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　　［摘要］　目的　探究印苦楝内酯（ｎｉｍｂｏｌｉｄｅ，ＮＩＭ）治疗金黄色葡萄球菌急性肺炎作用机制。
方法　通过气管插管构建小鼠金葡菌急性肺炎模型，ＮＩＭ治疗后，观察小鼠生存率差异，平板培养分析
肺部荷菌量变化，ＥＬＩＳＡ检测肺组织炎性细胞因子表达差异；ＥＬＩＳＡ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测腹腔原代巨噬
细胞感染金葡菌后，ＮＩＭ对炎症细胞因子的表达水平及炎症通路激活的影响；慢病毒 ｓｈＲＮＡ敲低原代
腹腔巨噬细胞ＲＮＦ１１４蛋白水平，通过 ＥＬＩＳＡ及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ探究 ＮＩＭ是否通过 ＲＮＦ１１４抑制炎症反
应。结果　金葡菌感染小鼠肺部后可导致急性死亡，ＮＩＭ显著提高了小鼠生存率，下调小鼠肺部炎症细
胞因子水平，但短期内不影响金葡菌肺部定植；巨噬细胞感染结果表明，ＮＩＭ可能通过调控 ＲＮＦ１１４功
能，下调ＥＲＫ的磷酸化水平抑制ＭＡＰＫ通路激活，进而抑制炎症细胞因子的表达。结论　ＮＩＭ可能通
过调控巨噬细胞ＲＮＦ１１４功能，抑制ＭＡＰＫ通路激活进而抑制小鼠肺部炎症细胞因子的表达，最终抑制
金葡菌急性肺部高炎症导致的小鼠死亡。
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　　金黄色葡萄球菌（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ，简称金葡
菌）是世界范围内医院和社区获得性感染疾病的重要

病原体。２０２２年国际权威期刊《柳叶刀》报道显示，金
葡菌２０１９年在全球导致１１０万人死亡，居 ３３种人体
重要致病菌之首［１］。鼻腔是金葡菌在人体内定植的

主要部位［２］，显著增加了继发性金葡菌肺部感染机

会，特别是医院呼吸机使用导致的肺炎。据报道，呼吸

机使用导致的肺炎中，约 ２５％～５６％是由金葡菌引
起［３］，其中，以耐甲氧西林金葡菌（ＭＲＳＡ）为代表的多
重耐药金葡菌导致的肺炎致死率高达５０％，给相关疾
病的治疗带来了严峻挑战［４］。

　　印苦楝内酯（ｎｉｍｂｏｌｉｄｅ，ＮＩＭ）是从印度楝树
（Ａｚａｄｉｒａｃｈｔａｉｎｄｉｃａ）中分离得到的三萜类活性化合
物［５］，已被证明具有多种生物活性。在癌症方面，ＮＩＭ
可抑制前列腺癌，乳腺癌，胰腺癌等多种癌细胞的增殖

与转移［６－８］；在抗氧化和抗炎活性方面，ＮＩＭ可抑制
ＤＮＡ氧化损伤和脂质过氧化改善肝功能，以及抑制巨
噬细胞ＮＦκＢ信号转导改善小鼠结肠炎［９－１０］，另外，

在抗金葡菌方面，研究者通过最小抑菌浓度（ＭＩＣ）和
最小杀菌浓度（ＭＢＣ）等方法测定 ＮＩＭ的体外抗菌活
性，结果表明 ＮＩＭ有潜力作为有效的抗菌剂［１１］。文

献报道显示 ＮＩＭ 的主要靶点是 Ｅ３泛素连接酶
ＲＮＦ１１４［１２］。ＲＮＦ１１４是ＲＩＮＧ结构域 Ｅ３泛素连接酶
亚家族中的成员之一［１３］，结构包括一个 Ｎ端 ＲＩＮＧ
ｆｉｎｇｅｒ结构域和一个 Ｃ端泛素相互作用基序
ＵＩＭ［１４－１５］，首次报道显示其与银屑病发病相关［１６］。近

年来研究表明，ＲＮＦ１１４可广泛参与调控 Ｉ型 ＩＦＮ产
生、细胞周期、ＮＦκＢ活性及 Ｔ细胞活化等，进而影响
相关癌症疾病的发生发展［１７－２０］，而其在金葡菌感染中

的作用尚无报道。

　　在本研究以 ＮＩＭ治疗小鼠金葡菌急性肺炎效果
为探索起点，利用小鼠巨噬细胞感染模型，探索 ＮＩＭ
通过调控巨噬细胞介导的炎症反应抑制小鼠急性肺炎

的作用机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
　　金葡菌ＵＳＡ３００菌株由上海交通大学仁济医院李
敏教授惠赠；Ｃ５７ＢＬ／６小鼠订购于北京维通利华公司；

