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摘要　目的　探究大黄酚（ＣＨＲ）是否通过 ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α通路促进线粒体生物合成影响巨噬细胞极化。方法　使用
Ａｕｔｏｄｏｃｋｖｉｎａ软件将ＣＨＲ与ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α进行分子对接和结合能力预测。人单核细胞（ＴＨＰ１）添加佛波酯（ＰＭＡ）诱导为
Ｍ０巨噬细胞，使用脂多糖（ＬＰＳ）联合干扰素γ（ＩＦＮγ）诱导为Ｍ１巨噬细胞，设为Ｃｏｎｔｒｏｌ组；ＣＨＲ处理Ｍ１巨噬细胞设为ＣＨＲ
组；ＣＨＲ联合ＡＭＰＫ抑制剂（ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ）处理Ｍ１巨噬细胞设为ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组。通过实时荧光定量ＰＣＲ（ｑＲＴＰＣＲ）
检测Ｍ１巨噬细胞标志物（ｉＮＯＳ、ＣＤ８６）及线粒体生物合成相关基因（ＰＧＣ１α、ＮＦＲ１、ＴＦＡＭ）ｍＲＮＡ表达水平；免疫荧光检测
Ｍ１巨噬细胞标志物 ｉＮＯＳ的表达水平；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＡＭＰＫ、ｐＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白表达水平。结果　分子对接结果显示
ＣＨＲ与ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α分子的结合能分别为－８４ｋｃａｌ／ｍｏｌ、－７４ｋｃａｌ／ｍｏｌ。ｑＲＴＰＣＲ结果显示成功建立体外Ｍ１巨噬细胞
模型。与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＣＨＲ处理导致线粒体生物合成相关基因ＰＧＣ１α、ＮＦＲ１、ＴＦＡＭｍＲＮＡ的表达显著升高（Ｐ＜０００１）；
与ＣＨＲ处理组相比，ＣＨＲ联合ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ处理导致线粒体生物合成相关基因ＰＧＣ１α、ＮＦＲ１、ＴＦＡＭｍＲＮＡ表达水平显著降
低（Ｐ＜００５）。免疫荧光结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＣＨＲ处理抑制了 ｉＮＯＳ的蛋白表达（Ｐ＜０００１）；与 ＣＨＲ处理组相比，
ＣＨＲ联合ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ处理逆转了ＣＨＲ对ｉＮＯＳ蛋白表达的抑制作用（Ｐ＜００５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，
ＣＨＲ处理组ｐＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白表达水平显著升高（Ｐ＜０００１）；与 ＣＨＲ处理组相比，ＣＨＲ联合 ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ处理组 ｐ
ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白表达水平显著降低（Ｐ＜００５）。结论　大黄酚可能通过激活ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号通路促进线粒体生物合
成抑制巨噬细胞向Ｍ１极化。
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１２５７０６７５４０＠ｑｑ．ｃｏｍ

　　大黄酚（ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ，ＣＨＲ）是中药大黄的有效
成分，具有抗炎，抗氧化，抗肿瘤等作用。Ｚｈａｏｅｔ
ａｌ［１］研究发现，ＣＨＲ可以通过抑制炎症反应和细胞
凋亡保护脓毒症急性心肌损伤；Ｗｅｉｅｔａｌ［３］进一步
研究发现ＣＨＲ能够通过抑制巨噬细胞向 Ｍ１极化
缓解脓毒症肺损伤［２］；课题组前期研究中，ＣＨＲ可
以通过抑制巨噬细胞向Ｍ１极化保护脓毒症急性肾
损伤，所以ＣＨＲ的抗炎作用与其能够影响巨噬细胞
极化有关。细胞代谢是巨噬细胞表型的重要决定因

素，线粒体作为细胞代谢的重要场所之一，对于调节

巨噬细胞的极化至关重要。因此推测 ＣＨＲ可能通
过线粒体影响巨噬细胞极化发挥抗炎作用。

　　线粒体生物合成是产生新的线粒体以维持细胞
稳态的过程［３］。腺苷酸活化蛋白激酶（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ
ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＡＭＰＫ）和转
录共激活因子（ｐｅｒｏｘｉｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅ
ｃｅｐｔｏｒｇａｍｍａｃｏａｃｔｉｖａｔｏｒ１α，ＰＧＣ１α），是线粒体生
物合成的关键调节分子［４］，其可以协调转录机制以

