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【摘要】 目的 比较牙龈卟啉单胞菌脂多糖（Porphyromonas gingivalis on lipopolysaccharide，Pg⁃LPS）对健康和

高脂血症兔腹腔巨噬细胞炎症相关因子基因表达的影响。方法 将健康新西兰兔 12只随机分为 2组，分别

给予普通饲养喂养（健康兔）和高脂饲料喂养，6周后建立高脂血症模型（高脂兔）。采用腹腔灌洗法分别获得

健康和高脂兔巨噬细胞，将健康和高脂兔巨噬细胞均随机分为对照组、Pg⁃LPS组（1 μg/mL）及阳性对照组大

肠杆菌⁃脂多糖（Escherichia，E.coli⁃LPS）组（1 μg/mL），24 h后采用实时 PCR法分别检测各组巨噬细胞中 C⁃反
应蛋白（C⁃reaction protein，CRP）、白介素 1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）、白介素 6（interleukin⁃6，IL⁃6）、白介素 8
（interleukin⁃8，IL⁃8）、肿瘤坏死因子 α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）mRNA的表达水平。结果 高脂兔对照

组巨噬细胞的 CRP、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α水平高于健康兔对照组巨噬细胞；相较于对照组，高脂兔和健康

兔 Pg⁃LPS组巨噬细胞的 CRP、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α表达均升高，且高脂兔 Pg⁃LPS组巨噬细胞以上因子的

表达水平高于健康兔Pg⁃LPS巨噬细胞（P < 0.05）。结论 Pg⁃LPS可增强高脂血症兔巨噬细胞炎症相关因子

mRNA的表达。
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【Abstract】 Objective To compare the inflammatory reaction of peritoneal macrophage after Pg ⁃LPS stimulated in
healthy rabbit and hyperlipidemia rabbit. Methods 12 New Zealand rabbits were randomly divided into 2 groups with 6
rabbits in each group, and normal diet and high⁃fat diet were fed to them respectively. The hyperlipidemia model was set
up after 6 weeks. The peritoneal macrophage in normal and hyperlipidemia group were isolated and cultured, and then the
cells in both groups were respectively divided into 3 groups: control, 1 μg/mL Pg⁃LPS, and 1 μg/mL E.coli⁃LPS. After 24
h treatment, the expressions of C⁃reaction protein (CRP), interleukin⁃1β (IL⁃1β), interleukin⁃6 (IL⁃6) , interleukin⁃8
(IL⁃8), and tumor necrosis factor⁃α (TNF⁃α) were detected by realtime PCR. Results The levels of CRP, IL⁃1β, IL⁃6,
IL⁃8, and TNF⁃α were higher in hyperlipidemia control group than normal control group. The expressions of inflammatory
substances were increased after stimulated by Pg⁃LPS, and statistically higher in hyperlipidemia rabbit group than normal
group (P < 0.05). Conclusion Pg⁃LPS can enhance the mRNA expressions of inflammation related factors in peritoneal
macrophage in hyperlipidemia rabbit.
【Key words】 Porphyromonas gingivalis; Lipopolysaccharide; Hyperlipidemia; Peritoneal macrophage; Inflam⁃
mation factor; Periodontitis

