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［摘要］ 　 目的　 探讨高碱抗性粪肠球菌（ｈｉｇｈｌｙ ａｌｋａｌｉ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ，ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ）如何调控 Ｚ⁃ＤＮＡ 结合蛋白

１（Ｚ⁃ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＺＢＰ１）以及巨噬细胞的泛凋亡（焦亡、凋亡、坏死）。 方法　 通过连续碱性传代培养构建高碱抗性粪

肠球菌。 使用高碱抗性及标准粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ，Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ）感染 ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞，采用流式细胞术、活 ／死细

胞染色、共聚焦显微镜成像分析和蛋白免疫印迹法，分析巨噬细胞 ＺＢＰ１ 的表达水平以及死亡途径。 使用小干扰 ＲＮＡ 敲低巨

噬细胞 ＺＢＰ１ 的表达后进行相同感染，采用蛋白免疫印迹法分析敲低 ＺＢＰ１ 后巨噬细胞泛凋亡标志物表达的变化。 结果　 高

碱抗性粪肠球菌上调巨噬细胞中 ＺＢＰ１ 和泛凋亡标志物表达的能力较标准粪肠球菌弱。 敲低 ＺＢＰ１ 后，上述指标的表达均下

降，且菌株间无显著差异。 结论　 高碱抗性粪肠球菌可能通过微弱激活 ＺＢＰ１，诱导弱化的巨噬细胞泛凋亡，削弱了机体彻底

清除细菌的能力，从而有利于持续性根尖周炎的发生与发展。
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欧东晨　 Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｘｍｏｄｃ＠ ｓｉｎａ．ｃｏｍ

　 　 持续性根尖周炎特指以根管治疗后持续或复发

性炎症为特征的病理状态。 尽管现代根管治疗技术

成功率较高，但仍有 ３０％ ～ ４０％的病例会发生持续

性根尖周炎［１］。 其主要病因之一是根管系统内残

留的微生物膜，其中粪肠球菌（Ｅｎｔｅｒｏｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ，

Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ）被认为与根管内持续性和复发性感染密

切相关———该菌在 ２４％～７７％的持续性根尖周炎病

例中被检出，且常与氢氧化钙根管消毒后的根管治

疗失败相关［２］。 从持续性根尖周炎患者根管分离

的粪肠球菌具有更高的碱抗性［３－４］，这种特性使其

能在氢氧化钙处理形成的碱性环境中存活，并在条

件合适的情况下导致根管及根尖周组织的再

感染［５］。
巨噬细胞是持续性根尖周炎免疫应答中的核心

调控因子［６］。 最新研究表明，Ｚ⁃ＤＮＡ 结合蛋白 １（Ｚ⁃
ＤＮＡ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １，ＺＢＰ１） 作为关键核酸传感
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器［７］，主要通过识别 Ｚ⁃ＲＮＡ ／ Ｚ⁃ＤＮＡ（源自病原体或

内源性损伤信号） ［８－９］ 激活下游信号通路（特别是

ＲＩＰＫ３⁃ＭＬＫＬ 介导的坏死性凋亡［１０］、ＮＬＲＰ３ 炎症小

体［１１－１２］及 ＮＦ⁃κＢ ／ ＩＲＦ 通路［１３－１５］），从而对巨噬细胞

功能发挥关键调控作用。 巨噬细胞不同死亡模式对

炎症应答的调控作用各异：Ｃａｓｐａｓｅ３ 依赖性细胞凋

亡可维持免疫稳态，但可能降低抗菌效能［１６－１７］；而
ＭＬＫＬ 依赖性细胞焦亡与 ＧＳＤＭＥ 依赖性坏死会放

大炎症反应［１８－１９］，导致慢性病理改变［２０］。 这些死

亡模式共同参与细菌清除与炎症调控［２１］。 研究证

实粪 肠 球 菌 可 通 过 激 活 ＧＳＤＭＤ⁃Ｎ、 ｐＭＬＫＬ 和

Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐａｓｅ３（Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３）等代表性蛋白，进
一步引发巨噬细胞泛凋亡（焦亡、凋亡及坏死） ［２２］。
但高碱抗性粪肠球菌（ｈｉｇｈｌｙ ａｌｋａｌｉ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｅｎｔｅｒｏ⁃
ｃｏｃｃｕｓ ｆａｅｃａｌｉｓ，ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ）激活巨噬细胞泛凋