增加线粒体质量，从而适应增加的能量需求。

ＡＭＰＫ通过调控 ＰＧＣ１α使活化的 ＰＧＣ１α易位到
细胞核中并激活线粒体核呼吸因子 １（ｎｕｃｌｅａｒｒｅ
ｓｐｉｒａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒ１，ＮＦＲ１），随后转录核编码的呼吸链
成分和线粒体转录因子Ａ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ
ｆａｃｔｏｒＡ，ＴＦＡＭ），从而促进线粒体生物合成维持线
粒体稳态［５］。该文旨在探究ＣＨＲ是否通过ＡＭＰＫ／
ＰＧＣ１α通路促进线粒体生物合成影响巨噬细胞极
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化。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与仪器　人单核巨噬细胞系 ＴＨＰ１，
购自于中国科学院上海生科院细胞资源中心；ＣＨＲ
（货号：Ｂ２０２３８）购自上海源叶生物科技有限公司；
ＡＭＰＫ抑制剂（ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ，货号：ＨＹ１３４１８）购自
美国ＭＣＥ公司；脂多糖（ＬＰＳ，货号：Ｌ２６３０）购自美
国Ｓｉｇｍａ公司；佛波酯（ＰＭＡ）和干扰素γ（ＩＦＮγ）
（货号：Ｐ６７４１、Ｐ０００２８）购自北京索莱宝科技有限公
司；ＦＩＴＣ标记山羊抗兔 ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（货号：Ａ０５６２）
购自江苏碧云天生物科技有限公司；ＡＭＰＫ和 ｐ
ＡＭＰＫ抗体（货号：ＷＬ０２２５４、ＷＬ０５１０３）购自万类生
物；ＰＧＣ１α抗体和 ＧＡＰＤＨ抗体（货号：６６３６９１ｌｇ、
１０４９４１ＡＰ）购自武汉三鹰生物技术有限公司；ｉＮ
ＯＳ、ＣＤ８６、ＰＧＣ１α、ＮＲＦ１、ＴＦＡＭ引物购自生工生
物工程（上海）股份有限公司。酶标仪（美国Ｔｈｅｒｍｏ
公司）；倒置显微镜（日本ＳＡＮＹＯ公司）；转膜仪（中
国精密科学仪器有限公司）；凝胶成像分析系统（美

国ＢｉｏＲａｄ公司）。
１．２　方法
１．２．１　分子对接　采用分子对接技术预测ＣＨＲ与
ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α 之 间 的 潜 在 相 互 作 用，使 用
Ａｕｔｏｄｏｃｋｖｉｎａ软件进行模拟测试。ＡＭＰＫ蛋白
（ＰＤＢ代码：４ｃｅｆ）的 Ｘ射线晶体结构获自 ＲＣＳＢ蛋
白质 数 据 库，ＰＧＣ１α 蛋 白 （Ａｌｐｈａｆｏｌｄ代 码：
Ｑ９ＵＢＫ２）的Ｘ射线晶体结构获自 Ａｌｐｈａｆｏｌｄ蛋白质
数据库。将ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋白晶体结构导入 Ｐｙ
ｍｏｌ软件中，对蛋白结构进行去水，将蛋白结构导入
Ａｕｔｏｄｏｃｋｔｏｏｌｓ进行加氢处理，然后利用该软件中的
准备蛋白工具对蛋白进行处理。将 ＣＨＲ结构利用
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙｓｔｕｄｉｏ进 行 能 量 最 小 化 处 理，使 用
Ａｕｔｏｄｏｃｋ软件进行分子对接研究。
１．２．２　ＴＨＰ１细胞的培养、诱导　细胞在含１０％
胎牛血清的 ＲＰＭＩ１６４０的完全培养基中培养，将
ＴＨＰ１放入５％ ＣＯ２、３７℃恒温培养箱中培养，细胞
呈悬浮状态。按时给予细胞换液、传代。实验前首

先使用终浓度１００ｎｇ／ｍL的 ＰＭＡ刺激 ＴＨＰ１细胞
２４ｈ贴壁，诱导为 Ｍ０巨噬细胞，再向 Ｍ０巨噬细胞
的培养基中添加干扰素γ（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎγ，ＩＦＮγ）２０
ｎｇ／ｍL和脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）１００ｎｇ／ｍL
继续刺激４８ｈ，诱导为Ｍ１巨噬细胞。
１．２．３　实验分组及处理　本研究分为 Ｃｏｎｔｒｏｌ组：
刺激ＴＨＰ１细胞极化为 Ｍ１巨噬细胞；ＣＨＲ组：向

