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胆汁酸 Ｇ蛋白偶联受体通过 ｐ３８ＭＡＰＫ通路诱导巨噬细胞 ＩＬ１β、ＴＮＦα和 ＩＬ６
的转录
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　　［摘要］　目的　观察胆汁酸 Ｇ蛋白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｆｏｒｂｉｌｅａｃｉｄｓ，ＴＧＲ５）被齐墩果酸（ｏｌｅａｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄ，ＯＡ）激活后对ＲＡＷ２６４．７细胞白细胞介素１（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１β，ＩＬ１β）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）
和白细胞介素６（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６，ＩＬ６）转录的影响及其机制的探讨。方法 　 通过实时荧光定量（Ｒｅａｌｔｉｍｅ）ＰＣＲ法检测ＯＡ
作用不同时间ＲＡＷ２６４．７细胞和原代枯否细胞ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达；并进一步分析在ＲＡＷ２６４．７细胞中
加入３种不同信号通路的抑制剂对上述３种炎症因子ｍＲＮＡ表达的影响。ＯＡ作用ＲＡＷ２６４．７细胞和原代枯否细胞不
同时间后，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化水平。结果 　 ＯＡ刺激ＲＡＷ２６４．７细胞６、１２、２４ｈ后，ＩＬ１β、ＴＮＦα和
ＩＬ６ｍＲＮＡ表达明显升高。ＯＡ作用于分离的原代枯否细胞 ３ｈ和 ６ｈ后，也可观察到相同的结果。ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑
制剂ＳＢ２０３５８０可以明显地抑制ＯＡ诱导的ＲＡＷ２６４．７细胞内ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达，但ＰＫＡ和ＮＦκＢ的抑
制剂无此作用。ＲＡＷ２６４．７细胞和原代枯否细胞经ＯＡ刺激后，ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平明显增强。结论 　 ＴＧＲ５可能通
过活化 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化诱导炎症细胞 ＩＬ１β、ＴＮＦα和ＩＬ６ｍＲＮＡ的表达，提示 ＴＧＲ５在无其他刺激因素作用下，具有
诱导炎症因子表达的作用。

　　［关键词］　 胆汁酸Ｇ蛋白偶联受体；齐墩果酸；ＲＡＷ２６４．７细胞株；枯否细胞；促炎因子
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　　胆汁酸Ｇ蛋白偶联受体（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｆｏｒｂｉｌｅａｃｉｄｓ，ＴＧＲ５）是胆酸的Ｇ蛋白偶联膜受体，
可差异性表达于各种组织［１－３］。石胆酸、脱氧胆酸等

疏水性胆酸是其天然配体。ＴＧＲ５被活化后，主要在
糖代谢和能量代谢及维持胆汁酸代谢平衡中发挥重要

作用［４－６］。也有研究发现，ＴＧＲ５表达于肝脏的枯否细
胞（肝脏中表达致炎因子的主要细胞）等巨噬细胞［７］；

而且兔外周血分离的巨噬细胞和外源性表达 ＴＧＲ５的
单核细胞系 ＴＨＰ１能抑制内毒素（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，
ＬＰＳ）诱导的ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达［１］。这些研究

提示，ＴＧＲ５可能在炎症和机体免疫中扮演者重要角
色。近期的一项体内研究也表明，ＴＧＲ５的活化减轻
了由ＬＰＳ诱导的肝脏炎症，进一步证实其在炎症中的
作用［８］。然而，在无任何刺激因素作用下，ＴＧＲ５在细
胞因子表达中的生理作用仍不清楚。齐墩果酸

（ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ，ＯＡ）是已被证实的ＴＧＲ５的活化剂［１］，

本研究旨在观察 ＴＧＲ５被 ＯＡ活化后，对巨噬细胞炎
症因子ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达的影响，并进一步分
析ＴＧＲ５激活后引起炎症因子表达变化的信号传导通
路，以明确其在炎症过程中的生理作用。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　ｐ３８ＭＡＰＫ抑制剂ＳＢ２０３５８０、ＰＫＡ抑制剂Ｈ８９和ＮＦκＢ抑
制剂ＢＭＳ３４５５４１购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司，小鼠单克隆磷酸化ｐ３８
抗体购自 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｌｉｎｇ公司，Ｏｌｅａｎｏｌｉｃａｃｉｄ购自 Ｓｉｇｍａ公司，
ＲＡＷ２６４．７购自ＡＴＣＣ，逆转录和 Ｒｅａｌｔｉｍｅ扩增系统分别购自
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ和ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ公司，ＤＥＭＥ和胎牛血清（去内
毒素）购自 Ｇｉｂｃｏ公司，Ｃ５７ＢＬ／６小鼠来自于美国 ＣｉｔｙｏｆＨｏｐｅ
医学中心实验动物房。

１．２　方法
１．２．１　ＲＡＷ２６４．７细胞培养及分组　　ＲＡＷ２６４．７用含１０％
胎牛血清的ＤＭＥＭ（高糖）培养基，于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱中
静置培养。待细胞长至８０％融合时，接种至６孔板，密度为
０．７×１０６／孔，２４ｈ后更换为含 ０．２％ ＢＳＡ的 ＤＭＥＭ，培养
２４ｈ后，再做相应处理。①ＯＡ作用不同时间的处理：对照组
加入与实验组等体积的 ＤＭＳＯ，实验组加入１０μｍｏｌ／ＬＯＡ，与
细胞孵育６、１２、２４ｈ。②不同剂量ＯＡ的处理：对照组加入与实
验组等体积的 ＤＭＳＯ，实验组１加入１０μｍｏｌ／ＬＯＡ，实验组２
加入２０μｍｏｌ／ＬＯＡ，和细胞共孵育２４ｈ。③信号通路抑制剂的
处理：对照组加入与实验组等体积的 ＤＭＳＯ，实验组中分别加
入抑制剂 Ｈ８９（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＳＢ２０３５８０（１０μｍｏｌ／Ｌ），ＢＭＳ
３４５５４１（１μｍｏｌ／Ｌ）与细胞孵育３０ｍｉｎ，然后用ＯＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
刺激２４ｈ。
１．２．２　原代枯否细胞的分离、培养及处理　　４～５月龄
Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，经胶原酶Ⅳ原位灌注肝脏后，摘除肝脏，得到肝
脏匀浆。然后，用二部Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心法分离肝脏枯否细
胞［９］。分离的枯否细胞以１×１０６的密度接种于６孔板内，培养

于含１０％胎牛血清（无内毒素）的ＤＭＥＭ培养液中，接种３０ｍｉｎ
后，换液，继续培养２４ｈ。之后更换为含０．２％ ＢＳＡ的ＤＭＥＭ，
培养２４ｈ。ＯＡ作用不同时间的处理：对照组加入与实验组等
体积的 ＤＭＳＯ，实验组加入 １０μｍｏｌ／ＬＯＡ，与细胞孵育 ３、６、
１２ｈ。
１．２．３　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦαｍＲＮＡ水平的
表达　　ＴＲＩ试剂提取细胞总 ＲＮＡ。取 ２μｇ总 ＲＮＡ根据
ＳｕｐｅｒＳｃｒｉｐｔＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄＳｙｎｔｈｅｓｉｓＳｙｓｔｅｍ的操作步骤说明合成
ｃＤＮＡ。以ｃＤＮＡ为模板，加入特异性的引物和２×ＳＹＢＧｒｅｅｎ
使用ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７３００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ仪对其ｍＲＮＡ进行
扩增。扩增条件为：９５℃ ３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，ＰＣＲ仪内扩增
４０个循环。使用的引物序列如下：Ｍ３６ｂ４上游 ５′ＧＣＣＣＴＧ
ＣＡＣＴＣＴＣＧＣＴＴＴＣＴ３′，下 游 ５′ＣＡＡＣＴＧＧＧＣＡＣＣＧＡＧＧＣＡＡ
ＣＡＧＴＴＧ３′；ＴＮＦα上游 ５′ＣＧＣＣＣＴＴＣＣＡＧＡＡＣＴＣＣＡＧＧＣＧ
３′，下游５′ＴＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ３′；ＩＬ１β上游５′ＣＣＴ
ＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴＧＴＧＡＡＡＴＧＣＣ３′，下游 ５′ＣＡＧＣＴＴＣＴＣＣＡＣＡＧ
ＧＣＡＣＡＡＴＧＡＧ３′。结果分析：以管家基因 Ｍ３６ｂ４作为内参基
因，计算各组细胞中相应基因的 ΔΔＣｔ值。ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ目的基
因－Ｃｔ管家基因），以目的基因的量（２－ΔΔＣｔ）为定量结果进
行统计学分析。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化表达　　在
ＲＡＷ２６４．７细胞或枯否细胞培养基中加入１０μｍｏｌ／ＬＯＡ分别
作用１５、３０、４０ｍｉｎ和１ｈ，提取各时相组总蛋白，进行蛋白定
量。１０％ ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白，电印迹转移法将凝胶
内的蛋白转至硝酸纤维素膜。５％脱脂牛奶封闭 １ｈ，一抗
１∶１０００（ｐ３８ＭＡＰＫ）稀释，４℃孵育过夜。ＴＢＳ洗膜３次，加入
ＨＲＰ标记的二抗（稀释度１∶１０００），３７℃孵育１ｈ，ＴＢＳ洗膜
后，加ＥＣＬ化学发光试剂，压片曝光。

