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１４３ 抑制 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症反应

张广芹ꎬ马梦娇ꎬ于晓璐ꎬ温传俊

(南京师范大学生命科学学院ꎬ分子细胞生物学研究所ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 机体异常炎症反应与各种疾病的发生息息相关. 实验室通过前期工作ꎬ筛选出抗炎效果较好的化合

物ꎬ并将其命名为 １４３. 通过 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞和 ＢＶ２ 细胞作为炎症细胞模型ꎬ用不同浓度的 １４３ 处理细

胞ꎬ观察其抗炎效应. 用 ＭＴＳ 检测不同浓度 １４３ 对细胞活力的影响ꎬＮＯ 试剂盒检测细胞培养上清 ＮＯ 含量的变

化ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＮＦ￣κＢ ｐ￣ｐ６５、ｉＮＯＳ、ＣＯＸ￣２ 蛋白的表达情况. 结果显示ꎬ１４３ 在浓度小于 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时对两

种细胞活力没有影响ꎻ１４３ 在浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时能显著抑制细胞上清中 ＮＯ 的含量ꎬ并显著抑制细胞中炎症相

关蛋白因子 ＮＦ￣κＢ ｐ￣ｐ６５、ｉＮＯＳ、ＣＯＸ￣２ 的表达.
[关键词] 　 １４３ꎬ炎症反应ꎬｉＮＯＳꎬＣＯＸ￣２ꎬＮＦ￣κＢ
[中图分类号]Ｑ２９１　 [文献标志码]Ａ　 [文章编号]１００１－４６１６(２０１９)０１－００９５－０７

Ｔｈｅ Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １４３ ｏｎ ＬＰＳ￣Ｉｎｄｕｃｅｄ
Ｃｅｌｌｕｌａｒ Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ Ｒｅｓｐｏｎｓｅ

Ｚｈａｎｇ ＧｕａｎｇｑｉｎꎬＭａ ＭｅｎｇｊｉａｏꎬＹｕ ＸｉａｏｌｕꎬＷｅｎ Ｃｈｕａｎｊｕｎ

(Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｌｉｆｅ ＳｃｉｅｎｃｅｓꎬＮａｎｊｉｎｇ Ｎｏｒｍａｌ ＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬＩｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎｄ Ｃｅｌｌ ＢｉｏｌｏｇｙꎬＮａｎｊｉｎｇ ２１００２３ꎬＣｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ:Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ａｂｎｏｒｍａｌｉｔｉｅｓ ａｒｅ ａ ｌａｒｇｅ ｇｒｏｕｐ ｏｆ ｄｉｓｏｒｄｅｒｓ ｔｈａｔ ｕｎｄｅｒｌｉｅ ａ ｖａｓｔ ｖａｒｉｅｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｄｉｓｅａｓｅｓ. Ｗｅ ｈａｖｅ
ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ａ ｃｏｍｐｏｕｎｄꎬｎａｍｅｄ ａｓ １４３ꎬｗｉｔｈ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ａｎｔｉ￣ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｅｆｆｅｃｔｓ. Ｔｈｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｓｔｕｄｙ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ
ｉｔｓ ｅｆｆｅｃｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｃｅｌｌ ｍｏｄｅｌｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ａｎｄ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ. ＭＴＳ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ １４３ ｏｎ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ. Ｔｈｅ ＮＯ ｋｉｔ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＮＯ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｃｅｌｌ ｃｕｌｔｕｒｅ
ｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣ｋＢ ｐ￣ｐ６５ꎬｉＮＯＳ ａｎｄ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
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Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ１４３ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｆａｃｔｏｒｓꎬｓｕｃｈ ａｓ ＮＦ￣ｋＢ ｐ￣ｐ６５ꎬｉＮＯＳꎬ
ＣＯＸ￣ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｃｅｌｌｓ.
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炎症反应对机体来说是一把双刃剑. 炎症反应是机体常见的一种抵御外界不良致病因子的一种反

