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TXNIP激活NLRP3炎性小体在子痫前期发病中的作用 

杨 勇，张 华 

(重庆医科大学附属第一医院妇产科、重庆医科大学中国一加拿大一新西兰联合母胎医学实验室，重庆 400016) 

【摘 要】目的：探讨硫氧还蛋白结合蛋白(thioredoxin—interacting protein，TXNIP)激活核苷酸结合寡聚化结构域样受体蛋白3 

(NLR family pyrin domain c0ntaining 3。NLRP3)炎性小体与子痫前期(preeclampsia，PE)发病的关系。方法：收集重庆医科大学附 

属第一医院2013年 l2月至2014年 6月分娩的15例PE和 15例正常产妇的胎盘组织，应用Western blot检测胎盘中TXNIP 

与NLRP3的表达水平。以人绒毛外滋养细胞 human transformed primary extravillous trophoblast cell line，HTR8／SVneo)体外培 

养，分为正常对照组(N)组、缺氧复氧(hypoxia／reoxygenation，H／R)组、H／R+Serambled siRNA(H／R+NC)组和 H／R+TXNIP siRNA 

(H／R+siRNA)组。各组处理后使用 Western blot检测细胞TXNIP和NLRP3蛋白表达水平，应用半胱氨酸蛋白酶一1(Caspase一 

1)活性检测试剂盒检测Caspase一1活性，应用蛋白质免疫共沉淀法(Co—Immunoprecipj￡ation，Co—IP)检测TXNIP与NLRP3、凋亡 

相关的斑点样蛋白(apoptosis—associated speck—like protein containing CARD，ASC)之间的相互作用，并实时检测细胞侵袭与增 

殖。结果：TXNIP与NLRP3在PE组胎盘组织中的表达明显高于N组( 0．003、P=0．002)；在细胞模型中，H／R处理后，TXNIP与 

NLRP3的表达明显升高(尸=O．011、P=0．022)，相互之间作用明显加强；抑制 TXNIP后，NLRP3表达明显降低(P=O．000)，ASC 

蛋白水平也明显下降(e=-0．001)，而且降低H／R对侵袭与增值能力的抑制作用(P=0．001、P=O．038)。结论：TXNIP介导的NLRP3 

炎性体激活可能在PE发病中起作用。 
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Effect of T×N I P mediated NLRP3 inflammasome activationon 

the pathogenesis of preeclampsia 

Yang Yong，Zhang Hua 

(Department of Obstetrics and Gyhecology，The First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University， 

Canada—China-New Zealand Joint Laboratory ofMaternal and Fetal Medicine of Chongqing Medical University) 

【Abstract]Objective：To explore the role of thioredoxin—interacting protein(TXNIP)mediated NLR family pyrin domain containing 3 

(NLRP3)inflammasome activation in the pathogenesis of preeclampsia(PE)．Methods：Fifteen cases of early～onset PE and 15 cases 

of normal maternal placental tissue were collected in the First Affiliated Hospital of Chongqing Medical University from December 

2013 to June 2014．Western blot was used to detect the expression of TXNIP and NLRP3 in placenta．Human transformed primarv ex- 

travillous trophoblast cell line(HTR8／SVneo)cells were used to establish the model of PE，which were divided into control group． 

hypoxia reoxygenation(H／R)group，H／R+Scrambled siRNA(H／R+NC)gr(】up and H／R+TXNIP siRNA(H／R+siRNA)group．After the 

treatment，expressions of TXNIP and NLRP3 were detected by Western blot：Caspase 1 activity was measured b Caspase-1 active 

detection kit；interaction between TXNIP and NLRP3 was tested by Co—IP：invasion and proliferation were detected bv real—time ce11 

analyzer instrument．Results：The expression of TXNIP and NLRP3 in placenta in PE group was obviously higher than that of normal 

group(P=0．003，P=0．002)．In the cell model，H／R could increase the expression ofTXNIP and NLRP3 obviously(P=-O．000，P=O．001)， 

and interaction between TXNIP and NLRP3 was improved remarkably．After the inhibition of TXNIP
． expression 0f NLRP3 was signif- 

icantly reduced(P=0．000)，and ASC level was also declined obviously(P=0．001)．and the invasion and proliferation ability of H／R was 
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decreased(P=0．00t，P=0．038)．Conclusion：TXNIP mediated 

NLRP3 inflammatory activation plays an important role in the 

pathogenesis of PE． 

【Key words]thioredoxin—interacting prl0tein；pI_eeclampsia；hy— 

poxia／reoxygenation 
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子痫前期(preeclampsia，PE)是妊娠期特有的疾 

