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摘  要：【背景】pORF5 质粒蛋白是沙眼衣原体(Chlamydia trachomatis, Ct)的重要毒力因子，具有

抑制细胞氧化应激和凋亡的作用。【目的】探讨 pORF5 是否通过上调 DJ-1 蛋白激活核因子红细胞 2
相关因子 2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2, Nrf2)/醌氧化还原酶 1 [NAD(P)H: quinone 
oxidoreductase1, NQO1]信号通路调控脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)诱导的细胞氧化应激与凋亡。

【方法】用不同浓度的 pORF5 质粒蛋白以不同时间刺激 HeLa 细胞，Western blotting 检测 DJ-1 蛋

白表达情况；采用活性氧(reactive oxygen species, ROS)试剂盒、流式细胞术检测 pORF5 对 LPS 诱

导的细胞氧化应激和凋亡的影响；利用小干扰 RNA (small interfering RNA, siRNA)干扰 HeLa 细胞

DJ-1 蛋白表达，用荧光显微镜观察细胞内 ROS 荧光强度，用试剂盒检测超氧化物歧化酶(superoxide 
dismutase, SOD)和丙二醛(malondialdehyde, MDA)含量变化；用 Nrf2 特异性抑制剂(ML385)预处理

细胞 1 h，pORF5 单独或与 LPS 共刺激细胞后，分析凋亡相关蛋白 Bcl-2 相关 X 蛋白(Bcl-2-associated 
X protein, Bax)、B 细胞淋巴瘤因子 2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2)蛋白表达水平；利用 Western blotting
分析干扰 DJ-1 蛋白表达对 Nrf2/NQO1 信号通路的影响。【结果】pORF5 可上调 DJ-1 蛋白表达，并

且最佳刺激浓度和时间分别为 10 μg/mL 和 18 h；pORF5 质粒蛋白可显著减弱 LPS 诱导的 ROS 荧

光强度及细胞凋亡率(P<0.001)；si-DJ-1 组中 ROS 荧光强度增强，MDA 含量增多(P<0.001)，SOD
活性下降(P<0.001)；ML385 能抑制 pORF5 诱导的 Nrf2、NQO1 蛋白表达(P<0.001)，上调促凋亡

蛋白 Bax 表达(P<0.05)，下调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达(P<0.01)；si-DJ-1 组中 Nrf2 及 NQO1 的表

达明显降低(P<0.001, P<0.01)。【结论】pORF5 质粒蛋白可通过上调 DJ-1 蛋白激活 Nrf2/NQO1 信
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号通路抑制 LPS 诱导的细胞氧化应激与凋亡。 
关键词：沙眼衣原体；pORF5 质粒蛋白；氧化应激；凋亡；DJ-1 
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Abstract: [Background] The plasmid-encoded protein pORF5 is a pivotal virulence factor of 
Chlamydia trachomatis (Ct), capable of inhibiting oxidative stress and apoptosis. [Objective] 
To investigate whether pORF5 up-regulates the expression of DJ-1 protein to activate the 
nuclear factor erythroid 2-related factor 2 (Nrf2)/NAD(P)H: quinone oxidoreductase 1 (NQO1) 
pathway in the regulation of lipopolysaccharide (LPS)-induced cellular oxidative stress and 
apoptosis. [Methods] HeLa cells were treated with different concentrations of pORF5 for 
different time periods. Western blotting was employed to determine the expression level of 
DJ-1. The reactive oxygen species (ROS) assay kit and flow cytometry were employed to 
examine the effects of pORF5 on LPS-induced oxidative stress and apoptosis. The expression of 
DJ-1 protein in HeLa cells was down-regulated by siRNA-DJ-1, and the cellular ROS 
fluorescence intensity was observed under a fluorescence microscope. Corresponding assay kits 
were used to measure the levels of superoxide dismutase (SOD) and malondialdehyde (MDA) in 
each group. After pretreatment with the Nrf2 inhibitor ML385 for 1 h, HeLa cells were 
stimulated with pORF5 alone or combined with LPS, and the expression levels of the 
apoptosis-related proteins B-cell lymphoma-2 (Bcl-2) and Bcl-2-associated X protein (Bax) 
were determined. Western blotting was employed to evaluate the effect of down-regulating the 
expression of DJ-1 on the Nrf2/NQO1 pathway. [Results] pORF5 up-regulated the expression 
of DJ-1, and the up-regulatory effect was the strongest after treatment with 10 μg/mL pORF5 for 
18 h. pORF5 reduced LPS-induced ROS fluorescence intensity and cell apoptosis rate 
(P<0.001). The si-DJ-1 group showed increased ROS fluorescence intensity and MDA content 
but decreased SOD activity (P<0.001). ML385 inhibited pORF5-induced expression of Nrf2 and 
NQO1 (P<0.001), up-regulated the expression of the pro-apoptotic protein Bax (P<0.05), 
down-regulated the expression of the anti-apoptotic protein Bcl-2 (P<0.01). The expression of 
Nrf2 and NQO1 was down-regulated in the si-DJ-1 group (P<0.001, P<0.01). [Conclusion] 
pORF5 can up-regulate the expression of DJ-1 protein to activate the Nrf2/NQO1 pathway, 
thereby inhibiting LPS-induced oxidative stress and apoptosis. 
Keywords: Chlamydia trachomatis; pORF5; oxidative stress; apoptosis; DJ-1 
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沙眼衣原体(Chlamydia trachomatis, Ct)是
性传播疾病最常见的病原菌，具有广泛致病

