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NOD1与增强型绿色荧光蛋白标记的活化T细胞核因子2共表达

细胞株的构建

王佳琪 1,2, 李玉蕾 2, 雍 政 2, 周培岚 1,2*, 苏瑞斌 1,2*

(1. 南京中医药大学, 江苏 南京 210046; 2. 军事医学研究院, 北京 100850)

摘要: 建立NOD1和增强型绿色荧光蛋白 (EGFP) 标记的活化T细胞核因子 2 (NFAT2) (EGFP-NFAT2) 共表达

细胞株。将 pcDNA3.1-NOD1-3×Flag-hygro重组质粒转染至U2OS-EGFP-NFAT2细胞, 经潮霉素压力筛选后加入脂

多糖 (lipopolysaccharides, LPS) 孵育 30 min, 通过高内涵筛选系统检测细胞核内绿色荧光强度, 验证EGFP-NFAT2

核转位, 筛选得到 46株稳定表达NOD1的细胞株U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1, 其中 4号细胞株细胞核内绿色荧光强

度最强, 故选定其为U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞株进行功能验证。采用实时定量 PCR (RT-qPCR) 检测该细胞

株中NOD1 mRNA水平和Western blot法检测NOD1蛋白的表达水平, 结果显示在传代 5～20代内NOD1 mRNA均

稳定表达, 并且该细胞株中可明显表达 NOD1蛋白, 而对照细胞 U2OS-EGFP-NFAT2中未见 NOD1蛋白表达。将

U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞接种于 96孔板, 加入组蛋白 (histone) 孵育 30 min, 通过高内涵筛选系统检测EGFP-

NFAT2核转位, 验证该细胞株NOD1功能的特异性, 发现组蛋白在不同浓度范围内使U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1稳

转细胞中EGFP-NFAT2核转位明显增加。将U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1稳转细胞株分为溶媒对照组、NOD1拮抗剂

nodinitib-1+组蛋白组、组蛋白组。药物孵育时间均为 30 min。通过高内涵筛选系统观测EGFP-NFAT2核转位, 结果

表明与组蛋白组比较, nodinitib-1+组蛋白组EGFP-NFAT2核转位较明显减弱 (P < 0.05)。以上结论表明成功构建了

共表达NOD1和EGFP-NFAT2的稳转细胞U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1, 可用于靶向NOD1的病原微生物的抗性化合

物筛选及其分子机制研究。
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Establishment of cell line with NOD1 receptor and enhanced green 

fluorescent protein labeled nucleus factor of activated T cells 2
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Abstract: To establish the cells stably co-expressing NOD1 receptor and enhanced green fluorescent protein 

(EGFP) -tagged nuclear factor of activated T cells 2 nuclear factor (NFAT2) (EGFP-NFAT2) in U2OS cell, the 

NOD1 (NM_006092) pcDNA3.1-3×Flag-hygro recombinant plasmid was transfected into U2OS-EGFP-NFAT2 

cells, which were screened by pressure of hygromycin B and then incubated with NOD1 agonist 

lipopolysaccharides (LPS) for 30 min, and the green fluorescence intensity in the nucleus of the cells was detected 

by the high content screening assay. There were 46 cell strains expressing NOD1 in U2OS-EGFP-NFAT2 cells by 

EGFP-NFAT2 nuclear translocation assay. Among these cells, cells No 4 had the highest nuclear translocation 
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function. Therefore, it was selected as the U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cell for functional validation. The 

expression levels of NOD1 mRNA and protein in the selected U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells and the control 

cell U2OS-EGFP-NFAT2 were examined by real-time quantitative PCR (RT-qPCR) and Western blot. The results 

showed that NOD1 mRNA was stably expressed in this stably transfected cell line for 5 − 20 generations, and 

NOD1 protein was expressed in U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 stably transfected cell line, whereas no NOD1 protein 

was expressed in the control cell U2OS-EGFP-NFAT2. U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells were treated with 

histones or LPS for 30 min, and the EGFP-NFAT2 nuclear translocation was detected by the high content screening 

assay. Histones were found to significantly increase the EGFP-NFAT2 nuclear translocation in U2OS-EGFP-

NFAT2-NOD1 stably transfected cells over a range of concentrations. The U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells were 

divided into the solvent control group, NOD1 receptor antagonist nodinitib-1+histone group, and histone group. 

