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也摘要页 目的 研究熊果酸渊ursolic acid, UA冤和坡膜酸渊pomolic acid, PA冤上调乌头酸脱羧酶 1渊aconitate decarboxylase 1,
IRG1冤表达从而促进巨噬细胞内毒素耐受的活性机制遥 方法 用脂多糖渊lipopolysaccharide, LPS冤刺激 RAW264.7细胞两次构建巨噬

细胞内毒素耐受模型曰将细胞分为空白对照组尧LPS 组以及 LPS+IRG1 过表达组袁检测 IRG1 高表达状态下巨噬细胞在两次 LPS 刺

激下 IL-6尧TNF-琢的分泌情况曰将细胞分为 LPS组和不同浓度的UA和 PA干预组袁检测两次 LPS刺激下各组巨噬细胞 IL-6尧TNF-琢 的

分泌和 IRG1表达情况遥 结果 过表达 IRG1后袁与空白对照组相比袁LPS组的巨噬细胞在第二次 LPS 刺激下袁IL-6和 TNF-琢 的分泌

均受到抑制渊P约0.01冤曰与 LPS 组相比袁实验所设的 LPS+UA 和 LPS+PA 各浓度组均能有效减少巨噬细胞在受到 LPS 第二次刺激时

IL-6 和 TNF-琢 的分泌袁并能上调细胞中 IRG1蛋白的表达水平渊P约0.01冤遥 结论 UA 和 PA的干预能够促进巨噬细胞内毒素耐受袁且
与二者上调细胞中 IRG1 蛋白表达有关遥
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Promoting effects of ursolic acid and pomolic acid in endotoxin tolerance of
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To investigate the promoting effects of ursolic acid (UA) and pomolic acid (PA) in endotoxin tolerance
of macrophages by up-regulating the expression of aconitate decarboxylase (IRG1). Methods Lipopolysaccharide (LPS) was used to
stimulate RAW264.7 cells twice to construct macrophage endotoxin tolerance model. Cells were divided into the blank control
group, LPS group and LPS+IRG1 overexpression group, and the secretion of IL-6 and TNF-琢 in macrophages with overexpression of
IRG1 under two times of LPS stimulation were detected. Then, the cells were divided into LPS group and UA and PA intervention
groups with different concentrations. The secretion of IL-6 and TNF-琢 and the expression of IRG1 with two times of LPS
stimulation were checked. Results After the overexpression of IRG1, compared with the control group, the secretion of IL-6 and
TNF-琢 from macrophages in LPS group was inhibited by the second LPS stimulation (P<0.01). Compared with LPS group, the
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concentration groups of LPS+UA and LPS+PA set showed significant decrease in the secretion of IL-6 and TNF-琢, and increase in
the expression level of IRG1 protein in macrophages after the second stimulation of LPS (P<0.01). Conclusion The intervention of UA
and PA could promote endotoxin tolerance of macrophages, and it is related to the up-regulation of IRG1 protein expression in
macrophages.

也运藻赠憎燥则凿泽页 macrophages; endotoxin tolerance; aconitate decarboxylase 1; ursolic acid; pomolic acid
巨噬细胞是机体重要的免疫细胞袁广泛分布在