谱，其感染可致多种疾病，如：失明、泌尿

生殖道感染性疾病、性病淋巴肉芽肿、不孕

症、异位妊娠等 [1]。临床上 Ct 感染病程隐

匿，常因不易被发觉而使患者延误治疗，导

致慢性或持续性感染，造成不可逆性病理损

伤。因此，阐明 Ct 毒力因子及其致病机制，

寻找有应用价值的分子靶点，是 Ct 感染性疾

病预防与治疗的关键。 
Ct 是一种具有独特发育周期的专性细胞内

寄生菌[2]。研究发现[3]，Ct 感染可诱导活性氧

(reactive oxygen species, ROS)的产生，但 Ct 能
快速抑制 NADPH 氧化酶活性，减少 ROS 生

成，抑制氧化应激诱导的细胞凋亡，为其完成

细胞内的发育周期创造条件，但具体作用机制

尚不清楚。 
pORF5 是 Ct 质粒编码的唯一一种分泌性

质粒蛋白，在 Ct 致病过程中发挥重要作用[4]。

已有研究证明，pORF5 蛋白能诱导核因子红细

胞 2 相关因子 2 (nuclear factor-erythroid 2-related 
factor 2, Nrf2)转位并上调醌氧化还原酶 1 
[NAD(P)H: quinone oxidoreductase1, NQO1]发
挥抗氧化作用，促进 Ct 包涵体的生长[5]。我们