应. 但是ꎬ过度的炎症反应是一些疾病的发病基础ꎬ如在一些自身免疫性疾病以及神经系统病变的疾病

中ꎬ炎性相关因子的表达都上升. 此外ꎬ有研究表明ꎬ外周炎症也能通过一定的途径引起中枢神经系统的

炎症[１] . 因此ꎬ寻找可以抑制过度炎症反应的药物及其可能的作用机制对于临床上炎症相关疾病的治疗

具有重要意义.
本实验室通过前期工作ꎬ筛选出一种抗炎效果较好的化合物ꎬ并命名为 １４３(图 １)ꎬ通过研究发现 １４３

可以通过抑制炎症信号通路中核因子－κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣ｋａｐｐａ ＢꎬＮＦ￣κＢ)的表达来抑制细胞炎症ꎬ此外ꎬ
其下游相关的炎性蛋白表达也降低ꎬ进而推测 １４３ 在细胞炎症的治疗方面可能具有一定的作用.

研究以小鼠单核巨噬细胞(ＲＡＷ２６４.７)和小鼠小胶质细胞(ＢＶ２)作为实验细胞ꎬ体外用 ＬＰＳ 诱导这

两种细胞来分别模拟外周炎症和中枢神经系统炎症ꎬ研究 １４３ 对 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症的作用.
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１　 材料和方法

１.１　 实验材料

合成的化合物 １４３ꎬ纯度大于 ９８％ꎬ将其粉末形式溶于 ＤＭＳＯ 中ꎬ浓度为 １０ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ并在－２０ ℃下保

存ꎻ高糖 ＤＭＥＭ 和胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)购自美国 Ｇｉｂｃｏ 生物公司ꎻ１００ Ｕ / ｍＬ 青霉素(ｐｅｎｉｃｉｌ￣
ｌｉｎ)、１００ Ｕ / ｍＬ 链霉素(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ)和含 ０.２５％的 ＥＤＴＡ 胰蛋白酶购自维森特公司ꎻＲＩＰＡ 裂解液和 Ａｃｒ￣
Ｂｉｓ 购自凯基生物科技有限公司ꎻＰ￣ｐ６５、ｉＮＯＳ、ＣＯＸ￣２ 抗体购自 ＣＳＴ 公司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 抗体购自迅贝生物科技

有限公司ꎻＥＣＬ 发光液、二抗(兔抗)购自 Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司ꎻＭＴＳ 购自 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司.
小鼠单核巨噬细胞白血病细胞(ＲＡＷ２６４.７)和小鼠小胶质细胞(ＢＶ２)为本实验室保存.

１.２　 实验方法

１.２.１　 ＲＡＷ２６４.７ 和 ＢＶ２ 细胞培养及分组

将冻存的细胞株快速复苏至含有适量培养基(含 １０％胎牛血清和 １％双抗的高糖 ＤＭＥＭ 完全培养

基)的培养皿中并轻轻混匀细胞. 置于含有 ５％的二氧化碳、３７ ℃培养箱中培养. 待细胞贴壁后ꎬＰＢＳ 清洗

换掉含有 ＤＭＳＯ 的培养基ꎬ此后每 ２ ｄ 换一次培养液. 当细胞密度达到 ８０％左右ꎬ用 １ ｍＬ ０.２５％胰蛋白酶

(含 ＥＤＴＡ)进行消化传代.
细胞分组:分别接种 ＲＡＷ２６４.７ 以及 ＢＶ２ 细胞于 ６ 孔板中ꎬ预培养后将细胞分组处理. ①对照组:细

胞不做任何处理ꎬ用 ０ μｍｏｌ / Ｌ、３ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 １４３ 处理细胞 ２０ ｈꎻ②实验组:用 ０ μｍｏｌ / Ｌ、
３ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 １４３ 预处理细胞 １ ｈꎬ之后用 ２ μｇ / ｍＬ 的 ＬＰＳ 持续刺激细胞共同作用细胞

２０ ｈ.
１.２.２　 ＭＴＳ 检测细胞增殖

取对数期的细胞消化后均匀地接种于 ９６ 孔板中ꎻ设置不同浓度梯度ꎬ每个浓度设置 ５ 个复孔ꎬ每孔加

入 １００ μＬ 培养基ꎬ置于细胞培养箱中培养 ４８ ｈ 后ꎬ将板内培养基吸走ꎬ用 ＰＢＳ 清洗一遍ꎬ每孔加入 １００ μＬ
培养基和 ２０ μＬ ＭＴＳ / ＰＭＳ 混合液(ＭＴＳ ∶ＰＭＳ ＝ ２０ ∶３ꎬ现配现用)ꎬ继续培养 ３ ｈꎬ将板子置于酶标仪上在

