
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２２０８２１８

脂多糖通过上调ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性抑制巨噬细胞精氨酸酶１的表达

田李星１，朱俊宇２，万凌辉３，梁华平２　　８３１２００新疆 呼图壁，陆军军医大学（第三军医大学）边防卫勤训练大队军
事预防医学教研室１，基础医学教研室３；４０００４２重庆，陆军军医大学（第三军医大学）陆军特色医学中心战伤感染与特
需药品研究室２

　　 ［摘要］　 目的 　 探索细胞色素 Ｐ４５０１Ａ１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ａ１，ＣＹＰ１Ａ１）对脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导时巨噬细胞中精氨酸酶１（Ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ１）的调控作用及机制。方法　
使用ＬＰＳ刺激小鼠单核巨噬细胞细胞系ＲＡＷ２６４．７（ＲＡＷ），分为０ｈ组、１２ｈ组、２４ｈ组（每组设３复
孔，ｎ＝３），采用实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）及蛋白免疫印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测ＣＹＰ１Ａ１、Ａｒｇ１
ｍＲＮＡ及蛋白表达；构建阴性对照和高表达、敲除 ＣＹＰ１Ａ１的 ＲＡＷ（ＮＣ／ＲＡＷ、ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ、ＣＹＰ１Ａ１
ＫＯ／ＲＡＷ）细胞系以及突变ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性的ＲＡＷ（ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ）细胞系，分为ＮＣ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ
组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组，使用 ＬＰＳ刺激后检测
Ａｒｇ１ｍＲＮＡ、蛋白表达及信号转导和转录活化因子６（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ６，
ＳＴＡＴ６）活化水平；使用 ＳＴＡＴ６抑制剂 ＡＳ１５１７４９９作用 ＣＹＰ１Ａ１敲除 ＲＡＷ细胞，设立 ＮＣ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋
ＬＰＳ组、ＮＣ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋
ＬＰＳ组，检测 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ、蛋白表达；使用 ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性抑制剂甲二氢愈创木酸
（ＮｏｒｄｉｈｙｄｒｏｇｕａｉａｒｅｔｉｃＡｃｉｄ，ＮＤＧＡ）及１２（Ｓ）羟基二十碳四烯酸 ［１２（Ｓ）ＨＥＴＥ］作用ＲＡＷ细胞，设立
ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组、ＲＡＷ＋１２（Ｓ）ＨＥＴＥ＋ＬＰＳ组、ＲＡＷ＋ＮＤＧＡ＋ＬＰＳ组，检测 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ、蛋白表达及
ＳＴＡＴ６活化水平。结果　ＬＰＳ可诱导ＲＡＷ中的ＣＹＰ１Ａ１及Ａｒｇ１呈错峰高表达（Ｐ＜０．０５）；ＣＹＰ１Ａ１高
表达可抑制 ＬＰＳ诱导时 ＲＡＷ中 Ａｒｇ１表达（Ｐ＜０．０５）及 ＳＴＡＴ６活化，敲除则可增强上述效应（Ｐ＜
０．０５），而ＳＴＡＴ６抑制剂 ＡＳ１５１７４９９可消除 ＣＹＰ１Ａ１敲除带来的增强效应（Ｐ＜０．０５）；突变 ＣＹＰ１Ａ１的
羟化酶活性或使用其代谢产物１２（Ｓ）ＨＥＴＥ刺激均不影响Ａｒｇ１表达（Ｐ＞０．０５），而使用 ＣＹＰ１Ａ１环氧
化酶抑制剂ＮＤＧＡ可增强Ａｒｇ１表达（Ｐ＜０．０５）及 ＳＴＡＴ６活化。结论　ＣＹＰ１Ａ１可通过抑制 ＬＰＳ诱导
时巨噬细胞中 ＳＴＡＴ６活化水平以降低 Ａｒｇ１表达，但此效应与 ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性及其致炎产物
１２（Ｓ）ＨＥＴＥ无关，而可能与ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性有关。
　　［关键词］　 细胞色素Ｐ４５０１Ａ１；脂多糖；巨噬细胞；精氨酸酶１
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　　 细胞色素 Ｐ４５０１Ａ１（ｃｙｔｏｃｈｒｏｍｅＰ４５０１Ａ１，
ＣＹＰ１Ａ１）属于细胞色素 Ｐ４５０超家族，其同时具有羟
化酶及环氧化酶活性［１］，以往研究主要关注其在肿瘤

