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ＤＵＳＰ１在缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中的表达及其对炎症免疫反应的调控作用
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器材研究室，极端环境医学教育部重点实验室，全军高原医学重点实验室

　　［摘要］　目的　探讨双特异性磷酸酶 １（ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，ＤＵＳＰ１）在缺氧小鼠
ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中的表达情况及其在缺氧诱导的 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞炎症免疫反应中的调控作
用。方法　将ＲＡＷ２６４．７细胞分别在缺氧（１％Ｏ２）条件下培养不同时间（１２、２４和３６ｈ），常氧组在常
氧（２１％Ｏ２）条件下培养；采用ＲＮＡ干扰技术干扰ＲＡＷ２６４．７细胞中 Ｄｕｓｐ１表达并进行缺氧暴露２４ｈ。
收集各对应时间点细胞培养上清液和细胞标本，提取细胞总 ＲＮＡ和总蛋白。使用 ｑＲＴＰＣＲ检测
Ｄｕｓｐ１、Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和Ｔｎｆａ的ｍＲＮＡ表达，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＤＵＳＰ１的蛋白表达，采用 ＥＬＩＳＡ检测细
胞培养上清液中 ＩＬ１β、ＩＬ１０和 ＴＮＦα的分泌水平。结果　与常氧组（缺氧 ０ｈ）相比，缺氧暴露后
ＲＡＷ２６４．７细胞中ＤＵＳＰ１的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５），蛋白表达在缺氧暴露２４ｈ
时达到峰值；缺氧暴露２４ｈ和３６ｈＩｌ１ｂ、Ｉｌ１０ｍＲＮＡ表达均显著升高（Ｐ＜０．０５）；缺氧暴露１２ｈ时 Ｔｎｆａ
ｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０５）；缺氧暴露１２、２４ｈ和３６ｈＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１β的分泌水平明显增加
（Ｐ＜０．０５）。与干扰序列对照组相比，干扰 Ｄｕｓｐ１表达后，缺氧暴露 ２４ｈＲＡＷ２６４．７细胞中 ＩＬ１β的
ｍＲＮＡ表达和分泌水平明显增加（Ｐ＜０．０５），ＩＬ１０的分泌水平明显增加（Ｐ＜０．０５），而 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ
表达和分泌水平明显降低（Ｐ＜０．０５）。结论　缺氧能够诱导 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中 ＤＵＳＰ１表达上调，
ＤＵＳＰ１通过调节ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＴＮＦα的表达和／或分泌参与调控缺氧诱导的 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞炎
症免疫反应。

　　［关键词］　ＤＵＳＰ１；缺氧；ＲＡＷ２６４．７细胞；炎症免疫反应
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ｈｙｐｏｘｉｃ ＲＡＷ２６４．７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄｉｔｓｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｒｏｌｅｉｎｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ ＲＡＷ２６４．７ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ
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ｈｙｐｏｘｉａｆｏｒ２４ｈｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔｈｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓａｎｄｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄａｆｔｅｒｔｈｅ
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（ＩＬ１β），ＩＬ１０ａｎｄｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα）ｉｎｔｈｅｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｗｉｔｈＥＬＩＳＡ．
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　　缺氧是常见的病理过程，通常由氧供不足或组织
细胞氧利用障碍引发。巨噬细胞是一种重要的固有免

疫细胞，广泛存在于机体不同的器官组织中，执行多种

不同的功能，包括对抗入侵的病原体和肿瘤细胞、协调

伤口愈合、参与获得性免疫应答中抗原提呈等［１］。巨

噬细胞对缺氧十分敏感，被激活的巨噬细胞可通过表

达和分泌某些炎症细胞因子和趋化因子，活化和招募

其他炎症细胞，进而参与缺氧区域的组织损伤和重

塑［２］。缺氧诱导的巨噬细胞炎症反应在多种临床疾

病如缺氧性肺动脉高压、代谢综合征等的发生发展中

发挥了重要作用［３－６］。因此，探讨缺氧诱导的巨噬细

胞炎症反应及其调控机制，对缺氧相关疾病的防治具

有重要意义。

　　双特异性磷酸酶１（ｄｕａｌｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，
ＤＵＳＰ１），也被称作丝裂素活化蛋白激酶磷酸酶 １
（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ１，ＭＫＰ１），
是一种既能去磷酸化酪氨酸，又能去磷酸化苏氨酸的

