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TRAF6在粪肠球菌感染人成骨样细胞炎症反应
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【摘要】 目的 探讨肿瘤坏死因子受体相关因子 6（tumor necrosis factor receptor⁃associated factor 6，TRAF6）
在粪肠球菌引发的人成骨样细胞MG63 炎症反应中的作用。方法 采用 siRNA 瞬时干扰沉默 MG63 细胞

的 TRAF6基因，用粪肠球菌灭活全菌及其脂磷壁酸（lipoteichoic acid，LTA）刺激MG63细胞不同时间，定量

PCR检测细胞中 Toll样受体 2（toll⁃like receptor 2，TLR2）和 TRAF6的表达量；ELISA法检测MG63细胞产生的

致炎因子白细胞介素 1β（interleukin 1β，IL⁃1β）和肿瘤坏死因子⁃α（tumor necrosis factor⁃α，TNF⁃α）表达量。

结果 粪肠球菌及其 LTA感染MG63细胞，TLR2受体和 TRAF6的基因水平都有不同程度的上升（P < 0.05）。

IL⁃1β和 TNF⁃α的表达量都显著增高（P < 0.05）。用 siRNA抑制MG63细胞 TRAF6表达后，促炎因子 IL⁃1β和

TNF⁃α的表达量显著下降（P < 0.05）。结论 MG63细胞主要通过 TLR2受体来识别粪肠球菌及其毒性成分。

粪肠球菌引起的根尖周感染中，其主要毒力因子是其细胞壁上的LTA。
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【Abstract】 Objective Explore the role and status of tumor necrosis factor receptor⁃associated factor 6 (TRAF6) in
the inflammatory response of human osteoblast⁃like cells MG63 which was triggered by Enterococcus faecalis (E. faeca⁃

lis) and its lipoteichoic acid (LTA). Methods SiRNA technology was applied to silence the TRAF6 gene of MG63
cells, Using E.faecelis and its LTA to stimulate the silence MG63 cells with different hours. After that, using real⁃time
PCR technology to detect toll⁃like receptor 2 (TLR2) and TRAF6 gene expression and using ELISA assay to detect pro⁃
inflammatory cytokines interleukin⁃1β and TNF⁃alpha expression levels. Results When MG63 cells was infected by
E. faecalis, its LTA, TLR2 and TRAF6 gene level has increased to varying degrees (P < 0.05); interleukin⁃1β and TNF⁃
alpha expression was significantly higher (P < 0.05). When TRAF6 gene of MG63 cells was silenced by siRNA, pro⁃in⁃
flammatory cytokines interleukin⁃1β, interleukin⁃6, interleukin ⁃8 and TNF⁃alpha expression decreased significantly
(P < 0.05). Conclusion E. faecalis and its toxic components is identified by MG63 cells mainly through TLR2 recep⁃
tors. The major virulence factor in periapical infections caused by E. faecalis is LTA.
【Key words】 E. faecalis; LTA; TLR2; Human osteoblast⁃like cells; TRAF6
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牙髓根尖周病是常见的口腔疾患，其最好的处

理方法就是进行完善的根管治疗。但是根管治疗

后，由于各种原因，有时会发生持续性的根尖周病

变不愈合，根尖出现脓肿、肉芽肿和囊肿［1］，这些失

败的主要原因，被认为是在充填后的根尖区域残留

了致病微生物的缘故［1⁃2］。和初次感染不同，根管

治疗后的继发性感染通常是由一种或者少数几种

细菌导致的［2⁃3］。粪肠球菌（Enterococcus faecalis，E.

faecalis），不但会定植在未治疗的根管中，更常见于

根管治疗失败的病例中，是根管治疗后根尖周长期

病变不愈合的主要致病因素［1］。肿瘤坏死因子受

体相关因子（tumor necrosis factor receptor⁃associated
factor，TRAF），在多种信号传导通路中发挥重要作

用，现在已发现有 7种成员（TRAF1～TRAF7）［4⁃5］。

其中 TRAF6 作为上游 Toll 样受体（toll ⁃ like recep⁃
tors，TLRs）通路和下游NF⁃κB通路的关键分子，在

根尖周炎的发展中也起着重要的作用。 Tang［6］等

发现，在牙龈卟啉单胞菌及其LPS引发的人牙周膜

成纤维细胞炎症中，TRAF6可以调控下游的促炎细

胞因子的表达，但其在粪肠球菌感染的根尖周炎症

中的作用还未见报道。本研究拟探讨 TRAF6在粪

肠球菌及其脂磷壁酸（lipoteichoic acid，LTA）引发

的人成骨样细胞炎症反应中的作用。

1 材料和方法

1.1 主要试剂和仪器

人成骨样细胞MG63细胞株（ATCC CRL⁃1427）
和粪肠球菌标准株（ATCC 29212）（均由四川大学

华西口腔医学院口腔疾病研究国家重点实验室提

供），E. faecalis LTA（Sigma，美国），IL⁃1β和 TNF⁃α
ELISA试剂盒（R&D Systems，美国），兔抗人 TRAF6
单克隆抗体（Abcam，美国），对照 IgG（Abcam，美

