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粪肠球菌脂磷壁酸激活 Toll 样受体 2 抑制胰腺导管癌 BxPC-3 细胞的

增殖、侵袭和迁移

纪周新1,2，贺德2（1. 广东医科大学 研究生院，广东 湛江 524023；2. 深圳市宝安区人民医院 普通外科，广东

深圳 518101）

[ 摘　要 ]     目的：探讨粪肠球菌脂磷壁酸（ lipoteichoic acid，LTA）对胰腺导管腺癌（pancreatic ductal adenocarcinoma，PDA）

BxPC3细胞增殖、侵袭和迁移的影响及其可能的机制。方法：用 0、5、10、50  μg/ml的 LTA分别处理 BxPC-3细胞，以

0 μg/ml组作为空白对照组，其余各组作为实验组，采用 CCK-8法检测 LTA对细胞 BxPC-3增殖的影响；用 50 μg/ml LTA处理

BxPC-3细胞 48 h，采用划痕实验和 Transwell小室实验分别检测其对 BxPC-3细胞侵袭和迁移的影响，WB法检测对 BxPC3细

胞中 TLR2、P38、p-P38、NF-κB和 p-NF-κB蛋白表达的影响。结果：LTA抑制 BxPC3细胞的增殖，且抑制作用随时间和浓度的

增加而增强，与 0 μg/ml组相比，在LTA 50 μg/ml干预 48 h后，BxPC-3细胞增殖抑制效果最为显著（P<0.01），故后续实验组细胞均采用

50 μg/ml LTA处理 48 h。与 0 μg/ml组相比，50 μg/ml组发生侵袭的 BxPC-3细胞数和迁移率均显著降低（均 P<0.01），细胞中

TLR2、p-P38、p-NF-κB蛋白水平均显著升高（均 P<0.01）。结论：粪肠球菌 LTA可抑制 PDA细胞 BxPC-3的增殖、侵袭和迁移，

其机制可能与 LTA激活 TLR2进而促进 P38及 NF-κB磷酸化有关。
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Enterococcus faecalis lipoteichoic acid activates TLR2 to inhibit the proliferation,
invasion and migration of pancreatic ductal cancer BxPC-3 cells

JI Zhouxin1, 2,  HE De2 (1. Postgraduate College, Guangdong Medical University, Zhanjiang 524023, Guangdong, China; 2. Department
of General Surgery, People’s Hospital of Shenzhen Baoan District, Shenzhen 518101, Guangdong, China)

[Abstract]  Objective: To  investigate  the  effect  of Enterococcus  faecalis  lipoteichoic  acid  (LTA)  on  the  proliferation,  invasion  and
migration  of  pancreatic  ductal  adenocarcinoma  (PDA)  cell  line  BxPC-3  and  its  possible  mechanism. Methods: BxPC-3  cells  were
treated with 0, 5, 10 and 50 μg/ml LTA; the 0 μg/ml group was set as the blank control group, while the other groups were used as the
experimental  groups.  CCK-8  method  was  used  to  detect  the  effect  of  LTA on  the  proliferation  of  BxPC-3  cells.  BxPC-3  cells  were
treated  with  50  μg/ml  LTA for  48  h,  and  the  invasion  and  migration  abilities  of  BxPC-3  cells  were  detected  by  the  Scratch  test  and
Transwell chamber test, respectively. WB assay was used to detect the effect of LTA on protein expression of TLR2, P38, p-P38, NF-κB and
p-NF-κB in BxPC-3 cells. Results: LTA inhibited the proliferation of BxPC-3 cells, and the inhibitory effect increased with time and
concentration. Compared with the 0 μg/ml group, LTA at 50 μg/ml exhibited the most significant inhibitory effect on proliferation of
BxPC-3 cells after 48 h (P<0.01); thus, the subsequent experimental groups were treated with 50 μg/ml LTA for 48 h. Compared with
the 0 μg/ml group, the number of invaded cells and the migration rate of BxPC-3 cells in the 50 μg/ml group were significantly reduced
(all P<0.01),  and  the  protein  expression  levels  of  TLR2,  p-P38  and  p-NF-κB were  significantly  increased  (all P<0.01). Conclusion:
Enterococcus faecalis LTA can inhibit the proliferation, invasion and migration of pancreatic cancer BxPC-3 cells. The mechanism may
be related to the activation of TLR2 by LTA to promote phosphorylation of P38 and NF-κB.