亡的能力及其机制仍不清楚。
基于以上信息，本研究旨在比较高碱抗性粪肠

球菌与标准粪肠球菌诱导巨噬细胞泛凋亡能力的差

异，并探讨高碱抗性粪肠球菌是否通过 ＺＢＰ１ 调控

巨噬细胞泛凋亡。

１　 材料与方法

１．１　 主要材料和仪器

小鼠单核巨噬细胞系（ＲＡＷ２６４．７）、粪肠球菌

（ＡＴＣＣ，美国）；ＤＭＥＭ 培养基（Ｇｉｂｃｏ，美国）；胎牛

血清（ＦＢＳ） （四季青，中国）；脑心浸液肉汤培养基

（ＢＨＩ） （北京陆桥，中国）；氢氧化钙 （阿拉丁，中
国）；Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 细胞活性与细胞毒性检测试剂盒、
ＲＩＰＡ 裂解液（中）、ＰＭＳＦ、含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭封

片剂 （碧云天， 中国）； 磷酸酶抑制剂混合物片

（ＰｈｏｓＳＴＯＰ） （Ｒｏｃｈｅ，瑞士）；靶向 ＺＢＰ１ 的小干扰

ＲＮＡ（ｓｉＺＢＰ１）、阴性对照小干扰 ＲＮＡ（ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ）、
ｓｉＲＮＡ 转染试剂（吉玛基因，中国）；１２％ＰＡＧＥ 凝胶

超快速配制试剂盒（赛维尔，中国）；０．４５ μｍ ＰＶＤＦ
膜（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，美国）；抗 ＺＢＰ１ 抗体（ＡＧ⁃２０Ｂ⁃００１０，
蛋白免疫印迹用，ＡｄｉｐｏＧｅｎ，瑞士）；抗 ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ 抗

体（ａｂ２１５１９１，Ａｂｃａｍ，英国）；抗 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３ 抗体

（ ＃ ９６６４， Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， 美 国 ）； 抗

ｐｈｏｓｐｈｏ⁃ＭＬＫＬ（ ｐＭＬＫＬ） 抗体 （ ＴＡ７４２０，艾比玛特，
中国）；抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（ＰＭＫ０５８）、ＥＣＬ 超敏发光液

（普美生物，中国）；ＨＲＰ 标记的二抗（ ＳＡ００００１⁃１，
ＳＡ００００１⁃２，Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ，美国）；抗 ＺＢＰ１ 抗体（Ｈ⁃９，
ｓｃ⁃２７１４８３，流式细胞术用） （ Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ⁃
ｏｇｙ，美国）；Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，
美国）；ＣＦＤＡ⁃ＳＥ（伊莱瑞特，中国）；ＴＲＩＴＣ⁃鬼笔环

肽（源叶，中国）。
细胞计数器（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ，美国）；荧光显微镜、共

聚焦激光扫描显微镜（Ｚｅｉｓｓ，德国）；ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式

细胞仪（Ｂｅｃｋｍａｎ Ｃｏｕｌｔｅｒ，美国）；细胞培养箱、细菌

培养箱（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，美国）；紫外分光光

度计（岛津，日本）。
１．２　 细胞培养

在含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基中培养

ＲＡＷ２６４．７ 巨噬细胞（３７ ℃，５％ＣＯ２）。 将细胞以每

孔 １×１０６ 个细胞的密度接种于六孔板中，静置过夜

使其充分贴壁后开始实验。
１．３　 细菌培养

将粪肠球菌置于 ＢＨＩ 培养基中，于 ３７ ℃、５％
ＣＯ２、１％ Ｏ２ 条件下培养，并调至 ＯＤ６００ ＝ １．０。
１．４　 高碱抗性粪肠球菌筛选

将处于指数生长期的标准粪肠 球 菌 悬 液

（１００ μＬ，ＯＤ６００ ＝ １．０）转移至含 ３ ｍｇ ／ ｍＬ 氢氧化钙

的 ＢＨＩ 培养基（ｐＨ ＝ １０）中［４］。 在持续碱性胁迫条

件下进行连续传代培养（共 ３ 代，每周期 ３７ ℃培养

２４ ｈ），获得耐碱变异株；通过琼脂平板单菌落划线

分离法纯化后，命名为高碱抗性粪肠球菌（ＨＡＲ Ｅ．ｆ
组）。 为进行表型验证，将等量的高碱抗性菌株与

标准菌株（Ｅ．ｆ 组）分别接种于上述相同碱性 ＢＨＩ 培
养基中。 培养 １２ ｈ 后，取 ５０ μＬ 菌液涂布于 ＢＨＩ 琼
脂平板，３７ ℃继续培养 ２４ ｈ。 当高碱抗性粪肠球菌