前期研究显示，pORF5 可通过上调宿主细胞

DJ-1 蛋白抑制细胞凋亡[6]。DJ-1 又称帕金森相

关蛋白 7 (Parkinson protein 7, PARK7)，是由

189 个氨基酸组成的同型二聚体，在进化中高

度保守，其参与调节细胞自噬、凋亡、线粒体

稳态等多种病理生理过程[7]。另外，DJ-1 也具

有强大的抗氧化功能，能通过调节多条信号通

路，增强细胞抗氧化酶蛋白表达，促进胞内

ROS 的清除，抑制氧化应激诱导的细胞凋亡[8]。

然而，DJ-1 是否通过 Nrf2/NQO1 信号通路参与

调控 pORF5 的抗氧化及凋亡作用尚不清楚。 

为深入研究 pORF5调控细胞氧化应激与凋

亡的分子机制，本研究通过小干扰 RNA (small 
interfering RNA, siRNA)技术干扰 DJ-1 蛋白表

达，观察 DJ-1 蛋白表达与 pORF5 蛋白抗氧化作

用的关系；应用特异性抑制剂阻断 Nrf2/NQO1
通路，通过 Western blotting 检测凋亡相关蛋白

表达，分析 Nrf2/NQO1 信号通路对 pORF5 抗

凋亡作用的影响；并观察干扰DJ-1蛋白表达后

Nrf2 及 NQO1 蛋白表达变化，以探讨 DJ-1 与

Nrf2/NQO1 信号通路的上下游关系，综合分析

pORF5 调控细胞氧化应激与凋亡的分子机制，

以期为深入了解 pORF5 在 Ct 致病机制中的作

用提供实验依据。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

HeLa-229 细胞，中国科学院上海细胞研究

所；pET-28a(+)/pORF5 重组质粒及 pORF5 重组

蛋白，武汉戴安生物技术有限公司。 

1.2  培养基、主要试剂和仪器 
DMEM 培养基和胎牛血清，Gibco 公司。

脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)，Sigma 公司；

ML385 (Nrf2抑制剂)，Glpbio公司；DJ-1抗体、

Nrf2 抗体、NQO1 抗体、B 细胞淋巴瘤因子 2 相

关 X 蛋白(Bcl-2-associated X protein, Bax)抗体、

B 细胞淋巴瘤因子 2 (B-cell lymphoma-2, Bcl-2)
抗体和 GAPDH 抗体，Proteintech 公司；放射

免疫沉淀法 (radio immunoprecipitation assay, 
RIPA)裂解液、ECL 化学发光试剂、BCA 蛋白

浓度测定试剂盒及 ROS检测试剂盒，上海碧云

天生物技术有限公司；Annexin V-FITC (AV)/碘
化丙啶(propidium iodide, PI)凋亡检测试剂盒，

BD 公司；丙二醛(malondialdehyde, MDA)、超

氧化物歧化酶(superoxide dismutase, SOD)含量

检测试剂盒，北京索莱宝生物科技有限公司；
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siRNA-DJ-1 及对照，湖南丰晖生物科技有限公