代谢中的调控作用［２］，近年来陆续有学者开始研究其

对免疫调控，尤其是在炎症反应中的调控作用［３－６］。

巨噬细胞是机体重要的免疫效应细胞，其可在宿主防

御、炎症反应、过敏疾病、肿瘤调控以及组织修复等多

种病理生理进程中发挥重要作用。当机体面对病原体

入侵或其他致炎因素打击时，巨噬细胞可分别向促炎

型（１型）及抑炎型（２型）极化，并通过分泌炎症因子、
吞噬病原体等手段消除致病因素，同时生成精氨酸酶
１（Ａｒｇｉｎａｓｅ１，Ａｒｇ１）等２型极化因子。研究发现，Ａｒｇ１
作为巨噬细胞２型极化的重要标志物，主要受信号转
导和转录活化因子６（ｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｅｒａｎｄａｃｔｉｖａｔｏｒｓｏｆ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ６，ＳＴＡＴ６）调控，其可抑制炎症反应并促
进机体修复［７－１０］。我们前期研究发现，ＣＹＰ１Ａ１可通
过其羟化酶活性生成 １２（Ｓ）羟基二十碳四烯酸 ［１２
（Ｓ）ＨＥＴＥ］促使脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导
的巨噬细胞向１型极化并分泌过量炎症因子以加重炎

症反应［１１］，提示 ＣＹＰ１Ａ１可参与调控巨噬细胞极化，
但ＣＹＰ１Ａ１对炎症时巨噬细胞的２型标志物 Ａｒｇ１的
调控却未见报道。本研究拟探讨ＣＹＰ１Ａ１对炎症时巨
噬细胞中Ａｒｇ１的调控作用及机制，为治疗炎症性疾
病寻找新的靶点。

１　材料与方法

１．１　细胞来源
　　小鼠单核巨噬细胞细胞系 ＲＡＷ２６４．７（ＲＡＷ）由
陆军军医大学陆军特色医学中心提供；阴性对照ＲＡＷ
（ＮＣ／ＲＡＷ）、ＣＹＰ１Ａ１过表达 ＲＡＷ（ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ）、
ＣＹＰ１Ａ１敲除ＲＡＷ（ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ）以及ＣＹＰ１Ａ１
过表达但突变其羟化酶活性位点的 ＲＡＷ（ＣＹＰ１Ａ１ｍ／
ＲＡＷ）（图１，第１１８号位点由ＣＴＬ突变为ＣＧＴ，第２４５
号位点由ＣＧＴ突变为ＣＣＴ）均委托广州赛业公司制作
并插入嘌呤霉素抗性基因。以上经过基因编辑的细胞

均培养在含 １０％胎牛血清、１％青链霉素、５ｍｇ／Ｌ嘌
呤霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基中以待后续实验进一步
使用。

