
微生物学通报 Dec. 20, 2022, 49(12): 5171−5183 
Microbiology China DOI: 10.13344/j.microbiol.china.220654 
http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn  Copyright ©2022 Microbiology China All Rights Reserved 

                           

基金项目：国家自然科学基金(31772776)；广东省自然科学基金(2020A1515010475)；广东省科技专项资金(江科[2021]183

号 )；广东省现代农业产业技术体系创新团队项目 (2021KJ119)；广东省农业科学院学科团队建设计划

(XTXM202202，XT202208)；国家重点研发计划(2016YFD0500709) 

#对本文贡献相同 
Supported by: National Natural Science Foundation of China (31772776); Natural Science Foundation of Guangdong Province 

(2020A1515010475); Special Funds for Science and Technology of Guangdong Province ([2021]183); Innovation 
Team Project of Modern Agricultural Industrial Technology System of Guangdong Province (2021KJ119); 
Disciplinary Team Construction Program from Guangdong Academy of Agricultural Sciences (XTXM202202, 
XT202208); National Key Research and Development Program of China (2016YFD0500709) 

#These authors equally contributed to this work 
*Corresponding author: E-mail: lichunling@gdaas.cn 
Received: 2022-07-13; Accepted: 2022-09-21; Published online: 2022-10-13 

研究报告 
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摘   要：【背景】副猪嗜血杆菌可引起多种炎性反应和较高死亡率，其致炎机制目前尚不清楚。

【目的】探究副猪嗜血杆菌外膜囊泡 (outer membrane vesicles，OMVs)诱导 RAW264.7 细胞

caspase-11 及 NLRP3 炎性体活化的功能，以及 caspase-11 在 OMVs 活化炎性体诱导炎性因子表达

过程中的关键作用。【方法】副猪嗜血杆菌 OMVs 感染 RAW264.7 细胞，收集 6、12 和 24 h 细胞，

RT-PCR 检测 caspase-11、NLRP3、ASC 和 caspase-1 mRNA 的表达；收集感染后 48 h 细胞，Western 
blotting 检测 caspase-11、NLRP3、ASC 和 caspase-1 蛋白表达。收集感染后 6、12、24、48 和 72 h
细胞上清，ELISA 检测 interleukin (IL)-1β 和 IL-18 表达水平；不同浓度 OMVs (0、2.5、10、25、
50 和 100 μg/mL)感染 RAW264.7 细胞 24 h，ELISA 检测上清中 IL-1β 和 IL-18 水平。构建 caspase-11
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沉默 RAW264.7 细胞株，收集 OMVs 感染后 12、24 和 48 h 细胞培养上清检测 IL-1β 和 IL-18 水平。

【结果】Caspase-11 mRNA 转录水平在 OMVs 感染 6、12 和 24 h 均极显著高于对照组(P<0.01)；
NLRP3 mRNA 转录水平在感染后 6、24 h 极显著高于对照组(P<0.01)；ASC mRNA 转录水平在感

染后 12、24 h 显著低于对照组(P<0.05)；caspase-1 mRNA 转录水平在感染后 6、12 和 24 h 显著高于

对照组(P<0.05)。Western blotting 结果显示，与空白对照组相比，OMVs 组 caspase-11、NLRP3、
ASC 和 caspase-1 蛋白表达均明显升高。OMVs 感染 RAW264.7 细胞后 12、24、48 和 72 h，IL-1β 表

达量极显著高于对照组(P<0.01)，而且呈现时间依赖性升高，IL-18 表达水平在感染后 6、12、24、
48 和 72 h 显著高于对照组(P<0.05)；不同浓度 OMVs 感染细胞时，OMVs 对细胞的致炎作用呈现