的菌落形成单位较标准菌株显著增加时，即确认其

具有高耐碱性。
１．５　 细胞感染

在进行微生物刺激实验前，将 ＲＡＷ２６４．７ 细胞

以 １×１０６ 个 ／孔的密度接种于六孔板中静置过夜，并
预留一孔用于细胞计数。 同时，复苏冻存的高碱抗

性和标准粪肠球菌，并将其 ＯＤ６００值调整至 １．０（约
合 １×１０９ ＣＦＵ ／ ｍＬ）。 根据计算的体积将细菌悬液

加入细胞中，以实现目标感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙ ｏｆ ｉｎ⁃
ｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）为 １ 和 １０。 感染组在 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

条件下培养 １２ ｈ。 未感染的细胞作为对照组。
１．６　 流式细胞术

在 ３７ ℃、ＭＯＩ 为 １ 或 １０ 条件下，将 ＲＡＷ２６４．７
细胞与高碱抗性或标准粪肠球菌共孵育 １２ ｈ（未经

感染的细胞为对照组）。 细胞经固定和透化后，先
与抗 ＺＢＰ１ 抗体（Ｈ⁃９）孵育，再用 Ａｌｅｘａ Ｆｌｕｏｒ ４８８ 标

记的二抗进行流式荧光染色。 经 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，
离心（２００×ｇ，５ ｍｉｎ）收集细胞，重悬于 ＰＢＳ 中，并采

用 ＣｙｔｏＦＬＥＸ 流式细胞仪通过 ＦＩＴＣ⁃Ａ 通道进行检

测分析。
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１．７　 活 ／死细胞染色

将 ＲＡＷ２６４．７ 细胞接种于 １２ 孔培养板（每孔５×
１０５ 个细胞），分别以 ＭＯＩ＝ １ 或 １０ 的高碱抗性及标

准粪肠球菌进行刺激（未经感染的细胞为对照组）。
在感染 １２ ｈ 后，使用 Ｃａｌｃｅｉｎ ／ ＰＩ 细胞活性与细胞毒

性检测试剂盒进行双荧光活力染色。 荧光成像在荧

光显微镜上完成，红色荧光标记死细胞，绿色荧光标

记活细胞，细胞死亡率按以下公式计算：细胞死亡

率＝［红色荧光细胞数 ／ （红色荧光细胞数＋绿色荧

光细胞数）］×１００％。
１．８　 共聚焦显微镜成像分析

将 ＣＦＤＡ⁃ＳＥ 标记后的高碱抗性及标准粪肠球

菌以 ＭＯＩ ＝ １０ 的条件，感染处于对数生长期的

ＲＡＷ２６４．７ 细胞 １２ ｈ。 ＰＢＳ 洗涤 ３ 次后，在室温下

使用 ４％多聚甲醛固定细胞 ２０ ｍｉｎ，并再次以 ＰＢＳ
洗涤 ３ 次。 细胞在避光条件下与 ＴＲＩＴＣ⁃鬼笔环肽

于室温共同孵育 ３０ ｍｉｎ，随后用 ＰＢＳ 洗涤。 最后，
使用含 ＤＡＰＩ 的抗荧光淬灭封片剂对样本进行封

片。 处理完成的样本通过共聚焦激光扫描显微镜进

行成像采集。
１．９　 ｓｉＲＮＡ 介导的基因沉默

根据制造商提供的操作流程，采用 ｓｉＲＮＡ 转染

试剂将 ｓｉＺＢＰ１ 转染至 ＲＡＷ２６４．７ 细胞中。 平行对

照组以同等浓度加入经验证的乱序 ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ，并通

过蛋白免疫印迹法验证基因敲低效果。 ｓｉＲＮＡ 序列

详见表 １。
表 １　 用于基因敲低的 ｓｉＲＮＡ 序列

Ｔａｂ．１　 ｓｉＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｏｒ ｇｅｎｅ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ

基因 引物序列（５′—３′）

ｓｉＺＢＰ１ Ｆ：ＧＧＡＣＡＵＡＧＡＡＡＧＣＵＣＵＣＡＡＴＴ
Ｒ：ＵＵＧＡＧＡＧＣＵＵＵＣＵＡＵＧＵＣＣＴＴ

ＮＣ⁃ｓｉＲＮＡ Ｆ：ＵＵＣＵＣＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣＡＣＧＵＴＴ
Ｒ：ＡＣＧＵＡＧＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ

１．１０　 蛋白免疫印迹

采用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂的蛋白裂

解液制备细胞裂解物。 蛋白质样品在 ９５ ℃下变性

５ ｍｉｎ 后，通过 １２％ ＰＡＧＥ 凝胶电泳进行分离。 随

后，在 ２００ ｍＡ 恒流条件下湿转 ６０ ｍｉｎ，将蛋白质转

移至 ０．４５ μｍ ＰＶＤＦ 膜。 转膜完毕后，使用含 ５％脱

脂牛奶的 ＴＢＳＴ 溶液封闭膜 １ ｈ。 封闭后的膜在

４ ℃下与以下一抗孵育过夜： 抗 ＺＢＰ１ 抗体、 抗

ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ 抗体、抗 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３ 抗体、抗 ｐＭＬＫＬ
抗体以及抗 β⁃ａｃｔｉｎ 抗体（均为 １ ∶ １ ０００）。 使用

ＴＢＳＴ 洗涤膜 ３ 次（每次 １０ ｍｉｎ）后，在室温下与二

抗（１ ∶ ５ ０００）孵育 １ ｈ。 最后，使用 ＥＣＬ 发光液进

行显色反应，并通过 Ｏｄｙｓｓｅｙ 成像系统捕获信号。
采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ １．５３ｔ 软件进行灰度值分析。
１．１１　 统计学分析

所有实验均重复 ３ 次，数据以均值±标准差表

示。 数据分析采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８．０ 软件完成。
两组数据比较使用 Ｗｅｌｃｈ􀆳ｓ ｔ 检验。 检测高碱抗性

粪肠球菌诱导巨噬细胞泛凋亡能力时使用双因素方

差分析，其余数据使用单因素方差分析。 统计学显

著性设定为 Ｐ＜０．０５。

２　 结　 果

２．１　 高碱抗性粪肠球菌筛选成功

平板计数结果显示，碱性条件刺激后高碱抗性

粪肠球菌的菌落形成单位数量显著高于标准菌株，
证实了高碱抗性粪肠球菌的成功筛选（图 １）。

Ａ：碱性培养后高碱抗性或标准粪肠球菌的菌落；Ｂ：上述菌落形成单

位统计结果；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 １　 碱性培养后高碱抗性或标准粪肠球菌的菌落形成单位

Ｆｉｇ．１　 Ｃｏｌｏｎｙ ｆｏｒｍｉｎｇ ｕｎｉｔｓ ｏｆ ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ
ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ ａｌｋａｌｉｎｅ ｃｕｌｔｕｒｅ

２．２　 高碱抗性粪肠球菌上调 ＺＢＰ１ 的能力较标准菌弱

流式细胞术结果表明，高碱抗性和标准粪肠球

菌均会上调巨噬细胞 ＺＢＰ１ 的表达，且感染复数越

高 ＺＢＰ１ 表达量越高，但是高碱抗性粪肠球菌上调

ＺＢＰ１ 的能力显著较标准菌弱（图 ２）。
２．３　 高碱抗性或标准粪肠球菌持续感染引起巨噬

细胞死亡

活 ／死细胞染色结果显示，高碱抗性或标准粪肠

球菌的持续性感染均会导致巨噬细胞死亡，感染复

数越高死亡细胞越多，且高碱抗性粪肠球菌引起的

巨噬细胞死亡率显著低于标准粪肠球菌（图 ３）。
共聚焦成像分析显示，经高碱抗性或标准粪肠

球菌持续性感染后，巨噬细胞均呈现出细胞肿胀增

大和细胞膜破裂等典型的坏死形态学特征（图 ４）。
２．４　 高碱抗性粪肠球菌引起巨噬细胞泛凋亡能力

较标准菌弱

蛋白免疫印迹结果显示， ＺＢＰ１、 ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ、
ｐＭＬＫＬ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３ 的表达水平随感染复数增

