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铜绿假单胞菌群体感应代谢产物通过细胞表面脂质结构域溶解诱导宿主淋巴细

胞死亡的机制 

祝司霞（攀枝花学院医学院基础医学教研室，攀枝花 617000） 

中图分类号：R512.91        文献标识码：A 

【摘要】目的：探讨铜绿假单胞菌群体感应代谢产物通过细胞表面脂质结构

域溶解诱导宿主淋巴细胞死亡的机制。方法：将 C57BL / 6 野生型小鼠饲养在特

定的无病原体（SPF）条件下并进行饲养。在 8 至 10 周龄时，铜绿假单胞菌感

染，进行 3oc 治疗。通过用 AnnexinV / PI 凋亡检测法检测 T 细胞凋亡。免疫共

沉淀和蛋白质印迹检测凋亡相关蛋白活性。通过RT-qPCR检测 IL-1mRNA和 IL-6 

mRNA 表达。将 H9 细胞与 500μm 3oc HSL 或 3-oxo-C8HSL 或 3-oxo-C10 HSL

孵育 5 或 10min，检测铜绿假单胞菌通过 3oc 诱导溶解诱导宿主淋巴细胞。结果：

随着 3oc 浓度的增加，T 细胞活细胞降低（P<0.05）。与对照组相比，3oc 处理的

CD4 T 细胞中 caspase-3 和 caspase-9 蛋白活性降低，Cld caspase-3 和 Cld caspase-9

蛋白活性增加（P<0.05），3oc 浓度和 caspase-3 和 caspase-9 表达负相关，3oc 浓

度和 Cld caspase-3 和 Cld caspase-9 表达正相关。随着 3oc 浓度的增加，caspase-3

和caspase-3蛋白活性降低，Cld caspase-3和Cld caspase-9蛋白活性增加（P<0.05）。

与对照组相比，3oc 处理的 IL-1 和 IL-6 mRNA 表达增加，随着 3oc 浓度的增加，

IL-1 和 IL-6 mRNA 表达增加（P<0.05）。lasI 缺陷和 lasR 缺陷都会导致细胞数量

减少（P<0.05）。来自突变体感染小鼠的肺部提取物显示铜绿假单胞菌菌落形成

单位减少（P<0.05）。结论：绿假单胞菌使用 3oc 通过直接触发宿主自身的 TNFR1

信号来解除免疫。 

【关键词】铜绿假单胞菌；群体感应；代谢产物；脂质结构域；淋巴细胞 
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[Abstract] Objective: To explore the mechanism of host lymphocyte death 

induced by colony-induced metabolites of Pseudomonas aeruginosa dissolved in lipid 

domain on cell surface. Methods: C57BL / 6 wild-type mice were raised under 

specific pathogen free (SPF) conditions. At the age of 8 to 10 weeks, Pseudomonas 

aeruginosa was infected and treated with 3oc. Apoptosis of T cells was detected by 

annexin V / PI method. The activity of apoptosis related proteins was detected by 

immunocoprecipitation and Western blotting. The expression of IL-1 mRNA and IL-6 

mRNA was detected by RT-qPCR. H9 cells were incubated with 500 μ m 3oc HSL or 

3-oxo-c8hsl or 3-oxo-c10 HSL for 5 or 10 min, and the host lymphocytes were 

induced to dissolve by 3 OC. Results: With the increase of 3oc concentration, the 

living T cells decreased (P<0.05). Compared with the control group, the activity of 

Caspase-3 and caspase-9 in CD4 T cells treated with 3oc decreased, the activity of 

CLD caspase-3 and CLD caspase-9 increased (P<0.05), the concentration of 3oc was 

negatively correlated with the expression of Caspase-3 and caspase-9, and the 

concentration of 3oc was positively correlated with the expression of CLD caspase-3 

and CLD caspase-9. With the increase of 3oc concentration, caspase-3 and caspase-3 

protein activity decreased, CLD caspase-3 and CLD caspase-9 protein activity 

increased (P < 0.05). Compared with the control group, the expression of IL-1 and 

IL-6 mRNA in 3oc treatment increased. With the increase of 3oc concentration, the 

expression of IL-1 and IL-6 mRNA increased (P<0.05). Both Lasi and lasr defects 

resulted in the decrease of cell number (P<0.05). Lung extracts from mice infected 

with the mutant showed a decrease in colony forming units of Pseudomonas 

aeruginosa (P<0.05). Conclusion: Pseudomonas aeruginosa uses 3oc to de-immunize 

by directly triggering the host's own TNFR1 signal.  