高糖ＤＭＥＭ培养基购买于上海源培生物；胎牛血清购
买于Ｍｏｒｅｇａｔｅ公司；１×ＰＢＳ购买于美仑生物；ＲＮＦ１１４
ｓｈＲＮＡ慢病毒和Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ试剂购买于美国Ｓａｎｔａｃｒｕｚ
公司；逆转录试剂盒及２×ＨｉｅｆｆＣａｎａｃｅＰｌｕｓＰＣＲ购买
于上海翌圣生物；ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６ＥＬＩＳＡ试剂盒及
快速蛋白凝胶试剂盒购买于北京达科为生物；ｐ６５、
ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ、ＧＡＰＤＨ及相应的磷酸化抗体均购于
美国 ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；Ｎｉｍｂｏｌｉｄｅ购自
ＭＣＥ公司；二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）购买于美国 Ｓｉｇｍａ公
司；胰蛋白胨大豆肉汤培养基（ＴｒｙｐｔｏｎｅＳｏｙａＢｒｏｔｈ，
ＴＳＢ）购买于英国Ｏｘｉｏｄ公司。
１．２　金葡菌培养条件
　　挑过夜活化金葡菌 ＵＳＡ３００单克隆，接种于 ＴＳＢ
液体培养基中，３７℃，２２０ｒｐｍ培养至对数生长期，测
量ＯＤ６００确定细菌感染剂量；其中小鼠感染剂量为５×
１０８，细胞感染复数ＭＯＩ为１０。
１．３　小鼠感染模型
　　ＳＰＦ级６周龄 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，随机分为溶剂组和
治疗组，用ＵＳＡ３００（５×１０８ＣＦＵ／只）气管插管急性感
染两组小鼠 ３ｈ后，给予小鼠 ５％ ＤＭＳＯ或 ５ｍｇ／ｋｇ
ＮＩＭ治疗，观察小鼠给药后状态，记录小鼠死亡数量及
时间，并取小鼠肺组织，于 ＰＢＳ中研磨组织，取部分研
磨液梯度稀释涂板在胰蛋白胨大豆琼脂 ＴＳＡ板上，
３７℃孵育 １２ｈ，统计菌落数；剩余肺组织研磨液，
１２０００ｒｐｍ离心后，ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６炎
性因子表达水平。

１．４　巨噬细胞获取及培养
　　室温下，将 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠脱颈处死后，浸泡在
７５％无水乙醇，１０ｍｉｎ；置于超净台中，用无菌镊子将
小鼠下腹部皮肤提起，向小鼠腹腔中注入 ５ｍＬ高糖
ＤＭＥＭ培养基，轻轻摇晃小鼠身体后，注射器收集腹
腔盥洗液，８００ｒｐｍ／ｍｉｎ，离心５ｍｉｎ，弃上清，ＤＭＥＭ培
养基洗涤１次，用含１０％胎牛血清ＤＭＥＭ培养液重悬
细胞，调整细胞浓度，按照１×１０６个／ｍＬ接种到细胞培
养板中，置于３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱中，静止培养
２ｈ，细胞贴壁后即为小鼠原代腹腔巨噬细胞［２１－２２］。

１．５　巨噬细胞感染
　　挑单克隆金葡菌 ＵＳＡ３００，接种于５ｍＬＴＳＢ液体
培养基中，３７℃过夜培养。次日按照 １∶１００转接至

４５３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



２０ｍＬＴＳＢ，３７℃培养 ３ｈ，室温 ６０００ｒｐｍ，离心
１０ｍｉｎ；测量ＯＤ６００值确定细菌感染剂量，在巨噬细胞
培养板中，按照每孔需要的量加入细菌，处理不同时间

点后，用１ｍＬ／孔ＰＢＳ润洗３次，收集样品。
１．６　巨噬细胞慢病毒感染
　　腹腔巨噬细胞于３７℃，５％ＣＯ２细胞培养箱过夜
培养１２ｈ后，将细胞培养基置换为含有 ｓｈＲＮＦ１１４慢
病毒颗粒（ＭＯＩ：１００）和 Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ（５μｇ／ｍＬ）的
ＤＭＥＭ完全培养基，混合均匀并孵育过夜，第２天用完
全培养基（不含Ｐｏｌｙｂｒｅｎｅ）替换并将细胞培养３６ｈ。
１．７　巨噬细胞药物处理
　　ｓｈＲＮＡ慢病毒感染巨噬细胞后，用 ０．０５μｍｏｌ／Ｌ
ＮＩＭ处理对照组（ｓｈＮＣ）和ＲＮＦ１１４ｓｈＲＮＡ（ｓｈＲＮＦ１１４）组
各３０ｍｉｎ，２ｍＬ／孔ＰＢＳ润洗３次后用金葡菌感染。
１．８　ＥＬＩＳＡ检测
　　ＵＳＡ３００感染腹腔巨噬细胞 ９ｈ后，收集细胞上
清，４℃，６０００ｒｐｍ，离心１０ｍｉｎ，收集处理后的上清，
按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书稀释标准品和样品，检测
ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６的表达。用酶标仪检测 ＯＤ４５０ｎｍ，
绘制标准曲线后，按照公式分别计算 ＴＮＦα，ＩＬ１β和
ＩＬ６的样品浓度。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ
　　ＵＳＡ３００感染巨噬细胞 １５、３０、６０ｍｉｎ后，弃细胞
上清，１ｍＬ／孔ＰＢＳ润洗２３次，使用 Ｗｅｓｔｅｒｎ及 ＩＰ细
胞裂解液，４℃摇床裂解１５ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒｐｍ，离
心１５ｍｉｎ，收集上清。首先用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法测定蛋白浓
度，进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，湿转印至０．２５μｍＰＶＤＦ膜
上，室温条件下，将ＰＶＤＦ膜放置于５％脱脂奶粉封闭
１ｈ，ＴＢＳＴ，３ｍｉｎ／次，洗涤 ３次；其次在 ＧＡＰＤＨ
（１∶１００００）、ＲＮＦ１１４、ｐ６５、ＥＲＫ、ｐ３８、ＪＮＫ及各磷酸化
抗体（１∶１０００）稀释液中，４℃摇床孵育过夜，ＴＢＳＴ，
洗涤３次，５ｍｉｎ／次，辣根过氧化物酶（ＨＲＰ）偶联二
抗在室温下孵育 １ｈ，ＴＢＳＴ，洗涤 ３次，５ｍｉｎ／次；最
后使用 Ｔｈｅｒｍｏ化学发光试剂在 Ｂｉｏｒａｄ化学发光检
测仪中成像。