Ｍ１巨噬细胞培养基中加入不含血清的１６４０培养基
稀释的１０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣＨＲ处理２４ｈ；ＣＨＲ＋Ｃｏｍ
ｐｏｕｎｄＣ组：用终浓度为１０μｍｏｌ／Ｌ的ＡＭＰＫ抑制剂
ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ对 Ｍ１巨噬细胞预处理２ｈ，随后用不
含血清的１６４０培养基稀释的１０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＨＲ处
理２４ｈ。
１．２．４　ｑＲＴＰＣＲ检测 Ｍ１型极化标志物及线粒体
生物合成相关基因的表达　使用 ＲＮＡ提取试剂盒
提取待测细胞中的总ＲＮＡ，并根据反转录试剂盒说
明书将其反转录为 ｃＤＮＡ。按照 ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲ
试剂盒说明书在 ＰＣＲ仪上进行检测目的基因的
ｍＲＮＡ表达量。反应条件：９５℃预变性３０ｓ，９５℃
变性１０ｓ，６０℃退火／延伸２０ｓ，４０个循环周期。以
ＧＡＰＤＨ为内参，按２－ΔΔＣＴ法计算分析目标基因 ｍＲ
ＮＡ的相对表达水平。引物序列见表１。

表１　ｑＲＴＰＣＲ引物序列

Ｔａｂ．１　ｑＲＴＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

Ｇｅｎｅ ５′３′
ｉＮＯＳ Ｆ：ＴＴＣＡＧＴＡＴＣＡＣＡＡＣＣＴＣＡＧＣＡＡＧ

Ｒ：ＴＧＧＡＣＣＴＧＣＡＡＧＴＴＡＡＡＡＴＣＣＣ
ＣＤ８６ Ｆ：ＣＴＧＣＴＣＡＴＣＴＡＴＡＣＡＣＧＧＴＴＡＣＣ

Ｒ：ＧＧＡＡＡＣＧＴＣＧＴＡＣＡＧＴＴＣＴＧＴＧ
ＰＧＣ１α Ｆ：ＴＣＴＧＡＧＴＣＴＧＴＡＴＧＧＡＧＴＧＡＣＡＴ

Ｒ：ＣＣＡＡＧＴＣＧＴＴＣＡＣＡＴＣＴＡＧＴＴＣＡ
ＮＲＦ１ Ｆ：ＡＧＧＡＡＣＡＣＧＧＡＧＴＧＡＣＣＣＡＡ

Ｒ：ＴＡＴＧＣＴＣＧＧＴＧＴＡＡＧＴＡＧＣＣＡ
ＴＦＡＭ Ｆ：ＡＴＧＧＣＧＴＴＴＣＴＣＣＧＡＡＧＣＡＴ

Ｒ：ＴＣＣＧＣＣＣＴＡＴＡＡＧＣＡＴＣＴＴＧＡ
ＧＡＰＤＨ Ｆ：ＧＧＡＧＣＧＡＧＡＴＣＣＣＴＣＣＡＡＡＡＴ

Ｒ：ＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＡＴＧＧ

１．２．５　免疫荧光　将各组细胞接种于细胞爬片，吸
除培养基并用预冷的 ＰＢＳ洗涤。４％的多聚甲醛固
定细胞３０ｍｉｎ，使用０２％Ｔｒｉｔｏｎ１００通透１５ｍｉｎ，随
后用５％的ＢＳＡ室温封闭３０ｍｉｎ，在湿盒中４℃孵
育ｉＮＯＳ抗体过夜，次日室温避光孵育荧光二抗 ２
ｈ，上述步骤均使用 ＰＢＳ洗涤３次。加入抗荧光淬
灭封片剂，在荧光显微镜上观察并采图。

１．２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ　离心收集各组细胞，使用配置
好的ＲＩＰＡ蛋白裂解液进行处理并收集入 ＥＰ管中，
将 ＥＰ管放入 ４℃离心机 １２０００ｒ／ｍｉｎ，离心 １５
ｍｉｎ。使用紫外分光光度计检测蛋白样本浓度。蛋
白变性后，ＳＤＳＰＡＧＥ对蛋白样本进行电泳、电转、
封闭，一抗孵育过夜。次日室温孵育抗兔、抗鼠二

