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　　［摘要］　目的　探讨冠蛋白１（Ｃｏｒｏｎｉｎ１）与巨噬细胞极化的相关性及可能机制。方法　建立
Ｍ１、Ｍ２型ＲＡＷ２６４．７鼠巨噬细胞模型，通过ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达；构建
过表达（Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ）、敲除（Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ）细胞系，通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达、
敲除和正常表达Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞组的一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）水平；利用蛋白
质互作网络（ＰＰＩ）和 ＧＯ分析 Ｃｏｒｏｎｉｎ１和 ＣＤ１４相关蛋白的互作与富集，再通过 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测过表达、敲除和正常表达 Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞组的 ＣＤ１４水平以及经脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ，１００ｎｇ／ｍＬ）处理后的 ｉＮＯＳ水平；构建 ＣＤ１４敲减的细胞系（ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４
ＫＤ）、ＣＤ１４敲减的Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ细胞系（Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ），经 ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）处理后，通过
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ｉＮＯＳ的表达。结果　成功构建 Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞模型，Ｍ１型
Ｃｏｒｏｎｉｎ１表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组 ｉＮＯＳｍＲＮＡ的表达显著低于对照组（Ｐ＜
０．０１），Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组ＣＤ１４的表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０５）；经ＬＰＳ处理后，Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组ｉＮＯＳ
的表达显著高于对照组（Ｐ＜０．０１）；经 ＬＰＳ处理的 ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ、Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ组细胞的
ｉＮＯＳ水平与对照组比较，差异无统计学意义。结论　巨噬细胞向 Ｍ１型极化导致了 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的高表
达，而Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达并不能直接导致细胞向Ｍ１型极化，但Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达可导致ＣＤ１４表达上调，
Ｃｏｒｏｎｉｎ１可通过ＣＤ１４途径促进ＬＰＳ诱导巨噬细胞向Ｍ１型极化。
　　［关键词］　 巨噬细胞；冠蛋白１；一氧化氮合酶；ＣＤ１４；脂多糖
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　　Ｃｏｒｏｎｉｎｓ是一种保守的肌动蛋白细胞骨架调节因
子家族，Ｃｏｒｏｎｉｎ１又名 ａｃｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎＰ５７或
ＴＡＣＯ（ｔｒｙｐｔｏｐｈａｎａｓｐａｒｔａｔｅｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｃｏａｔｐｒｏｔｅｉｎ），广
泛表达于中性粒细胞、巨噬细胞及淋巴细胞等白细胞

中，其涉及钙离子稳态［１］、细胞骨架动力学［２］、免疫［３］

及炎症反应［４］等多种细胞功能。巨噬细胞的表型与

胞内寄生菌感染［５］、肿瘤等疾病的发生、发展有关［６］。

在肿瘤的发生、发展过程中，巨噬细胞受到肿瘤微环境

调控进而发生表型的转换，由促炎的 Ｍ１型转换为免
疫抑制相关的 Ｍ２型，为肿瘤的生成及其转移提供了
有利的条件［７］。Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＴＬＲ）４
能被脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）激活，ＬＰＳＴＬＲ４
通路是介导巨噬细胞极化为 Ｍ１型的重要通路［８］，研

究表明 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达可抑制 ＴＬＲ４及其下游通
路［９－１０］，而ＴＬＲ４与ＬＰＳ的结合需要ＣＤ１４的参与［１１］。

　　巨噬细胞冠蛋白１（Ｃｏｒｏｎｉｎ１）与其介导的炎症反
应有关，而巨噬细胞表型极化状态又决定了其促炎或

抑炎功能的发挥。为了探讨巨噬细胞 Ｃｏｒｏｎｉｎ１与其
极化的相关性及可能机制，本研究拟将巨噬细胞诱导

为Ｍ１、Ｍ２型，检测Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白表达是否存在差异；
用ｐＥＧＦＰＣ１质粒构建过表达 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的巨噬细胞
系，用 ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９构建敲除 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的巨噬细胞
系，探讨不同表达水平的Ｃｏｒｏｎｉｎ１对巨噬细胞的极化
是否有影响以及与极化的因果关系；利用 ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ
数据库，对Ｃｏｒｏｎｉｎ１与ＣＤ１４之间的蛋白互作关系进
行分析，用ｓｈＲＮＡ构建Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达ＣＤ１４沉默的
巨噬细胞系和 Ｃｏｒｏｎｉｎ１正常表达 ＣＤ１４沉默的巨噬
细胞系，探讨Ｃｏｒｏｎｉｎ１在ＬＰＳ介导的Ｍ１型巨噬细胞
极化中的影响以及该影响是否通过 ＣＤ１４途径，明确
Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白在巨噬细胞极化中的作用及其机制，可
为肿瘤的防治、炎症控制等提供新思路。

