
内毒素耐受对小鼠腹腔巨噬细胞分泌MMP⁃1、MMP⁃7及细胞迁
移能力的影响

汪 悦，顾建雨，朱奕名，张尧尧，孙 颖*

南京医科大学口腔疾病研究江苏省重点实验室，南京医科大学附属口腔医院牙周科，江苏 南京 210029

［摘 要］ 目的：观察牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，P.gingivalis）脂多糖（lipopolysaccharide，LPS）诱导的耐受对小

鼠腹腔巨噬细胞分泌基质金属蛋白酶（matrix metalloproteinase，MMP）⁃1和MMP⁃7的影响，以及耐受巨噬细胞对小鼠成纤维细

胞L929迁移能力的影响。方法：采用1 μg/mL P.gingivalis LPS重复刺激小鼠腹腔巨噬细胞，构建内毒素耐受模型，并以1 μg/mL大

肠杆菌（Escherichia coli，E.coli）LPS作为阳性对照。收集细胞条件培养液上清，采用ELISA技术检测MMP⁃1和MMP⁃7表达水

平。观察耐受巨噬细胞条件培养液对L929细胞划痕创伤构建后细胞迁移能力的影响。结果：P. gingivalis LPS重复刺激后，巨

噬细胞MMP⁃1分泌水平较单次刺激组降低（P < 0.05），MMP⁃7分泌水平无明显变化（P > 0.05）。P. gingivalis LPS诱导的耐受

巨噬细胞培养液上清刺激 12、24 h后，L929细胞划痕修复面积大于单次刺激组培养液上清刺激后（P < 0.05）。结论：P. gin⁃

givalis LPS诱导的耐受能抑制小鼠腹腔巨噬细胞分泌MMP⁃1，促进L929细胞迁移。
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［Abstract］ Objective：To observe the effects of endotoxin tolerance induced by Porphyromonas gingivalis（P.gingivalis）on the
secretion of metalloproteinase（MMP）⁃1 and MMP⁃7 in peritoneal macrophages of mice and the wound⁃healing abilities of L929 cells.
Methods：Endotoxin tolerance in murine peritoneal macrophages was triggered by repeated 1 μg/mL P.gingivalis lipopolysaccharide
（LPS）stimulations，and 1 μg/mL Escherichia coli（E.coli）LPS was served as positive control. Supernatants from tolerized macrophages
were collected and levels of MMP⁃1 and MMP⁃7 were determined by ELISA. In addition，L929 cells were stimulated by supernatants
from tolerized macrophages and their wound⁃healing abilities were evaluated by repair areas after scratch. Results：Secretion of MMP⁃
1 in macrophages decreased significantly after repeated stimulation by P.gingivalis LPS compared with that treated by single P.

gingivalis LPS stimulation（P < 0.05），while there were no differences in MMP⁃7 levels between the two groups（P > 0.05）. Repaired areas
after scratch（12 h，24 h）in L929 cells cultured with supernatants from P.gingivalis LPS⁃tolerized macrophages were bigger than those
from P.gingivalis LPS non⁃tolerized macrophages（P < 0.05）. Conclusion：Endotoxin tolerance triggered by P.gingivalis LPS contributes
to the decreased secretion of MMP⁃1 in murine peritoneal macrophages and the enhanced migration of L929 cells.
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牙周炎是菌斑生物膜引起的一种慢性感染性

疾病。牙龈卟啉单胞菌（Porphyromonas gingivalis，

P.gingivalis）是牙周炎病变区或活动部位最主要的

致病菌之一，能分泌包括脂多糖（lipopolysaccha⁃
rides，LPS）在内的大量毒力因子，启动机体免疫炎

症反应，导致牙周袋形成，牙槽骨吸收，甚至牙齿松

动、脱落［1］。在牙周炎的漫长病程中，P.gingivalis长

期存在于牙周袋内，P.gingivalis及其毒力因子的持

续刺激可导致宿主对后续刺激的反应性降低，产生

内毒素耐受［2］。上述反应有助于减轻过度的免疫炎

症反应对组织的破坏，但也可能影响宿主有效清除

入侵病原体。

单核/巨噬细胞在免疫炎症反应中发挥了重要

作用。细菌或其毒力因子刺激后，单核/巨噬细胞吞

噬杀菌，释放细胞因子肿瘤坏死因子（tumor necro⁃
sis factor α，TNF⁃α）、白细胞介素（interleukin，IL）⁃
1β、IL⁃10等，同时加工提呈抗原，启动适应性免疫

