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烟草烟雾提取物激活ＮＬＲＰ３炎性小体促进肺腺癌ＰＣ９细胞侵袭

李久康，陈　虹　　４０００１６重庆，重庆医科大学附属第一医院呼吸与危重症医学科

　　［摘要］　目的　探讨烟草烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）提取物对肺腺癌 ＰＣ９细胞侵袭能力
的影响及机制。方法　体外培养ＰＣ９细胞，与０％、１％、２％、４％烟草烟雾提取物共培养９６ｈ。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测细胞侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β及ＭＭＰ２蛋白表达。予以４％烟草
烟雾提取物与ＭＣＣ９５０（ＮＬＲＰ３抑制剂）共同处理９６ｈ后，细胞侵袭实验检测细胞侵袭能力，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β及ＭＭＰ２蛋白表达。结果　与对照组相比，烟草提取物处理组中发
生侵袭的ＰＣ９细胞数量呈浓度（１％～４％ ＣＳＥ）依耐性增多（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＩＬ１β及ＭＭＰ２的蛋白水平在烟草提取物处理组中呈浓度依耐性上调（Ｐ＜０．０１）。ＭＣＣ９５０干预后，可
显著抑制烟草烟雾提取物诱导的ＰＣ９侵袭细胞的增多（Ｐ＜０．０５）以及ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β、ＭＭＰ２
表达的上调（Ｐ＜０．０５）。结论　烟草烟雾提取物可增强肺腺癌细胞侵袭能力，可能与激活 ＮＬＲＰ３炎性
小体有关。
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　　肺癌是全球最常见的恶性肿瘤之一［１］。２０１８年
全球癌症统计数据显示中国诊断肺癌１０４万人，因肺
癌致死９２．１万人［２］。肿瘤细胞的侵袭是肿瘤细胞恶

性行为之一，是导致患者不良预后的主要原因［３］。有

研究发现烟草烟雾（ｃｉｇａｒｅｔｔｅｓｍｏｋｅｅｘｔｒａｃｔ，ＣＳＥ）暴露
与肺癌细胞侵袭、转移密切相关［４－５］，但具体机制不

明。近年来炎症反应在肿瘤侵袭、转移中的作用被广

泛关注［６］，ＮＬＲＰ３炎症小体是一种由细胞内免疫受体
ＮＬＲＰ３、连接蛋白 ＡＳＣ和蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ１组成的多
蛋白复合物。该复合物的组装可诱导 ＩＬ１β促炎症因
子的成熟和分泌，从而启动和参与炎症反应的核心环

节［７］。研究表明，激活ＮＬＲＰ３炎症小体在促进肺癌细
胞Ａ５４９增殖、迁移、侵袭中发挥重要作用［８］。然而，

ＮＬＲＰ３炎症小体在烟草烟雾暴露诱导的肺癌侵袭中
的作用还少见报道。本研究探讨烟草烟雾提取物对

ＰＣ９细胞侵袭，以及对ＰＣ９细胞中 ＮＬＲＰ３炎性小体
复合物和 ＭＭＰ２表达的影响，再通过 ＭＣＣ９５０抑制
ＮＬＲＰ３炎性小体活性，观察烟草烟雾提取物对 ＰＣ９
细胞侵袭的影响，以期发现烟草烟雾暴露诱导肺癌侵

袭性增强的机制并寻找新的干预靶点。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　人肺腺癌细胞（ＰＣ９）来源于何勇教授实验团队
（陆军军医大学第三附属医院呼吸科实验室）。高糖

Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ’ｓｍｅｄｉｕｍ（ＤＭＥＭ）培养基
和胎牛血清购自澳洲 ＧＩＢＣＯ；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室购自美国
Ｃｏｒｎｉｎｇ公司；Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶购自美国 ＢＤ公司；ＳＤＳ
ＰＡＧＥ凝胶配置试剂盒购自碧云天生物技术研究所；
ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ；ＮＬＲＰ３、ＧＡＰＤＨ、ＭＭＰ２
抗体以及辣根过氧化物酶标记山羊抗兔ＩｇＧ购于美国
Ａｂｃａｍ；Ｃａｓｐａｓｅ１／ｐ２０，ｍａｔｕｒｅＩＬ１β由中国万类生物
有限公司提供；ＭＣＣ９５０购自美国 ＭｅｄＣｈｅｍＥｘｐｒｅｓｓ
Ｃｏ；龙凤呈祥牌香烟购自重庆烟草公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养及烟草烟雾制备　　配制含１０％胎
牛血清的完全培养基用于体外培养 ＰＣ９细胞。于培
养箱中（培养条件：３７℃，５％ ＣＯ２及饱和湿度）培养
２～３ｄ，当细胞融合度达到８０％时进行传代，选择对数
生长期的细胞进行后续实验。龙凤呈祥牌香烟（焦油

１１ｍｇ；一氧化碳１７ｍｇ；尼古丁１．１ｍｇ）用于制备烟草
烟雾提取物。具体制备方法详见文献［９］：点燃香烟，
去滤嘴，并安放于自动抽吸泵上，使烟雾通过 １０ｍＬ

无血清的 ＤＭＥＭ培养基，以 ＤＭＥＭ培养基中产生大
小均匀的气泡、每支香烟燃烧２ｍｉｎ为度，当１０支香
烟产生的烟雾通过该培养基后停止抽吸。调节 ｐＨ值
至７．４，使用０．２２μｍ的过滤器除去杂质和细菌，即得
到 ＣＳＥ。使用 ＢｅｃｋｍａｎＤＵ６４０分光计（美国），于
３２０ｎｍ处测定光密度值，为（１．３６±０．１２），ＣＳＥ浓度为
１００％。根据实验需要使用 ＤＭＥＭ培养基将 １００％
ＣＳＥ稀释至１％，２％和４％ＣＳＥ。烟草提取物最好现配
现用，尽量在制备好３０ｍｉｎ内使用。
１．２．２　细胞侵袭实验　　将 Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶稀释８倍后，
包被Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上层小室底部膜的上室面，置于 ３７℃
放置３０ｍｉｎ，使其聚合成凝胶。根据实验需求将 ＰＣ９
细胞分为对照组、ＭＣＣ９５０组、４％ＣＳＥ组、４％ＣＳＥ＋
ＭＣＣ９５０组。其中对照组不做任何处理，ＭＣＣ９５０组加
入１０μｍｏｌ／ＬＭＣＣ９５０共培养，４％ＣＳＥ组加入４％ＣＳＥ
共培养，４％ＣＳＥ＋ＭＣＣ９５０组先加入１０μｍｏｌ／ＬＭＣＣ９５０
预处理１ｈ，再加入４％ＣＳＥ共培养，９６ｈ后，将贴壁的
细胞消化后，制备成细胞悬液。向 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上层小室
中加入不含血清的培养基并植入５×１０４个ＰＣ９细胞，
下层小室中加入含 ２０％胎牛血清的完全培养基。常
规培养 ４８ｈ，取出 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上层小室，用 ＰＢＳ清洗
２次，０．１％结晶紫染色 ３０ｍｉｎ，用棉签擦掉上层未迁
移的细胞，４００倍显微镜下随机选择 ５个视野观察细
胞并计数。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　　收集ＰＣ９细胞，并加入
细胞裂解液（ＰＡＲＰ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）１００μＬ并于冰上
裂解３０ｍｉｎ，随后于４℃低温离心机中以１２０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，吸取上清液，测定蛋白浓度 （ＢＣＡ法），
加上样缓冲液（碧云天科技公司）煮沸１０ｍｉｎ，使蛋白
变性。将蛋白样品液加入ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶上样孔进行
电泳分离蛋白质（电泳条件：８０Ｖ恒压电泳３０ｍｉｎ，待
蛋白进入分离胶，调整电压至 １２０Ｖ恒压电泳 １ｈ）。
转膜（２００ｍＡ恒流转膜２ｈ），于室温下用５％的脱脂
牛奶封闭蛋白膜２ｈ。一抗４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ缓冲
液洗膜３次。加二抗于室温下孵育２ｈ，滴上超敏发光
底物液于蛋白膜上显示荧光，用凝胶成像仪（ＢｉｏＲａｄ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ，Ｈｅｒｃｕｌｅｓ，ＣＡ，ＵＳＡ）捕捉荧光并成像。
运用凝胶成像分析系统计算条带的灰度值，目的条带