The drug incubation time was 30 min, and the specificity of the NOD1 cells was verified by observing the EGFP-

NFAT2 nuclear translocation through the high content screening assay. Compared with the histones group, the 

nodinitib-1+histones group significantly decreased EGFP-NFAT2 nuclear translocation in U2OSEGFP-NFAT2-

NOD1 cells (P < 0.05). In conclusion, U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells stably co-expressing NOD1 and EGFP-

NFAT2 are established, which can be used for screening antagonistic compounds targeting NOD1 pathogenic 

microorganisms with mechanism study.

Key words: pathogenic microbes; NOD1 receptor; NFAT transcription factor class; nuclear translocation 

assay; histone

人体所处的环境中存在一些病毒、细菌、真菌、寄

生虫等潜在威胁。先天性免疫系统是抵御这些入侵者

的第一道防线, 其产生的炎症对有害刺激 (如病原体、

死亡细胞或刺激物) 做出反应并受到宿主的严格调

控。1990年后期有研究提出宿主的先天免疫系统具

有模式识别受体 (pattern recognition receptors, PRRs) 

这一概念, PRRs是一种存在于细胞表面或胞质内的受

体 , 在识别入侵病原体和介导宿主免疫发挥重要作

用[1]。PRRs被鉴定并分类为不同的家族, 包括 Toll样

受体 (TLR)、视黄酸诱导型基因 1样受体 (RLRs)、黑色

素瘤样 2受体 (ALRs)、C型植物血凝素受体 (CLRs) 和

核苷酸结合寡聚化结构域样受体 (NLRs)[2]。而 NLR

家 族 又 可 分 为 5 类 : NALP、NOD、CIITA、IPAF、

NAIP[3], 其中核苷酸结合寡聚结构域 (NOD) 蛋白

NOD1和NOD2是细胞内核苷酸结合寡聚化结构域样

受体家族的创始成员, 可感知细菌肽聚糖中的保守基

序并诱导促炎和抗微生物反应[4]。

NOD受体具有 3个结构域: 氨基端含可招募含半

胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 (caspase) 的 CARD 结

构域, 可与效应分子相互作用激活下游的信号通路; 中

间是NOD蛋白, 可诱导自身的寡聚化; 羧基端含有亮

氨酸重复序列, 为配体识别结构域[3]。其中, NOD1有

一个 CARD, 广泛表达于成人组织细胞[5]; NOD2有两

个 CARD, 组成性表达于髓源性细胞 , 特别是巨噬细

胞、中性粒细胞、树突状细胞和上皮来源的小肠Paneth

细胞[6]。天然存在的肽聚糖 (peptidoglycan, PGN) 片段

被鉴定为 NOD1 和 NOD2 感知的微生物基序 , NOD1