司。流式细胞仪，Beckman Coulter 公司；凝胶

成像分析系统，Bio-Rad 公司；倒置荧光显微

镜，Nikon 公司。 

1.3  细胞培养与处理 
将 HeLa 细胞接种于含 10%胎牛血清、    

100 μg/mL 链霉素和 100 U/mL 青霉素 G 的

DMEM 培养基中，于 37 ℃、5% CO2 恒温培养

箱中培养，当细胞密度长至 80%–90%时，用

不同浓度 pORF5 蛋白 (0、2.5、5.0、10.0、  
20.0 μg/mL)刺激 HeLa 细胞 18 h 后，再选择

pORF5 最佳刺激浓度刺激 HeLa 细胞不同时间

(0、6、12、18 和 24 h)。部分实验根据需要使

用 siRNA-DJ-1 (si-DJ-1)转染 HeLa 细胞 24 h 或

用 Nrf2 特异性抑制剂 ML385 预处理 HeLa 细胞

1 h，然后用 LPS (1 μg/mL)单独或与 10 μg/mL
的 pORF5 质粒蛋白共刺激细胞 18 h。 

1.4  Western blotting 检测 HeLa 细胞中

DJ-1、Nrf2、NQO1、Bax、Bcl-2 蛋白

表达 
根据实验需要，按 1.3 培养并收集不同处理

组细胞样本。使用 RIPA 裂解液提取总蛋白，采

用 BCA 法测定蛋白浓度后进行 SDS-PAGE 分

析，将目的蛋白转至 PVDF 膜，用 5%脱脂奶

粉室温封闭 2 h。加入 DJ-1、Nrf2、NQO1、
Bax、Bcl-2 蛋白特异性一抗并低温孵育过夜

后，分别加入二抗室温孵育 2 h，最后用 ECL
化学发光试剂盒显影、拍照，采用 Image J 软

件评估蛋白灰度值。 

1.5  荧光显微镜观察细胞内 ROS 水平 
按 1.3 处理细胞后，按照 ROS 检测试剂盒

说明书，利用 2,7-二氯二氢荧光素二乙酸酯

(2,7-dichlorodihydrofluorescein diacetate, DCFH-DA)
探针对各组细胞 ROS进行检测，采用倒置荧光

显微镜观察绿色荧光强弱，并拍照记录。 

1.6  流式细胞术检测细胞凋亡 
收集处理后各组 HeLa 细胞，用 500 μL 

binding buffer 重悬，并加入 3 μL PI 染色液和

AV 避光孵育 30 min，另设 AV 单染、PI 单染

和对照组(53 ℃水浴 3 min)，利用流式细胞仪

检测细胞凋亡情况。 

1.7  细胞内 SOD 和 MDA 含量的检测 
根据不同实验目的处理细胞后收集各组细

胞，按照相关检测试剂盒说明书测定细胞中 SOD

和 MDA 含量。 

1.8  统计学分析 
所有数据采用 GraphPad Prism 10.0 软件中

的单因素 ANOVA 进行分析，数据用均数±标准

差的方式表示。 

2  结果与分析 
2.1  pORF5 质粒蛋白能上调 DJ-1 蛋白

表达 
课题组前期经蛋白质组学技术及生物信息

学分析发现质粒蛋白 pORF5 能改变宿主蛋白

谱，其中 DJ-1 蛋白在 pORF5-HeLa 稳转株中表

达明显升高 [6]。本研究将纯化好的不同浓度

pORF5 质粒蛋白(0、2.5、5.0、10.0 和 20.0 μg/mL)
分别刺激 HeLa 细胞 18 h，Western blotting 检

测 DJ-1 蛋白表达，结果显示：当 pORF5 浓度

达 10 μg/mL 时，DJ-1 蛋白的表达水平升高最

明显(P<0.05) (图 1A 和 1B)。再用 10 μg/mL 浓

度的 pORF5 以不同时间刺激 HeLa 细胞，DJ-1
的表达随时间增加而逐渐上调，当刺激时间为

18 h 时，DJ-1 的表达量最高(P<0.01) (图 1C 和

1D)。以上结果说明 pORF5 能上调 DJ-1 蛋白表

达，与前期结果一致，并且最适 pORF5刺激浓

度和时间分别为 10 μg/mL 和 18 h，此刺激条件

将用于后续实验。 
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2.2  pORF5 质粒蛋白对 LPS 诱导的细

胞 ROS 水平与凋亡的影响 
先前的研究已经证实 pORF5蛋白具有抗氧

化和抗凋亡作用[5,9]。为进一步观察 pORF5对ROS
水平的影响，本研究用 LPS 单独或与 pORF5 共

处理细胞后，利用 DCFH-DA 荧光探针对各组

细胞进行染色，观察 ROS荧光强度发现，相较

于 control 组，LPS 单独刺激组诱导细胞产生了

大量 ROS 荧光；而 pORF5 和 LPS 共刺激组中

ROS 荧光强度较 LPS 组明显减弱(图 2)。 
 

 
 
图 1  Western blotting 检测 pORF5 质粒蛋白对 HeLa 细胞 DJ-1 蛋白表达水平的影响   A：不同浓度

pORF5 质粒蛋白对 DJ-1 蛋白表达的影响；B：不同浓度刺激的 DJ-1 蛋白灰度值；C：pORF5 质粒蛋白

不同刺激时间对 DJ-1 蛋白表达的影响；D：不同时间刺激的 DJ-1 蛋白灰度值扫描。 
Figure 1  Effect of pORF5 plasmid protein on DJ-1 expression by Western blotting. A: Effect of different 
concentrations of pORF5 plasmid protein on DJ-1 expression; B: Gray values of DJ-1 protein stimulated by 
different concentrations; C: Effect of pORF5 plasmid protein on DJ-1 expression at different times; D: Gray 
values of DJ-1 protein stimulated at different times. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 

 
 