１９７１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）



ＣＹＰ１Ａ１ｃＤＮＡ代表细胞色素Ｐ４５０１Ａ１的全长ｃＤＮＡ，Ｌｅｕ

代表异亮氨酸，Ａｒｇ代表精氨酸，Ｐｒｏ代表脯氨酸

图１　ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性位点突变模式

１．２　主要试剂
　　ＬＰＳ（９９％纯度）购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；１２（Ｓ）
ＨＥＴＥ（９９％纯度）购自美国 Ｃａｙｍａｎ公司；ＣＹＰ１Ａ１多
克隆抗体购自武汉三鹰公司；Ａｒｇ１、ＳＴＡＴ６、ＳＴＡＴ６磷酸
化、甘油醛３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）单克隆抗体均购自美国 ＣＳＴ
公司。ＳＴＡＴ６抑制剂（ＡＳ１５１７４９９）购自美国 Ｓｅｌｌｅｃｋ
公司；去甲二氢愈创木酸（ＮｏｒｄｉｈｙｄｒｏｇｕａｉａｒｅｔｉｃＡｃｉｄ，
ＮＤＧＡ）购自上海陶素公司；基因检测所用的反转录
（ＲＴ）及实时荧光定量聚合酶链反应（ｑＰＣＲ）试剂盒均
购自日本 ＴａＫａＲａ公司。ＴＲＩＺＯＬ裂解液购自美国
Ｓｉｇｍａ公司；ＲＩＰＡ蛋白裂解液、磷酸盐缓冲盐（ＰＢＳ）购
自中国碧云天公司。

１．３　实验方法
１．３．１　实验分组设计
１．３．１．１　ＬＰＳ对ＲＡＷ中ＣＹＰ１Ａ１及Ａｒｇ１表达影响
实验　　细胞分为３组，包括０ｈ组、１２ｈ组、２４ｈ组
（每组设３复孔，ｎ＝３），使用１０ｍｇ／ＬＬＰＳ分别刺激
ＲＡＷ细胞０、１２、２４ｈ。
１．３．１．２　ＣＹＰ１Ａ１对ＬＰＳ刺激时ＲＡＷ中 Ａｒｇ１表达
和ＳＴＡＴ６活化影响实验　　细胞分为３组，包括 ＮＣ／
ＲＡＷ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１／
ＲＡＷ＋ＬＰＳ组，分别给予１０ｍｇ／ＬＬＰＳ刺激２４ｈ。
１．３．１．３　ＳＴＡＴ６抑制剂对 ＣＹＰ１Ａ１敲除时 Ａｒｇ１表
达影响实验　　细胞分为４组，包括 ＮＣ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋
ＬＰＳ组、ＮＣ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／
ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋
ＬＰＳ组，分别给予等量ＰＢＳ及２１ｎｍｏｌ／ＬＡＳ１５１７４９９预作
用２ｈ，再接续使用等量ＰＢＳ及１０ｍｇ／ＬＬＰＳ刺激２４ｈ。
１．３．１．４　ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性对 ＬＰＳ诱导的 Ａｒｇ１
表达影响实验　　细胞分为３组，包括ＮＣ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ
组、ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组、ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组，

分别给予１０ｍｇ／ＬＬＰＳ刺激２４ｈ。
１．３．１．５　ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性产物对 ＬＰＳ诱导的
Ａｒｇ１表达影响实验　　细胞分为 ２组，包括 ＲＡＷ＋
ＰＢＳ＋ＬＰＳ组、ＲＡＷ＋１２（Ｓ）ＨＥＴＥ＋ＬＰＳ组，分别给予等
量ＰＢＳ及１００ｎＭ１２（Ｓ）ＨＥＴＥ预作用２ｈ，再接续使
用等量ＰＢＳ及１０ｍｇ／ＬＬＰＳ刺激２４ｈ。
１．３．１．６　ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性抑制剂 ＮＤＧＡ对
ＬＰＳ诱导的 Ａｒｇ１表达影响实验　　细胞分为 ２组，
包括ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组、ＲＡＷ＋ＮＤＧＡ＋ＬＰＳ组，分别
给予等量ＰＢＳ及３０μｍｏｌ／ＬＮＤＧＡ预作用２ｈ，再接续
使用等量ＰＢＳ及１０ｍｇ／ＬＬＰＳ刺激２４ｈ。
１．３．２　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＲＴｑＰＣＲ）　　用 １ｍＬ
ＴＲＩＺＯＬｌ裂解液收集各组细胞，参照ＴａＫａＲａ试剂盒说
明书提取细胞总ＲＮＡ，定量至５００ｍｇ／Ｌ后取１μｇ总
ＲＮＡ，反转录为 ｃＤＮＡ后上机扩增。本研究所用探针
及引物均由上海生工生物工程有限公司设计合成。以