剂量依赖性增强。Caspase-11 沉默后，IL-1β 水平在感染后 12、24 和 48 h 显著低于未沉默组；

Caspase-11 沉默组 IL-18 表达量在感染后 24、48 h 均显著低于未沉默组(P<0.05)。【结论】副猪嗜

血杆菌 OMVs 在副猪嗜血杆菌诱导的炎症反应中发挥重要作用，OMVs 可诱导 RAW264.7 细胞

caspase-11 介导的非经典 NLRP3 炎性体信号通路活化。 
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Abstract: [Background] Haemophilus parasuis can cause a variety of inflammatory reactions and high 
mortality, while the inflammatory mechanism remains unclear. [Objective] To study the activation of 
caspase-11 and NOD-like receptor family pyrin domain containing protein 3 (NLRP3) inflammasome in 
RAW264.7 cells by H. parasuis outer membrane vesicles (OMVs) and the key role of caspase-11 in the 
OMVs-induced expression of inflammatory cytokines. [Methods] The RAW264.7 cells were infected 
with H. parasuis OMVs and collected 6, 12, and 24 h post infection. RT-PCR was employed to 
determine the mRNA levels of caspase-11, NLRP3, apoptosis-associated speck-like protein containing a 
caspase recruitment domain (ASC), and caspase-1. Western blotting was employed to determine the 
protein levels of caspase-11, NLRP3, ASC, and caspase-1 48 h post infection. Enzyme-linked 
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immunosorbent assay (ELISA) was employed to determine the levels of interleukin-1β (IL-1β) and 
IL-18 in the cell supernatants 6, 12, 24, 48, and 72 h post infection. After the RAW264.7 cells were 
stimulated with different concentrations of OMVs (0, 2.5, 10, 25, 50, and 100 μg/mL) for 24 h, the cell 
supernatants were collected for the measurement of IL-1β and IL-18 levels by ELISA. The RAW264.7 
cells with the silencing of caspase-11 were established and then infected with OMVs, and the 
supernatants were collected for the measurement of IL-1β and IL-18 levels 12, 24 and 48 h post 
infection. [Results] The mRNA level of caspase-11 was up-regulated in the RAW264.7 cells 6, 12 and 
24 h post infection with OMVs (P<0.01). The mRNA level of NLRP3 was higher than that in the control 
group 6 and 24 h post infection (P<0.01). The mRNA level of ASC was significantly lower than that in 
the control group 12 and 24 h post infection (P<0.05). The mRNA level of caspase-1 was significantly 
higher than that in the control group 6, 12, and 24 h post infection (P<0.05). Western blotting showed 
that the expression levels of caspase-11, NLRP3, ASC, and caspase-1 were up-regulated after infection 
with OMVs. The level of IL-1β elevated in a time-dependent manner after the cells were stimulated with 
OMVs for 12, 24, 48 and 72 h and was higher than that in the control group (P<0.01), and the level of 
IL-18 was higher than that in the control group at the time points of 6, 12, 24, 48 and 72 h (P<0.05). 
When the cells were stimulated with different concentrations of OMVs, the inflammatory effect 
increased in a dose-dependent manner. The level of IL-1β in the caspase-11-silenced cells stimulated 
with OMVs was lower than that in the non-silenced group at the time points of 12, 24 and 48 h (P<0.05), 
and the level of IL-18 showed the same trend as that of IL-1β at the time points of 24 and 48 h (P<0.05). 
[Conclusion] The OMVs of H. parasuis play an important role in the inflammatory response induced by 
H. parasuis. OMVs can induce the activation of non-canonical NLRP3 inflammasome signaling pathway 
mediated by caspase-11 in RAW264.7 cells. 

Keywords: Haemophilus parasuis; outer membrane vesicles; caspase-11; NLRP3 inflammasome; IL-1β; 
IL-18 

副猪嗜血杆菌(Haemophilus parasuis，HPS)
是一种革兰氏阴性细小杆菌，是猪上呼吸道的

一种条件性致病菌，继发感染可引起全身性疾

病。副猪嗜血杆菌感染可引起猪的多种炎症反

应，包括多发性浆膜炎、关节炎和脑膜炎等，

其高发病率和死亡率给养猪业造成严重经济损

失[1]。副猪嗜血杆菌分为 15 个血清型，1、5、
10、12、13 和 14 型是强毒血清型，2、4、8 和

15 型是弱毒血清型，3、6、7、9 和 11 型是无

毒血清型，我国流行的主要血清型为 4、5 和

13 型[2-3]。 
炎症是由感知病原体相关的分子模式引起

的 [4]。NLR 家族 Pyrin 域蛋白 3 (nucleotide- 
binding and oligomerization domain-like receptor 
family， pyrin domain containing protein 3，

