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·论著·
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【摘要】 目的  探讨细胞外组蛋白参与脂多糖（LPS）诱导的肺泡巨噬细胞损伤的作用及机制。方法   
体外培养小鼠肺泡巨噬细胞株（MH-S）并传代，取融合生长至 80% 时的细胞进行实验，用 1 mg/L 的 LPS 刺激
细胞 3 h 后以 50 mg/L 的外源性组蛋白分别刺激细胞 3、6、12、24 h（LPS + 组蛋白 3、6、12、24 h 组），并设磷酸
盐缓冲液（PBS）对照组（PBS 组）、LPS 单独刺激组（LPS 组）、外源性组蛋白单独刺激组（组蛋白组）及肝素预处
理组蛋白组（肝素 + LPS + 组蛋白组）。各组细胞经相应处理后，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测上清液
中乳酸脱氢酶（LDH）及炎性因子表达，用 FluxORTMⅡ绿色钾离子通道检测试剂盒检测细胞内 K+ 浓度，采用蛋
白质免疫印迹试验（Western Blot）测定钾离子通道蛋白（TWIK2）、炎症小体（NLRP3）及凋亡相关斑点样蛋白

（ASC）的表达。结果  与 PBS 组比较，单用 LPS 刺激可使 LDH 及白细胞介素（IL-1β、IL-18）、肿瘤坏死因子-α
（TNF-α）等炎性因子水平显著升高。与LPS组比较，加用外源性组蛋白处理后LDH及炎性因子水平显著升高，
当组蛋白刺激时间为 3 h 时达到峰值〔LDH（U/L）： 123.10±1.83 比 85.32±1.66，IL-1β（mg/L）：40.75±2.60 比
18.78±1.37，IL-18（mg/L）：49.94±2.45 比 30.19±1.82，TNF-α（mg/L）：36.51±1.56 比 20.84±1.61，均 P＜0.01〕。 
Western Blot 结果显示，与 LPS 组比较，NLRP3、ASC 及 TWIK2 蛋白在 LPS + 组蛋白组表达均明显上调（NLRP3/
GAPDH：0.80±0.02 比 0.57±0.02，ASC/GAPDH：0.57±0.02 比 0.38±0.01，TWIK2/GAPDH：0.65±0.01 比
0.41±0.01，均 P＜0.01），而肝素预处理后上述蛋白表达均明显下调（NLRP3/GAPDH：0.28±0.02 比 0.80±0.02，
ASC/GAPDH：0.25±0.02 比 0.57±0.02，TWIK2/GAPDH：0.35±0.01 比 0.65±0.01，均 P＜0.01），表明组蛋白可
通过 TWIK2 活化 NLRP3 参与炎症反应。此外，LPS + 组蛋白组细胞内 K+ 浓度较 LPS 组明显下降（荧光强度：
35.48±2.53 比 83.92±3.11，P＜0.01）；与 LPS + 组蛋白比较，给予肝素预处理后 K+ 浓度明显上升（荧光强度：
72.10±1.78 比 35.48±2.53，P＜0.01），表明细胞外组蛋白可通过 TWIK2 致 K+ 大量外流从而介导 NLRP3 活化
参与肺泡巨噬细胞炎症损伤。结论  细胞外组蛋白可致肺泡巨噬细胞炎症损伤，其作用机制可能与细胞外组
蛋白激活 TWIK2 通道促进 K+ 外流从而活化 NLRP3 有关。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  role  and  mechanism  of  extracellular  histones  involved  in 
lipopolysaccharide  (LPS)-induced  alveolar macrophage  injury.  Methods  The mouse  alveolar macrophage  cell  line 
(MH-S) was cultured in vitro and passaged, and the cells were cultured to 80% of cells for cell proliferation. The cells 
were stimulated with 1 mg/L LPS for 3 hours and 50 mg/L exogenous histones for 3, 6, 12, and 24 hours, respectively 
(LPS+histones  3,  6,  12,  24  h  groups),  and  other  groups  included  phosphate  buffered  saline  (PBS)  control  group  
(PBS group), LPS alone stimulation group (LPS group), the exogenous histones alone stimulation group (histones group) 
and heparin pretreatment histones group (heparin+LPS+histones group). The cells in each group were challenged with 
different  reagent,  the  expression  of  lactate  dehydrogenase  (LDH)  and  inflammatory  factors  in  the  supernatant  were 
detected by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA), and the change of intracellular K+ concentration was detected 
by  FluxORTMⅡ green  potassium  channel.  The  proteins  such  as  potassium  channel  protein  (TWIK2),  inflammasome 
(NLRP3),  and  apoptosis  associated  speck  like  protein  containing  a  CARD  (ASC)  were  determined  by  Western 
Blot.  Results  Compared with the PBS group, the levels of LDH and inflammatory factors such as interleukin (IL-1β, 
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  组蛋白是真核生物体细胞染色质中高度保守的

