
that the cell proliferation rate of the TMEM88 overexpressed group (0. 71 ± 0. 04) significantly lower than that in
control group (0. 94 ± 0. 06) (F = 21. 55，P ＜ 0. 01) after 48 hours of transfection． The results of flow cytometry
showed that the apoptosis rate of TMEM88 overexpressed cells group (11. 52 ± 1. 43)% was significantly higher
than that in control group (7. 78 ± 1. 67)% (F = 10. 07，P ＜ 0. 05) ． ELISA results showed that the expressions of
IL-6 and TNF-α in ＲAW264. 7 cells transfected with pEGFP-C1-TMEM88 plasmid was higher than that in normal
group． Conclusion TMEM88 can significantly inhibit the proliferation and promote the apoptosis of ＲAW264. 7
cells． Moreover，TMEM88 promotes the expression of inflammatory cytokines IL-6 and TNF-α in ＲAW264. 7 cells，
laying a foundation for further understanding the function of TMEM88．
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半乳糖凝集素-1 对 LTA诱导巨噬细胞
NLＲP3 炎症小体的抑制及机制探讨

陈方方，王木子，吕允相，刘荣玉

摘要 目的 研究半乳糖凝集素-1(Gal-1)对金黄色葡萄球
菌脂磷壁酸(LTA) 诱导 Ｒaw264. 7 细胞 NLＲP3 炎症小体活
化的影响及初步机制。方法 采用四甲基偶氮唑盐微量酶
反应比色(MTT)法检测不同浓度重组小鼠源半乳糖凝集素-
1( rmGal-1)对细胞活力的影响;建立 LTA诱导的小鼠巨噬细
胞系 Ｒaw264. 7 炎症模型，分别用 rmGal-1 和 NF-κB 抑制剂
JSH-23 预处理 Ｒaw264. 7 细胞。激光共聚焦显微镜观察细
胞内 P-p65 及 NLＲP3 的表达;Western blot 法进一步检测细
胞中 p65、P-p65、NLＲP3、ASC、Caspase-1 和 Pro-Caspase-1 的
蛋白表达水平。结果 rmGal-1 浓度 0. 04 μg /ml ～ 0. 4 μg /
ml时对 Ｒaw264. 7 细胞活力无明显影响;在 LTA 刺激的
Ｒaw264. 7 巨噬细胞中，内源性 Gal-1 和 NLＲP3 的蛋白表达
水平呈时间性依赖增加，并在 3 h到达高峰;rmGal-1 预处理
后显著抑制 P-p65、NLＲP3、ASC及 Caspase-1 表达。同样地，
作为阳性对照，JSH-23 预处理后，P-p65、NLＲP3、ASC 及
Caspase-1 的表达水平显著下调。结论 Gal-1 可能通过 NF-
κB-NLＲP3 信号通路抑制 LTA诱导的巨噬细胞炎症。
关键词 LTA;NLＲP3 炎症小体;Gal-1;NF-κB;巨噬细胞
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炎症小体是细胞在感染或应激情况参与机体先

天免疫防御的一种分子平台，在协助机体抵御病原

体感染和组织损伤中发挥重要作用
［1］。目前已发

现的炎性小体主要有 4 种，即 NLＲP1、NLＲP3、IPAF
和 AIM2。研究［1］认为 NLＲP3 炎症小体是目前最具
有特征的炎症小体，是由 NLＲP3、ASC(PYCAＲD)和
Caspase-1 组成。NLＲP3 炎性小体通过识别病原相
关分子模式( pathogen-associated molecular patterns，
PAMP)或者宿主来源的危险信号分子模式(damage
associated molecular patterns，DAMP)招募和激活促
炎症蛋白酶 Caspase-1;活化的 Caspase-1 切割 IL-1β
和 IL-18 的前体，产生相应的成熟细胞因子 IL-1β和
IL-18，诱导炎症发生。因此，基于 NLＲP3 炎症小体
的抗炎药物开发及作用机制的研究对于炎症相关疾