和NOD2对 PGN感应表现出不同的特异性, NOD1可

识别细菌细胞壁的最小成分中二氨基庚二酸 

(iE-DAP), NOD2受体对几乎所有细菌 PGN中的胞壁

酰二肽 (MDP) 都可被识别[7]。iE-DAP和MDP都必须

通过细菌侵入或其他机制进入细胞内才能被NOD1与

NOD2识别。由于NOD1和NOD2识别不同的PGN基

序, 这表明NOD1、NOD2可能分别触发特定的调节通

路, 也有研究推测 NOD1和 NOD2在共享共同的激活

途径的同时, 也能够触发特异性信号传导[8]。因此, 现

存的研究问题是 NOD1 和 NOD2 对 PGN 的差异反应

的分子基础尚不清楚, 需要对 NOD1和 NOD2识别的

部分进行进一步的生化分析和结构测定, 以了解NOD

蛋白对细菌成分的差异反应[9]。

结合以上问题, 以融合表达增强型绿色荧光蛋白 

(EGFP) 和活化T细胞核因子 2 (NFAT2) 的U2OS 细胞 

(U2OS-EGFP-NFAT2) 为工具细胞 , 根据在 T 细胞中 , 

NFAT 蛋白在 T 细胞受体 (TCR) 连接后被激活 , TCR

诱导的钙增加会激活钙调磷酸酶, 从而导致 NFAT去

磷酸化和核转位的原理[10], 设计和构建稳定表达NOD1

和 EGFP-NFAT2 的 细 胞 株 (U2OS-EGFP-NFAT2-

NOD1), 并选用NOD1激动剂脂多糖 (lipopolysaccharides, 

LPS)、组蛋白 (histone) 及拮抗剂 nodinitib-1 作用于细

胞 , 结合 NFAT2 核转位实验进行受体功能活性的确

证, 构建一种表达NOD1的细胞模型, 可以用于抗病原

微生物的药物快速筛选, 为NOD1后分子机制的研究

提供支持。
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材料与方法

细胞、药品、试剂和主要仪器 U2OS-EGFP-

NFAT2细胞购自美国Thermo Fisher Scientific公司, 本

室保存; pcDNA3.1-NOD1-3×Flag-hygro 重组质粒 (基

因 编 号 NM_006092), 优 宝 生 物 科 技 有 限 公 司 ; 

DMEM、opti-MEM 培养基和胎牛血清 , 美国 Gibco 公

司 ; 脂多糖、组蛋白 , 美国 Sigma 公司 ; nodinitib-1, 

AbMole 公司 ; Power SYBR Green PCR Master Mix 

(2×), 北京擎科生物技术股份有限公司; PBS 缓冲液 , 

武汉塞维尔科技有限公司; 质粒提取试剂盒, 北京天根

生物技术公司; Trizol, 美国Merck公司; Lipofectamine 

3000 转 染 试 剂 、潮 霉 素 (hygromycin-B, Hygro)、

Hoechst33342、Oligo dT18、RNase inhibitor、reverse 

trancriptase M-MLV、蛋 白 酶 抑 制 剂 cocktail, 美 国

Thermo Fisher Scientific公司; 6孔板和 96孔黑色透底

检测板, 美国Corning公司; 甲醛、无水乙醇和异丙醇, 

国药集团化学试剂有限公司; 30%丙烯酰胺溶液、细胞

裂解液、5×loading buffer、Tris (pH 8.8) 1.5 mmol·L-1缓

冲液、10% SDS、过硫酸铵、TEMED、Tris (pH 6.8) 