高脂血症是危害人类健康的一种代谢性疾

病，其与心血管疾病的关系备受关注。过多的脂

质沉积于血管内皮，可激活全身的单核/巨噬细胞

系统，促进其吞噬脂质形成泡沫细胞，加快动脉粥

样硬化的发生发展［1］。腹腔巨噬细胞是腹腔内主要

的免疫细胞，多种因素刺激可诱导其激活并释放炎

性介质。有研究表明，牙周炎患者体内高水平的脂

多糖（lipopolysaccharide，LPS）可增强巨噬细胞的聚

集，通过低密度脂蛋白形成泡沫细胞［2⁃3］，引起脂质

代谢的异常，提示牙周炎、高脂血症两者间可能存

在一定的联系。高脂血症是心血管疾病的危险因

素之一，而高脂血症伴发牙周病是否会加大心血管

疾病的风险尚未明确，在该方面的实验研究还鲜有

涉及。有报道指出，牙周炎可以影响患者的血脂水

平［4⁃5］，可能是通过相关炎性细胞因子起作用。本实

验拟通过检测牙龈卟啉单胞菌脂多糖（Porphyromo⁃

nas gingivalis on lipopolysaccharide，Pg⁃LPS）对健康

和高脂血症新西兰兔巨噬细胞炎症相关因子表达

的影响，探讨牙周病与高脂血症之间的联系，为进

一步研究牙周病与全身性疾病，尤其是与心血管疾

病的相互关系提供新思路。

1 材料和方法

1.1 主要试剂及仪器

1640 培养液（Gibco，美国）；胎牛血清（Hy⁃

clone，北京）；磷酸盐缓冲液（迈新生物，福州）；

E.coli⁃LPS（Sigma，美国）；Pg⁃LPS（Invitrogen，美国）；

Superscript Ⅲ（Invitrogen，美国）；QPCR仪（Bio⁃Rad，
美国）；倒置荧光相差显微镜（Olympus，日本）。

1.2 实验动物

健康清洁级新西兰兔 12只，雌雄不限，体质量

2.0～2.5 kg，购自中科院上海研究所动物中心（许

可证号：SCXK（沪）2007⁃0007），饲养于中国人民解

放军南京军区福州总医院比较医学科，在 70%湿

度、20 ℃环境中分笼喂养。

1.3 高脂血症新西兰兔模型的建立

参照实验［6］方法将健康清洁级新西兰兔适应

性喂养 1周后，随机分为 2组。6只予以基础饲料

喂养（健康组，简称为健康兔），6 只予以高脂饲

料［4］喂饲（高脂组，简称为高脂兔），配方为：基础饲

料 + 1%胆固醇 + 5%猪油 + 15%鲜蛋黄，每只每日

喂养量控制在 150～200 g，连续喂养 6周。满 6周

后抽取耳缘静脉血，检测总胆固醇（total cholester⁃
ol，TC）、甘油三酯（triglyceride，TG）、高密度脂蛋白

胆固醇（high⁃density lipoprotein cholesterol，HDL⁃C）、

低密度脂蛋白胆固醇（low⁃density lipoprotein choles⁃
terol，LDL⁃C），以证实是否成功建立高脂血症新西

兰兔模型。

1.4 巨噬细胞的分离、培养

巨噬细胞的分离、培养参照吴春芳等［7］的方
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法。健康及高脂新西兰兔按每千克体质量 30～
40 mg 戊巴比妥钠进行耳缘静脉推注麻醉，无菌

状态下灌入 4 ℃预冷的腹腔灌洗液 125 mL，按摩

腹部 10 min，回收灌洗液，并重复灌洗 1 次，将两

次回收的灌洗液 4 ℃离心，细胞沉淀用RPMI 1640
进行洗涤，1 500 r/min × 10 min 离心 2 次，以巨噬

细胞特异性抗体Macrophagemarker（MAC387）行免

疫细胞化学鉴定。所得细胞以含 20％胎牛血清

（fetal bovine serum，FBS）的RMPI 1640贴壁 2～4 h，
洗去未贴壁细胞，以含 10%FBS的RMPI 1640继续

培养，台盼兰染色检测细胞存活率，存活率 > 95%
方可使用。

1.5 实验分组和细胞处理

将分离培养所得的各组细胞，健康兔（6只）、

高脂兔（6 只）巨噬细胞消化离心计数后，分别以

1 × 106 个/孔/mL接种于 6孔板，贴壁 24 h后，吸弃

上清，每孔加入 1mL 1％FBS的RMPI 1640培养 2 h
使其同步化，实验组分别用 1 μg/mL［8］ E.coli⁃LPS
（E.coli⁃LPS 组）、1 μg/mL［8］Pg⁃LPS（Pg⁃LPS 组）刺

激，对照组不加任何刺激，3组细胞继续培养 24 h
后，用 0.5 mL的 Trizol裂解细胞提取其 RNA，严格

按照试剂盒说明书操作。

1.6 PCR法检测细胞因子基因表达

Realtime PCR 法检测不同处理方式后各组细

胞细胞因子 C⁃反应蛋白（C⁃reaction protein，CRP）、

白介素 1β（interleukin⁃1β，IL⁃1β）、白介素 6（inter⁃
leukin⁃6，IL⁃6）、白介素 8（interleukin⁃8，IL⁃8）、肿瘤

坏死因子 α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）基因表

达的情况。

PCR引物：兔各引物（CRP、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃8、
TNF⁃α）以及 ACTB 均由 Invitrogen 公司合成，以管

家基因Beta⁃actin（基因名为ACTB）作为内参。

CRP 引物序列：上游引物 5′⁃TCCTATGCCAC⁃
CAGGAGACA ⁃ 3′ ；下 游 引 物 5′ ⁃ CCAGCTTGCA⁃
CAGAGGTGAG⁃3′；产物大小 143 bp。IL⁃1β引物序