灰度值／内参灰度值＝蛋白质相对表达水平。
１．３　统计学分析
　　使用 ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５．０１软件对实验数据进行
统计学分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示。多组间比较采用单因
素方差分析和Ｓｔｕｄｅｎｔｔ检验，多重比较采用 Ｔｕｒｋｅｙ’ｓ
检验。当Ｐ＜０．０５时，认为差异有统计学意义。

５１２２　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（２０）



２　结果

２．１　ＣＳＥ诱导肺腺癌ＰＣ９细胞侵袭性增加
　　将１％、２％、４％ＣＳＥ与ＰＣ９细胞共培养９６ｈ后，
检测细胞侵袭性。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果示：与正常对照
组（０％ＣＳＥ）相比，经１％、２％、４％ＣＳＥ处理后发生侵
袭的ＰＣ９细胞明显增加，细胞侵袭能力呈浓度依赖性
增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见图１。
２．２　ＣＳＥ诱导 ＰＣ９细胞 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬβ和

ＭＭＰ２表达增加
　　将１％、２％、４％ＣＳＥ与ＰＣ９细胞共培养９６ｈ后，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＰＣ９细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬβ
和ＭＭＰ２蛋白水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果示：与正

常对照组（未经 ＣＳＥ处理）相比，经 １％、２％、４％ ＣＳＥ
处理后 ＰＣ９细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和
ＭＭＰ２蛋白表达明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见图２。
２．３　ＭＣＣ９５０可以逆转ＣＳＥ诱导的ＰＣ９细胞侵袭性

增强

　　ＭＣＣ９５０是一种有效、选择性的 ＮＬＲＰ３抑制剂。
将１０μｍｏｌ／ＬＭＣＣ９５０加入 ＰＣ９细胞中预处理 １ｈ，
再加入 ４％ＣＳＥ共培养 ９６ｈ后，检测细胞侵袭性。
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验结果示：与正常对照组相比，４％ＣＳＥ处
理后发生侵袭的 ＰＣ９细胞明显增加，ＭＣＣ９５０干预
后，可显著减少发生侵袭的 ＰＣ９细胞，差异有统计学
意义（Ｐ＜０．０５），见图３。
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图１　倒置显微镜下观察ＣＳＥ对ＰＣ９细胞侵袭能力的影响
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Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３炎性小体相关蛋白表达
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２．４　ＭＣＣ９５０抑制 ＣＳＥ诱导 ＰＣ９细胞 ＮＬＲＰ３、
Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬβ和ＭＭＰ２表达增加

　　将 １０μｍｏｌ／ＬＭＣＣ９５０加入 ＰＣ９细胞中预处理
１ｈ，再加入４％ＣＳＥ共培养９６ｈ后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
ＰＣ９细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β和 ＭＭＰ２蛋白
水平。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果示：与正常对照组相比，
４．０％ ＣＳＥ处理后 ＰＣ９细胞中 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、
ＩＬ１β和ＭＭＰ２蛋白表达明显升高，经 ＭＣＣ９５０干预
后，可显著抑制 ＣＳＥ诱导的 ＮＬＲＰ３、Ｃａｓｐａｓｅ１、ＩＬ１β
和ＭＭＰ２蛋白表达增加，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），见图４。