带碱性的阳离子蛋白，在 DNA 相关活动中具有重要

作用［1］。当细胞受到各种损伤或刺激时，细胞内的

组蛋白可释放到细胞外空间成为细胞外组蛋白。近

年来有研究表明，细胞外组蛋白具有细胞毒性、促

炎作用以及促进血小板聚集等特性，从而参与多种

疾病的发生［2］。2009 年 Xu 等［3］首次发现细胞外

组蛋白是一种新的损伤相关分子模式（DAMP）分

子。大量研究显示，脓毒症及肺损伤等患者血浆中

细胞外组蛋白水平均明显升高，表明细胞外组蛋白

在脓毒症、肺损伤等疾病的发生发展过程中扮演着

重要的角色［4-5］。肺泡巨噬细胞在肺损伤的急性/初

始阶段中起着关键作用，使其成为潜在的治疗靶 

点［6］，因此，针对肺泡巨噬细胞进行研究，对阐明肺

损伤的具体分子机制至关重要。

  炎症小体（NLRP3）是负责激活炎症反应的多

蛋白细胞内复合物，被认为是微生物和其他危险信

号的传感器，多项研究表明它与多种炎症性疾病和

器官损伤相关［7］。有研究者指出，细胞外组蛋白可

激活 NLRP3 使其活化从而参与多种炎症性损伤相

关疾病［8］。虽然活性氧（ROS）、线粒体和溶酶体损

伤、大细胞膜孔的形成和细胞内 Ca2+ 的增加可能

导致 NLRP3 活化，但有研究表明，细胞内 K+ 大量

外流至细胞外导致细胞内 K+ 含量大量降低是诱导

NLRP3 活化的必要触发因素［9］。因此，本研究旨在

探讨细胞外组蛋白在脂多糖（LPS）诱导的肺泡巨噬

细胞炎症损伤中的作用及机制。

1 材料与方法 

1.1  细胞及主要试剂：小鼠来源的肺泡巨噬细胞

株（MH-S）购自上海斯信生物科技有限公司。0.25% 

胰蛋白酶、RPMI 1640 培养液、青霉素 / 链霉素购自

美国 Hyclone 公司；肝素钠购自上海万邦生化有限

公司；LPS、重组小牛胸腺组蛋白购自美国 Sigma 公

司；FluxORTMⅡ绿色钾离子通道检测试剂盒购自美

国 ThermoFisher 公司；钾离子通道蛋白（TWIK2）抗

体购自美国 Santa 公司；NLRP3 及凋亡相关斑点样

蛋白（ASC）抗体购自美国 Adipogen 公司；3 -磷酸

甘油醛脱氢酶（GAPDH）抗体、抗兔辣根过氧化物

酶（HRP）二抗及抗鼠 HRP 二抗购自美国 CST 公司；

BCA 蛋白定量试剂盒及细胞蛋白抽提试剂盒购自

上海碧云天生物技术有限公司；乳酸脱氢酶（LDH）

试剂盒购自美国 Abcam 公司；酶联免疫吸附试验

（ELISA）检测试剂盒购自上海欣博盛公司。

1.2  肺泡巨噬细胞培养：小鼠来源的 MH-S 细胞株

经胰蛋白酶消化后接种于培养皿中，加入 10 mL 含

10% 胎牛血清的 RPMI 1640 完全培养液，置于 5% 

CO2、37 ℃培养箱中培养，待细胞融合生长至培养皿

的 80% 时，加入完全培养液终止消化融合，用于后

续实验。 

1.3  实验分组及处理：① 将小鼠来源的 MH-S 细

胞株分为 7 组：1 mg/L 的 LPS 刺激细胞 3 h 后以 

50 mg/L的外源性组蛋白分别刺激细胞3、6、12、24 h 

（LPS + 组蛋白3、6、12、24 h组），并设磷酸盐缓冲液

（PBS）对照组（PBS 组）、LPS 单独刺激组（LPS 组）及 

IL-18) and tumor necrosis factor-α (TNF-α) were significantly increased after LPS stimulation group. Compared with 
the LPS group, the levels of LDH and inflammatory factors were significantly increased after the treatment with exogenous 
histones,  and  reached  a  peak  after  3  hours  of  the  histones  stimulation  [LDH  (U/L):  123.10±1.83  vs.  85.32±1.66,  
IL-1β (mg/L): 40.75±2.60 vs. 18.78±1.37, IL-18 (mg/L): 49.94±2.45 vs. 30.19±1.82, TNF-α (mg/L): 36.51±1.56 
vs.  20.84±1.61,  all  P  <  0.01].  Western  Blot  results  showed  that  compared  with  the  LPS  group,  NLRP3,  ASC  and 
TWIK2  protein  expression  were  significantly  up-regulated  in  the  LPS+histones  group  (NLRP3/GAPDH:  0.80±0.02 
vs. 0.57±0.02, ASC/GAPDH: 0.57±0.02 vs. 0.38±0.01, TWIK2/GAPDH: 0.65±0.01 vs. 0.41±0.01, all P < 0.01), 
and the expression of the above proteins were significantly down-regulated after heparin pretreatment (NLRP3/GAPDH: 
0.28±0.02  vs.  0.80±0.02,  ASC/GAPDH:  0.25±0.02  vs.  0.57±0.02,  TWIK2/GAPDH:  0.35±0.01  vs.  0.65±0.01, 
all P < 0.01), indicating that histones could activate NLRP3 through TWIK2 to participate in inflammatory reaction. In 
addition,  intracellular K+  concentration  in  LPS+histones  group  decreased  significantly  compared with  the  LPS  group 
(fluorescence intensity: 35.48±2.53 vs. 83.92±3.11, P < 0.01). Compared with LPS+histones group, K+ concentration 
increased  significantly  after  pretreatment  with  heparin  (fluorescence  intensity:  72.10±1.78  vs.  35.48±2.53,  P < 
0.01),  indicating  that  extracellular  histones  could  cause K+ massive  efflux  through TWIK2,  and  thus mediate NLRP3 
activation  and  participate  in  inflammatory  injury  of  alveolar  macrophages.  Conclusion  Extracellular  histones  can 
cause inflammatory damage in alveolar macrophages, and its mechanism may be related to the activation of NLRP3 by 
extracellular histones activation of TWIK2 channel to promote K+ efflux.
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外源性组蛋白单独刺激组（组蛋白组），观察细胞上

