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钩端螺旋体56606v对小鼠中性粒细胞凋亡的影响
杜 琳，何 平

上海交通大学医学院免疫学与微生物学系，上海 200025

［摘要］目的·探究钩端螺旋体56606v对小鼠中性粒细胞凋亡的影响及相关作用机制。方法·用钩端螺旋体56606v在感染复

数（multiplicity of infection，MOI）分别为100、300、500时感染小鼠中性粒细胞0.5、6、12、24 h；以未被感染的中性粒细

胞为对照。将含有4 μmol/L星形孢菌素（Staurosporine，STS）的等量细胞培养基处理的细胞作为凋亡阳性对照。采用流式细

胞术检测细胞的凋亡情况；采用Western blotting技术检测钩端螺旋体56606v感染小鼠中性粒细胞后caspase-3的切割情况和核

因子 κB （NF-κB）通路的激活情况，并验证NF-κB抑制剂BAY 11-7082对NF-κB通路的抑制作用；通过添加NF-κB抑制剂

BAY 11-7082，进一步检测NF-κB通路在钩端螺旋体56606v导致的中性粒细胞凋亡抑制中是否发挥作用；将巨噬细胞与钩端

螺旋体56606v感染或未感染的中性粒细胞共孵育，通过流式细胞术检测巨噬细胞对中性粒细胞的吞噬情况。结果·流式细胞

术检测结果显示，钩端螺旋体感染组与未感染对照组相比，小鼠中性粒细胞凋亡率降低；随MOI的增大，钩端螺旋体对中性

粒细胞的凋亡抑制作用增强；不同MOI条件下，2组凋亡率的差异均有统计学意义（均P=0.000）。MOI=100的钩端螺旋体感

染中性粒细胞0.5、6和12 h时，其凋亡率均较相应的未感染对照组降低（均P<0.05）；而使用促凋亡剂STS处理后，则增强

了小鼠中性粒细胞的凋亡程度。Western blotting结果显示 caspase-3的切割在钩端螺旋体56606v感染后明显减少，NF-κB磷酸

化水平在感染后显著上升，添加NF-κB抑制剂BAY 11-7082能够显著抑制感染后和未感染条件下NF-κB通路的激活。在钩端

螺旋体56606v感染或未感染条件下，添加NF-κB抑制剂BAY11-7082均显著提高了小鼠中性粒细胞凋亡率（均P=0.000）。钩

端螺旋体 56606v感染的中性粒细胞与未感染对照组相比，被巨噬细胞吞噬的比例显著降低（P=0.027）。结论·钩端螺旋体

56606v通过激活NF-κB通路，抑制小鼠中性粒细胞的凋亡，进一步降低巨噬细胞对中性粒细胞的胞葬作用。
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Effect of Leptospira interrogans 56606v on apoptosis of murine neutrophil
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[Abstract] Objective·To investigate the effect of Leptospira interrogans 56606v on apoptosis of murine neutrophils and related
mechanisms. Methods·Murine neutrophils were infected with Leptospira interrogans 56606v at indicated multiplicity of infection
(MOI was 100, 300 and 500 respectively) and time points (0.5,6,12 and 24 h), with uninfected neutrophils as control. Cells treated
with an equal amount of cell culture medium containing 4 μmol/L astrosporine (STS) were used as positive control for apoptosis.
The apoptosis was analyzed by using flow cytometry. The cleavage of caspase-3 and activation of nuclear factor- κB (NF- κB)
pathway were detected in murine neutrophils infected with Leptospira interrogans 56606v by Western blotting, and the inhibitory
effect of NF-κB inhibitor BAY 11-7082 on NF-κB pathway was also verified by Western blotting. The role of NF-κB pathway in the
inhibition of neutrophil apoptosis induced by Leptospira interrogans 56606v was further explored by adding NF-κB inhibitor BAY
11-7082. Macrophages were co-incubated with Leptospira-infected or-uninfected carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester
(CFSE)-labeled neutrophils, and flow cytometry was used to detect the phagocytosis of neutrophils by macrophages to reflect the
effect of the neutrophil apoptosis inhibition induced by Leptospira interrogans 56606v infection on efferocytosis. Results·The