β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）为内参，采用 ２－ΔΔＣｔ法计算
ＣＹＰ１Ａ１及Ａｒｇ１的ｍＲＮＡ表达量。
１．３．３　蛋白免疫印迹实验（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）　　将收集
所得细胞悬液以５００×ｇ参数离心５ｍｉｎ得细胞团块，
使用ＲＩＰＡ蛋白裂解液提取总蛋白，用 ＢＣＡ试剂盒进
行蛋白定量。将定量后的蛋白煮沸 ５ｍｉｎ后上样，电
泳４０ｍｉｎ后以１１０Ｖ参数电转９０ｍｉｎ，放入４％脱脂
牛奶或４％牛血清白蛋白（ＢＳＡ）封闭 １ｈ，ＰＢＳ洗净后
一抗孵育过夜（４℃），次日室温孵育二抗 １ｈ，使用化
学发光成像系统曝光。

１．４　统计学分析
　　本研究采用ＳＰＳＳ２２．０软件对数据进行统计学分
析。计量资料符合正态分布，以 珋ｘ±ｓ表示，多组间比较
采用单因素方差分析，组间两两比较采用 ＬＳＤｔ检验；
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＬＰＳ可诱导ＲＡＷ中ＣＹＰ１Ａ１及Ａｒｇ１错峰表达
　　由图 ２Ａ结果可知，ＬＰＳ刺激 １２ｈ时 ＣＹＰ１Ａ１
ｍＲＮＡ表达水平到达顶峰（Ｐ＜０．０５），而 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ
则在 ２４ｈ时表达明显升高（Ｐ＜０．０５）（图 ２Ｂ）。
ＣＹＰ１Ａ１及Ａｒｇ１的蛋白表达变化规律与 ｍＲＮＡ变化
相似，ＣＹＰ１Ａ１蛋白于 １２ｈ时表达最高（图 ３Ａ），而
Ａｒｇ１蛋白则于２４ｈ时表达最高（图 ３Ｂ）。以上结果
提示，ＣＹＰ１Ａ１与Ａｒｇ１呈错峰表达，即 ＣＹＰ１Ａ１表达
升高时 Ａｒｇ１表达不明显，ＣＹＰ１Ａ１表达降低时 Ａｒｇ１
表达升高，提示 ＣＹＰ１Ａ１表达与 Ａｒｇ１表达可能呈负
相关变化。

２９７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｈ组比较

图２　ＬＰＳ刺激１２、２４ｈ后ＲＡＷ中ＣＹＰ１Ａ１（Ａ）与 Ａｒｇ１（Ｂ）
ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图３　ＬＰＳ刺激１２、２４ｈ后ＲＡＷ中ＣＹＰ１Ａ１（Ａ）与 Ａｒｇ１（Ｂ）
蛋白表达水平

２．２　ＣＹＰ１Ａ１可负性调控 ＬＰＳ刺激时 ＲＡＷ中 Ａｒｇ１
表达和ＳＴＡＴ６活化

　　通过对 ＣＹＰ１Ａ１ｍＲＮＡ进行检测，我们确认
ＣＹＰ１Ａ１修饰后的ＲＡＷ细胞系构建成功（图４Ａ）。与
阴性对照组（ＮＣ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ）相比，ＣＹＰ１Ａ１过表达
（ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ＋ＬＰＳ）可阻遏 ＲＡＷ 中 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ
（Ｐ＜０．０５）（图４Ｂ）及蛋白表达（图４Ｃ），并抑制ＳＴＡＴ６
磷酸化水平，但对ＳＴＡＴ６蛋白表达并无影响（图４Ｃ）。
与之相反的是，敲除ＣＹＰ１Ａ１（ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ）
可促使 ＬＰＳ刺激时 ＲＡＷ中 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）
（图４Ｂ）及蛋白表达（图４Ｃ），并增强 ＳＴＡＴ６磷酸化水
平（图４Ｃ）。以上结果说明，炎症反应时ＣＹＰ１Ａ１可负
性调控巨噬细胞中 Ａｒｇ１表达及 ＳＴＡＴ６活化，即
ＣＹＰ１Ａ１高表达可阻遏 Ａｒｇ１表达和 ＳＴＡＴ６活化，而
ＣＹＰ１Ａ１敲除可增强Ａｒｇ１表达和ＳＴＡＴ６活化。
２．３　ＳＴＡＴ６抑制剂可减弱ＣＹＰ１Ａ１敲除导致的Ａｒｇ１

