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游离脂肪酸对THP-1巨噬细胞NALP3炎性通路的影响

付丽瑶，周伏喜，王学红，卢放根

( 中南大学湘雅二医院消化内科，长沙 410011)

[ 摘要 ] 目的：探讨 NALP3 炎性小体在非酒精性脂肪性肝炎 (non-alcoholic steatohepatitis，NASH) 的炎症发

生发展中的可能作用。方法：选择 THP-1 构建体外巨噬细胞模型，用不同浓度的棕榈酸干预 24 h；用不同浓度

的 N- 乙酰半胱氨酸 (N-acetylcysteine，NAC) 预处理细胞后加入高浓度的棕榈酸孵育 24 h。分别用活性氧 (reactive 

oxygen species，ROS) 指示剂结合流式细胞仪检测 THP-1 中 ROS 的变化；ELISA 检测细胞上清液中 IL-1β 的浓

度；免疫荧光技术检测 NALP3，caspase-1 蛋白的表达；荧光定量 PCR 检测 NALP3 蛋白复合体各组分 (NALP3，

ASC，caspase-1)mRNA 的表达水平。结果：与空白组相比，各棕榈酸组细胞内 ROS 增加，NALP3 和 caspase-1 蛋

白表达及其分泌 IL-1β 水平均增加 (P<0.05)，并随棕榈酸浓度增加而增强；NAC 预处理后，与单纯棕榈酸组相比，

各 NAC 组 THP-1 产生 ROS 水平均下降，同时 NALP3 和 caspase-1 蛋白表达水平，NALP3 复合体各组分 mRNA 水

平及其分泌 IL-1β 的能力均降低 (P<0.05)，此抑制作用随 NAC 浓度增加而增强。结论：游离脂肪酸可通过产生

ROS 调节巨噬细胞 NALP3 炎性小体信号通路的活化引起炎症因子分泌，该通路可能是 NASH 的发病机制之一。

[ 关键词 ]   棕榈酸；THP-1 巨噬细胞；活性氧；NALP3；炎性小体

Effect of free fatty acid on NALP3 inflammasome 
signaling pathway in THP-1 macrophages
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Abstract	 Objective：To investigate the potential effect of NALP3 inflammasome on the occurrence and 
development of nonalcoholic steatohepatitis (NASH).
Methods: THP-1 macrophages were cultured for 24 h by palmitic acid at various concentrations. 
The THP-1 macrophages were pretreated with N-acetyl-cysteine at different doses for 24 h before the 
palmitic acid cultivation. ROS production was determined by flow cytometry. The expression of IL-
1β was detected by ELISA; the expressions of NALP3 protein and caspase-1 protein were detected by 
immunofluorescence; NALP3, ASC, and caspase-1 mRNA were measured by real-time PCR. 
Results: Compared with the THP-1 macrophages without palmitic acid, the level of ROS, NALP3 
protein and caspase-1 protein, and the expression of IL-1β were increased after palmitic acid  
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非 酒 精 性 脂 肪 性 肝 炎 ( n o n a l c o h o l i c 
steatohepatitis，NASH)是一种无过量饮酒史(乙醇摄

入量<20 g/d)可进展为终末期肝病的疾病，以脂肪

浸润，肝组织的炎症反应及肝细胞损害和纤维化

为特点。近年来非酒精性脂肪肝的发病率呈上升

趋势[1]，且NASH患者10~15年内肝硬化发生率高达

15%~25%，同时8%的NASH患者可进展为肝癌等严

重肝病[2]。但NASH发病机制尚未完全清楚，目前被

广为接受的是Day等[3]的“二次打击”学说，而第2
次打击是一个多因子的过程，其中多种原因产生的

ROS所致的氧应激和脂质过氧化损伤是导致肝组织

炎症反应的关键[4-5]。而近年来一类激活途径与ROS
密切相关的蛋白复合体——N A L P 3炎性小体是由

核苷酸结合寡聚化结构域样受体(nucleotide-binding 
oligomerization domainlike receptors，NLRs) 家族成员