[Key  words] Enterococcus  faecalis;  lipoteichoic  acid  (LTA);  Toll-like  receptor  (TLR2);  pancreatic  ductal  adenocarcinoma  (PDA);
proliferation; migration; invasion
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胰腺癌是消化系统中恶性程度极高的肿瘤性疾

病，其中 85%的病理类型为胰腺导管腺癌（pancreatic
ductal adenocarcinoma，PDA）[1]。因病灶所处解剖位

置较深，发病隐匿，早期无明显临床特征，约 80%
的胰腺癌在发现时因伴有远处转移或局部浸润而无

法手术切除[2]，5年存活率只有 8.2%[3]。Toll样受体
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（Toll-like receptor，TLR）是一种模式识别受体，通

过识别内源性降解物或微生物成分发挥免疫应答、

增殖调节、促进血管生成和激活炎症反应等作用[4]。

其中 TLR2在 70%的胰腺癌细胞中呈高表达 [5]。

与 PDA发生相关的危险因素包括肥胖、糖尿病、

吸烟和慢性胰腺炎等，近年来研究[6] 发现，肠道菌

群在胰腺疾病中也发挥着关键作用。有研究[7] 在慢

性胰腺炎和胰腺癌患者的胰腺组织中检测到粪肠

球菌、大肠埃希菌等多种肠道细菌。脂磷壁酸

（ lipoteichoicacid，LTA）是粪肠球菌的主要致病因

子，也是 TLR2识别的天然配体，但有关粪肠球菌

LTA对 PDA细胞生长转移影响的研究尚少见报

道。本研究拟通过不同浓度的粪肠球菌 LTA作用

于 PDA细胞 BxPC-3，探讨其对 PDA细胞增殖、侵

袭和迁移的影响及潜在分子机制。 

1    材料与方法
 

1.1    主要材料与试剂

PDA细胞 BxPC-3购自 ATCC细胞库，常规培

养。粪肠球菌 LTA购自美国 Sigma 公司，用 500 μl
DMSO溶解 5 mg LTA配制 10 mg/ml储备液，用以

配 制 含 5、 10、 50  μg/ml  LTA的 完 全 培 养 基 。

RPMI1640培养基、胎牛血清（FBS）、胰蛋白酶均购

自美国 Hyclone公司，PBS购自 Life Technologies公
司，细胞增殖检测试剂盒（CCK-8）购自广州奕元生

物技术有限公司，结晶紫染色剂、多聚甲醛（PFA）

溶液均购自上海碧云天生物科技有限公司，兔抗人

TLR2、NF-κB p65、p-NF-κB P65、P38、p-P38多克隆

抗体均购自美国 Abcam公司。 

1.2    细胞分组与 CCK-8 法检测 LTA 对 BxPC-3 细

胞增殖的影响

取对数生长期的 BxPC-3细胞，按 6.0×103 个/孔
接种于 96孔板内，每孔加 100 μl细胞悬液，置于

5% CO2、37 ℃ 条件下培养 24 h。实验分为对照组和

实验组。对照组使用不含粪肠球菌 LTA的培养

基；实验组使用含 5、10、50 μg/ml粪肠球菌 LTA的

完全培养基。分别在培养 12、24、48 h后每孔补加

10 μl CCK-8溶液，培养 2 h，用酶标仪测定在 450 nm
处的光密度（D）值，计算细胞增殖率。 

1.3    细胞划痕实验检测 LTA 对 BxPC-3 细胞迁移的

影响

取对数生长期的 BxPC-3细胞，用胰酶消化后

接种于 6孔板中，培养 24 h，用无菌的枪头在长满

细胞的孔底划出一条痕迹，PBS洗去细胞碎片，按

组别更换含粪肠球菌 LTA 0、5、10、50 μg/ml的完全

培养基，培养 48 h，将培养板放在倒置显微镜下观

察划痕愈合的程度并拍照。测量划痕宽度，计算细

胞迁移率。 

1.4    Transwell 侵袭实验检测 LTA 对 BxPC-3 细胞

侵袭的影响

将经 50 μg/ml粪肠球菌 LTA处理 48 h 后的细

胞用无血清培养基重悬，按 3×104 个/孔接种于预铺

了基质胶的 Transwell小室中；培养板中加入 500 μl
含 10% FBS的完全培养基，将小室放入板中，培养

24 h后将小室取出，用 PBS洗去培养基，结晶紫染

色 10 min，用自来水将表面的结晶紫洗除干净，用

棉签将上室中的细胞擦除干净，于显微镜下对非细

胞接种面拍照，计数穿膜细胞。 

1.5    WB 实验检测 LTA 对 BxPC-3 细胞中相关蛋白

表达的影响

使用蛋白提取试剂盒提取细胞总蛋白，BCA法

定量总蛋白，取适量蛋白样品经 SDS-PAGE分离，

电转移到 PVDF膜。将电转后的膜用 5%脱脂奶粉

于室温下封闭 1 h，加入 TLR2、P38、p-P38、NF-κB
P65、p-NF-KB P65等兔抗人多克隆抗体（一抗），4 ℃
孵育过夜，TBST 洗涤液漂洗 3次，加入 HPR标记