表达增加

　　与ＰＢＳ对照组（ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ）相
比，使用 ＳＴＡＴ６抑制剂 ＡＳ１５１７４９９（ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／
ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋ＬＰＳ）可显著逆转 ＣＹＰ１Ａ１敲除导

致的Ａｒｇ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜０．０５）（图５Ａ）及蛋白表达上调
（图５Ｂ），说明炎症反应时 ＣＹＰ１Ａ１很可能通过调控
ＳＴＡＴ６活化水平进而调节Ａｒｇ１表达。
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１：ＮＣ／ＲＡＷ；２：ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ；３：ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ；ａ：Ｐ＜
０．０５，ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组与ＮＣ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组相比；
ｂ：Ｐ＜０．０５，ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ＋ＬＰＳ与ＮＣ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组相比

图４　ＬＰＳ刺激２４ｈ后ＮＣ／ＲＡＷ、ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ及
ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ 中 ＣＹＰ１Ａ１（Ａ）与 Ａｒｇ１（Ｂ）
ｍＲＮＡ表达水平（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）以及 Ａｒｇ１、ＳＴＡＴ６蛋
白表达及ＳＴＡＴ６磷酸化水平（Ｃ）
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１：ＮＣ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ；２：ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＰＢＳ；３：ＮＣ／ＲＡＷ＋
ＡＳ１５１７４９９；４：ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９；ａ：Ｐ＜０．０５，
ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ＋ＡＳ１５１７４９９＋ＬＰＳ组与 ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／
ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组相比

图 ５　ＬＰＳ及 ＡＳ１５１７４９９作用 ２４ｈ后 ＮＣ／ＲＡＷ 及

ＣＹＰ１Ａ１ＫＯ／ＲＡＷ 中 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ表达水平
（Ａ）（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）以及Ａｒｇ１蛋白表达水平（Ｂ）

２．４　ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性及其产物对 ＬＰＳ诱导的
Ａｒｇ１表达无明显影响

　　实验表明，与单纯高表达 ＣＹＰ１Ａ１组（ＣＹＰ１Ａ１／
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ＲＡＷ＋ＬＰＳ）相 比，突 变 ＣＹＰ１Ａ１羟 化 酶 活 性
（ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ）对 Ａｒｇ１的 ｍＲＮＡ（Ｐ＞０．０５）
（图６Ａ）及蛋白表达并无明显影响（图 ６Ｂ）。进一步
检测发现，与 ＰＢＳ对照组（ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ）相比，
ＣＹＰ１Ａ１的羟化酶活性产物 １２（Ｓ）ＨＥＴＥ（ＲＡＷ＋１２
（Ｓ）ＨＥＴＥ＋ＬＰＳ）对Ａｒｇ１的ｍＲＮＡ（Ｐ＞０．０５）（图７Ａ）
及蛋白表达也无明显影响（图 ７Ｂ）。以上结果说明，
ＣＹＰ１Ａ１很可能并非通过其羟化酶活性或其致炎产物
１２（Ｓ）ＨＥＴＥ调控ＬＰＳ诱导的Ａｒｇ１表达。
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１：ＮＣ／ＲＡＷ；２：ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ；３：ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ；ａ：Ｐ＞０．０５，
ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组与ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ＋ＬＰＳ组相比