病的防治具有重要意义。
半乳糖凝集素-1(galectin-1，Gal-1)是动物半乳

糖凝集素家族中的一员，可通过识别 β-半乳糖来发
挥广泛的抗炎及免疫调节作用

［2］，近年来研究
［3］
发

现，在先天性免疫反应中，Gal-1 通过抑制促炎症细
胞因子的合成，抑制中性粒细胞运输，靶向抑制嗜酸

性粒细胞迁移并促进其凋亡，抑制肥大细胞脱颗粒，

并且可以通过控制 L-精氨酸的代谢及减少 NO的产
生诱导骨髓巨噬细胞向 M2 型分化，从而发挥抗炎
作用。Gal-1 在巨噬细胞炎症中具有广泛的抗炎作
用，但具体的分子机制仍不明了。因此，该研究拟通
过探讨重组鼠源性半乳糖凝集素-1 ( recomblant
mouse galectin-1，rmGal-1)干预对金黄色葡萄球菌脂
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磷壁酸( lipoteichoic acid，LTA)刺激 Ｒaw264. 7 巨噬
细胞炎症反应模型的影响，研究外源性 Gal-1 对 NL-
ＲP3 炎症小体活化的调节和相关机制，为进一步了
解其药理学机制提供实验依据。

1 材料与方法

1． 1 材料
1． 1． 1 细胞系 小鼠单核巨噬细胞系 Ｒaw264. 7
购于上海细胞库。
1． 1． 2 主要试剂及仪器 DMEM 培养基、胎牛血
清、小牛血清购于美国 Invitrogen 公司;LTA 购于美
国 Sigma公司;rmGal-1 试剂购于北京 sino biological
公司;P-p65、p65 和 NLＲP3 单克隆抗体购于美国
Cell Signaling 公司;ASC、Galectin-1、Caspase-1 单克
隆抗体购于美国 Santa Cruz Biotechnology 公司;JSH-
23(NF-κB)购于美国 MedChemExpress公司;辣根过
氧化物酶(HＲP) 标记的 GAPDH 一抗购于四川康
城公司;HＲP标记的羊抗兔和兔抗鼠二抗购于美国
Santa Cruz Biotechnology公司;细胞培养箱购于美国
Thermo公司;细胞培养板购于美国 Corning 公司;
LSM510 激光共聚焦显微镜购于德国 ZEISS公司;蛋
白电泳转移系统购于美国 Bio-Ｒad公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养 Ｒaw264. 7 细胞用含 5% 胎牛血
清、5%小牛血清、100 U /L 青霉素和 100 μg /ml 链
霉素的 DMEM 培养于 37 ℃、5% CO2 培养箱内，观

察细胞整体情况 1 ～ 2 d，根据细胞数目、形态及培养
基颜色进行细胞换液，当细胞汇合度达到 90%时，
用胰蛋白酶消化传代培养，取对数生长期细胞进行

试验。
1． 2． 2 四甲基偶氮唑盐微量酶反应比色［3-( 4，5-
Dimethylthiazol-2-yl ) -2， 5-diphenyltetrazolium bro-
mide，MTT］法检测 rmGal-1 作用下 Ｒaw 264. 7 细胞
活力 取对数生长期 Ｒaw264. 7 细胞，调节细胞悬
液的浓度为 5 × 104

个 /ml，接种于 96 孔板内(100
μl /孔)，恒温培养箱中孵育 24 h 后，待细胞完全贴
壁，分别加入 0、0. 04、0. 4、4 μg /ml 的 rmGal-1(100
μl /孔)处理 72 h，每个浓度设 5 个复孔，在终止前 4
h，每孔加 10 μl MTT，MTT干预结束后去上清液，再
加 100 μl 二甲基亚砜(Dimethyl sulfoxide，DMSO)，
震荡混匀 10 min，用酶标仪在 490 nm处测定吸光度
(optical density，OD)值，计算细胞存活率 = (OD实验组
－ OD实验对照组) /OD对照组 × 100%。
1． 2． 3 建立 LTA刺激巨噬细胞的炎症反应模型