NLRP3) 是 细 胞 质 内 重 要 的 模 式 识 别 受 体

(pattern-recognition receptors，PRRs)，参与炎性

小体组装，激活炎症信号通路，介导炎症反应

的发生和发展[5]。NLRP3 参与多种微生物(包括

细菌)对感染的感知[6]，毒素、晶体、ATP、组

织蛋白酶和活性氧 (reactive oxygen species，
ROS)已被证明可活化典型的 NLRP3 炎性体。

此外，NLRP3 还可通过小鼠半胱天冬酶 -11 
(caspase-11)激活，caspase-11 识别细胞质中的细



 
5174 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

菌脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)并诱导 NLRP3
炎性体的非规范激活[7-8]。 

外膜囊泡(outer membrane vesicles，OMVs)
是细菌在生长过程中由细胞膜分泌的一种球

形、纳米级蛋白质脂质体囊泡，直径大约为

10–300 nm[9]。OMVs 的组成成分主要包括：脂

多糖(LPS)，外膜、周浆间隙的蛋白质和脂质，

以及肽聚糖、核酸、酶和毒力因子等[10]。LPS
是革兰氏阴性菌外膜囊泡 OMVs 最丰富、最有

效的免疫刺激成分。OMVs 作为 LPS 的载体，

在介导细菌与宿主相互作用，诱导炎性反应引起

宿主组织损伤过程中发挥重要作用 [11]。OMVs
携带的病原相关分子模式 (pathogen-associated 
molecular patterns，PAMPs)可与宿主细胞的模

式识别受体(pattern recognition receptors，PRRs)
结合，通过信号级联放大及炎性通路激活，导

致炎症介质合成增多、炎症细胞募集，促发炎

症反应[12]。 
副猪嗜血杆菌 OMVs 在副猪嗜血杆菌致炎

过程中的机制尚不清楚。本研究以小鼠巨噬细

胞 RAW264.7 为模型，研究了副猪嗜血杆菌

OMVs 诱导 RAW264.7 细胞炎性因子的分泌、

NLRP3 炎性体活化及 caspase-11 沉默对细胞因

子表达水平的影响，探究副猪嗜血杆菌 OMVs
的致炎作用及 caspase-11 在 OMVs 致炎过程

中的关键作用，以期揭示副猪嗜血杆菌的致炎

机制。 

1  材料与方法 
1.1  材料 

副猪嗜血杆菌致病性菌株 H45 由本实验室

分离保存，RAW264.7 细胞购自中国昆明细胞

库。胰蛋白胨大豆琼脂培养基/胰蛋白胨大豆肉

汤培养基，广东环凯生物科技有限公司；胎牛

血清，Gibco 公司；烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

(NAD)，Sigma 公司；小鼠白介素 18 (IL-18) 
ELISA 试剂盒，武汉 Cusabio 公司；小鼠白介

素 1β (IL-1β) ELISA 试剂盒，R&D System 公司；

caspase-11 抗体，Abcam 公司；NLRP3、caspase-1
和 ASC 抗体，Cell Signaling Technology 公司；

BCA 检测试剂盒，Thermo Scientific Pierce 公司；

caspase-11 shRNA 慢病毒颗粒和对照 shRNA 慢

病毒颗粒-A，Santa Cruz Biotechnology 公司；

CytoTox96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay，
Promega 公司；HiScript® II Reverse Transcriptase
和 ChamQTM Universal SYBR® qPCR Master 
Mix，南京诺唯赞生物科技股份有限公司。PCR
仪，Eppendorf 公司；凝胶成像分析系统，