１．１０　统计学分析
　　采用ＧｒａｐＰａｄＰｒｉｓｍ８．０处理本实验数据，其结果
采用 珋ｘ±ｓ偏差表示，生存率用 Ｌｏｇｒａｎｋｔｅｓｔ分析，其余
各组间利用ｔ检验进行统计学分析，Ｐ＜０．０５表示差异
具有统计学意义。

２　结果

２．１　ＮＩＭ抑制肺部炎症并提高小鼠存活率
　　文献报道显示 ＮＩＭ具有抑制金葡菌、抗炎等功
效［１１，２３］。为了探索ＮＩＭ是否能够治疗金葡菌导致的
急性肺炎，我们构建了金葡菌急性肺炎模型，观察ＮＩＭ

药物对金葡菌急性肺炎小鼠生存率、肺组织荷菌量及

炎性细胞因子的作用。如图１Ａ所示，相对于溶剂组，
ＮＩＭ组的小鼠生存率明显提高（Ｐ＜０．０５，ｎ＝８）。对死
亡小鼠及１０ｈ仍存活的小鼠进行肺组织荷菌量及细
胞因子进行检测，结果如图１Ｂ所示，溶剂组和ＮＩＭ治
疗组的小鼠肺组织荷菌量无明显差异；而在 ＮＩＭ治疗
组中，如图１Ｃ，Ｄ，Ｅ所示，我们观察到小鼠肺组织炎性
细胞因子 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６表达水平均明显低于溶
剂组（Ｐ＜０．０５，ｎ＝８），表明 ＮＩＭ可能主要通过抑制金
葡菌导致的急性肺部炎症，而不是通过杀伤金葡菌提

高小鼠生存率。

２．２　ＮＩＭ抑制巨噬细胞炎症反应
　　巨噬细胞是维持组织稳态的关键效应细胞，在肺
部炎症反应中具有重要调整作用。研究报道在改善小

鼠结肠炎［１０］过程中，ＮＩＭ具有抑制巨噬细胞 ＮＦκＢ
信号传导作用。为了进一步探究 ＮＩＭ是否参与金葡
菌导致巨噬细胞炎症反应，我们利用巨噬细胞感染模

型研究了 ＮＩＭ对巨噬细胞炎性细胞因子表达及炎症
信号通路激活的影响。结果如图 ２Ａ，Ｂ，Ｃ所示，在
ＮＩＭ治疗组中，巨噬细胞炎性细胞因子 ＴＮＦα，ＩＬ１β，
ＩＬ６表达水平均显著低于溶剂组（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，
ｎ＝３）；为了验证 ＮＩＭ是否影响细胞因子上游的信号
通路，我们用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＮＦκＢ和 ＭＡＰＫ信号
通路关键分子，结果如图２Ｄ所示，与溶剂组相比，ＮＩＭ
药物处理后能明显下调ＥＲＫ的磷酸化，该研究结果表
明ＮＩＭ可能通过ＭＡＰＫ通路抑制巨噬细胞炎症反应。
２．３　ＮＩＭ通过ＲＮＦ１１４抑制巨噬细胞炎症反应
　　文献报道ＮＩＭ可通过结合ＲＮＦ１１４破坏其识别底
物，从而损害乳腺癌细胞的增殖使其快速稳定［１２］，提

示ＮＩＭ很有可能通过ＲＮＦ１１４抑制金葡菌感染诱导的
巨噬细胞炎症信号通路。我们利用慢病毒 ｓｈＲＮＡ敲
低原代腹腔巨噬细胞 ＲＮＦ１１４蛋白水平，通过 ＥＬＩＳＡ
及ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ探究 ＲＮＦ１１４敲低后 ＮＩＭ对炎症细胞
因子及炎症信号通路影响。如图 ３Ａ所示，巨噬细胞
经慢病毒ｓｈＲＮＦ１１４敲低后，ＲＮＦ１１４蛋白表达水平明
显下调；ＥＬＩＳＡ检测结果显示，在 ｓｈＮＣ组中，结果如
图３Ｂ、Ｃ、Ｄ所示，ＮＩＭ药物组炎性细胞因子 ＴＮＦα，
ＩＬ１β，ＩＬ６表达均低于溶剂组（Ｐ＜０．００１，ｎ＝３），而在
ｓｈＲＮＦ１１４组中，ＮＩＭ药物组与溶剂组相比无明显差
异；为了验证 ＮＩＭ是否通过 ＲＮＦ１１４影响巨噬细胞
ＥＲＫ蛋白的磷酸化，我们用 ＮＩＭ药物处理 ｓｈＲＮＦ１１４
和ｓｈＮＣ巨噬细胞后，如 ３Ｅ所示，ＮＩＭ药物组与溶剂
组相比明显抑制 ＥＲＫ磷酸化表达，而在 ３Ｆ图中，
ＲＮＦ１１４敲低后 ＮＩＭ药物组与溶剂相比无明显变化，
说明ＮＩＭ在金葡菌感染过程中可能通过ＲＮＦ１１４抑制
巨噬细胞炎症反应。