磷酸酶［７］。ＤＵＳＰ１主要催化细胞内已激活的 ＭＡＰＫ
家族成员（Ｐ３８、ＪＮＫ与ＥＲＫ）中特异性基序 ＴＸＹ磷酸
基团的水解，从而抑制它们的活性，进而阻断其下游相

关生物学反应［８］。研究显示，ＤＵＳＰ１在ＴＬＲ配体刺激
引起的巨噬细胞炎症免疫反应中发挥着重要的负调控

作用［９］。ＤＵＳＰ１是否参与调控缺氧诱导的巨噬细胞
炎症反应尚不清楚。我们推测缺氧可能通过上调巨噬

细胞中ＤＵＳＰ１的表达，从而防止巨噬细胞过度炎症免
疫反应。因此，本研究拟通过观察缺氧处理不同时间

ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中 ＤＵＳＰ１和炎症相关细胞因子
ＩＬ１β，ＩＬ１０和 ＴＮＦα的表达情况，以及下调 ＤＵＳＰ１
表达对缺氧 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中 ＩＬ１β，ＩＬ１０和

ＴＮＦα表达的影响，初步探讨ＤＵＳＰ１在缺氧诱导的巨
噬细胞炎症免疫反应中的调控作用，为缺氧诱导的巨

噬细胞炎症免疫反应的调控寻找潜在的干预靶点。

１　材料和方法

１．１　主要实验材料与试剂
　　小鼠ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞由陆军军医大学（第三
军医大学）生物化学与分子生物学教研室何凤田教授

课题组惠赠。高糖 ＤＭＥＭ培养基、ＯｐｔｉＭＥＭ培养基
均购自Ｇｉｂｃｏ公司。胎牛血清（ＦＢＳ）购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公
司。ＰＢＳ、ＴＢＳ、封闭蛋白干粉、ＩＬ１βＥＬＩＳＡ试剂盒、
ＩＬ１０ＥＬＩＳＡ试剂盒和 ＴＮＦαＥＬＩＳＡ试剂盒均购自博
士德公司。细胞组织快速裂解液（ＲＩＰＡ裂解液）、
ＰＭＳＦ、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、彩色预染蛋白分子
量标准、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔 ＩｇＧ、辣根过氧
化物酶标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ和 Ｗｅｓｔｅｒｎ一抗二抗去除
液（强碱性）等均购自碧云天公司。总 ＲＮＡ提取试剂
盒购自Ｏｍｅｇａ公司。反转录试剂盒、ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ购自
ＴａＫａＲａ公司。ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司。ＰＣＲ引物由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司设计合成（表 １）。
抗ＤＵＳＰ１抗体（ｓｃ３７３８４１）购自Ｓａｎｔａ公司。抗βａｃｔｉｎ
抗体（ａ２２２８）购自 Ｓｉｇｍａ公司。ＥＣＬＰｌｕｓ显色液购自
葆光生物。针对Ｄｕｓｐ１基因的干扰序列及阴性对照为
双链ＲＮＡ，由广州锐博公司设计合成（表２）。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养与实验处理　　ＲＡＷ２６４．７细胞在
含１０％ＦＢＳ、１％青链霉素溶液的 ＤＭＥＭ高糖培养基
中常规培养。每２～３天换液，细胞融合至 ８０％左右，
进行传代。在观察缺氧对 ＤＵＳＰ１和炎症相关细胞因
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子表达的影响时将ＲＡＷ２６４．７细胞分别在缺氧（１％Ｏ２）
条件下培养不同时间（１２、２４、３６ｈ），常氧（缺氧０ｈ）组
在常氧（２１％Ｏ２）条件下培养。研究干扰Ｄｕｓｐ１表达对
缺氧 ＲＡＷ２６４．７细胞炎症相关细胞因子表达的影响
时分为两组：干扰序列阴性对照组（ＮＣ），干扰序列组
（ｓｉＤｕｓｐ１）。细胞转染采用脂质体法。转染前１ｄ，接
种细胞至６孔板，使转染时的细胞密度为３０％～５０％。
按照试剂说明书进行转染。转染后 ２４ｈ进行细胞换
液，然后将细胞置于低氧工作站中缺氧（１％Ｏ２）培养
２４ｈ，随后收集标本。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因 引物序列（５′→３′）

