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摘  要：【背景】猪胸膜肺炎放线杆菌(Actinobacillus pleuropneumoniae, APP)可导致严重的肺脏炎

性损伤。细胞氧化应激与肺脏炎性损伤密切相关，但是 APP 感染和细胞氧化应激之间的关系仍不

清楚。【目的】明确 APP 感染和细胞氧化应激之间的关系并对其机制进行初步探索，从而为进一

步阐明 APP 致病机理奠定基础。【方法】APP 野生菌 5b (5b WT)和 Adh 基因缺失菌(5bΔAdh)分别

感染猪肺泡巨噬细胞(porcine alveolar macrophage, PAM)后，荧光显微镜观察细胞内活性氧(reactive 
oxygen species, ROS)水平，RT-qPCR 和 Western blotting 检测氧化应激相关分子的表达变化，利用

NLRP3 炎性体抑制剂 MCC950 处理细胞，分别感染 5b WT 和 5bΔAdh 后，生化反应法检测细胞内

乳酸和丙酮酸含量，流式细胞术检测细胞内 ROS 水平及线粒体膜电位变化情况；采用 tandem mass 
tag (TMT)标记定量蛋白质组学测序分析细胞蛋白表达变化并检测线粒体 DNA (mitochondrial 
DNA, mtDNA)的释放情况。【结果】免疫荧光和流式细胞术检测结果均显示，5b WT 组 ROS 水

平明显高于 5bΔAdh 组，但经 MCC950 处理后可以逆转这一上升趋势；生化指标检测结果表明，相
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较于 5bΔAdh 组，5b WT 组的丙酮酸和乳酸的含量下降更显著，而且经过 MCC950 抑制 NLRP3 活性

后，细菌感染组的丙酮酸和乳酸的含量均有显著回升，与对照组无显著差异；5b WT 和 5bΔAdh 感

染后，猪肺泡巨噬细胞(porcine alveolar macrophage, PAM)中氧化应激关键转录因子核转录因子红系 2
相关因子 2 (nuclear factor-erythroid 2-related factor 2, Nrf2)和 GCLM 均呈现出下降的趋势；Western 
blotting 结果表明 5b WT 和 5bΔAdh 组烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化酶 2 (nicotinamide adenine 
dinucleotide oxidase 2, NOX2)含量增高，并且 5b WT 组含量升高更明显；蛋白质组学分析表明共

有 15 个蛋白的表达出现显著变化，GO 分析发现这些差异蛋白主要参与 ATP 代谢、嘌呤代谢、炎

症等重要生物学过程，KEGG 分析发现这些蛋白与炎症调节、能量转运和氧化磷酸化等相关的信

号通路密切相关；重要的是 5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 后，线粒体受损细胞比例分别为 69.6%和

