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急性肺损伤小鼠肺泡巨噬细胞 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达
及意义
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［摘　要］目的：研究脂多糖（ＬＰＳ）致急性肺损伤（ＡＬＩ）小鼠肺泡巨噬细胞（ＡＭ）髓系细胞触发受体 １
（ＴＲＥＭ１）ｍＲＮＡ的表达及意义。方法：４８只小鼠分成对照组和实验组，对照组腹腔注射生理盐水，实验组腹腔
注射ＬＰＳ诱导ＡＬＩ模型；于灌注后３、６、１２及２４ｈ，采用荧光定量逆转录（ＲＴＰＣＲ）方法检测支气管肺泡灌洗液
中提取的ＡＭ中ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达水平，用ＥＬＩＳＡ法检测支气管肺泡灌洗液上清液中的ＴＮＦα、可溶性ＴＲＥＭ１
（ｓＴＲＥＭ１）水平，并分析 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ与 ｓＴＲＥＭ１和 ＴＮＦα表达水平的相关性。结果：各对照组 ＡＭ均表达
ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ，但各时间点比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；观察组 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ、ＴＮＦα及 ｓＴＲＥＭ１的表达
均在３ｈ时上升致最高，之后下降；ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ与ｓＴＲＥＭ１及ＴＮＦα的表达水平呈正相关（ｒ＝０．７８３，Ｐ＜０００１；
ｒ＝０．４７２，Ｐ＜０．０５）。结论：ＡＬＩ小鼠支气管肺泡灌洗液、及其 ＡＭ中 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达水平升高，ＴＲＥＭ１ｍＲ
ＮＡ升高与ｓＴＲＥＭ１、ＴＮＦα呈正相关。
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　　肺泡巨噬细胞（ａｌｖｅｏｌａｒｍａｃｒｏｐｈａｇｅ，ＡＭ）是肺
内接触抗原最早的细胞，参与肺内早期炎症反应的

启动与维持。髓系细胞触发受体（ＴＲＥＭ）是最新
发现的一组免疫球蛋白超家族受体，在巨噬细胞、

中性粒细胞或树突状细胞等均有表达，迄今发现至

少包括ＴＲＥＭ１、ＴＲＥＭ２两种受体［１］。既往的研究

曾发现 ＡＭ表面表达 ＴＲＥＭ１蛋白，ｓＴＲＥＭ１是
ＴＲＥＭ１的可溶性形式，可以在血液、组织及支气
管肺泡灌洗液等多种标本中被检测到。近期研究

发现，ｓＴＲＥＭ１表达水平对急性肺损伤（ＡＬＩ）、急
性呼吸窘迫综合症（ＡＲＤＳ）、社区获得性肺炎
（ＣＡＰ）等多种疾病诊断及病情严重程度评估有
价值的指标［２］，因此本研究检测 ＡＭ培养上清液
中 ｓＴＲＥＭ１水平，分析其与 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达
的相关性探讨 ＴＲＥＭ１在 ＡＭ介导炎症反应中的
作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物
近交系Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，８～１２周龄，体质量２２

～２６ｇ，由中国医学科学院实验动物研究所提供。
１．２　主要试剂和设备

脂多糖（ＬＰＳ，Ｓｉｇｍａ）溶于磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
中（５ｇ／Ｌ），配成腹腔注射 ＬＰＳ液；离心柱型总
ＲＮＡ提取试剂盒（北京天根生化科技有限公司），
一步法ｃＤＮＡ合成试剂盒（日本 Ｔａｋａｒａ公司），２×
ＴａｑＰＣＲｓｔｅｒＭｉｘ、ＤＮＡＭａｒｋｅｒⅠ（天根生化科技北
京有限公司）；ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ和 βａｃｔｉｎ引物序列
由上海基康生物公司合成，ＧｅｎｅＡｍｐＰＣＲＳｙｓｔｅｍ
９７００ＰＣＲ扩增仪（上海宏润医疗设备有限公司），
凝胶成像分析仪（美国 ＢｉｏＲａｄ公司），－８０℃超
低温冰箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）。
１．３　方法
１．３．１　分组及采集 ＡＭ　随机将４８只小鼠均分
为对照组（２４只）和实验组（２４只），对照组腹腔注
射生理盐水（４ｍＬ／ｋｇ），实验组腹腔注射 ＬＰＳ
（２０ｍｇ／ｋｇ）建立ＡＬＩ模型。两组小鼠腹腔注射后
于３、６、１２、２４ｈ时间点各处死６只小鼠，并行支气
管肺泡灌洗术。分别将两组各时间点所得灌洗液