NALP3、衔接蛋白ASC以及效应蛋白caspase-1组成的

多蛋白复合体，在2型糖尿病、痛风、动脉粥样硬化

等非感染性炎症疾病中的作用日益受到关注[6-9]，其

调控的下游炎性因子如IL-1β，IL-18与NASH患者存

在的胰岛素抵抗、炎症反应等密切相关[10]。目前已

有研究通过构建动物模型证实NALP3炎性体参与了

NASH的炎症反应[11]。但是关于NALP3炎性小体与

NASH炎性损伤具体机制的文献报道较少。本实验利

用人源单核巨噬细胞(THP-1巨噬细胞)模型探讨游离

脂肪酸(free fa�y acid，FFA)对NALP3炎性小体及下游

产物的作用，以阐明NASH的发病机制和探索新的相

关疾病的治疗途径。

1  材料与方法

1.1   材料

棕榈酸( pa l m i t i c  ac i d，PA )、N -乙酰半胱氨

酸(N-Acetyl-L -cysteine，NAC)、2’，7’-二氯荧

光黄双乙酸盐(DCFH-DA)、荧光二抗CY3，FITC
购自美国Sig ma公司； I L - 1 β  E L I S A试剂盒购自北

京达科为生物技术有限公司；NA LP3蛋白一抗购

自英国A b c a m公司；c a s pa s e - 1蛋白一抗购自美国

Epitomic公司；反转录试剂盒购自美国Fermentas公

司；TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司；THP-1人

单核细胞株购自上海生命科学研究所。

1.2  方法

1.2.1  细胞培养

选取T H P- 1人单核细胞株按照美国典型物培

养中心的说明书进行培养和传代。T H P- 1培养于

含有10%胎牛血清、1%谷氨酰胺的RPMI 1640培养

基中，置于37 ℃，5%CO 2培养箱内静置培养，待

细胞生长良好，进入指数生长阶段，进行细胞干

预试验。每次实验前于6孔板中分别接种1 × 1 0 6个

THP-1细胞悬液(2 mL/孔)。用含100 nmol/L PMA
的完全培养基孵育72 h，可见80%的细胞由悬浮状

态变为贴壁状态，且细胞形态由圆形变为梭形、

椭圆形、不规则形，提示单核细胞已分化为巨噬

细胞，诱导其分化为THP-1巨噬细胞后换无血清培

养基12 h即可进行后续实验。

1.2.2  分组

实验分为两大组。其中第 1 大组分为以 下亚

组：1)空白对照组(含BSA)，2)不同浓度(50，100，

200，400 μmol/L)PA孵育组。第2大组分为以下亚

组：1)空白组(400 μmol/L PA处理)，2)经不同浓度

(12.5，25，50，100 mmol/L)NAC预处理后再加入

高浓度PA(400 μmol/L)继续培养。孵育24 h取上清液

用于ELISA检测IL-1β，所得细胞用于余下实验。

1.3  ELISA测定IL -1β

将THP-1细胞诱导为巨噬细胞后，换无血清培养

基培养12 h，经上述两种处理后取上清液4 ℃，3 000 
r/min，离心10 min，过滤后–80 ℃冰箱保存备用。检

测前从低温冰箱中取出置于室温中冻融后混匀，采用

双抗体夹心ELISA法，严格按照说明书测定IL-1β。

treatment in a dose dependent manner (P<0.05). Compared with the THP-1 macrophages with 
palmitic acid (400 μmol/L), the level of NALP3 mRNA (P<0.05), the level of NALP3 protein and 
caspase-1 protein (P<0.05), the expression of IL-1β (P<0.05) were decreased after preadministration 
of N-acetyl-cysteine in a dose dependent manner.
Conclusion: ROS induced by free fatty acid can regulate the activation of NALP3 inflammasome 
signaling pathway leading to the release of inflammatory cytokines. This pathway may be the possible 
mechanism of NASH.

 
Key words palmitic acid; THP-1 macrophages; ROS; NALP3; inflammasome
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1.4  流式细胞仪检测细胞内ROS
对数生长期细胞进行上述干预24 h，调整细胞

浓度至(1~10)×106/mL，加入终浓度为10 μmol/L的

DCFH-DA，于培养箱中静置1 h，清洗去除未进入

细胞内的DCFH-DA，重悬细胞后上流失细胞仪检

测。测定激发光485 nm，发射光530 nm处荧光F值

1.5  免疫荧光法检测THP-1内NALP3，caspase-1蛋
白的表达

将 T H P - 1 细 胞 培 养 于 6 孔 板 内 待 细 胞 被 诱 导

为 巨 噬 细 胞 后 ， 换 无 血 清 培 养 基 培 养  1 2  h ， 加

入不同浓度的 N A C 处理 1 0  m i m 后加入 PA 处理 2 4 
h ，  P B S 冲洗， 3 . 7 % 冰多聚甲醛固定 1 0  m i n ，洗