列：上游引物 5′⁃GTCGTTGTGGCTCTGGAGAA⁃3′；
下游引物 5′⁃TGCCAGACAACACCAAGGAT⁃3′；产物

大小 213 bp。IL⁃6引物序列：上游引物 5′⁃TTCCG⁃
GATGTATCTCGAGCA⁃3′；下游引物 5′⁃GTGGATC⁃
GTGGTCGTCTTCA⁃3′，产物大小 218 bp。IL⁃8引物

序列：上游引物5′⁃GCTTCGATGCCAGTGCATAA⁃3′；
下游引物 5′⁃CAGGCAGAGTTCTCTTCCATCA⁃3′，产
物大小 141 bp。TNF⁃α 引物序列：上游引物 5′ ⁃
CTCTGCCTCAGCCTCTTCTCTT⁃3′；下游引物 5′⁃CT⁃
GGTTGTCCGTGAGCTTCAT⁃3′，产物大小 284 bp。
rabbit ⁃ACTB 引物序列：上游引物 5′⁃TGGACTTC⁃
GAGCAGGAGATG⁃3′；下游引物 5′⁃GGATGTCCAC⁃
GTCGCACTT⁃3′；产物大小 206 bp。

各样品的目的基因和管家基因分别进行Real⁃
time PCR反应。每个样品的基因的表达量使用管

家基因 ACTB（不同样品间表达量基本恒定）进行

校正，根据绘制的梯度稀释DNA标准曲线，各样品

目的基因和管家基因的浓度结果直接由机器生

成。基因的表达量F＝2⁃△△ct，△△ct＝（待测样品的

目的基因的 ct的平均值-待测样本的看家基因的

ct 的平均值）-（对照样品的目的基因的 ct的平均

值-对照样本的看家基因的 ct的平均值），F值越大

表达量越高。

1.7 统计学方法

使用 SPSS 16.0统计软件进行数据处理。对同

一动物模型各组细胞的细胞因子（CRP、IL⁃1β、IL⁃6、
IL⁃8、TNF⁃α）的基因表达量采用单因素方差分析；

对健康兔和高脂兔间采用独立样本 t 检验分

析。数据以 x ± s表示，检验水平α＝0.05。

2 结 果

2.1 动物模型的建立

如表1所示，2组动物血脂水平差异具有统计学

意义（P < 0.05），参考人类高脂血症的诊断标准［9］，

表明该方法已成功建立兔高脂血症动物模型。

组别

高脂组（n = 6）
健康组（n = 6）
t值

P值

TC
28.536 7 ± 3.708 02
1.418 3 ± 0.457 23

17.780
< 0.001

TG
3.758 3 ± 1.341 27
0.696 7 ± 0.246 31

5.499
0.002

HDL⁃C
7.598 3 ± 2.125 46
0.721 7 ± 0.305 97

7.844
< 0.001

LDL⁃C
37.320 0 ± 2.013 50
0.521 7 ± 0.223 91

44.492
< 0.001

表 1 2组新西兰兔的血脂水平

Table 1 Lipid levels in normal and hyperlipidemia group mmol/L，x̄ ± s

注 TG：总胆固醇；TC：甘油三酯；HDL⁃C：高密度脂蛋白胆固醇；LDL⁃C：低密度脂蛋白胆固醇。
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1 2 3

图 1 巨噬细胞体外培养 5 d 倒置相差显微镜 × 100 图 2 巨噬细胞体外培养 12 d 倒置相差显微镜 × 200
图 3 巨噬细胞 MAC387表达阳性 免疫细胞化学 × 400
Figure 1 Peritoneal macrophage in vitro 5 d Inverted phase contrast microscope × 100
Figure 2 Peritoneal macrophage in vitro 12 d Inverted phase contrast microscope × 200
Figure 3 Positive expression of MAC387 by immunocytochemical staining × 400