抗，洗膜后使用ＥＣＬ化学发光液显影。使用 ＩｍａｇｅＪ
软件，以 ＧＡＰＤＨ为内参进行目的蛋白的半定量分
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析。

１．３　统计学处理　使用 ＳＰＳＳ２００进行统计学分
析，以 珋ｘ±ｓ记录数据，两组之间的比较采用 ｔ检验，
多组之间的比较采用单因素方差分析，Ｐ＜００５为
差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＣＨＲ与 ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α的对接分析　通过

分子对接技术预测 ＣＨＲ与 ＡＭＰＫ（ＰＤＢ代码：
４ｃｅｆ）、ＰＧＣ１α（Ａｌｐｈａｆｏｌｄ代码：Ｑ９ＵＢＫ２）之间的潜
在相互作用。对接结果显示，ＣＨＲ与ＡＭＰＫ蛋白之
间的结合能为 －８４ｋｃａｌ／ｍｏｌ，与 ＰＧＣ１α蛋白之间
的结合能为－７４ｋｃａｌ／ｍｏｌ，通常如果配体与靶蛋白
的结合能小于５时配体和受体蛋白可以稳定结合。
见图１。以上结果表明，ＣＨＲ与 ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α蛋
白可以稳定结合。

图１　ＣＨＲ与ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α分子对接

Ｆｉｇ．１　ＣＨＲｗａｓｄｏｃｋｅｄｗｉｔｈＡＭＰＫａｎｄＰＧＣ１αｍｏｌｅｃｕｌｅｓ

　　Ａ：ＣＨＲｄｏｃｋｉｎｇｗｉｔｈＡＭＰＫ；Ｂ：ＣＨＲｄｏｃｋｉｎｇｔｏＰＧＣ１α；Ｂｌｕｅｒｉｂｂｏｎｓｗｅｒｅｐｒｏｔｅｉｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓ；ＹｅｌｌｏｗｗａｓＣＨＲ；Ｔｈｅｂｌｕｅｂａｒｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄｔｈｅ

ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇａｍｉｎｏａｃｉｄｓ；Ｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙｗａｓｎｅｇａｔｉｖｅ，ａｎｄｔｈｅｌａｒｇｅｒｔｈｅａｂｓｏｌｕｔｅｖａｌｕｅｏｆｔｈｅｎｅｇａｔｉｖｅｖａｌｕｅ，ｔｈｅｌａｒｇｅｒｔｈｅｂｉｎｄｉｎｇｅｎｅｒｇｙ

２．２　Ｍ１巨噬细胞模型的构建及鉴定　以 ＧＡＰＤＨ
为内参，ｑＲＴＰＣＲ结果显示，与 Ｍ０巨噬细胞相比，
Ｍ１巨噬细胞ｉＮＯＳ（ｔ＝６６９１，Ｐ＜０００１）、ＣＤ８６（ｔ＝
５２１８，Ｐ＜０００１）的ｍＲＮＡ水平显著升高。见图２。
以上结果表明，Ｍ１巨噬细胞模型构建成功。
２．３　大黄酚对线粒体生物合成相关基因ｍＲＮＡ表
达的影响　以ＧＡＰＤＨ为内参，ｑＲＴＰＣＲ结果显示，
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＣＨＲ组细胞 ＰＧＣ１α、ＮＦＲ１、
ＴＦＡＭ的 ｍＲＮＡ水平显著升高（ｔ＝６０１２，Ｐ＜
０００１；ｔ＝１１１６，Ｐ＜０００１；ｔ＝７６８８，Ｐ＜０００１），
与ＣＨＲ组相比，ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组细胞 ＰＧＣ
１α、ＮＲＦ１、ＴＦＡＭｍＲＮＡ水平显著降低（ｔ＝３２１３，Ｐ
＜００５；ｔ＝６２８１，Ｐ＜０００１；ｔ＝３０９３，Ｐ＜００５）。
见图３。以上结果表明，ＣＨＲ可以促进线粒体生物
合成，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ抑制了线粒体生物合成。
２．４　各组细胞ｉＮＯＳ的表达　与Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，

图２　Ｍ１巨噬细胞极化标志物的水平

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅｌｅｖｅｌｏｆＭ１ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓ
Ｐ＜０００１ｖｓＭ０ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．