离心，所得细胞行细胞培养并提取、纯化 ＡＭ；同时
留取各组各时间点灌洗液离心后上清液。

１．３．２　测定 ＡＭ中 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达　按试
剂盒说明书提取纯化获得的 ＡＭ中总 ＲＮＡ，测定

总ＲＮＡ的浓度和纯度，使 Ａ２６０／Ａ２８０＞１．８，定量
后进行一步法 ｃＤＮＡ反转录反应。取 ｃＤＮＡ４μＬ
配置ＰＣＲ反应溶液，加入模板引物和 Ｔａｐ酶至总
反应体系２０μＬ，置于 ＰＣＲ扩增仪上进行 ＰＣＲ反
应。ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的ＰＣＲ条件为：９４℃２ｍｉｎ，然
后９４℃变性１５ｓ、６０℃退火３０ｓ、７２℃延伸３０ｓ、
共４０个循环，扩增片段长度为１０９ｂｐ。βａｃｔｉｎ的
ＰＣＲ条件为：９４℃ ３ｍｉｎ，９４℃变性１５ｓ、６０℃退
火３０ｓ，７２℃延伸１５ｓ，３０个循环，扩增片段长度
为１２３ｂｐ。扩增产物用１５％的琼脂糖凝胶电泳，
ｍａｒｋｅｒ和ＰＣＲ产物上样量均为５μＬ，得到目的基
因和内参的条带，经凝胶成像分析系统扫描后，通

过目的基因与内参的吸光度 （Ａ）值的比值表示
ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的相对表达量。ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ和内
参βａｃｔｉｎ的引物序列由本室设计，上海基康生物
公司合成。ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ扩增引物及荧光探针：
上游引物 ５’ＧＧＴＣＴＴＧＧＡＧＴＣＡＣＴＡＴＣＡＴＡＡＡＴ
ＧＧ３’，下游引物 ５’ＴＧＡＴＧＡＡＡＡＣＣＡＧＧＣＴＣＴＴ
ＧＣＴ３’，荧光探针 ５’ＦＡＭＡＧＡＴＧＣＴＧＡＣＡＧＴ
ＧＴＣＴＣＣＡＣＡＴＣＣＡＧＴＧＴＭＧＢ３’。βａｃｔｉｎ扩增引
物及荧光探针：上游引物５’ＡＧＣＧＧＴＴＣＣＧＡＴＧＣ
ＣＣＴ３’，下游引物 ５’ＡＧＡＧＧＴＣＴＴＴＡＣＧＧＡＴＧＴ
ＣＡＡＣＧ３’，荧 光 探 针 ５’ＦＡＭＣＣＴＴＣＣＴＴＣＴＴ
ＧＧＧＴＡＴＧＧＡＡＴＣＣＴＧＴＧＢＨＱ１３’。
１．３．３　支气管肺泡灌洗上清液中 ＴＮＦα及
ｓＴＲＥＭ１的含量　小鼠支气管肺泡灌洗液离心后
取上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂盒说明操作，检测上清
液中ＴＮＦα及ｓＴＲＥＭ１的含量。
１．４　统计学分析

计量资料以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示，资料分
析采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件中的单因素方差分析，
各时间点组间多重比较采用最小显著差法。Ｐ＜
００５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ＡＭ中ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达
各对照组 ＡＭ均表达 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ，各时间

