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大肠上皮细胞中MDP活化NOD2诱导耐受性

CXCL1、CXCL2、CXCL3和CXCL8表达的分子机制
张朝1  曹婷1   胡玲1  胡锦跃2*

(1南华大学附属长沙中心医院检验科, 长沙 410004; 2南华大学附属长沙中心医院中心实验室, 长沙 410004)

摘要      该文探讨肠上皮细胞中胞壁酰二肽(muramyl dipeptide, MDP)活化NOD2诱导趋化因子表

达的调控机制。采用RT-PCR和qRT-PCR的方法检测趋化因子、细胞因子及泛素编辑酶A20的mRNA
表达水平。Western blot检测A20的蛋白表达水平。ELISA检测趋化因子CXCL8(又称IL-8)的水平。脂

质体转染法过表达A20。结果显示, MDP处理HCT116细胞诱导趋化因子CXCL1、CXCL2、CXCL3
和CXCL8的表达, 但不诱导促炎因子TNFα、IL-1β和IL-6的表达; MDP所诱导的反应具有耐受性, 初
次处理后的再次处理所诱导的反应程度显著下降; MDP处理上调A20, 但过表达A20并不下调MDP诱
导的免疫反应; 同时, IL-1β上调A20, 但IL-1β预处理同样不能下调MDP诱导的反应。总之, 大肠上皮

细胞中MDP诱导耐受性CXCL1、CXCL2、CXCL3和CXCL8的表达, 且A20不参与此耐受机制的形成。
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Abstract       This study explored the regulatory mechanism of MDP (muramyl dipeptide) activated NOD2 to 
induce chemokine expression in colorectal epithelial cells. RT-PCR and qRT-PCR were used to detect mRNA levels 
of chemokines, cytokines and ubiquitin editing enzyme A20. Western blot was used to detect protein level of A20. 
ELISA was used to detect protein level of chemokine CXCL8 (also called IL-8). The liposome transfection method 
was used to over-express A20. The results showed that MDP treatment of HCT116 cells induced the expression of 
chemokines CXCL1, CXCL2, CXCL3 and CXCL8, but did not induce the expression of pro-inflammatory factors 
TNFα, IL-1β and IL-6. The production of chemokines induced by MDP was tolerent, because the chemokine levels 
induced by the re-treatment with MDP after a pre-treatment with MDP was decreased significantly compared with the 
non-pre-treated group. MDP treatment up-regulated A20, but A20 overexpression did not down-regulate the immune 
response induced by MDP. Meanwhile, IL-1β up-regulated A20, but IL-1β pre-treatment also failed to down-regulate 
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MDP-induced immune response. In conclusion, MDP induces the tolerant expression of CXCL1, CXCL2, CXCL3 
and CXCL8 in colorectal epithelial cells, and A20 does not participate in the formation of this tolerance mechanism.  

Keywords        nucleotide binding oligomerization domain 2; muramyl dipeptide; chemokine; immune toler-
ance; colorectal epithelial cells

核苷酸结合寡聚化结构域2(nucleotide-binding 
and oligomerization domain 2, NOD2)是细胞内病原

微生物模式识别受体 (pattern recognition receptor, 
PRR), 属于NLR(NOD-like receptor)家族, NOD2识别

来自细菌细胞壁成分肽聚糖(peptidoglycan PGN)的
胞壁酰二肽 (muramyl dipeptide, MDP)。然后NOD2
募集接头蛋白受体相互作用蛋白2(receptor-interact-
ing protein 2, RIP2), 活化核因子 -κB(nuclear factor 
kappa B, NF-κB)和丝裂原活化蛋白激酶 (mitogen-
activation protein kinases, MAPKs), 诱导炎症反应和