５５３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）
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Ａ：气管插管感染ＵＳＡ３００（５×１０８）３ｈ后，ＰＢＳ和５ｍｇ／ｋｇＮＩＭ肺部给药后小鼠生存率，Ｐ＜０．０５，ｎ＝８；Ｂ：ＵＳＡ３００感染３ｈ后，
ＰＢＳ和５ｍｇ／ｋｇＮＩＭ治疗后小鼠肺定植量；Ｃ，Ｄ，Ｅ：ＵＳＡ３００感染３ｈ，ＰＢＳ和ＮＩＭ治疗后检测小鼠肺组织ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６表
达情况，Ｐ＜０．０５，ｎ＝８　 ａ：Ｐ＜０．０５，与５％ＤＭＳＯ组比较

图１　ＵＳＡ３００气管插管感染３ｈＮＩＭ治疗小鼠后的生存率差异、肺部荷菌量、小鼠ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６的表达
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Ａ，Ｂ，Ｃ：ＮＩＭ处理３０ｍｉｎ后，ＵＳＡ３００刺激 ９ｈ巨噬细胞 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６分泌情况，Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，ｎ＝３；Ｄ：ＮＩＭ处理
３０ｍｉｎ后，ＵＳＡ３００刺激１５、３０、６０ｍｉｎ巨噬细胞ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ通路蛋白表达情况　ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ＤＭＳＯ组比较

图２　ＮＩＭ对巨噬细胞影响

２．４　ＲＮＦ１１４介导金葡菌感染导致的巨噬细胞炎症
反应

　　目前尚无ＲＮＦ１１４参与调控金葡菌感染方面的报
道。为探索ＲＮＦ１１４是否参与金葡菌感染导致的巨噬

细胞炎症反应，我们利用ｓｈＲＮＡ慢病毒敲低巨噬细胞
ＲＮＦ１１４蛋白表达；如图４Ａ，Ｂ，Ｃ所示，ＵＳＡ３００感染巨
噬细胞后，ＥＬＩＳＡ检测结果发现，ｓｈＲＮＦ１１４与ｓｈＮＣ组
相比ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６表达被抑制（Ｐ＜０．０１，Ｐ＜０．００１，

６５３１ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｎ＝３），说明金葡菌感染后ＲＮＦ１１４促进巨噬细胞炎症
反应；在蛋白水平上，我们同样检测了金葡菌感染巨噬

细胞后，ＮＦκＢ和 ＭＡＰＫ信号通路关键蛋白，如图４Ｄ

所示，ｓｈＮＣ组 ＥＲＫ磷酸化水平明显高于 ｓｈＲＮＦ１１４
组，说明ＲＮＦ１１４主要通过 ＭＡＰＫ通路调控巨噬细胞
炎症反应。
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Ａ：ｓｈＲＮＦ１１４慢病毒感染腹腔巨噬细胞后检测 ＲＮＦ１１４蛋白表达；Ｂ，Ｃ，Ｄ：ｓｈＲＮＦ１１４慢病毒及对照病毒感染巨噬细胞后，
０．０５μＭＮＩＭ和相应浓度ＤＭＳＯ溶剂处理３０ｍｉｎ，ＵＳＡ３００感染９ｈ后检测巨噬细胞 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６分泌情况，Ｐ＜０．００１，
ｎ＝３；Ｅ，Ｆ：ｓｈＲＮＦ１１４慢病毒及对照病毒感染后，０．０５μＭＮＩＭ和相应浓度ＤＭＳＯ溶剂处理３０ｍｉｎ，ＵＳＡ３００感染巨噬细胞１５、
３０、６０ｍｉｎｐＥｒｋ的表达　ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＮＣ组比较

图３　ＮＩＭ与ＲＮＦ１１４作用关系
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Ａ，Ｂ，Ｃ：ｓｈＲＮＦ１１４慢病毒及对照病毒感染后，ＵＳＡ３００感染巨噬细胞９ｈ，检测细胞因子ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６分泌情况，Ｐ＜０．０１，
Ｐ＜０．００１，ｎ＝３；Ｄ：ｓｈＲＮＦ１１４慢病毒及对照病毒感染后，ＵＳＡ３００感染巨噬细胞１５、３０、６０ｍｉｎ后ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ通路蛋白表达
　ｂ：Ｐ＜０．０１，ｃ：Ｐ＜０．００１，与ｓｈＮＣ组比较