58.5%，均高于对照组，mtDNA 也大量释放到细胞质中。【结论】APP 可以通过 Adh 引起 PAM 氧

化应激，并且 NLRP3 炎性体活化参与细胞氧化应激的形成。 
关键词：猪胸膜肺炎放线杆菌；猪肺泡巨噬细胞；Adh；活性氧；线粒体损伤 
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Abstract: [Background] Actinobacillus pleuropneumoniae (APP) causes severe inflammatory 
damage to the lungs. Cellular oxidative stress is closely linked to lung inflammatory damage, 
while the relationship between APP infection and cellular oxidative stress remains unclear. 
[Objective] To clarify the relationship between APP infection and cellular oxidative stress and 
explore its mechanism, thereby laying a foundation for elucidating the pathogenic mechanism of 
APP. [Methods] After infecting porcine alveolar macrophages (PAMs) with APP wild-type 
strain 5b (5b WT) and Adh-deleted strain (5bΔAdh), respectively, we observed the levels of 
intracellular reactive oxygen species (ROS) using fluorescence microscopy, and determined the 
expression of oxidative stress-related molecules by RT-qPCR and Western blotting. Cells were 
treated with the NLRP3 inflammasome inhibitor MCC950 and then infected with 5b WT and 
5bΔAdh, respectively. Biochemical methods were employed to measure the intracellular lactate 
and pyruvate levels. Flow cytometry was employed to determine the ROS levels and changes in 
mitochondrial membrane potential. Additionally, TMT-labeled quantitative proteomics 
sequencing was conducted to analyze changes in cellular protein expression and detect the 
release of mitochondrial DNA (mtDNA). [Results] Results from immunofluorescence and flow 
cytometry indicated that the 5b WT group had higher levels of ROS than the 5b ΔAdh group, 
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and this trend was reversed following MCC950 treatment. Biochemical analysis further revealed 
that the 5b WT group had significantly lower levels of pyruvate and lactate, which elevated 
again after NLRP3 was inhibited with MCC950. Additionally, the PAMs infected by 5b WT and 
5bΔAdh showcased notable declined levels of Nrf2 and GCLM and up-regulated expression of 
NOX2, with a more pronounced up-regulation observed in the 5b WT group. Proteomics 
analysis indicated significant changes in the expression of 15 proteins. GO analysis revealed 
that these differentially expressed proteins were mainly involved in key biological processes 
such as ATP metabolism, purine metabolism, and inflammation. KEGG analysis predicted that 
these proteins were involved in inflammation regulation, energy transport, and oxidative 
phosphorylation. Notably, 5b WT and 5bΔAdh infections increased the proportions of PAMs 
with mitochondrial damage to 69.6% and 58.5%, respectively, with mtDNA release into the 
cytoplasm. [Conclusion] APP induced oxidative stress in PAMs via Adh, and the activation of 
NLRP3 inflammasome participated in the generation of cellular oxidative stress. 
Keywords: Actinobacillus pleuropneumoniae; porcine alveolar macrophage; Adh; reactive 
oxygen species; mitochondrial damage 
 
 