Bio-Rad 公司；微孔板分光光度计，BioTek 公

司；超高速离心机，Beckman 公司。 

1.2  OMVs 提取、纯化及鉴定 
收集 37 ℃、220 r/min 培养至对数生长期

(OD600=1.0)的副猪嗜血杆菌(H45 株)菌液，于

4 ℃、7 500×g 离心 15 min，弃沉淀，收集上清；

使用 100 kDa 截流超滤膜浓缩过滤上清液，收

集滤液；4 ℃、150 000×g 超速离心 40 min，弃

上清，收集沉淀；5 mL PBS 重悬，得到粗提

OMVs；用不连续的蔗糖密度梯度超高速离心

12 h，收集各层离心液后，4 ℃、150 000×g 超

速离心去除溶液中的蔗糖成分，PBS 重悬，得

到纯化的 OMVs，置于 4 ℃保存。将纯化后的

囊泡涂在微型铜网格上，滴加 2%醋酸双氧轴染

色，室温干燥，在透射电镜下观察纯化好的

OMVs 形态。纯化的 OMVs 经 15% SDS-PAGE
分析蛋白浓度及大小，通过动态光散射进一步

确定 OMVs 的粒径分布。 

1.3  细胞毒性试验 
将 RAW264.7 细胞接种 96 孔板，在 37 ℃、

5% CO2 培养箱培养过夜。待细胞贴壁后分别用

OMVs (2.5 μg/mL)和副猪嗜血杆菌(MOI=10)感
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染细胞，于感染后 3、6、12 和 24 h 收取细胞培

养上清液，按照 CytoTox96® Non-Radioactive 
Cytotoxicity Assay 说明书进行乳酸盐脱氢酶

检测。 

1.4  Real-time PCR 检测 caspase-11、
NLRP3、ASC 和 caspase-1 的 mRNA 表达 

副猪嗜血杆菌 OMVs 感染 RAW264.7 细

胞，分别收取 6、12 和 24 h 细胞，提取细胞总

RNA，使用反转录试剂盒将细胞总 RNA 逆转

录获得 cDNA。Real-time PCR 检测各组细胞中

caspase-11、NLRP3、ASC 和 caspase-1 mRNA
水平。反应条件：95 ℃ 30 min；95 ℃ 10 s，60 ℃ 
30 s，40 次循环；95 ℃ 15 s，60 ℃ 60 s，95 ℃ 
15 s。引物由生工生物工程(上海)股份有限公司

合成，引物序列见表 1。 

1.5  Western blotting 检测细胞中 caspase-11、
NLRP3、caspase-1 及 ASC 的蛋白表达 

收集 OMVs 感染 48 h 的细胞，使用蛋白裂

解液裂解细胞并提取细胞总蛋白，蛋白样品经

15% SDS-PAGE 电泳后转移至 0.22 μm的 PVDF
膜，室温孵育封闭 1h，加入一抗(1:1 000)，4 ℃
孵育过夜；HRP 标记二抗(1:5 000)，室温孵育  
1 h。滴加 ECL 发光液避光静置 1–2 min 后应用

化学发光成像系统进行图像采集，运用 Image J

图像分析软件分析条带灰度值。 

1.6  Caspase-11 基因沉默细胞构建 
将 RAW264.7 细胞接种到 12 孔板中 37 ℃

静置培养过夜，待细胞达 80%融合度时加入含

有 caspase-11 序列的 shRNA 慢病毒(MOI=50)
和空白慢病毒(MOI=50)，混匀并连续培养 2 d，
然后加入适量嘌呤霉素(2.0 μg/μL)筛选具有嘌