抗微生物天然免疫[1]。MDP是NOD2识别的最小单

位[2]。MDP也是NOD2的激动剂, 它的激活对许多疾

病的发生发展具有重要的意义[3]。

免疫细胞在炎症部位的聚集是诱导炎症反应

的基础, 而趋化因子是诱导免疫细胞移动、回巢和

聚集的关键[4]。趋化因子是一群小分子量、进化高

度保守的分泌蛋白, 其功能主要是募集白细胞到炎

症部位[5], 也和造血、血管生成和伤口愈合[6]以及肿

瘤[7]相关。趋化因子按其蛋白质序列中半胱氨酸的

排列不同分为4类, 分别为CXC、CC、C和CX3C类, 
其中CXC类两个半胱氨酸之间夹着任一其他氨基

酸)[8]。通常, CXCL1~8趋化中性粒细胞, CXCL9~11
趋化活化的T细胞, CC类趋化因子趋化单核细胞、

巨噬细胞和T细胞[4]。

克罗恩病(Crohn’s Disease, CD)是胃肠道的慢性

炎症疾病, 典型的临床症状有腹痛、慢性腹泻、体

重减轻等, 好发于年轻人[9]。该病目前无法治愈, 且
严重影响患者的生活水平[10]。它的发病与遗传、环

境因素、以及自身免疫调控有关。NOD2突变是CD
发病的重要危险因素, 可以单独或与其他因素(包括

环境和其他遗传突变)协同作用导致疾病的发生, 然
而60%~70% CD的NOD2功能正常[11]。而对于NOD2
正常的CD患者, 其NOD2的调控可能发生异常。在

专职免疫细胞中, 活化NOD2可以诱导趋化因子的表

达[12-14], 泛素编辑酶A20(又名TNFAIP3)负调控趋化

因子表达, 但在肠上皮细胞中, NOD2诱导趋化因子

的表达机制仍不清楚。本文通过研究大肠上皮细胞

中活化NOD2诱导趋化因子的表达情况及其调控机

制, 可为临床治疗CD提供新的思路。 

1   材料与方法
1.1   材料

1.1.1   细胞      大肠上皮细胞HCT116、单核细胞

THP1购自美国ATCC。
1.1.2   主要试剂      NOD2激动剂MDP购自美国In-
vivogen公司; 重组人IL-1β、IL-8酶联免疫分析试剂

盒购自美国Peprotech公司; RNA抽提试剂Trizol、转

染试剂Lipofectamine 3000购自美国Invitrogen公司; 
PCR引物购自深圳华大基因科技有限公司; 逆转录

试剂盒购自美国Fermentas公司; 兔抗人GAPDH一

抗、兔抗人A20一抗、羊抗兔二抗均购自美国CST
公司; ECL化学发光检测试剂盒购自美国Biologi-
cal Industries公司; A20质粒购自美国Genecopoeia公
司; 细胞培养瓶24/6孔板购自上海univ-bio有限公司; 
DMEM高糖培养基、 RPMI 1640培养基、胎牛血清

购自杭州四季青生物公司。

1.2   方法

1.2.1   细胞培养      复苏大肠上皮细胞HCT116, 培
养于含有10% FBS和1%青–链霉素的DMEM培养基

中; 复苏单核细胞THP1, 培养于含有10% FBS和1% 
青–链霉素的RPMI 1640培养基中。细胞于37 °C、5% 
CO2培养箱中培养。

1.2.2   RT-PCR      收集细胞, 用Trizol裂解, 提取总

RNA, 分光光度计测量总RNA含量, 按照试剂盒说

明书将RNA逆转录成cDNA, PCR扩增目的DNA片

段, 在1%的琼脂糖凝胶中电泳, GelRed(Biotium)显
色。所用的引物序列见表1。
1.2.3   qRT-PCR      用罗氏应用科学公司的TaqMan 
Universal PCR master Mix和LightCycle 96检测系统

扩增目的基因片段。以3-磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)
的扩增水平作为内源性对照, 对目的基因的扩增进

行归一化处理。使用2−ΔΔCt比较法进行数据分析和计

算。基因表达水平用实验组样品中基因拷贝数相对

于对照组样品中的基因拷贝数的倍数来表现。
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表1   引物序列

Table 1   Primer sequences
基因名称

Gene name
序列(5ʹ→3ʹ)
Primer sequence (5ʹ→3ʹ)

