病机

制。有研究表明，在盲肠结扎穿刺诱导的脓毒症

心肌功能障碍的小鼠模型中，小鼠心肌细胞匀浆

中的 NLRP3 及 caspase-1 mRNA 表达水平增高，同

样在体外试验中证实，将小鼠心肌细胞暴露在 LPS

中，NLRP3 及 caspase-1 mRNA 表达水平也增高，

本研究结果与之一致。而随着 NLRP3 炎性小体的

激活，IL-1β 及 IL-18 等炎症因子也随即增高［25］。

以上结果提示，脓毒症时细菌或细菌产物的刺激

激活了 NLRP3 炎性小体，从而进一步介导了炎性

反应。在心肌缺血-再灌注损伤引起的无菌性炎症

的研究中发现，在心肌梗死早期 NLRP3 炎性小体

激活，进一步激活 caspase-1，募集循环中的白细

胞对损伤细胞进行吞噬，最后对心肌细胞的缺血

表3　各组细胞NLRP3、caspase-1 mRNA及蛋白表达水平 （x̄ ± s，n=3）

组别

正常对照组

LPS 组

PCT 0.1 ng/mL 组

PCT 1 ng/mL 组

PCT 10 ng/mL 组

PCT 100 ng/mL 组

F 值

P 值

mRNA

NLRP3

1.00±0.00

2.31±0.07a

1.91±0.04a,b

1.61±0.03a,b,c

1.52±0.03a,b,c,d

1.44±0.04a,b,c,d,e

21.69

<0.01

caspase-1

1.00±0.00

1.41±0.03a

1.25±0.02a,b

1.17±0.02a,b,c

1.10±0.02a,b,c,d

1.04±0.01a,b,c,d,e

27.06

<0.01

蛋白

NLRP3

0.11±0.01

0.35±0.01a

0.29±0.03a,b

0.24±0.02a,b,c

0.21±0.01a,b,c,d

0.13±0.02a,b,c,d,e

25.18

<0.01

caspase-1

0.07±0.02

0.51±0.02a

0.47±0.03a,b

0.41±0.02a,b,c

0.37±0.03a,b,c,d

0.22±0.01a,b,c,d,e

22.05

<0.01

注：［LPS］ 脂多糖；［PCT］ 降钙素原；［NLRP3］ 核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白 3；［caspase-1］ 半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶-1。
a 示与正常对照组比较，P<0.05；b 示与 LPS 组比较，P<0.05；c 示与 PCT 0.1 ng/mL 组比较，P<0.05；d 示与 PCT 1 ng/mL 组比较，P<0.05；
e 示与 PCT 10 ng/mL 组比较，P<0.05。
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图2　Western blot 法检测各组NLRP3、caspase-1蛋

白表达电泳图
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损伤起到了一定的修复作用［26］。因此，细胞焦亡

在某些炎症过程中起到了一定的保护作用，但过

度的炎性物质释放可加重组织损伤。

本 研 究 用 不 同 浓 度 的 PCT （0.1、 1、 10、

100 ng/mL） 对 LPS 诱导的脓毒症 HUVECs 模型干

预 12 h， 发 现 PCT 使 正 常 HUVECs 中 NLRP3、

caspase-1 表达上调，而对 LPS 诱导的 HUVECs 中

NLRP3、caspase-1 表达有抑制作用，提示 PCT 对正

常细胞焦亡和脓毒症模型细胞焦亡有不同作用机

制。Sauer 等［23］ 在脓毒症肝衰竭的体外实验中发

现，将人肝癌细胞暴露在浓度为 0.01~50 ng/mL 的

PCT 中会诱导细胞坏死，并降低代谢活性、细胞完

整性、合成和解毒能力，而同时使用 L929 成纤维

细胞获得同样的实验结果。在危重患者研究中发

现，PCT 的升高促使了线粒体功能的障碍，使细胞

代谢发生改变，同时促进了内皮细胞上促炎介质

的释放，激活单核细胞、巨噬细胞和 T 细胞等免疫

细胞，对内皮细胞屏障功能产生损害［27］。以上结

果提示，PCT 通过启动细胞焦亡、坏死或直接对细

胞产生损伤，存在一定细胞毒性，在炎症介导的

过程中起促进作用。PCT 对 LPS 干预后 HUVECs 中

NLRP3 及 caspase-1 表达又有一定抑制作用，并呈

浓度依赖性，提示 PCT 在脓毒症细胞模型中对细

胞焦亡又有抑制作用。Hoffmann 等［28］ 发现脓毒症

休克的血管平滑肌细胞模型中，PCT 在转录水平上

抑制 LPS 介导的肿瘤坏死因子-α （tumor necrosis 

factor-α，TNF-α） 合成。将人全血细胞与 LPS 和

PCT 同时孵育可抑制 LPS 诱导的 TNF-α 产生［29］。以

上结果表明 PCT 在一定程度上通过抑制焦亡或通

过减少 TNF-α 产生抑制炎症过程，PCT 作为一种炎

症调节剂，在 LPS、TNF-α 和干扰素 γ 等激动剂引

发的炎症反应过程中起重要作用［30］。因此，PCT

可使正常 HUVECs 中 NLRP3、caspase-1 表达上调，

而使 LPS 诱导的 HUVECs 中 NLRP3、caspase-1 表达

下调，提示 PCT 可能通过细胞焦亡参与脓毒症发

病 机 制 ， 对 正 常 和 病 理 HUVECs 的 NLRP3、

caspase-1 表达调控机制可能存在差异，在脓毒症

中 PCT 可能具有致炎和抗炎双重作用，其作用机

制及介导的通路，需进一步探讨。
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