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ＰＱＱ 对巨噬细胞炎症抑制及机制的初步研究
刘海霞ꎬ蔡秀丽ꎬ金　 冬ꎬ张广芹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] 　 探讨吡咯喹啉醌(ＰＱＱ)对 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞炎症因子基因表达的影响及机制. 培养 ＲＡＷ２６４.７ 细

胞、ＢＭＤＭ 细胞和 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎬ分为对照组和实验处理组ꎬ用 ＭＴＴ 方法检测 ＰＱＱ 对细胞增殖的影响ꎬ并分别用

ＲＴ￣ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测各炎症因子的基因及蛋白表达情况. ＰＱＱ 预处理能使 ＬＰＳ 诱导的炎症因子表达量

下降ꎬ并使 Ｐ￣Ｐ６５ 蛋白表达下降ꎬＮｒｆ２ 蛋白表达增加. ＰＱＱ 预处理降低细胞内炎症反应ꎬ这一过程可能通过增加

Ｎｒｆ２ 表达和抑制 ＮＦ￣κＢ 表达而发挥作用.
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吡咯喹啉醌(ｐｙｒｒｏｌｏｑｕｉｎｏｌｉｎｅ ｑｕｉｎｉｎｅꎬＰＱＱ)是一种带负电荷的、水溶性的复合物ꎬ具有氧化还原作用

的醌类[１]ꎬ并具有清除自由基的作用[２] . 在生物体内可发挥多种生物学作用ꎬ如促进动物的生长发育、细
胞增殖、保护神经细胞并促进其生长因子的分泌[３] . 最近有研究发现ꎬＰＱＱ 抑制类风湿性关节炎和神经胶

质细胞的炎症[４]ꎬ由此推测ꎬＰＱＱ 对 ＬＰＳ 诱导的炎症反应也有相同的作用. 炎症反应是一种保护免疫系统

的应激反应ꎬ过度强烈的炎症反应会导致全身炎症反应综合征[５] . 巨噬细胞是一类广泛分布于全身组织

中的免疫细胞ꎬ活化后可产生多种炎症因子ꎬ其中脂多糖( ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅꎬＬＰＳ)是最主要的病原相关分

子[６] . 因此如何抑制 ＬＰＳ 诱导产生的炎症具有重要的临床意义. 本实验以 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞为研究对

象ꎬ观察研究了 ＰＱＱ 对其炎症反应的抑制作用ꎬ并初步探讨了其作用机制.

１　 材料与方法

１.１　 实验材料

胎牛血清(Ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)和高糖 ＤＭＥＭ、ＡＭＥＭ 培养基购自 Ｇｉｂｃｏ 生物公司ꎻ１００ Ｕ / ｍＬ 青霉

素(Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ)、１００ Ｕ / ｍＬ 链霉素(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ)和胰蛋白酶购自维森特公司ꎻ抗体均购自 ＣＳＴ 公司ꎻ反转

录试剂盒和 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 试剂盒均购自 Ｔａｋａｒａ 公司ꎻ兔抗人 ＧＡＰＤＨ 多克隆抗体购自巴傲得公司ꎻＭＴＳ 购自

Ｐｒｏｍｅｇａ 公司ꎻ小鼠单核巨噬细胞白血病细胞(ＲＡＷ２６４.７)、人急性单核细胞白血病单核细胞株(ＴＨＰ￣１)、
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小鼠骨髓来源巨噬细胞(ｂｏｎｅ ｍａｒｒｏｗ ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓꎬＢＭＤＭ)为原代分离细胞.
１.２　 实验方法

１.２.１　 ＲＡＷ２６４.７ 细胞培养

将液氮中的 ＲＡＷ２６４.７ 细胞株取出ꎬ在 ４２ ℃水浴锅中快速晃动至融化. 在超净工作台中吸取细胞悬

液到含有适量 ＤＭＥＭ 完全培养液(含有 １０％ ＦＢＳ、ＤＭＥＭ、双抗)ꎬ十字交叉法混匀细胞ꎬ置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２