国）；TRAF6 Silencer® Select siRNA（Ambion，美国），

PrimeScript RT reagent Kit With gDNA Eraser（Per⁃
fect Real Time）（Takara，中国），SYBR® Premix Ex
TaqTM Ⅱ（Perfect Real Time）（Takara，中国），BD Cy⁃
tofix/Cytoperm™ 细胞固定/通透液试剂盒（BD Biosci⁃
ence，美国），7300型荧光定量PCR仪（ABI，美国），

GelDoc XR System凝胶成像系统（BioRad，美国）。

1.2 细菌培养

将粪肠球菌标准株接种BHI液体培养基中，厌

氧条件下増菌培养 24 h。涂片染色观察无污染者，

离心收集，用PBS以 10 000 g离心 5 min清洗两次细

菌，并用PBS重悬细菌。调整细菌悬液浓度近似于

1 × 108 CFU/mL。将计数好的 E. faecalis菌悬液分

装在离心管内进行热灭活备用。

1.3 流式细胞术和 Western blot 检测 siRNA 转染

MG63后TRAF6 蛋白表达

用含 10%胎牛血清和双抗的RPMI1640培养液

常规培养MG63细胞，消化收集细胞，计数后配为

2 × 105个/mL细胞悬液，接种于 6孔培养板，每孔加

入 2 mL细胞悬液。置 37 ℃孵箱中培养 24 h后，去

除原培养基，用 1 × PBS冲洗 2次后换用无血清无

双抗的RPMI1640饥饿 24 h后备用。

在进行转染实验的前一天，将培养的MG63细

胞接种至 6孔板内，每孔加入 2 × 105个细胞，加入

无双抗的RPMI1640进行培养。当细胞的融合度达

到 70%～90%时开始进行转染实验。TRAF6siRNA
及对照 siRNA转染运用Lipofecta mine® 2000转染试

剂盒，按说明书操作。

TRAF6的沉默效率用流式细胞技术检测，分别

在 0 h、24 h和 36 h三个时间点检测沉默后 TRAF6
的表达水平，选取沉默效率最高的时间进行下一步

实验。转染后 TRAF6的蛋白表达情况，用Western
blot检测 siRNA转染MG63后TRAF6的沉默效率。

1.4 E.faecelis及其LTA刺激MG63细胞

将 灭 活 后 的 E.faecelis 细 菌 悬 液 计 数 后 在

10 000 g离心 5 min后弃上清，加入适量RPMI1640
配成 2 × 107个/mL，吹打混匀后备用。

将 E.faecelis 的 LTA 用 RPMI1640 溶解稀释为

10 μg/mL后备用。

将培养皿中原培养基去除，每孔加入 E. faeca⁃

lis灭活全菌悬液 2 mL，使MOI为 100；或 E. faecalis

的 LTA溶液 2 mL，分别培养 0 h、6 h、24 h。分组如

下：①空白对照组；②转染对照组（转染对照

siRNA）；③转染组（转染TRAF siRNA）。

1.5 Real⁃ time PCR 检测 MG63 细胞中的 TLR2 和

TRAF6基因表达

按 Trizol 试剂操作说明，提取全细胞总 RNA。

用 PrimeScript RT reagent Kit With gDNA Eraser试剂

盒，按说明操作，将总 RNA 逆转录为 cDNA 备用。

采用 SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ（Perfect Real Time）
荧光定量 PCR 试剂盒按说明书操作进行 PCR 反

应，待测分子的引物序列见表 1。应用ABI PRISM
7300荧光定量 PCR仪对样本进行 PCR反应。本实

验采用标准曲线法，用各自基因的PCR产物按浓度

梯度稀释：1 × 102～1 × 107建立标准曲线。待测基

因的表达水平通过 ABIPRISM7300 软件利用标准
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图 1 MG63细胞转染TRAF6 siRNA后TRAF6蛋白表达

Figure 1 The expression of TRAF6 protein in transfected MG63 cells with transfected TRAF6 siRNA