清液中 LDH 及炎性因子的动态变化，确定组蛋白

的最佳刺激时间为 3 h。② 将小鼠来源的 MH-S 细

胞株分为 5 组：PBS 组、1 mg/L LPS 单独刺激 3 h

组（LPS 组）、50 mg/L 外源性组蛋白单独刺激 3 h 组 

（组蛋白组）、1 mg/L的LPS刺激细胞3 h后以50 mg/L 

外源性组蛋白刺激 3 h 组（LPS + 组蛋白组）、肝素

预处理组蛋白组（肝素+ LPS +组蛋白组；1×105 U/L 

普通肝素预处理 30 min 后，用 1 mg/L 的 LPS 刺激细

胞 3 h，再以 50 mg/L 外源性组蛋白刺激 3 h），观察 

组蛋白参与LPS诱导肺泡巨噬细胞损伤的具体机制。

1.4  检测指标及方法 

1.4.1  LDH 检测：将 MH-S 细胞按每孔 1×104 个

接种于 96 孔培养板中，根据细胞分组给予相应刺

激，每孔加入 50 μL LDH 反应混合液，室温避光孵育

1 h，用酶标仪测定波长 450 nm 处的吸光度（A）值。

1.4.2  炎性因子检测：将MH-S细胞按每孔1×106个 

接种于 6 孔培养板中，根据细胞分组给予相应刺激

后收集上清液，用 ELISA 试剂盒检测上清液中白细

胞介素（IL-1β、IL-18）、肿瘤坏死因子-α（TNF-α）

水平，按照试剂盒说明书步骤操作。

1.4.3  细胞内 K+ 浓度检测：将 MH-S 细胞按每孔

1×104 个接种于 96 孔培养板中，根据细胞分组给

予相应刺激，按照 FluxORTMⅡ绿色钾离子通道检测

试剂盒说明书步骤进行检测，每孔中加入 80 μL 的

1 ×上样缓冲液，将细胞于 37 ℃孵育 60 min。去除

上样缓冲液，每孔中加入 80 μL 的分析缓冲液进行

替换。使用标准异硫氰酸荧光素（FITC）绿色滤光

片设置仪器或将激发波长设置为 488 nm，发射波长

设置为 520 nm。记录 10 s 后，以 1∶5 的最终稀释度 

向每孔细胞中加入钾通道刺激缓冲液 20 μL，读板。

1.4.4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

TWIK2、NLRP3 及 ASC 表达：将培养好的 MH-S 细

胞分组给予相应刺激后，提取总蛋白，BCA法测定蛋

白浓度，用 RIPA 裂解液将各蛋白调整至相同浓度；

蛋白变性，十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶电泳 

（SDS-PAGE），电转印至聚偏二氟乙烯（PVDF）膜上；

用 5% 脱脂牛奶室温封闭 1 h；加入 TWIK2（1∶100）、 

NLRP3（1∶1 000）、ASC（1∶1 000）或GAPDH（1∶1 000） 

一抗 4 ℃孵育过夜；加入 HRP 标记的羊抗兔免疫

球蛋白 G（IgG，1∶1 000）或羊抗鼠 IgG（1∶1 000）

二抗室温孵育 1 h，加入发光液，电化学发光（ECL）

法进行曝光；用 Image J 图像分析软件进行定量分

注：PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为脂多糖，LDH 为乳酸脱氢酶； 
与 PBS 组比较，aP＜0.01；与LPS组比较，bP＜0.01

图 1  各组小鼠来源的肺泡巨噬细胞株（MH-S） 
上清液中 LDH 水平比较

析，测定各蛋白电泳条带灰度值，以目的蛋白与内参

GAPDH 的灰度值比值代表蛋白表达量。

1.5  统计学分析：所有实验均重复 6 次取平均值，

使用 GraphPad Prism v7 软件进行统计学处理。实

验结果以均数 ± 标准差（x±s）表示，两样本组间

比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。

P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  细胞外组蛋白对 LPS 诱导 MH-S 细胞损伤后

LDH 水平的影响（图 1）：与 PBS 组相比，经 LPS 刺

激后及单独给予外源性组蛋白后上清液中 LDH 水

平明显升高（均 P＜0.01）。与 LPS 组比较，加用外

源性组蛋白刺激后各时间点上清液中 LDH 水平均

明显升高（均 P＜0.01），当组蛋白刺激时间为3 h时，

LDH 升高最为显著。

2.2  细胞外组蛋白对 LPS 诱导 MH-S 细胞损伤后

炎性因子水平的影响（表 1）：与 PBS 组相比，LPS

组细胞上清液中 IL-1β、IL-18 及 TNF-α 水平均明

显升高（均 P＜0.01）。与 LPS 组比较，加用外源性组

蛋白刺激后可使细胞上清液中炎性因子水平明显升

高（均 P＜0.01），其中组蛋白作用 3 h 时炎性因子升

高最为明显，说明组蛋白作用 3 h 时具有更强的炎 

症损伤作用，故后续采用组蛋白刺激 3 h 进行实验。

2.3  细胞外组蛋白对 LPS 诱导 MH-S 细胞损伤后

NLRP3 及 ASC 表达的影响（图 2；表 2）：与 LPS 组

相比，LPS 加组蛋白刺激 3 h 后 NLRP3 及 ASC 蛋

白表达均明显上调（均 P＜0.01）；而肝素预处理后

NLRP3 及 ASC 蛋白表达明显下调（均 P＜0.01）。表

明组蛋白可介导 NLRP3 活化从而加重炎症损伤。
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表 2 各组小鼠来源的肺泡巨噬细胞株 MH-S 中 NLRP3、 
ASC、TWIK2 蛋白表达以及细胞内 K+ 水平比较（x±s）