１　材料与方法

１．１　细胞株、主要材料与试剂
　　小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４．７、ＨＥＫ２９３Ｔ由重庆医科
大学免疫学研究中心保存；ｐＥＧＦＰＣ１、ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ
ｖ２、ｐｓｉＬＶＲＵ６Ｐ、ｐＭＤ２．Ｇ、ｐｓＰＡＸ２质粒由重庆医科大
学免疫学研究中心保存。其他材料与试剂：小鼠重组

γ干扰素、小鼠重组白介素４（美国 Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；
ＬＰＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；ＤＭＥＭ高糖培养基、胰蛋白酶
（美国 Ｇｉｂｃｏ公司）；青霉素链霉素溶液（碧云天公
司）；胎牛血清（ＮａｔｏｃｏｒＩｎｄｕｓｔｒｉａＢｉｏｌｏｇｉｃａ公司，阿根
廷）；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲＮＡ
提取试剂盒、逆转录试剂盒、ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＨＳＤＮＡ
Ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ试剂盒、ＴＢＧｒｅｅｎＴＭ ＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭ（Ｔｌｉ
ＲＮａｓｅＨＰｌｕｓ）ＲＴＰＣＲ试剂盒、ＤＮＡ提取试剂盒（日本
ＴａＫａＲａ公司）；引物由天津擎科生物技术有限公司合
成；ＲＩＰＡ裂解液、ＢＣＡ蛋白浓度测定试剂盒、ＰＶＤＦ膜
（０．２μｍ／０．４５μｍ）（鼎国昌盛公司）；ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶
试剂盒（雅酶公司）；兔一氧化氮合酶（ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅｓｙｎｔｈａｓｅ，ｉＮＯＳ）多克隆抗体、小鼠Ｃｏｒｏｎｉｎ１单克
隆抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）；小鼠 ＡＲＧ１单克隆抗体、
兔ＣＤ１４多克隆抗体、小鼠 βａｃｔｉｎ单克隆内参抗体
（美国Ｐｒｏｔｅｉｎｔｅｃｈ公司）；辣根过氧化物酶标记的羊抗
兔ＩｇＧ、羊抗鼠ＩｇＧ（美国Ａｂｂｋｉｎｅ公司）。
１．２　Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞的诱导
　　分别用含有终浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的小鼠重组 ＩＦＮ
γ＋终浓度为１００ｎｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ、终浓度为２０ｎｇ／ｍＬ的
小鼠重组ＩＬ４的培养液处理ＲＡＷ２６４．７细胞４８ｈ，诱
导成 Ｍ１和 Ｍ２型巨噬细胞［１２］，以未经处理的

ＲＡＷ２６４．７细胞为空白对照组（Ｃｏｎｔｒｏｌ）。
１．３　过表达Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系的建立
１．３．１　重组质粒ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１的构建　　根据
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ＧｅｎＢａｎｋ（ＡＦ１４３９５５．１）设计合成目的基因Ｃｏｒｏｎｉｎ１引
物（扩增目的基因长度为１３８６ｂｐ）。上游引物为５′
ＧＣＧＴＣＧＡＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＡＧＣＣＧＧＣＡＧＧＴＧＧＴ３′，下游
引 物 为 ５′ＧＣＧＧＡＴＣＣＣＴＡＣＴＴＧＧＣＣＴＧＡＡＣＡＧＴ
ＣＴＣＣＴ３′。裂解ＲＡＷ２６４．７细胞后用 ＲＮＡ提取试剂
盒提取总 ＲＮＡ，按逆转录试剂盒说明书逆转录为
ｃＤＮＡ，以ｃＤＮＡ为模板ＰＣＲ扩增Ｃｏｒｏｎｉｎ１目的片段。
用ＢａｍＨⅠ和 ＳａｌⅠ双酶切 ＰＣＲ回收产物和质粒
ｐＥＧＦＰＣ１，使其具有相同的黏性末端，纯化回收目的
基因和载体大片段，用 ＤＮＡ连接酶于 １６℃下连接
４ｈ，转化至感受态 ＴＯＰ１０大肠杆菌，卡那霉素抗性筛
选并挑取阳性克隆，酶切鉴定及测序鉴定，构建的重组