【Keywords】Pseudomonas aeruginosa; quorum sensing; metabolites; lipid 

domains; lymphocytes 

0 摘要 

群体感应是原核生物中基于化学物质的交流机制[1]。在基本模式下，社区中



其他成员的胞内受体可以感应出某些个体释放的自体诱导剂，从而导致集体的等

基因自体诱导剂合成和同步活动[2]。该法规对于与宿主共生，毒力和社区生物膜

形成很重要[3]。铜绿假单胞菌是急性医院感染的最常见病原体之一，特别是影响

免疫功能低下的个人或重症监护病房的患者[4]。铜绿假单胞菌引起的感染包括呼

吸机相关性肺炎，烧伤创面和手术部位感染以及尿路感染与很高的死亡率（即> 

30％）相关[5]。此外，铜绿假单胞菌可引起患有囊性纤维化，慢性阻塞性肺病或

支气管扩张的患者的慢性呼吸道感染[6]。在铜绿假单胞菌中，有两个群体感应电

路：LasR–LasI 和 RhlR–RhlI[7]。前者使用 N-（3-氧代十二烷基）高丝氨酸内酯

（3OC12 HSL 或 3oc）作为自动诱导剂，后者使用 C4（丁酰基）HSL4[8]。3oc

是研究最多的群体感应自动诱导剂，在哺乳动物宿主中具有广泛的影响[9]。已知

3oc 和类似酰基链长度的类似物会与模型和活细胞双层膜相互作用[10]。在高浓度

下，3oc 会破坏质膜的偶极电位，这可能会影响受体配体的结合[11]。然而，在低

至 5μmol/L 的浓度下，特别是对 T 淋巴细胞，嗜中性粒细胞和巨噬细胞的调节活

性是明显的，这暗示着膜中更细微的变化足以实现所报道的作用[12]。本文针对

铜绿假单胞菌群体感应代谢产物通过细胞表面脂质结构域溶解诱导宿主淋巴细

胞死亡的机制进行研究。 

1 资料与方法 

1.1 一般资料 

1.1.1 实验小鼠 

将 C57BL / 6 野生型小鼠饲养在无特定病原体（SPF）条件下并进行饲养。

在 8 至 10 周龄时，铜绿假单胞菌感染，进行 3oc 治疗。简而言之，将小鼠转移

到无菌笼中，在铜绿假单胞菌感染前三天用无菌水代替 3oc 治疗，而在另一组中，

3oc 治疗一直持续到实验结束。性别和年龄相匹配的常规定植小鼠作为未经 3oc

治疗的对照组。 

1.1.2 医学伦理学问题 

所有实验程序均经动物保护和使用委员会批准的方案下进行，并根据实验动

物护理和使用指南进行实验。 



1.2 方法 

1.2.1 铜绿假单胞菌菌株 

MDR 铜绿假单胞菌分离株最初是由一名医院内肺炎患者的呼吸道材料培养

而成。在感染之前，将铜绿假单胞菌在 37℃的有氧气氛中的 cetrimid 琼脂（Oxoid）

上生长 24 h。 

1.2.2 用 AnnexinV / PI 凋亡检测法检测细胞凋亡 

用 HSL 刺激细胞或不对其进行处理。6 小时后，收集细胞并在室温下用膜

联蛋白 V-FITC 和 PI 染色 15 分钟，通过流式细胞术测量其凋亡作用。在铜绿假

单胞菌共培养试验中，从 C57BL / 6 小鼠中分离出骨髓淋巴细胞，并与 WT，缺

少 lasI 或缺少 lasR 的铜绿假单胞菌培养物的上清液一起孵育 6h。在明亮的显微

镜下计数淋巴细胞的数目。 

1.2.3 免疫共沉淀和蛋白质印迹 

对于免疫沉淀，将 4μg 山羊抗小鼠抗体与 100μl 蛋白 A / G 琼脂糖在室温下

孵育 2 小时。用 HSL 估计脾细胞（每毫升 300 万）或不进行治疗。收集细胞并

用免疫沉淀裂解缓冲液（50mmol/L HEPES，pH 7.，150mmol/L NaCl，1％NP-，

1mmol/L EDTA，1mmol/L 苯基甲基磺酰氟，1mmol/L NaF，1mmol/L NaVO3 和

蛋白酶抑制剂混合物裂解）。将细胞裂解液在 4℃下加入抗体-珠子混合物中 3 小

