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ＳＴＩＮＧ通路的活化诱导巨噬细胞极化促进 Ｔ细胞免疫应答
李健飞，段　植，刘　倩，宗启印，段婉露，刘付婷，张　浩，周　强，王　琴

（安徽医科大学第二附属医院检验科，合肥　２３０６０１）

摘要　目的　探讨干扰素基因刺激因子（ＳＴＩＮＧ）通路的活化对巨噬细胞极化功能的影响，及其对Ｔ细胞应答的作用。方法　
利用小鼠ＲＡＷ２６４.７巨噬细胞系，给予ＳＴＩＮＧ激动剂二聚氨基苯并咪唑（ｄｉＡＢＺＩ）刺激，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测巨噬细胞 ＳＴＩＮＧ通
路相关蛋白表达，包括ＴＡＮＫ结合激酶１（ＴＢＫ１）、干扰素调节因子３（ＩＲＦ３）、ＳＴＩＮＧ、ｐ-ＴＢＫ１、ｐ-ＩＲＦ３、ｐ-ＳＴＩＮＧ；流式细胞术检
测巨噬细胞极化表型；ＳＴＩＮＧ通路活化后的巨噬细胞与Ｔ细胞共培养，流式分析Ｔ细胞表型及功能变化。结果　ｄｉＡＢＺＩ刺激
巨噬细胞３ｈ后，ＳＴＩＮＧ通路活化相关蛋白显著上调，刺激１２ｈ后巨噬细胞表面ＣＤ８６表达上调，ＣＤ８６／ＣＤ２０６比值升高，呈现
Ｍ１极化表型。ＳＴＩＮＧ通路活化诱导极化的巨噬细胞与Ｔ淋巴细胞共培养，ＣＤ８＋Ｔ细胞分泌细胞因子能力增强，并且ＣＤ１０７ａ
表达上调；同时，ＣＤ４＋Ｔ细胞细胞因子分泌增强。结论　ＳＴＩＮＧ通路活化诱导巨噬细胞Ｍ１极化，促进Ｔ细胞功能增强，尤其
是ＣＤ８＋Ｔ细胞的免疫应答。
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Ｅ-ｍａｉｌ：ｑｉｎｗａｎｇ１０２５＠１６３．ｃｏｍ

　　巨噬细胞是机体免疫系统的重要环节，具有不
同的极化表型。由脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）
或干扰素-γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ-γ，ＩＦＮ-γ）刺激产生的 Ｍ１型
巨噬细胞，表现出高水平的促炎效应，由白细胞介

素-４（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ-４，ＩＬ-４）刺激产生的 Ｍ２型巨噬细
胞则表现出明显的抑炎效应［１］。干扰素基因刺激

因子（ｓｔｉｍｕｌａｔｏｒｏｆｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇｅｎｅ，ＳＴＩＮＧ）是机体先
天免疫系统的重要衔接分子，与干扰素相关基因的

转录密切相关［２］。已有研究［３－４］报道，ＴＬＲ４／ＮＦ-κＢ
信号激活是 ＬＰＳ介导的 Ｍ１型巨噬细胞极化的关
键，提示参与炎症激活的 ＳＴＩＮＧ通路可能也会影响
巨噬细胞极化。同时，ＳＴＩＮＧ通路通过影响巨噬细
胞极化能否改变Ｔ细胞状态，沟通或上调适应性免
疫反应尚未深入研究。因此，该研究通过探讨

ＳＴＩＮＧ激动剂二聚氨基苯并咪唑（ｄｉｍｅｒｉｃａｍｉｄｏｂｅｎ-
ｚｉｍｉｄａｚｏｌｅ，ｄｉＡＢＺＩ）激活 ＳＴＩＮＧ通路能否诱导巨噬
细胞极化，并进一步探索 ＳＴＩＮＧ激动剂诱导极化后
的巨噬细胞对Ｔ细胞功能应答产生的作用，以更好
地揭示ＳＴＩＮＧ通路激活在免疫治疗中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　细胞系及实验动物　ＲＡＷ２６４.７细胞系购
自上海酶研生物科技有限公司。ＳＰＦ级健康雄性
Ｃ５７ＢＬ／６Ｊ小鼠５只，６～８周龄，体质量１５～２０ｇ，
购自河南斯克贝斯生物科技公司，饲养于安徽医科