培养箱中培养. 待约 ８ ｈ 后ꎬ弃培养基ꎬＰＢＳ 洗去未贴壁细胞ꎬ加入新鲜培养液. 当细胞密度达到 ８０％左右ꎬ
胰酶消化传代.
１.２.２　 ＴＨＰ￣１ 细胞培养

将液氮中的 ＴＨＰ￣１ 细胞株取出ꎬ在 ４２ ℃水浴锅中快速晃动至融化. 在超净工作台中吸取细胞悬液到

离心管中ꎬ放入离心机中 １ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３ ｍｉｎꎬ在超净工作台中弃去上清ꎬ加入 １ ｍＬ 含 １０％胎牛血清、
青霉素和链霉素的 ＲＰＭＩ １６４０ 完全培养基ꎬ混匀细胞ꎬ将其加入含有 ７ ｍＬ 培养基的 １０ ｃｍ 皿中ꎬ混匀细

胞ꎬ置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中培养. 此后每天添加 ２ ｍＬ 培养液. 当细胞密度达到 ９０％左右ꎬ离心弃去培

养液ꎬ加入新鲜培养基混匀ꎬ按 １ ∶３ 进行传代培养.
１.２.３　 ＢＭＤＭ 细胞的获取和培养

(１)收集 Ｌ９２９ 细胞培养上清的方法:ＡＭＥＭ 培养基(含 １０％ ＦＢＳ)于 ３７ ℃、５％的 ＣＯ２ 孵箱中培养

Ｌ９２９ 细胞 ４ ｄꎬ收集细胞上清ꎬ最后利用滤器(０. ２２ μｍｏｌ / Ｌ)过滤后备用.
(２)分离小鼠骨髓:首先将周龄 ８ ｗ~１０ ｗ 的 Ｃ５７ＢＬ / ６ 小鼠颈椎脱臼处死ꎬ放置在 ７５％的乙醇消毒 ５

ｍｉｎꎬ放入超净工作台ꎬ暴露和分离小鼠股骨及胫骨ꎬ并放在含有冰的 ＰＢＳ 的 １０ ｃｍ 皿中ꎬ将小鼠肌肉组织

切除ꎬ剪掉关节面暴露骨髓腔ꎬ用注射器吸取 ＡＭＥＭ(１０％ ＦＢＳ)冲洗骨髓腔ꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后收

集骨髓.
(３)Ｌ９２９ 细胞培养上清诱导分化巨噬细胞:将 Ｌ９２９ 细胞上清与含 ＡＭＤＭ(１０％ ＦＢＳ)１ ∶４ 比例充分混

匀ꎬ然后加入离心管吹打收集的小鼠骨髓使其成为单细胞悬液ꎬ最后将细胞悬液铺于细胞培养皿中ꎬ十字

交叉混匀ꎬ放置 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 孵箱中培养ꎬ培养过程中的第 ３ ｄ(不洗)、第 ５ ｄ 更换新鲜完全培养基ꎬ第 ７
ｄ 获得成熟的 ＢＭＤＭ[８] .
１.２.４　 ＭＴＴ 检测细胞增殖

取对数生长期的细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ分 ６ 组实验. 每组设 ５ 个复孔ꎬ置于 ３７ ℃、５％ ＣＯ２ 培养箱中

培养过夜. 培养 ２４ ｈꎬ弃去培养液ꎬＰＢＳ 清洗一遍ꎬ每孔加入 １００ μＬ ＤＭＥＭ 完全培养液和 ２０μＬ ＭＴＳ / ＰＭＳ
(２０ ∶３)混合液ꎬ继续培养 ４ ｈꎬ在酶标仪上于 ４９０ ｎｍ 处测定各孔的光吸收值(ＯＤ 值) .
１.２.５　 ＲＮＡ 提取以及 ＲＴ￣ｑＰＣＲ 分析