ＣＨＲ组细胞 ｉＮＯＳ表达显著降低（ｔ＝１３８４，Ｐ＜
０００１），与ＣＨＲ组相比，ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组细胞
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ｉＮＯＳ表达显著升高（ｔ＝３４９８，Ｐ＜００５）。见图４。
以上结果表明，ＣＨＲ可以抑制巨噬细胞向Ｍ１极化。
２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞 ＡＭＰＫ、ＰＧＣ
１α的蛋白表达水平　与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组相比，ＣＨＲ组细
胞 ｐＡＭＰＫ及 ＰＧＣ１α蛋白表达显著增加（ｔ＝
１１５５，Ｐ＜０００１；ｔ＝１００６，Ｐ＜０００１），与 ＣＨＲ组
相比，ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ组细胞 ｐＡＭＰＫ及 ＰＧＣ
１α蛋白表达显著降低（ｔ＝３１６６，Ｐ＜００５；ｔ＝
６６５５，Ｐ＜００１）。见图５。

３　讨论

　　巨噬细胞是先天免疫系统的主要细胞类型之

一，参与许多炎症性疾病的发生发展。包括自身免

疫性疾病（类风湿性关节炎、克罗恩病、炎症性肠病

等），慢性炎症（哮喘、动脉粥样硬化等）以及急性炎

症（脓毒症、急性胰腺炎等）等［６］。巨噬细胞具有高

度的异质性，其在不同的环境下可以极化为不同的

表型，目前关注最广泛的是Ｍ１和Ｍ２两种亚型，Ｍ１
巨噬细胞主要通过分泌一系列炎症因子来促进炎症

反应，Ｍ２巨噬细胞通过分泌一系列抗炎因子抑制炎
症反应，并促进组织修复［７］。因此靶向巨噬细胞极

化可能是治疗炎症性疾病的关键。细胞代谢是巨噬

细胞表型的重要决定因素，线粒体作为细胞代谢的

重要场所之一，对于调节巨噬细胞的极化至关重要。

图３　线粒体相关基因ｍＲＮＡ的表达水平

Ｆｉｇ．３　ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅｌａｔｅｄｇｅｎｅｓ

　　Ａ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＰＧＣ１αｍＲＮＡ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＮＲＦ１ｍＲＮＡ；Ｃ：ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＦＡＭｍＲＮＡ；１：

Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＣＨＲｇｒｏｕｐ；３：ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ；ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ：Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃＃Ｐ＜０００１

ｖｓＣＨＲｇｒｏｕｐ

图４　各组细胞ｉＮＯＳ的表达 ×２００

Ｆｉｇ．４　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ×２００

　　Ａ：ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓ；Ｂ：ＲｅｌａｔｉｖｅｌｅｖｅｌｓｏｆｉＮＯＳｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＣＨＲｇｒｏｕｐ；３：ＣＨＲ

＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＣＨＲｇｒｏｕｐ．
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图５　ｐＡＭＰＫ、ＡＭＰＫ及ＰＧＣ１α蛋白的相对表达

Ｆｉｇ．５　ＲｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＭＰＫ，ＡＭＰＫａｎｄＰＧＣ１αｐｒｏｔｅｉｎｓ

　　Ａ：ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｐＡＭＰＫ，ＡＭＰＫａｎｄＰＧＣ１α；Ｂ：ＲａｔｉｏｏｆＰＧＣ１αｔｏＧＡＰＤＨ；Ｃ：ＲａｔｉｏｏｆｐＡＭＰＫｔｏＧＡＰＤＨ；Ｄ：Ｒａｔｉｏｏｆｐ

ＡＭＰＫｔｏＡＭＰＫ；１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；２：ＣＨＲｇｒｏｕｐ；３：ＣＨＲ＋ＣｏｍｐｏｕｎｄＣｇｒｏｕｐ；Ｐ＜０００１ｖｓＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１ｖｓＣＨＲ

ｇｒｏｕｐ．

越来越多的证据表明，线粒体代谢通过影响信号转

导、染色质调控和转录调控来影响巨噬细胞极化并

调节免疫反应［８］。Ｚｈａｎｇｅｔａｌ［９］发现敲除 Ｐｒｄｘ１能
够通过损伤巨噬细胞线粒体来降低其氧化磷酸化功

能，而促进巨噬细胞向Ｍ１极化，抑制其向Ｍ２极化；
Ｄｏｎｇｅｔａｌ［１０］阐述了在慢性肺部疾病中线粒体功能
障碍在巨噬细胞表型及功能中的作用。本研究结果

显示，与对照组相比，ＣＨＲ处理组细胞线粒体生物
合成相关转录因子 ＰＧＣ１α、ＮＲＦ１、ＴＦＡＭ表达增
加，并且Ｍ１极化标志物（ｉＮＯＳ）表达显著降低。以
上结果说明ＣＨＲ可能通过促进线粒体生物合成抑
制巨噬细胞向Ｍ１极化。
　　ＡＭＰＫ作为代谢控制中心［１１］，在调节巨噬细胞