４９０ ｎｍ 处检测各孔的吸光值(ＯＤ 值) .
１.２.３　 上清 ＮＯ 含量检测

分别取对数生长期的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞和 ＢＶ２ 细胞接种于 ６ 孔板ꎬ细胞分组及处理方法同 １.２.１ꎬ细胞

培养结束后收集上清ꎬ按照 ＮＯ 检测试剂盒说明书进行操作来检测 ＮＯ 的释放情况ꎬ酶标仪 ５４０ ｎｍ 测定吸

光度.
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测相关蛋白表达

分别取对数生长期的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞和 ＢＶ２ 细胞接种于 ６ 孔板ꎬ细胞分组及处理方法同 １.２.１ꎬ细胞

培养结束后提取蛋白质ꎬ弃去培养基ꎬ用预冷的 ＰＢＳ 清洗 ２ 遍ꎬ每孔中加入 １５０ μＬ 裂解液(ＲＩＰＡ 强裂解

液ꎬ１００×ＰＭＳＦꎬ１０×ｃｏｃｋｔａｉｌ)置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎꎬ每 ５ ｍｉｎ 晃动一次使其充分裂解ꎻ收集细胞裂解液至 １.５
ｍＬ 的离心管中ꎻ在 ４ ℃离心机中ꎬ１２ ０００ ｒｐｍ 离心 １５ ｍｉｎꎬ吸取上清到新的离心管中ꎬ５×Ｓａｍｐｌｅ Ｂｕｆｆｅｒ 漩
涡震荡混匀ꎬ９９ ℃煮样 １０ ｍｉｎꎬ１０％、１２％的 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 恒压 ８０ Ｖ 电泳ꎬ当Ｍａｒｋｅｒ 在分离胶中分辨出条带ꎬ
将电压调至 １２０ Ｖꎻ恒流 ３３０ ｍＡꎬ９０ ｍｉｎ 将蛋白转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎻ５％的脱脂牛奶室温封闭 ２ ｈꎻ一抗ꎬ４ ℃
孵育过夜. 室温孵育二抗 ２ ｈꎻ用 ＥＣＬ 发光液显色ꎬ在凝胶成像系统中曝光成像.
１.２.５　 统计学分析

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ ６.０２ 软件对 ＮＯ 的检测数据进行分析ꎬ数据以均值(±ＳＥ)表示. Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对 Ｗｅｓｔｅｒｎ
Ｂｌｏｔ 结果进行灰度分析ꎬ采用 Ｏｒｉｇｉｎ ８.０ 软件对实验数据进行统计学分析并作图ꎬ组间差异用单因素方差

分析进行比较ꎬ数据以均值(±ＳＥ)表示ꎬ检验 Ｐ<０.０５ 为差异显著ꎬＰ<０.００１ 为差异极显著.

２　 实验结果

２.１　 ＭＴＳ 检测 １４３ 分别对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞以及 ＢＶ２ 细胞生长的作用

用不同浓度的 １４３ 分别处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞以及 ＢＶ２ 细胞 ４８ ｈꎬＭＴＳ 检测药物对细胞生长的影

响. 如图 １(ａ)所示ꎬ在 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中ꎬ与对照组相比ꎬ当 １４３ 浓度低于 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ对细胞的生长没

—６９—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



张广芹ꎬ等:１４３ 抑制 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症反应

图 １　 １４３ 的结构

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ １４３(２ꎬ４ꎬ５￣ｔｒｉｓ(４￣ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ) ￣１Ｈ￣ｉｍｉｄａｚｏｌｅ)

有明显的抑制作用ꎻ当 １４３ 浓度为 ２０ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ对细胞的生长具有一定的抑制作用 (Ｐ <
０.００１)ꎻ 当 药 物 浓 度 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ 对

ＲＡＷ２６４.７ 细胞生长具有极明显的抑制作用

(Ｐ<０.００１) .　
ＢＶ２ 细胞中药物对其生长作用如图 １(ｂ)