曲线的线性回归计算得出，并与各自样本相对应的

内参（GAPDH）标准化后得出最后结果。待测的基

因表达水平表现为与对照组相比较的倍数关系。

TLR2 引 物 序 列 ：上 游 5′ ⁃ GGAGCTGGAGA⁃
ACTTCAATCC ⁃ 3′ ；下 游 5′ ⁃ CTTGCACCACTCACT
CTTCAC⁃3′；片段长度 160 bp。TRAF6 引物序列：

上游 5′⁃GATGCAGAGGAATCACTTGGC⁃3′；下游 5′⁃
GGTCTGTCTTACAAGGCGAC⁃3′；片段长度 167 bp。
GAPDH 引物序列：上游 5′⁃GTCTTCACCACCATG⁃
GAGAAG⁃3′；下游5′⁃GTTGTCATGGATGACCTTGGC
⁃3′；片段长度 201 bp。
1.6 ELISA 检测 E. faecalis 及其 LTA 刺激 MG63 细

胞培养上清液中促炎细胞因子的表达

在 0 h、8 h、24 h，吸取 6 孔板中培养上清液，

2 500 rpm，离心 20 min，取上清检测 IL⁃1β和TNF⁃α
两个促炎因子。ELISA检测方法均按照试剂盒说

明书进行。

1.7 统计学分析

所有实验至少重复 3 次，结果用 x ± s 表示。

使用 SPSS 21.0 软件进行数据分析。采用成组

Student t检验，检验水平为α＝0.05。

2 结 果

2.1 流式细胞术和 Western blot 检测 TRAF6 蛋白

的表达

在 0 h、24 h 和 36 h 后，用流式细胞技术检测

MG63细胞内 TRAF6的表达水平，在 TRAF6 siRNA
转染 36 h后，TRAF6表达最低（图 1）。

分别将 TRAF6 siRNA和对照 siRNA转染MG63
细胞 36 h，然后用E. faecalis及其 LTA刺激MG63细

胞。用Western blot检测 TRAF6的沉默效率，转染

TRAF6 siRNA 的 MG63 细胞中 TRAF6 蛋白条带浓

度不随时间增强（图 2）。

2.2 定量 PCR检测 E. faecalis及其 LTA感染MG63
细胞时TLR2和TRAF6基因的表达情况

在 E. faecalis及其 LTA感染MG63细胞不同时

间段后，全菌刺激的空白对照组、转染对照组和

转染组 3 组细胞 TLR2 基因水平均有显著增高

（表 1）。空白对照组和转染对照组的 TRAF6基因

表达水平显著增高，而转染组 TRAF6基因表达在

不同时间段基本没变化（表 1），说明TRAF6基因已

经完全被抑制。

2.3 TRAF6 沉 默 抑 制 E. faecalis 及 其 LTA 诱 导

MG63细胞致炎细胞因子表达

在不同时间段的 E. faecalis 及其 LTA 感染

MG63细胞时，全菌刺激的空白对照组、转染对照

组和转染组 3组细胞 IL⁃1β的产生在 8 h升高 4.23
倍、4.09 倍和 1.77 倍，在 24 h 升高 8.75 倍、8.46 倍

和 2.34倍。LTA刺激的 3组细胞 TNF⁃α的产生在

8 h 升高 3.66 倍、3.55 倍和 1.48 倍，在 24 h 升高

5.53 倍、5.28 倍和 2.05 倍。无论在 8 h 还是 24 h，
无论是全菌还是 LTA 刺激，当 TRAF6 被抑制后，

细胞分泌 IL⁃1β 的能力都被显著抑制（P < 0.05）
（表 2）。
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在不同时间段的 E. faecalis 及其 LTA 感染

MG63细胞时，全菌刺激的空白对照组、转染对照

组和转染组 3 组细胞 TNF⁃α 的产生在 8 h 升高

10.97 倍、10.93 倍和 5.07 倍，在 24 h 升高 7.03 倍、

7.01 倍和 3.81 倍。LTA 刺激的 3 组细胞 TNF⁃α 的

产生在 8 h 升高 8.55 倍、9.25 倍和 3.77 倍，在 24 h
升高 5.58 倍、5.83 倍和 2.76 倍。在 0 h、8 h、24 h
时，转染组 TNF⁃α的分泌都被显著抑制（P < 0.05）
（表 2）。