1.0 mmol·L-1 缓冲液、10×TBST 缓冲液和 10×SDS-

PAGE电泳缓冲液, 北京博迈德基因技术有限公司; 显

影液和 PVDF膜, 美国Millipore公司; 膜再生液, 北京

普利莱基因技术有限公司 ; 小鼠抗 Flag 单克隆抗体 

(B3111), 美国 Sigma 公司; 小鼠抗 β-肌动蛋白单克隆

抗体 (3700S) 和 HRP 标记的山羊抗小鼠 IgG 抗体 

(5470), 美国Cell Signaling Technology公司; 7500 Real 

Time PCR System, 美国 Applied Biosystem 公司 ; PCR

仪, 北京东胜创新生物科技有限公司; DYY-8C型电泳

仪, 北京市六一仪器厂; Nanodrop超微量分光光度计, 

美国 Thermo Fisher公司; 高内涵细胞分析系统, 美国

Molecular Devices公司。

NOD1稳转细胞株的构建

转染 去内毒素质粒提取试剂盒提取 pcDNA3.1-

NOD1-3×Flag-hygro 质粒。将 U2OS-EGFP-NFAT2 细

胞接种到 6 cm培养皿中, 待细胞密度达到 80%～90%

后 , 应用 Lipofectamine 3000 试剂盒转染 pcDNA3.1-

NOD1-3×Flag-hygro质粒, 转染 6 h后更换细胞培养基

为含 10% FBS的DMEM培养基。第 2天传代到 6孔板

中, 待细胞密度达到 80%～90%后, 培养基更换为加入

Hygro 200 mg·L-1的含 10% FBS的DMEM培养基继续

培养 10 天 , 根据细胞生长情况每 2～3 天更换 1 次含

Hygro的培养基, 与此同时, 将U2OS-EGFP-NFAT2细胞

接种到同一块6孔板中, 作为对照组同时进行以上操作。

有限稀释法克隆化培养细胞 细胞压力筛选 10天

后消化细胞, 调整细胞密度至每升5 000个, 每孔200 μL

接种到96孔板, 细胞培养1周后, 在显微镜下观察并记

录只含单克隆的细胞板孔 , 待细胞密度长到 80%, 用

100 μL DMEM培养基清洗细胞 1次后消化细胞, 接种

到 96孔板中, 待细胞长满后将其消化, 取部分细胞均

匀接种在 96 孔黑色透底细胞检测板中 , 通过检测

EGFP-NFAT2核转位鉴定阳性克隆细胞。

高内涵细胞分析系统检测 EGFP-NFAT2 核转位 

每个克隆细胞分为对照组和加药组。细胞接种待密度

达到 80%～90%后, 每孔加入 100 μL DMEM培养基洗

涤细胞 1 次 , 对照组每孔加入 200 μL DMEM 培养基 , 

加药组每孔加入 150 μL DMEM 培养基和 50 μL 脂多

糖 (终浓度为 0.002 μmol·L-1) 或组蛋白 (终浓度为

20 mg·L-1), 37 ℃孵育 30 min。孵育结束后, 每孔加入

12%甲醛溶液 100 μL, 室温固定 20 min。固定结束后, 

每孔加入 100 μL PBS缓冲液洗涤细胞 2次, 而后每孔

加 入 100 μL Hoechst33342 (1 μmol·L-1) 避 光 染 核

30 min, 用高内涵细胞分析系统在 10倍镜下检测核内

荧光强度, 荧光强度与受体的激活程度成正比。核转

位活性 (%) = (药物组细胞核荧光强度−对照组细胞核

荧光强度)/对照组细胞核荧光强度×100%。

实时定量 PCR (RT-qPCR) 检测稳转细胞株

NOD1 mRNA表达水平 将U2OS-EGFP-NFAT2细胞

和 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞分别接种到 6孔板

中, 采用Trizol法提取细胞的总RNA, 采用紫外分光光

度法测定总 RNA浓度。以 RNA为模板, 进行逆转录

实验, 20 μL 的反应体系如下: 总 RNA 1.0 μg、5×逆转

录酶缓冲液4.0 μL、dNTP 混合物 (10 mmol·L-1) 2.0 μL、

RNA 酶抑制剂 (20 U· μL-1) 0.5 μL、Oligo dT18 引物 

(50 mmol·L-1) 1.0 μL、M-MLV 逆转录酶 (200 U·μL-1) 

1.0 μL, 其余体积用 DEPC 处理水补足。反应条件如

下: 42 ℃ 1 h, 70 ℃ 5 min。设计RT-qPCR 反应引物如

下 : NOD1 的 正 向 引 物 : TACTGAAAAGCAATC‐

GGGAACT, 反向引物: GTAGAGGAAGAACTCGGA‐

CACC; GAPDH 的正向引物 : GCACCGTCAAGGCT‐

GAGAAC, 反向引物: TGGTGAAGACGCCAGTGGA。

以 NOD1 为目的基因 , GAPDH 为内参基因 , 检测

NOD1 mRNA 相对含量。反应体系如下 : 2×Power‐

SYBRGreen PCR Master Mix 5.0 μL、cDNA 0.6 μL、正

向引物 (10 μmol·L-1) 0.2 μL、反向引物 (10 μmol·L-1) 