图４　ＲＮＦ１１４介导巨噬细胞炎症反应

７５３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



３　讨论

　　临床数据［２４－２５］显示，在全球范围内，ＭＲＳＡ是导
致社区获得性和医院获得性感染的重要条件致病菌。

ＭＲＳＡ菌株共分为 １２个不同遗传簇，从 ＵＳＡ１００到
ＵＳＡ１２００，其中 ＵＳＡ３００是最主要的致病株，占据了所
有社区获得性 ＭＲＳＡ感染的９７％，因此，ＵＳＡ３００成为
研究ＭＲＳＡ肺炎发病机理和免疫机制时最常用的菌
株之一［２６－２８］。ＭＲＳＡ对少数抗生素如万古霉素和利
奈唑胺敏感［２９］，且无有效疫苗，给临床治疗带来挑战。

ＮＩＭ是一种三萜类化合物，对 ＭＲＳＡ具有一定的抑制
活性，与此同时，相关研究显示，在骨髓瘤细胞中 ＮＩＭ
同样具有抑制ＮＦκＢ通路作用［３０］。为探索 ＮＩＭ是否
能够治疗金葡菌导致的急性肺炎，我们观察了 ＮＩＭ药
物对金葡菌急性肺炎小鼠生存率、肺组织荷菌量及炎

性细胞因子的作用，结果显示，金葡菌感染小鼠后，

ＮＩＭ短时间内可抑制金葡菌急性感染导致的小鼠死
亡，有效降低小鼠肺部炎性细胞因子 ＴＮＦα，ＩＬ１β，
ＩＬ６表达水平，但对肺组织荷菌量无明显差异，说明
ＮＩＭ可能主要通过抑制金葡菌导致的急性肺部炎症，
而不是通过杀伤金葡菌提高小鼠生存率。

　　金葡菌感染中可产生多种病原分子相关模式如脂
蛋白、脂磷壁酸、肽聚糖激活宿主 ＴＬＲ２受体及其介导
的炎症信号通路［３１－３２］，产生 ｃｄｉＡＭＰ激活宿主
ＳＴＩＮＧ介导的炎症信号通路，还可产生肠毒素 Ｂ等超
抗原持续活化 Ｔ细胞，进而诱导宿主巨噬细胞、中性
粒细胞等炎症调控细胞产生大量 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６
等炎症细胞因子，引起炎症因子风暴损伤［３３－３５］。这些

细胞因子具有广泛的生物学活性，有助于协调机体对

感染的反应，ＩＬ１β是ＩＬ１家族中重要成员，具有较强
的促炎活性，可诱导产生多种促炎介质，如细胞因子和

趋化因子［３６］；与 ＩＬ１β相似，ＴＮＦα是一种多效促炎
细胞因子，其主要作用包括刺激巨噬细胞分泌ＩＬ１、趋
化中性粒细胞、增加血管通透性、促进细胞死亡等作

用［３７］，在炎症因子风暴中起非常关键作用；有研究报

道显示，用抗ＴＮＦα药物在病毒感染后能明显减少肺
部炎症因子水平［３８］。近年来，大量研究报道指出急性

肺损伤的病理机制与过度炎症反应和免疫系统激活密

切相关，其中，ＴＮＦα和 ＩＬ６被认为是急性肺损伤的
关键炎症因子［３９－４０］。在本研究中，我们主要通过检测

ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达评价小鼠肺部炎症水平。
　　ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ是已知的主要参与调控炎症反
应的信号通路。目前哺乳动物细胞已被鉴定出１４种
不同的 ＭＡＰＫ家族成员，其中 ＥＲＫ、ｐ３８和 ＪＮＫ研究
最为充分［４１］。ＮＦκＢ信号通路分为经典和非经典

２种形式，分别通过ｐ６５，ｐ１００通路调控炎症细胞因子
的产生［４２－４３］。有研究表明，在金葡菌引起的肺炎中，

包括巨噬细胞在内的多种细胞会激活炎症信号通路，

从而导致炎性细胞因子［４４］、巨噬细胞集落刺激因子和

各种趋化因子的产生，引起“细胞因子风暴”，加重肺

组织炎症反应和损伤［４５］。本实验采用原代腹腔巨噬

细胞为感染模型，发现金葡菌刺激巨噬细胞后 ＮＩＭ药
物组ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６表达水平均显著低于溶剂组，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测显示，ＮＩＭ药物处理后，能明显下调
ＥＲＫ的磷酸化水平，该研究结果表明 ＮＩＭ通过抑制
ＭＡＰＫ通路进而抑制巨噬细胞炎症细胞因子的分泌，
可能在金葡菌导致的急性肺炎中具有保护作用。

　　研究报道ＮＩＭ能结合ＲＮＦ１１４并破坏其识别其作
用底物从而损害乳腺癌细胞的增殖使其快速稳定；我

们猜想，在金葡菌感染过程中，ＮＩＭ是否同样具有破坏
ＲＮＦ１１４底物识别进而调控巨噬细胞炎症反应，然而
这一具体过程尚未探索。本研究利用 ｓｈＲＮＦ１１４慢病
毒敲低巨噬细胞ＲＮＦ１１４蛋白水平后，研究 ＮＩＭ是否
还能够抑制巨噬细胞炎症信号通路，结果显示，在