利用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂按照说明书提取 ＲＮＡꎬ用 ＤＥＰＣ 水溶解并用 ＮａｎｏＤｒｏｐ 分光光度仪测定合格后ꎬ按照

Ｔａｋａｒａ 反转录试剂盒说明书反转录得到 ｃＤＮＡꎬ并检测 ｍＲＮＡ 的表达水平.
１.２.６　 蛋白提取以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析

吸去培养基ꎬ用 １×ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ加入含有 １ ｍｍｏｌ / Ｌ ＰＭＳＦ 和 ｃｏｃｋｔａｉｌ 的 ＲＩＰＡ 裂解液置冰上裂解细胞

３０ ｍｉｎꎬ每隔 ５ ｍｉｎ 摇晃一次ꎬ充分裂解细胞ꎬ收集于 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ将上清转

移至新的 １.５ ｍＬ ＥＰ 管ꎬ加入 ５×Ｓａｍｐｌｅ Ｂｕｆｆｅｒ 充分混匀ꎬ９５ ℃煮样 １０ ｍｉｎ. １０％、１２％ ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝

胶恒压 ８０ Ｖ 电泳ꎬ等 ｍａｒｋｅｒ 在分离胶微散开ꎬ将电压改为 １２０ Ｖ. 恒流 ３３０ ｍＡꎬ９０ ｍｉｎ 转移到 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ
用 ５％脱脂牛奶封闭膜 １２０ ｍｉｎꎬ一抗 ４ ℃孵育过夜ꎬ３７ ℃孵育相应二抗 １ ｈ~２ ｈꎬ利用 ＥＣＬ 显色并用化学

发光成像系统显示目的条带.
１.２.７　 统计学处理

采用 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检验 Ｐ<０.０５ 为差异显著ꎬＰ<０.０１ 为差异极显著.

２　 实验结果

２.１　 ＰＱＱ 预处理对 ＬＰＳ 诱导 ＲＡＷ２６４.７ 细胞的生长作用

各组加药处理 ２４ ｈꎬＭＴＴ 检测细胞增殖情况ꎬ如图 １ 所示. 实验中ꎬ加入 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＱＱ 对 ＲＡＷ２６４.７
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　 　 ＃:与空白对照组相比(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗:与 ＬＰＳ 组相比

(Ｐ<０.０１)
＃:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ＮＣ(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ

ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０１)
图 １　 ＰＱＱ预处理对 ＬＰＳ诱导ＲＡＷ２６４.７细胞的生长作用

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＱＱ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ
ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｇｒｏｗｔｈ

生长有一定促进作用ꎬ这说明 ＰＱＱ 对细胞生长无害ꎻ只加

入 ＬＰＳ 组ꎬ２４ ｈ 后细胞活力显著低于对照组(Ｐ<０.０５)ꎻ而
加入一定浓度 ＰＱＱ 预处理 １ ｈ 后再加入 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈꎬ在
ＰＱＱ 浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ、３０ μｍｏｌ / Ｌ 时细胞活力

均极显著地高于 ＬＰＳ 单独处理组(Ｐ<０.０１)ꎬ提示 ＰＱＱ 预

处理对 ＬＰＳ 诱发的细胞生长抑制有一定的缓解作用.
２.２　 ＰＱＱ 预处理对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１ 细胞炎症因子基因

表达的影响

利用 Ｑ￣ＰＣＲ 检测 ＴＨＰ￣１ 细胞中炎症因子的表达. 如

图 ２ 所示ꎬ在空白对照组ꎬ ＴＨＰ￣１ 细胞中 ＩＬ￣６、 ＴＮＦ￣α、
ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达水平较低ꎬ为 １ μｇ / ｍ. ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈ 后ꎬ
ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 表达水平均显著增加ꎻ而在 ＰＱＱ
预处理 １ ｈ 后再加入 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈꎬ当 ＰＱＱ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ、
１０ μｍｏｌ / Ｌ、３０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ９０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ分别使 ＬＰＳ 诱导

的 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣６ 表达水平明显下降ꎬ提示 ＰＱＱ 可显著抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α 和 ＩＬ￣
６ ｍＲＮＡ 表达量的增加.