0.2 μL、DEPC 处理水 4.0 μL。反应过程如下: ① 95 ℃ 

2 min, ② 95 ℃ 15 s, ③ 62 ℃ 10 s, ④ 70 ℃ 30 s, 

⑤ 72 ℃ 5 min, 其中过程①进行 1 个循环 , 过程②～

④进行 40个循环, 过程⑤进行 1个循环。以 2-ΔΔCt计算

mRNA的相对表达水平。第 5、10、15代重复以上实验

操作步骤。
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Western blot 法 检 测 NOD1 蛋 白 的 表 达 将

U2OS-EGFP-NFAT2细胞和U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1

细胞分别接种到 6孔板中, 待细胞密度达到 90%时, 使

用含有 cocktail的 RIPA细胞裂解液 100 μL, 将细胞收

集于 EP 管中置于冰上裂解 30 min, 裂解期间震荡

2 次 , 4 ℃ 12 000 r·min-1离心 15 min 并收集上清。经

BCA 蛋白定量测定总蛋白浓度 , 加入 5×上样缓冲液

后, 煮沸 5 min。配制 10%分离胶与SDS-PAGE凝胶电

泳缓冲液 , 进行电泳实验 , 上样量为 15 μL (10 μg 蛋

白), 分组为 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞组、U2OS 

EGFP-NFAT2细胞组和蛋白梯度指示剂组, 电泳条件: 

85 V, 20 min; 110 V, 60 min。取下凝胶并裁掉上层胶

进行转膜操作, 转膜板由下至上依次为海绵、两层滤

纸、凝胶、PVDF膜、两层滤纸、海绵, 每层都要小心驱

赶气泡, 最后用夹子夹住放入转移槽中进行转印。实

验条件为 185 V、200 mA、2 h。转膜完成后 , 取下

PVDF 膜用快速封闭液进行 20 min 的封闭后 , 再用

1×TBST 进行清洗 , 后加入 anti-Flag 单克隆抗体 

(1∶1 000) 4 ℃孵育过夜。再次用 1×TBST清洗 3次, 每

次10 min, 后加入HRP标记的山羊抗小鼠抗体 (1∶5 000) 

室温孵育 1 h。TBST清洗 3次后显影, 用现配的显影

液均匀覆盖于整个PVDF膜上进行显影操作。显影完

成后 , 用 TBST 冲洗 , 膜再生液室温下清洗 5 min, 

TBST再次清洗后封闭。加入 β-actin一抗 (1∶1 000) 室

温孵育 1 h后, HRP标记的山羊抗小鼠抗体 (1∶5 000) 

室温孵育1 h, 再次进行显影。

不同激动剂对 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞

功能的影响 将U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞接种

于 96孔板中, 传代 1、5、10、15代后, 选用NOD1激动剂

组蛋白、脂多糖进行核转位实验评价 U2OS-EGFP-

NFAT2-NOD1 细胞受体活性。实验分组及加样方式

如下 : 空白对照组 : 每孔加入 200 μL DMEM 培养基 ; 

组蛋白处理组 : 每孔加入 150 μL DMEM 培养基和

50 μL组蛋白 (终浓度为 20 mg·L-1); 脂多糖处理组: 每

孔加入 150 μL DMEM培养基和 50 μL 脂多糖 (终浓度

为 0.002 μmol·L-1), 筛 选 出 有 效 激 活 U2OS-EGFP-

NFAT2-NOD1 细胞的激动剂组蛋白用于后续量效实

验 ; 每孔加入 150 μL DMEM 培养基和 50 μL 组蛋白 

(1.25、2.5、5、10、15、20、25、50 mg·L-1), 后续操作同

“NOD1稳转细胞株的构建”, 计算相对核转位指数。

U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞 NOD1 功能验

证 将U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞接种于96孔板

中 , 待细胞密度达到 80%～90% 时 , NOD1 拮抗剂

nodinitib-1 与激动剂组蛋白共同孵育细胞后 , 进行核

转位实验评价U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞中组蛋

白对 NOD1的激活作用。实验分组及加样方式如下: 