身体的各个组织中遥 在不同的病理条件下袁巨噬细

胞可极化为促炎的 M1 型巨噬细胞 渊经典活化的巨

噬细胞冤和抗炎的 M2 型巨噬细胞渊替代活化的巨噬

细胞冤[1]遥 抑制巨噬细胞炎症因子表达尧促进抗炎细

胞因子的分泌袁能很好地抑制机体炎症反应袁对炎症

相关的多种疾病起到良好的治疗作用遥
内毒素耐受是指先天免疫细胞渊如单核细胞和

巨噬细胞冤在内毒素[如脂多糖渊lipopolysaccharide袁
LPS冤]长期刺激后袁再次接受同类刺激时袁细胞炎症

反应受到抑制的现象[2]遥 内毒素耐受现象存在于多

种炎症相关疾病中[3]袁被认为是机体受到长期炎症

损伤的保护机制遥 促进内毒素耐受袁能够抑制炎症

细胞引发的炎症损伤袁对脓毒症等多种炎症疾病起

到一定的治疗作用遥
乌头酸脱羧酶 1渊aconitate decarboxylase 1, IRG1冤

是炎症和感染中免疫代谢的调节因子袁在炎症反应尧
抗菌过程尧肿瘤尧神经退行性改变等病理状态下袁均
发现 IRG1 的表达上调[4-6]遥 巨噬细胞在病原体相关

分子模式渊如 LPS冤尧细胞因子渊如 TNF-琢 和 IFN-酌冤
等的刺激下高表达 IRG1[7]遥 研究表明袁IRG1 可以通

过催化衣康酸在巨噬细胞中的积累袁抑制 LPS 刺激

所导致的氧化应激促进细胞的抗炎表型[8]遥 此外袁
IRG1 催化产生的衣康酸袁可抑制琥珀酸脱氢酶的活

性袁增加琥珀酸的积累袁这在巨噬细胞代谢重塑中发

挥着重要作用[9]遥 但是袁尚未有关 IRG1 对内毒素耐

受作用的相关研究报道遥
熊果酸渊ursolic acid, UA冤和坡膜酸渊pomolic acid,

PA冤均属于乌苏烷型五环三萜袁有多篇文献报道了这

两个化合物在抑制巨噬细胞炎症反应方面的活性[10-11]遥
本研究旨在通过体外实验研究 IRG1 对巨噬细胞内

毒素耐受的调控袁及 UA和 PA的干预作用遥
1 材料与方法

1.1 细胞培养

实验所用小鼠 RAW264.7 单核-巨噬细胞系

渊191220冤购自中国科学院细胞库遥 RAW264.7 单核-
巨噬细胞袁接种至含有 10%胎牛血清尧1%双抗的

DMEM 高糖培养基中袁于 37 益尧5% CO2 培养箱中培

养袁实验所用细胞均为处于对数生长期的传代在 2~

10 代范围内的细胞遥
1.2 药物及试剂

DMEM 高糖培养基渊批号院C11995500BT冤尧胎牛

血清渊FBS,批号院10270106冤袁购自美国 Gibco 公司曰
小鼠 TNF-琢渊批号院EK282P冤尧IL-6渊批号院EK282P冤
ELISA 检测试剂盒袁 购自杭州联科生物技术有限公

司曰LPS渊批号院L2880冤袁购自美国 Sigma 公司曰IRG1
检测抗体 Anti-IRG1 antibody渊批号院ab222411冤袁购
自美国 Abcam 公司曰茁-actin 检测抗体 Anti-beta
actin antibody渊批号院AF018冤袁购自美国 Affinity Bio鄄
sciences 公司曰IRG1 过表达质粒渊批号院214157冤袁购
自北京 simo biological 公司曰UA 和 PA 均为本实验

室从福建野鸦椿果中制备[12]遥
1.3 巨噬细胞内毒素耐受模型建立

参照文献[13]中的方法袁并加以改进建立巨噬细

胞内毒素耐受模型袁具体操作如下院将 RAW264.7 细

胞以 1伊106/孔的密度接种至 6 孔板中袁 以 200 ng/mL
浓度的 LPS 干预细胞 24 h袁更换新鲜培养基袁3 h
后袁再次以相同浓度的 LPS 刺激细胞 6 h袁建立巨噬