　 　 Ａ:ＴＨＰ￣１ 细胞 ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ 的表达ꎻＢ:ＴＨＰ￣１ 细胞 ＴＮＦ￣α 的表达ꎻＣ:ＴＨＰ￣１ 细胞 ＩＬ￣６ 的表达.＃＃＃:与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)ꎬ
∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.０１)ꎬ∗∗∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.００１)

Ａ.Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１β ｍＲＮＡ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ. Ｂ.Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＴＮＦ￣α ｍＲＮＡ ｉｎ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ. Ｃ.Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣６ ｍＲＮＡ ｉｎ
ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ. ＃＃＃:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ＮＣ(Ｐ<０.００１)ꎬ∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ< ０.０５)ꎬ∗∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗:
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.００１)

图 ２　 ＰＱＱ 预处理对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１细胞炎症因子基因表达的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＰＱＱ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ Ｃｅｌｌｓ

２.３　 ＰＱＱ 对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１、ＢＭＤＭ 细胞 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响

在 ＴＨＰ￣１ 细胞中利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的表达. 如图 ４ Ａ、Ｂ 所示ꎬ在空白对照

组和只有 ＰＱＱ 组中ꎬＴＨＰ￣１ 细胞中 Ｐ￣Ｐ６５ 表达水平较低ꎬ加入 ２００ ｎｇ / ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎ 后ꎬＰ￣Ｐ６５ 表达

水平均极显著增加ꎻ而在 ＰＱＱ 预处理 １ ｈ 后加入 ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ５０ μｍｏｌ / Ｌ 的 ＰＱＱ 均可阻

断 ＬＰＳ 诱导的 Ｐ￣Ｐ６５ 表达增加ꎬ其中以 ＰＱＱ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ 时作用更明显.
在 ＢＭＤＭ 细胞中利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 检测细胞中 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的表达. 如图 ３Ｃ、Ｄ 所示ꎬ在空白对照

组和 ＰＱＱ 组ꎬＢＭＤＭ 细胞中 Ｐ￣Ｐ６５ 表达水平较低ꎬ加入 ２００ ｎｇ / ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎ 后ꎬＰ￣Ｐ６５ 表达水平均

极显著增加ꎻ而在 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＱＱ 预处理 １ ｈ 后加入 ２００ ｎｇ / ｍＬ ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎ 后ꎬＰ￣Ｐ６５ 表达与 ＬＰＳ 组
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相比极显著下降.

　 　 Ａ.ＰＱＱ 处理 ＴＨＰ￣１ 细胞 １ ｈ 后加 ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｐ￣Ｐ６５ 的蛋白表达ꎻ Ｂ.灰度分析 Ｐ￣Ｐ６５ / ＧＡＰＤＨ 相对表达量ꎻ
Ｃ.ＰＱＱ 处理 ＢＭＤＭ 细胞 １ ｈ 后加 ＬＰＳ 刺激 ３０ ｍｉｎꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｐ￣Ｐ６５ 的蛋白表达ꎻ Ｄ.灰度分析 Ｐ￣Ｐ６５ / ＧＡＰＤＨ 的相对表达量. ＃＃＃:
与空白对照组相比(Ｐ<０.００１)ꎻ∗∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.０１)ꎻ∗∗∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.００１)