质粒命名为ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１。
１．３．２　ＲＡＷ２６４．７ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系的建立
　　将ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１质粒用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００
转染ＲＡＷ２６４．７细胞，转染２４ｈ后置于倒置荧光显微
镜下观察荧光表达情况，将细胞以 １∶６比例传代，用
Ｇ４１８加压筛选，挑单克隆筛选出表达绿色荧光的
ＲＡＷ２６４．７ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１稳定转染细胞株
（Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ）。
１．４　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除 Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系的建立
１．４．１　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９基因敲除质粒 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２
Ｃｏｒｏｎｉｎ１的构建　　根据ＧｅｎＢａｎｋ（ＮＭ＿００１３０１３７４．１）
设计能有效敲除Ｃｏｒｏｎｉｎ１的ｓｇＲＮＡ模板序列，ｓｇＲＮＡ
上游为 ５′ＣＡＣＣＧＣＣＡＣＧＴＧＴＴＴＧＧＡＣＡＧＣＣＡＧＣＣＡ３′，
ｓｇＲＮＡ下游为 ５′ＡＡＡＣＴＧＧＣＴＧＧＣＴＧＴＣＣＡＡＡＣＡＣＧＴ
ＧＧＣ３′，在ＰＣＲ仪上退火。用Ｅｓｐ３Ⅰ酶切ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲ
ｖ２质粒，使其具有相同的黏性末端，纯化回收以后用
ＤＮＡ连接酶于１６℃下连接４ｈ，转化至感受态Ｓｔｂｌ３大
肠杆菌，氨苄西林抗性筛选并挑取阳性克隆，测序鉴定，

构建的重组质粒命名为ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１。
１．４．２　ＲＡＷ２６４．７ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系
的建立　　采用 ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１、ｐＭＤ２．Ｇ、
ｐｓＰＡＸ２三质粒包装系统，用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，４８ｈ后收集慢病毒上清离心过滤，于
－８０℃保存。将慢病毒、１０μｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ加入
ＲＡＷ２６４．７细胞，６ｈ后补齐培养液，２４ｈ后更换新鲜培养
液，感染４８ｈ加入嘌呤霉素筛选。将细胞铺至９６孔板
中，挑单克隆筛选鉴定出Ｃｏｒｏｎｉｎ１基因敲除的稳定细胞
株ＲＡＷ２６４．７ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１（Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ）。
１．５　ＣＤ１４沉默的细胞系的建立
１．５．１　ｓｈＲＮＡ慢病毒重组质粒 ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４的
构建　　根据ＧｅｎＢａｎｋ（ＮＭ＿００９８４１．４）设计能有效沉
默ＣＤ１４的 ｓｈＲＮＡ模板序列，ｓｈＲＮＡ上游为 ５′ＧＡＴ
ＣＧＴＡＴＣＡＡＧＴＣＴＣＴＧＴＣＣＴＴＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴＴＡＡＧＧＡＣ

ＡＧＡＧＡＣＴＴＧＡＴＡＣＴＴＴＴＴＧ３′，ｓｈＲＮＡ下游为 ５′ＡＡ
ＴＴＣＡＡＡＡＡＧＴＡＴＣＡＡＧＴＣＴＣＴＧＴＣＣＴＴＡＡＡＣＴＣＧＡＧＴＴ
ＴＡＡＧＧＡＣＡＧＡＧＡＣＴＴＧＡＴＡＣ３′，在 ＰＣＲ仪上退火。
用ＢａｍＨⅠ和 ＥｃｏＲⅠ酶切 ｐｓｉＬＶＲＵ６Ｐ质粒，使其具
有相同的黏性末端，纯化回收以后用 ＤＮＡ连接酶于
１６℃下连接４ｈ，转化至感受态 Ｓｔｂｌ３大肠杆菌，氨苄
西林抗性筛选并挑取阳性克隆，测序鉴定，构建的重组

慢病毒质粒命名ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４。
１．５．２　ＲＡＷ２６４．７ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４细胞系的建立
　　采用 ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４、ｐＭＤ２．Ｇ、ｐｓＰＡＸ２三质粒
包装系统，用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，
４８ｈ后收集慢病毒上清离心过滤，于－８０℃保存。将慢
病毒、１０μｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ加入ＲＡＷ２６４．７细胞，６ｈ后
补齐培养液，２４ｈ后更换新鲜培养液，感染４８ｈ加入嘌
呤霉素筛选，以获得ＣＤ１４基因稳定沉默的ＲＡＷ２６４．７
ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４细胞系（ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ）。
１．５．３　ＲＡＷ２６４．７Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４
细胞系的建立　 采用 ｐｓｉＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４、ｐＭＤ２．Ｇ、
ｐｓＰＡＸ２三质粒包装系统用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００转染
ＨＥＫ２９３Ｔ细胞，４８ｈ后收集慢病毒上清离心过滤，于
－８０℃保存。将慢病毒、１０μｇ／ｍＬｐｏｌｙｂｒｅｎｅ加入
Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ细胞，６ｈ后补齐培养液，２４ｈ后更换新
鲜培养液，感染４８ｈ加入嘌呤霉素筛选，以获得 ＣＤ１４
基 因 稳 定 沉 默 的 ＲＡＷ２６４．７Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓｐｓｉ
ＬＶＲＵ６ＰＣＤ１４细胞系（Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ）。
１．６　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测
　　按 ＲＮＡ提取试剂盒说明分别提取各组细胞的
ＲＮＡ，将其逆转录成 ｃＤＮＡ，以 ｃＤＮＡ为模板进行实时
定量ＰＣＲ扩增，测定细胞ｉＮＯＳｍＲＮＡ、ＡＲＧ１ｍＲＮＡ、
Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ、ＣＤ１４ｍＲＮＡ、内参ＧＡＰＤＨｍＲＮＡ转
录水平，引物序列见表１。每个反应做３个复孔，结果
用２!ΔΔＣｔ法进行相对定量分析，ΔΔＣｔ＝对照组ΔＣｔ（目
的基因Ｃｔ－管家基因Ｃｔ）－各组ΔＣｔ（目的基因Ｃｔ－管家
基因Ｃｔ）。