病[1]，而妊娠本就是一个炎症过程，母胎界面的炎症 

失衡是导致PE发生的原因之一闼。有研究证明．PE 

患者血液中白介素一113(interleukin一113，IL一1p)水平 

高于正常，而IL一1B的分泌与核苷酸结合寡聚化结 

构域样受体蛋白3(NLR family PYfin domain c0n— 

taining 3，NLRP3)炎性体密切相关[3-41。NLRP3炎性 

体是目前研究最明确的一个炎性小体，它由NLRP3、 

凋亡相关的斑点样蛋白(apoptosis—associated speck— 

like protein containing CARD，ASC)和半胱氨酸蛋白 

酶一1(caspase一1)三部分组成，激活时，caspase—l可 

以将无活性的IL一1B前体剪切为有生物学作用的 

IL-113t~。 

硫氧还蛋白结合蛋白(thioredoxin—interacting 

protein，TXNIP)是硫氧还蛋 白(thioredoxin，TRX)结 

合蛋白的一种，它通过抑制TRX的功能发挥生物学 

作用[61。研究证实TXNIP具有促进凋亡、抑制增殖、 

抑制肿瘤细胞侵袭等作用[71。此外，TXNIP还可以与 

NLRP3结合从而激活NLRP3炎性小体【8】。 

然而，TXNIP是否通过激活 NLRP3炎性小体 

在PE的发生发展中起作用，迄今尚无报道。故本研 

究通过建立PE细胞模型[9-10]。探究TxNlP介导 NL— 

RP3炎性体激活在PE中的作用。 

1 材料和方法 

1．1 材料 

1．1．1 胎盘组织 实验组收集 PE患者胎盘组织 15例．从 

2o13年 12月至2o14年6月在重庆医科大学附属第一医院 

产科住院病人，诊断标准参考文献f11]；对照组收集正常孕妇 

胎盘 15例；所有研究对象均以剖宫产终止妊娠，麻醉方式为 

硬膜外麻醉，无高血压、心脏病、糖尿病、甲状腺功能疾病、肾 

脏疾病以及可能导致缺氧性改变的其他并发症。本研究得到 

重庆市伦理委员会批准，所有受试者均以书面知情同意书告 

知。 

1．1．2 细胞培养和缺氧复氧 人绒毛外滋养细胞(human 

transformed primary extravillous trophoblast cell line，HTR8／ 

SVneo)：f~ 在含 10％胎牛血清(fetal bovine seFum，FBS，Gibco) 

的 1640培养基(Gibco)中，在 37℃、5％CO 、20％O2孵箱中 

培养。细胞长满瓶底60％～80％时开始不同处理。缺氧复氧 

(hypoxia／reoxygenation，H／R)处理如前所述，HTR8／Svneo在三 

气孵箱(Thermo Fisher Scientific，Basingstoke，UK)中，2％O2、 

5％CO 、93％N：条件下培养2 h，然后转至正常条件下培养 

6 h，建立PE细胞模型。 

1．1-3 主要试剂 单克隆兔抗 TXNIP抗体(ab188865：Ab— 

cam)；单克隆兔抗 NLRP3抗体(#13158；Cell Signaling Tech— 

nology)；多克隆兔抗 Caspase一1抗体 sc一514；Santa cruz)；多 

克隆兔抗ASC抗体 sc一22514一R；Santa cruz)；单克隆鼠抗IL一 

1 B抗体(ab8320；Abcam)；Immobilon Western Chemilumines— 

cent HRP Substrate(MILLIPORE，WBKLS0500)：Caspase一1活 

性检测试剂盒(CIO1；碧云天 )；VECTASHIELD Mounting 

Medium with DAPI(H-1200，VECTOR)；LipofectamineTM 2000 

(1 1668-027；Invitrogen) 