猪 胸 膜 肺 炎 放 线 杆 菌 (Actinobacillus 
pleuropneumoniae, APP)是一种革兰氏阴性菌、

兼性厌氧、杆状细菌，是猪胸膜肺炎的病原体[1]。

APP 感染可致使肺脏严重的不可逆损伤，其引

起的呼吸系统传染病一直是困扰我国养猪业的

重要细菌性传染病之一。猪肺泡巨噬细胞

(porcine alveolar macrophage, PAM)是 APP 感染

过程中最早且主要的靶细胞。黏附是 APP 感染

PAM 的首要步骤，其中三聚体自转运黏附素

(trimeric autotransporter adhesions, TAA)在促进

APP 早期感染过程中发挥重要作用。我们前期研

究发现 APP TAA 头部 124–612 aa 区域是其感染

PAM 的关键区域，并将该结构区域命名为 Adh[2]。 
氧化应激是指细胞内氧化物质过多或者抗

氧化物质过少，倾向于氧化，即细胞内活性氧

(reactive oxygen species, ROS)和活性氮产生过

多[3]。ROS 的累积是细胞氧化应激的重要体现。

研究表明，GAT107通过减少巨噬细胞氧化应激，

从而减轻呼吸机相关肺炎小鼠模型中的炎症性

肺损伤和死亡率[4]。Carr 等[5]发现社区获得性肺

炎患者表现出维生素 C 耗尽和氧化应激升高状

态。Kuwano 等[6]发现氧化应激可导致特发性间

质性肺炎中的上皮细胞损伤，其中线粒体质量

的增加可能导致更多的 ROS 生成。但是 APP
感染和肺泡巨噬细胞氧化应激之间的关系仍不

清楚。 
APP诱导可通过诱导NOD-like receptor thermal 

protein domain associated protein 3 (NLRP3)炎性

体活化导致细胞焦亡[7]。重要的是，有研究报

道细胞焦亡过程中产生效应分子打孔蛋白

Gasdermin D (GSDMD)可定位至线粒体导致线

粒体损伤，从而加剧细胞氧化应激[8]。因此，本

研究将探讨 APP 及 Adh 对 PAM 产生氧化应激的

影响以及 NLRP3 炎性体抑制剂 MCC950 处理细

胞后对氧化应激的作用，以期为后续深入研究

APP 感染机制奠定基础。 

1  材料与方法 
1.1  样品 

5b WT 由本实验室保存，5bΔAdh 由本实验

室构建并保存。PAM 细胞系(CRL2845)由哈尔

滨兽医研究所谢芳研究员惠赠。 
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1.2  培养基和主要试剂、仪器 
脑心浸液(brain heart infusion, BHI)培养基，

BD 公司；RPMI-1640 培养基，翌圣生物科技股

份有限公司。SYBR Green 荧光定量 PCR 检测

试剂盒，翌圣生物科技股份有限公司；cDNA
合成试剂盒，湖南爱科瑞生物工程有限公司；

JC-1 线粒体膜电位检测试剂盒、活性氧检测试

剂盒，北京索莱宝科技有限公司；丙酮酸和乳

酸含量检测试剂盒、细胞线粒体分离试剂盒及

BCA 总蛋白定量试剂盒，碧云天生物有限公司；

NLRP3 特异性抑制剂 MCC950，爱必信生物科

技有限公司；DNeasy 血液和组织试剂盒，

Qiagen 公司；Goat Anti-Rabbit IgG/HRP，笛医

生物科技有限公司；荧光显微镜，Leica 公司；

AKTA Purifier 100 纯化仪(用于 SCX 色谱)，GE 
Healthcare 公司；Rabbit Anti-NOX2、TMT 标记

试剂盒、Q Exactive HF-X 质谱仪、荧光定量 PCR
仪、金属浴和酶标仪，Thermo 公司；全自动化

学发光图像分析系统、流式分析仪和分光光度

计，Beckman 公司。 

1.3  细菌培养条件 
5b WT 和 5bΔAdh 菌株在−80 °C 冷冻保藏。

菌株于 BHI 培养基(含 5%的营养液)中 37 ℃、

180 r/min 振荡培养过夜，随后取 10 μL 菌液加

到 5 mL BHI 培养基(含 5%的营养液)，37 ℃振荡

培养直至对数生长期(OD600=0.6)。吸取 100 μL 菌

液 6 000 r/min 离心 2 min，弃掉上清并用 PBS
洗涤 3 次，最后加入 1 mL RPMI-1640 培养基将

其重悬备用。 

1.4  细胞培养条件及处理 
PAM 保存在 RPMI-1640 完全培养基中(含有

10%胎牛血清和 100 U/mL 的青霉素和链霉素)，
细胞在 37 ℃、5%CO2 的培养箱内孵育。当细胞

密度达到 80%−90%时，PBS 清洗 3 次，经 0.25%
胰蛋白酶消化后，铺板于 6 孔细胞培养板待用。 

观察细胞达到 70%密度后，加入 MCC950，
1 h 后加入 5bΔAdh 和 5b WT，5 μg/mL 的 LPS
或 0.4 mmol/L ATP 作为阳性对照，作用 12 h 之