ｓｈＮＣ组中，ＮＩＭ药物组 ＴＮＦα，ＩＬ１β，ＩＬ６表达均低
于溶剂组，而在 ｓｈＲＮＦ１１４组中，ＮＩＭ药物组与溶剂组
相比无明显差异；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果同样显示，在 ｓｈＮＣ
组中，ＮＩＭ药物处理后ＥＲＫ磷酸化水平显著低于溶剂
组，而ｓｈＲＮＦ１１４组，ＮＩＭ药物组和溶剂组 ＥＲＫ磷酸
化水平无明显差异。以上实验结果说明，ＮＩＭ可能是
通过作用于ＲＮＦ１１４达成抑制巨噬细胞炎症信号通路
的作用。

　　本研究首次阐述了 ＮＩＭ可能通过调控巨噬细胞
ＲＮＦ１１４功能，抑制ＭＡＰＫ通路激活，进而抑制小鼠肺
部炎症细胞因子的表达，最终抑制肺部高炎症导致的

小鼠死亡。为 ＮＩＭ通过调控炎症反应治疗金葡菌急
性感染导致的炎症损伤提供了理论支撑，同时也为寻

找新型小分子化合物达成抑制金葡菌导致的炎症损伤

提供了新靶点ＲＮＦ１１４。
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［９］ＡＬＳＨＡＭＭＡＲＩＧＭ，ＢＡＬＡＫＲＩＳＨＮＡＮＡ，ＣＨＩＮＮＡＳＡＭＹ
Ｔ．Ｎｉｍｂｏｌｉｄｅａｔｔｅｎｕａｔｅｔｈｅｌｉｐｉｄａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ，ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｉｎｐｒｉｍａｒｙｈｅｐａｔｏｃｙｔｅｓ［Ｊ］．ＭｏｌＢｉｏｌ
Ｒｅｐ，２０１７，４４（６）：４６３－４７４．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ１１０３３０１７
４１３２１．

［１０］ＳＥＯＪＹ，ＬＥＥＣ，ＨＷＡＮＧＳＷ，ｅｔａｌ．Ｎｉｍｂｏｌｉｄｅｉｎｈｉｂｉｔｓ
ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒКＢｐａｔｈｗａｙｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｎｄ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓａｎｄａｌｌｅｖｉａｔｅｓｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｃｏｌｉｔｉｓｉｎｍｉｃｅ［Ｊ］．
ＰｈｙｔｏｔｈｅｒＲｅｓ，２０１６，３０（１０）：１６０５－１６１４．ＤＯＩ：１０．
１００２／ｐｔｒ．５６５７．

［１１］ＳＡＲＫＡＲ Ｐ， ＡＣＨＡＲＹＹＡ Ｓ， ＢＡＮＥＲＪＥＥ Ａ，ｅｔａｌ．
Ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ， ｂｉｏｆｉｌｍｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｎｄ ｍｅｍｂｒａｎｅｄａｍａｇｉｎｇ
ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｎｉｍｂｏｌｉｄｅｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍＡｚａｄｉｒａｃｈｔａｉｎｄｉｃａＡ．
Ｊｕｓｓ（Ｍｅｌｉａｃｅａｅ）ａｇａｉｎｓｔｍｅｔｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ［Ｊ］．ＪＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，２０１６，６５（１０）：１２０５－１２１４．
ＤＯＩ：１０．１０９９／ｊｍｍ．０．０００３４３．

［１２］ＳＰＲＡＤＬＩＮＪＮ，ＨＵＸＲ，ＷＡＲＤＣＣ，ｅｔａｌ．Ｈａｒｎｅｓｓｉｎｇ
ｔｈｅａｎｔｉｃａｎｃｅｒｎａｔｕｒａｌｐｒｏｄｕｃｔｎｉｍｂｏｌｉｄｅｆｏｒｔａｒｇｅｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ
ｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＮａｔＣｈｅｍＢｉｏｌ，２０１９，１５（７）：７４７－７５５．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１５８９０１９０３０４８．

［１３］ＺＨＡＯＹＨ，ＬＩＡＮＧＸ，ＷＥＩＬ，ｅｔａｌ．ＲＮＦ１１４ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｓ

ｍｅｔａｓｔａｓｉｓｔｈｒｏｕｇｈｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＰＡＲＰ１０ｉｎｃｅｒｖｉｃａｌｃａｎｃｅｒ
ｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＣｏｍｍｕｎ，２０２１，４１（２）：１８７－１９１．ＤＯＩ：
１０．１００２／ｃａｃ２．１２１３２．

［１４］ＧＩＡＮＮＩＮＩＡＬ，ＧＡＯＹＦ，ＢＩＪＬＭＡＫＥＲＳＭ Ｊ．Ｔｃｅｌｌ
ｒｅｇｕｌａｔｏｒＲＮＦ１２５／ＴＲＡＣ１ｂｅｌｏｎｇｓｔｏａｎｏｖｅｌｆａｍｉｌｙｏｆ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎｌｉｇａｓｅｓｗｉｔｈｚｉｎｃｆｉｎｇｅｒｓａｎｄａｕｂｉｑｕｉｔｉｎｂｉｎｄｉｎｇ
ｄｏｍａｉｎ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＪ，２００８，４１０（１）：１０１－１１１．ＤＯＩ：
１０．１０４２／ＢＪ２００７０９９５．