大学第二附属医院科研动物中心，每日给予１２ｈ的
光照／黑暗交替处理并设置充足的饮用水及饲料。
动物实验伦理审批号：２０１９００９１。
１．１．２　主要试剂和仪器　主要试剂：流式抗体包括
ＦＩＴＣａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ８６、ＰＥａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ１１ｂ、ＡＰＣ
ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＦ４／８０、ＰＥ-Ｃｙ７ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ２０６、ＰＥａｎ-
ｔｉ-ｍｏｕｓｅＧｚｍＢ、ＰＥ-Ｃｙ７ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ１０７ａ、ＰｅｒＣＰ-
Ｃｙ５.５ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ８、ＰＥ-Ｃｙ７ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ４、ＰＥ
ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＣＤ８、ＦＩＴＣ ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＴＮＦ-α、ＰｅｒＣＰ-
Ｃｙ５.５ａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＩＬ-２、ＡＰＣａｎｔｉ-ｍｏｕｓｅＩＦＮ-γ均购自
美国Ｂｉｏｌｅｇｅｎｄ公司；ｅＦｌｕｏｒ５０６-ＦＶＤ购自美国 Ｔｈｅｒ-
ｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＩＣＦｉｘａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ、Ｐｅｒｍｅ-
ａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ１０×购自美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ-
ｔｉｆｉｃ公司；ＲＡＷ２６４.７专用细胞培养基购自武汉Ｓｅｒ-
ｖｉｃｅｂｉｏ公司；ＲＰＭＩ-１６４０培养基、青－链霉素溶液购
自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；胎牛血清购自南京维森特生物
技术公司；ｄｉＡＢＺＩ（ＣＡＳｎｕｍｂｅｒ：２１３８２９９-３４-８）购自
法国 Ｉｎｖｉｖｏｇｅｎ公司；Ａｎｔｉ-ＳＴＩＮＧ、Ａｎｔｉ-ＩＲＦ３、Ａｎｔｉ-
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ＴＢＫ１购自美国 Ａｂｃａｍ公司；Ａｎｔｉ-ｐ-ＳＴＩＮＧ、Ａｎｔｉ-ｐ-
ＩＲＦ３、Ａｎｔｉ-ｐ-ＴＢＫ１购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏ-
ｇｙ公司。ＲＩＰＡＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒ、ＢＣＡ蛋白测定试剂盒购
自上海Ｂｅｙｏｔｉｍｅ生物技术公司；ＰＡＧＥ凝胶快速制
备试剂盒（１０％）购自上海雅酶生物医药科技公司；
ＰＶＤＦ膜购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司。主要仪器：流式
细胞仪（ＢＤＦＡＣＳＬｙｒｉｃ，美国）；电泳仪 ＆转膜仪
（Ｂｉｏ-ＲａｄＰｏｗｅｒＰａｃＢａｓｉｃ，美国）；蛋白显影仪（上海
培清 ＪＳ-１０７０ＰＥＶ）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　使用包含１０％胎牛血清和１％
青－链霉素溶液的 ＲＡＷ２６４.７专用细胞培养基在
５％ ＣＯ２、３７℃细胞培养箱培养细胞，注意观察细胞
密度，每天更换１次培养基，２～３ｄ传代１次。
１．２．２　细胞培养与刺激　待培养瓶细胞长满后，收
获细胞并转移至 １０ｍｌ离心管，８００ｒ／ｍｉｎ离心 ５
ｍｉｎ，使用细胞培养基重悬并调整细胞浓度至 １×
１０５个／ｍｌ，每孔２ｍｌ接种于６孔板。对于巨噬细胞
ＳＴＩＮＧ通路活化的检测，实验组于细胞生长至汇合
度达９０％时使用１μｍｏｌ／Ｌ的ｄｉＡＢＺＩ刺激３ｈ后进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验；对于巨噬细胞极化实验，实验
组于细胞生长至汇合度达８０％时使用１μｍｏｌ／Ｌ的
ｄｉＡＢＺＩ刺激１２ｈ后进行流式检测；对于共培养实
验，实验组于细胞生长至汇合度达 ６０％时使用 １
μｍｏｌ／Ｌ的ｄｉＡＢＺＩ刺激１２ｈ，收获细胞并用 ＰＢＳ洗
涤，随后与制备好的小鼠脾淋巴细胞悬液共培养２４
ｈ后进行流式检测，所有的对照组加入等体积的 ｄｉ-
ＡＢＺＩ溶剂。
１．２．３　巨噬细胞与脾淋巴细胞共培养　制备小鼠
脾淋巴细胞悬液，取小鼠脾脏，７０μｍ滤网研磨过滤
后加入适量 ＰＢＳ，８００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ后去上清
液，加入红细胞裂解液，８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后再
次加入 ＰＢＳ洗涤１次后重悬细胞。按照 ｄｉＡＢＺＩ刺
激１２ｈ后的巨噬细胞：脾细胞＝１∶２的比例使用含
１μｇ／ｍｌＣＤ３和１μｇ／ｍｌＣＤ２８功能性抗体的１６４０
完全培养基共培养２４ｈ。对于 Ｔ细胞表型检测，培
养结束后即可进行流式细胞分析；对于 Ｔ细胞分泌
细胞因子能力检测，培养后收集淋巴细胞并转移至