３　讨论

　　肿瘤细胞侵袭、转移是肿瘤的恶性行为之一，也是
导致患者不良预后及死亡的主要原因［１０－１２］。烟草烟

雾成分中至少含有６９种致癌物质，包括氨、镉、镍、尼
古丁、稠环芳香烃和Ｎ亚硝基胺等，不仅会导致癌症，
还与肿瘤的侵袭和转移的发生密切相关［３］。吸烟会

增加前列腺癌转移的风险［１３］，烟草烟雾暴露增加乳腺

癌细胞转移能力［１４］。有研究报道烟草烟雾提取可增

强肺癌细胞的侵袭和转移能力［１５］。与既往的文献报

道一致的是，本研究发现 ＣＳＥ诱导肺癌 ＰＣ９细胞侵
袭能力呈浓度依赖性增强。
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图３　倒置显微镜下观察ＣＳＥ和ＭＣＣ９５０对ＰＣ９细胞侵袭能力的影响
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图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＮＬＲＰ３炎性小体相关蛋白及ＭＭＰ２蛋白表达
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　　炎症在肿瘤的侵袭、转移中发挥重要作用。研究
表明，慢性炎症可触发一系列分子事件，导致分化细胞

恶性转化，抑制抗肿瘤免疫，最终导致肿瘤的发生和转

移［１６－１７］。炎性小体是炎症反应中重要组成部分。

ＮＬＲＰ３炎症体是由细胞内固有免疫受体ＮＬＲＰ３、接头
蛋白 ＡＳＣ和蛋白酶 Ｃａｓｐａｓｅ１组成的多蛋白复合体。
这种复合体的组装可以诱导促炎因子如 ＩＬ１β的成熟
和分泌，从而促进炎症反应的发生［７］。烟草烟雾中含

有大量的活性氧和有毒物质，可促进机体组织发生炎

症反应。研究发现 ＣＳＥ可以激活 ＮＬＲＰ３炎性小体诱
导人支气管上皮细胞焦亡［１８］。本研究也发现，ＣＳＥ提
取物可诱导肺腺癌细胞中ＮＬＲＰ３炎性小体活化。
　　既往的研究表明 ＮＬＲＰ３炎性小体的激活与肿瘤
的侵袭、转移密切相关［１９］。ＤＥＮＧ等［２０］发现在乳腺癌

细胞中损伤的、产生 ＲＯＳ的线粒体聚集激活 ＮＬＲＰ３
炎性小体，导致可溶性细胞因子的异常分泌，进而促进

破骨细胞的分化和成熟，最终导致骨转移。有研究报

道细菌脂多糖（ＬＰＳ）激活 ＮＬＲＰ３炎性小体并促进肿
瘤的侵袭和转移［２１］。基质金属蛋白酶２（ＭＭＰ２）是
ＭＭＰｓ家族的主要成员之一，其降解细胞外基质的功
能特点为肿瘤侵入组织与转移提供了条件［２２］。活化

的ＮＬＲＰ３炎症小体可促进ＭＭＰ２的产生［２３］。本研究

发现，ＣＳＥ提取物可诱导肺腺癌ＰＣ９细胞中ＭＭＰ２表
达增加，抑制 ＮＬＲＰ３的活性可显著降低 ＣＳＥ诱导的
ＰＣ９侵袭活性与ＭＭＰ２的表达。
　　综上所述，烟草烟雾暴露可以促进肺腺癌细胞
ＰＣ９侵袭性增加，其机制可能是通过激活 ＮＬＲＰ３炎
性小体，诱导 ＭＭＰ２表达来介导肺腺癌 ＰＣ９细胞侵
袭。通过研究ＮＬＲＰ３炎性小体在烟草烟雾提取物诱
导的肺癌细胞侵袭中的作用，将为烟草烟雾暴露诱导

的肺癌细胞转移的治疗提供新的思路和靶点。
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