时。通过低速离心（1,000g，5min）收集珠子，并用免疫沉淀裂解缓冲液（添加

300mmol/L NaCl）洗涤四次。最后一次洗涤后，将沉淀物用 70μl2x SDS 上样缓

冲液悬浮并煮沸 5 分钟。用兔抗 Caspase-3 和兔抗 Caspase-9 抗体（D35G2）检

测 Caspase-3 和 Caspase-9。用 HSL 处理 THP-1 细胞（每毫升 300 万个）或不对

其进行处理。对于交联测定，用 HSL 刺激或不处理从 C57BL / 6 小鼠脾脏或人

THP-1 细胞分离的 CD4 + T 细胞，收集细胞，并在室温下用 10mmol/L DTSSP 交

联30分钟，并用1M Tris-HCl淬灭（pH 7.5）15分钟。用来自Bytotime Biotechnology

的 RIPA 缓冲液（50mmol/L Tris（pH 7.4），150mmol/L NaCl，1％Triton X-100、

1％脱氧胆酸钠，0.1％SDS，1mmol/L EDTA，1mmol/L 苯甲基磺酰氟，1mmol/L 

NaF，1mmol/L NaVO3 和蛋白酶抑制剂混合物）并与非还原 SDS 上样缓冲液混



合。如前所述分离脂筏。简而言之，将 THP-1 细胞在 MN 缓冲液（25mmol/L 2-

（Nmorpholino）乙磺酸和 150mmol/L NaCl，pH 6.5）中的 1ml 1％Triton X-100

中于冰上溶解 20 分钟。将细胞裂解液用松散的 dounce 匀浆器匀浆（10 次），在

4℃下以 500g 离心 7 分钟。将核后上清液首先在 7,000g 下离心 12min，在 100,000g

下于 4℃离心 50 分钟。称为 DIG 分数。将所有样品与 3× SDS 上样缓冲液混合

并煮沸 5 分钟，然后进行蛋白质印迹分析。 

1.2.4 逆转录定量 PCR（RT-qPCR） 

使用 miRVana miRNA 分离试剂盒从各组提取总 RNA，并使用 TRIzol 试剂

分离 RNA。使用 miScript 逆转录试剂盒（Qiagen）在以下反应条件下进行 RT 反

应：在 42℃孵育 60 分钟，在 85℃孵育 5 分钟。使用 SYBR green I Master Mix

试剂盒（因维创；赛默飞世尔科技有限公司）使用 7300 Real-Time PCR System

（应用生物系统公司）在以下反应条件下进行实时 PCR：变性在 95℃下持续 3

分钟和 45 个 PCR 周期（95℃持续 15 秒，60℃持续 20 秒）。使用 2-ΔΔCq方法确

定 IL-1 和 IL-6 的相对表达，β-actin 用作 mRNA 的内部对照。用于反应的引物序

列如下：（表 1） 

表 1 RT-PCR 引物序列 

Table 1 RT-PCR primer sequence 

Gene Upstream primer Downstream primer 

IL-1 CCCGTAGCATAGACCACTGATA GCTGCGCTCCTCTAAGAAGGG 

IL-6 GCTATATAGCCGCGTTATATAAA AGCTCGTAGATAACCCCGGTA 

β-actin CGTCGTAGAGTCGCGCTAAAA AATATTAGCGCGTACTCTCTAGA 

1.3 统计分析 

所有统计分析均使用 SPSS 17.0 软件和 Graph Pad Prism 进行。这些实验至少

独立进行三次。学生 t 检验或单因素方差分析用于分析不同组之间的平均值。通

过 χ 检验或 Fisher 精确检验计算 Ftx 表达和临床病理学变量。使用 Kaplan-Meier

方法建立存活曲线，并通过对数秩检验进行比较。P<0.05 被认为具有统计学意

义。 

 