反应［3］。作为内毒素耐受重要的效应细胞，单核/巨
噬细胞耐受后，细胞因子信号转录抑制因子 1（sup⁃
pressor of cytokine signaling 1，SOCS1）、IL⁃1受体相

关激酶⁃M（interleukin⁃1 receptor associated kinases⁃
M，IRAK⁃M）、miR⁃146a等调节分子表达增多，TNF⁃
α、IL⁃1β等促炎因子释放减少，抗炎因子 IL⁃10分泌

增加，炎症反应受到抑制［4］。

基 质 金 属 蛋 白 酶（matrix metalloproteinase，
MMP）是单核/巨噬细胞与多种组织细胞分泌的蛋白

酶家族，可降解胞外基质成分，调节细胞增殖、黏

附、迁移和血管生成，在组织破坏与改建中发挥重

要作用［5］。目前，内毒素耐受对组织破坏与创伤修

复的影响尚不完全明确。本研究拟构建小鼠腹腔

巨噬细胞内毒素耐受模型，探讨P.gingivalis LPS 诱

导的耐受对巨噬细胞分泌MMP⁃1和MMP⁃7的影响，

以及耐受巨噬细胞对小鼠成纤维细胞株L929细胞迁

移能力的影响，为进一步揭示P.gingivais LPS诱导的

耐受在牙周炎发生发展中的作用提供实验数据。

1 材料和方法

1.1 材料

6~8周龄雄性Balb/c小鼠购自南京医科大学医

药实验动物中心。L929细胞由南京医科大学口腔

疾病研究江苏省重点实验室提供。RPMI1640培养

基（Gibco公司，美国），胎牛血清（Sciencell公司，美

国），P.gingivalis ATCC 33277 LPS（Invivogen 公司，

美国），巯基乙酸盐肉汤、大肠杆菌（Escherichia coli，

E.coli）O127：B8 LPS（Sigma公司，美国），小鼠MMP⁃
1、MMP⁃7 ELISA检测试剂盒（武汉华美生物公司），

Spectramax190 分光光度计（MD公司，美国）。

1.2 方法

1.2.1 小鼠腹腔巨噬细胞内毒素耐受模型的构建

本研究经南京医科大学动物伦理委员会批

准。小鼠腹腔内注射4%巯基乙酸盐肉汤1.5 mL，3~
5 d后脱颈处死，收集腹腔灌洗液，1 000 r/min离心

5 min，收集细胞，以 3×106个/孔密度接种于 6孔板，

置于37 ℃、5% CO2环境中培养。2 h后换液，洗去未

贴壁细胞，贴壁者为腹腔巨噬细胞，继续培养，用于

后续实验。

将小鼠腹腔巨噬细胞分为 5组：空白对照组（A
组）、P.gingivalis LPS 单次刺激组（B组）、P.gingiva⁃

lis LPS 重复刺激组（C组）、E.coli LPS 单次刺激组（D
组）和 E.coli LPS 重复刺激组（E组）。其中，E.coli

LPS 为阳性对照。A、B、D组加入不含 LPS 的 RP⁃
MI1640培养液，C、E组分别加入含 1 μg/mL P.gingi⁃

valis LPS或1 μg/mL E.coli LPS的RPMI1640培养液培

养24 h后，弃培养液上清，PBS洗2次。A组仍加入不

含LPS的RPMI1640培养液，B、C组加入含 1 μg/mL
P.gingivalis LPS的RPMI1640培养液，D、E组加入含

1 μg/mL E.coli LPS 的RPIM1640培养液，继续培养

24 h，收集细胞条件培养液，-80 ℃保存备用。

1.2.2 ELISA法检测MMP⁃1和MMP⁃7蛋白浓度

将收集的细胞条件培养液室温下复温，按照

ELISA试剂盒说明书，在包被MMP⁃1和MMP⁃7抗体

的96孔板中，每孔加入100 μL样品，采用双抗体夹

心法检测，终止反应后，用酶标仪检测 450 nm波长

下吸光度值，并按照标准曲线计算相应的MMP⁃1和
MMP⁃7浓度，最终结果以各组浓度值/A组浓度值的

相对值表示。

1.2.3 细胞迁移试验

将复苏培养的L929细胞以2.5×105个/孔密度接

种于12孔板，培养过夜后，用200 μL移液枪枪头垂

直于孔底划线，洗去刮落细胞。吸去原培养液，将

制备划痕创伤的L929细胞分为6组，每组5个复孔：

以RPMI1640培养液作为阴性对照组，其余各组分

别加入1.2.1中收集的腹腔巨噬细胞上清液，拍摄0、
6、12和24 h细胞划痕图片，每孔选取3个视野，采用

ImageJ Version k 1.45软件进行图像处理，计算划痕

愈合率（%）=（0 h划痕面积-相应时刻划痕面积）/0 h
划痕面积，最终结果以各组愈合率/阴性对照组愈合

率的相对比值表示。
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图 1 内毒素耐受对小鼠腹腔巨噬细胞分泌MMP⁃1和