后用 PBS 洗涤细胞 3 次备用。 

1.5  Tandem mass tag (TMT)标记定量

蛋白质组学分析 
从细胞中提取蛋白后，通过 BCA 对其浓度

进行测定。用胰蛋白酶将蛋白进行酶解以形成

肽段，再使用 TMT 试剂标记肽段，并将不同样

本中标记的肽段混合到一起。利用 SCX 色谱对

混合的肽段进行分级。然后使用质谱仪进行肽

段的质谱分析，并通过数据分析软件处理下机

数据，从而鉴定肽段和蛋白质以进行定量分析。

最后通过 GO、KEGG 等生物信息学分析方式分

析蛋白质的表达差异、生物学功能注释、通路

及网络分析等。 

1.6  活性氧的测定 
细胞经细菌和 MCC950 处理约 10 h 后加入

活性氧检测试剂盒中，Rosup 作为阳性对照，放

入培养箱中继续孵育，1.5 h 之后，弃掉细胞培

养液，加入 1 mL 稀释 1:1 000 的活性氧探针，于

细胞培养箱内孵育 30 min (注意避光)。弃上清

后用 PBS 洗涤细胞 3 次，在荧光显微镜下观察。 

1.7  RT-qPCR 
细胞经处理后通过 Trizol 法提取细胞总

RNA，逆转录合成 cDNA。按 SYBR Green 荧

光定量 PCR 检测试剂盒说明书进行 PCR，反应

体系：2×qPCR SYBR Green Master Mix 10 μL，

各引物(0.2 μmol/L) 0.4 μL，待测样品 cDNA 溶

液 2 μL，RNase Free H2O 补齐 20 μL。反应条

件：95 ℃ 5 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 30 s，40 个循

环。引物序列见表 1，引物由湖南爱科瑞生物

工程有限公司合成。 

1.8  Western blotting 
细胞处理后收取总蛋白，经 BCA 蛋白浓度 
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表 1  实时荧光定量 PCR 引物 
Table 1  Primer pairs in RT-qPCR 
引物 
Primer 

序列 
Sequence (5′→3′) 

Nrf2 基因上游引物 ATTCAATGATTCTGACTCTG 
Nrf2 Forward primer 
Nrf2 基因下游引物 CGTATCCCCAGAAGAATGTA 
Nrf2 Reverse primer 
GCLM 基因上游引物 TCAGTGGGCACAGGTAAAA 
GCLM Forward primer 
GCLM 基因下游引物 TTGTTTAGCAAATGCAGTCA 
GCLM Reverse primer 
cytb 基因上游引物 ATCCTGCCATTCATCATTAC 

CG cytb Forward primer 
cytb 基因下游引物 TGATGAGATTCCGGTAGGGT 
cytb Reverse primer 
COX1 基因上游引物 TCACCCGCAATACTATGAGCT