［１５］ＺＨＡＮＧＹＸ，ＬＩＬＦ，ＭＵＮＩＲＭ，ｅｔａｌ．ＲＩＮＧｄｏｍａｉｎＥ３
ｌｉｇａｓｅｍｅｄｉａｔｅｄｈｏｓｔｖｉｒｕｓｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓ：ｏｒｃｈｅｓｔｒａｔｉｎｇｉｍｍｕｎｅ
ｒｅｓｐｏｎｓｅｓｂｙｔｈｅｈｏｓｔａｎｄａｎｔａｇｏｎｉｚｉｎｇｉｍｍｕｎｅｄｅｆｅｎｓｅｂｙ
ｖｉｒｕｓｅｓ［Ｊ］．ＦｒｏｎｔＩｍｍｕｎｏｌ，２０１８，９：１０８３．ＤＯＩ：１０．
３３８９／ｆｉｍｍｕ．２０１８．０１０８３．

［１６］ＣＡＰＯＮ Ｆ， ＢＩＪＬＭＡＫＥＲＳ Ｍ Ｊ， ＷＯＬＦ Ｎ，ｅｔａｌ．
ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆＺＮＦ３１３／ＲＮＦ１１４ ａｓａｎｏｖｅｌｐｓｏｒｉａｓｉｓ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｇｅｎｅ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，２００８，１７（１３）：
１９３８－１９４５．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｈｍｇ／ｄｄｎ０９１．

［１７］ＣＨＥＮＨＷ，ＹＡＮＧＹＫ，ＸＵＨ，ｅｔａｌ．Ｒｉｎｇｆｉｎｇｅｒｐｒｏｔｅｉｎ
１６６ｐｏｔｅｎｔｉａｔｅｓＲＮＡｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎβｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ
ｖｉａｅｎｈａｎｃｉｎｇｔｈｅｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎｏｆＴＲＡＦ３ａｎｄＴＲＡＦ６［Ｊ］．
ＳｃｉＲｅｐ，２０１５，５：１４７７０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｒｅｐ１４７７０．

［１８］ＨＡＮＪ，ＫＩＭＹＬ，ＬＥＥＫＷ，ｅｔａｌ．ＺＮＦ３１３ｉｓａｎｏｖｅｌｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅａｃｔｉｖａｔｏｒｗｉｔｈａｎＥ３ｌｉｇａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇｃｅｌｌｕｌａｒ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｂｙｄｅｓｔａｂｉｌｉｚｉｎｇｐ２１（ＷＡＦ１．）［Ｊ］．ＣｅｌｌＤｅａｔｈ
Ｄｉｆｆｅｒ，２０１３，２０（８）：１０５５－１０６７．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄ．
２０１３．３３．

［１９］ＢＩＪＬＭＡＫＥＲＳＭＪ，ＫＡＮＮＥＧＡＮＴＩＳＫ，ＢＡＲＫＥＲＪＮ，ｅｔａｌ．
ＦｕｎｃｔｉｏｎａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅＲＮＦ１１４ｐｓｏｒｉａｓｉｓｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ
ｇｅｎｅｉｍｐｌｉｃａｔｅｓｉｎｎａｔｅｉｍｍｕｎｅｒｅｓｐｏｎｓｅｓｔｏｄｏｕｂｌｅｓｔｒａｎｄｅｄ
ＲＮＡｉｎｄｉｓｅａｓｅｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ［Ｊ］．ＨｕｍＭｏｌＧｅｎｅｔ，２０１１，
２０（１６）：３１２９－３１３７．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｈｍｇ／ｄｄｒ２１５．

［２０］ＲＯＤＲＩＧＵＥＺＭＳ，ＥＧＡＮＡＩ，ＬＯＰＩＴＺＯＴＳＯＡＦ，ｅｔａｌ．
ＴｈｅＲＩＮＧｕｂｉｑｕｉｔｉｎＥ３ＲＮＦ１１４ｉｎｔｅｒａｃｔｓｗｉｔｈＡ２０ａｎｄ
ｍｏｄｕｌａｔｅｓＮＦκＢａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄＴｃｅｌｌａｃｔｉｖａｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｃｅｌｌ
ＤｅａｔｈＤｉｓ，２０１４，５（８）：ｅ１３９９．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｃｄｄｉｓ．
２０１４．３６６．

［２１］ＹＡＭＡＳＨＩＴＡ Ｍ， ＳＨＩＮＯＨＡＲＡ Ｔ， ＴＳＵＪＩＳ，ｅｔａｌ．
Ｃａｔａｌｙｔｉｃａｌｌｙｉｎａｃｔｉｖｅｃｙｃｌｏｏｘｙｇｅｎａｓｅ２ ａｎｄ ａｂｓｅｎｃｅｏｆ
ｐｒｏｓｔａｇｌａｎｄｉｎ Ｅ２ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｉｎ ｍｕｒｉｎｅ ｐｅｒｉｔｏｎｅａｌ
ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓｆｏｌｌｏｗｉｎｇｉｎｖｉｖｏｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｏｆｈｅａｔｋｉｌｌｅｄ
Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ ｂｏｖｉｓｂａｃｉｌｌｕｓ ＣａｌｍｅｔｔｅＧｕéｒｉｎ［Ｊ］． Ｊ
Ｉｍｍｕｎｏｌ，２００７，１７９（１０）：７０７２－７０７８．ＤＯＩ：１０．４０４９／
ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１７９．１０．７０７２．