2 结果 

2.1 3oc 依赖性降低细胞活性 

通过用 AnnexinV / PI 凋亡检测法检测 T 细胞凋亡，结果显示，在 10、20 和

50μmol/L 的浓度下，3oc 促进 T 细胞死亡。随着 3oc 浓度的增加，T 细胞活细胞

降低（P<0.05）。（图 1，表 2） 

  

 

图 1 AnnexinV / PI 凋亡检测 

Figure 1 Annexin V / PI apoptosis detection 

表 2  3oc 抑制 T 细胞活化（x
_

±s） 

Fig. 2 Annexin V / PI apoptosis detection table 2 3oc inhibits T cell activation （x
_

±s） 

Groups Living cell（%） 

Control group 82.37±0.15 

10μmol/L 3oc group 55.18±0.26 

20μmol/L 3oc group 31.15±2.78 

50μmol/L 3oc group 15.87±0.13 

F 13.986 

P 0.012 

2.2 凋亡相关蛋白活性检测 

检测各实验组小鼠中 caspase-3 和 caspase-9 蛋白活性，与对照组相比，3oc

处理的 CD4 T 细胞中 caspase-3 和 caspase-9 蛋白活性降低，Cld caspase-3 和 Cld 

caspase-9 蛋白活性增加（P<0.05），3oc 浓度和 caspase-3 和 caspase-9 表达负相关，

Control group 
10μmol/L 3oc group 

20μmol/L 3oc group 50μmol/L 3oc group 



3oc 浓度和 Cld caspase-3 和 Cld caspase-9 表达正相关。随着 3oc 浓度的增加，

caspase-3 和 caspase-3 蛋白活性降低，Cld caspase-3 和 Cld caspase-9 蛋白活性增

加（P<0.05）。（图 2，表 3） 

 

 

图 2 免疫印迹检测凋亡相关蛋白 

Figure 2 Detection of apoptosis related proteins by Western blot 

表 3  凋亡相关蛋白活性检测（x
_

±s） 

Table 3 Detection of apoptosis related protein activity （x
_

±s） 

Groups caspase-3 caspase-9 Cld caspase-3 Cld caspase-9 

Control group 1.13±0.12 3.37±0.31 0.28±0.06 0.05±0.01 

10μmol/L 3oc group 0.78±0.13 2.58±0.15 0.54±0.13 0.27±0.11 

20μmol/L 3oc group 0.47±0.06 1.74±0.13 1.27±0.18 0.68±0.19 

50μmol/L 3oc group 0.15±0.03 1.05±0.12 2.15±0.19 1.39±0.16 

F 12.342 25.187 13.946 14.128 

P 0.013 0.017 0.018 0.012 

 