涤，0.25%Tritonx-100破膜，静置30 min后冲洗，

5 % B S A 封闭 1  h ，加入 N A L P 3 一抗及 c a s p a s e - 1 一

抗，4 ℃孵育过夜，次日37 ℃复温1 h，洗涤，孵

育CY3，FITC两种荧光二抗，常温避光45 min，洗

涤，荧光显微镜观察。

免疫荧光强度的判定方法如下：荧光闪亮，

呈明显的亮绿色为(+++)~(++++)；荧光明亮，呈

绿色为(++)；荧光较弱，但清楚可见为(+)；极弱

的可疑荧光为(±)；无荧光为(–)。

1 .6   荧光定量P CR检测N A L P3蛋白复合体各组分

mRNA表达

按TRIzol说明书提取组织总RNA。取２ μg总

R N A 反转录成 c D N A ，反转录产物进行 β - a c t i n ，

NALP3，caspase-1，ASC基因扩增。PCR引物由生

工生物工程(上海)有限公司合成，引物序列如下。

NLR P3-F:5'-CCA AG CCAG G G CAG CCTTCA-3'，
NLRP3-R :5'-GG A AG A AG ACGTACACC-3'；A SC -
F : 5'-C A G G CCCCTCCTC A GTCG G C A -3'， A S C -
R :5'-CCACTCAACGTTTGTGACCCT-3'；Caspase1-
F : 5 ' -AT TAT TA C A G A C A A G G G TG - 3 '， C a s p a s e 
1-R :5'-CCCAGCGTCCCTGCCAGGT-3'；actin-F：

5'-C ATC C TG C G TC TG G A C C TG G - 3 '， a c t i n - R : 
5'-TA ATGTCACGCACG ATTTCC-3'。PCR反应程

序：50℃，2 min；95 ℃，10 min；95 ℃，15 s；

60 ℃，1 min；扩增40个循环。每一次反应均设阴

性平行对照组，实验重复3次。采用Delta-delta Ct
法分析目的基因的相对表达量。

1.7   统计学处理

采用SPSS16.0统计软件包进行统计分析。所

有数据以均数±标准差(x±s)表示，组间的比较用单

因素方差分析(One-way ANOVA)，两两比较采用

最小显著差法(LSD)检验。检验水准设为α=0.05，

P<0.05表示差异有统计学意义。

2  结   果

2.1  PA对THP-1内ROS，IL -1β的影响

与对照组比较，PA孵育呈剂量依赖性地增加

THP-1单核巨噬细胞的平均荧光强度，即增加ROS
的产生(P<0.05，图1A)，并且PA孵育呈剂量依赖

性地增加 T H P- 1 巨噬细胞分泌 I L - 1 β (P<0.05，图

1B)。

2.2  NAC预处理对PA刺激THP-1产生ROS，IL -1β

的影响

在 固 定 PA 浓 度 时 ， 加 入 不 同 剂 量 的 N A C ，

细 胞 内 荧 光 强 度 随 着 N A C 量 的 增 加 呈 递 减 趋

势 ， 结 合 该 指 示 剂 的 特 性 ， 可 认 为 R O S 产 生 减

少(P<0.05，图2A)，并且NAC呈剂量依赖性减少

THP-1巨噬细胞分泌IL -1β(P<0.05，图2B)。

2.3  NAC预处理对PA孵育刺激的THP-1细胞NALP3炎
性复合体各组分mRNA表达水平的影响

与对照组相比，随着NAC浓度的增加，THP-1细

胞NALP3，caspase-1，ASC mRNA表达水平逐渐减弱

(P<0.05，图3)。

2.4  THP-1细胞内NALP3，caspase-1蛋白的变化

2.4.1  不同浓度PA对THP-1细胞内NALP3，caspase-1蛋
白表达的影响

免疫荧光染色结果显示：空白组THP-1细胞胞

浆内可见较弱绿色及红色荧光，荧光强度为(+)，随

着PA浓度增加，NALP3及caspase-1蛋白表达显著增

加，表现为胞内可见绿色以及红色荧光，荧光强度

为(++)~(+++)(图4)。

2.4.2  不同浓度NAC预处理对PA刺激的THP-1巨噬细

胞NALP3，caspase-1蛋白表达的影响

免疫荧光染色结果显示：单纯PA干预的THP-1
细胞胞浆内可见较强绿色以及红色荧光，荧光强度
为(+++)，随着NAC浓度增加，NALP3及caspase-1表
达下降，表现为胞内可见绿色以及红色荧光强度下