results of flow cytometry showed that the apoptosis rate of neutrophils in Leptospira infection group was decreased compared with
the uninfected control group. The inhibition of Leptospira interrogans 56606v on neutrophil apoptosis was enhanced with the
increase of MOI. Compared with the uninfected control group, the difference was statistically significant under different MOIS (P=
0.000). The apoptosis rate was lower than that of the corresponding uninfected control group when Leptospira interrogans 56606v
with MOI=100 infected neutrophils for 0.5, 6 and 12 h (P<0.05), and the apoptosis of neutrophils was enhanced after treatment with
STS. The cleavage of caspase-3 was significantly reduced after infection with Leptospira interrogans 56606v and the
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phosphorylation of NF-κB was significantly increased after infection demonstrated by Western blotting. The activation of NF-κB
pathway in both post-infection and non-infection conditions was significantly inhibited by BAY 11-7082. The apoptosis rate of
murine neutrophils infected with or without Leptospira interrogans 56606v was significantly increased by BAY 11-7082 (P=0.000).
The neutrophils infected with Leptospira interrogans 56606v were significantly less phagocytosed by macrophages than those
uninfected (P=0.027). Conclusion·Leptospira interrogans 56606v inhibits the apoptosis of murine neutrophils by activating the
NF-κB pathway, which further reduces efferocytosis of macrophages on neutrophils.
[Key words] Leptospira interrogans; neutrophil; apoptosis; nuclear factor-κB

钩端螺旋体病是一种由致病性钩端螺旋体（钩体）

感染导致的，在世界范围内传播但易被忽视的人兽共

患传染病。人类在感染钩体后会表现出一系列不同的

临床症状，从轻度的流感样症状到黄疸、肺出血，甚

至是多器官衰竭和死亡均可发生［1］。通常在资源较匮

乏的地区，钩端螺旋体病的发病率和死亡率较高［2］。

目前，钩体的致病机制仍不明确。固有免疫是宿主抵

御钩体感染的第一道防线，在早期识别和清除钩体过

程中起着至关重要的作用。在固有免疫系统中，巨噬

细胞发挥了重要的抗钩体感染的作用，而对于中性粒

细胞的研究则较少。但有研究［3］发现中性粒细胞也能

够识别钩体，如在特异性抗体调理的情况下，其能够

识别或杀死钩体。另外，有研究［4］证明，钩体感染小

鼠会诱发中性粒细胞胞外陷阱（neutrophil extracellular

traps）的形成，其在钩体的防御过程中具有重要作用。

中性粒细胞是一种能够发生自发凋亡的细胞，其所释

放的细胞毒物质既可杀伤病原体，也会造成自身组织

损伤［5］。中性粒细胞自发凋亡，随后被巨噬细胞清除，

可降低其对周围组织的毒性作用［6］。中性粒细胞的寿

命也可以被促炎细胞因子，如粒细胞-巨噬细胞集落刺

激因子、白细胞介素-8、白细胞介素-1β或细菌产物

（如脂多糖）等延长［7-9］。此外，一些细菌病原体也能

抑制中性粒细胞凋亡，如利什曼原虫 （Leishmania

major）、刚地弓形虫（Toxoplasma gondii）、肺炎克雷

伯菌（Klebsiella pneumoniae）等［10-12］。但钩体感染后

对中性粒细胞程序性死亡的调控作用仍不明确。在以

往研究中，我们已利用钩体56606v株建立了小鼠急性

自限性钩端螺旋体病感染模型，能够较好地再现钩体

感染症状，包括黄疸以及皮下和肺部出血等［13］。钩体

56606v株是一个较好的适用于钩体研究的实验菌株，

代表了秋季血清群秋季血清型，为强毒株，最初分离

自中国浙江省 1例钩端螺旋体病患者。本研究对钩体

56606v感染的小鼠中性粒细胞凋亡情况以及相关通路

进行检测，旨在探究钩体感染对于中性粒细胞凋亡的

影响及其潜在机制，以期为研究中性粒细胞在钩体感

染中的作用提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 动物及菌株 健康 6~8周龄C57BL/6N雌性小