９６孔板，使用 ５μｇ／ｍｌＣＤ３＋１μｇ／ｍｌＣＤ２８＋１０
μｇ／ｍｌＢＦＡ联合刺激５ｈ后进行流式检测。
１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　采用蛋白提取裂解液
（ＲＩＰＡ）裂解细胞并离心收取上清液总蛋白，使用
ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒测定样本浓度，使用 ＲＩ-
ＰＡ将各样本浓度调平后，添加４×蛋白上样缓冲液

并置于水浴锅中１００℃ １０ｍｉｎ，冰上冷却后即可进
行Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验。配置 １０％ ＳＤＳ-ＰＡＧＥ预制
胶，待胶凝固后依次上样及蛋白 ｍａｒｋｅｒ，开始电泳，
电泳结束后取下凝胶，按待测蛋白分子量范围裁剪

等大小的ＰＶＤＦ膜，甲醇激活后置于凝胶上，夹紧转
膜夹并置于转膜槽中进行转膜，转膜完毕后进行封

闭，一抗孵育，包括：Ａｎｔｉ-ＳＴＩＮＧ（１∶１０００），Ａｎｔｉ-ｐ-
ＳＴＩＮＧ（１∶１０００），Ａｎｔｉ-ＩＲＦ３（１∶１０００），Ａｎｔｉ-ｐ-
ＩＲＦ３（１∶１０００），Ａｎｔｉ-ＴＢＫ１（１∶１０００），Ａｎｔｉ-ｐ-
ＴＢＫ１（１∶１０００），Ａｎｔｉ-Ｔｕｂｕｌｉｎ（１∶１００００），二抗
孵育，包括：ＨＲＰ-ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＲａｂｂｉｔＩｇＧ（１１００００），
ＨＲＰ-ＧｏａｔＡｎｔｉ-ＭｏｕｓｅＩｇＧ（１∶１００００），曝光显影。
１．２．５　流式细胞术　收获培养板内细胞，调整细胞
浓度为２×１０６个／ｍｌ，每孔２００μｌ铺于９６孔Ｕ型板
内，４℃、８００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃上清液，以每孔
５０μｌ染色体系，按照 ＰＢＳ：Ａｂ＝２００：１的比例配置
表染工作液，避光室温下孵育２０ｍｉｎ，加入１５０μｌ
ＦＡＣＳＦｌｏｗ鞘液，离心同前，弃上清液，加入２００μｌ
ＦＡＣＳＦｌｏｗ鞘液重悬后上机检测。对于需要破膜染
色的抗体，于表染后加入ＩＣＦｉｘａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ穿孔固定
液１００μｌ避光室温固定２０ｍｉｎ，使用ｄｄＨ２Ｏ将１０×
Ｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｚａｔｉｏｎ稀释为 １×ＰＷＰ穿孔工作液，以每
孔５０μｌ染色体系，按照 ＰＷＰ工作液 ∶Ａｂ＝２００∶１
的比例配置破膜染色工作液，避光室温下孵育 ２０
ｍｉｎ，加入１５０μｌＰＷＰ工作液，离心同前，弃上清液，
加入２００μｌＦＡＣＳＦｌｏｗ鞘液重悬后上机检测。
１．３　统计学处理　采用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８.０软件
和ＳＰＳＳ２７.０软件分别进行作图和统计学分析，使
用Ｓｈａｐｉｒｏ-Ｗｉｌｋ检验对计量资料进行正态性检验。
对于正态分布资料，组间差异比较使用ｔ检验；对于
非正态分布资料，组间差异比较使用非参数秩和检

验。报告的所有 Ｐ值均为双侧，Ｐ＜０.０５为差异有
统计学意义。

２　结果

２．１　ｄｉＡＢＺＩ激活巨噬细胞 ＳＴＩＮＧ通路　使用１
μｍｏｌ／Ｌ的工作浓度刺激 ＲＡＷ２６４.７巨噬细胞３ｈ，
提取细胞蛋白并用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测小分子 ＳＴＩＮＧ
激动剂 ｄｉＡＢＺＩ的作用效果，结果显示，ｄｉＡＢＺＩ刺激
３ｈ，通路相关磷酸化激活蛋白 ｐ-ＴＢＫ１、ｐ-ＩＲＦ３、ｐ-
ＳＴＩＮＧ的表达水平明显上调，而 ＴＢＫ１、ＩＲＦ３、ＳＴＩＮＧ
表达无明显趋势，提示ｄｉＡＢＺＩ明显激活了巨噬细胞
ＳＴＩＮＧ通路。见图１。
２．２　ｄｉＡＢＺＩ促进巨噬细胞Ｍ１极化　使用ｄｉＡＢＺＩ
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刺激巨噬细胞 １２ｈ，应用流式细胞术分析检测
ＳＴＩＮＧ通路激活对巨噬细胞极化的影响。结果显
示，与对照组相比，刺激１２ｈ后的巨噬细胞表面Ｍ１
极化标志物ＣＤ８６分子平均荧光强度显著上调（Ｐ＝
０.０２２），Ｍ２极化标志物 ＣＤ２０６分子平均荧光强度
有降低趋势但无统计学意义，ＣＤ８６／ＣＤ２０６比值刺
激组显著高于对照组（Ｐ＝０.０３０），综上结果提示，

ｄｉＡＢＺＩ刺激巨噬细胞诱导其向 Ｍ１方向极化，见图
２。
２．３　ｄｉＡＢＺＩ诱导 Ｍ１极化后的巨噬细胞促进
ＣＤ８＋Ｔ细胞活化　为了检测 ＳＴＩＮＧ通路激活诱导
极化的巨噬细胞对 ＣＤ８＋Ｔ细胞功能的影响，先用
ｄｉＡＢＺＩ刺激巨噬细胞１２ｈ使其 Ｍ１极化，洗涤细胞
以去除残留的ｄｉＡＢＺＩ及上清液的细胞因子，再将其