MMP⁃7的影响

Figure 1 Effects of endotoxin tolerance on the secretion of
MMP⁃1 and MMP⁃7 in murine peritoneal mac⁃
rophages

1.3 统计学方法

采用SPSS24.0 软件进行统计学分析，计量数据

以均数±标准差（x ± s）表示，各组数据间的比较采用

单因素方差分析，采用LSD⁃t检验进行组间两两比

较，P ≤ 0.05为差异具有统计学意义。

2 结 果

2.1 内毒素耐受对小鼠腹腔巨噬细胞 MMP⁃1 和

MMP⁃7分泌水平的影响

P.gingivalis LPS（B组）或E.coli LPS（D组）单次

刺激后，小鼠腹腔巨噬细胞MMP⁃1分泌水平均较空

白对照组（A组）明显增高（P < 0.05）。LPS重复刺激

后（C组或E组），小鼠腹腔巨噬细胞MMP⁃1分泌水

平较相应的单次刺激组（B组或D组）明显降低（P <
0.05，图1）。

P.gingivalis LPS单次刺激后（B组），MMP⁃7水

平与空白对照组（A组）无明显差异（P > 0.05），但E.

coli LPS单次刺激后（D组），MMP⁃7分泌水平高于空

白对照组（A组）（P < 0.05）。P.gingivalis LPS重复刺

激后（C组），MMP⁃7分泌水平与P.gingivalis LPS单

次刺激（B组）无明显差异（P > 0.05），而 E.coli LPS
重复刺激后（E组），MMP⁃7分泌水平则较相应的单

次刺激组（C组）明显降低（P < 0.05，图1）。
2.2 耐受巨噬细胞对L929细胞迁移能力的影响

划痕 6 h后，P.gingivalis LPS、E.coli LPS单次刺

激组上清培养的L929细胞与未刺激组上清培养的

L929 细胞相比，划痕愈合率无明显差异（P >
0.05）。2种 LPS重复刺激组上清培养的 L929细胞

划痕愈合率也与相应的单次刺激组上清培养的

L929细胞无明显差异（P > 0.05，图2）。
划痕 12 h后，2种 LPS单次刺激组上清培养的

L929细胞划痕愈合率均明显低于未刺激组上清培

养的L929细胞（P < 0.05）。2种LPS 重复刺激组上

清培养的L929细胞愈合率明显高于相应的单次刺

激组上清培养的L929细胞（P < 0.05，图2）。
划痕24 h后，未刺激组上清培养的L929细胞划

痕基本全部愈合。2种LPS单次刺激组上清培养的

L929细胞划痕愈合率均明显低于未刺激组上清培

养的 L929细胞（P < 0.05）。2种 LPS重复刺激组上

清培养的L929细胞划痕愈合率均显著高于相应的

单次刺激组上清培养的L929细胞（P < 0.05，图2）。
3 讨 论

革兰氏阴性（G-）厌氧菌P.gingivalis是牙周炎的

主要致病菌之一，其胞壁成分LPS作为重要的病原

相关分子模式，能刺激免疫细胞，启动一系列免疫

炎症反应。P.gingivalis LPS的脂质A表现为四酰化

或五酰化形式，其磷酸基团数量、脂肪酸位置及数

量与最经典的G-菌内毒素E.coli LPS不同，前者毒性

较弱，诱导的炎症反应也较弱［6］。有学者认为，P.

gingivalis LPS是作为耐受分子，帮助细菌逃避免疫

系统作用，而不是免疫刺激物［7］。因此，本研究将E.