加而升高，但高碱抗性粪肠球菌诱导的上述蛋白表

达强度显著低于标准菌（图 ５）。
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Ａ：ＭＯＩ＝ １ 时流式细胞术 ＺＢＰ１ 荧光表达情况；Ｂ：ＭＯＩ＝ １０ 时流式细胞术 ＺＢＰ１ 荧光表达情况；Ｃ：ＭＯＩ ＝ １ 时 ＺＢＰ１ 相对荧光强度统计结果；Ｄ：
ＭＯＩ＝ １０ 时 ＺＢＰ１ 相对荧光强度统计结果；∗∗：Ｐ＜０．０１；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 ２　 流式细胞术检测高碱抗性或标准粪肠球菌刺激下巨噬细胞 ＺＢＰ１ 的表达

Ｆｉｇ．２　 Ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＺＢＰ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ

Ａ：高碱抗性或标准粪肠球菌感染后巨噬细胞的活 ／ 死细胞染色（红
色荧光标记死细胞，绿色荧光标记活细胞）；Ｂ：ＭＯＩ ＝ １ 时上述活 ／ 死
细胞染色死亡率统计结果；Ｃ：ＭＯＩ＝ １０ 时上述活 ／ 死细胞染色死亡率

统计结果；∗∗：Ｐ＜０．０１；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 ３　 高碱抗性或标准粪肠球菌感染后巨噬细胞的

活 ／死细胞染色分析

Ｆｉｇ．３　 Ｌｉｖｅ ／ ｄｅａｄ ｃｅｌｌｓ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ

图 ４　 高碱抗性或标准粪肠球菌感染后巨噬细胞的

共聚焦成像分析

Ｆｉｇ．４　 Ｃｏｎｆｏｃａｌ ｉｍａｇｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｗｉｔｈ ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ

２．５　 ＺＢＰ１ 敲低可减轻粪肠球菌导致的巨噬细胞泛

凋亡

蛋白免疫印迹分析证实，敲低巨噬细胞的 ＺＢＰ１
可显著降低高碱抗性或标准粪肠球菌诱导的

ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ、ｐＭＬＫＬ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３ 表达，且二者诱

导上述蛋白的表达水平之间无显著差异（图 ６）。

３　 讨　 论

在持续性根尖周炎中，粪肠球菌被认为是相关

致病菌［２３］。 粪肠球菌对氢氧化钙具有相对较高的

碱耐受性［２４］。 巨噬细胞作为根尖周组织中负责识

别和清除细菌的主要细胞［２５］，其细胞泛凋亡模式

（焦亡、凋亡、坏死）共同调控炎症进展［２６］。 其天然

免疫传感器 ＺＢＰ１ 可通过介导细胞死亡影响病原体

清除和组织损伤［２７］。 然而，ＺＢＰ１ 在高碱抗性粪肠

球菌引发的根尖周炎中的作用尚未阐明。 因此，探
讨高碱抗性粪肠球菌通过调控巨噬细胞中 ＺＢＰ１ 影

响细胞泛凋亡的特点和机制，对进一步理解慢性根

尖周感染的机制具有重要意义。
本研究首先探究了高碱抗性粪肠球菌或标准粪

肠球菌感染对巨噬细胞中 ＺＢＰ１ 表达的影响。 研究

结果表明，无论是标准粪肠球菌还是高碱抗性粪肠

球菌，均能显著诱导巨噬细胞内 ＺＢＰ１ 在蛋白水平

的表达上调。 更为重要的是，这种上调效应呈现出

明显的感染复数依赖性特征，这提示细菌负载量与

宿主细胞的 ＺＢＰ１ 免疫应答强度直接相关。 然而，
在相同的感染复数条件下，高碱抗性粪肠球菌感染

组细胞中 ＺＢＰ１ 的表达量始终低于标准粪肠球菌感

染组。 这一差异表示，高碱抗性粪肠球菌可能演化

出了一种更为温和或隐匿的免疫激活策略，它足以

启动免疫反应，但强度较低，这或许与其诱发慢性感

染的生物学特性相关。
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Ａ：感染 １２ ｈ 蛋白免疫印迹代表性条带；Ｂ：ＺＢＰ１ 蛋白相对表达量；Ｃ：ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ 蛋白相对表达量；Ｄ：ｐＭＬＫＬ 蛋白相对表达量；Ｅ：Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３
蛋白相对表达量；∗：Ｐ＜０．０５；∗∗：Ｐ＜０．０１；∗∗∗：Ｐ＜０．００１；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 ５　 高碱抗性或标准粪肠球菌感染后巨噬细胞的蛋白免疫印迹分析