图 2  pORF5 质粒蛋白对 LPS 诱导的 HeLa 细胞 ROS 荧光强度的影响 
Figure 2  Effect of pORF5 plasmid protein on ROS fluorescence intensity in LPS-induced HeLa cells. 
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通过流式检测凋亡率发现，pORF5+LPS
组凋亡率较 LPS 组明显下降(P<0.001) (图 3)。
提示 pORF5 能减弱 LPS 诱导的 ROS 生成，进

而抑制氧化应激诱导的细胞凋亡。 

2.3  pORF5 质粒蛋白通过上调 DJ-1 抑

制 LPS 诱导的 HeLa 细胞氧化应激 
课题组前期已经证明 pORF5蛋白通过上调

DJ-1 抵抗宿主细胞凋亡[6]，为进一步研究 DJ-1
蛋白与氧化应激的关系，首先利用 siRNA 技术干

扰 HeLa 细胞中 DJ-1 蛋白表达，Western blotting
检测 DJ-1 的干扰效果；并检测 pORF5 与 LPS 刺

激后 si-DJ-1组和对照组HeLa细胞中ROS、MDA
及 SOD 含量，结果表明：相较于对照组，si-DJ-1
组中 DJ-1 蛋白表达明显减少，说明 DJ-1 蛋白受

到有效干扰(图 4A)；si-DJ-1 组中 SOD 含量较对

照组显著降低(P<0.001)，而 MDA 含量上调

(P<0.001)，ROS 荧光强度也明显增强(图 4B–4D)。
提示 pORF5 通过上调 DJ-1 发挥抗氧化作用。 

 

 
 
图 3  流式细胞术检测细胞凋亡率   A–C：流式细胞散点图(A：Control；B：LPS；C：pORF5+LPS)。
D：细胞凋亡率柱状图。 
Figure 3  The apoptosis rate was detected by flow cytometry. A–C: Flow cytometry scatter plots (A: Control;  
B: LPS; C: pORF5+LPS). D: Histogram of percentage of apoptotic cells. ***: P<0.001. 
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图 4  pORF5 通过上调 DJ-1 抑制 LPS 诱导的 HeLa 细胞氧化应激   A：Western blotting 检测 DJ-1 干

扰效果；B：MDA 含量分析；C：SOD 含量分析；D：ROS 荧光强度。 
Figure 4  pORF5 represses LPS-induced oxidative stress via DJ-1 upregulation in HeLa cells. A: The 
interference effect of DJ-1 was analyzed by Western blotting; B: Histogram for MDA contents assayed; C: 
Histogram for SOD contents assayed; D: ROS fluorescence intensity. ***: P<0.001. 
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2.4  Nrf2/NQO1信号通路参与pORF5的
抗凋亡作用 

有研究表明 pORF5 可激活 Nrf2/NQO1 信

号通路发挥抗氧化效应 [5] ，为进一步探讨

Nrf2/NQO1 通路是否参与 pORF5 质粒蛋白的抗

凋亡作用，先用 Nrf2 特异性抑制剂 ML385 预

处理 HeLa 细胞 1 h，再用 pORF5 质粒蛋白刺激

细胞，Western blotting 结果显示，ML385 能抑

制 pORF5 诱导的 Nrf2 及 NQO1 蛋白表达

(P<0.001) (图 5A–5C)，并促进促凋亡蛋白 Bax

表达(P<0.05)，下调抗凋亡蛋白 Bcl-2 的表达

(P<0.01) (图 5D–5F)，提示 pORF5 可通过激活

Nrf2/NQO1 通路抑制细胞凋亡。 

2.5  pORF5 质粒蛋白激活 Nrf2/NQO1
通路依赖于 DJ-1 蛋白表达上调 

Nrf2/ARE 信号通路被证明是 DJ-1 蛋白增

强抗氧化酶表达的重要下游通路。研究显示，

DJ-1可与细胞质中 Keap1-Nrf2 复合体结合，解

离活化的 Nrf2 单体入核，再促使下游基因表达

保护细胞免受氧化应激损伤[10]。为研究 pORF5 
 

 
 