长度/bp
Lengh /bp

GAPDH F: AGA AGG CTG GGG CTC ATT T
R: CCA TCA CGC CAC AGT TTC C

280

CXCL1 F: TCA CCC CAA GAA CAT CCA AA
R: TCC TAA GCG ATG CTC AAA CA

304

CXCL2 F: GCA GGG AAT TCA CCT CAA GA A
R: AAC ACA TTA GGC GCA ATC CA

297

CXCL3 F: AAC AGC AGC TTT CTA GGG ACA
R: GTG ATC CAC TAA TTG CTT GCA

311

CXCL4 F: AGT CAT TGG CCA CAG AGA CC
R: TTC CTT CCA TTC TTC AGC GT

336

CXCL5 F: ACA GGC AAA TTC CTG ACT GCT
R: CCA TAA ATG CTG GCC TTC TT

336

CXCL6 F: ACG CTG AGA GTA AAC CCC AAA
R: TTT CCC CCA CAC TCT TCA AA

332

CXCL7 F: ACA CTG AAG GAT GGG AGG AAA
R: GGG TTG AAA CCA GGC TTA TT

316

CXCL8 F: TTG GCA GCC TTC CTG ATT T
R: TCA AAA ACT TCT CCA CAA CCC

253

CXCL9 F: TCT CCC AAT TCA TCC TCA CTC
R: AAT GGT CTG GTT GCC ATC CT

306

CXCL10 F: ATG CAG TGC TTC CAA GGA TG
R: ACC CCA AAG CAG AAA GAT TCC

324

CXCL11 F: TTG GCT GTG ATA TTG TGT GCT
R: TGC TCT TTT CCA GGA CTT CA

293

CXCL12 F: TGT GGC ACT CAG ATA CCG ACT
R: AAA GAC GGA TCT CAC AGA GGG

314

CXCL13 F: TTC TTC ACT CAC AGC ACC CTA
R: ATG GAT TCC TTT GCC TCT TG

307

CXCL14 F: ATG GAT TCC TTT GCC TCT TG
R: CAT TTT ATA GCT GCG TGC GAA

327

CXCL16 F: AGA AGC AGC CGG AAA AAA A
R: TGA CGC CTA TAA TCC TCG CA

336

CXCL6 F: ACG CTG AGA GTA AAC CCC AAA
R: TTT CCC CCA CAC TCT TCA AA

317

CXCL17 F: GTG CAA AGA TTG GTT CCT GA
R: TGA TTT AGG GGT GGG TAC AGT

325

TNF-α F: AAG CC TGT AGC CCA TGT TGT
R: AGT CGG TCA CCC TTC TCC A

355

IL-1β

IL-6

A20

F: TTG AAG CTG ATG GCC CTA AAC
R: CAC CAA GCT TTT TTG CTG TG
F: CCA GTA CCC CCA GGA GAA GAT
R: TTG CCT TTT TCT GCA GGA AC
F: TCC CCA GGA AAG AAG GAA TT
R: TGG CTT TTG CTG TCC CAA TA

335

391

300

1.2.4   Western blot      收集细胞, 加入100 μL裂解液提

取蛋白质, 取50 μg总蛋白, 加入5× 蛋白上样缓冲液, 
100 °C煮沸5 min, 于10% SDS-PAGE凝胶中分离蛋白, 

转膜, 5%脱脂奶粉封闭, 加入一抗(1000 1׃) 4 °C过夜, 
加入二抗(1000 2׃) 37 °C 孵育2 h, 用ECL化学发光进

行显影。
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1.2.5   ELISA      收集细胞培养上清, 依照ELISA试剂

盒说明书的方法进行检测。主要步骤为: 取出酶标

板, PBS洗3次, 加入100 μL待测样品, 37 °C孵育2 h, 
PBS洗3次, 加入酶标二抗, 37 °C孵育1 h, PBS洗3次, 
加入显色剂, 37 °C避光15 min, 加入终止液, 检测波

长在450 nm处的D值, 绘制标准曲线并计算IL-8的浓

度。每个样品设置3个重复孔。

1.2.6   A20质粒转染      细胞培养于24孔板中, 取A20
质粒1 μg, 用Lipofectamine 3000转染细胞。转染48 h
后, Western blot检测转染细胞中蛋白质的表达。为

获取稳定转染细胞株, 用1 μg/mL嘌呤霉素处理3周
后, 选择抗性单克隆细胞株并鉴定A20表达水平。

1.2.7   统计学分析      实验结果数据均采用均数±
标准差 (x

_
±s)表示。作图、统计分析采用EXCEL、

GraphPad Prism 8软件, 两组间的差异显著性统计使

用双尾Student’s t检验, P<0.05为差异具有统计学意义

(对于每个qRT-PCR和ELISA实验样品重复数n=3)。

2   结果
2.1   MDP活化 NOD2诱导趋化因子 CXCL1、
CXCL2、CXCL3和CXCL8的表达

大肠上皮细胞HCT116用5 μg/mL MDP处理后, 
RT-PCR和qRT-PCR结果显示 : 配体MDP活化NOD2

诱导了CXC类趋化因子CXCL1、CXCL2、CXCL3和
CXCL8显著上调(图1A和图1B)。然而, MDP不诱导促

炎细胞因子TNFα、IL-1β和IL-6(interleukin-6)的表达(图
1C)。作为对照, 在THP1单核细胞中, 用5 μg/mL MDP
处理 , 可诱导CXCL1、CXCL2、CXCL3和CXCL8以
及TNFα、IL-1β的表达(图1D和图1E)。这些结果表