图１　ｄｉＡＢＺＩ刺激后巨噬细胞ＳＴＩＮＧ通路相关蛋白表达
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**Ｐ＜０.０１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　ｄｉＡＢＺＩ刺激后巨噬细胞表面ＣＤ８６及ＣＤ２０６分子表达
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与脾淋巴细胞共培养２４ｈ。流式细胞分析显示，ｄｉ-
ＡＢＺＩ刺激组共培养后ＣＤ８＋Ｔ细胞表面活化标志物
ＣＤ１０７ａ显著上调（Ｐ＝０.０２９），颗粒酶 Ｂ（ＧｚｍＢ）表
达有升高趋势但无统计学意义。综上所述，通过

ＳＴＩＮＧ通路激活诱导Ｍ１极化的巨噬细胞能显著促
进ＣＤ８＋Ｔ细胞活化，见图３。
２．４　ｄｉＡＢＺＩ诱导Ｍ１极化后的巨噬细胞促进Ｔ细
胞细胞因子分泌　为了检测 Ｔ细胞功能应答能力
的变化，同１.２.２条件将小鼠脾淋巴细胞与巨噬细
胞共培养２４ｈ后，收获淋巴细胞，并用 ＣＤ３＋ＣＤ２８
＋ＢＦＡ联合刺激５ｈ，流式细胞分析显示，在总淋巴
细胞中，ｄｉＡＢＺＩ刺激组 ＩＦＮ-γ＋ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ｐ＝
０.０３４）、ＩＬ-２＋ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ｐ＝０.０１８）、ＴＮＦ-α＋

ＣＤ８＋Ｔ细胞（Ｐ＝０.０３３）频率均明显增高；同时 ｄｉ-
ＡＢＺＩ刺激组 ＩＬ-２＋ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ｐ＝０.０１２）、ＴＮＦ-
α＋ＣＤ４＋Ｔ细胞（Ｐ＝０.０２６）也明显增高，ＩＦＮ-γ＋

ＣＤ４＋Ｔ细胞频率有增高趋势，但无统计学意义，见
图４、５。

３　讨论

　　巨噬细胞是分布广泛的天然免疫细胞，在宿主
抵御入侵病原体和维持免疫平衡方面发挥着核心作

用，具有显著的异质性和极化特性，在病理条件下，

除了组织驻留的巨噬细胞外，其他巨噬细胞也可被

招募到病变组织中，并在微环境的各种因素的刺激

下极化为各种表型，从而发挥不同的作用和功

能［５］。目前的研究［１，６］表明，巨噬细胞主要分化为

两种表型，促炎的Ｍ１表型和抗炎的 Ｍ２表型，具体
来说，在ＬＰＳ或 ＩＦＮ-γ等刺激下诱导极化的 Ｍ１型
经典活化巨噬细胞高表达 ＣＤ６８、ＣＤ８０、ＣＤ８６和
ＣＤ１６／３２，并能够分泌促炎细胞因子诸如ＩＬ-１、ＩＬ-６、
ＩＬ-１２、ｉＮＯＳ和ＴＮＦ-α等，这些介质诱导激活各种抗
微生物机制有助于杀死病原体和引起炎症，与此相

反，在ＩＬ-４、ＩＬ-１３、ＩＬ-１０、ＴＧＦ-β等刺激下诱导极化
的Ｍ２型交替活化巨噬细胞高表达Ａｒｇ-１、ＣＤ２０６、抗
炎因子ＩＬ-１０等，能够减轻炎症反应，促进和加速伤

图３　共培养后ＣＤ８＋Ｔ细胞表面分子表达
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图４　共培养后ＣＤ８＋Ｔ细胞分泌细胞因子能力
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口愈合和组织修复过程，从而避免严重的免疫病理。

　　作为感染的第一道防线，巨噬细胞利用模式识
别受体（ｐａｔｔｅｒｎｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，ＰＲＲｓ）来识别
病原体相关分子模式（ｐａｔｈｏｇｅｎ-ａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎ，ＰＡＭＰ）或其他内源性信号，激活其产生 Ｍ１
样促炎介质并促进其 Ｍ１极化［７］。有研究［３，８－９］报