图 5  pORF5 质粒蛋白激活 Nrf2/NQO1 通路对 Bax、Bcl-2 蛋白表达的影响   A：Western blotting 检

测 Nrf2 和 NQO1 蛋白表达；B：Nrf2 蛋白灰度值扫描；C：NQO1 蛋白灰度值扫描；D：Western blotting
检测 Bax 和 Bcl-2 蛋白表达；E：Bax 蛋白灰度值扫描；F：Bcl-2 蛋白灰度值扫描。 
Figure 5  Effect of Nrf2/NQO1 pathway activated by pORF5 plasmid protein on Bax and Bcl-2 expression. 
A: The expression of Nrf2 and NQO1 was analyzed by Western blotting; B: Gray scanning of Nrf2 protein; C: 
Gray scanning of NQO1 protein; D: The expression of Bax and Bcl-2 was analyzed by Western blotting; E: 
Gray scanning of Bax protein; F: Gray scanning of Bcl-2 protein. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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激活 Nrf2/NQO1 信号通路是否由 DJ-1 所介

导，用 pORF5 质粒蛋白刺激 si-DJ-1 组及对照

组细胞，Western blotting 结果发现，si-DJ-1 组

中 Nrf2 及 NQO1 的表达明显降低(P<0.001, 

P<0.01) (图 6)，说明 pORF5 需通过上调 DJ-1

激活 Nrf2/NQO1 信号通路。 

3  讨论 
Ct 作为具有独特发育周期的专性细胞内寄

生菌，为维持其在宿主细胞内的生长发育，已

进化出多种机制调控宿主细胞凋亡和氧化应激

水平，从而逃避免疫清除促进自身感染 [11]。

pORF5 是由 Ct 质粒编码的重要毒力蛋白，其在

Ct 与宿主细胞互作中发挥重要作用。大量研究

证明，pORF5 能改变宿主蛋白谱，并通过多条信

号转导通路调控细胞凋亡和氧化应激等生物学

功能[12-13]。课题组前期研究证明，pORF5 蛋白可

通过上调 DJ-1 活化细胞外信号调节激酶/丝裂

原活化蛋白激酶(extracellular signal-regulated 
kinase/ mitogen activated protein kinase, 

ERK/MAPK)信号通路而抑制细胞凋亡[6]。DJ-1
是公认的一种多功能蛋白，在氧化应激、凋亡、

线粒体稳态与自噬等多种生命过程中发挥重要

调控作用。其中最广为接受的功能是抗氧化应

激作用[14]。为深入探究 pORF5 调控细胞氧化应

激与凋亡的作用机制，本实验首先测定了不同

浓度 pORF5 蛋白刺激 HeLa 细胞后 DJ-1 的表达

水平，结果显示 DJ-1 蛋白表达呈浓度和时间依赖

性上调，说明 pORF5 可上调 DJ-1 蛋白表达，与

前期结果一致，并且最适刺激浓度为 10 μg/mL，

时间为 18 h；此外，pORF5+LPS 处理组中 ROS
荧光强度及凋亡水平均较 LPS 单独处理组明显

降低，提示 pORF5 具有抗凋亡和抗氧化作用。

据报道，DJ-1 对氧化应激极为敏感，可根据氧

化应激程度直接灭活或通过调控线粒体功能减

少细胞内的 ROS[15-16]。为进一步分析 DJ-1 蛋白

与 pORF5 抗氧化作用的关系，干扰 DJ-1 蛋白

表达后发现，相较对照组，si-DJ-1 组中 ROS 荧

光强度明显增强，并且 MDA 含量升高，而 SOD
含量降低。证实 DJ-1 是 pORF5 调控细胞氧化应 

 

 
 
图 6  DJ-1 蛋白表达对 pORF5 激活 Nrf2/NQO1 通路的影响   A：Western blotting 检测 Nrf2 和 NQO1
蛋白表达；B：Nrf2 蛋白灰度值；C：NQO1 蛋白灰度值。 
Figure 6  Effect of expression of DJ-1 on Nrf2/NQO1 pathway activated by pORF5 plasmid protein. A: The 
expression of Nrf2 and NQO1 was analyzed by Western blotting; B: Gray of Nrf2 protein; C: Gray of NQO1 
protein. **: P<0.01; ***: P<0.001. 
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激反应的关键分子。当细胞受到 LPS 诱导的氧