CTG COX1 Forward primer 
COX1 基因下游引物 GCCCCCTATAATGGCGAAC 

AC COX1 Reverse primer 
D-loop 基因上游引物 CACACCCTATAACGCCTTG 

CC D-loop Forward primer 
D-loop 基因下游引物 GGGTAAGTGCCTGCTTTCGT

AG D-loop Reverse primer 
NOX1 基因上游引物 CCGTAGCATTCCTCACCCTA

GT NOX1 Forward primer 
NOX1 基因下游引物 ATGGGTTGGAGTAGCCCGT 

AG NOX1 Reverse primer 
GAPDH 基因上游引物 GCCTGGAGAAACCTGCAAA

AT GAPDH Forward primer 
GAPDH 基因下游引物 GACGAAGTGGTCGTTGAGGG 
GAPDH Reverse primer 
 
测定后加入蛋白上样缓冲液，金属浴仪器

100 ℃煮样 10 min。取蛋白样品进行 SDS-PAGE
电泳，采用电转印法将蛋白转移至硝酸纤维素

膜上，用 5%的脱脂奶粉封闭纤维素膜 1.5 h。
PBST 洗涤后，加 Rabbit Anti-NOX2 (1:1 000 稀

释)，4 ℃孵育过夜。洗涤后加入二抗(1:5 000
稀释)，室温孵育 2 h，洗涤后曝光。同时检测

β-actin 蛋白表达水平。 

1.9  JC-1 的测定 
将 JC-1 线粒体荧光探针以 1:100 比例稀释

浓度为 10 μg/mL，加入 RPMI-1640 培养基中并

剧烈振荡混匀，12 000 r/min 离心 10 min，吸取

上清 4 ℃保存。将细胞处理后用胰酶消化，经

完全培养基中和后，1 000 r/min 离心 5 min，再

用 PBS 洗涤 2 次。用含有 JC-1 荧光探针的培养

基重悬细胞，放入 37 ℃培养箱中孵育 30 min，
1 000 r/min 离心 10 min 弃掉上清，再用 PBS 洗

涤 2 次，将其重悬避光备用。 

1.10  线粒体分离及总 DNA 提取 
细菌感染细胞后，PBS 洗涤 3 次，再用胰

酶消化，900 r/min 离心 6 min 收集细胞。根据

细胞线粒体分离试剂盒说明书进行操作，分离细

胞线粒体后收集上清。再按照 DNeasy 血液和组

织试剂盒说明书提取上清液中的总 DNA，最后

经RT-qPCR (详见 1.7)检测线粒体相关基因表达

水平。 

1.11  丙酮酸和乳酸含量检测 
细胞经细菌和 MCC950 处理约 10 h 后，取

培养液用于后续检测。按照丙酮酸和乳酸含量

检测试剂盒说明书分别配制反应工作液，将培

养液与反应工作液混匀，37 ℃避光反应 30 min。
检测吸光度后建立标准曲线，最后计算丙酮酸

和乳酸的浓度。 

1.12  统计学分析 
所有试验共进行 3 次以上，使用 ImageJ 软

件进行灰度分析，用 GraphPad Prism 8.02 数据

处理软件进行统计学分析，并应用 one-way 
ANOVA 对不同组间的差异进行了统计，P<0.05
为差异具有显著性，有统计学意义。 

2  结果与分析 
2.1  APP 感染促进 PAM ROS 累积 

氧化应激的主要检测指标之一就是 ROS的

产生，并且有研究报道 NLRP3 的活化会影响

ROS 水平[9]。在 ROS 检测中，虽然 5b WT 组和

5bΔAdh组 ROS含量均有提高，但 5b WT组 ROS
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水平明显高于 5bΔAdh 组(图 1)。流式细胞术检

测结果显示，5bΔAdh 感染 PAM 后 ROS 生成显

著增加(52.9%)，而 MCC950 处理可使 ROS 降低

至 21%。相比之下，5b WT 感染诱导的 ROS 生

成更高(66%)，MCC950 处理后降至 56.4% (图 2)。
这些数据与荧光显微镜观察一致，均表明 APP 感

染能引发 PAM 氧化应激反应，并且抑制 NLRP3
炎性体活化后可以降低细胞氧化应激水平。 

2.2  APP 感染调控 PAM 内乳酸和丙酮

酸含量 
乳酸和丙酮酸在细胞发生氧化应激时发挥

着重要作用。结果表明，相较于阴性对照组，5b 
WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 细胞后丙酮酸和乳酸

的含量都呈现出下降的趋势；而经过 MCC950
处理之后，丙酮酸和乳酸的含量又恢复为与阴

性对照组接近的水平，表明抑制 NLRP3 炎性体

活化后可以降低细胞氧化应激水平。5b WT 组与

5bΔAdh 组相比，丙酮酸和乳酸的含量降低得更

显著，即 5b WT 比 5bΔAdh 刺激 PAM 细胞后产

生的氧化应激反应更强，结果如图 3A、3B 所示。 

2.3  APP 感染调控氧化应激相关基因

表达 
核转录因子红系 2 相关因子 2 (nuclear 

factor-erythroid 2-related factor 2, Nrf2)作为调

控抗氧化应激的一种关键转录因子，在诱导机

体的抗氧化应答中起着重要作用。为了证明

APP 感染是否会引起氧化应激，采用荧光定量

的方法检测氧化应激的关键转录因子 Nrf2 和下

游 GCLM 基因，结果表明 Nrf2 基因被 APP 感

染之后呈现出下降的趋势，抗氧化能力降低，

而其下游基因 GCLM 在受到 Nrf2 的调控之后

呈现出同样的趋势(图 4A、4B)。烟酰胺腺嘌呤

二核苷酸磷酸氧化酶 2 (nicotinamide adenine 
dinucleotide oxidase 2, NOX2)和 ROS 的产生有

关，研究结果显示，5b WT 和 5bΔAdh 都能引

起 NOX2 的表达水平增加，但是 5b WT 作用更

加显著(图 4C)。由此我们得出 APP 感染 PAM
细胞后会导致 ROS 含量增多并且降低抗氧化 

 