细胞内毒素耐受模型遥
1.4 细胞上清液炎症因子的检测

于第 1 次 LPS 刺激 6尧24 h袁 第 2 次 LPS 刺激

3尧6 h袁收集上清液袁3000 r/min 离心 10 min袁通过

ELISA 试剂盒检测其中 IL-6 和 TNF-琢 的含量遥
1.5 IRG1 蛋白表达检测

在第 2 次 LPS 刺激 6 h 后袁用细胞刮刀刮下细

胞袁置于 1.5 mL 离心管中袁冰上裂解 30 min遥 4 益尧
1300 g离心 15 min袁取上清蛋白溶液袁以 BCA 定量

后 105 益金属浴变性 10 min袁通过 Western blot 检
测样本中 IRG1 蛋白的含量遥
1.6 IRG1 过表达巨噬细胞体系的构建

构建 IRG1过表达质粒袁取其中100 滋g溶于100 滋L
无菌蒸馏水中袁配制成浓度为 1 滋g/滋L 的质粒储备

液遥移取质粒 4 滋L渊4 滋g冤加入 71 滋L Opti-mem 培

养基袁混匀袁静置 5 min遥移取 Lipofectamine 2000 转

染试剂 4 滋L袁加入 71 滋L Opti-mem 培养基袁混匀袁
静置 5 min遥 混合质粒及转染试剂袁混匀袁室温孵育

25 min遥 取出细胞密度为 50%耀60%的 6 孔板袁弃去

培养基袁加入适量无菌 PBS 润洗 2 遍遥吸尽 PBS 后袁
于转染孔中加入上述质粒与转染试剂的混合液袁再
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加入 600 滋L Opti-mem 培养基袁轻轻混匀遥 其余各

孔中加入 750 滋L Opti-mem 培养基作为对照遥转染

6 h 后更换新鲜 DMEM 高糖培养基培养 10 h遥通过

Western blot 检测细胞中 IRG1 蛋白的含量明确

IRG1 过表达的效率遥
1.7 IRG1 过表达对巨噬细胞内毒素耐受的影响

将巨噬细胞分为空白对照组尧LPS 组尧IRG1 过

表达+LPS 实验组遥 参照野1.3冶项条件进行巨噬细胞

内毒素耐受的诱导袁并于第一次 LPS 刺激 24 h 以及

第二次 LPS 刺激 3尧6 h 收集细胞上清液袁通过

ELISA 法检测细胞上清液中炎症因子的含量袁在
LPS 第二次干预 6 h 检测细胞中 IRG1 蛋白的表达

情况遥
1.8 UA 和 PA 对巨噬细胞内毒素耐受和 IRG1 表

达的影响

将巨噬细胞分为空白对照组尧LPS 组尧LPS+UA
5尧10尧20 滋mol/L 组尧LPS+PA 5尧10尧20 滋mol/L 组遥
LPS 组参照野1.3 项冶条件构建巨噬细胞内毒素耐受

模型遥 其余给药组按照分组在造模开始时加入不同

浓度的 UA 和 PA渊5尧10尧20 滋mol/L冤进行干预袁在
LPS 和渊或冤药物第一次干预 24 h 以及第二次 LPS
刺激 3尧6 h 收集细胞上清液袁通过 ELISA 法检测细

胞上清液中 IL-6 和 TNF-琢 的含量袁在 LPS 和渊或冤
药物第二次干预 6 h 收集细胞袁检测其中 IRG1 蛋

白的表达情况遥
1.9 统计学分析

计量数据均用野曾依s冶表示袁实验各分组间数据均

采用单因素方差分析袁P约0.05 表示差异具有统计学

意义遥
2 结果

2.1 IRG1 过表达促进巨噬细胞内毒素耐受

与空白对照组相比袁RAW264.7 巨噬细胞在

LPS 第一次刺激时袁炎症因子 IL-6 和 TNF-琢 分泌

增加渊P约0.01冤遥与第一次 LPS 刺激 6 h 相比袁第二次

LPS 刺激 6 h 时袁IL-6 和 TNF-琢 的含量明显低于第

一次刺激渊P约0.01冤袁表明巨噬细胞在第二次 LPS 轮

刺激时出现了内毒素耐受现象遥 详见图 1遥
由图 2 可知袁与空白组对照相比袁在 LPS 第二

次刺激下(内毒素耐受阶段)巨噬细胞 IRG1 蛋白表

达显著上调袁表明 IRG1 过表达巨噬细胞构建成功遥
在 LPS 第一次刺激 6 h 和 24 h 时袁与相应时间点下

的 LPS 组相比袁IRG1 过表达+LPS 组中 IL-6 的分泌

都明显低于 LPS 组渊P约0.01冤曰但 IRG1 过表达+LPS
组中 TNF-琢 的分泌与 LPS 组相比袁差异不明显渊P跃
0.05冤遥 在 LPS 第二次刺激 3 h 和 6 h 时袁与对应时