βａｃｔｉｎ 正义：ＧＧＣＴＧＴＡＴＴＣＣＣＣＴＣＣＡＴＣＧ
反义：ＣＣＡＧＴＴＧＧＴＡＡＣＡＡＴＧＣＣＡＴＧＴ

Ｄｕｓｐ１ 正义：ＧＴＴＧＴＴＧＧＡＴＴＧＴＣＧＣＴＣＣＴＴ
反义：ＴＴＧＧＧＣＡＣＧＡＴＡＴＧＣＴＣＣＡＧ

Ｉｌ１ｂ 正义：ＧＣＡＡＣＴＧＴＴＣＣＴＧＡＡＣＴＣＡＡＣＴ
反义：ＡＴＣＴＴＴＴＧＧＧＧＴＣＣＧＴＣＡＡＣＴ

Ｔｎｆａ 正义：ＣＣＣＴＣＡＣＡＣＴＣＡＧＡＴＣＡＴＣＴＴＣＴ
反义：ＧＣＴＡＣＧＡＣＧＴＧＧＧＣＴＡＣＡＧ

Ｉｌ１０ 正义：ＣＴＴＡＣＴＧＡＣＴＧＧＣＡＴＧＡＧＧＡＴＣＡ
反义：ＧＣＡＧＣＴＣＴＡＧＧＡＧＣＡＴＧＴＧＧ

表２　Ｄｕｓｐ１基因的干扰序列

编号 靶序列

ｓｉＤｕｓｐ１００１ ＧＣＴＣＣＡＣＴＣＡＡＧＴＣＴＴＣＴＴ
ｓｉＤｕｓｐ１００２ ＧＣＴＴＡＣＣＴＣＡＴＧＡＧＧＡＣＴＡ
ｓｉＤｕｓｐ１００３ ＧＣＡＴＣＡＣＣＧＣＣＴＴＧＡＴＣＡＡ

１．２．２　ｑＲＴＰＣＲ　　按照总ＲＮＡ提取试剂盒说明书
提取细胞总ＲＮＡ。取２μｇ总ＲＮＡ，使用ＴａＫａＲａ公司
反转录试剂盒反转录为 ｃＤＮＡ。获得的 ｃＤＮＡ用
ＤＥＰＣ水稀释４倍。扩增反应体系终体积为１０μＬ，包
含ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ５μＬ，上、下游引物各 ０．５μＬ，ｃＤＮＡ
２．５μＬ和 ＤＥＰＣ水 １．５μＬ，每个样本设 ３个平行复
孔。ｑＲＴＰＣＲ反应条件如下：９５℃，３０ｓ预变性；９５℃，
５ｓ；６０℃，３０ｓ；循环 ４０次。以 βａｃｔｉｎ为内参，根据
２－ΔΔＣｔ计算各基因的相对表达量。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　用已加入 ＰＭＳＦ的
ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞，提取各组细胞的总蛋白。采用
ＢＣＡ法测定蛋白浓度。行 ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳
（５％浓缩胶，６０Ｖ；１０％分离胶，１００Ｖ）。ＰＶＤＦ转膜
１００Ｖ、１ｈ。５％封闭蛋白溶液室温封闭１ｈ。ＴＢＳＴ漂
洗１０ｍｉｎ×２次后剪膜，放入抗ＤＵＳＰ１抗体（１∶１０００）
溶液中，４℃摇床孵育过夜。ＴＢＳＴ漂洗１０ｍｉｎ×４次，
将膜转移至辣根酶标山羊抗小鼠抗体（１∶２０００）溶液
中，室温孵育 １ｈ。ＴＢＳＴ漂洗 １０ｍｉｎ×３次。最后以

化学发光法显色，用 ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪显像。由于
ＤＵＳＰ１与βａｃｔｉｎ的相对分子质量接近，因此在ＤＵＳＰ１
条带显影完成后，使用一抗二抗去除液洗涤膜，然后进

行封闭等Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ的后续操作，抗βａｃｔｉｎ抗体的稀
释比例为１∶２０００，余操作同前。使用 ＩｍａｇｅＪ软件对
条带进行灰度值分析，以 ＤＵＳＰ１与 βａｃｔｉｎ灰度值比
值作为ＤＵＳＰ１的相对表达量。
１．２．４　ＥＬＩＳＡ　　按照试剂盒说明书稀释标准品，然
后将稀释好的标准品及待测样品按１００μＬ／孔加入孔
中，１孔只加样品稀释液作为零孔。盖上封板膜，３７℃
反应９０ｍｉｎ，甩去孔中的液体，不洗。然后按１００μＬ／孔
加入准备好的生物素标记抗体工作液，盖上封板膜，