Ａ.ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＰＱＱ ｆｏｒ １ ｈꎬａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ￣ｐ６５ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ. Ｂ.Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐ￣ｐ６５ / ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ. Ｃ.ＢＭＤＭ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＰＱＱ ｆｏｒ １ ｈꎬａｎｄ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｐ￣ｐ６５ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｄ.Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｐ￣ｐ６５ / ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ. ＃＃＃:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ＮＣ
(Ｐ<０.００１)ꎬ∗∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐꎬ∗∗∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.００１)

图 ３　 ＰＱＱ 对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１、ＢＭＤＭ 细胞 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＱＱ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ

２.４　 ＰＱＱ 预处理对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１、ＲＡＷ２６４.７ 细胞 Ｎｒｆ２ 蛋白表达的影响

Ｎｒｆ２ꎬＣＮＣ(ｃａｐ'ｎ'ｃｏｌｌａｒ)家族成员ꎬ包括碱性亮氨酸拉链区域ꎬＮｒｆ２ 连接于相解毒 /抗氧化酶和相关应

激反应蛋白启动区的抗氧化反应元件部位ꎬ参与这些基因的调控. 有研究表明ꎬＮｒｆ２ 可以抵抗炎症刺激ꎬ
抑制细胞组织受到炎症损伤. 所以接下来检测了 ＰＱＱ 作用与 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞里 Ｎｒｆ２ 的蛋白表达情

况. 如图 ４Ａ、Ｂ 所示ꎬ只加入 １０μＭ ＰＱＱ 组与空白对照组相比ꎬＮｒｆ２ 的表达显著增加ꎬＬＰＳ 组其表达量也比

空白对照组极显著增加. 而加入 ＰＱＱ 预处理 １ ｈ、加入 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈ 后ꎬＰＱＱ 浓度依赖地引起 ＬＰＳ 刺激诱

导的 Ｎｒｆ２ 表达量增加. 如图 ４Ｃ、Ｄ 所示ꎬ只加入 ２０ μｍｏｌ / Ｌ ＰＱＱ 组与空白对照组相比ꎬＮｒｆ２ 的表达极显著

增加ꎬＬＰＳ 组其表达量也比空白对照组极显著增加. 而加入 ＰＱＱ 预处理 １ ｈ、加入 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈ 后ꎬ当
ＰＱＱ 浓度为 １０ μｍｏｌ / Ｌ、２０ μｍｏｌ / Ｌ、５０ μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬＮｒｆ２ 表达量比 ＬＰＳ 组极显著增加. 由此可见ꎬ加 ＬＰＳ 能

促进细胞 Ｎｒｆ２ 的表达ꎬ而 ＰＱＱ 预处理可以进一步促进 ＬＰＳ 诱导的 Ｎｒｆ２ 的表达.

３　 讨论

革兰氏阴性菌常引起感染性休克ꎬ内毒素激活宿主的免疫系统ꎬ产生大量的细胞因子和内源性介质ꎬ
作用于机体器官ꎬ导致组织细胞代谢紊乱ꎬ并出现功能性紊乱ꎬ最后甚至引起器官衰竭. 巨噬细胞是体内

免疫重要细胞ꎬ在体内免疫反应中起重要的作用ꎬ它通过激活机体的免疫系统ꎬ释放细胞因子[９]ꎬ参与炎

症反应. 转录因子 ＮＦ￣κＢ 是炎症的关键调节剂ꎬ被激活后可以诱导多种基因的表达ꎬ从而产生多种细胞因

子参与炎症反应ꎬ也可抑制 ＡＲＥ 依赖性基因的转录. ＡＲＥ 可与 Ｎｒｆ２ 结合ꎬ从而启动目标基因转录. 在生理

条件下ꎬＮＦ￣κＢ 是无活性的ꎬ并通过绑定其抑制激酶ꎬ核因子 κＢ 激酶亚基 β( ＩＫＫ￣β)蛋白的抑制剂在细胞

质中螯合. 在病理条件如氧化应激、细菌内毒素和细胞因子ꎬＮＦ￣κＢ 可以被激活[１０] . Ｎｒｆ２ꎬＣＮＣ( ｃａｐ 'ｎ '
ｃｏｌｌａｒ)家族成员ꎬ包括碱性亮氨酸拉链区域[１１]ꎬＮｒｆ２ 连接于相解毒 /抗氧化酶和相关应激反应蛋白启动区