组别
样本数

（个）

NLRP3/

GAPDH

ASC/

GAPDH

PBS 组 6 0.23±0.01 0.18±0.01
LPS 组 6 0.57±0.02 a 0.38±0.01 a

组蛋白组 6 0.30±0.02 b 0.24±0.01 b

LPS + 组蛋白组 6 0.80±0.02 ab 0.57±0.02 ab

肝素 + LPS + 组蛋白组 6 0.28±0.02 d 0.25±0.02 d

组别
样本数

（个）

TWIK2/

GAPDH

细胞内 K+

（荧光强度）

PBS 组 6 0.15±0.01 95.80±2.58
LPS 组 6 0.41±0.01 a 83.92±3.11 a

组蛋白组 6 0.23±0.02 91.56±1.12 c

LPS + 组蛋白组 6 0.65±0.01 ab 35.48±2.53 ab

肝素 + LPS + 组蛋白组 6 0.35±0.01 d 72.10±1.78 d

注：PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为脂多糖，NLRP3 为炎症小体，

ASC 为凋亡相关斑点样蛋白，TWIK2 为钾离子通道蛋白，GAPDH

为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶；与 PBS 组比较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，
bP＜0.01，cP＜0.05；与 LPS + 组蛋白组比较，dP＜0.01

2.4  细胞外组蛋白对 LPS 诱导 MH-S 细胞损伤后

细胞内 K+ 水平及 TWIK2 蛋白表达的影响（表 2；

图 3）：与 LPS 组相比，LPS 加组蛋白刺激 3 h 后细

胞内 K+ 水平明显下降（P＜0.01）；当给予肝素预处

理后，细胞内 K+ 水平明显升高（P＜0.01）。表明细

胞外组蛋白可诱导细胞内 K+ 大量外流，而肝素可减

少细胞外组蛋白诱导的细胞内 K+ 外流。

表 1 各组小鼠来源的肺泡巨噬细胞株 MH-S 
上清液中炎性因子水平比较（x±s）

组别
样本数

（个）

炎性因子（mg/L）

IL-1β IL-18 TNF-α

PBS 组 6 6.68±0.87 13.02±1.66 9.69±1.27
LPS 组 6 18.78±1.37 a 30.19±1.82 a 20.84±1.61 a

组蛋白组 6 15.71±1.39 21.79±1.62 16.90±1.42
LPS + 组蛋白 3 h 组 6 40.75±2.60 ab 49.94±2.45 ab 36.51±1.56 ab