３７℃反应６０ｍｉｎ。弃去孔中的液体，１×洗涤缓冲液洗
涤３次，每次浸泡１ｍｉｎ左右。然后按１００μＬ／孔加入
准备好的已在３７℃预热３０ｍｉｎ的ＡＢＣ工作液，盖上封
板膜，３７℃反应３０ｍｉｎ。弃去孔中的液体，１×洗涤缓冲
液洗涤５次，每次浸泡１ｍｉｎ左右。然后按９０μＬ／孔加
入已在３７℃预热 ３０ｍｉｎ的 ＴＭＢ显色液，盖上封板
膜，３７℃避光反应２０～２５ｍｉｎ。待标准品孔出现梯度
蓝色后，按 １００μＬ／孔加入 ＴＭＢ终止液，然后用酶标
仪在４５０ｎｍ测定Ｄ值。以细胞的总蛋白浓度对检测
值进行校正。

１．３　统计学方法
　　采用 ＳＰＳＳ２０统计软件。计量资料采用 珋ｘ±ｓ表
示。实验均独立重复３次，两组间比较采用独立样本
ｔ检验；若组内数据偏离较大，不符合正态分布时则使
用非参数检验。

２　结果

２．１　缺氧对ＲＡＷ２６４．７细胞中ＤＵＳＰ１表达的影响
　　采用 ｑＲＴＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧（１％Ｏ２）
培养对ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＤＵＳＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达
的影响。结果显示，与常氧组相比，缺氧暴露１２、２４和
３６ｈＲＡＷ２６４．７细胞中 ＤＵＳＰ１的 ｍＲＮＡ表达水平和
蛋白表达水平均显著升高（Ｐ＜０．０５，图１）。
２．２　缺氧对 ＲＡＷ２６４．７细胞中 Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和 Ｔｎｆａ

ｍＲＮＡ表达的影响
　　 采用 ｑＲＴＰＣＲ检测缺氧 （１％Ｏ２）培养对
ＲＡＷ２６４．７细胞中炎症相关细胞因子Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和Ｔｎｆａ
ｍＲＮＡ表达的影响。与常氧组相比，缺氧暴露 １２ｈ
Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０ｍＲＮＡ表达无明显变化（Ｐ＞０．０５，图２），缺氧
暴露２４和３６ｈＩｌ１ｂ、Ｉｌ１０ｍＲＮＡ表达均较常氧组显著
升高（Ｐ＜０．０５，图 ２）。与常氧组相比，缺氧暴露 １２ｈ
ＴｎｆａｍＲＮＡ表达明显降低（Ｐ＜０．０５，图２），缺氧２４和
３６ｈＴｎｆａｍＲＮＡ表达无明显变化（Ｐ＞０．０５，图２）。
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２．３　缺氧对ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＴＮＦα分泌
水平的影响

　　采用ＥＬＩＳＡ检测缺氧（１％Ｏ２）ＲＡＷ２６４．７细胞培养
上清中ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＴＮＦα的分泌水平。与常氧组相
比，缺氧处理１２、２４和３６ｈＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１β分泌水
平明显增加（Ｐ＜０．０５，图３）。与常氧组相比，缺氧暴露
１２、２４和３６ｈＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１０和ＴＮＦα的分泌水
平无明显变化（Ｐ＞０．０５，图３）。

２．４　ＤＵＳＰ１对缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和Ｔｎｆａ
ｍＲＮＡ表达的影响

　　转染编号为ｓｉＤｕｓｐ１００１和ｓｉＤｕｓｐ１００３的干扰序列
能够显著降低缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中ＤＵＳＰ１的ｍＲＮＡ
和蛋白表达（Ｐ＜０．０５，图４）。干扰Ｄｕｓｐ１表达后，与干扰
序列对照组相比，缺氧暴露２４ｈ后 ＲＡＷ２６４．７细胞中
Ｉｌ１ｂｍＲＮＡ表达水平明显升高（Ｐ＜０．０５，图５），Ｉｌ１０ｍＲＮＡ
表达水平无明显改变（Ｐ＞０．０５，图５），而ＴｎｆａｍＲＮＡ表达
水平明显降低（Ｐ＜０．０５，图５）。
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图１　缺氧上调 ＲＡＷ２６４．７细胞中ＤＵＳＰ１的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图２　缺氧对ＲＡＷ２６４．７细胞中Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和ＴｎｆａｍＲＮＡ表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　缺氧对ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＴＮＦα分泌水平的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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２．５　ＤＵＳＰ１对缺氧 ＲＡＷ２６４．７细胞 ＩＬ１β、ＩＬ１０和
ＴＮＦα分泌水平的影响