１．３　统计学分析
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＧｒａｐｈｐａｄＰｒｉｓｍ５统计分析软件，各
组均数的比较行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＯＡ作用不同时间对 ＲＡＷ２６４．７细胞和枯否细
胞ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα表达的诱导

　　 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ 的结果表明，ＯＡ （１０μｍｏｌ／Ｌ）处理
ＲＡＷ２６４．７细胞后的 ６、１２和 ２４ｈ，ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的
ｍＲＮＡ表达较对照组均显著增高（图１）。在 ＯＡ刺激２４ｈ时，
ＩＬ１β、ＩＬ６的转录被诱导增加了１００倍以上，ＴＮＦα的表达增
强了１０倍以上。与ＲＡＷ２６４．７细胞结果相似，ＯＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）
刺激枯否细胞 ３ｈ后也可诱导 ＩＬ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的表达
（图２）。

２．２　ｐ３８ＭＡＰＫ特异性抑制剂 ＳＢ２０３５８０抑制 ＯＡ诱
导的 ＩＬ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的表达

　　Ｒｅａｌｔｉｍｅ结果表明用ＰＫＡ的抑制剂Ｈ８９或ＮＦκＢ的抑制
剂ＢＭＳ３４５５４１预处理 ＲＡＷ２６４．７细胞后，不抑制 ＯＡ诱导的
炎症因子的表达（图３、４）。ｐ３８特异性的抑制剂 ＳＢ２０３５８０预
处理ＲＡＷ２６４．７后，几乎完全抑制了ＯＡ刺激的炎症因子的生
成（图５）。
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２．３　ＯＡ增强巨噬细胞 ｐ３８ＭＡＰＫ的磷酸化水平
　　ＲＡＷ２６４．７细胞和枯否细胞经 ＯＡ（１０μｍｏｌ／Ｌ）分别刺激
１５、３０、４５ｍｉｎ和 １ｈ，提取各组总蛋白，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｐ３８
ＭＡＰＫ磷酸化水平。结果表明，与对照组比较，ＯＡ作用的不同
时间段内，ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化水平均增强（图６）。这提示ＯＡ能
活化巨噬细胞内的ｐ３８信号传导途径。
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图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＯＡ作用不同时间ＲＡＷ２６４．７细胞和枯否

细胞中ｐ３８的磷酸化水平

３　讨论

　　已证实ＴＧＲ５活化后可以在体内外抑制ＬＰＳ诱导
的炎症因子的表达［１］。本研究表明 ＴＧＲ５被 ＯＡ激活
后，在无ＬＰＳ的刺激下，可上调巨噬细胞Ｌ１β、ＩＬ６和
ＴＮＦα转录水平的表达，从而表明 ＴＧＲ５对炎症因子
的表达具有双重调节作用。