鼠，SPF级，购自上海灵畅生物科技有限公司。动物

生产许可证号 SCXK （沪） 2018-0003，使用许可证

号 SYXK （沪） 2018-0027。动物饲养在上海交通大

学医学院屏障动物房内，单笼常规饲料喂养，照明模

拟自然光照，12 h 昼夜更替。钩体 56606v 为本实验

室保存菌株。

1.1.2 试剂及仪器 巯基乙酸盐，购自 BD Difco 公

司；高糖培养基 DMEM 和胎牛血清 （FBS），购自

GIBCO 公司；PBS、BCA 蛋白质定量检测试剂盒和

蛋白酶抑制剂，购自生工生物工程（上海）股份有限

公司； anti-caspase-3 抗体、 anti-p-p65 抗体、 anti-p-

IκB抗体，anti-p65抗体、anti-IκB抗体和辣根过氧化

物 酶 标 记 山 羊 抗 兔 抗 体 ， 购 自 Cell Signaling

Technology 公司；anti-GAPDH 抗体，购自 Sigma 公

司；RIPA 裂解液，购自碧云天公司；化学发光试剂

盒，购自雅酶公司；FITC Annexin V细胞凋亡检测试

剂盒，购自BD Biosciences公司；羧基荧光素琥珀酰

亚 胺 酯 （carboxyfluorescein diacetate， succinimidyl

ester，CFSE），购自 Invitrogen 公司；电转仪和蛋白

印迹转膜槽，购自BIO-RAD公司；二氧化碳培养箱，

购自 Thermo Fisher 公司；流式细胞检测仪 CytoFlex，

购自BeckMan公司。

1.2 小鼠腹腔中性粒细胞和巨噬细胞的获取

C57BL/6 小鼠腹腔注射 1 mL 5% 巯基乙酸盐肉

汤，12 h和 5 d后分别获取腹腔中性粒细胞和巨噬细

胞［12］。用冷 PBS 灌洗小鼠腹腔 2 次，收集腹膜渗出

细胞。注射巯基乙酸盐肉汤 12 h 后取出的细胞在

37 ℃、5% CO2细胞培养箱内静置 1 h，去除贴壁细
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胞，悬浮细胞即为小鼠腹腔中性粒细胞。注射巯基乙