3 讨 论

3.1 TRAF6 沉 默 抑 制 E. faecalis 及 其 LTA 诱 导

MG63细胞致炎细胞因子表达

在未治疗的感染根管中，一般不存在或者只

有少量存在粪肠球菌［7］，而在伴随有根尖周病变的

根充后患牙标本中，有 24%～77%可检出粪肠球

菌［2，8⁃10］。由于粪肠球菌的生物学特性［11⁃13］，常规的

药物冲洗、超声波清理、根管消毒以及的根管充填

都不能保证完全杀死所有的细菌［14⁃15］；宿主的免疫

细胞也不能完全消灭它［16⁃17］；所以粪肠球菌的存

在，会造成很多治疗失败的病例。

0 h 6 h 24 h 0 h 6 h 24 h
E. faecalis E. faecalis LTA

TRAF6

GAPDH

TRAF6

GAPDH

转染对照组

转染组

转染对照组

转染组

MG63细胞分别转染对照 siRNA和 TRAF6 siRNA 36 h后，用

E. faecalis（MOI＝100）和E. faecalis及其 LTA（10 μg/mL）刺激

细胞，Western blot分别在刺激 0 h、6 h和 24 h检测 TRAF6蛋

白的表达情况。TRAF6：肿瘤坏死因子受体相关因子；LTA：

脂磷壁酸。

图 2 转染 MG63 细胞经 E. faecalis 及其 LTA 刺激后

TRAF6蛋白表达情况

Figure 2 The expression of TRAF6 protein in transfect⁃
ed MG63 cells after stimulated by E. faecalis and LTA

分组

空白对照组

转染对照组

转染组

TLR2
刺激物

E. faecelis

E. faecelis LTA

E. faecelis

E. faecelis LTA

E. faecelis

E. faecelis LTA

0 h
1.00±0.14
1.00±0.11
1.00±0.15
1.00±0.14
1.00±0.16
1.00±0.33

6 h
11.26±1.00
9.35±0.96
12.37±1.20
9.42±1.31
10.35±1.73
14.56±2.39

t1值

2.92
2.92
2.92
2.92
2.92
2.92

P1值

0.002
0.002
0.002
0.004
0.006
0.01

24 h
12.11±0.52
12.66±1.40
13.57±1.52
10.14±0.14
6.17±1.25
10.67±0.94

t2值

2.92
2.92
2.92
2.13
2.92
2.92

P2值

0.0004
0.0024
0.002
0.001
0.005
0.002

TRAF6
0 h

1.00±0.10
1.00±0.26
1.00±0.18
1.00±0.12
1.00±0.21
1.00±0.12

6 h
28.25±3.63
36.62±3.13
22.18±4.98
28.33±3.30
1.03±0.23
0.98±0.12

t3值

2.92
2.92
2.92
2.92
2.13
2.13

P3值

0.003
0.001
0.009
0.002
0.431
0.449

24 h
17.47±2.45
26.52±4.73
21.98±2.72
21.67±3.25
1.17±0.13
1.04±0.24

t4值

2.92
2.92
2.92
2.92
2.35
2.13

P4值

0.004
0.006
0.003
0.004
0.166
0.408

表 1 E. faecalis及其LTA刺激MG63细胞TLR2、TRAF6基因表达

Table 1 Gene expression level of TLR2 and TRAF6 by E. faecalis and its LTA⁃infected MG63 cells x ± s，n＝3

注 t1和 P1值：TLR2 表达 6 h vs TLR2 表达 0 h；t2和 P2值：TLR2 表达 24 h vs TLR2 表达 0 h；t3和 P3值：TRAF6表达 6 h vs TRAF6表达 0 h；
t4和 P4值：TRAF6表达 24 h vs TRAF6表达 vs 0 h。LTA：脂磷壁酸；TLR2：Toll样受体 2；TRAF6：肿瘤坏死因子受体相关因 6。