表１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ引物序列与扩增长度

基因 引物序列（５′→３′）　　 扩增长度／ｂｐ

ｉＮＯＳ
上游 ５′ＣＣＣＴＴＣＡＡＴＧＧＴＴＧＧＴＡＣＡＴＧＧ３′
下游 ５′ＡＣＡＴＴＧＡＴＣＴＣＣＧＴＧＡＣＡＧＣＣ３′

１２７

ＡＲＧ１
上游 ５′ＣＡＴＡＴＣＴＧＣＣＡＡＡＧＡＣＡＴＣＧＴ３′
下游 ５′ＣＣＡＧＣＴＴＧＴＣＴＡＣＴＴＣＡＧＴＣＡ３′

１８５

Ｃｏｒｏｎｉｎ１
上游 ５′ＣＡＣＣＣＧＧＡＣＡＣＡＡＴＣＴＡＣＡＧＣ３′
下游 ５′ＣＴＣＧＡＴＧＡＣＡＣＧＡＡＣＴＣＧＣＴＴ３′

９０

ＣＤ１４
上游 ５′ＡＴＡＣＣＴＴＣＴＡＡＡＧＣＧＴＧＴＧＧＡＣ３′
下游 ５′ＧＧＣＴＣＣＧＡＡＴＡＧＡＡＴＣＣＧＡＣＴ３′

１２７

ＧＡＰＤＨ
上游 ５′ＡＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′
下游 ５′ＧＧＧＧＴＣＧＴＴＧＡＴＧＧＣＡＡＣＡ３′

１２６
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１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测
　　ＲＩＰＡ裂解液提取各组细胞的总蛋白，ＢＣＡ试剂
用于检测各组蛋白浓度。经 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，恒流电
转至ＰＶＤＦ膜。用５％脱脂牛奶封闭１～２ｈ，加入相应
的一抗于４℃过夜孵育；ＴＢＳＴ洗涤后，加入ＨＲＰ标记
的兔／鼠二抗，室温条件下孵育 ２ｈ，ＴＢＳＴ洗涤后，用
ＥＣＬ化学发光试剂盒在 ＢｉｏＲａｄ凝胶成像仪上显影，
使用ＩｍａｇｅＬａｂ分析条带灰度值。
１．８　蛋白质互作网络（ＰＰＩ）、ＧＯ功能富集分析
　　使用ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ（ｈｔｔｐ：／／ｇｅｎｅｍａｎｉａ．ｏｒｇ／）生物数
据库［１３］，基于已知和预测的蛋白质相互作用，构建蛋

白质相互作用网络。借助Ｒ语言对ＧＯ的结果进行可
视化处理。

１．９　统计学分析
　　实验均独立重复 ３次，数据采用 珋ｘ±ｓ表示，使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ８．０软件进行数据分析，各组间比较
用单因素方差分析；两组数据的比较使用独立样本

ｔ检验。检验水准：α＝０．０５。

２　结果

２．１　Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达
２．１．１　Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞表型的鉴定　　Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ结果显示（图１Ａ）：处理细胞４８ｈ后，ＩＦＮγ＋ＬＰＳ

处理组的 ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
０．０１），ＩＬ４处理组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学
意义。ＩＬ４处理组的 ＡＲＧ１ｍＲＮＡ表达显著高于
Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１），ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组
之间的差异无统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图
１Ｂ）：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组的 ｉＮＯＳ蛋白表达显著高于
Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１），ＩＬ４处理组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的
差异无统计学意义。ＩＬ４处理组的 ＡＲＧ１蛋白表达
显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组与
Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学意义。以上结果表明：
ＩＦＮγ＋ＬＰＳ刺激诱导细胞后，ｉＮＯＳ高表达；ＩＬ４刺激
诱导细胞后，ＡＲＧ１高表达。Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞诱导
成功。