空白对照组: 每孔加入 200 μL DMEM培养基, 37 ℃孵

育 30 min; 组蛋白处理组: 每孔加入 150 μL DMEM培

养基和 50 μL 组蛋白 (终浓度 7.5 mg·L-1), 37 ℃孵育

30 min; nodinitib-1处理组: 每孔加入 100 μL DMEM培

养基和 nodinitib-1 (终浓度 10 μmol·L-1) 孵育 10 min后

加入组蛋白 (终浓度 7.5 mg·L-1), 37 ℃再孵育 30 min。

后续操作同“NOD1稳转细胞株的构建”，计算相对核

转位指数。

统计学分析 实验结果数据以 x ± s表示, 统计学

软件为 GraphPad Prism 5.0。RT-qPCR 实验采用单因

素方差分析法 (one-way ANOVA) 对多组间数据进行

统计分析 , U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞受体活性

评价实验采用了非线性回归方法来拟合剂量−效应曲

线, 并据此计算出组蛋白的半数有效浓度 (EC50)。

结果

1　构建的U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1稳转细胞株

pcDNA3.1-NOD1-3×Flag-hygro 转染 U2OS-EGFP-

NFAT2细胞后, Hygro (200 mg·L-1) 压力筛选后经有限

稀释法培养共得到 46株单克隆细胞株。分别加入脂

多糖 (0.002 μmol·L-1) 后 , 通过观察细胞株 EGFP-

NFAT2核转位活性分析发现 4号细胞株核转位活性最

高 (图 1)。选择该株细胞 (U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1

细胞株) 进行NOD1表达水平和功能特异性验证。

2　U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞NOD1 mRNA转

录水平

U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞在连续传代 5～

15代时, RT-qPCR 结果 (图 2) 显示: NOD1 mRNA相对

表达水平为对照细胞 U2OS-EGFP-NFAT2 的 300～

400倍 (P < 0.01,  P < 0.001), 表达稳定, 传代次数增加

并未影响该受体的mRNA水平。

3　U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞 NOD1 蛋白表达

水平

Western blot结果显示, U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1

细胞可在分子质量约 95 kD 处观察到明显 NOD1 条

带 , 对 照 细 胞 U2OS-EGFP-NFAT2 中 没 有 检 测 到

NOD1 蛋白条带 (图 3), 这一结果提示 U2OS-EGFP-

NFAT2-NOD1细胞可稳定表达NOD1蛋白。

4　不同激动剂对U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞的

功能影响

在 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞中 , 给予溶剂

后 , U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细 胞 未 发 生 EGFP-

NFAT2 核转位 , 荧光颗粒以细胞质弥散分布为主 , 

NOD1激动剂脂多糖 (0.002 μmol·L-1)、组蛋白 (20 mg·L-1) 