所示ꎬ与对照组相比ꎬ１４３ 浓度在 ２０ μｍｏｌ / Ｌ 浓

度内对细胞生长没有抑制作用ꎻ在 ４０ μｍｏｌ / Ｌ
时已经对细胞生长有极显著的抑制作用(Ｐ<
０.００１) . 此外ꎬ检测 １４３ 在 ＲＡＷ２６４.７ 以及 ＢＶ２
细胞 中 的 ＩＣ５０ 值ꎬ 如 图 １ ( ｃ ) 所 示ꎬ 在

ＲＡＷ２６４.７ 细胞中的 ＩＣ５０ 值为 ３１.８４ μｍｏｌ / Ｌꎬ
图 １( ｄ)显示 ＢＶ２ 细胞中的 ＩＣ５０ 值为 ５６. ７８
μｍｏｌ / Ｌ. 结合以上实验结果ꎬ在后续的实验中

处理细胞的最大浓度设置为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ对细胞的生长活力没有明显影响作用.

　 　 Ａ:不同浓度 １４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞活力影响ꎻＢ:不同浓度 １４３ 对 ＢＶ２ 细胞活力影响ꎻＣ:１４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞作用的 ＩＣ５０ 值ꎻＤ:１４３ 对 ＢＶ２ 细胞作用的 ＩＣ５０ 值ꎻ∗∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１ꎬｎ＝ ６) .
图 ２　 １４３ 对细胞活力影响

Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １４３ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ

２.２　 １４３ 对细胞培养上清中 ＮＯ 含量的影响

一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)作为一种“明星分子”被人们所熟知ꎬ其生成依赖于一氧化氮合成酶(ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬＮＯＳ) . 诱导型一氧化氮合成酶( ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ ｉＮＯＳ)是一氧化氮合成酶

(ＮＯＳ)同工酶的 ３ 种亚型之一ꎬ也能够催化 ＮＯ 的生成. 当机体产生异常炎症时ꎬ细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白的表达

就会上升ꎬ进而由其合成的 ＮＯ 含量就会异常增加ꎬ而大量的 ＮＯ 会参与巨噬细胞、淋巴细胞的毒性作用ꎬ
加重细胞的炎症反应ꎬ此外 ＮＯ 还与肿瘤的发生转移等密切相关[２] . 因此检测细胞上清中 ＮＯ 的含量可以

一定程度上反映细胞产生炎症的程度. 本实验中利用 ＮＯ 检测试剂盒来检测 １４３ 对细胞培养上清中 ＮＯ
释放含量的影响.

如图 ３Ｃ 所示ꎬ用 １４３ 处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞ꎬ与空白对照组相比ꎬ加入 １４３ 浓度为 ３ μｍｏｌ / Ｌ 时上清中

ＮＯ 释放量降低(Ｐ<０.０１)ꎬ加入 １４３ 浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时上清中 ＮＯ 的含量显著性降低(Ｐ<０.００１)ꎻ经 １４３
预处理 １ ｈ 之后再用 ＬＰＳ 刺激细胞 ２０ ｈ 之后ꎬ与非 １４３ 预处理组相比ꎬ细胞培养的上清中 ＮＯ 含量显著性

降低(Ｐ<０.００１)ꎬ说明 １４３ 对 ＬＰＳ 诱导的细胞释放 ＮＯ 具有抑制作用.
—７９—
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此外ꎬ还在 ＢＶ２ 细胞中检测了 １４３ 对上清中 ＮＯ 含量的影响ꎬ如图 ３Ｄ 所示ꎬ用 １４３ 预处理细胞 １ ｈ 之

后再加入 ＬＰＳ 刺激细胞 ２０ ｈꎬ与非预处理组相比ꎬ１４３ 在浓度 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时对细胞中 ＬＰＳ 诱导的细胞释放

ＮＯ 具有抑制作用(Ｐ<０.００１) .

　 　 Ａ:ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ＮＯ 释放标准曲线ꎻＢ:ＢＶ２ 细胞中 ＮＯ 释放标准曲线ꎻＣ:１４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＮＯ 释放影响ꎻＤ:１４３ 对

ＢＶ２ 细胞 ＮＯ 释放影响ꎻ∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.０１)ꎻ∗∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)ꎻ＃＃＃:与空白对照组相比(Ｐ<０.
００１) .