代谢、线粒体稳态以及维持免疫活性中起着至关重

要的作用。ＡＭＰＫ通过上调 ＰＧＣ１α的表达，作用
于ＮＦＲ１和 ＴＦＡＭ等转录因子，介导线粒体生物合
成，促进巨噬细胞向 Ｍ２极化［１２］。有研究［１３］发现，

二甲双胍可以通过激活 ＡＭＰＫ改善线粒体损伤减
轻心肌细胞凋亡而保护脓毒症心肌损伤；β羟基异
戊酰紫草素可以通过激活 ＡＭＰＫ调节巨噬细胞极
化［１４］；ＴＨ２型细胞因子 ＩＬ２５可以通过激活 ＡＭＰＫ
来诱导线粒体自噬刺激巨噬细胞向 Ｍ２型极化［１５］；

所以ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１α信号通路不仅是线粒体的核心
通路而且是影响巨噬细胞极化的重要信号通路。本

研究通过分子对接技术预测 ＣＨＲ与 ＡＭＰＫ、ＰＧＣ
１α之间的结合能力，发现 ＣＨＲ与 ＡＭＰＫ、ＰＧＣ１α
蛋白可以稳定结合，说明 ＣＨＲ可能通过 ＡＭＰＫ／
ＰＧＣ１α信号通路发挥作用。实验结果显示，与
ＣＨＲ处理组相比，ＣｏｍｐｏｕｎｄＣ能拮抗 ＣＨＲ对线粒
体生物合成的促进作用及对 Ｍ１极化的抑制作用，

说明ＣＨＲ通过激活 ＡＭＰＫ促进线粒体生物合成抑
制巨噬细胞向 Ｍ１极化，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果与分子对
接的结果一致。本研究证实ＣＨＲ通过激活ＡＭＰＫ／
ＰＧＣ１α通路促进线粒体生物合成抑制巨噬细胞向
Ｍ１型极化，但并未深入探索 ＣＨＲ如何调控 ＡＭＰＫ
的机制，在后续实验过程中将继续相关研究。
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ＣＨＲｔｒｅａｔｍｅｎｔｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉＮＯＳｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０００１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄ
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ｗｉｔｈＣＨＲｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＣＨＲｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｏｍｐｏｕｎｄＣｔｒｅａｔｍｅｎｔｒｅｖｅｒｓｅｄｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆＣＨＲｏｎｉＮ
ＯＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００５）．ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＣｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｔｈｅＣＨＲ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｈａｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｉｎｃｒｅａｓｅｉｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＡＭＰＫａｎｄＰＧＣ１α（Ｐ＜０００１）．
ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＨＲｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐ，ＣＨＲｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈＣｏｍｐｏｕｎｄＣｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｐｒｏ
ｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＡＭＰＫａｎｄＰＧＣ１α（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　Ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌｍａｙｉｎｈｉｂｉｔｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎｔｏＭ１ｂｙａｃｔｉｖａｔｉｎｇＡＭＰＫ／ＰＧＣ１αｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｔｏｐｒｏｍｏｔｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｃｈｒｙｓｏｐｈａｎｏｌ；ＡＭＰＫ／ＰＧＣ１αｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ；ｐｏｌａｒｉｚａｔｉｏｎ
Ｆｕｎｄｐｒｏｇｒａｍ　ＩｎｓｔｒｕｃｔｉｖｅＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｃａｌＰｒｏｊｅｃｔｏｆＸｉｎｊｉａｎｇＰｒｏｄｕｃｔｉｏｎａｎｄＣｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎＣｏｒｐｓ
（Ｎｏｓ．２０２２ＺＤ０７３，２０２２ＺＤ０４５）
Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒｓ　ＷａｎｇＸｉｎｍｉｎ，Ｅｍａｉｌ：１９７７６０２６９７＠ｑｑ．ｃｏｍ；ＺｈａｎｇＹｕｅ，Ｅｍａｉｌ：１２５７０６７５４０＠ｑｑ．ｃｏｍ