LPS + 组蛋白 6 h 组 6 33.08±2.46 ab 43.04±1.94 ab 27.86±1.45 ab

LPS + 组蛋白 12 h 组 6 33.80±2.14 ab 43.83±2.08 ab 27.76±1.16 ab

LPS + 组蛋白 24 h 组 6 33.97±2.94 ab 43.99±2.09 ab 27.93±1.16 ab

注：PBS 为磷酸盐缓冲液，LPS 为脂多糖，IL-1β 为白细胞介

素 - 1β，IL-18 为白细胞介素-18，TNF-α 为肿瘤坏死因子-α；与

PBS 组比较，aP＜0.01；与 LPS 组比较，bP＜0.01

  LPS 加组蛋白刺激 3 h 后 TWIK2 蛋白表达较

LPS 组明显上调（P＜0.01）；而给予肝素预处理后

TWIK2蛋白表达明显下调（P＜0.01）。表明细胞外组 

蛋白可激活TWIK2通道蛋白从而促进K+大量外流。

3 讨 论 

  组蛋白是一组带正电荷的碱性阳离子蛋白，

1884 年由 Albrecht Kossel 首次发现，其是染色质的

基本组成成分［1，10-11］。当细胞受到损伤或坏死时，

细胞内组蛋白释放到细胞外空间成为细胞外组蛋白

后，不仅在炎症反应中发挥重要作用，而且在组织损

伤、凝血系统及免疫系统等方面有巨大作用［1，11］。

Xu 等［3］通过模拟脓毒症模型发现，在体内实验中组

蛋白可导致中性粒细胞边缘化，肺泡内出血，大血管

和微血管血栓的形成；在体外实验中 H3 和 H4 型组

蛋白是损伤内皮细胞及促进炎性因子释放的主要作 

用分子，而给予组蛋白抗体能减少 LPS、TNF-α 的

释放以及改善盲肠结扎穿孔术（CLP）所致的脓毒症。

  NLRP3 是一种胞质内模式识别受体，微生物

和内源性危险信号可使 NLRP3 激活，与 ASC 形成

炎性体，导致天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1

（caspase-1）的活化，从而促进炎性因子释放和导致

细胞死亡［12］。Allam 等［8］通过建立坏死细胞诱导

的中粒细胞浸润模型发现，组蛋白诱导中粒细胞释

放依赖于 NLRP3 的活化，向 NLRP3 缺失的小鼠腹

膜内注射组蛋白，可显著减弱组蛋白诱导的 IL-1β

产生和中性粒细胞募集，说明细胞外组蛋白可作为

NLRP3 的激动剂，促进炎症性损伤。有研究显示，

细胞内 K+ 大量外流导致细胞内 K+ 含量大量降低

是诱导 NLRP3 活化的必要触发因素［9］。三磷酸腺

苷（ATP）和其他 DAMP 可引发 K+ 大量外流后导

致细胞内 K+ 含量大量降低，诱发 NLRP3 活化后介

导 caspase-1 活化和 IL-1b 的释放，从而激活炎症反 

应［13］。而对于作为 DAMP 的细胞外组蛋白是否可

引起 K+ 外流而诱导 NLRP3 活化造成炎症损伤鲜

LPS 为脂多糖，TWIK2 为钾离子通道蛋白， 
GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

图 3  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组小鼠来源的 
巨噬细胞株（MH-S）TWIK2 蛋白表达