酸盐肉汤 5 d后取出的细胞铺于细胞板，过夜培养后

去除悬浮细胞，剩余贴壁细胞即为巨噬细胞。

1.3 流式细胞术检测细胞凋亡

将小鼠中性粒细胞以 1×106/孔接种于 24孔细胞培

养板中。分别将钩体 56606v 按照指定的感染复数

（MOI=100、300、500）感染细胞；感染 2 h后换为含

有 100 μg/mL 庆大霉素的高糖 DMEM 细胞培基 （含

10% FBS），继续培养指定时间 （4、10、22 h）。未

感染的对照组细胞加入等量细胞培养基，其他处理与

感 染 组 相 同 。 将 含 有 4 μmol/L 星 形 孢 菌 素

（Staurosporine，STS）的等量细胞培养基处理的细胞

作为凋亡阳性对照（STS组）。

在添加 NF-κB 抑制剂的实验中，将小鼠中性粒

细胞用 NF-κB 抑制剂 BAY 11-7082 （10 μmol/L） 预

孵育 30 min 后，用钩体 （MOI=100） 感染小鼠中性

粒细胞；感染 2 h 后换为含有 100 μg/mL 庆大霉素的

高糖 DMEM 细胞培基 （含 10% FBS），继续培养

10 h。未感染的对照组加入等量细胞培养基，其他处

理与感染组相同。

细胞到达指定处理时间后，收集细胞，按照凋亡

检测试剂盒说明书操作。用冷PBS清洗细胞 2次，将

1×106个细胞重悬于 1 mL 1×结合缓冲液；将 100 μL

细胞悬液转移至新的离心管中，加入 5 μL FITC

Annexin V 和 5 μL PI，轻轻涡旋并于室温避光孵育

15 min；每管加入 400 μL 1×结合缓冲液，1 h内采用

流式细胞仪进行分析。

1.4 Western blotting 检测 caspase-3、NF-κB 通路

的表达

在 caspase-3 切割的检测实验中，将小鼠中性粒

细胞以 5×106/孔接种于 12 孔细胞培养板中，钩体

56606v 以 MOI=100 感染细胞 2 h 后弃掉细胞培养液，

并用 PBS清洗细胞 1次；再加入含有 100 μg/mL庆大

霉素的高糖DMEM细胞培基（含 10% FBS），继续培

养2 h。同样，另设未感染的对照组和STS组。

在 NF-κB 通路激活检测实验中，将小鼠中性粒

细胞以 5×106/孔接种于 12孔细胞培养板中，添加或不

添加NF-κB抑制剂BAY 11-7082 （10 μg/mL）预孵育

30 min后，用钩体（MOI=100）感染小鼠中性粒细胞

2 h，以 p65和 IκB抗体检测，以确定NF-κB通路的激

活情况。将未用BAY 11-7082处理和未被钩体感染的

细胞作为对照。

细胞处理指定时间后，去除细胞培养液，用加入

蛋白酶抑制剂的RIPA裂解液处理细胞获得蛋白样品。

利用BCA蛋白质定量检测试剂盒检测蛋白样品浓度。

将蛋白样本进行蛋白质凝胶电泳并完成转膜和封闭，

用对应的一抗稀释液孵育膜过夜，TBST缓冲液清洗

后，置于对应的二抗稀释液中室温孵育 1 h，利用化

学发光仪显影成像。

1.5 体外胞葬作用检测

未感染或用钩体（MOI=100）感染小鼠中性粒细

胞 6 h，用 CFSE 对中性粒细胞进行标记；将接种在

12孔板上的巨噬细胞与CFSE标记的未感染和感染的

中性粒细胞以 1∶5共孵育 2 h；将细胞刮下并用 F4/80

抗体染色巨噬细胞，流式细胞术检测 F4/80+CFSE+巨

噬细胞（吞噬了中性粒细胞的巨噬细胞）的百分比。

1.6 统计学分析

采用 GraphPad Prism 6.0 软件进行统计分析。数

据以 x±s 表示，组间比较采用 t 检验，P<0.05 表示差

异有统计学意义。

2 结果

2.1 小鼠中性粒细胞凋亡情况

流式细胞术检测小鼠中性粒细胞凋亡情况，结果

显示：未感染的对照组在 6 h时有 14.4%±0.2%的细胞

发生早期凋亡，28.6%±0.2% 的细胞发生晚期凋亡；

而钩体感染后 （MOI=100），仅有 9.8%±0.3% 的细胞

发生早期凋亡，18.5%±0.2% 的细胞发生晚期凋亡；

并且随 MOI 的增大，钩体对中性粒细胞的凋亡抑制

作用增强（图 1）。MOI=100 的钩体感染中性粒细胞

0.5、6和 12 h时，其凋亡率均较相应的未感染对照组

降低（均 P<0.05）；而使用促凋亡剂 STS处理后，则

增强了小鼠中性粒细胞的凋亡程度（图2）。

2.2 小鼠中性粒细胞 caspase-3的表达变化

Western blotting检测结果显示：在未感染的对照

组中，4 h后可以检测到明显的切割后的 caspase-3表

达；而当钩体感染小鼠中性粒细胞 4 h时，切割后的

caspase-3表达水平较未感染对照组明显降低；用STS

处理的中性粒细胞，切割后的 caspase-3 的表达水平

则高于未感染对照组（图3）。
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2.3 小鼠中性粒细胞NF-κB通路激活情况

Western blotting检测结果显示，在感染钩体的中

性粒细胞中，磷酸化 p65和 IκB的水平高于未感染细

胞。此外，BAY 11-7082预处理在未感染和钩体感染

Note：A. The representative results of neutrophil apoptosis at indicated time points detected by flow cytometry. B. The statistical results of neutrophil

apoptosis. ①P=0.031, ②P=0.000, ③P=0.048, compared with the control group (Annexin+PI−) at the same time; ④P=0.000, compared with the control group

(Annexin+PI+) at the same time.