将对数生长期的 Ｒaw264. 7 按 1 × 106 /ml 的密度分
别接种 12 孔板，培养过夜至 24 h。设置时间梯度
0、1、3、6 h，每组设置 3 个复孔，用 LTA(2. 5 μg /ml)
干预细胞 3 h后提取细胞蛋白。
1． 2． 4 rmGal-1 干预 LTA 刺激下的巨噬细胞 同
样将对数生长期的 Ｒaw264. 7 按 1 × 106 /ml 的密度
分别接种 12 孔板中。将实验分为四组;即空白对照
组(Control组)、炎症模型组(LTA 组)、药物对照组
( rmGal-1 组)、干预组(LTA + rmGal-1 组)。预先用
rmGal-1(0. 4 μg /ml)预处理 72 h，再加入 LTA 共孵
育 3 h后提取细胞蛋白。
1． 2． 5 JSH-23 干预 LTA刺激下的巨噬细胞 将对
数生长期的 Ｒaw264. 7 按 1 × 106 /ml 的密度接种于
12 孔板，培养过夜至 24 h。将实验分为四组:即空
白对照组(Control 组)、炎症模型组(LTA 组)、药物
对照组(JSH-23 组)、干预组(LTA + JSH-23 组)，每
组设置 3 个复孔。加入 30 μmol /mL JSH-23 预处理
1 h后加入 LTA共孵育 3 h后提取细胞蛋白。
1． 2． 6 激光共聚焦观察 P-p65 及 NLＲP3 炎症小体
的表达水平 用洗洁精处理过的玻片放入超声仪内

超声，再用超纯水冲洗，放在 75%酒精里浸泡，使用
时拿出酒精内的玻片过火灼烧，放入板内，多聚赖氨

酸包被过夜，再用 PBS洗 3 次，放入温箱 3 ～ 4 h，玻
片烘干。将对数生长期的 Ｒaw264. 7 按 1 × 106 /ml
的密度接种于 12 孔板，培养过夜至 24 h，分别加入
rmGal-1(0. 4 μg /ml)预处理 72 h 或 JSH-23 预处理
(30 μmol /ml)1 h，再加入 LTA共处理 3 h。4%多聚
甲醛固定 30 min 后，羊血清封闭 30 min，吸弃血清
后一抗 37 ℃室温孵育 1 h后 4 ℃过夜，加入荧光二
抗室温孵育 1 h 后，4，6-联脒-2-苯基吲哚(4'，6-dia-
midino-2-phenylindole，DAPI) 染核 15 min，甘油封
片，透明指甲油固定封片的四角，4 ℃冰箱保存用于
拍照。激光共聚焦显微镜下取 6 个视野拍照，观察
细胞形态及胞内荧光强度。
1． 2． 7 蛋白提取和 Western blot法检测相关蛋白表
达 收获细胞，提取蛋白后电泳、转膜，5%脱脂牛奶
室温封闭，相应的一抗 4 ℃孵育过夜(稀释比例为
P-p65:1 ∶ 1 000;p65:1 ∶ 1 000;NLＲP3:1 ∶ 2 000;
ASC:1 ∶ 200;Caspase-1:1 ∶ 200;Gal-1:1 ∶ 100;Pro-
Caspase-1:1 ∶ 500)，洗涤后室温孵育 HＲP标记二抗
1 h，最后 ECL 试剂盒中 A 液和 B 液等体积混匀后
均匀加至膜上，化学发光成像 ChemiScope 显影，Im-
age J软件分析条带灰度值。
1． 3 统计学处理 所有试验均独立重复 3 次，所有
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实验数据均以 珋x ± s 表示，采用 SPSS 16. 0 软件进行
统计分析。组间均数比较用单因素方差分析后，若
方差齐，则用 LSD 检验，否则使用 Tamhane' s T2 检
验。P ＜ 0. 05 或 P ＜ 0. 01 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 rmGal-1 对 Ｒaw264. 7 细胞活力的影响 0、
0. 04、0. 4、4 μg /ml 终浓度的 rmGal-1 与 Ｒaw264. 7
细胞共孵育 72 h，MTT法测得各组细胞活力相对百
分比，结果均用(% )表示。在 0 μg /ml 时，细胞活
力是(97. 23 ± 3. 07);浓度为 0. 04 μg /ml时，检测细
胞活力结果是(81. 76 ± 9. 10);0. 4 μg /ml 浓度梯度
时，细胞活力是(80. 89 ± 7. 63);浓度为 4 μg /ml 时
细胞活力下降到(20. 06 ± 5. 26);与对照组(0 μg /
ml)相比，rmGal-1 浓度在 0. 04 μg /ml 及 0. 4 μg /ml
对细胞活力无明显影响，差异无统计学意义(P ＞
0. 05)，而在 4 μg /ml 时显著影响细胞活力(F =
112. 78，P ＜ 0. 01)。rmGal-1 是一种重组鼠源性蛋
白，在不明显影响 Ｒaw264. 7 细胞活力的情况下，根
据 MTT法测得的实验结果，选择 0. 4 μg /ml 为实验
浓度。
2． 2 LTA 诱导 Ｒaw246. 7 巨噬细胞中 NF-κB-
NLＲP3 通路活化并促进内源性 Gal-1 高表达 LTA
(2. 5 μg /ml)刺激巨噬细胞 1、3、6 h，Western blot法
分析 P-p65、NLＲP3、Gal-1 分子的蛋白表达水平。结
果显示，LTA 刺激 Ｒaw246. 7 巨噬细胞活化 NF-κB-
NLＲP3 通路呈时间依赖性。在 LTA刺激下，随时间
延长，内源性 Gal-1 的表达水平显著增高(F = 3. 56，
P ＜ 0. 05)，且 P-p65、NLＲP3 及 Gal-1 的表达水平在
刺激 3 h 后达到高峰(图 1)。因此，后续实验 LTA
刺激 Ｒaw264. 7 的最佳时间为 3 h。
2． 3 rmGal-1 和 JSH-23 预处理后对 Ｒaw264. 7 巨
噬细胞中 NF-κB及 NLＲP3 炎症小体表达的影响
免疫荧光结果显示，LTA 刺激 Ｒaw264. 7 细胞 3 h
后，细胞质内绿色荧光 NLＲP3 及 P-p65 表达水平较
对照组明显增强(图 2)。为了进一步验证该结果，
该实验采用 Western blot 对细胞内 NLＲP3 和 P-p65
蛋白表达水平进行了检测。结果表明:与对照组相
比，LTA组细胞内 NLＲP3 及 P-p65 表达水平显著升
高，差异具有显著的统计学意义(P ＜ 0. 01)(图 3)。
此外，用 rmGal-1 预处理 72 h 后，与 LTA 共孵育 3
h，免疫荧光结果显示 LTA和 rmGal-1 共孵育组绿色
荧光 NLＲP3 及 P-p65 的表达明显低于 LTA 组(图
2)。这表明 rmGal-1 抑制了 NLＲP3 及 P-p65 在细胞