呤霉素抗性的慢病毒感染细胞株。通过 Western 
blotting 验证慢病毒感染细胞 caspase-11 蛋白表

达水平的变化。 

1.7  ELISA 检测 IL-1β 和 IL-18 的表达 
副 猪 嗜 血 杆 菌 及 其 OMVs 分 别 接 种

RAW264.7 细胞，于感染后 6、12、24、48 和

72 h 收集细胞培养上清；不同浓度(0、2.5、10、
25、50 和 100 μg/mL) OMVs 感染 RAW264.7 细

胞 24 h，收集细胞培养上清；OMVs 同时刺激

RAW264.7 细胞及其 caspase-11 沉默细胞，12、
24、48 h 收集细胞培养上清，使用 ELISA 试剂

盒检测上清液中细胞因子 IL-1β 和 IL-18 水平。 

1.8  统计学分析 
采用 GraphPad Prism 7.0 软件进行实验数

据统计分析。数据以均数±标准差表示；进行

Student՚s t-test 分析，P<0.05 为差异有统计学

意义。 
 
表 1  各目的基因引物序列信息 
Table 1  Primer sequence information of each target gene 
基因名称 Gene name 序列 Sequence (5′→3′) 产物长度 Product length (bp) 
Caspase-11 F: ACAATGCTGAACGCAGTGAC 150  
 R: CTGGTTCCTCCATTTCCAGA  
NLRP3 F: ATTACCCGCCCGAGAAAGG 141 
 R: TCGCAGCAAAGATCCACACAG  
ASC F: CTTGTCAGGGGATGAACTCAAAA 154 
 R: GCCATACGACTCCAGATAGTAGC  
Caspase-1 F: ACAAGGCACGGGACCTATG 237 
 R: TCCCAGTCAGTCCTGGAAATG  
GAPDH F: AGGTCGGTGTGAACGGATTTG 123 
 R: TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA  
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2  结果与分析 
2.1  OMVs 的鉴定及检测 

电镜观察结果显示，纯化的副猪嗜血杆菌

OMVs 为双层囊泡状结构(图 1A)。动态光色散

法测定 OMVs 的粒径主要分布在 60–70 nm 之

间，其粒径平均值为 63.32 nm (图 1B)。 
 

 
 

图 1  副猪嗜血杆菌 OMVs 的鉴定   A：透射电

镜观察 OMVs 结构；B：OMVs 的粒径分布；C：

OMVs 的 SDS-PAGE 检测 
Figure 1  Identification of Haemophilus parasuis 
OMVs. A: Structure of OMVs observed by transmission 
electron microscope; B: Particle size distribution of 
OMVs; C: SDS-PAGE detection of OMVs. 

纯化的 OMVs 进行 SDS-PAGE 电泳。结果

显示，OMVs 蛋白质主要集中在 60–75 kDa 和

180 kDa 左右(图 1C)。 
2.2  副猪嗜血杆菌及其 OMVs 对细胞的毒性 

毒性检测结果显示，副猪嗜血杆菌及其

OMVs 均可以引起细胞死亡，随着作用时间的

延长，对细胞的毒性作用越来越明显，呈现时

间依赖性。副猪嗜血杆菌引起的细胞死亡率可

以达到 30%，OMVs 引起的细胞死亡率为 20%。

感染 12 h 之前，OMVs 对细胞的毒性作用大于

副猪嗜血杆菌；但 24 h 时，副猪嗜血杆菌对细

胞的毒性大于 OMVs (图 2)。 

2.3  副猪嗜血杆菌及其 OMVs 对 IL-1β 和

IL-18 表达的影响 
在副猪嗜血杆菌感染 RAW264.7 细胞后 6、

12、24、48 和 72 h，IL-1β 表达水平均显著高

于对照组(P<0.01)；而且在感染后 48 h 内，IL-1β
表达量呈现时间依赖性升高(P<0.01) (图 3A)。
副猪嗜血杆菌感染 RAW264.7 细胞后 12、24、
48 和 72 h，IL-18 表达量均显著高于对照组

(P<0.05)；而且在感染后 24 h 内，IL-18 表达量

呈现时间依赖性升高(P<0.05) (图 3B)。与对照

组相比，OMVs 感染 RAW264.7 细胞后 12、24、 
 

 
 
图 2  副猪嗜血杆菌及其 OMVs 对细胞的毒性   
*表示差异显著(P<0.05) 
Figure 2  Cytotoxicity of HPS and OMVs to cells. 
*: Significant difference (P<0.05). 
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图 3  炎性细胞因子 IL-1β 和 IL-18 的表达 
Figure 3  Expression of inflammatory cytokines IL-1β and IL-18. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 
 