LPS 为脂多糖，NLRP3 为炎症小体，ASC 为凋亡相关斑点样蛋白， 
GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

图 2  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测各组小鼠来源的 
巨噬细胞株（MH-S）NLRP3、ASC 蛋白表达
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见报道。肝素是临床中常见的抗凝剂，但其也有很

强的抗炎作用，其机制可能与结合组蛋白有关［14］，

因此本研究设置了肝素预处理组对组蛋白进行干

预。结果显示，细胞外组蛋白可明显升高 LPS 诱导

MH-S 细胞损伤后的炎性因子水平，且 NLRP3 表达

也明显升高；通过检测细胞内 K+ 浓度发现，组蛋白

能诱导细胞内 K+ 大量外流从而诱导 NLRP3 活化加

重细胞炎症损伤；而肝素能改善因组蛋白引起 K+

外流所致的炎症损伤。

  TWIK2（由 Kcnk6 编码）是双孔结构域 K+ 通道

家族（K2P 6.1）的成员，其产生弱内 K+ 电流，负责稳

定负静息膜电位和平衡去极化［15］。有研究表明，巨

噬细胞中的 K+ 外排通道 TWIK2 在激活 NLRP3 炎

性体并在介导炎症方面具有基础作用，因此参与由

PAMP 诱导的炎症调节［16］。为了探讨 K+ 是否通过

TWIK2蛋白分子大量外流引起NLRP3的活化，我们

检测了相关蛋白的表达，结果显示，给予组蛋白刺激

后 TWIK2 明显上调，肝素预处理后蛋白表达明显下

调，表明细胞外组蛋白可触发 TWIK2 通道 K+ 外流 

促使 NLRP3 活化参与肺损伤，而肝素能减轻损伤。

  既往研究表明，细胞外组蛋白的直接致细胞毒

性作用可致 Ca2+ 大量内流从而导致细胞损伤［3，17］，

但细胞外组蛋白是否可致 K+ 大量外流从而造成细

胞损伤鲜见研究报道。因此我们猜测，细胞外组蛋

白的直接致细胞毒性是否也可导致 K+ 含量变化从

而损伤细胞？本研究显示，组蛋白能诱导细胞内 K+

大量外流而致细胞内 K+ 浓度大量降低。穿过质膜

的 K+ 流出被认为是诱导 NLRP3 炎性体激活的必要

触发因素［9］，但具体的流出通道蛋白仍未阐明，而

我们进一步研究发现，细胞外组蛋白可通过 TWIK2

通道蛋白大量排出 K+ 诱发炎症反应。另有研究表

明，溶酶体中的 TWIK2 活化可能是 NLRP3 炎性体

激活的替代途径［18］，这为本研究结果提供了依据。

有研究者认为，TWIK2 是巨噬细胞中炎症反应的关

键调节因子，对 TWIK2 进行阻断可有效降低炎症反 

应［9］。本研究中针对组蛋白给予肝素预处理也可

有效降低 TWIK2 的表达，从而验证了细胞外组蛋白

激活 TWIK2 通道促进 K+ 外流活化 NLRP3 参与炎

症损伤的机制。

  综上所述，本研究表明，细胞外组蛋白可激活

TWIK2 通道促进 K+ 外流从而活化 NLRP3 诱导肺

泡巨噬细胞的炎症损伤，为进一步深入探讨细胞外

组蛋白在肺损伤的相关机制提供了新的研究思路，

也为临床治疗炎症损伤提供一些见解。
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