Control group 10μmol/L  

3oc group 

20μmol/L  

3oc group 

50μmol/L 

3oc group 



2.3 炎症因子检测 

通过 RT-qPCR 检测炎症因子（IL-1 和 IL-6）mRNA 表达，与对照组相比，

3oc处理的 IL-1和 IL-6 mRNA表达增加，随着 3oc浓度的增加，IL-1和 IL-6 mRNA

表达增加（P<0.05）。（表 4） 

表 4 IL-1 和 IL-6 mRNA 表达量（x
_

±s） 

Table 4 Expression of IL-1 and IL-6 mRNA （x
_

±s） 

Groups IL-1 IL-6 

Control group 1.14±0.13 0.47±0.13 

10μmol/L 3oc group 2.75±0.16 1.26±0.23 

20μmol/L 3oc group 3.27±0.28 1.89±0.16 

50μmol/L 3oc group 3.87±0.32 2.27±0.32 

F 13.635 12.873 

P 0.013 0.012 

2.4 在有序脂质结构域中的 3oc 

真核细胞质膜包含富含胆固醇和鞘糖脂的区域。由于 3oc 似乎介导了细胞表

面受体的信号，我们想知道 HSL 是否保留在质膜中。将 H9 细胞（用于避免细

胞死亡的干扰）与 500μmol/L 3oc HSL 或 3-oxo-C8HSL 或 3-oxo-C10 HSL 孵育 5

或 10min。将细胞分级，并按不同的方式提取和分离 3oc HSL 或 3-oxo-C8 或 

3-oxo-C10 HSL（上清液，细胞溶质和膜）。在质膜级分中发现了膜和上清液中

3oc 和 3-oxo-C10 含量更高。细胞溶质 3-oxo-C8 HSL 含量更高（P<0.05）。（表 5） 

表 5  在有序脂质结构域中的 3oc（x
_

±s，n=6） 

Table 5 3oc in the ordered lipid domain （x
_

±s，n=6） 

Groups 3oc 3-oxo-C8 HSL 3-oxo-C10 HSL 

Supernatant 48.62±3.91 38.75±3.18 36.21±2.56 

Cytosol 5.25±0.14 40.12±2.87 12.33±1.72 

Cell membrane 46.13±3.26 21.13±2.26 51.46±3.82 

F 12.287 13.254 11.175 



P 0.016 0.027 0.018 

2.5 铜绿假单胞菌通过 3oc 诱导感染宿主细胞的淋巴细胞凋亡 

通过细菌的集体活动，HSL 被视为毒力因子。我们想知道其毒力是否也可

以通过通过自动诱导剂介导的免疫抑制降低宿主防御来解释。我们用 WT

（PAO1），lasI 缺陷型（ΔlasI）和 lasR 缺陷型（ΔlasR）铜绿假单胞菌培养物的

上清液培养了 C57BL / 6 小鼠的淋巴细胞，lasI 缺陷和 lasR 缺陷都会导致细胞数

量减少（P<0.05），其作用可能为 3oc。（图 3，表 6） 

 

 

图 3 HE 细胞染色 

Figure 3 HE cell staining 

表 6 细胞 lasI 缺陷和 lasR 缺陷导致细胞数量减少（x
_

±s） 

Table 6 Lasi and lasr defects of cells lead to the decrease of cell number （x
_

±s） 

Groups Number of cells（%） 

PAO1 8.56±0.13 

Lasi defect type 25.33±2.18 

Lasr defect type 27.26±2.47 

F 9.456 

P 0.011 

为了进一步证实结果，我们在气管内用 WT PAO，ΔlasI 和 ΔlasR 突变体接

种了 C57BL / 6 小鼠。来自突变体感染小鼠的肺部提取物显示铜绿假单胞菌菌落

形成单位减少（P<0.05）。（表 7） 

Lasr defect type Lasi defect type PAO1 



表 7  3oc 抑制 T 细胞活化（x
_

±s） 

Table 7 Inhibition of T cell activation by 3oc (x
_

±s) 