间点下的 LPS 组相比袁IRG1 过表达+LPS 组中 IL-6
和 TNF-琢 的分泌都明显低于 LPS 组渊P约0.01冤遥
2.2 UA 和 PA 促进巨噬细胞的内毒素耐受并上调

IRG1 的表达水平

在 LPS 第一次刺激巨噬细胞时渊24 h冤袁LPS+UA
处理的各组间巨噬细胞 TNF-琢 的释放均无统计学

差异渊P跃0.05冤曰在 LPS第一次刺激巨噬细胞时渊3尧6 h冤袁
与 LPS组相比袁LPS+UA浓度在 10 滋mol/L和20 滋mol/L
时 IL-6 的分泌降低渊P约0.05 或 P约0.01冤袁LPS+PA 在

10 滋mol/L 和 20 滋mol/L 时 TNF-琢 的分泌降低渊P约
0.05 或 P约0.01冤袁LPS+PA 在 5尧10尧20 滋mol/L时细胞

上清液中 IL-6 的浓度均降低渊P约0.01冤遥 LPS 第二次

刺激的 3 h 和 6 h 两个时间点袁LPS+UA 和 LPS+PA
在 5尧10尧20 滋mol/L 的浓度范围内袁巨噬细胞 TNF-琢
和 IL-6 的释放均降低渊P约0.05或 P约0.01冤遥 详见图 3遥

与空白对照组比较袁LPS 组 RAW264.7 细胞IRG1
蛋白表达量增加(P约0.01)曰与 LPS 组相比袁LPS+UA和

LPS+PA 在 10 和 20 滋mol/L 的浓度范围内RAW264.7
细胞 IRG1 蛋白的表达水平均上调渊P约0.01冤遥 详见

图 4遥

图 1 两次 LPS刺激下巨噬细胞上清液 IL-6渊A冤和 TNF-琢渊B冤的浓度

注院**P约0.01遥
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图 2 IRG1 过表达对巨噬细胞炎症因子释放的影响

注院A. IRG1 过表达和 LPS 刺激条件下巨噬细胞中 IRG1 蛋白的表达情况曰B. IRG1 蛋白的相对表达水平曰C. IRG1
过表达对巨噬细胞在 LPS 刺激下炎症因子 IL-6 分泌的影响曰D. IRG1 过表达对巨噬细胞在 LPS 刺激下炎症因子

TNF-琢 分泌的影响遥 与空白对照组比较袁**P约0.01,与 LPS+IRG1 过表达组比较袁##P约0.01曰各组间比较袁**P约0.01遥

3 讨论

LPS 是革兰氏阴性菌细胞膜上的重要组成成

分袁是造成革兰氏阴性菌感染和炎症反应的重要原

因[14-15]遥 LPS 能诱导巨噬细胞极化为 M1 表型袁诱导

巨噬细胞 IL-6尧TNF-琢 等炎性细胞因子的产生袁进
一步导致组织损伤和炎症反应袁因此袁LPS 刺激巨噬

细胞已被用作多种炎症相关疾病的体外模型遥然而袁

图 3 UA和 PA对巨噬细胞内毒素非耐受和耐受过程中炎症因子释放的影响

注院A. UA 对巨噬细胞 TNF-琢 释放的影响曰B. UA 对巨噬细胞 IL-6 释放的影响曰C. PA 对巨噬细胞 TNF-琢 释放的影响曰
D. PA 对巨噬细胞 IL-6 释放的影响遥 不同时间点下的各给药组与相应时间点下 LPS 处理组比较袁*P约0.05袁**P约0.01遥
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研究表明袁长期处于 LPS 刺激下袁会诱导细胞处于