降，荧光强度为(+)~(++)(图5)。
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图 1   不同浓度 PA(0~400 μmol/L) 对 THP-1 细胞产生 ROS，IL-1β 的影响 (n=9，x±s)

Figure 1   Effect of PA (0–400 μmol/L) on the level of ROS, IL-1β in THP-1 macrophages (n=9, x±s)

A: Fluorescence intensity determined by flow cytometry; B: Change of IL-1β level determined by ELISA. *P<0.05 vs Control; †P<0.05 vs 

group of 50 μmol/L PA; ‡P<0.05 vs group of 100 μmol/L PA; #P<0.05 vs group of 200 μmol/L PA

图 2   不同浓度 NAC(0~100 mmol/L) 预处理对 PA(400 μmol/L) 刺激 THP-1 细胞产生 ROS，IL-1β 的影响 (n=9，x±s)

Figure 2   E�ect of NAC (0–100 mmol/L) on the level of PA(400 μmol/L)-induced ROS, IL-1β in THP-1 macrophages (n=9, x±s)

A: Fluorescence intensity determined by flow cytometry; B: Change of IL-1β level determined by ELISA. *P<0.05 vs group of PA; †P<0.05 vs  

group of PA+12.5 μmol/L NAC; ‡P<0.05 vs group of PA+25 μmol/L NAC; #P<0.05 vs group of PA+50 μmol/L NAC
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图 3   不同浓度 NAC 预处理对 PA(400 μmol/L) 刺激的 THP-1 细胞 NALP3，caspase-1，ASC mRNA 表达水平的影响 (n=9，

x±s)

Figure 3   E�ect of NAC (0–100 mmol/L) on the level of PA (400 μmol/L)-induced NALP3, caspase-1, ASC mRNA in THP-1 (n=9, x±s)

*P<0.05 vs group of PA; †P<0.05 vs group of PA+25 μmol/L NAC; ‡P<0.05 vs group of PA+50 μmol/L NAC
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图 4   免疫荧光染色显示不同浓度 PA 对 NALP3 蛋白 ( 上 ) 和 caspase-1( 下 ) 表达的影响

Figure 4   Immuno�uorescence staining showing the e�ect of PA on the NALP3 (upper) and caspase-1 (lower) protein expression

Blank control PA 100 μmol/L PA 200 μmol/L

Blank control PA 100 μmol/L PA 200 μmol/L

图 5   免疫荧光染色显示不同浓度 NAC 预处理对 PA(400 μmol/L) 刺激的 NALP3 蛋白 ( 上 ) 和 caspase-1( 下 ) 表达的影响

Figure 5   Immuno�uorescence staining showing the e�ect of NAC on the PA-induced NALP3 (upper) and caspase-1 (lower) protein 

expression

PA 400 μmol/L PA 400 μmol/L+NAC 25 mmol/L

PA 400 μmol/L PA 400 μmol/L+NAC 25 mmol/L

PA 400 μmol/L+NAC 50 mmol/L

PA 400 μmol/L+NAC 50 mmol/L
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3  讨   论