48 和 72 h，IL-1β 表达量均极显著高于对照组

(P<0.01)，而且感染后 IL-1β 的表达随着取样时

间点的推移均显著升高(P<0.05) (图 3C)，呈现

明显的时间依赖性。在感染后 6、12、24、48
和 72 h，IL-18 表达水平均显著高于对照组

(P<0.05)，IL-18 表达量也呈现总体升高趋势，

在感染后 12、24 h 均极显著高于前一个取样点

(P<0.01) (图 3D)。 
当 OMVs 的浓度为 0、2.5、10 和 25 μg/mL

时，OMVs 对细胞的致炎作用呈现剂量依赖性

增强；随着 OMVs 浓度的提高，IL-1β 和 IL-18
表达水平越来越高(图 4)。其中，10、25 μg/mL
浓度组 IL-1β 表达与对照组相比差异极显著

(P<0.01) (图 4A)，2.5、10 和 25 μg/mL 浓度组

IL-18 表达水平极显著高于对照组 (P<0.01)  

(图 4B)；当 OMVs 浓度达到 50、100 μg/mL 时，

其对细胞的致炎作用无显著提高。 
不同浓度 OMVs 感染细胞后，随着 OMVs

浓度的增加，细胞的病变死亡情况越来越明显

(图 5)。 

2.4  OMVs 对 caspase-11、NLRP3、ASC
和 caspase-1 mRNA 转录水平的影响 

OMVs 感染能够提高 caspase-11 mRNA 转

录水平，OMVs 感染后 6、12 和 24 h，caspase-11 
mRNA 转录水平均极显著高于对照组(P<0.01)，
OMVs 感染后 12 h，caspase-11 转录水平极显著

高于感染后 6 h (P<0.01) (图 6A)。 
NLRP3 mRNA 转录水平在 OMVs 感染后

也呈现上升趋势，在感染后 6、24 h 均极显著

高于对照组(P<0.01) (图 6B)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
5178 微生物学通报 Microbiol. China 

Tel: 010-64807511; E-mail: tongbao@im.ac.cn; http://journals.im.ac.cn/wswxtbcn 

 

 
 
图 4  不同浓度 OMVs 刺激细胞炎性细胞因子 IL-1β 和 IL-18 的表达 
Figure 4  Expression of inflammatory cytokines IL-1β and IL-18 with different concentrations of OMVs 
stimulated. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 

 
 
图 5  不同浓度 OMVs 对细胞状态的影响    
Figure 5  Effect of different concentrations of OMVs on the cell state. 1–6: 0, 2.5, 10.0, 25.0, 50.0 and   
100.0 μg/mL. 

 
ASC mRNA 转录水平在 OMVs 刺激后未升

高反而呈下降趋势，在感染后 12、24 h 均显著

低于对照组(P<0.05) (图 6C)。 
Caspase-1 mRNA 转录水平在 OMVs 感染后

呈现升高趋势，与对照组相比，caspase-1 转录水平

在感染后6、12和24 h均显著升高(P<0.05) (图6D)。 

2.5  OMVs 对 caspase-11、NLRP3、ASC
和 caspase-1 蛋白水平的影响 

与对照组相比， OMVs 感染组细胞中

caspase-11、NLRP3、ASC 和 caspase-1 蛋白表

达均明显升高，与 LPS 刺激组细胞中各蛋白的

表达趋势一致(图 7)。 

2.6  Caspase-11 沉默效果检测 
通过 Western blotting 检测基因沉默后

RAW264.7 细胞中 caspase-11 蛋白表达。结果如

图 8 所示，与空载体处理细胞相比，含有干扰

shRNA 序列的重组慢病毒处理过的 RAW264.7
细胞中 caspase-11 表达水平显著降低(图 8)。 
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图 6  OMVs 刺激细胞 caspase-11 (A)、NLRP3 (B)、ASC (C)和 caspase-1 mRNA (D)    
Figure 6  The mRNA expression of caspase-11 (A), NLRP3 (B), ASC (C) and caspase-1 (D) induced by 
OMVs. *: P<0.05; **: P<0.01; ***: P<0.001. 