图 ３　 １４３ 对细胞释放 ＮＯ 的影响

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ １４３ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＮＯ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ａｎｄ ＢＶ２ ｃｅｌｌｓ

　 　 Ａ:１４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白的表达影响ꎻＢ:灰度分析 ｉＮＯＳ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量ꎻＣ:１４３ 对 ＢＶ２ 细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白的表

达影响ꎻＤ:灰度分析 ｉＮＯＳ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量ꎻ∗∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)ꎻ＃:与空白对照组相比(Ｐ<０.０５)ꎻ＃＃＃:与空白对

照组相比(Ｐ<０.００１) .
图 ４　 １４３ 对细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １４３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉＮＯＳ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ

２.３　 １４３ 对细胞中炎症相关蛋白表达的影响

２.３.１　 １４３ 对细胞中 ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ￣２ 蛋白表达的影响

分别在两种细胞中ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测与炎症相关的 ｉＮＯＳ 以及 ＣＯＸ￣２ 蛋白的表达情况.

—８９—
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张广芹ꎬ等:１４３ 抑制 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症反应

如图 ４Ａ 所示ꎬ在 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中ꎬ正常情况下ꎬｉＮＯＳ 蛋白的表达水平较低ꎬ加入 ２ μｇ / ｍＬ 的 ＬＰＳ
刺激细胞之后ꎬ细胞中该蛋白的表达明显增加ꎬ分别用 ３ μｍｏｌ / Ｌ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 １４３ 预处理细胞 １ ｈ
之后再加入 ＬＰＳ 刺激细胞ꎬ发现相较于非 １４３ 预处理组ꎬｉＮＯＳ 蛋白的表达均有不同程度的下降ꎬ并且用浓

度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 的 １４３ 预处理的细胞中该蛋白表达下降的更明显.
在 ＢＶ２ 细胞中ꎬ如图 ４Ｃ 所示ꎬｉＮＯＳ 蛋白在正常情况下表达是较低的ꎬ经 １４３ 预处理后再用 ＬＰＳ 刺激

后ꎬ与未用 １４３ 处理组对比ꎬｉＮＯＳ 蛋白的表达水平有所降低.
从图中可以看出ꎬ１４３ 对 ＬＰＳ 诱导的两种细胞中 ｉＮＯＳ 蛋白的表达都有抑制作用ꎬ但是在浓度为

３ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＢＶ２ 细胞中的抑制作用没有 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中明显. 推测可能与这两种细胞各自的特质有

关ꎬＢＶ２ 细胞参与神经系统抵御各种不良外界刺激ꎬ而 ＲＡＷ２６４.７ 细胞是外周系统的免疫细胞ꎬ两种细胞

对该化合物的吸收效率不同可能会使结果有所差异.
环氧化酶 ２(ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ ２ꎬＣＯＸ￣２)是环氧化酶(ｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅꎬＣＯＸ)的两种亚型之一. 已有研究表

明ꎬＣＯＸ￣２ 基因的启动子上具有 ＮＦ￣κＢ 的结合位点. 当 ＮＦ￣κＢ 被激活之后入核ꎬ引起下游与炎症相关靶蛋

白表达的上调ꎬ而 ＣＯＸ￣２ 作为靶蛋白之一也被激活ꎬ进一步加剧炎症反应. 因此ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测

ＣＯＸ￣２ 蛋白的表达情况来观察 １４３ 对炎症反应的作用. 如图 ５Ａ 和 ５Ｃ 所示ꎬ两种细胞在正常情况下 ＣＯＸ￣２
蛋白表达水平都较低ꎬ加入 ＬＰＳ 诱导之后ꎬ细胞中 ＣＯＸ￣２ 蛋白的表达显著增加ꎬ分别用 ３ μｍｏｌ / Ｌ 和 １０
μｍｏｌ / Ｌ 浓度的 １４３ 预处理细胞 １ ｈ 之后再加入 ＬＰＳ 刺激细胞ꎬ两种细胞中该蛋白的表达均下降ꎬ并且在

浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时的抑制效果更加明显. 提示 １４３ 对 ＬＰＳ 诱导的细胞炎症反应具有一定的抑制效应.