在目前NASH发病机制研究中，较为普遍接受

的理论是Day[3]等提出的“二次打击”学说，增多

的ROS导致的氧应激和脂质过氧化损伤是二次打击

的关键，而本实验选用在FFA中含量较高且致炎能

力强的PA作为干预措施，TH P-1巨噬细胞构建细

胞模型研究FFA对NA SH肝脏炎性细胞的影响。结

果表明：PA可诱导TH P-1巨噬细胞产生活性氧，

与国内外文献结论相符 [12]。ROS可攻击不饱和脂

肪酸，并启动细胞内的脂质过氧化反应，放大氧

化应激的影响 [13-14]。ROS可激活核因子-κB，诱导

T N F- α的合成，以及表达多种细胞因子，趋化人

类嗜中性粒细胞聚集，从而形成炎症瀑布诱导凋

亡 [15 -16 ]。范建高等 [17]用高脂饮食大鼠模型研究发

现 ,  氧化应激过程可激活枯否细胞。因此活性氧是

参与NASH炎症及损伤的重要因子，但值得注意的

是，尽管激活后的枯否细胞可产生一系列可溶性

细胞因子，如TNF-α，IL -1，IL -6，OFR，TNF-β

等，但在经过拮抗 T N F - α ，降低 B a x 、核因子 κ B 
p65表达，或抑制PPAR-γ的表达等治疗后单纯脂肪

肝进展为NASH的趋势并没有逆转，提示ROS诱导

的炎症反应途径可能存在多样性。

本 实 验 证 明 在 T H P - 1 巨 噬 细 胞 内 R O S 可 诱

导 I L - 1 β产生，活化的 I L - 1 β能同时诱导其自身及

IL -6，IL -8，TNF-α等多种促炎细胞因子和黏附分

子、趋化因子的表达，形成瀑布反映，造成组织

损失。Kamari等 [18]在研究IL -1β基因敲除的小鼠时

发现，在饮食诱导的野生型NA SH小鼠中，I L -1β

基因的敲除能显著减少单纯脂肪肝向脂肪性肝炎

的转变。Miura等 [19]发现在NA SH的小鼠模型中，

肝脏巨噬细胞产生的IL -1β可以引起肝的脂肪样变

性、炎症反应以及纤维化。可见I L -1β与NA SH密

切相关，本实验证明在THP-1巨噬细胞内ROS可诱

导IL -1β产生，但目前关于ROS直接诱导IL -1β的成

熟及分泌的文献较少，由此推测ROS可能通过某个

中间环节促进了IL -1β的合成和分泌。

先前的研究已经证明NALP3炎性小体激活是

启动IL -1β，IL -18等细胞因子产生及分泌的关键步

骤[20-21]。NALP3炎性体是较为复杂的一种炎性体。

属于NOD样受体家族的NA LP3活化后通过N端的

热蛋白结构域(PYD)招募A SC蛋白，再通过A SC招

募p ro - c a s pa s e - 1，形成N A L P 3炎性体。该复合体

的形成是caspase-1蛋白发生效应的平台，调控IL -
1β，IL -18等细胞因子的成熟与分泌，而IL -18亦被

证实与NASH的炎症密切相关 [22-23]。但迄今为止该

复合体的具体活化机制并不明确。而最新的研究

表明在NA LP3炎性小体的活化过程中处于核心地

位的为ROS，经研究发现所有的NALP3激活剂均不

能直接激活NALP3，而且所有的NALP3激活剂均

可以产生ROS，如石棉、二氧化硅、明矾、尼日利

亚毒素、光泽以及代谢产物如ATP等，提示氧化还

原信号或者氧化应激参与了NA LP3炎性小体的活

化过程 [24-25]。为探讨ROS诱导肝脏炎性细胞IL -1β

产生的可能机制，在本实验同时检测了NA LP3，

c a s pa s e - 1蛋白表达以及N A L P 3各组份m R N A的表

达 ， 结 果 表 明 其 表 达 与 R O S 及 I L - 1 β 有 关 ， 提 示

ROS通过NALP3激活途径诱导IL -1β。

NALP3普遍存在于人体固有免疫系统，同样在

肝脏巨噬细胞中普遍表达。在非酒精性脂肪性肝病

的进展中，单纯酒精性脂肪肝早期即可发生脂肪酸

代谢异常、氧化应激失衡，此时可产生大量ROS，

提示此时肝脏产生的ROS在激活已知下游炎性通路

同时亦可能激活NA LP3炎性小体，造成肝组织的

无菌性炎症，加速单纯性脂肪肝向NASH转变的进

程。本实验将在NASH进展过程中产生的ROS创新

性地与NALP3结合起来，为NASH机制以及治疗的

研究提供新的思路。但本实验仅仅从细胞的角度探

讨NASH的进展，因条件有限，故存在不足之处，

如细胞模型的构建，同时细胞模型本身存在其局限

性，不能全面反应机体内各系统、组织、细胞之间

的相互作用，因而本课题组将继续进行后续kupffer
细胞原代培养及整体实验进一步证实这一观点。而

调控NALP3炎性体表达水平，可能成为NASH治疗

新的思路，值得深入研究。
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