·· 1015



药学学报 Acta Pharmaceutica Sinica 2025, 60(4): 1012−1018

作 用 于 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细 胞 后 , EGFP-

NFAT2绿色荧光明显核转位, 荧光颗粒以细胞核分布

为主 (图 4A); U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞传代 5、

10、15 进一步检测脂多糖、组蛋白对 NOD1 的激活作

用 , 发现脂多糖在 U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞传

代 10、15后, EGFP-NFAT2核转位明显减弱 (图 4B), 组

蛋白对 NOD1 激活作用保持稳定, EGFP-NFAT2 核转

位明显 (图4C)。

5　NOD1拮抗剂 nodinitib-1对 U2OS-EGFP-NFAT2-

NOD1细胞的功能影响

U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 细胞在给予组蛋白 

(1.25、2.5、5、10、15、20、25、50 mg·L-1) 后, 组蛋白浓度

依赖性诱导 EGFP-NFAT2 由细胞质移位到细胞核 , 

EC50 是 9.6 mg·L-1 (图 5A)。图 5B、C 显示 , 组蛋白 

(10 mg·L-1) 孵育U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1细胞30 min

后, 较溶剂对照组引起 EGFP-NFAT2明显核转位 (P < 

0.001)。Nodinitib-1 (10 μmol·L-1) 预先给药 10 min 后

加入组蛋白 , 可以明显抑制组蛋白诱导的 EGFP-

NFAT2核转位 (P < 0.05), 提示 nodinitib-1可拮抗组蛋

白引起的EGFP-NFAT2核转位。

讨论

病原微生物感染后, 宿主 PRR通过识别外来物质

Figure 1　Screening of U2OS cells co-expressing enhanced green fluorescent protein labeled nucleus factor of activated T (EGFP-NFAT2) 

and NOD1 (U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1) cells by high throughout assay. Cells were treated with LPS (0.002 μmol·L-1) for 30 min. Activity 

(% ) = (nucleus fluorescence intensity in drug group − nucleus fluorescence intensity in control group)/nucleus fluorescence intensity in 

control group ×100%. LPS: Lipopolysaccharides

Figure 2　 NOD1 mRNA expression in U2OS-EGFP-NFAT2-

NOD1 cell by real-time quantitative PCR. n = 3, x ± s. **P < 0.01, 
***P < 0.001 vs U2OS-EGFP-NFAT2 cells (control) group

U2OS-EGFP-
NFAT2       

Anti-flag

Anti-β-actin

U2OS-EGFP-
NFAT2-NOD1

95 kD

42 kD

Figure 3　NOD1 protein expression in anti-flag by Western blot

Figure 4　Effects of LPS and histone on nuclear translocation 

of U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells by high throughout assay. 

A: U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells were treated with LPS 

(0.002 μmol·L-1) or histone (20 mg·L-1) for 30 min before being 

treated with Hoechst33342 (1 μmol·L-1) for 30 min; B, C: U2OS-

EGFP-NFAT2-NOD1 cells passaged for 1−15 generations were 

treated with LPS (0.002 μmol ·L-1, B) or histone (20 mg·L-1, C) 

for 30 min. n = 3, x ± s
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激活先天免疫系统, 进而刺激免疫细胞, 导致促炎细胞

因子释放。NLR是一种重要的 PRR, 可识别病原体并

参与抗菌反应。作为 PRR, NOD1识别并结合内源性

损伤相关分子模式和外部致病性相关分子模式, 通过

信号衔接丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶2 (receptor interacting 

protein 2, RIP2) 和 IκB激酶 IKK复合物激活NF-κB, 从

而诱导促炎细胞因子的产生。NOD1可被肿瘤坏死因

子-α激活, 其产生依赖于信号传导。TLR4是细胞表面

的一种 PRR, 可识别细菌脂多糖并对其做出反应。一

旦与外源配体结合, TLR4还会激活NF-κB和激活蛋白-1

以诱导炎症介质 (如 IL-12、IL-18和 IL-23) 的产生[11]。

NOD1的 N 端 CARD 结构域通过同型相结合, 可

与 RIP2相连, NOD的寡聚化诱导了 RIP2蛋白和 IKK

亚单位的接近,导致NF-κB的活化。NOD分子还可能

通过CARD-CARD同嗜性作用, 增加 caspase-1或其他

caspase的活性, 可能参与白细胞介素-1/18的加工, 以

及诱导细胞凋亡[12]。

本文以 NTAT2 核转位为基础 , 构建了 U2OS-

EGFP-NFAT2-NOD1 高内涵细胞, 应用脂多糖和组蛋

白进行 NOD1功能验证, 发现组蛋白激活 NOD1初代

细胞株的核转位效应比脂多糖高 5～6倍, 并且随着细

胞株传代次数的增加 , 脂多糖激活 NOD1 后 , EGFP-

NFAT2 核转位逐渐减弱 (图 4B、C)。Inohara 等[9]用不

同细菌来源的脂多糖作用于NOD1后, 对NF-κB的激

活是对照组的 10～15 倍 , 这一结果与本实验结果相

似。组蛋白作用于 TLR[13]和 NLR 家族的 NALRP3[14]