1．2 方法 

1．2．1 Western blot 将提取的组织和细胞蛋白浓度调至 

1 l，分别取 20 l力Ⅱ人SDS一聚丙烯酰胺进行电泳，后转 

至 PVDF膜上，5％脱脂牛奶封闭 1 h，一抗(TXNTP、NLRP3、 

ASC、Caspase一1、13-actin)4℃过夜。室温摇床上孵育二抗(辣 

根过氧化物标记的山羊抗兔IgG抗体)1 h。显影剂显影，Bio— 

rad仪器采集图像，并分析图像灰度值。 

1．2．2 TXNIP siRNA转染 按照吉玛 siRNA产品使用手册 

分别在 H／R+Scrambled siRNA组和 H／R+TXNIP siRNA组细 

胞中加 100 pmol Scrambled siRNA+5 l Lipo2000和 100 pmol 

TXNTP siRNA+5 Ixl Lipo2000，6 h后更换培养基 ，培养 48 h后 

予以 H／R处理。 

1．2．3 细胞 Caspase一1水平的检测 收集6孔板中处理后 

的细胞，按照Caspase一1活性检测试剂盒说明书进行操作。 

1．2．4 免疫共沉淀 收集 10 cm培养皿细胞．冰上裂解 20 

min，12 000 g离心 15 min，取上清，检测蛋白浓度并调至 

1 I~g／Ixl，取 200 txl加入 5ulTXNIP或 NLRP3抗体，4℃缓慢 

摇动过夜，加4O txl Protein A+G凝胶4。c缓慢摇动 3 h，PBS 

洗涤珠子5次，加入40ixl上样缓冲液，100 oC处理5min，上样 

进行 Western bloto 

1．2．5 实时无标记细胞分析仪(real—time cell analyzer，RTCA) 

检测侵袭与增殖 实时侵袭与增殖监测仪器由实时检测机 

器、特殊的检测侵袭或增殖的 16孔板、xCELLigence公司的 

软件组成。实验步骤严格按照仪器操作说明书，在检测侵袭 

的 16孔板上层的底部铺 60 l，10 g／ 1的基质胶(BD) 

37℃孵箱内放置过夜，分别在上层加 30 l完全培养基，在 

下层加 165 Ixl无血清培养基。将上下层组装起来，检测基线， 

每个孔中加 110 含有 5 x 105个细胞的悬液，然后按各种预 

处理分组。将检测板放入机器，15 min检测 1次，共48 h。用 

RTCA的分析软件进行分析。 

1．2．6 免疫荧光 细胞经过处理后，多聚甲醛固定 20 min 

后进行免疫荧光 ，一抗是单克隆鼠抗 IL一1B，二抗是异硫氰 

酸荧光素(fluorescein isothiocyanate，FITC)标记的山羊抗鼠 

抗体，DAPI用于染核并封片，用荧光显微镜(EROS FL Auto； 

Life Technologies。USA)收集图像。 

1．3 统计分析 

采用 GraphPad Prism 5．0软件进行统计学分析。所有数 

据采用平均值 ±标准差( ±s)，两组均数间的比较采用独立 
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目前，对 NLRP3炎性小体激活机制的研究主 

要集中在3方面：(1)细胞外的的ATP激发钾离子 

内流，且不断募集泛连接蛋白一1从而形成细胞膜孔， 

促进外源性的NLRP3激活物进入细胞[ ；(2)形成 

晶体或微粒状结构被吞噬后损伤溶酶体，从而释放 

一 些NLRP3敏感的内容物；(3)活性氧 ROS可以促 

进 NLRP3的活性。但是还不足以单独激活NLRP3 

炎性体 然而在PE中NLRP3激活机制尚未阐明。 

有学者发现，在糖尿病患者的B细胞中TXNIP 

可以与NLRP3结合，并激活其下游反应[81。本研究 

发现 ．在 PE组胎盘滋养细胞中 TXNIP的表达量明 

显高于N组，且体外实验中发现H／R组的TXNIP表 

达量以及 TXNIP与 NLRP3的相互作用都高于 N 

组。为了进一步研究TXNIP在 NLRP3炎性体激活 

中的作用，用 TXNIP siRNA转染 HTR8／SVneo细胞 

以降低TXNIP的表达，发现TXNIP的表达降低后， 

NLRP3的下游ASC、Caspase一1和IL—lB的表达降 

低。本研究表明HTR8／SVneo细胞中TXNIP可以激 

活 NLRP3炎性小体 

滋养细胞的侵袭能力受损与 PE发病密切相 

关 ，大量研究表明H／R参与抑制滋养细胞侵袭力， 

但是具体机制尚不清楚I1q。本研究发现，H／R条件下 

HTR8／SVneo细胞的侵袭力明显降低。然而在 H／R 

条件下，若细胞转染了TXNIP SiRNA可以部分恢复 

其侵袭能力。本研究表明TXNIP不仅可以促进炎 

症，也可能参与调节滋养层细胞侵袭能力。Nishizawa 

等的研究发现，TXNIP可以促进凋亡、抑制增殖。并 

且抑制肿瘤细胞的的生成『171。本研究也发现。H／R可 

以明显降低 HTR8／SVneo细胞增殖。而被 TXNIP 

SiRNA处理后 ，HTR8／SVneo细胞的增殖能力明显 

恢复。 

综上所述，PE胎盘中 TXNIP表达上调可能与 

滋养细胞功能异常相关。TXNIP介导的NLRP3炎 

性小体激活，可能是 PE的发病机制之一。 
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