图2 流式细胞术检测感染钩体（MOI=100）不同时间的小鼠中性粒细胞凋亡情况
Fig 2 Detection of apoptosis of murine neutrophils infected with Leptospira (MOI=100) for different periods by flow cytometry

Note：A. The representative results of neutrophil apoptosis detected by flow cytometry. B. The statistical results of neutrophil apoptosis. ①P=0.000, compared

with the control (MOI=0) group.

图1 流式细胞术检测感染不同浓度钩体6 h后的小鼠中性粒细胞凋亡情况
Fig 1 Detection of apoptosis of murine neutrophils infected with different concentrations of Leptospira at 6 h post infection by flow cytometry
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的情况下均能够显著抑制 p65 和 IκB 的磷酸化水

平（图4）。

2.4 抑制NF-κB通路对小鼠中性粒细胞凋亡的影响

流式细胞术检测结果显示，在钩体感染或未感染

条件下，用 NF-κB抑制剂 BAY11-7082处理均提高了

中性粒细胞的凋亡率 （Annexin V+），差异均有统计

学意义（均P=0.000）。详见图5。

2.5 巨噬细胞对感染钩体的中性粒细胞的胞葬作用

利用流式细胞术比较巨噬细胞对CFSE标记的钩

体感染或未感染的中性粒细胞的吞噬情况（图6）。检

测结果显示，巨噬细胞与CFSE标记的中性粒细胞孵育

2 h后，未感染对照组中有60.2%±0.9%的F4/80+CFSE+

细胞，而钩体 56606v 感染组有 56.3%±0.7% 的 F4/

80+CFSE+细胞，组间差异有统计学意义（P=0.027）。

图3 感染钩体的小鼠中性粒细胞 caspase-3的激活情况
Fig 3 Activation of caspase-3 in murine neutrophils infected

with Leptospira

图4 钩体感染对小鼠中性粒细胞NF-κB通路的激活情况
Fig 4 Activation of NF-κB in murine neutrophils by Leptospira infection

Note：①P=0.000, compared with untreated cells; ②P=0.000, compared with

56606v-treated cells without BAY 11-7082.

图 5 抑制NF-κB通路对小鼠中性粒细胞凋亡的影响
Fig 5 Effect of inhibition of NF- κB pathway on apoptosis of
murine neutrophils

Note：A. Gating strategy for assessing phagocytosis of neutrophils by macrophages by flow cytometry. B. Leptospira (MOI=100)-infected or-uninfected CFSE-

labeled neutrophils were incubated with macrophages and then processed for flow cytometry after staining with anti-F4/80.

图6 巨噬细胞对中性粒细胞的胞葬作用检测
Fig 6 Efferocytosis of neutrophils by macrophages
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中性粒细胞是最初被招募到损伤或感染部位的免