后, 可以激活MAPK、NF-κB、AKT和髓系分化初级反

应基因 88 (MyD88) 信号通路。本文将组蛋白作用于

U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 后 , 也发现组蛋白可明显

激活 NOD1 (图 4C)。并且 NOD1 的选择性抑制剂

nodinitib-1能够明显抑制组蛋白对NOD1的激活 (图5B)。

Nodinitib-1 不但抑制 NOD1 配体诱导的 IL-8 的产生、

γ-tri-DAP 依赖性 NF-κB (IκBα磷酸化和降解) 激活和 

MAPK (p38 磷酸化) 信号通路, 还能在mRNA水平上

抑制 γ-tri-DAP诱导的NF-κB靶基因 IκBα原型的表达。

此外, nodinitib-1还可以抑制由 γ-tri-DAP引起的 IL-1β、

IL-6和TNFα的表达, 并且不会引起细胞毒性[15]。由于

组蛋白与NOD1的研究较少, 后续还需要进一步研究。

NOD样受体参与多种疾病的发生机制: ① NOD1

在体外被其配体 iE-DAP激活能够增加人冠状动脉内

皮细胞的细胞因子, 会诱导冠状动脉炎, 而胞壁酰二肽

则不会产生动脉炎, 表明NOD1活性在血管炎症中具

有特定作用[16]。② NOD1在眼部表达, 其激动剂的局

部应用可以剂量和时间依赖的方式促进眼部炎症反

应[17]。③ 大多数革兰阴性细菌中存在的典型 PGN含

内消旋DAP衍生物通过NOD1急性诱导胰岛素抵抗, 

涉及葡萄糖清除率和葡萄糖产生的变化。NOD1介导

的代谢变化的直接靶标是脂肪细胞和肝细胞[18]。

④ NOD1已被公认为触发糖尿病代谢炎症和胰岛素抵

抗的关键传感器[19], NOD1 和 NOD2 受体可能通过识

别肠道微生物群参与糖尿病的发病, 利用抗生素调节

肠道菌群在增加胰岛素敏感性方面起着关键作用[20]。

NOD1的研究对于以上疾病的预防诊断与治疗具有重

要意义, 深入研究其功能有助于开发更为有效的治疗
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Figure 5　Effects of nodinitib-1 on nuclear translocation of U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells induced by histone by high throughout assay. 

A: U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells were treated with histone (1.25−50 mg·L-1); B, C: U2OS-EGFP-NFAT2-NOD1 cells were treated with 

solvent (control), histone (10 mg·L-1), nodinitib-1 (10 μmol·L-1) + histone (10 mg·L-1) for 30 min. n = 3, x ± s. *P < 0.05, ***P < 0.001
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策略。而为了研究NOD可识别的配体与其作用是直

接结合受体还是经过预处理, 先前文献[21]进行了计算

机建模和突变分析, 实验结果认为 NOD1和 NOD2的

LRR 结构域凹面内衬的一些氨基酸残基与配体结合

有很大的关联性, 而现有抗NOD受体可识别的病原微

生物的药物研究较为局限 , 除此之外 , 还有些关于

NOD1信号通路的问题仍不清楚, 如NOD如何识别配

体, 识别NOD和 TLR之间存在哪些协同反应。因此, 

建立稳定共表达 NOD1 和 EGFP-NFAT2 的 U2OS-

EGFP-NFAT2-NOD1 细胞 , 可以在 NOD1 细胞平台上

应用抗病原微生物药物, 以观察其对下游信号通路激

活的影响, 对抗病原微生物药物的药效能力做出评估, 

并且 NOD1的构建丰富了 NOD样受体的信号通路研

究平台, 为抗病原微生物药物的筛选及机制研究提供

了技术平台。
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