图６　 ＬＰＳ刺激 ２４ｈ后 ＮＣ／ＲＡＷ、ＣＹＰ１Ａ１／ＲＡＷ 及
ＣＹＰ１Ａ１ｍ／ＲＡＷ中 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ表达水平（Ａ）
（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）以及Ａｒｇ１蛋白表达水平（Ｂ）
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１：＋ＰＢＳ；２：＋１２（Ｓ）ＨＥＴＥ；ａ：Ｐ＞０．０５，ＲＡＷ＋１２（Ｓ）ＨＥＴＥ
＋ＬＰＳ组与ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组相比

图７　１２（Ｓ）ＨＥＴＥ及 ＬＰＳ刺激 ２４ｈ后 ＲＡＷ 中 Ａｒｇ１
ｍＲＮＡ表达水平（Ａ）（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）以及 Ａｒｇ１蛋白
表达水平（Ｂ）

２．５　ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性抑制剂 ＮＤＧＡ可促进
ＬＰＳ诱导的Ａｒｇ１表达

　　检测发现，与 ＰＢＳ对照组（ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ）相
比，ＣＹＰ１Ａ１环氧化酶活性抑制剂 ＮＤＧＡ（ＲＡＷ＋
ＮＤＧＡ＋ＬＰＳ）可增强 ＬＰＳ诱导的 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ（Ｐ＜
０．０５）（图８Ａ）及蛋白表达（图 ８Ｂ），同时强化 ＳＴＡＴ６
活化水平（图８Ｂ）。以上结果说明，ＣＹＰ１Ａ１很可能通
过其环氧化酶活性调控ＬＰＳ诱导的Ａｒｇ１表达。
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１：＋ＰＢＳ；２：＋ＮＤＧＡ；ａ：Ｐ＜０．０５，ＲＡＷ＋ＮＤＧＡ＋ＬＰＳ组与
ＲＡＷ＋ＰＢＳ＋ＬＰＳ组相比
图８　ＮＤＧＡ及ＬＰＳ刺激２４ｈ后 ＲＡＷ 中 Ａｒｇ１ｍＲＮＡ

表达水平（Ａ）（ｎ＝３，珔ｘ±ｓ）以及 Ａｒｇ１蛋白表达水
平和ＳＴＡＴ６活化水平（Ｂ）

３　讨论

３．１　炎症反应时ＣＹＰ１Ａ１可调控巨噬细胞极化方向
　　巨噬细胞作为机体重要的免疫效应细胞，在面对
病原体入侵时，其可通过分泌炎症因子、吞噬病原体等

途径清除有害致病因素。炎症反应早期，巨噬细胞主

要向 １型促炎型极化，分泌一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）、肿瘤坏死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）等
炎症因子以杀灭病原体。炎症反应中后期，巨噬细胞

开始向２型抗炎型极化，主要生成以 Ａｒｇ１为代表的
一系列２型极化标志物，发挥抑制炎症、促进修复的作
用。正常状态下，上述极化过程应处于动态平衡，若过

度向１型极化则可能导致炎症因子失控释放，诱发全
身炎症反应综合征；若过度向２型极化则可能导致免
疫麻痹而无法及时清除病原体。因此，如何科学调控

４９７１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（１７）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