Ｆｉｇ．５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ

Ａ：１２ ｈ，ＭＯＩ＝ １０ 时，蛋白免疫印迹代表性条带；Ｂ：ＺＢＰ１ 蛋白相对表达量；Ｃ：ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ 蛋白相对表达量；Ｄ：ｐＭＬＫＬ 蛋白相对表达量；Ｅ：
Ｃｌｅａｖｅｄ⁃Ｃａｓｐ３ 蛋白相对表达量；ｎｓ：Ｐ＞０．０５；∗：Ｐ＜０．０５；∗∗：Ｐ＜０．０１；∗∗∗：Ｐ＜０．００１；∗∗∗∗：Ｐ＜０．０００ １。

图 ６　 ＺＢＰ１ 敲低对感染高碱抗性或标准粪肠球菌的巨噬细胞泛凋亡标志蛋白表达的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＺＢＰ１ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＡＮｏｐｔｏｓｉｓ ｍａｒｋｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ＨＡＲ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ ｏｒ ｓｔａｎｄａｒｄ Ｅ． ｆａｅｃａｌｉｓ

　 　 先前有研究证实，在 β 冠状病毒模型中，通过

敲除 ＺＢＰ１ 基因，能够有效阻断泛凋亡的发生，从而

减轻组织损伤［２８］。 基于此，本研究进一步探索了

ＺＢＰ１ 在粪肠球菌诱导的巨噬细胞泛凋亡中的作用。
值得注意的是，高碱抗性粪肠球菌相较于标准粪肠

球菌，诱导泛凋亡标志蛋白表达的能力较弱［２９］。 这

种差异化调控表明与标准菌株相比，高碱抗性粪肠

球菌采用了一种更为隐匿的抑制性免疫致病策略。
它并非完全逃避宿主免疫系统的识别，而是以相对

温和但持久的作用，持续诱发巨噬细胞泛凋亡。 这

种持续、温和的细胞死亡，可能造成局部免疫细胞的

不断耗竭，削弱了机体彻底清除细菌的能力。 强烈、
爆发性的细胞死亡会迅速清除感染，但也会导致宿

主剧烈的炎症反应［３０］；而温和、持续的细胞死亡，虽
然每次的炎症强度较低，但会造成长期、低度的组织

损伤和免疫功能障碍［３１］，这或许是高碱抗性粪肠球

菌能够在与宿主免疫系统的长期拉锯战中得以存

续，并驱动持续性根尖周炎的免疫机制。
本研究首次揭示了 ＺＢＰ１ 是高碱抗性粪肠球菌

触发巨噬细胞泛凋亡的分子枢纽。 我们的数据显

示，在巨噬细胞 ＺＢＰ１ 被敲低后，由高碱抗性粪肠球

菌所引发的泛凋亡关键标志物的表达均显著下降。
更重要的是，在 ＺＢＰ１ 缺陷的背景下，高碱抗性粪肠

球菌与标准粪肠球菌在诱导这些泛凋亡标志蛋白的

能力上不再表现出差异。 这一结果表明，ＺＢＰ１ 的信

号通路是不同碱抗性粪肠球菌诱导巨噬细胞泛凋亡

的共同途径，其在泛凋亡的发生中居于上游主导地

位。 高碱抗性粪肠球菌在感染根尖周组织后，被驻

留于此的巨噬细胞吞噬，通过巨噬细胞胞内识别机

制激活了 ＺＢＰ１ 的表达。 上调的 ＺＢＰ１ 随后作为分

子平台，同时激活 ＧＳＤＭＥ⁃Ｎ、 ｐＭＬＫＬ 和 Ｃｌｅａｖｅｄ⁃
Ｃａｓｐ３ 等焦亡、凋亡和坏死执行蛋白，进而导致巨噬

细胞发生泛凋亡。 然而，巨噬细胞中 ＺＢＰ１ 具体如

何被高碱抗性粪肠球菌激活的分子机制仍需进一步

研究。
综上所述，本研究揭示了 ＺＢＰ１ 在高碱抗性粪

肠球菌诱导巨噬细胞泛凋亡中的核心作用，发现了

高碱抗性粪肠球菌可能通过弱激活“ＺＢＰ１－泛凋亡

轴”来促进持续性根尖周感染的发生发展。 这为进

一步理解高碱抗性粪肠球菌引起持续性根尖周感染

的机制奠定了重要的理论基础。
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·５６２·肖亦方，等．高碱抗性粪肠球菌通过 ＺＢＰ１ 诱导弱化的巨噬细胞泛凋亡