支链氨基酸通过 Ｓｔａｔ３通路双向调控３Ｔ３Ｌ１前脂肪细胞分化
蔡兴华１，２，高　洁３，徐媛颖３，张会会３，买热艳木·肉孜３，沙雯君３，鲁　郡１，２，３，雷　涛１，２，３

（１安徽医科大学上海普陀中心临床学院，上海　２０００６２；２安徽医科大学第五临床医学院，合肥　２３００３２；
３上海中医药大学附属普陀医院内分泌科，上海　２０００６２）

摘要　目的　探讨不同浓度支链氨基酸（ＢＣＡＡ）对３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细胞分化的作用及其机制。方法　将３Ｔ３Ｌ１前体脂肪细
胞分为空白对照（Ｃｏｎｔｒｏｌ）组、分化介质（ＤＭ）组、低浓度ＢＣＡＡ组和高浓度 ＢＣＡＡ组；ＣＣＫ８法检测不同浓度 ＢＣＡＡ对前脂肪
细胞存活率的影响；油红Ｏ染色观察各组脂肪细胞脂滴形成情况；酶法检测细胞内三酰甘油（ＴＧ）和总胆固醇（ＴＣ）含量；ＲＴ
ｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｔａｔ３和脂肪细胞分化相关基因ｍＲＮＡ和蛋白表达情况。结果　ＣＣＫ８结果显示，当ＢＣＡＡ浓度 ≤
１０ｍｍｏｌ／ｌ时，３Ｔ３Ｌ１细胞的存活率不受ＢＣＡＡ的影响。与ＤＭ组相比，低浓度ＢＣＡＡ组（０５、１０ｍｍｏｌ／ｌ）细胞内脂滴明显增
大、脂滴数目明显增加，且细胞内ＴＣ（０８８ｖｓ０６８ｍｍｏｌ／ｇ；０８３ｖｓ０６８ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＜００１）和ＴＧ水平（０７７ｖｓ０４０ｍｍｏｌ／ｇ；
０６２ｖｓ０４０ｍｍｏｌ／ｇ，Ｐ＜００１）明显上升；而高浓度 ＢＣＡＡ组（５０、１０ｍｍｏｌ／ｌ）细胞分化较 ＤＭ组明显下降。ＲＴｑＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示低浓度ＢＣＡＡ组ＰＰＡＲγ、Ｃ／ＥＢＰα、Ａｄｉｐｏｎｅｃｔｉｎ、ＦＡＢＰ４的ｍＲＮＡ和蛋白表达均明显上升，而高浓度ＢＣＡＡ
组上述基因表达均明显下降（Ｐ＜００１）。此外，低浓度ＢＣＡＡ促进Ｓｔａｔ３磷酸化水平，而高浓度ＢＣＡＡ抑制其磷酸化水平（Ｐ＜
００１）。结论　ＢＣＡＡ通过Ｓｔａｔ３双向调控前脂肪细胞脂肪分化，即低浓度 ＢＣＡＡ可通过促进 Ｓｔａｔ３磷酸化水平诱导其向成熟
脂肪细胞分化；而高浓度ＢＣＡＡ则抑制Ｓｔａｔ３磷酸化及细胞分化。
关键词　ＢＣＡＡ；３Ｔ３Ｌ１；脂肪细胞分化；Ｓｔａｔ３；脂肪生成；肥胖
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　　目前肥胖呈流行趋势，据报道，我国约２０％的
儿童和５０％的成年人超重或肥胖［１］。肥胖可引起

多种疾病的发生和发展，如２型糖尿病、冠心病以及
部分肿瘤。在细胞水平上，肥胖是由脂肪细胞数量

和体积增加而引起的一种临床综合征。而３Ｔ３Ｌ１
作为一种前体脂肪细胞系，被广泛用于基础和临床

研究。近年来，研究提示支链氨基酸（ｂｒａｎｃｈｅｄ
ｃｈａｉｎａｍｉｎｏａｃｉｄ，ＢＣＡＡ）具有调控脂肪细胞分化的
作用。ＢＣＡＡ是人体必需氨基酸，包括亮氨酸、异亮
氨酸和缬氨酸。目前关于ＢＣＡＡ对脂肪细胞分化的
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