道，ＴＬＲ４／ＮＦ-κＢ通路是Ｍ１巨噬细胞极化的重要机
制之一，ＬＰＳ通过髓系分化因子８８（ｍｙｅｌｏｉｄｄｉｆｆｅｒｅｎ-
ｔｉａｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ８８，ＭｙＤ８８）依赖的途径与 ＴＬＲ４结合，
激活 ＮＦ-κＢ通路，从而促进炎症因子的表达，与此
同时，ＪＡＫ／ＳＴＡＴ１、Ｎｏｔｃｈ和ｍｉＲＮＡ等信号通路机制
同样参与巨噬细胞极化的调节。这些证据表明，模

式识别受体介导的细胞内免疫通路信号激活对巨噬

细胞Ｍ１极化有重要影响。ＳＴＩＮＧ是机体固有免疫
系统的重要衔接分子，其上游模式识别受体环ＧＭＰ-
ＡＭＰ合成酶（ｃｙｃｌｉｃＧＭＰ-ＡＭＰｓｙｎｔｈａｓｅ，ｃＧＡＳ）识别
来自细菌，病毒等外源性ＤＮＡ或肿瘤细胞异常复制
产生的自体ＤＮＡ，催化合成第二信使环鸟 －腺苷酸
（ｃｙｃｌｉｃＧＭＰ-ＡＭＰ，ｃＧＡＭＰ）结合并激活 ＳＴＩＮＧ蛋
白，并进一步诱导ＴＢＫ１的磷酸化激活及ＩＲＦ３的入
核，诱导干扰素相关基因的转录，同时 ＳＴＩＮＧ也作
用于ＮＦ-κＢ通路，诱导炎症细胞因子如 ＴＮＦ、ＩＬ-１β
和ＩＬ-６的表达［１０－１１］。ｄｉＡＢＺＩ是最近合成的一种非
核苷类小分子ＳＴＩＮＧ激动剂［１２］，本研究证明，ｄｉＡＢＺＩ
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图５　共培养后ＣＤ４＋Ｔ细胞分泌细胞因子能力
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处理巨噬细胞３ｈ即可显著诱导 ＳＴＩＮＧ通路活化，
在ｄｉＡＢＺＩ刺激１２ｈ后，巨噬细胞表面 Ｍ１标志物
ＣＤ８６表达上调，Ｍ２标志物 ＣＤ２０６表达有降低趋
势，ＣＤ８６／ＣＤ２０６比值升高，这些结果均表明，和
ＴＬＲ４／ＮＦ-κＢ通路一样，ＳＴＩＮＧ通路的激活也有助
于巨噬细胞Ｍ１极化的发生。
　　完成病原体清除或肿瘤消退最终往往依赖于协
调有效的Ｔ细胞反应，ＣＤ８＋Ｔ细胞是免疫反应的重
要效应细胞，活化的ＣＤ８＋Ｔ细胞通过直接的细胞毒
作用（释放颗粒酶 Ｂ和穿孔素）和细胞因子的产生
（效应细胞因子如干扰素 γ和肿瘤坏死因子，以及