Groups Colony formation 

PAO1 5.23±0.34 

Lasi defect type 2.82±0.21 

Lasr defect type 2.94±0.26 

F 11.373 

P 0.014 

3 讨论 

独立于 Tolllike 受体和 NOD 样受体的传统先天感应机制，已提出了几种基

于蛋白质的 HSL 信号转导机制[13]。其中，转录因子 X-box 结合蛋白 1 被建议介

导内质网应激相关的胱天蛋白酶激活[14]。在另一份报告中，建议 3oc 作为调节剂

来微调 PPAR-β/δ 和 PPAR-γ 的转录活性，后者负责上皮细胞的炎症反应[15]。在

本报告中，我们提出了一种独立于直接蛋白质相互作用的机制。我们表明，这种

细菌代谢产物的传感是通过膜干扰，从而广泛地改变了哺乳动物的细胞表面，其

中凋亡在某些细胞中是最明显的结果。 

由 3oc 诱导的免疫细胞凋亡极为有效。在大多数情况下，它比 TNF-α 本身

触发的强度更高[16]。在本报告中，我们提供了证据表明亚 μmol/L 3oc 可以发生

细胞死亡。在体内，尽管 3oc 的浓度在感染部位可能很高，例如在生物膜上达到

数百 μmol/L，但它可能会形成扩散梯度，最终在大多数环境下测得的浓度都不

超过几 μmol/L。对氧磷酶 2（PON2）是一种攻击 HSL 内酯环的内酯酶，在某些

细胞类型中的表达可显著降低 3oc 的促凋亡作用[17]。如我们在小鼠模型中所证实

的，趋化性地吸引到感染部位的淋巴细胞可能暴露于比大多数临床测量值高的

3oc 水平。在铜绿假单胞菌中，Las 和 Rhl 群体感应可调节至少 600 个细菌基因[18]。

我们的结果表明，在急性肺部感染模型中，3oc 似乎至关重要，可以作为独立的

毒力因子。在其他情况下，情况可能有所不同，在其他情况下，其他群体感应基

因可能会导致铜绿假单胞菌的感染性。 

膜结构域在真核细胞中是独特的，是鞘脂和胆固醇的微型晶体状聚集所支持



的功能[19]。尽管发现了结构相关的类胡萝卜素，但细菌世界中却没有胆固醇和

大多数真核固醇。在更高的顺序上，并与其他大多数饱和的磷脂结合，动态脂质

结构域形成了栅栏样排列，受到长链磷脂粘附于潜在的皮质细胞骨架的约束[20]。

该分区为高度多样化的真核表面受体信号传导提供了通用平台。该特征使得真核

膜对脂质结构域破坏特别敏感。以前曾使用粗粒度模型研究由饱和/不饱和磷脂

和胆固醇形成的膜中的芳香族和脂肪族疏水分子，该膜在室温下表现出典型的有

序与无序相分离。他们得出的结论是，芳族化合物可稳定相分离，而脂族结构可

通过破坏其边界来促进脂质域混合。因此，具有 12 个碳的侧链的 HSL 属于后者，

我们的结果与该预测相符。细菌群体感应自动诱导剂是释放的小化学物质，用于

控制微生物群落的行为。N-（3-氧代十二烷酰基）高丝氨酸内酯，铜绿假单胞菌

LasI-LasR 电路的自诱导物，触发淋巴细胞大量死亡。我们发现该分子被并入哺

乳动物的质膜并诱导真核脂质结构域的溶解。将肿瘤坏死因子受体 1 因其没有配

体的自发三聚作用而进入无序脂质相，并驱动 caspase 3、caspase 9 介导的凋亡。

在体内，铜绿假单胞菌释放 N-（3-氧代十二烷酰基）高丝氨酸内酯，以抑制宿

主免疫力，从而获得更好的存活。相反，阻断胱天蛋白酶可大大降低感染的严重

程度。这项工作揭示了微生物与哺乳动物宿主之间未知的交流方法，并建议通过

拦截群体感应信号来干预细菌感染。 

笔者分析，群集感应”指的是细菌中特有的，因受到个体数量影响而“开启”

或 “ 关 闭 ” 的 转 录 调 控 机 制 。 在 绿 脓 杆 菌 中 ， 存 在 一 类 叫 做

“N-oxo-dodecanoyl-L-Homoserine lactone (3oc)”的亲脂性群集感应分子。此前

研究发现，该分子除了在细菌内部具有转录调控活性之外，还能够直接影响宿主

的信号传导。主要分为抑制免疫信号以及促进细胞凋亡两个方面。3oc 的促凋亡

活性是其“免疫调节”活性的本质，3oc 通过插入以及改变细胞膜的有序度，影

响 TNFR1 的膜运动特性，从而促进 TNFR1 以及下游 caspase 9 与 caspase 3 的激

活，最终引发细胞凋亡的发生，而 3oc 引发的中性粒细胞凋亡有助于抑制宿主天

然免疫反应以及促进绿脓杆菌的体内增殖。 

综上所述，铜绿假单胞菌使用 3oc 通过直接触发宿主自身的 TNFR1 信号来

解除免疫。该结果揭示了直接与宿主细胞防御信号转导偶联的自动诱导剂的免疫

调节机制，即细菌脂类分子能够通过改变膜结构间接性导致宿主细胞受体分子的



激活，从而揭示了细胞膜受体激活的新方式。这一发现以及细菌自动诱导剂使用

以前未知的国际交流方法来调节宿主固有免疫力的启示，可能为我们将来对这类

微生物代谢产物的研究提供重要线索。 
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