　　采用ＥＬＩＳＡ检测转染ｓｉＤｕｓｐ１后缺氧ＲＡＷ２６４．７
细胞培养上清中 ＩＬ１β、ＩＬ１０和 ＴＮＦα的分泌水平。
干扰Ｄｕｓｐ１表达后，缺氧暴露２４ｈ后ＲＡＷ２６４．７细胞
ＩＬ１β和ＩＬ１０的分泌水平较干扰序列对照组明显增
高（Ｐ＜０．０５，图６），而 ＴＮＦα的分泌水平较干扰序列

对照组明显降低（Ｐ＜０．０５，图６）。

３　讨论

　　探讨缺氧诱导的巨噬细胞炎症反应及其调控机
制，对缺氧相关疾病的防治具有重要意义。本研究

中，我们采用ｑＲＴＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ检测了缺氧（１％Ｏ２）
对 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中炎症相关细胞因子ＩＬ１β、
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图４　转染ｓｉＤｕｓｐ１下调缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中ＤＵＳＰ１的表达　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图５　转染ｓｉＤｕｓｐ１对缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中Ｉｌ１ｂ、Ｉｌ１０和ＴｎｆａｍＲＮＡ表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图６　转染ｓｉＤｕｓｐ１对缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞ＩＬ１β、ＩＬ１０和ＴＮＦα分泌水平的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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ＩＬ１０和 ＴＮＦα表达和分泌的影响。缺氧能够诱导
ＲＡＷ２６４．７细胞中Ｉｌ１ｂ的 ｍＲＮＡ表达显著上调，并且
引起ＩＬ１β分泌水平显著增加［１０－１１］。白瑜珊等［１２］报

道低氧可引起 ＲＡＷ２６４．７细胞中 Ｉｌ１ｂ的 ｍＲＮＡ表达
上调，并且放大ＬＰＳ诱导的ＩＬ１βｍＲＮＡ和蛋白表达。
本研究结果与既往文献报道基本一致。ＬＡＨＡＴ等［１３］报

道在缺氧处理２４ｈ的ＲＡＷ２６４．７细胞中，尽管 Ｔｎｆａ的
ｍＲＮＡ表达水平有上升趋势，但差异并无统计学意义。
本研究结果也显示，缺氧对 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中
ＴＮＦα的ｍＲＮＡ表达及分泌水平的影响不明显，仅在
缺氧暴露１２ｈ时观察到 ＴｎｆａｍＲＮＡ表达下调。目前
关于缺氧对巨噬细胞中ＩＬ１０表达和分泌影响的研究
报道较少。ＷＡＮＧ等［１４］报道缺氧可引起人外周血单

个核细胞中 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达水平降低，此外，缺氧还
可抑制ＬＰＳ诱导的 ＩＬ１０ｍＲＮＡ表达。在本实验中，我
们发现，在缺氧处理后的ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中，Ｉｌ１０的
ｍＲＮＡ表达上调，ＩＬ１０的分泌水平呈现增高趋势。
ＫＯＳＣＳ等［１５］报道在 ＴＬＲ配体刺激活化的小鼠小胶
质细胞中，外源性腺苷可通过激活Ａ２Ｂ腺苷受体（Ａ２Ｂ
ａｄｅｎｏｓｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒｓ，Ａ２ＢＡＲ）促进Ｉｌ１０的 ｍＲＮＡ表达增
加，Ｉｌ１０基因启动子中的 ＣＲＥＢ结合区域介导了腺苷
对Ｉｌ１０转录的增强作用。缺氧引起的微环境中腺苷
增加可能是缺氧诱导 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中 Ｉｌ１０
ｍＲＮＡ表达增加的原因之一。缺氧暴露后 ＲＡＷ２６４．７
巨噬细胞中促炎细胞因子 Ｉｌ１ｂｍＲＮＡ表达增加，与此
同时抑炎细胞因子 Ｉｌ１０ｍＲＮＡ表达也增加，这可能反
映了缺氧应激情况下巨噬细胞炎症免疫反应的一种自