疫细胞［14］。中性粒细胞摄入病原体会引发活性氧物

质以及细胞毒性物质的产生，从而有效杀死摄入的病

原体；但过度的中性粒细胞活化可能会导致严重的组

织损伤和炎症性疾病。自发凋亡的中性粒细胞则能够

被巨噬细胞摄取，限制炎症介质和有毒颗粒成分释

放，维持免疫系统稳态［15］；但在某些病原体感染过

程中，其也会抑制中性粒细胞的吞噬作用，从而促进

其自身的感染。在本研究中，我们发现了钩体感染可

通过激活 NF-κB 通路对中性粒细胞凋亡产生抑制作

用，并且该抑制作用阻碍巨噬细胞对其的吞噬作用。

中性粒细胞凋亡对于急性炎症的消退和维持白细

胞稳态至关重要。研究表明，细菌和细菌衍生产物可

影响中性粒细胞凋亡或细胞“命运”［9］。在一些感染

中，中性粒细胞吞噬病原体后会加速自身的凋亡，最

终促进感染的消退。然而，一些病原体则进化出了相

应的致病机制，抑制中性粒细胞凋亡以促进其致病。

例如，肺炎衣原体（Chlamydia pneumoniae）能够延

缓中性粒细胞的凋亡，从而促进病原体在中性粒细胞

内 的 繁 殖［16］ ； 肺 炎 克 雷 伯 菌 （Klebsiella

pneumoniae）感染能够减少中性粒细胞的磷脂酰丝氨

酸（phosphatidylserine，PS）外翻并导致程序性坏死

的发生，从而减少对中性粒细胞的胞葬作用，而抑制

程序性坏死的发生则可显著改善肺炎克雷伯菌的感染

结果［12］。吞噬细胞对凋亡细胞进行处理和降解的过

程称为胞葬作用 （efferocytosis）［17］。而凋亡细胞表

面暴露的 PS 可作为“吃我”信号被巨噬细胞识

别［18-19］。巨噬细胞能够通过胞葬作用清除凋亡的中

性粒细胞，凋亡细胞的快速清除能够防止促炎介质从

死细胞中释放，并通过吞噬作用控制病原体感

染［20-21］。在本研究中，我们发现钩体感染显著抑制

了 caspase-3 的激活，流式细胞术检测结果也显示钩

体感染抑制了中性粒细胞 PS外翻。相应地，我们也

发现了巨噬细胞对感染钩体的中性粒细胞的胞葬作用

显著降低。以往的研究［22］表明，中性粒细胞能识别

钩体，但未调理情况下对钩体的杀伤能力较差。因

此，我们推测钩体感染所导致的中性粒细胞凋亡抑制

可能会阻碍巨噬细胞对其的清除，并加重钩体感染后

的炎症。这一推测与我们以往研究发现的钩端螺旋体

病具有较重的炎症表型是相一致的［13］。

中性粒细胞的命运受多种因素调控。已有文献阐

明了病原体具有调控中性粒细胞凋亡的多种机制。例

如，刚地弓形虫通过调控增殖细胞核抗原阻断

caspase的激活，从而延长中性粒细胞的“寿命”［11］；

利什曼原虫通过激活 ERK1/2并调节多种凋亡通路抑

制 中 性 粒 细 胞 凋 亡［10］； 嗜 吞 噬 细 胞 无 形 体

（Anaplasma phagocytophilum）通过 p38信号通路延缓

中性粒细胞凋亡［23］。本研究发现钩体感染中性粒细

胞能够激活NF-κB通路，而以往已有研究证明了NF-

κB活化可抑制中性粒细胞凋亡［24］。NF-κB作为一种

抑制凋亡的转录因子，可以上调凋亡抑制蛋白 Bcl-2

表达；而 Bcl-2直接或间接抑制 caspase-3的活化，还

可能抑制 caspase-3 的合成。故有研究提出 caspase-3

的表达与 NF-κB 呈负相关［25］。同时，也有研究［26］

报道，NF-κB 抑制 caspase-9 和 caspase-3 的活化。本

研究使用NF-κB抑制剂BAY 11-7082证明了钩体感染

可以通过激活 NF-κB 抑制中性粒细胞凋亡，同时钩

体感染也抑制了 caspase-3 的激活。但对于钩体感染

抑制中性粒细胞凋亡是否存在其他机制，仍有待进一

步探索。

越来越多的研究发现，病原体不断进化出了多种

调控宿主细胞“命运”的机制。本研究证明了钩体能

够调控小鼠中性粒细胞的凋亡，并且其可能与钩体的

感染结局存在重要关联，这对于进一步理解钩体的致

病机制及其与宿主的互作机制具有重要意义。
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