内毒素耐受状态遥
内毒素耐受是机体和细胞调控自身免疫状态和

炎症反应的一种生理机制遥 免疫细胞长期处于 LPS
刺激下袁会诱导细胞处于内毒素耐受状态遥 内毒素

耐受作用也可被逆转和促进袁 比如巨噬细胞在 LPS
首次刺激前袁加入 IFN-酌 或 GM-CSF 可防止内毒素

耐受[16-17]曰而在巨噬细胞接受 LPS 第二次刺激前袁加
入 H2O2袁能够促进巨噬细胞免疫耐受[18]遥 研究发现袁
鲎抗内毒素因子模拟肽 CLP-19 预处理巨噬细胞袁
可通过抑制内毒素耐受过程中 I资B琢 和 I资B茁 的降

解袁降低 LPS 诱导的巨噬细胞 NF-资B 活性袁起到促

进内毒素耐受作用[19]遥
IRG1 是炎症和感染中免疫代谢的调节因子袁参

与了免疫细胞的抗炎尧抗菌等生理功能遥 在免疫细

胞受到抗原侵袭时袁细胞内 IRG1 蛋白的表达水平

会升高遥 研究发现袁IRG1的表达与炎症因子的产生呈

负相关袁并能够抑制炎症反应造成的组织损伤[20-21]遥
IRG1 抑制炎症反应的机制近年来受到了极大的关

注遥 研究表明袁IRG1 可以将顺式乌头酸转化成衣康

酸袁进而修饰 NLRP3袁抑制炎症小体的激活[22]遥此外袁
IRG1 还可以通过抑制 TLR 信号通路激活 NF-资B袁
从而减少 TNF-琢 等炎症因子的产生[23]遥

IL-6 和 TNF-琢 均是由巨噬细胞受到 LPS 等抗

原刺激所产生的炎症因子袁在组织受到感染后会由

免疫细胞大量产生并释放到组织中遥 作为一种调节

机制袁内毒素耐受可以避免这些炎症因子无限制的

产生袁从而加重组织的损伤遥 研究表明袁在发生内毒

素耐受时袁巨噬细胞产生的 IL-6 和 TNF-琢 均会出

现显著下调[24-25]遥 为了研究 IRG1 是否可以发挥促内

毒素耐受的作用袁本研究首先过表达 IRG1袁先后两

次加入 LPS 刺激巨噬细胞袁构建巨噬细胞内毒素耐

受模型遥 研究结果发现袁IRG1 能抑制巨噬细胞在

LPS 第二次刺激下袁炎症因子 IL-6 和 TNF-琢 的分

泌袁表明 IRG1 具有促进内毒素耐受的作用遥
五环三萜具有广泛的生物活性袁多种五环三萜

化合物具有免疫调节作用遥 本研究在前期对部分五

环三萜化合物促进巨噬细胞内毒素耐受的活性进行

了筛选袁从中得到了 UA 和 PA 两个乌苏烷型的五

环三萜化合物袁关于这类成分抑制巨噬细胞炎症因

子释放的活性已经有着广泛的研究和报道[26-27]遥 本

次研究发现乌苏烷型三萜化合物具备有较好的促进

巨噬细胞内毒素耐受的活性袁这进一步丰富了该类

成分对巨噬细胞调节作用的研究遥 此外袁UA 和 PA
均可上调免疫耐受阶段巨噬细胞 IRG1 蛋白的表

达袁表明调控 IRG1 的表达可能是这两个化合物促

进免疫耐受的机制之一遥 本次研究对于 UA尧PA 等

五环三萜的生物活性的进一步认识尧IRG1 配体的寻

找及促内毒素耐受药物的开发都有一定的意义遥
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