 

 
 
图 7  Western blotting 检测 NLRP3、caspase-1、
caspase-11 及 ASC 的蛋白表达 
Figure 7  The protein expression of NLRP3, 
caspase-1, caspase-11 and ASC detected by Western 
blotting. 

 
 
图 8  Western blotting 验证慢病毒沉默 caspase-11
效果   +：加入组分；‒：不加入组分 
Figure 8  The verification of the effect of lentivirus 
silencing caspase-11 by Western blotting. +: Add 
components; ‒: No component. 
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2.7  Caspase-11 沉默对 OMVs 诱导炎性细

胞因子表达的影响 
OMVs 同时刺激 RAW264.7 细胞及其

caspase-11 沉默细胞，炎性细胞因子 IL-1β 和

IL-18 表达检测结果显示，caspase-11 沉默后

IL-1β 表达在感染后 12、24 和 48 h 显著低于未

沉默组 (P<0.05) (图 9A)；caspase-11 沉默组

IL-18 表达量在感染后 24、48 h 均显著低于未

沉默组(P<0.05) (图 9B)。 
 

 
 
图 9  Caspase-11 沉默对 IL-1β 和 IL-18 表达的

影响 
Figure 9  Effect of the caspase-11 silencing on the 
expression of IL-1β and IL-18. *: P<0.05; **: 
P<0.01. 

3  讨论与结论 
副猪嗜血杆菌感染可诱导宿主炎性反应，

有研究报道显示，副猪嗜血杆菌可黏附并侵袭猪

脑微血管内皮细胞(porcine brain microvascular 
endothelial cells，PBMEC)，诱导 PBMEC 凋亡

和促炎细胞因子产生[13]。副猪嗜血杆菌通过激

活多种信号通路诱导炎性反应。副猪嗜血杆菌

感染仔猪单核吞噬细胞 (piglet mononuclear 
phagocytes，PMNP)后激活 NF-κB 信号通路促

进细胞凋亡，活化 NLRP3 炎性体启动炎性细胞

因子 IL-1β 和 IL-18 的转录表达[14]。副猪嗜血杆

菌还可激活 PK-15 细胞 NOD1/2-RIP2-NF-κB 信

号通路，诱导炎性因子 CCL4、RANTES 和 IL-8
的表达[15]。 

外膜囊泡的产生一直被广泛关注，自  
1965 年首次观察到 OMVs 以来[16]，对革兰氏阴

性菌 OMVs 的研究已有 50 多年[17-18]。OMVs
凭借其纳米颗粒大小、黏附性和蛋白水解特性

等优势能够通过宿主组织迁移，破坏上皮紧密

连接，将细菌毒力因子传递给底层组织中的免

疫细胞[19]。研究表明，细菌 OMVs 可诱发炎症

反应，促进炎性细胞因子分泌，并与细菌的致

炎机制相关[20]。铜绿假单胞菌 OMVs 能够诱导

巨 噬 细 胞 RAW264.7 细 胞 分 泌 炎 性 因 子

IL-8[21]；自然分泌的铜绿假单胞菌 OMVs 可通

过激活 TLR4 信号通路触发显著的炎症反应[22]。

牙龈卟啉单胞菌 OMVs 可有效激活巨噬细胞中

促炎性细胞因子的产生[23]，在其引起的炎症中

起着至关重要的作用[24]。此外，连翘木霉、脑

膜炎奈瑟菌、幽门螺旋杆菌分泌的 OMVs 均可

诱导炎性细胞因子的分泌[25-27]。副猪嗜血杆菌

能够分泌 OMVs，本课题组前期已开展副猪嗜

血杆菌 OMVs 分泌及蛋白组分研究[28]。目前，

副猪嗜血杆菌 OMVs 诱导的炎性反应机制尚不
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清楚。本研究中，我们以小鼠巨噬细胞 RAW264.7
为模型，分析了副猪嗜血杆菌及其 OMVs 诱导