２．１．２　Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达　　
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图１Ａ）：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组的
Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），
ＩＬ４处理组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学意义。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 １Ｂ）：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组的
Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），而
ＩＬ４处理组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学意义。
以上结果显示：Ｍ１型巨噬细胞的 Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ和
蛋白水平显著高于Ｍ２型巨噬细胞及对照组。
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组别 组别 组别

组别 组别 组别

１：ＩＦＮγ＋ＬＰＳ处理组；２：ＩＬ４处理组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较
Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组细胞 ｉＮＯＳ、Ａｒｇ１、Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ转录水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ｉＮＯＳ、
Ａｒｇ１、Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白表达

图１　Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞表型鉴定以及Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达

７８８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



２．２　过表达或敲除 Ｃｏｒｏｎｉｎ１对 Ｍ１型巨噬细胞极化
的影响

２．２．１　过表达Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系的建立　　将ｐＥＧＦＰ
Ｃ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１质粒转染 ＲＡＷ２６４．７细胞，经 Ｇ４１８加压
筛选后，ＲＡＷ２６４．７ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞均带绿色
荧光，提示稳定转染细胞系构建成功（图２Ａ）。
２．２．２　ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除Ｃｏｒｏｎｉｎ１细胞系的建立　
　用ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１慢病毒感染ＲＡＷ２６４．７
细胞，经嘌呤霉素筛选后，通过对扩增产物进行测序，结

果显示（图２Ｂ）：ＲＡＷ２６４．７ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２Ｃｏｒｏｎｉｎ１
发生碱基插入及缺失，并在靶点的测序峰图显示有套峰

现象，表明ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９敲除细胞系构建成功。
２．２．３　Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达、敲除细胞系的鉴定　　
ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图２Ｃ）：过表达组（Ｃｏｒｏｎｉｎ１
Ｐｌｕｓ）的Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ表达显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
０．０５），敲除组（Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ）的 Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ表

达显著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示（图２Ｄ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组的 Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白表达显
著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ的Ｃｏｒｏｎｉｎ１
蛋白显著低于Ｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０１）。Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ过表
达率为 ５０．２％，Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ敲除率为 ９３．０％，表明
Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ细胞系和 Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ细胞系构建
成功。

２．２．４　Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达、敲除细胞系 ｉＮＯＳ的检测　
　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图２Ｅ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组
的ｉＮＯＳｍＲＮＡ表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０１）。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图２Ｆ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ、Ｃｏｒｏｎｉｎ１
ＫＯ、Ｃｏｎｔｒｏｌ均不表达 ｉＮＯＳ蛋白。以上结果表明：Ｍ１
型巨噬细胞 Ｃｏｒｏｎｉｎ１表达显著高于 Ｍ２型巨噬细胞
及Ｃｏｎｔｒｏｌ，而过表达Ｃｏｒｏｎｉｎ１不能将巨噬细胞极化为
Ｍ１型，Ｃｏｒｏｎｉｎ１的高表达是由Ｍ１型巨噬细胞极化导
致的。

荧光显微镜 光镜

!

"

# $ %

&'(

&')

*+(

*

,
-
.
-
/
0
/
!
&
1
2
3
!

相
对
表
达
量

& 4 %

,-.-/0/!&

（
(&"&)

%）
!

!!5670/

（
8$"&*

%）
!

039:

（
#%#"#*

%）
!

!!5670/

（
84"#*

%）
!

4'*

#'(

#'*

*'(

*

# 4 %

,
-
.
-
/
0
/
!
#

蛋
白
相
对
表
达
量

5

;

5

;

# 4 %

0
3
9
:
1
2
3
!

相
对
表
达
量

#'4

#'*

*'<

*'=

*'8

*'4

*

8 # 4 %

;

;

,

>

?

@
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组别

１：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组；２：Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；４：Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ阳性对照；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与 Ｃｏｎｔｒｏｌ
组比较

Ａ：镜下观察ｐＥＧＦＰＣ１Ｃｏｒｏｎｉｎ１质粒稳定转染ＲＡＷ２６４．７细胞的变化（×１００）；Ｂ：ＲＡＷ２６４．７／ｌｅｎｔｉＣＲＩＳＰＲｖ２
Ｃｏｒｏｎｉｎ１测序结果；Ｃ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测Ｃｏｒｏｎｉｎ１ｍＲＮＡ转录水平；Ｄ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白表达；
Ｅ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｉＮＯＳｍＲＮＡ转录水平；Ｆ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ蛋白表达