明, MDP诱导的免疫反应在肠上皮细胞与单核细胞

之间有差异。

2.2   NOD2诱导趋化因子具有耐受性

微生物所诱导的免疫反应均具有精细的负反

馈调节机制。为了分析MDP活化NOD2诱导趋化因

子的调节机制, HCT116细胞经不同浓度的MDP处理

24 h后, 再次用MDP 10 μg/mL处理3 h, qRT-PCR检
测趋化因子CXCL1、CXCL2、CXCL8的表达水平, 
结果显示NOD2初次处理后再次处理可诱导趋化因

子CXCL1、CXCL2、CXCL8的水平显著下降, 表明

MDP诱导趋化因子的表达具有耐受性(图2)。
2.3   泛素编辑蛋白A20不调节NOD2诱导的趋化

因子

A20是Toll样受体诱导的免疫反应的负调控因

子, 而在免疫细胞中A20也能负调控NOD2。本研究

中, 用MDP处理HCT116细胞, qRT-PCR以及Western 
blot结果显示A20表达上调并且呈时间剂量依赖性

A、B: RT-PCR(A)和qRT-PCR(B)检测HCT116经5 μg/mL MDP处理3 h后趋化因子的表达水平。C: RT-PCR检测HCT116细胞经5 μg/mL MDP处
理不同时间后炎症因子的mRNA表达水平。D、E: RT-PCR检测THP1细胞经5 μg/mL MDP处理不同时间后趋化因子(D)和促炎细胞因子(E)的
mRNA表达水平。

A,B: RT-PCR (A) and qRT-PCR (B) analysis of mRNA levels of chemokines in HCT116 cells treated with 5 μg/mL MDP for 3 h. C: RT-PCR analysis 
of mRNA levels of cytokines in HCT116 cells treated with 5 μg/mL MDP for indicated time periods. D,E: RT-PCR analysis of mRNA levels of chemo-
kines (D) and pro-inflammatory cytokines (E) in THP1 cells treated with 5 μg/mL MDP for indicated time periods.

图1   MDP诱导HCT116细胞趋化因子表达

Fig.1   MDP induces chemokine expression in HCT116 cells
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(图3)。利用过表达A20质粒转染HCT116, A20表达

上调(图4A); 但过表达A20不能下调NOD2所诱导的

趋化因子(图4B), 提示A20在大肠上皮细胞中不调控

NOD2所诱导的趋化因子。 
2.4   IL-1β诱导的A20不下调MDP诱导的趋化因子

细胞因子诱导 A20的上调。本研究中 , 利用

IL-1β处理HCT116, RT-PCR检测A20的表达 , 结果

显示 A20的表达上调 (图 5A)。随后 , 用不同浓度

IL-1β预处理 HCT116细胞 , 再用 MDP进行处理。

qRT-PCR(图 5B)以及ELISA(图 5C)的结果显示与

MDP或 IL-1β单独处理组相比 , IL-1β预处理不仅不

抑制NOD2所诱导的趋化因子CXCL1、CXCL2、
CXCL8, 反而上调其表达, 提示肠上皮细胞中IL-1β
诱导的A20不调控NOD2所诱导的免疫反应。  

3   讨论
固有免疫系统在防御病原微生物入侵方面发

挥重要的作用, 一旦遭受微生物入侵, 系统就会及时

Pre-MDP为预处理, Re-MDP为再次处理。*P<0.05, 与MDP未预处理组(第2组)比较。

Pre-MDP is pre-processing, and Re-MDP is re-processing. *P<0.05 compared with the group without MDP pre-treatment (the second group). 
图2   MDP诱导HCT116表达趋化因子具有耐受性

Fig.2   MDP induces HCT116 to express chemokines with tolerance

A、B: qRT-PCR检测HCT116细胞经5 μg/mL MDP处理不同时间(A)或不同浓度MDP处理3 h (B)后A20的表达。*P<0.05, 与空白对照组相比。C、
D: Western blot检测HCT116细胞经不同浓度MDP处理24 h (C)或5 μg/mL MDP处理不同时间(D)后A20的表达。

A,B: qRT-PCR analysis of mRNA levels of A20 in HCT116 cells treated with 5 μg/mL MDP for indicated time periods (A), or treated with indicated 
concentrations of MDP for 3 h (B). *P<0.05 compared with control groups. C,D: Western blot analysis of A20 protein levels in HCT116 cells treated 
with indicated concentrations of MDP for 24 h (C), or treated with 5 μg/mL MDP for indicated time periods (D).