身调控过程。

　　ＤＵＳＰ家族是拓展的蛋白酪氨酸磷酸酶（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｔｙｒｏｓｉｎｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅ，ＰＴＰ）家族中的一员，因其既能够
去磷酸化酪氨酸残基，又能够去磷酸化丝／苏氨酸残基
而得名［１６］。ＤＵＳＰ１是 ＤＵＳＰ家族中最早被鉴定也是
其中最重要的成员。研究显示，多种外界刺激因子如

紫外线、病原体蛋白等可以引起 ＤＵＳＰ１表达上调［１７］。

本研究室前期对平原人急进５３００ｍ高原前后全血转
录组学的研究结果显示，进入高原后ＤＵＳＰ１基因的转
录水平较进入高原前升高［１８］。在本研究中，我们观察

到缺氧暴露 １２、２４和 ３６ｈ均能显著上调 ＲＡＷ２６４．７
细胞中 ＤＵＳＰ１ｍＲＮＡ和蛋白表达。目前关于缺氧引
起ＤＵＳＰ１表达增加的机制仍不完全清楚。ＫＵＣˇＥＲＡ
等［１９］报道缺氧以不依赖 ＨＩＦ的方式上调胚胎干细胞
中ＤＵＳＰ１的表达。ＳＥＴＡ等［２０］报道使用 ｐ３８ＭＡＰＫ
通路抑制剂ＳＢ２０３５８０预处理抑制ｐ３８激酶活性，可显

著降低缺氧诱导的 Ｄｕｓｐ１ｍＲＮＡ表达，提示低氧诱导
的Ｄｕｓｐ１表达上调至少部分通过 ｐ３８激酶介导。
ＭＩＳＨＲＡ等［２１］报道低氧暴露６０ｍｉｎ后小鼠脑组织中
ＤＵＳＰ１的蛋白表达水平增高，但是其活性降低，缺氧
引起的ＤＵＳＰ１表达升高和活性降低可能是由ＮＯ介导。
　　近来的研究发现，ＤＵＳＰ１在炎症及免疫应答中发
挥重要的调节作用。在 ＴＬＲ配体刺激引起的巨噬细
胞炎症免疫反应中发挥重要的负调控作用，在适应性

免疫反应中，ＤＵＳＰ１参与调节 Ｔ细胞分化、发育和活
化等细胞生命过程，并与多种自身免疫性疾病的发生

发展有关［９］。本研究中，我们采用 ＲＮＡ干扰技术对
ＤＵＳＰ１在缺氧诱导的巨噬细胞炎症反应中的作用进
行了初步探讨。我们发现干扰 Ｄｕｓｐ１表达后发现，相
较于ＮＣ组，缺氧 ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＩＬ１β的 ｍＲＮＡ
表达和分泌水平明显增加，ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达和分
泌水平明显降低，尽管 Ｉｌ１０的 ｍＲＮＡ表达无明显改
变，但 ＩＬ１０的分泌水平明显增加。既往研究提示
ＤＵＳＰ１主要通过调节 Ｐ３８ＭＡＰＫ通路调控 ＬＰＳ诱导
的巨噬细胞炎症反应。ＴＡＬＷＡＲ等［２２］报道在 ＬＰＳ刺
激的 Ｄｕｓｐ１－／－小鼠骨髓来源的巨噬细胞中，活性氧
（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产生和 ＨＩＦ１α表达
增高，ＤＵＳＰ１通过调节ｐ３８ＭＡＰＫ的活性调节ＲＯＳ产
生和ＨＩＦ１α表达，进而介导ＬＰＳ刺激引起的ＩＬ１β的
转录和蛋白表达增加。ＳＭＡＬＬＩＥ等［２３］报道 ＬＰＳ刺激
的Ｄｕｓｐ１－／－小鼠骨髓来源的巨噬细胞 ＴＮＦα和 ＩＬ１０
的ｍＲＮＡ和蛋白表达水平升高，ＤＵＳＰ１ｐ３８ＭＡＰＫ
ＭＫ２调控模块通过调控 ＲＮＡ结合蛋白锌指蛋白 ３６
（ｔｒｉｓｔｅｔｒａｐｒｏｌｉｎ，ＴＴＰ）的表达和翻译后修饰影响 ｍＲＮＡ
的稳定性来调节细胞因子的表达。与 ＴＬＲ配体诱导
的巨噬细胞炎症反应不同的是，干扰Ｄｕｓｐ１表达后，缺
氧ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＴＮＦα的表达和分泌均明显降
低。在接受ＬＰＳ刺激后，Ｄｕｓｐ１－／－小鼠来源巨噬细胞中
ＴｎｆａｍＲＮＡ的过度表达仅在接受ＬＰＳ刺激后的早期出
现，而Ｉｌ１０的ｍＲＮＡ表达水平则持续高于 ＬＰＳ刺激的
野生型小鼠来源巨噬细胞；在ＬＰＳ刺激后期Ｄｕｓｐ１－／－小
鼠来源巨噬细胞中 ＴｎｆａｍＲＮＡ表达低于野生型组的
原因可能与增加的 ＩＬ１０对 Ｔｎｆａ表达的抑制有关，因
为在ＬＰＳ刺激之前给予野生型和 Ｄｕｓｐ１－／－小鼠来源
巨噬细胞 ＩＬ１０中和抗体能够明显增加 ＬＰＳ诱导的
ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达［２４］。因此，干扰 Ｄｕｓｐ１表达后，
缺氧ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＴＮＦα的 ｍＲＮＡ表达和分泌
水平明显降低可能与ＩＬ１０的增加有关。有关 ＤＵＳＰ１
调节缺氧诱导的 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞中上述炎症相