的二抗孵育 30  min，TBST 洗涤液漂洗   4次，将

ECL化学发光液滴加在 PVDF膜上，于暗室中曝光

显影摄片，用 Image J软件分析目标带的灰度值，计

算蛋白相对表达量。 

1.6    统计学处理

¹x
应用 SPSS 23.0统计软件分析，所有实验独立

重复 3次。符合正态分布的计量资料以 ±s 表示。

首先检验数据方差的同质性，在方差齐的情况下采

用单因素方差分析，在方差不齐的情况下采用非参

数检验进行分析。以 P<0.05或 P<0.01表示差异有

统计学意义。 

2    结    果
 

2.1    粪肠球菌 LTA 抑制 BxPC-3 细胞的增殖

采 用 不 同 浓 度 的 粪 肠 球 菌 LTA（ 5、 10、
50 μg/ml）对 BxPC-3细胞处理后继续培养，分别在

12、24、48 h进行 CCK-8检测，结果（图 1）显示，在

48 h内粪肠球菌 LTA对 BxPC-3细胞增殖的抑制作

用呈时间-浓度依赖性，随 LTA浓度及干预时间的

增加，细胞增殖抑制作用增强。与 0 μg/ml组相比，在

50 μg/ml处理 48 h的条件下，细胞增殖率降低最为

显著 [（342.80±34.93）% vs（509.43±34.98）%，P<0.01]，
故后续实验组均用 50 μg/ml LTA处理 48 h。 

2.2    粪肠球菌 LTA 抑制 BxPC-3 细胞的侵袭

Transwell侵袭实验检测结果（图 2）显示，随粪

肠球菌 LTA浓度的递增，BxPC-3侵袭细胞数逐步

减少。0、5、10、50 μg/ml组的侵袭细胞数分别为

（144.89±22.50）、（111.22±7.73）、（63.22±7.76）和
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（29.78±11.10）个。10 μg/ml组侵袭细胞显著数少于

0 μg/ml组（P<0.01），50 μg/ml组侵袭细胞数显著少

于 0、5 μg/ml组（均 P<0.01）。
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图 1  不同浓度 LTA 对 BxPC-3 细胞增殖活性的影响
Fig.1   Effects of different concentrations of LTA on the

proliferation of BxPC-3 cells in vitro
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A: 0 μg/ml LTA group; B: 5 μg/ml LTA group; C: 10 μg/ml

LTA group; D: 50 μg/ml LTA group
图 2  不同浓度梯度 LTA 对体外培养

BxPC-3 细胞侵袭能力的影响
Fig.2   Effects of different concentrations of LTA on

invasion of BxPC-3 cells in vitro 

2.3    粪肠球菌 LTA 抑制 BxPC-3 细胞的迁移能力

划痕实验检测结果（图 3）显示，随粪肠球菌

LTA浓度的递增，BxPC-3细胞迁移率逐步降低，

10、50 μg/ml组细胞迁移率显著低于 0 μg/ml组（均

P<0.01），50 μg/ml组细胞迁移率显著低于 5 μg/ml
组（P<0.01）。 

2.4    粪肠球菌 LTA 促使 BxPC-3 细胞表达 TLR2、
p-P38、p-NF-κB P65

WB实验检测结果（图 4）显示，随粪肠球菌

LTA浓度梯度的递增，BxPC-3细胞中 TLR2、p-P38、
p-NF-κB P65的表达水平逐渐上调。50 μg/ml组细

胞中，TLR2的表达高于 0、5 μg/ml组（均 P<0.01），

p-P38和 p-NF-κB P65的表达显著高于 0、5、10 μg/ml
组（P<0.05或 P<0.01）。 

3    讨    论

近年来，随着高通量测序技术的发展，研究人

员发现，口腔微生物或肠道菌群可通过十二指肠乳

头开口经胰管逆行进入胰腺内，通过激发炎症反应和

免疫系统影响胰腺癌的发生发展。PUSHALKAR等[1]

给小鼠喂养带有荧光标记的粪肠球菌和大肠埃希

菌，观察到细菌移位到胰腺，证明肠道细菌可移位

至胰腺内。RIQUELME等[7] 通过 16S rRNA基因测

序方法检测胰腺癌组织内菌群，发现长期生存者的

菌群多样性较短期生存者更为丰富，但并未在胰腺

癌组织内发现比例较大或占主导地位的菌种。而

MAEKAWA等 [8] 在胰腺炎和胰腺癌患者胰液中检

测到来源于胃肠道的粪肠球菌和大肠埃希菌。因此

认为，肠道菌群在胰腺癌内复杂的肿瘤内环境扮演

着重要的角色，细化区分各种微生物成分对胰腺癌

的作用，观察肿瘤微环境中的动态联系，从整体上

把握才能研发更好的治疗方案及减少耐药性的发生。
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图 3  不同浓度梯度 LTA 对体外培养 BxPC-3 细胞侵袭能力的影响