图 1 LTA刺激 Ｒaw264． 7 巨噬细胞后细胞内 P-p65、

NLＲP3 和 Gal-1 的蛋白表达及蛋白水平的半定量分析
A:各蛋白的蛋白表达;B:各蛋白的蛋白半定量分析;与空白对

照组比较:* P ＜ 0. 05，＊＊P ＜ 0. 01

内的表达。Western blot检测结果显示，与 LTA组相
比，LTA + rmGal-1 组细胞内 NLＲP3 及 P-p65 的表达
水平显著降低。差异具有统计学意义(F = 8. 37，P
＜ 0. 05 或 F = 4. 77，P ＜ 0. 01)(图 3)。这进一步证
明了 rmGal-1 可以抑制 NLＲP3 及 P-p65 在细胞内的
表达。与此同时，该实验用 NF-κB 抑制剂( JSH-23)
预处理 1 h后，与 LTA共孵育 3 h作为阳性对照，免
疫荧光和 Western blot 结果一致，显示与 LTA 组相
比，JSH-23 + LTA组细胞内 NLＲP3 及 P-p65 的表达
水平显著降低，差异具有统计学意义(F = 8. 15，P ＜
0. 01;F = 5. 69，P ＜ 0. 01)(图 2、3)。NF-κB 抑制剂
阳性对照处理结果同 rmGal-1 处理后一致。