［２２］ＲＡＨＭＡＮＡ，ＳＯＢＩＡＰ，ＧＵＰＴＡＮ，ｅｔａｌ．Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ
ｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓｓｕｂｖｅｒｔｓｔｈｅＴＬＲ２ＭｙＤ８８ｐａｔｈｗａｙｔｏｆａｃｉｌｉｔａｔｅ
ｉｔｓｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｉｎｔｏｔｈｅｃｙｔｏｓｏｌ［Ｊ］．ＰＬｏＳＯｎｅ，２０１４，９
（１）：ｅ８６８８６．ＤＯＩ：１０．１３７１／ｊｏｕｒｎａｌ．ｐｏｎｅ．００８６８８６．

［２３］ＢＯＤＤＵＬＵＲＵＬＮ，ＫＡＳＡＬＡ ＥＲ，ＴＨＯＴＡ Ｎ，ｅｔａｌ．
Ｃｈｅｍｏｐｒｅｖｅｎｔｉｖｅａｎｄｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｍｂｏｌｉｄｅｉｎ
ｃａｎｃｅｒ：ｔｈｅｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ［Ｊ］．ＴｏｘｉｃｏｌＩｎＶｉｔｒｏ，

９５３１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２４，４６（１２）



２０１４，２８（５）：１０２６－１０３５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｔｉｖ．２０１４．０４．０１１．
［２４］ＣＡＲＢＡＬＬＯＮ，ＡＮＴＯＮＩＯＣＵＳＣＯＭＤ，ＥＣＨＥＶＥＲＲＩＡ

ＥＳＮＡＬＤ，ｅｔａｌ．Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｃｑｕｉｒｅｄｐｎｅｕｍｏｎｉａｃａｕｓｅｄｂｙ
ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓｉｎｃｒｉｔｉｃａｌｌｙｉｌｌ
ｐａｔｉｅｎｔｓ：ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃｒｅｖｉｅｗ［Ｊ］．ＦａｒｍＨｏｓｐ，２０１７，４１（２）：
１８７－２０３．ＤＯＩ：１０．７３９９／ｆｈ．２０１７．４１．２．１０５９１．

［２５］ＡＬＴＨＡＱＡＦＩＡＯ，ＭＡＴＡＲＭＪ，ＭＯＧＨＮＩＥＨＲ，ｅｔａｌ．
Ｂｕｒｄｅｎ ｏｆ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ ａｕｒｅｕｓ
ｐｎｅｕｍｏｎｉａａｍｏｎｇｈｏｓｐｉｔａｌｉｚｅｄｐａｔｉｅｎｔｓｉｎＬｅｂａｎｏｎａｎｄＳａｕｄｉ
Ａｒａｂｉａ［Ｊ］．ＩｎｆｅｃｔＤｒｕｇＲｅｓｉｓｔ，２０１７，１０：４９－５５．ＤＯＩ：
１０．２１４７／ＩＤＲ．Ｓ９７４１６．

［２６］ＴＨＵＲＬＯＷ Ｌ Ｒ，ＪＯＳＨＩＧ Ｓ，ＲＩＣＨＡＲＤＳＯＮ Ａ Ｒ．
ＶｉｒｕｌｅｎｃｅｓｔｒａｔｅｇｉｅｓｏｆｔｈｅｄｏｍｉｎａｎｔＵＳＡ３００ｌｉｎｅａｇｅｏｆ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓ（ＣＡＭＲＳＡ）［Ｊ］．ＦＥＭＳＩｍｍｕｎｏｌＭｅｄＭｉｃｒｏｂｉｏｌ，
２０１２，６５（１）：５－２２．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１５７４６９５Ｘ．２０１２．
００９３７．ｘ．

［２７］ＤＥＬＥＯＦＲ，ＯＴＴＯ Ｍ．ＡｎａｎｔｉｄｏｔｅｆｏｒＳｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ
ａｕｒｅｕｓｐｎｅｕｍｏｎｉａ？［Ｊ］．ＪＥｘｐＭｅｄ，２００８，２０５（２）：２７１－
２７４．ＤＯＩ：１０．１０８４／ｊｅｍ．２００８０１６７．

［２８］ＮＩＭＭＯＧＲ．ＵＳＡ３００ａｂｒｏａｄ：ｇｌｏｂａｌｓｐｒｅａｄｏｆａｖｉｒｕｌｅｎｔ
ｓｔｒａｉｎ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔｈｉｃｉｌｌｉｎｒｅｓｉｓｔａｎｔ
Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓａｕｒｅｕｓ［Ｊ］．ＣｌｉｎＭｉｃｒｏｂｉｏｌＩｎｆｅｃｔ，２０１２，１８
（８）：７２５－７３４．ＤＯＩ：１０．１１１１／ｊ．１４６９０６９１．２０１２．０３８２２．ｘ．
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