Fig.3   Effect of different concentrations of LTA on invasion ability of BxPC-3 cells in vitro
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TLR作为一类模式识别受体，不仅表达于免疫

细 胞 上 ， 在 乳 腺 癌 [9]、 肺 癌 [10]、 胃 癌 [11]、 胰 腺

癌[12] 等肿瘤细胞上也有表达。在人类细胞中已经发

现的人 TLR家族成员有 TLR1~10[13]，其中以 TLR2
在胰腺癌中表达较为显著 [14]，TLR2可识别革兰氏

阳性微生物区系的肽聚糖和 LTA、多种病原体的脂

蛋白、问号钩端螺旋体和牙龈卟啉单胞菌的脂多糖

等，激活 TLR可启动下游应答机制，参与调节肿瘤

生长、转移、免疫耐受和血管生成等进程[4]。BEVERS
等[15] 研究发现，卡介苗芽孢杆菌可激活 TLR2促进

膀胱癌细胞的凋亡。HATTAR等[16] 研究发现，金黄

色葡萄球菌 LTA可激活 TLR2促进非小细胞肺癌细

胞的增殖。目前已知的多种 TLR2激动剂均来源于

微生物的组成成分，如 pam3csk4（模拟细菌脂多糖

的酰化氨基端） [1]、巨噬细胞活化脂肽 -2[17]、肽聚

糖 [18] 等。本研究采用粪肠球菌 LTA作为 TLR2激

动剂，发现粪肠球菌 LTA可抑制 PDA细胞 BxPC-3
的增殖、侵袭和迁移，并且这种抑制效果具有时间-
浓度依赖性。

TLR2属于Ⅰ型穿膜转运蛋白，通过识别相应的

配体后发生构象变化，形成同源或异源二聚体，诱

导其 TIR结构域与细胞内适配器分子的 TIR结构域

相互作用，主要激活依赖于髓系分化初级反应蛋白

88的途径，募集了白介素 1受体相关激酶家族，激

活了肿瘤坏死因子受体相关因子 6，使转化生长因

子 β泛素化后激活蛋白激酶 1，进而激活 NF-κB、
MAPK和干扰素途径等信号通路，促使转录因子进

入细胞核，启动各种靶基因的表达，包括炎性细胞

因子、趋化因子和Ⅰ型干扰素[19]。MAPK信号通路

包括 P38、ERK和 JNK这 3个主要的亚组，参与调

控细胞增殖、生长、分化、凋亡和迁移等重要进程[20]。

根据激活 TLR2下游信号通路的不同，可能产生促

癌或抑癌的作用。GRIMMIG等[14] 研究发现，金黄色

葡萄球菌脂磷壁酸可激活 TLR2经 PI3K/Akt/mTOR
通路促进胰腺癌细胞的增殖。PARK等 [21] 研究发

现，新的肿瘤相关配体 PAUF可能激活 TLR介导的

ERK信号，从而产生促肿瘤细胞因子，但它抑制

TLR介导的 NF-κB信号，从而促进肿瘤的生长。为

进一步研究粪肠球菌 LTA对 PDA作用的分子机

制，本研究通过 WB检测不同粪肠球菌 LTA浓度梯

度 下 TLR2、 P38、 p-P38、 NF-κB  P65、 p-NF-κB
P65等蛋白的表达，结果显示，在粪肠球菌 LTA干

预 48 h的条件下，TLR2、p-P38、p-NF-κB P65的蛋

白表达量随粪肠球菌 LTA浓度的增加而增加，与

BxPC-3细胞增殖、侵袭和迁移的抑制程度有相同的

变化趋势。由此推测，粪肠球菌 LTA对 BxPC-3细

胞生长转移的抑制作用可能是通过激活 TLR2，促

使 P38、NF-κB P65磷酸化后进入细胞核内，进而诱

导相关靶基因转录实现的。

综上所述，粪肠球菌 LTA对 PDA细胞 BxPC-3
的增殖、侵袭和迁移具有抑制作用，并且呈时间-浓
度依赖效应。其作用机制可能是通过激活 TLR2，促

使 P38、NF-κB P65磷酸化增加，并诱导相关促癌基

因的下调或抑癌基因的上调来实现的。本研究为进

一步探索 P38 和 NF-κB信号通路下游的调控机制提

供了实验依据，后续计划通过体内实验进一步验证

粪肠球菌 LTA对 PDA的抑制作用。
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