3 讨论

该实验把小鼠巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 作为研究
对象，分别用 rmGal-1 和 NF-κB 抑制剂 JSH-23 干预
金黄色葡萄球菌 LTA刺激 Ｒaw264. 7 细胞的炎症模
型。研究结果显示，在 LTA刺激 Ｒaw264. 7 细胞 3 h
后，内源性 Gal-1 及 NLＲP3 炎症小体表达显著上调;
rmGal-1预处理后显著抑制 P-p65、NLＲP3、ASC及
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图 2 免疫荧光法测 rmGal-1 和 JSH-23 处理后各组 Ｒaw264. 7 细胞中 P-p65 及 NLＲP3 炎症小体的表达 × 200

A:加 rmGla-1 处理后各组 P-p65 表达;B:加抑制剂(JSH-23)处理后各组 P-p65 表达;C:加药( rmGla-1)处理后各组 NLＲP3 表达;D:加抑制

剂(JSH-23)处理后 NLＲP3 表达;DAPI所染的细胞核呈蓝色，绿色荧光为 P-p65 和 NLＲP3 在细胞内的表达

Caspase-1 表达。同样地，JSH-23 预处理后，P-p65、
NLＲP3、ASC及 Caspase-1 的表达水平显著下调。
巨噬细胞作为主要的固有免疫细胞，具有抗原

提呈，清除病原体和促进细胞凋亡的功能
［4］。研

究
［4 － 5］
表明，轻度哮喘患者肺泡巨噬细胞数量明显

增多，吞噬功能增强，提示肺泡巨噬细胞可能参与哮

喘的发病。金黄色葡萄球菌作为常见的人类定植细
菌，与哮喘等过敏性疾病的发病有关

［6］;LTA 作为
金黄色葡萄球菌的主要成份，可以被巨噬细胞表面

Toll样受体 2(Toll like receptor-1，TLＲ2)识别诱导
炎症发生

［7］。研究［8］表明在大肠杆菌感染的小鼠
脓毒血症的动物模型中 NLＲP3 炎症小体表达上调，
此外还有研究

［9］
显示 LTA 可激活牛乳腺泡细胞

TLＲ2 /NF-κB /NLＲP3 信号通路诱发乳腺炎。粪肠
球菌 LTA刺激巨噬细胞系 Ｒaw264. 7 建立的牙周炎
的模型里显示

［10］，LTA 可诱导 Ｒaw264. 7 细胞内
NLＲP3 炎症小体的活化，而且该作用可能与 ＲOS和
NF-κB信号通路激活有关。与之前的研究结果相一
致，该研究表明金黄色葡萄球菌 LTA 刺激 Ｒaw264. 7
细胞后，细胞内 NLＲP3、ASC 及 Caspase-1 的表达水
平显著升高。这表明 LTA激活了 Ｒaw264. 7 细胞内
NLＲP3 炎症小体的表达和组装。该研究也证明，
LTA刺激 Ｒaw264. 7 细胞后，细胞内 P-p65 表达水平
也显著升高，这表明 LTA同时激活了 NF-κB信号通
路。这进一步证实了 LTA 可能通过激活 NF-κB 来
上调 NLＲP3 的表达［9 － 10］。
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图 3 rmGal-1 和 JSH-23 处理后对 NF-κB /NLＲP3 炎症小体通路蛋白表达的影响及蛋白水平半定量分析
A:加 rmGal-1 后各蛋白的表达;B:各蛋白的蛋白半定量分析;C:加抑制剂(JSH-23)后各蛋白的表达;D:各蛋白的蛋白半定量分析;a:空白

对照组;b:LTA组;c:rmGal-1 组;d:LTA + rmGal-1 组;1:空白对照组;2:LTA 组;3:JSH-23 组;4:LTA + JSH-23 组;与 LTA 组比较:* P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0. 01

Gal-1 是一种碳水化合物结合蛋白，在细胞外，
Gal-1 能够与各种免疫细胞表面的二价或多价聚糖
相互识别而发挥免疫调节作用;在细胞内，Gal-1 可
参与细胞信号转导，并调节一系列病理生理反

应
［11］。有研究［12］表明，克氏锥形虫感染巨噬细胞
后，内源性 Gal-1 表达升高，外源性加入 Gal-1 可以
显著抑制克氏锥形虫刺激巨噬细胞后炎症因子的产