图２　过表达或敲除Ｃｏｒｏｎｉｎ１对Ｍ１型巨噬细胞极化的影响

８８８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２．３　ＰＰＩ、ＧＯ分析
　　构造蛋白质互作网络（图 ３Ａ），ＰＰＩ分析结果显
示：Ｔｌｒ４、Ｃａｐｚｂ、Ｄｋｋ１、Ｌｂｐ、Ｔｌｒ６、Ｎｃｆ４、Ｌｙ９６、Ｍｙｄ８８等
２０个基因与 Ｃｏｒｏｎｉｎ１和 ＣＤ１４存在相互作用关系。
ＧＯ分析结果显示：这些基因主要富集在受体复合物、

脂筏、膜微结构域、Ｔｏｌｌ样受体信号通路、模式识别受
体信号通路、脂多糖介导的信号通路、肿瘤坏死因子的

产生等（图 ３Ｂ）。以上结果表明：Ｃｏｒｏｎｉｎ１不但参与
ＬＰＳ诱导的Ｍ１型巨噬细胞极化，而且与ＣＤ１４存在直
接或者间接的相互作用关系。

!

"

基因数量 基因数量

#$!"%

#$!&&

图３　Ｃｏｒｏｎｉｎ１与ＣＤ１４共表达基因的ＰＰＩ（Ａ）、ＧＯ分析（Ｂ）

９８８１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）



２．４　过表达或敲除Ｃｏｒｏｎｉｎ１对ＣＤ１４表达的影响
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图 ４Ａ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ
组的ＣＤ１４ｍＲＮＡ表达显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），
Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学意
义。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 ４Ｂ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组
的ＣＤ１４蛋白表达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜０．０５），
Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组之间的差异无统计学意
义。以上结果表明：Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达会引起 ＣＤ１４高
表达。

２．５　过表达或敲除Ｃｏｒｏｎｉｎ１对ＬＰＳ介导的 Ｍ１型巨
噬细胞极化的影响

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图５Ａ）：ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）
处理４８ｈ后，Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组的ｉＮＯＳｍＲＮＡ表
达显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ＋
ＬＰＳ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组之间的差异无统计学意义。
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图５Ｂ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组
的ｉＮＯＳ蛋白表达显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），
而Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ＋ＬＰＳ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组之间的差异

无统计学意义。以上结果表明：Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达对ＬＰＳ
介导的Ｍ１型巨噬细胞极化有促进作用。
２．６　Ｃｏｒｏｎｉｎ１正常表达、Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达ＣＤ１４沉默

的细胞系的建立

２．６．１　Ｃｏｒｏｎｉｎ１正常表达 ＣＤ１４沉默的细胞系的鉴
定　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图６Ａ）：ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４
ＫＤ组的 ＣＤ１４ｍＲＮＡ表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
０．０５）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 ６Ｂ）：ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４
ＫＤ组的 ＣＤ１４蛋白表达显著低于 Ｃｏｎｔｒｏｌ组（Ｐ＜
０．０５）。以上结果表明：ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ细胞系构建
成功，其沉默效率为５４．３％。
２．６．２　Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达 ＣＤ１４沉默的细胞系的鉴定
　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图６Ａ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ
ＣＤ１４ＫＤ组的 ＣＤ１４ｍＲＮＡ表达显著低于 Ｃｏｒｏｎｉｎ１
Ｐｌｕｓ组（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示（图 ６Ｂ）：
Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ组的 ＣＤ１４蛋白表达显著低
于Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ（Ｐ＜０．０５）。以上结果表明：Ｃｏｒｏｎｉｎ１
ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ细胞系构建成功，其沉默效率为６２．１％。
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组别 组别

１：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组；２：Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较
Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＣＤ１４ｍＲＮＡ转录水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤ１４蛋白表达

图４　Ｃｏｒｏｎｉｎ１不同表达水平细胞ＣＤ１４ｍＲＮＡ和蛋白表达
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组别 组别

１：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组；２：Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＫＯ＋ＬＰＳ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组；ａ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组比较
Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｉＮＯＳｍＲＮＡ转录水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ蛋白表达

图５　ＬＰＳ处理后Ｃｏｒｏｎｉｎ１不同表达水平细胞ｉＮＯＳｍＲＮＡ和蛋白表达

０９８１ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１９）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



!
"
#
$
%
&
'
(

相
对
表
达
量

# )

#*+

#*,

,*+

,

!
"
-
.
%
&
'
(

相
对
表
达
量

/ .

-*+

-*,

,*+

,

!"-.

（
++!-,

/）
!

!"01234

（
$5!-,

/）
!

- 5 / .