组别

空白对照组

t1值

P1值

转染对照组

t2值

P2值

转染组

IL⁃1β
0 h

E. faecelis

22.42±2.91

22.85±0.71

31.71±0.35

E. faecelisLTA
22.42±2.91

22.85±0.71

31.71±0.35

8 h
E. faecelis

94.82±9.90
2.92
0.005

93.58±12.91
2.92
0.01

56.24±2.40

E. faecelisLTA
82.09±6.31

2.13
0.001

81.05±6.89
2.35
0.001

46.77±6.21

24 h
E. faecelis

196.27±11.18
2.35
0.001

193.25±8.56
2.35
0.001

74.30±7.07

E. faecelisLTA
123.93±6.56

2.35
0.001

120.70±10.60
2.92
0.004

65.06±3.78

TNF⁃α
0 h

E. faecelis

42.69±7.81

46.47±2.87

46.70±7.49

E. faecelisLTA
42.69±7.81

46.47±2.87

46.70±7.49

8 h
E. faecelis

468.39±37.26
2.13
0.001

507.79±49.15
2.35
0.002

237.54±30.58

E. faecelisLTA
365.05±16.30

2.13
0.001

429.89±28.00
2.13
0.005

176.06±21.48

24 h
E. faecelis

300.08±37.05
2.92
0.015

325.67±25.55
2.92
0.001

178.20±6.79

E. faecelisLTA
237.98±25.01

2.92
0.009

270.88±36.17
2.92
0.011

129.06±4.91

表 2 E. faecalis及其LTA刺激MG63细胞产生 IL⁃1β、TNF⁃α
Table 2 IL⁃1β and TNF⁃α secretion by E. faecalis and its LTA⁃infected MG63 cells x ± s，n＝3，pg/mL

注 t1和 P1值：空白对照组 vs转染组升高的倍数；t2和 P2值：转染对照组 vs转染组升高的倍数。LTA：脂磷壁酸；IL⁃1β：白细胞介素 1β；

TNF⁃α：肿瘤坏死因子α。
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作为最主要的类型识别受体（pattern recogni⁃
tion receptors，PPRs）之一的 TLRs，能够识别多种配

体，在感染发生的初期即可转导信号，启动机体的

防御反应。其中 TLR2主要是G+菌及其胞壁成分、

支原体脂蛋白、分枝杆菌及真菌的信号受体［18］。

TLR2与相应配体结合后，通过MyD88通路把信号

转导到下游，活化NF⁃κB，最终产生炎性细胞因子

的分泌。而 TRAF6 是 MyD88 通路的关键连接蛋

白。TRAF6在多种炎症发展的过程中发挥了关键

的作用，Ahmad等发现TRAF6在介导关节炎的 IL⁃1
的分泌中发挥了主要的作用，敲除了 TRAF6基因

的小鼠关节炎中，IL⁃1的分泌大大减少［19］。TRAF6
在肾小管肾炎中也是介导炎性细胞因子的关键分

子，敲除了 TRAF基因的小鼠肾小管细胞在 LPS刺

激下，炎症细胞因子的分泌降低［20］。动脉粥样硬

化的发展中，TRAF6也是必不可少的，Lutgens等发

现阻断 TRAF6通路，可以降低动脉粥样硬化的炎

症反应［21］。在小鼠脓毒血症的模型中，TRAF6也

介导了关键的步骤［22］。Zhang等［23］发现 TRAF6可

以调控粪肠球菌介导的人牙周膜成纤维细胞的炎

症过程，但 TRAF6在牙槽骨感染中的作用还未见

报道。

本研究建立粪肠球菌感染MG63细胞的模型，

模拟体内根尖周炎骨质破坏的病理过程。本研究

证明了：①粪肠球菌及其主要毒力成分 LTA可以

刺激 MG63 细胞的 TRAF6 基因表达升高；②当

TRAF6基因被沉默后，粪肠球菌仍然能够刺激人

牙髓成纤维细胞表达 TLR2受体，这说明这些受体

是在 TRAF6基因的上游，不会受到 TRAF6沉默与

否的影响，他们启动的信号转导通路，仍然是在向

下传导；③当 TRAF6基因被沉默后，下游的炎症细

胞因子 IL⁃1β和 TNF⁃α的表达显著降低，说明在粪

肠球菌造成的根尖周骨质破坏中，TRAf6是这条信

号通路上的一个关键分子，发挥着重要的作用；

④当 TRAF6基因被沉默后，炎性细胞因子的表达

并未完全消失，而是有少许增加，推测是否 TLR2
也可以部分通过其他途径作用于下游，这还需要

后续的进一步研究。

3.2 MG63细胞来源及特性

直接从人体来源的成骨细胞对于骨改建的研

究是最好的，但由于人类离体骨获取途径较少，给

实验的重复性和连续性造成了一定的困难。MG63
细胞是人成骨样细胞，来源于人骨肉瘤，具有钙结

节形成、ALP染色阳性等成骨细胞具有的大部分表

型特征，具有永生化特征，体外传代快，多次传代

后细胞活性良好，近年来已广泛应用成骨细胞的

基础研究中［24］。本实验中采用MG63细胞模拟体

内根尖病变过程，可以短时间内获取足量的细胞，

缩短了实验时间，但其和成骨细胞仍然存在差异，

在下一步的工作中，应尽量采用人成骨细胞进行

实验。
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