化应激刺激时产生大量 ROS，pORF5 可通过上

调DJ-1蛋白表达，增强胞内抗氧化酶蛋白含量

及对 ROS 和 MDA 的清除能力，从而减少 ROS
造成的细胞损伤，促进细胞存活。但 pORF5 上

调 DJ-1 发挥抗氧化和抗凋亡作用的过程中参与

调控细胞稳态的信号通路还需进一步研究。 
Nrf2 是一种重要的核转录因子，能激活下

游的抗氧化保护因子，减轻氧化应激损伤，发

挥抗炎、抗肿瘤、保护细胞等作用。当机体遭

受氧化应激刺激时，Nrf2 发生核转位与抗氧化

反应原件(antioxidant responsive element, ARE)
结合，激活抗氧化酶因子 NQO1 和血红素加氧

酶 1 (heme oxygenase 1, HO-1)等[17]。已有研究证

明 pORF5 质粒蛋白能诱导 Nrf2 核转位并上调

NQO1 蛋白水平减轻氧化应激反应，促进 Ct 生

长[5]。既往研究还表明，DJ-1 可促使 Kelch 样环

氧氯丙烷相关蛋白 1 (Kelch-like epichlorohydrin 
associated protein 1, Keap1)/Nrf2 复合体解离及

下游抗氧化酶蛋白 NQO1 的表达，进而保护细

胞免受氧化应激的损害，维持细胞正常生理功

能[18]。因此，为探讨 Nrf2/NQO1 信号通路在

pORF5 抗凋亡效应中的作用及与 DJ-1 蛋白的

关系，本研究先用特异性抑制剂 ML385 预处

理 HeLa 细胞，再用 pORF5 质粒蛋白单独或与

LPS 共刺激细胞，Western blotting 结果表明，

ML385能明显抑制 pORF5诱导的Nrf2及NQO1
表达水平，并促进 Bax 表达，下调 Bcl-2 的表

达。而干扰 DJ-1 蛋白表达后，Nrf2 及 NQO1
蛋白表达也明显下调。以上结果提示，pORF5
可通过激活 DJ-1 介导的 Nrf2/NQO1 通路抑制细

胞凋亡，发挥抗氧化保护作用。研究发现，大

量 ROS 的堆积可导致线粒体功能障碍、膜通透

性改变和膜电位下降，释放凋亡相关因子[19]。

而 pORF5 被证实可抑制线粒体介导的细胞凋

亡[9]，并且 DJ-1 蛋白与线粒体功能、结构高度

相关，在维持线粒体稳态中发挥重要作用[20]。

结合前期研究与本实验结果表明，在氧化应激

刺激下，pORF5 可能通过作用 DJ-1 蛋白介导的

Nrf2/NQO1 通路来调节 Bcl-2 家族控制的线粒体

凋亡途径，从而减少氧化应激细胞的凋亡。然

而，pORF5 和 DJ-1 可作用多条信号通路维持

细胞内稳态，例如 pORF5可通过激活磷脂酰肌

醇 -3-激酶 /蛋白激酶 B (phosphatidylinositol- 
3-kinase/protein kinase B, PI3K/Akt)信号通路抑

制细胞凋亡；而过表达 DJ-1 蛋白也可促使

PI3K/Akt 信号通路中 Akt 磷酸化，保护神经细

胞[21-22]。因此，pORF5 与 DJ-1 之间的互作机

制还需深度探究。 

4  结论 
本研究结果证实 pORF5 蛋白通过上调 DJ-1

激活 Nrf2/NQO1 信号通路抵抗宿主细胞氧化应

激与凋亡，为进一步阐明 pORF5 在 Ct 致病机

制中的作用提供了实验依据。然而，氧化应激

与细胞凋亡之间的关系密切且复杂，pORF5 蛋

白调控两者之间的动态平衡促进Ct感染的潜在

机制还有待深入研究。 
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