coli LPS作为阳性对照。本研究中，2种LPS单独或

重复刺激后，腹腔巨噬细胞MMP⁃7表达水平的差异

即可能与二者结构与生物学功能的差异相关。

内毒素耐受效应广泛存在于巨噬细胞、中性粒

细胞、肥大细胞等免疫细胞中和牙龈上皮细胞等组

织细胞中［8］。研究发现，牙周炎患者的牙龈组织中，

Toll样受体（Toll like receptor，TLR）2和TLR4 mRNA
表达水平低于健康人，可能与致病菌长期刺激导致

的组织耐受有关［9］。

MMP属于金属蛋白酶超家族，包括胶原酶、明

胶酶、基质溶解素、基质降解素、膜型MMP和其他

MMP 6大类。MMP⁃1，又称间质胶原酶，在成纤维细

胞、单核/巨噬细胞中表达丰富，可分解Ⅰ型和Ⅲ型

胶原，是结缔组织重建的重要调节因子［10］。MMP⁃7
是MMP家族中分子量最小的成员，由 25种锌依赖

性酶组成，参与骨重塑、胚胎植入、器官形成等一系

列生理过程。与大多数MMP不同，MMP⁃7缺乏传统
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图2 不同条件处理的腹腔巨噬细胞对L929细胞划痕愈合能力的影响（×100）

Figure 2 Effects of peritoneal macrophages with different treatment on the wound healing abilities of L929 cells（×100）

的C末端类血红素结构域，可能在上皮细胞迁移过

程中分解 syndecan⁃1，还可活化防御素，发挥抗菌作

用［11-12］。在炎性牙龈组织中，MMP⁃1和MMP⁃7表达

水平均增高［13-14］。

本研究发现，P.gingivalis LPS或E.coli LPS单次

刺激后，腹腔巨噬细胞MMP⁃1表达水平增高，Xue
等［15］的研究发现，小鼠单核巨噬细胞白血病细胞

RAW264.7在 E.coli LPS刺激下，MMP⁃1分泌增多，

与本实验结果一致。基质金属蛋白酶抑制剂⁃1（tis⁃
sue inhibitors of metalloproteinases⁃1，TIMP⁃1）可抑制

除膜型MMP以外的所有MMP［16］。Muthukuru等［17］

发现，P.gingivalis LPS诱导人外周血单核细胞来源

巨噬细胞耐受后，TIMP⁃1表达水平增高，本实验中

MMP⁃1表达水平的下降可能与此相关。Ⅰ型胶原

纤维是牙周结缔组织的主要成分［18］，MMP⁃1分泌减

少，可减少其分解，从而减少减缓组织破坏的进一

步发生。Letra等［19］采用E.coli LPS刺激人单核细胞

株U937后发现，MMP⁃7表达增高，也与本研究结果

相符。E.coli LPS诱导巨噬细胞耐受后，MMP⁃7分泌

减少，同样有助于减少Ⅳ型胶原纤维分解，减少组

织破坏。

牙周组织创伤的修复包括血液凝固、炎症反应

和新生组织形成等阶段，牙龈成纤维细胞、成骨细

胞、巨噬细胞、中性粒细胞等组织细胞和免疫细胞

均参与其中［20］。小鼠成纤维细胞L929创伤愈合的

模式与牙龈成纤维细胞类似。本研究采用耐受巨

噬细胞条件培养液培养L929细胞并复制划痕创伤

模型，L929细胞被极化，朝向划痕移动，产生突起、
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迁移、闭合划痕。条件培养液中可能残留痕量LPS，
Pena等［21］研究发现，痕量LPS对上皮细胞划痕修复

能力没有明显影响。本研究比较了2种LPS单次刺

激和重复刺激后，巨噬细胞条件培养液对L929创伤

愈合能力的影响。在上述培养液中，LPS残留量是

相等的，可以排除后者对耐受前后结果变化的影

响。本研究发现，P.gingivalis LPS诱导的耐受巨噬

细胞上清培养的 L929细胞愈合能力更强，与 Pena
等研究一致。Pena等［21］还发现，采用铜绿假单胞菌

LPS耐受的外周血单核细胞培养液上清培养人支气

管上皮细胞，后者创伤愈合率比单次刺激的培养液

上清培养的上皮细胞高。本课题组的前期研究发现，

在内毒素耐受 THP⁃1 细胞中，转化生长因子 ⁃β1
（transforming growth factor⁃β1，TGF⁃β1）表达增多［22］。

TGF⁃β1可增强组织损伤的修复能力，在愈合过程

中，诱导成纤维细胞活化、增殖，使巨噬细胞和成纤

维细胞向伤口趋化［23］。在本研究中，内毒素耐受促

进L929细胞迁移可能与耐受后TGF⁃β1水平增高，

促进了细胞迁移，进而促进创伤愈合有关，其确切

的信号转导机制还有待进一步研究。

综上所述，P.gingivalis LPS诱导的内毒素耐受

能抑制小鼠腹腔巨噬细胞分泌MMP⁃1，促进成纤维

细胞迁移，对减轻免疫炎症反应造成的牙周组织破

坏，促进组织愈合具有一定的作用。
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