炎性细胞因子 IL-1β 和 IL-18 的表达。结果发现，

副猪嗜血杆菌及其 OMVs 均可诱导 RAW264.7
细胞炎性细胞因子 IL-1β 和 IL-18 表达的显著升

高，OMVs 显示出与副猪嗜血杆菌相同或更强

的诱导能力。为了深入了解副猪嗜血杆菌

OMVs 诱导的炎性反应，我们评价了不同浓度

OMVs 对炎性细胞因子表达的影响。结果发现，

OMVs 诱导 IL-1β 和 IL-18 的分泌在一定范围  
内(≤25 μg/mL)呈现剂量依赖性增加，但当浓度

高于 50 μg/mL时无显著变化。本研究结果证实，

副猪嗜血杆菌 OMVs 感染 RAW264.7 细胞促进

了炎性细胞因子 IL-1β 和 IL-18 的表达升高，而

且这种升高呈显著的时间依赖性和剂量依赖性。 
炎性体通过调控炎性细胞因子 IL-1β 和

IL-18 的释放在宿主细胞炎症反应的发生与发

展中发挥重要作用[29]，是协调宿主免疫稳态的

关键先天免疫成分[30-31]，NLRP3 的激活可导致

炎症组织损伤[32]。NLRP3 遇到刺激后，招募适

配器凋亡相关斑点样蛋白(apoptosis-associated 
apeck-like protein containing a CARD，ASC)及效

应器半胱氨酸天冬蛋白酶前体(pro-caspase-1)，形

成一个大的细胞溶质复合体 NLRP3 炎性体。炎

性体组装触发 caspase-1 的自切割和激活，活化

的 caspase-1 进一步切割 pro-IL-1β 和 pro-IL-18
转化为其成熟形式的 IL-1β 和 IL-18[33]。随着

NLRP3 炎性体激活机制研究的深入，caspase-11
介导的非经典 NLRP3 炎性体信号途径被发现，

该 途 径 可 由 细 胞 质 中 的 脂 多 糖 直 接 激 活

caspase-4/5 (人)或 caspase-11 (鼠)，从而触发

NLRP3 炎性体的组装及一系列细胞因子的成熟

和释放[34]。研究显示，革兰氏阴性菌 OMVs 可

活化 caspase-11，并在诱导炎性因子表达中发挥

重要作用[35]。百日咳杆菌 OMVs 能够活化小鼠

和人巨噬细胞的 NLRP3 炎性体，继而产生

IL-1β，诱导了小鼠巨噬细胞 caspase-11 依赖性

的非经典炎性体通路激活[36]。本研究对副猪嗜

血杆菌 OMVs感染 RAW264.7细胞后 caspase-11
和 NLRP3 炎性体表达水平进行了检测，发现

caspase-11、NLRP3、ASC 和 caspase-1 的蛋白

表达量在 OMVs 刺激后均显示升高，提示

OMVs 诱导 RAW264.7 细胞 caspase11 及 NLRP3
炎性体活化，参与了副猪嗜血杆菌诱导的炎性

反应。 
为了进一步验证 caspase11 在 OMVs 活化

NLRP3 炎性体诱导炎性细胞因子产生过程中的

作 用 ， 我 们 首 先 沉 默 了 RAW264.7 细 胞

caspase11 基因，分析比较了基因沉默前后细胞

因子分泌水平的变化。Caspase-11 基因沉默后，

OMVs 诱导的 IL-1β 和 IL-18 水平显著低于未沉

默组，说明 caspase-11 基因沉默影响了 OMVs
诱导细胞分泌炎性因子的能力，证实 caspase-11
在 OMVs 活化 NLRP3 炎性体、促进炎性因子

IL-1β 和 IL-18 分泌过程中发挥关键作用。 
本研究证实，副猪嗜血杆菌 OMVs 通过激

活 caspase11 介导的非经典 NLRP3 炎性体通路

诱导 RAW264.7 细胞炎性因子 IL-1β 和 IL-18 的

表达分泌。  
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