生，明确了外源性 Gal-1 的体外抗炎作用［13］，这些研
究与该实验研究结果一致。该研究采用 LTA 刺激
巨噬细胞 Ｒaw264. 7 后，内源性 Gal-1 表达水平明显
升高。同时，该实验用外源性 rmGal-1 作用于
Ｒaw264. 7 细胞后表明，LTA诱导的巨噬细胞 NLＲP3
炎症小体表达水平显著下降。这进一步证实了外源
性 Gal-1 在体外的抗炎作用。有研究［14］显示内源性
Gal-1 可以通过与 NF-κB 相互作用而调节细胞炎症
反应。该研究显示，LTA 刺激 Ｒaw264. 7 细胞后，细
胞内 P-p65、Caspase-1、ASC和 NLＲP3 表达水平显著
升高，这表明 LTA 刺激巨噬细胞激活了 NK-κB-NL-
ＲP3 信号通路，给予外源性 Gal-1 后，显著抑制了巨

噬细胞内 P-p65、Caspase-1、ASC 和 NLＲP3 表达水
平。这表明，rmGal-1 可能通过抑制 NK-κB-NLＲP3
信号通路来调节巨噬细胞炎症反应。为了进一步证
实以上推论，该实验给予 NF-κB 抑制剂预处理
Ｒaw264. 7 细胞作为阳性对照，在 LTA 刺激巨噬细
胞后显示，细胞内 P-p65、Caspase-1、ASC 和 NLＲP3
表达水平显著下调。这一作用与 rmGal-1 作用效果
相一致。
综上，该研究证实了金黄色葡萄球菌 LTA 刺激

Ｒaw264. 7 巨噬细胞可活化 NLＲP3 炎症小体，诱导
内源性 Gal-1 的表达升高，rmGal-1 干预可显著抑制
LTA刺激巨噬细胞炎症反应，可能与 rmGal-1 抑制
NF-κB /NLＲP3 信号通路有关，这为哮喘等炎症相关
疾病的治疗提供了新的依据。但 rmGal-1 对 NLＲP3
炎症小体调控作用除通过 NF-κB 通路外，还可能与
其影响其他调控炎症因子表达的途径有关，这些炎

症通路间是否有一定的交互调控，仍需进一步的探

究。
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Inhibitory effect and mechanism of galectin-1 on the
activation of NLＲP3 in LTA-induced macrophages

Chen Fangfang，Wang Muzi，Lv Yunxiang，et al
(Dept of Geriatrics Ｒespiratory，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230022)

Abstract Objective To investigate the effect of galectin-1 (Gal -1) on the expression of NLＲP3 in Lipoteichoic
acid (LTA)-induced Ｒaw264. 7 cells． Methods 3-(4，5-Dimethylthiazol-2-yl)-2，5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT)assay was used to detect the effects of different concentrations of recombinant mouse galectin-1( rmGal-1) on
cell viability; LTA-induced mouse macrophage cell line Ｒaw264. 7 inflammation model was established and
Ｒaw264. 7 cells were pretreated with rmGal-1 or NF-κB inhibitor JSH-23． The expression levels of P-p65 and NL-
ＲP3 in cells were observed by confocal laser microscopy;The protein expression levels of p65，P-p65，NLＲP3，
ASC，Caspase-1 and Pro-Caspase-1 were further detected by Western blot． Ｒesults The viability of Ｒaw264. 7
cells were not significantly affected by rmGal-1 in the concentration range of 0. 04 ～ 0. 4 μg /ml;The endogenous
Gal-1 and NLＲP3 were increased in a time-dependent manner and peaked at 3 hours in LTA-induced Ｒaw264. 7
cells;Pretreated with rmGal-1 significantly inhibited the expression levels of P-p65，NLＲP3，ASC and Caspase-1．
Similarly，as a positive control，the expression levels of P-p65，NLＲP3，ASC and Caspase-1 were significantly
down-regulated after JSH-23 pretreatment． Conclusion Gal-1 may inhibit LTA-induced macrophage inflammation
through the NF-κB-NLＲP3 signaling pathway．
Key words LTA;NLＲP3 inflammasome; Gal-1; NF-κB; macrophages
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