　 　 Ａ:１４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 ＣＯＸ￣２ 蛋白的表达影响ꎻＢ:灰度分析 ＣＯＸ￣２ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量ꎻＣ:１４３ 对 ＢＶ２ 细胞中 ＣＯＸ￣２ 蛋白的

表达影响ꎻＤ:灰度分析 ＣＯＸ￣２ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量ꎻ∗∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)ꎻ＃＃:与空白对照组相比(Ｐ<０.０１)ꎻ＃＃＃:与空

白对照组相比(Ｐ<０.００１) .
图 ５　 １４３ 对细胞中 ＣＯＸ￣２蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １４３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＯＸ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃｅｌｌｓ

２.３.２　 １４３ 对 ＬＰＳ 诱导的细胞中 ＮＦ￣κＢ Ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达的影响

ＮＦ￣κＢ 核转录因子下游有众多的靶基因ꎬ如:与免疫相关的受体ꎬ炎症相关的因子等ꎬ因此参与了免疫

细胞激活、细胞凋亡、炎症反应及自身免疫性疾病等多个过程[３] . 在哺乳动物中ꎬＮＦ￣κＢ 通常以 ｐ５０￣ｐ６５ 二

聚体的形式维持静息状态ꎬ在炎症刺激下被激活之后ꎬ其抑制蛋白 ＩκＢ 对该二聚体的抑制作用解除ꎬ
ＮＦ￣κＢ 入核参与下游转录反应ꎬ因此检测 ｐ６５ 反映了 ＮＦ￣κＢ 在炎症刺激下的激活情况. 在检测完 ＮＦ￣κＢ
下游的相关蛋白分子后ꎬ我们用 １４３ 预处理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 １ｈꎬ之后用 ＬＰＳ 诱导该细胞ꎬ共同作用细胞

２０ ｈ 后检测 ＮＦ￣κＢ Ｐ￣Ｐ６５ 蛋白的表达情况ꎬ由图 ６ 可知ꎬ１４３ 在浓度为 ３ μｍｏｌ / Ｌ 时对 ＮＦ￣κＢ Ｐ￣Ｐ６５ 的蛋

—９９—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４２ 卷第 １ 期(２０１９ 年)

白表达有一定的抑制作用ꎬ在浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＮＦ￣κＢ Ｐ￣Ｐ６５ 的蛋白表达已经明显下降.

　 　 Ａ:１４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞中 Ｐ￣Ｐ６５ 蛋白的表达影响ꎻＢ:灰度分析 Ｐ￣Ｐ６５ / β￣ａｃｔｉｎ 相对表达量ꎻ∗:与空白对照

组相比(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗∗:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)
图 ６　 １４３ 对 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ􀆰 ６　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ １４３ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｐ￣Ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ

３　 讨论

慢性炎症与肿瘤的关系最早是在 １８６３ 年由 Ｒｕｄｏｌｆ Ｖｉｒｃｈｏｗ 教授在人类肿瘤中发现有淋巴细胞浸入的

现象而提出ꎬ随着研究深入ꎬ炎症已被列为癌症的七大特征之一[４－５] . 近年来ꎬ越来越多的研究表明ꎬ外周

炎症与中枢神经系统的炎症有着密切的关系. 手术等各种外伤引发的外周炎症会激活中枢神经系统炎

症ꎬ造成认知功能障碍等[６] . 所以本实验中选取小鼠单核巨噬细胞(ＲＡＷ２６４.７)和与神经中枢有密切关系

的小鼠小胶质细胞(ＢＶ２)两种细胞作为炎症实验模型ꎬ观察 １４３ 对这两种细胞炎症的抑制作用.
ＮＦ￣κＢ 是一种普遍存在的转录因子ꎬ因其在先天免疫反应中的作用而众所周知. 众多的研究表明该

蛋白是炎症信号通路中的经典蛋白. 正常情况下ꎬＮＦ￣κＢ 在胞质中以二聚体的形式维持静息状态ꎬ当被活

化后ꎬＮＦ￣κＢ 恢复转录活性并转移到细胞核内ꎬ进而引起下游相关因子的转录激活[７] . 通过实验ꎬ推测 １４３
可能是通过抑制 ＮＦ￣κＢ 的表达来缓解细胞炎症反应.