５６５　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（６）



关细胞因子表达的具体机制有待进一步研究。

　　综上所述，本研究发现，缺氧暴露下，ＲＡＷ２６４．７
细胞中ＤＵＳＰ１的表达增加，炎症相关细胞因子 Ｉｌ１ｂ、
Ｉｌ１０的ｍＲＮＡ表达增加，ＩＬ１β的分泌水平增加；干扰
Ｄｕｓｐ１表达后缺氧处理的 ＲＡＷ２６４．７细胞中 ＩＬ１β表
达和分泌明显增加，ＴＮＦα的表达和分泌明显降低，
ＩＬ１０的分泌水平明显增加，提示 ＤＵＳＰ１通过调节
ＩＬ１β、ＩＬ１０和 ＴＮＦα的表达和（或）分泌参与调控
缺氧诱导的 ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞炎症免疫反应。
ＤＵＳＰ１是干预缺氧诱导的巨噬细胞炎症免疫反应的
潜在靶点。
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３Ｔ３Ｌ１ａｄｉｐｏｃｙｔｅｓａｎｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ．［Ｊ］．ＪＦｕｎｃｔＦｏｏｄｓ，
２０１４，７：１７１－１７９．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｆｆ．２０１４．０２．０１５

［７］ＢＯＵＴＲＯＳＴ，ＣＨＥＶＥＴＥ，ＭＥＴＲＡＫＯＳＰ．Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａ
ｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ（ＭＡＰ）ｋｉｎａｓｅ／ＭＡＰｋｉｎａｓｅｐｈｏｓｐｈａｔａｓｅｒｅｇｕｌａ
ｔｉｏｎ：ｒｏｌｅｓｉｎｃｅｌｌｇｒｏｗｔｈ，ｄｅａｔｈ，ａｎｄｃａｎｃｅｒ［Ｊ］．Ｐｈａｒｍａｃｏｌ
Ｒｅｖ，２００８，６０（３）：２６１－３１０．ＤＯＩ：１０．１１２４／ｐｒ．１０７．
００１０６

［８］ＫＩＭＨＳ，ＡＳＭＩＳＲ．Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｐｈｏｓ

ｐｈａｔａｓｅ１（ＭＫＰ１）ｉｎｍａｃｒｏｐｈａｇｅｂｉｏｌｏｇｙａｎｄｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ
ｄｉｓｅａｓｅ．Ａ ｒｅｄｏｘｒｅｇｕｌａｔｅｄｍａｓｔｅｒｃｏｎｔｒｏｌｌｅｒｏｆｍｏｎｏｃｙｔｅ
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ｎｏｌ，２０１５，１９５（１）：２７７－２８８．ＤＯＩ：１０．４０４９／ｊｉｍｍｕｎｏｌ．
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