促进增殖的细胞因子如 ＩＬ-２）发挥效应功能［１３－１４］。

Ｍ１巨噬细胞高水平表达主要组织相容性复合体及
共刺激分子ＣＤ８０和ＣＤ８６等，这对抗原的交叉提呈
并诱导Ｔ细胞活化具有重要意义。有研究［１５］证明

Ｍ１巨噬细胞与辅助性Ｔ细胞１型（Ｔｈ１）反应有关。
为了进一步研究Ｍ１极化的巨噬细胞对 Ｔ细胞的直
接影响，将ｄｉＡＢＺＩ刺激１２ｈ诱导极化的巨噬细胞
与健康小鼠脾细胞共培养，结果发现 Ｍ１极化的巨
噬细胞显著促进了ＣＤ８＋Ｔ细胞表面 ＣＤ１０７ａ表达，
ＣＤ１０７ａ是一种在活化的ＮＫ细胞和活化 ＣＤ８＋Ｔ细
胞上高度表达的分子，被认为是 ＣＴＬ细胞脱颗粒和
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细胞毒性的标志［１６］。本研究也观察到了 ＣＤ８＋Ｔ细
胞有更高趋势的颗粒酶 Ｂ分泌能力，但差异未达到
统计学意义。另一方面，课题组评估了 Ｔ细胞共培
养后细胞因子的分泌能力，与ｄｉＡＺＢＩ刺激极化的巨
噬细胞共培养后，在总淋巴细胞中，ＩＦＮ-γ＋／ＩＬ-２＋／
ＴＮＦ-α＋ＣＤ８＋Ｔ细胞比例明显上升，同时 ＩＬ-２＋／
ＴＮＦ-α＋ＣＤ４＋Ｔ细胞比例也出现上调。以上研究表
明，ｄｉＡＺＢＩ诱导 Ｍ１极化的巨噬细胞能增强 Ｔ细胞
的效应能力，其细胞毒作用及分泌细胞因子能力均

增强，这在一定角度上解释了 ＳＴＩＮＧ通路的作用机
制，即巨噬细胞ＳＴＩＮＧ通路的活化通过直接诱导巨
噬细胞Ｍ１极化进而促进Ｔ细胞功能。
　　综上所述，ｄｉＡＢＺＩ激活巨噬细胞ＳＴＩＮＧ通路通
过诱导其Ｍ１极化，继而促进Ｔ细胞的功能应答，提
示ＳＴＩＮＧ激动剂ｄｉＡＢＺＩ的应用可能会重塑体内抑
制性免疫环境，有望成为抗感染，抗肿瘤治疗的有效

方向。
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ｐｌｅｍｅｎｔＡｌｔｅｒｎＭｅｄ，２０１９，１９（１）：３１４．ｄｏｉ：１０．１１８６／ｓ１２９０６
－０１９－２７１０－６．

［４］ 谢　姗，徐兴欣．汉黄芩苷干预高糖刺激 ＲＡＷ２６４．７巨噬细
胞ＫＬＦ４／ＮＦ-κＢ信号通路 ［Ｊ］．安徽医科大学学报，２０２２，５７
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ｔｉｏｎ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０２０，８７７：１７３０９０．ｄｏｉ：１０．１０１６／
ｊ．ｅｊｐｈａｒ．２０２０．１７３０９０．

［７］ ＡｔｒｉＣ，ＧｕｅｒｆａｌｉＦＺ，ＬａｏｕｉｎｉＤ．Ｒｏｌｅｏｆｈｕｍａｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｏ-
ｌａｒｉｚａｔｉｏｎｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｉｎｆｅｃｔｉｏｕｓｄｉｓｅａｓｅｓ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌ
Ｓｃｉ，２０１８，１９（６）：１８０１．ｄｏｉ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１９０６１８０１．

［８］ ＷａｎｇＦ，ＺｈａｎｇＳ，ＪｅｏｎＲ，ｅｔａｌ．Ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｇａｍｍａｉｎｄｕｃｅｓｒｅ-
ｖｅｒｓｉｂｌｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｒｅｐｒｏｇｒａｍｍｉｎｇｏｆＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｔｏｓｕｓｔａｉｎ
ｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄｐｒｏ-ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙａｃｔｉｖｉｔｙ［Ｊ］．ＥＢｉｏＭｅｄｉｃｉｎｅ，
２０１８，３０：３０３－１６．ｄｏｉ：１０．１０１６／ｊ．ｅｂｉｏｍ．２０１８．０２．００９．

［９］ ＷｅｉＷ，ＬｉＺＰ，ＢｉａｎＺＸ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｒａｐ
ｉｎｄｕｃｅｓｍａｃｒｏｐｈａｇｅｐｈｅｎｏｔｙｐｅｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｏＭ１ｖｉａｔｈｅＮｏｔｃｈ
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０１８－０７０５－ｙ．
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重组鼠 ＭＡＮＦ通过激活 ＳＩＲＴ１／ＡＭＰＫ信号通路参与
脓毒症诱导心肌损伤的保护作用
何　浩，李　成，胡　赛，夏风强，张　弛，王　静