 
 
图 1  荧光显微镜观察 APP 感染 PAM 细胞后活性氧的产生 
Figure 1  The amount of reactive oxygen species observed by fluorescence microscopy after APP infection 
of PAM cells. 
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图 2  5b WT 和 5bΔAdh 感染对 PAM 细胞活性氧的影响 
Figure 2  Effects of 5b WT and 5bΔAdh infections on ROS in PAM cells. 
 

 
 
图 3  MCC950 对 APP 感染 PAM 细胞中丙酮酸(A)和乳酸(B)含量的影响 
Figure 3  Effect of APP infection on pyruvate (A) and lactate (B) in PAM with MCC950. *: P<0.05. 
 
能力，进而促进细胞氧化应激，且 Adh 发挥了

重要作用。 

2.4  5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 的蛋

白质组定量分析 
采用 TMT 标记定量蛋白质组学技术共鉴

定到 4 910 个蛋白质。按照表达倍数变化 1.5 倍

以上(上调大于 1.5 倍或者下调小于 0.667 倍)且
P<0.05 的标准筛选差异表达蛋白质。火山图显

示共有 15 个差异表达蛋白质，其中上调蛋白质

有 6 个，下调蛋白质有 9 个(图 5A)。采用层次聚 
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图 4  5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 细胞后 Nrf2 (A)、GCLM (B)的基因表达和 NOX2 蛋白(C)表达分析 
Figure 4  Gene expression of Nrf2 (A) and GCLM (B) and protein expression of NOX2 (C) after infection 
of PAM cells with 5b and 5bΔAdh. *: P<0.05; **: P<0.01. 
 
类算法(hierarchical cluster)对差异表达蛋白质分

别进行聚类分析。结果显示，差异表达蛋白 Ig-like 
domain-containing protein 、 xylulokinase 、 SAP 
domain-containing protein 、 probable tRNA 
N6-adenosine threonylcarbamoyltransferase 和

mitochondrial 等 含 量 相 对 较 高 ， Gamma- 
interferon-inducible-lysosomal thiol reductase、
keratin 1、myosin-1 和 amino acid transporter 等
含量相对较低(图 5B)。GO 富集分析发现，这些

差异表达蛋白质主要参与 ATP 代谢、嘌呤代谢

及炎症等重要生物学过程。KEGG 通路富集发现

这些差异蛋白主要参与炎症调节、能量转运、氧

化磷酸化、核糖体活化等相关的信号通路，其

中 ATP 代谢过程、嘌呤核糖核苷三磷酸代谢过

程和三磷酸核糖核苷代谢过程较为显著(图 5C)，
进一步研究发现 A0A077EVQ4、A1XQV6、
A0A287AWH6、A0A076E9W7、B5KN59 均与