图3   MDP上调A20的表达

Fig.3   MDP up-regulates the expression of A20
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A: Western blot检测质粒转染后A20的过表达情况。B: qRT-PCR检测过表达A20的HCT116中MDP诱导3 h后的趋化因子CXCL1、CXCL2、
CXCL8的表达情况。

A: Western blot analysis of A20 preotein levels after A20 plasmid transfection. B: qRT-PCR analysis the expression of chemokines CXCL1, CXCL2 and 
CXCL8 in HCT116 overexpressing A20 after 3 h of induction by MDP. 

图4   过表达A20不调控MDP所诱导的趋化因子

Fig.4   A20 over-expression does not regulate the expression of chemokines induced by MDP
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A: RT-PCR检测HCT116细胞经10 ng/mL IL-1β处理不同时间A20 mRNA的表达水平。B: qRT-PCR检测大肠上皮细胞IL-1β预处理24 h后MDP
诱导3 h的趋化因子的表达。*P<0.05, 与MDP或IL-1β单处理组相比。C: ELISA检测大肠上皮细胞用IL-1β预处理24 h后, MDP处理24 h诱导

CXCL8的表达情况。*P<0.05, 与MDP或IL-1β单处理组相比。

A: RT-PCR analysis of A20 mRNA levels in HCT116 cells treated with 10 ng/mL IL-1β for indicated time periods.  B: qRT-PCR analysis of chemokine 
mRNA levels in HCT116 cells pre-treated with indicated concentration of IL-1β for 24 h, and re-treated with MDP for 3 h. *P<0.05 compared with 
MDP or IL-1β treated alone groups. C: ELISA analysis of CXCL8 protein levels in HCT116 cells pre-treated with indicated concentration of IL-1β for 
24 h, and re-treated with MDP for 24 h. *P<0.05, compared with MDP or IL-1β treated alone groups.

图5   IL-1β预处理对MDP再刺激诱导趋化因子表达的影响

Fig.5   The effect of IL-1β pre-treatment on chemokine expression induced by MDP re-treatment 

启动免疫反应以便清除入侵的微生物。然而免疫系

统活化所产生的免疫反应需要严格控制程度, 系统

初次活化以后的再次活化所诱导的反应程度显著下

降, 避免过度活化损伤正常组织和器官, 从而维持机

体的内稳态。免疫系统中的这种低反应状态被称为

免疫耐受[15]。NOD2所诱导的炎症反应同样具有这

种精细的负反馈调节机制[16]。

在诱导脂多糖 (lipopolysaccharide, LPS)耐受

中发挥重要作用的A20[17], 在巨噬细胞中能够抑制

NOD2所活化的信号转导[18]。本课题组以往研究发

现, TNFα诱导的A20负调节TNFα自身所诱导的免疫

反应[19], 但TNFα诱导的A20不能调节MDP诱导的免

疫反应[20]。在免疫细胞中A20是NOD2的负调控分子, 
A20在肠上皮细胞中对NOD2的调控作用仍不十分

清楚。

本研究发现, 在大肠上皮细胞中MDP诱导趋化

因子的产生, 表明大肠上皮细胞表达功能性NOD2
受体。随后发现MDP初次处理后, 再次处理大肠上

皮细胞所诱导的趋化因子水平下降, 表明大肠上皮

细胞中, NOD2所诱导的免疫反应也具有耐受机制。

文献报道Toll样受体的负调控蛋白A20可以负调控

NOD2的信号转导[21]。本研究中发现, MDP上调A20
的表达, 但是A20的过表达并不下调MDP诱导的趋

化因子, 表明A20不调控MDP所诱导的免疫反应。

进一步研究发现, IL-1β预处理诱导了A20的表达, 但
诱导的A20仍然不参与MDP诱导的趋化因子的调

控。然而, 在专职免疫细胞中A20能负调控NOD2的
免疫反应, 并产生耐受现象。综合文献以及此研究

结果, 我们认为在大肠上皮细胞中, NOD2所诱导的

趋化因子虽然同样存在耐受机制, 但并不由A20介
导, 表明肠上皮细胞NOD2产生耐受的机制与巨噬

细胞的机制不一致, 可能具有特殊性, 其特殊机制有

待进一步探究。

综上所述, 本研究分析了肠上皮细胞中NOD2
诱导CXC类趋化因子表达情况及其调控机制, 旨在

为临床选择相关分子作为靶点干预NOD2相关疾病

提供理论依据。
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