2.2 巨噬细胞形态观察及鉴定

倒置相差显微镜下贴壁细胞呈圆形、棱形、三角

形和星形等不规则形态（图1、图2）。免疫细胞化学

染色显示巨噬细胞中MAC387呈阳性表达（图3）。

组别

健康兔

F值

P值

高脂兔

F值

P值

对照组

E.coli⁃LPS组

Pg⁃LPS组

对照组

E.coli⁃LPS组

Pg⁃LPS组

CRP
0.000 28 ± 0.000 17
0.000 50 ± 0.000 071）

0.000 44 ± 0.000 021）

3.403
0.103

0.010 04 ± 0.000 20
0.014 37 ± 0.000 911）

0.014 37 ± 0.001 981）

11.746
0.008

IL⁃1β
0.002 18 ± 0.000 15
0.029 48 ± 0.001 261）

0.011 65 ± 0.001 411）

480.607
< 0.001

0.020 42 ± 0.000 40
0.055 68 ± 0.000 701）

0.031 40 ± 0.000 201）

4 246.405
< 0.001

IL⁃6
0.043 39 ± 0.001 45
0.065 23 ± 0.004 001）

0.049 35 ± 0.000 77
61.353
< 0.001

0.149 67 ± 0.000 24
0.388 47 ± 0.000 311）

0.204 48 ± 0.000 191）

741 953.87
< 0.001

IL⁃8
0.125 76 ± 0.008 90
0.267 03 ± 0.001 861）

0.135 03 ± 0.003 78
579.64
< 0.001

1.169 58 ± 0.000 39
3.209 93 ± 0.005 071）

2.343 63 ± 0.003 161）

263 313.65
< 0.001

TNF⁃α
0.000 36 ± 0.000 01
0.002 28 ± 0.000 142）

0.001 36 ± 0.000 112）

260.9811
< 0.001

0.001 27 ± 0.000 031）

0.005 68 ± 0.000 031）2）

0.004 26 ± 0.000 161）2）

29.387 2
0.008

表 2 Pg⁃LPS对兔巨噬细胞炎症相关因子mRNA表达的影响

Table 2 mRNA expressions of inflammation related factors after stimulated by Pg⁃LPS in peritoneal macrophage

注 1）与高脂兔（或健康兔）对应同组别比较，P < 0.05；2）同一动物模型，vs. 对照组，P < 0.05；E.coli⁃LPS：大肠杆菌⁃脂多糖；Pg⁃LPS：牙龈

卟啉单胞菌脂多糖；CRP：C反应蛋白；IL⁃1β：白细胞介素⁃1β；IL⁃6：白细胞介素⁃6；IL⁃8：白细胞介素⁃8；TNF⁃α：肿瘤坏死因子⁃α。高脂兔对

照组（t＝64.4）、E.coli⁃LPS组（t＝26.3）、Pg⁃LPS组（t＝12.1）CRP基因表达水平高于健康兔对应同组别，差异具有统计学意义（P < 0.001）；高

脂兔对照组（t＝73.9）、E.coli⁃LPS组（t＝31.5）、Pg⁃LPS组（t＝24.0）IL⁃1β基因表达水平高于健康兔对应同组别，差异具有统计学意义（P <
0.001）；高脂兔对照组（t＝125.2）、E.coli⁃LPS组（t＝139.5）、Pg⁃LPS组（t＝338.7）IL⁃6基因表达水平高于健康兔对应同组别，差异具有统计学

意义（P < 0.001）；高脂兔对照组（t＝202.9）、E.coli⁃LPS组（t＝943.8）、Pg⁃LPS组（t＝776.4）IL⁃8基因表达水平高于健康兔对应同组别，差异具

有统计学意义（P < 0.001）；高脂兔对照组（t＝49.8）、E.coli⁃LPS组（t＝41.1）、Pg⁃LPS组（t＝6.1）TNF⁃α基因表达水平高于健康兔对应同组别

比较，差异具有统计学意义（P < 0.001）。

2.3 Realtime PCR检测结果

高脂兔对照组中巨噬细胞的CRP、IL⁃1β、IL⁃6、
IL⁃8、TNF⁃α表达量均显著高于健康兔（P < 0.05）。

受Pg⁃LPS作用后，高脂兔巨噬细胞的CRP、IL⁃1β、
IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α表达量均显著提高（P < 0.05），也

高于 Pg⁃LPS 作用后健康兔巨噬细胞的表达（P <
0.05）。该结果与经典的阳性对照组E.coli⁃LPS组的

结果相似。健康兔在 Pg⁃LPS刺激下，CRP、IL⁃1β、
TNF⁃α表达量显著上升（P < 0.05），但 IL⁃6、IL⁃8的

上升不明显（P >0.05）（表2）（图4a～图4e）。
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图 4 Pg⁃LPS对兔腹腔巨噬细胞炎症相关因子mRNA表达的影响

Figure 4 mRNA expressions of inflammation related factors after stimulated by Pg⁃LPS in peritoneal macrophage