线粒体呼吸链和线粒体 NADH 脱氢酶有关，并

且 APP 感染 PAM 后都出现下调。NADH 脱氢

酶的异位表达，可以分别补充线粒体复合物 I
或 III 的功能缺失而不产生 ROS，在没有内源性

线粒体复合物 I 或复合物 III 功能的情况下挽救

NLRP3 炎症小体的激活。因此，线粒体电子传

递链是 NLRP3 炎性体激活所必需的；比较组

PAM vs. 5bΔAdh+PAM 中也有少量和 ATP 产生

相关的蛋白降低，比较组 5b WT+PAM vs. 
5bΔAdh+PAM 中则没有，提示 APP 感染 PAM
后引起细胞氧化应激的机制和能量代谢有关。 

2.5  APP 感染引起线粒体膜电位改变 
氧化应激可以导致线粒体损伤和功能障

碍，而线粒体膜电位是反映线粒体损伤情况的

一个标准。从结果可以看出无论是 5bΔAdh 还

是 5b WT 感染 PAM 后，线粒体损伤都较为严

重，受损细胞的比例在 58.5%和 69.6%，远高于

阴性对照组的 18.8% (图 6)，而加入 MCC950 之

后，两组受损细胞的比例均有一定程度的降低，

这表明 APP 感染 PAM 细胞后能导致细胞线粒

体损伤，但抑制 NLRP3 炎性体活化可以缓解线

粒体损伤。 

2.6  APP 感染 PAM 促进线粒体 DNA 
(mitochondrial DNA, mtDNA)释放 

线粒体损伤引起线粒体孔道异常开放。因

此，mtDNA 的异常释放是线粒体损伤的重要标

志。为了研究 APP 是否会影响 mtDNA 的释放，

我们分别使用 5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM，结

果发现，相较于对照组，5b WT 比 5bΔAdh 更

能引起 mtDNA 异常释放到细胞质中(图 7)，从

而确证 APP 能通过 Adh 引起线粒体损伤。 
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图 5  5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 细胞后蛋白组学分析   A：PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh 火山图，

横坐标为差异倍数(以 2 为底的对数变换)，纵坐标为差异的显著性 P value (以 10 为底的对数变换)；B：

PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh 的差异表达蛋白质聚类分析结果；C：PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh 主

要参与 KEGG 信号通路。 
Figure 5  Proteomic analysis of APP wild strain 5b and Adh gene deletion strain after infection of PAM cells. 
A: PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh volcano map. The horizontal coordinate is the multiple of the difference 
(logarithmic transformation with base 2), and the vertical coordinate is the significance P value of the 
difference (logarithmic transformation with base 10). B: Cluster analysis results of differentially expressed 
proteins of PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh. C: PAM+5b WT vs. PAM+5bΔAdh is mainly involved in the 
KEGG signaling pathway. 
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图 6  5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 后用 JC-1 检测对线粒体损伤情况的影响 
Figure 6  The effect of APP on mitochondrial damage after PAM infection was measured with JC-1. 
 

 
 
图 7  5b WT 和 5bΔAdh 感染 PAM 后检测线粒体

DNA 释放情况 
Figure 7  mtDNA release was detected after 5b WT 
and 5bΔAdh infection with PAM. **: P<0.01; ***: 
P<0.001. 

 

3  讨论 
氧化应激在各种生理和病理过程中起着至

关重要的作用，包括内皮功能障碍、炎症反应

和细胞死亡。而乳酸可促进哺乳动物细胞和秀

丽隐杆线虫对氧化应激的抵抗力，其中丙酮酸

可重现乳酸介导的保护作用[10]。同时，Ma 等[11]

发现乳酸转运稳态的破坏扰乱了心肌细胞内的

乳酸-丙酮酸平衡，导致氧化应激和炎症反应，

加剧心肌损伤。另一方面，有研究报道 NLRP3
炎性体激活通过裂解 GSDMD 诱导一种称为细

胞焦亡的细胞死亡机制[12]。随后 Huang 等[13]发

现 LPS 刺激 GSDMD 裂解促使线粒体成孔，导

致 mtDNA 释放到内皮细胞的细胞质中从而抑制

内皮细胞增殖。并且，有研究探讨了 MCC950 的

作用，Jiao 等[14]发现 MCC950 通过阻断 NLRP3
炎性体的组装和促炎细胞因子的释放，在脊髓

损伤小鼠模型中减轻了炎症反应并改善了神经

功能。因此，引入 NLRP3 炎性体的特异性抑制

剂 MCC950，研究 NLRP3 炎性体对 ROS 产生

的影响。实验结果显示，通过检测 ROS 的释放

以及丙酮酸和乳酸的含量，5b WT 比 5bΔAdh
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刺激 PAM 细胞后产生的氧化应激反应更强，并