点ＡＭ表达的ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。在受到 ＬＰＳ刺激致 ＡＬＩ后 ＡＭ中
ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达各时间点均高于对照组，在
ＬＰＳ干预后的３ｈ时 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达达到最
高水平，之后逐渐下降，但均高于对照组，差异均具

有统计学意义（Ｐ＜０．０５），见表１。
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表１　ＡＭ中ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达水平（ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．１　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＲＥＭ１ｍＲＮＡｉｎＡＭ

时间
ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达

对照组 实验组

３ｈ ０．３４±０．５６ ８．５８±５．４３（１）

６ｈ ０．４２±０．２６ ６．２７±３．６２（１）

１２ｈ ０．４６±０．１５ ４．３７±２．６４（１）

２４ｈ ０．３７±０．１８ ２．３５±１．１３（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．２　支气管肺泡灌洗上清液中 ＴＮＦα及 ｓＴＲＥＭ１
水平

ＥＬＩＳＡ法对支气管肺泡灌洗上清液中 ＴＮＦα
的定量检测显示，各对照组支气管肺泡灌洗上清液

中有少量ＴＮＦα及ｓＴＲＥＭ１表达，各时间点灌洗液
比较差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；实验组３ｈ时
ＴＮＦα及ｓＴＲＥＭ１上升到最高水平，之后逐渐下降，
但到２４ｈ仍高于对照组，与对照组相比差异均具
有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。见表２。

表２　支气管肺泡灌洗上清液中ＴＮＦα及ｓＴＲＥＭ１水平（ｎｇ／Ｌ，ｘ±ｓ）
Ｔａｂ．２　ＴｈｅｌｅｖｅｌｓｏｆＴＮＦαａｎｄｓＴＲＥＭ１ｉｎｂｒｏｎｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒｌａｖａｇｅｆｌｕｉｄ

指标 组别 ３ｈ ６ｈ １２ｈ ２４ｈ

ＴＮＦα
对照组 ７．２８±０．２６ ７．５９±０．３９ ８．１６±１．３６ ８．３２±１．５３
实验组 ３５．２５±４．５６（１） ３１．１９±４．１８（１） ２５．３７±３．１４（１） １８．５９±２．１５（１）

ｓＴＲＥＭ１
对照组 ５８．１８±９．２６ ６０．１７±１０．１８ ５９．３４±１０．３７ ５７．３９±８．１５
实验组 １８０．３９±２２．１６（１） １５８．１６±２３．０８（１） １０６．１７±２１．４５（１） ８１．７８±１８．１３（１）

（１）与对照组比较，Ｐ＜０．０５

２．３　ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ与ＴＮＦα、ｓＴＲＥＭ１表达的关系
　ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ与 ＴＮＦα表达呈正相关（ｒ＝
０４７２，Ｐ＜０．０５），与 ｓＴＲＥＭ１的表达呈高度正相
关（ｒ＝０．７８３，Ｐ＜０．００１）。

３　讨论

　　ＴＲＥＭ１是近年来发现在炎症中有重要作用的
免疫球蛋白超家族成员。既往研究发现其主要在

单核或巨噬细胞、中性粒细胞及树突状细胞表达，

主要由赖氨酸残基的跨膜结构域、Ｖ型 Ｉｇ样胞外
结构域和缺乏信号基序的胞浆结构域等３个部分
组成［２］。既往研究发现，ＴＲＥＭ１参与和辅助炎症
反应的级联放大，起到促发和扩大炎症的作用。

ＨａｓｅｌｍａｙｅｒＰ等［３］的研究发现ＴＲＥＭ１可以应答内
源和外源性危险信号，协同和放大 ＴＬＲ４介导的信
号通路，加强炎症反应，最终导致失控性炎症反应。

既往在脓毒症、急性胰腺炎、肺炎等炎症反应中均

发现ＴＲＥＭ１的过度表达［４］。本实验前期研究曾

发现正常情况下 ＡＭ表面即低表达 ＴＲＥＭ１蛋白，
受到 ＬＰＳ刺激后表达上升。本次研究利用 ＲＴ
ＰＣＲ检测方法着重从分子水平揭示 ＬＰＳ刺激小鼠
致ＡＬＩ后肺泡巨噬细胞 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ的表达规
律，进一步探讨ＴＲＥＭ１在炎症反应中作用。