［长沙市第四医院（湖南师范大学附属长沙医院）重症医学科，长沙　４１０００６］

摘要　目的　探讨中脑星形胶质细胞来源的神经营养因子（ＭＡＮＦ）通过激活ＳＩＲＴ１／ＡＭＰＫ信号通路在脓毒症诱导心肌损伤
中的保护作用。方法　４８只小鼠随机分为４组：对照组、重组鼠 ＭＡＮＦ（ｒｍＭＡＮＦ）组、盲肠结扎穿刺（ＣＬＰ）组和 ＣＬＰ＋ｒｍ-
ＭＡＮＦ组，每组１２只。ＣＬＰ后８ｈ检测存活率、脓毒症评分、肛温、血生化指标、心肌损伤病理指标及内质网应激（ＥＲＳ）相关蛋
白表达。将Ｈ９Ｃ２细胞分为对照（Ｃｏｎ）组、脂多糖（ＬＰＳ）组、ＬＰＳ＋ｒｍＭＡＮＦ组、ＬＰＳ＋ｒｍＭＡＮＦ＋ＥＸ５２７组和 ＬＰＳ＋ｒｍＭＡＮＦ＋
ＣｐｄＣ组。ＬＰＳ处理２４ｈ，收集细胞，分析细胞中ＥＲＳ蛋白表达和凋亡情况。结果　与ＣＬＰ组比较，ＣＬＰ＋ｒｍＭＡＮＦ组脓毒症
评分及血清乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）、肌酸激酶（ＣＫ）、天冬氨酸氨基转移酶（ＡＳＴ）、血尿素氮（ＢＵＮ）水平降低（Ｐ＜０.０１），肛门温
度、血清白蛋白（ＡＬＢ）水平升高（Ｐ＜０.０５）；ＣＬＰ＋ｒｍＭＡＮＦ组心脏组织中 ＭＡＮＦ表达显著增加（Ｐ＜０.０１），葡萄糖调节蛋白
７８（ＧＲＰ７８）、Ｃ／ＥＢＰ同源蛋白（ＣＨＯＰ）表达及 ＴＵＮＥＬ阳性细胞百分比显著降低（Ｐ＜０.０５）。体外实验中，ＬＰＳ刺激下调了
Ｈ９Ｃ２细胞中ＳＩＲＴ１和ＡＭＰＫ的表达，而ｒｍＭＡＮＦ进一步增加了ＳＩＲＴ１和ＡＭＰＫ的表达水平。与ＬＰＳ＋ｒｍＭＡＮＦ组比较，ＬＰＳ
＋ｒｍＭＡＮＦ＋ＥＸ５２７组和ＬＰＳ＋ｒｍＭＡＮＦ＋ＣｐｄＣ组 Ｈ９Ｃ２细胞中 ＧＲＰ７８、ＣＨＯＰ蛋白表达和细胞凋亡率增加（Ｐ＜０.０５）。结
论　ｒｍＭＡＮＦ通过激活ＳＩＲＴ１／ＡＭＰＫ信号通路抑制脓毒症诱导心肌损伤相关ＥＲＳ，进而保护心肌损伤。
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　　脓毒症诱导的心肌损伤（ｓｅｐｓｉｓ-ｉｎｄｕｃｅｄｍｙｏｃａｒ-
ｄｉａｌｉｎｊｕｒｙ，ＳＩＭＩ）无特效疗法，治疗策略主要是支持
性治疗，包括血液动力学支持、液体复苏、血管升压

治疗和变力药物治疗等［１－４］。然而，这些疗法并不

能解决疾病的潜在病理生理学问题。虽然 ＳＩＭＩ损
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