ＮＦ￣κＢ 信号通路下游的诱导型一氧化氮合酶( ｉＮＯＳ)和环氧合酶－２(ＣＯＸ￣２)是参与炎症反应的关键

的调节因子. 在正常生理情况下ꎬ各组织细胞的 ｉＮＯＳ 活性几乎不表达ꎬ病理状况下主要受一些细胞因子

的诱导而激活ꎬ如干扰素－α、肿瘤坏死因子－β 、脂多糖(ＬＰＳ)、白介素－１ 等可激活 ＮＦ￣κＢ、蛋白激酶等ꎬ诱
导 ｉＮＯＳ 表达引起一氧化氮(ＮＯ)合成增加[２] . ＮＯ 的过量表达又会反作用于 ｉＮＯＳꎬ使得炎症反应更剧

烈. 此外ꎬ实验中显示 １４３ 对 ｉＮＯＳ 表达影响较强ꎬ而对 ＮＯ 的释放影响较弱ꎬ这与 ＮＯ 的不稳定性密切相

关. ＮＯ 是一种不稳定的自由基气体ꎬ携带一个未配对的电子ꎬ生物半衰期只有 ３ ｓ~５ ｓꎬ因此检测到的 ＮＯ
和诱导其产生的蛋白的表达相比ꎬ含量会有所降低.

环氧合酶(ＣＯＸ)是前列腺素(ＰＧｓ)合成过程中重要的限速酶[２] . 其中环氧合酶 ２(ＣＯＸ￣２)在 ＬＰＳ 的

诱导下表达会上调ꎬ进而引起 ＰＧＥ２、ＰＧＦ２ 等前炎症因子的含量升高ꎬ使得机体产生炎症[８] . 反过来ꎬ这些

前炎症因子又可以使 ｉＮＯＳ 以及 ＣＯＸ￣２ 蛋白表达上升ꎬ使得炎症反应进一步加强[９] . 已有研究表明ꎬｉＮＯＳ
基因上有 ＮＦ￣κＢ 的应答元件ꎬＣＯＸ￣２ 基因的启动子上也具有 ＮＦ￣κＢ 的结合位点[１０] . 这表明 ＮＦ￣κＢ 可能通

过直接作用于这两个靶蛋白进而调节下游因子的转录与激活. 但是实验中 １４３ 对 ＣＯＸ￣２ 蛋白的抑制作用

并没有 ｉＮＯＳ 蛋白的抑制作用明显ꎬ推测虽然二者都是 ＮＦ￣κＢ 下游的靶蛋白ꎬ但是其参与调控的功能可能

侧重不同ꎬｉＮＯＳ 更多的是参与机体炎症反应ꎬ而更多的报道显示 ＣＯＸ￣２ 蛋白与癌症的发生密切相关.
机体产生炎症反应是一个复杂的过程ꎬＮＦ￣κＢ 信号通路在有关炎症治疗方面的研究热度也一直居高

不下. 本实验表明 １４３ 能抑制 ＮＦ￣κＢ 的激活ꎬ进而抑制下游相关靶蛋白 ｉＮＯＳ 和 ＣＯＸ￣２ 的表达来抑制炎症

反应. 这为该化合物作为抑制炎症反应的作用做了初步的探讨ꎬ但是 １４３ 抑制 ＮＦ￣κＢ 的作用机制以及与

该通路相关的可能上游蛋白分子还有哪些问题则有待于进一步研究.
１４３ 是咪唑化合物ꎬ含有 ３ 个硝基ꎬ咪唑环是产生组胺、组氨酸生物活性并在生物体中起生理作用的

重要基团. 咪唑环是在结构中含有 ２ 个氮原子的五元芳香族氮杂环ꎬ并且可能产生各种非共价相互作用ꎬ
例如氢键ꎬ与金属离子的配位和 ２π 键相互作用. 目前ꎬ许多咪唑化合物已被临床用作抗炎、杀菌、抗癌等
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药物ꎬ如咪唑斯汀、左旋咪唑、硝基呋喃、替莫唑胺等[１１－１３] . 研究提示 １４３ 有望作为一种抗炎化合物来抑制

炎症反应ꎬ而这种含有 ３ 个硝基的咪唑化合物在体内作用的安全性以及药物毒性还有待研究.
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