上述极化过程，对发挥巨噬细胞正向功能，抑制其负向

作用具有重要意义。我们前期研究发现，炎症反应时

ＣＹＰ１Ａ１可促进巨噬细胞向１型极化而合成分泌大量
促炎因子［１１］，但其对 Ａｒｇ１等２型极化指标的调控作
用及机制仍然未知。本研究在此基础上，首次明确了

ＬＰＳ诱导下 ＣＹＰ１Ａ１对巨噬细胞中 Ａｒｇ１的抑制效应
及机制，为开发巨噬细胞极化失衡时的调控策略奠定

了基础。

３．２　ＣＹＰ１Ａ１可降低 ＳＴＡＴ６活化水平以调低 Ａｒｇ１
表达

　　Ａｒｇ１是巨噬细胞向２型极化时合成的标志物，也
是重要的抗炎因子。有研究报道，在巨噬细胞中高表

达Ａｒｇ１可有效抑制巨噬细胞感染呼吸道合胞病毒时
所释放的 ＮＯ水平［７］。在血管平滑肌细胞中过表达

Ａｒｇ１可有效降低ＬＰＳ诱导时细胞合成分泌ＴＮＦα及
ＮＯ的水平［８］。给予 ＩＰＥＣＪ２细胞精氨酸作用可显著
增强其中Ａｒｇ１的活性并抑制 ＬＰＳ诱导时 ＩＰＥＣＪ２细
胞出现的过度炎症反应，而使用 Ａｒｇ１抑制剂则可削
弱这种抑炎效应［９］。还有文献报道，条件性敲除小鼠

髓样细胞中的Ａｒｇ１可显著增加小鼠感染铜绿假单胞
菌时的死亡率，并促进巨噬细胞释放大量的 ＴＮＦα及
白介素６等炎症介质［１０］。以上结果表明，Ａｒｇ１可作
为抑制炎症时细胞过度释放促炎因子的干预靶点。在

本研究中我们发现，ＣＹＰ１Ａ１可能通过抑制 ＳＴＡＴ６活
化水平以下调 Ａｒｇ１的表达，这为下步开发炎症时
Ａｒｇ１的上调手段提供了思路。
３．３　ＣＹＰ１Ａ１可能通过其环氧化酶活性调控巨噬细

胞极化

　　ＣＹＰ１Ａ１是一种主要存在于肝脏及肠道当中的代
谢酶，其可参与代谢多种内外源性有害异物，如药物和

环境污染物，并生成细胞毒性物质，导致 ＤＮＡ损伤而
诱发肿瘤［２］。作为单加氧酶 ＣＹＰ１Ａ１同时具有羟化
酶活性及环氧化酶活性［１］，并且现已证实其羟化酶活

性可参与调控免疫反应。有研究报道，ＣＹＰ１Ａ１的诱
导剂四氯二苯并ｐ二恶英可活化普通肝脏细胞中的
激活蛋白１（ＡｃｔｉｖａｔｏｒＰｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）通路以促进炎
症反应，但在ＣＹＰ１Ａ１羟化酶作用失活的情况下上述
效应消失［１２］。１２（Ｓ）ＨＥＴＥ是 ＣＹＰ１Ａ１羟化酶活性
的代谢产物之一，其已被证实可通过活化丝裂原活化

蛋白激酶通路并参与调控多种促炎反应［１３－１９］。我们

在前期研究中发现，ＣＹＰ１Ａ１可通过其羟化酶活性诱
导 １２（Ｓ）ＨＥＴＥ合成增加并加重脓毒症的病理进
程［１１］。以上结果表明，ＣＹＰ１Ａ１的羟化酶活性在炎症
反应的发生发展过程中具有十分重要的调控作用，但

其环氧化酶活性在炎症反应中的作用仍鲜见报道。本

研究首次证实，ＣＹＰ１Ａ１对 ＬＰＳ诱导时 Ａｒｇ１的抑制
作用并非通过其羟化酶活性实现，而更可能是其环氧

化酶活性发挥作用，因此可针对 ＣＹＰ１Ａ１的环氧化酶
活性开发相关抑制剂以治疗过度炎症反应。

　　总而言之，本研究发现，ＬＰＳ刺激时巨噬细胞中高
表达的 ＣＹＰ１Ａ１可能通过抑制 ＳＴＡＴ６的活化以阻遏
Ａｒｇ１的表达，从而延迟巨噬细胞向抗炎型极化的进
程，但上述调控作用与 ＣＹＰ１Ａ１的羟化酶活性或其致
炎产物１２（Ｓ）ＨＥＴＥ无关，而可能与其环氧化酶活性
相关。以上结果进一步丰富了巨噬细胞极化过程的调

控途径，为寻找炎症性疾病的干预新靶点奠定了基础。
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