(

6

7

0

!
"
-
$

蛋
白
相
对
表
达
量

- 5

-*+

-*,

,*+

,

!
"
-
$

蛋
白
相
对
表
达
量

/ $

-*+

-*,

,*+

,

0

0

组别 组别 组别 组别

１：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组；２：Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ组；３：Ｃｏｎｔｒｏｌ组；４：ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ组；ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，
与Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ组或Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较

Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ＣＤ１４ｍＲＮＡ转录水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＣＤ１４蛋白表达

图６　ＣＤ１４沉默的细胞系鉴定
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１：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组；２：Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组；３：Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ＋ＬＰＳ组；４：ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ＋ＬＰＳ组；
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组比较

Ａ：ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测ｉＮＯＳｍＲＮＡ转录水平；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｉＮＯＳ蛋白表达

图７　ＣＤ１４在Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达的巨噬细胞Ｍ１型极化中的作用

２．７　ＣＤ１４在 Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达的巨噬细胞 Ｍ１型极
化中的作用

　　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果显示（图７Ａ）：ＬＰＳ（１００ｎｇ／ｍＬ）
处理４８ｈ后，Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组的ｉＮＯＳｍＲＮＡ表
达显著高于 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０１），ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４
ＫＤ＋ＬＰＳ、Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ＋ＬＰＳ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋
ＬＰＳ组之间的差异无统计学意义。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果
显示（图７Ｂ）：Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｐｌｕｓ＋ＬＰＳ组的ｉＮＯＳ蛋白表达
显著高于Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５），ＣｏｎｔｒｏｌＣＤ１４ＫＤ＋
ＬＰＳ、Ｃｏｒｏｎｉｎ１ＰｌｕｓＣＤ１４ＫＤ＋ＬＰＳ组与 Ｃｏｎｔｒｏｌ＋ＬＰＳ
组之间的差异无统计学意义。以上结果表明：Ｃｏｒｏｎｉｎ１
过表达在 ＬＰＳ介导的 Ｍ１型巨噬细胞极化是通过
ＣＤ１４来发挥促进作用的。

３　讨论

　　巨噬细胞活化可被分成Ｍ１型巨噬细胞、Ｍ２型巨
噬细胞两大类［１４］，其中 Ｍ２型又可分为 Ｍ２ａ、Ｍ２ｂ和

Ｍ２ｃ三种类型［６］。Ｍ１（经典活化型），通常是由ＩＦＮγ、
ＬＰＳ等刺激诱导巨噬细胞分化而来，ＣＤ８６和 ＭＨＣⅡ
表达增高，分泌促炎介质 ｉＮＯＳ、肿瘤坏死因子（ｔｕｍｏｒ
ｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）、白细胞介素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，
ＩＬ）１、ＩＬ６、ＩＬ１２等。Ｍ１具有防御病原体侵入、抗肿
瘤等功能。Ｍ２（替代活化型）通常是由 ＩＬ４或 ＩＬ１３
刺激诱导巨噬细胞分化而来，高表达 ＣＤ２０６和 Ａｒｇ１，
在促进伤口的愈合以及组织重构等重要过程中发挥作

用。肿瘤相关巨噬细胞（ｔｕｍｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，
ＴＡＭ）是存在于肿瘤微环境中最为丰富的免疫细胞，
约占其中免疫细胞的５０％以上，研究表明ＴＡＭ多具有
Ｍ２的表型和功能［１５］，为肿瘤发生、发展和侵袭转移提

供了便利条件。Ｃｏｒｏｎｉｎｓ肌动蛋白细胞骨架调节因子
家族共有 ７个成员，包括 Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ａ（Ｃｏｒｏｎｉｎ１，ｐ５７，
ＴＡＣＯ，ＣｌｉｐｉｎＡ）、Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｂ（Ｃｏｒｏｎｉｎ２，ｃｏｒｏｎｉｎＳＥ）、
Ｃｏｒｏｎｉｎ１Ｃ（Ｃｏｒｏｎｉｎ３）、Ｃｏｒｏｎｉｎ２Ａ（Ｃｏｒｏｎｉｎ４，ＩＲ１０，
ＣｌｉｐｉｎＢ，ＷＤＲ２）、Ｃｏｒｏｎｉｎ２Ｂ（Ｃｏｒｏｎｉｎ５，ＣｌｉｐｉｎＣ）、
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Ｃｏｒｏｎｉｎ６、Ｃｏｒｏｎｉｎ７（ＰＯＤ）［１６］。Ｃｏｒｏｎｉｎ１广泛表达于
白细胞中［１７］，对巨噬细胞中结核杆菌的持留［１８］、Ｔ细
胞的生存［１］至关重要。课题组在前期研究发现

Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达能抑制巨噬细胞 ＴＬＲ４的表达［１０］，鉴

于ＴＬＲ４是Ｍ１型巨噬细胞诱导的重要途径，故推断
Ｃｏｒｏｎｉｎ１可能参与了巨噬细胞的极化。本研究构建
了Ｍ１、Ｍ２型巨噬细胞模型，研究了 Ｃｏｒｏｎｉｎ１蛋白在
不同极化类型中的表达量。结果显示Ｍ１型巨噬细胞
Ｃｏｒｏｎｉｎ１的表达量高于 Ｍ２组和对照组，证实了巨噬
细胞的极化状态与 Ｃｏｒｏｎｉｎ１存在一定的相关性。本
研究构建了Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达、敲除细胞系，在此基础
上研究巨噬细胞中 Ｃｏｒｏｎｉｎ１不同表达水平能否引起
巨噬细胞极化为 Ｍ１型。结果显示 Ｍ１型巨噬细胞
Ｃｏｒｏｎｉｎ１高表达，但过表达Ｃｏｒｏｎｉｎ１不会使巨噬细胞
极化为Ｍ１型。证实了 Ｃｏｒｏｎｉｎ１与巨噬细胞极化的
因果关系，即巨噬细胞极化可导致 Ｃｏｒｏｎｉｎ１的高表
达，但是Ｃｏｒｏｎｉｎ１的高表达不能直接导致巨噬细胞极
化为Ｍ１型，提示Ｃｏｎｏｎｉｎ１参与了巨噬细胞极化的某
个环节。

　　ＣＤ１４是ＬＰＳ受体，通过识别、结合ＬＰＳ／ＬＢＰ蛋白
复合物，将 ＬＰＳ呈递给 ＴＬＲ４／ＭＤ２［１９］。本研究通过
ＰＰＩ和ＧＯ分析了Ｃｏｒｏｎｉｎ１和 ＣＤ１４蛋白互作和相关
通路的富集，结果显示 Ｔｌｒ４、Ｃａｐｚｂ、Ｄｋｋ１、Ｌｂｐ、Ｔｌｒ６、
Ｎｃｆ４、Ｌｙ９６、Ｍｙｄ８８等 ２０个基因与 Ｃｏｒｏｎｉｎ１和 ＣＤ１４
存在相互作用关系。ＧＯ分析结果显示这些基因主要
富集在受体复合物、脂筏、膜微结构域、Ｔｏｌｌ样受体信
号通路、模式识别受体信号通路、ＬＰＳ介导的信号通
路、肿瘤坏死因子的产生等。本研究检测了 Ｃｏｒｏｎｉｎ１
不同表达水平的 ＣＤ１４表达量，结果显示 Ｃｏｒｏｎｉｎ１过
表达能引起 ＣＤ１４的高表达。用 ＬＰＳ处理 Ｃｏｒｏｎｉｎ１
过表达、敲除、正常表达３组细胞，结果显示 Ｃｏｒｏｎｉｎ１
过表达组的 ｉＮＯＳ表达量高于对照组。为了探究
Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达组经 ＬＰＳ处理后，ｉＮＯＳ的高表达是
否是因为ＣＤ１４的高表达引起，本研究构建了Ｃｏｒｏｎｉｎ１
正常表达 ＣＤ１４沉默、Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达 ＣＤ１４沉默的
细胞系，经 ＬＰＳ处理后，结果显示 Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达
ＣＤ１４沉默组和Ｃｏｒｏｎｉｎ１正常表达ＣＤ１４沉默组ｉＮＯＳ
表达量没有差异，这表示Ｃｏｒｏｎｉｎ１过表达对ＬＰＳ介导
的巨噬细胞Ｍ１型极化的促进是通过 ＣＤ１４来发挥促
进作用的，而Ｃｏｒｏｎｉｎ１正常表达 ＣＤ１４沉默组和对照
组ｉＮＯＳ表达量没有差异。ＦＵ等［２０］研究发现 ＣＤ１４
沉默 对 ＴＬＲ４的 表 达 没 有 影 响，ＣＤ１４沉 默 的
ＲＡＷ２６４．７细胞中，高浓度的 ＬＰＳ仍能激活炎症反应

通路。ＥＳＰＡＲＺＡ等［２１］研究结果显示：在没有ＣＤ１４的
情况下，白蛋白可以在没有ＬＢＰ的帮助下结合ＬＰＳ单
体，并将它们递送到 ＴＬＲ４／ＭＤ２。由此推论：过表达
Ｃｏｒｏｎｉｎ１引起的 ＣＤ１４上调在 ＬＰＳ刺激下能引起
ｉＮＯＳ表达量升高，而沉默 ＣＤ１４后，ＬＰＳ以 ＣＤ１４非依
赖方式激活了炎症通路，ｉＮＯＳ表达量显示不具有显著
性差异。目前，Ｃｏｒｏｎｉｎ１对 ＣＤ１４的影响机制尚不清
楚，本研究结果可为进一步探讨 Ｃｏｒｏｎｉｎ１与 ＣＤ１４的
关系及其在巨噬细胞极化中的作用及机制奠定基础。
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