的抗氧化反应元件部位ꎬ参与这些基因的调控. 有研究表明ꎬＮｒｆ２ 可以抵抗炎症刺激ꎬ抑制细胞组织受到
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刘海霞ꎬ等:ＰＱＱ 对巨噬细胞炎症抑制及机制的初步研究

　 　 Ａ.ＰＱＱ 处理 ＴＨＰ￣１ 细胞 １ｈ 后 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｎｒｆ２ 的蛋白表达ꎻ Ｂ.灰度分析其 Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ 相对表达量ꎻ Ｃ.ＰＱＱ 处

理 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 １ ｈ 后 ＬＰＳ 刺激 ２４ ｈꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 Ｎｒｆ２ 的蛋白表达ꎻ Ｄ.灰度分析其 Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ 相对表达量. ＃:与空白对照组相

比(Ｐ<０.０５)ꎻ∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.０５)ꎻ∗∗:与 ＬＰＳ 组相比(Ｐ<０.０１)
Ａ.ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＰＱＱ ｆｏｒ １ ｈꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ. Ｂ.Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ. Ｃ.ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｆｏｒ ２４ ｈ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ＰＱＱ ｆｏｒ １ｈꎬａｎｄ
ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｄ.Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ Ｎｒｆ２ / ＧＡＰＤＨ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｇｒａｙ ｌｅｖｅｌ. ＃:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ＮＣ(Ｐ<
０.０５)ꎬ∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０５)ꎬ∗∗:ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ ｇｒｏｕｐ(Ｐ<０.０１)

图 ４　 ＰＱＱ 预处理对 ＬＰＳ 诱导 ＴＨＰ￣１细胞 Ｎｒｆ２ 蛋白表达的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＰＱＱ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｎｒｆ２ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ

炎症损伤[１２－１３] . 此外ꎬ在小鼠原代培养的星形胶质细胞中ꎬＮＦ￣κＢ 的活性和促炎细胞因子的表达在 Ｎｒｆ２
敲除星形胶质细胞中比在野生型星形胶质细胞中显著更多[１４] . 因此功能 Ｎｒｆ２ 系统是重要的调节神经炎

症响应氧化应激通过激活 ＮＦ￣κＢ 和大脑中的下游促炎细胞因子[１４] . 由此看出 Ｎｒｆ２ 在炎症调节中与 ＮＦ￣
κＢ 有着密切的联系. 所以本实验检测了 ＰＱＱ 作用与 ＬＰＳ 诱导的巨噬细胞中 ＮＦ￣κＢ 和 Ｎｒｆ２ 的蛋白表达情

况. 实验结果表明ꎬＰＱＱ 可以抑制 ＴＨＰ￣１ 细胞炎症因子 ＩＬ￣６、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣１β 的释放ꎬ说明 ＰＱＱ 具有抗炎效

应与抑制炎性细胞因子产生有关. ＰＱＱ 可以降低 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞的 ＮＦ￣κＢ 表达ꎬ表明 ＰＱＱ 可通过

抑制 ＬＰＳ 诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 蛋白的表达ꎬ而减少炎症因子的大量释放. ＰＱＱ 还可以增加 ＬＰＳ
诱导的 ＴＨＰ￣１ 细胞 Ｎｒｆ２ 的表达. 说明 ＰＱＱ 可以通过增加 Ｎｒｆ２ 表达抵抗炎症刺激ꎬ抑制细胞组织受到损

伤. 但 ＰＱＱ 是否通过 Ｎｒｆ２ 作用于 ＮＦ￣κＢꎬ还需要进一步探索.
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