且经 MCC950 处理后反应程度降低，从侧面证

实 Adh 在 APP 感染 PAM 发生氧化应激过程中

起到重要作用，并且 NLRP3 炎性体在该过程发

挥一定作用。 
NADPH 氧化酶(NOX)家族，尤其是 NOX2，

已被确定为不同细胞环境中 ROS 的重要来源。

Ortega 等[15]发现 NOX2、NOX1 和 iNOS，在与

妊娠相关静脉功能不全相关的胎盘损伤中过表

达，表明 NOX2 在全身氧化应激中的潜在作用。

水苏碱可以通过减少 NOX2 胞质亚基 p47phox
的表达水平，抑制 p47phox 在质膜间的移位，

从而阻止 NOX2 复合物的完全组装，进而抑制

NOX2 活性发挥抗氧化作用，保护神经细胞[16]。

这些研究强调了NOX2在氧化应激相关病理中的

意义，并为以 NOX2 为靶点减轻氧化损伤和相关

并发症的潜在治疗策略提供了见解。 
Nrf2 是一种重要的抗氧化转录因子，可以

调节多种细胞保护因子以减少氧化应激[17]。在

新生儿缺氧缺血性脑病中，ROS 产生水平增加

和抗氧化水平降低导致氧化应激，Nrf2 的激活

可能是防治新生儿缺氧缺血性脑病的一种新策

略[18]。Li 等[19]研究了 Nrf2 对脓毒症诱导的肝

损伤的保护作用，强调了 Nrf2 在抵抗氧化应激

和炎症中的作用。同时 GCLM 在氧化应激中的

作用一直是各种研究中感兴趣的主题。Chigusa
等[20]探索了在滋养层细胞中激活Nrf2信号以抑

制氧化应激，突出了在氧化应激条件下 GCLM 表

达的重要性。这些研究都强调了 NOX2、Nrf2
和 GCLM 在调节氧化应激及其在各种病理条件

下的意义。因此，在本研究中通过分子表达水

平确证了 5b WT 刺激 PAM 后比 5bΔAdh 更容易

产生氧化应激，揭示了 Adh 在 APP 感染 PAM
后调控氧化应激过程的关键作用，为探索 APP
感染机制及其病理效应提供了理论依据。 

TMT 技术是由 Thermo Scientific 公司研发

的一种多肽体外标记技术。该技术采用 2 种、6 种

或 10 种同位素的标签，通过特异性标记多肽的

氨基基团，然后进行串联质谱分析，可同时比

较 2 组、6 组或 10 组不同样品中蛋白质的相对

含量。本研究通过此项技术确证了 APP 感染

PAM 的过程与线粒体紧密相关，实验结果为深

入研究 APP 感染 PAM 产生氧化应激的分子机

制奠定了理论基础。 
当细胞氧化应激过程中线粒体损伤时，

mtDNA 主要位于线粒体基质内。然而，在各种

应激条件下 mtDNA 可以从线粒体释放到细胞

质中[21]。Li 等[22]报道猪繁殖与呼吸综合征病毒

(porcine reproductive and respiratory syndrome 
virus, PRRSV)感染促进线粒体功能障碍，从而

诱导细胞质 mtDNA 应激和 ROS 积累。以上研

究显示线粒体损伤与氧化应激的释放密切相

关，本研究检测了线粒体膜电位变化和细胞质

mtDNA 释放水平。结果显示 APP 通过 Adh 感

染 PAM 后能导致细胞线粒体损伤并且释放更

多胞质 mtDNA，推测这一过程与 NLRP3 炎性

体的活化亦有关联。 

4  结论 
本研究发现 APP 通过 Adh 诱导猪肺泡巨噬

细胞氧化应激，此发现不仅为 APP 感染的分子

机制研究提供新思路，也为猪胸膜肺炎的防控

增添了理论基础。 
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