3 讨 论

3.1 牙周炎与高脂血症的相关性

牙周病和高脂血症是目前临床上危害人类健

康的常见病、多发病，在人群中广泛分布。感染和

炎症导致的免疫功能紊乱是两者共同的关键性因

素。牙周病是由包括Pg［10］在内的多种细菌感染引

起的慢性炎症性疾病，LPS是 Pg细胞外膜的主要

成分，其抗原性和毒性能激活宿主先天免疫系统

而产生致炎因子［11］。越来越多的流行病学证据提

示，单核/巨噬细胞在牙周炎症以及与牙周病相关

的系统性疾病中发挥了重要作用［8，11⁃12］。巨噬细胞

属免疫活性细胞，具有多种功能，主要通过吞噬致

病原并激活其他免疫细胞来参与机体的特异性防

御和非特异性防御，对维持宿主⁃微生物之间的平

衡有重要作用，是先天免疫系统中主要的细胞分

支。已有研究证实，LPS是单核/巨噬细胞强有力

的激活因子，其产生的多种生物活性物质在动脉

粥样硬化的发生、发展过程中起着重要的作用，如

CRP、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃8、TNF⁃α等［8］。IL⁃1β、IL⁃6和

TNF⁃α是机体在应答感染时产生的重要炎性介质，

调节免疫反应过程。CRP既可以调节单核细胞聚

集作用，也可以刺激组织因子的生成，启动凝血过

程，参与动脉粥样硬化的发生和进展。IL⁃8是一种

趋化因子，它是分泌性蛋白质家族成员之一，其主

要功能是在免疫反应过程中趋化和激活白细胞。

Nie等［13］报道高脂血症可上调兔 IL⁃8等细胞因子

的表达水平。

高脂血症是以血液中脂质水平显著升高为特

征的慢性疾病。许多研究显示，高脂血症可致血液

中CRP等炎症相关因子的水平升高，并与包括动脉

粥样硬化在内的多种全身性疾病密切有关［14］。越

来越多的研究表明牙周炎与高脂血症间存在一定

的相关性［15⁃20］。牙周致病菌及其代谢产物的血液传

播，诱发机体产生一系列炎症因子，从而调节机体

血脂水平的变化。学者们调查研究发现［15⁃16］，牙周

炎患者的血脂水平高于健康人群，经过牙周治疗

后，血脂水平可出现不同程度的下降。LPS诱发的

菌血症可使游离脂肪酸的水平升高，影响脂质的代

谢［17⁃18］。高脂血症患者由于局部的微循环障碍和炎

症因子的释放增加，白细胞过度激活，促进活性氧

释放，加速了牙周炎的进展［19⁃20］。

3.2 高脂血症新西兰兔和健康新西兰兔炎症因子

mRNA表达的比较

本研究发现，高脂血症新西兰兔炎症因子基
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因的表达量高于健康新西兰兔。提示血脂水平可

能影响机体局部和外周循环中单核/巨噬细胞的数

量和功能，高血脂可使其活性增强。推测相关的原

因可能是：在肥胖或高脂血症状态下，为了清除局

部组织和血液中沉积的过多脂质，全身单核/巨噬

细胞被激活，并大量增生［16］，随后单核/巨噬细胞功

能受损，处于高反应性，使之对LPS的敏感性增强，

炎症因子的表达也增加。已有报道，极低密度脂蛋

白（very low density lipoprotein，VLDL）的代谢产物

脂肪酸可促进单核细胞形成脂质小滴，诱导TNF⁃α、
IL⁃1β、IL⁃8的释放［21］。有证据表明，肥胖者的机体

处于微炎症状态，巨噬细胞在其炎症反应增强的过

程中发挥重要作用，从而使炎症因子的表达增

加［22］。部分学者研究指出，持续的高脂饮食将对小

鼠的免疫功能造成影响，巨噬细胞对LPS的敏感性

增强［23］。

本研究对照组中炎症相关因子的表达，高脂兔

高于健康兔，提示高脂血症新西兰兔正处于一种炎

症反应状态，炎症因子的表达可能与血脂水平存在

一定的相关性。加入 Pg⁃LPS刺激后，健康兔和高

脂兔TNF⁃α、CRP、IL⁃1β、IL⁃6、IL⁃8的表达均呈上升

的趋势，但高脂兔仍然高于健康兔，并与阳性对照

组E.coli⁃LPS组的结果相似。该结果表明牙周炎症

和高脂血症具有协同作用。然而牙周炎与高脂血

症之间的相互影响关系，以及两者同时存在时对动

脉粥样硬化等心血管疾病的影响还有待进一步的

研究。
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