　　ＴＧＲ５活化后，激活 Ｇｓ蛋白，进而升高细胞内
ｃＡＭＰ的浓度，激活下游的 ＰＫＡ蛋白激酶，从而抑制
ＬＰＳ诱导的炎症因子的表达，这一 ＴＧＲ５下游信号传
导通路已被证实［１］。而 ＮＦκＢ是被公认的在 ＬＰＳ诱
导的炎症因子生成中发挥重要作用的转录因子［１０－１２］。

因此，我们首先探讨ＰＫＡ和ＮＦκＢ是否参与了炎症因
子的生成。ＰＫＡ和 ＮＦκＢ这两种抑制剂不能阻止

ＴＧＲ５对 Ｌ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα表达的上调作用，表明
ＰＫＡ和ＮＦκＢ这两条信号途径不参与 ＴＧＲ５诱导的
炎症因子的转录。从而提示 ＴＧＲ５诱导的 Ｌ１β、ＩＬ６
和ＴＮＦα转录，与ＴＧＲ５抑制 ＬＰＳ诱导炎症因子表达
的信号通路有所不同。

　　ＭＡＰＫ是介导细胞外信号引起细胞核反应的极其
重要的信号系统，已证明在哺乳动物中存在 ４个
ＭＡＰＫ成员，即 ＥＲＫ、ＪＮＫ／ＳＡＰＫ、ｐ３８和 ＥＲＫ５／ＢＭＫ１
等ＭＡＰＫ亚族，其中ｐ３８ＭＡＰＫ通路主要对炎性细胞
因子和多种类型的细胞应激信号进行转导，大量研究

表明阻断ｐ３８级联能减轻炎症反应［１３－１４］。我们的实

验结果也证实，ｐ３８的特异性抑制剂几乎完全抑制了
ＴＧＲ５诱导的Ｌ１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的表达，提示ｐ３８是
引起该反应的重要激酶。而且用 ＯＡ激活 ＲＡＷ２６４．７
和枯否细胞膜上的ＴＧＲ５，可以检测到ｐ３８的磷酸化水
平在所观察的时间段内均有明显升高，也说明 ＴＧＲ５
活化后，确实可以激活 ｐ３８ＭＡＰＫ的信号传导途径。
研究表明，ｐ３８ＭＡＰＫ被激活后，可活化转录激活因子
（ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｆａｃｔｏｒ，ＡＴＦ）家族、ＣＲＥＢ等转录因
子［１５－１６］。而在Ｌ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的基因上游调控
区域内包含有这些转录因子的结合位点［１７－１９］。因此

我们推测，ＴＧＲ５活化后，可以通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ，进
而激活其下游某个或某些转录因子，促进其结合于 Ｌ
１β、ＩＬ６和ＴＮＦα的基因上游调控区域，从而诱导了
这３种炎症因子的表达。
　　Ｇ蛋白偶联受体对于炎症因子的双重作用也见于
其他受体。比如 β２雄激素受体（β２ａｄｒｅｎｅｒｇｉｃｒｅｃｅｐ
ｔｏｒ，β２ＡＲ）。在 ＬＰＳ存在的条件下，β２ＡＲ可以通过抑
制ＮＦκＢ的活性而抑制炎症因子的表达。然而，β２ＡＲ
本身可以升高巨噬细胞内炎症因子的表达，该作用是

通过ＭＡＰＫ信号通路实现的，而不依赖与 ＮＦκＢ途
径［２０］。

　　肝脏枯否细胞是炎症因子如 Ｌ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα
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的主要来源细胞。有研究报道胆酸可以诱导肝脏的炎

症反应［２１］，根据本实验的结果，我们推测，作为胆酸的

内源性 Ｇ蛋白受体，ＴＧＲ５有可能介导了胆酸诱导的
炎症因子的生成，从而参与了肝脏的相关功能。在肝

脏中，ＴＧＲ５的具体生理作用尚需进一步研究。
　　综上所述，本研究证实了在无任何刺激下，ＴＧＲ５
可诱导炎症因子 Ｌ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα的生成，该机制
可能与ＴＧＲ５激活的 ｐ３８ＭＡＰＫ通路有关。ＴＧＲ５有
可能介导了胆酸诱导的炎症因子 Ｌ１β、ＩＬ６和 ＴＮＦα
的生成，从而参与肝脏的炎症反应。
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