本研究结果显示，在正常情况下ＡＭ即低水平
表达ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ，在给予ＬＰＳ刺激造成ＡＬＩ后３
ｈ时，ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达大幅度上升到达最高点，

然后从６ｈ开始又逐渐下降，到２４ｈ仍然高于正常
水平。支气管肺泡灌洗液中炎症因子 ＴＮＦα的表
达在３ｈ时达到最高，此后逐渐下降，到２４ｈ仍然
高于正常水平；ｓＴＲＥＭ１表达在实验组均明显升
高，３ｈ时达到最高值。ＡＭ中 ＴＲＥＭ１ｍＲＮＡ表达
水平与支气管肺泡灌洗上清液中 ＴＮＦα含量相关
性分析发现两者呈正相关（ｒ＝０４７２）；而 ＴＲＥＭ１
ｍＲＮＡ与 ｓＴＲＥＭ１的含量呈高度正相关（ｒ＝
０７８３）。从而进一步推断 ＴＲＥＭ１的功能可能是
促进炎症反应的扩大，其是 ＴＲＥＭ家族中的一个
刺激性受体，ｓＴＲＥＭ１表达水平的高低可能更好的
反应炎症反应的程度。ＴＲＥＭ１发挥促炎的机制如
何目前尚未完全阐释清楚，ＡｒｔｓＲＪ等［４］的研究发

现抗ＴＲＥＭ１抗体可以抑制 ＬＰＳ导致 ＴＮＦａ的产
生，而用特定的 ＴＬＲ４抑制剂可以导致 ＴＲＥＭ１水
平的下调，间接表明 ＴＲＥＭ１可以通过 ＬＰＳＴＬＲ４
通路起作用。ＴＲＥＭ１可以刺激并放大ＴＬＲ４通路，
产生多种炎症因子。而相反，ＴＬＲ４通路中的炎症
因子等物质可能反向刺激并调控 ＴＲＥＭ１的表达
水平。而ＭｏｌａｄＹ等［５］的研究表明一种新的 ＣｐＧ
ＯＤＮ（ＣｐＧ寡聚核苷酸）可以通过 ＴＬＲ９途径调节
巨噬细胞 ＴＲＥＭ１表达和脱落，证明 ＴＲＥＭ１的表
达与调控尚与 ＴＬＲ９通路相关。近年 ＺｈｅｎｇＨ
等［６］的研究表明 ＴＬＲ受体通路下游的转导蛋白
ＭＹＤ８８可以诱导 ＴＲＥＭ１的表达，说明 ＬＰＳＴＬＲ
ＴＲＥＭ通路调节的中间环节可能受到多种受体、细
胞因子的共同参与。ｓＴＲＥＭ１既往的研究多集中
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在对炎症反应的早期预测以及疾病预后评估。最

新的研究发现，ｓＴＲＥＭ１可以抵抗膜表面 ＴＲＥＭ１
的促炎作用，从而起到抗炎作用，并与多种炎性疾

病发生发展密切相关［７］，从而初步推测ＡＭ在受到
外界刺激导致 ＴＲＥＭ１表达增加促进炎症级联放
大的同时启动炎症反应自我调节机制，通过其下游

产物ｓＴＲＥＭ１表达的增加来抑制炎症反应的进一
步扩大。如果外界刺激不能及时去除而持续扩大，

则ｓＴＲＥＭ１调节作用下降从而导致炎症反应继续
加重。总之在促炎物质引发炎症反应后，ＴＲＥＭ１
通过表达上调来扩大炎症反应，产生的致炎和抗炎

细胞因子可能又反作用于 ＴＲＥＭ１受体，调节其在
细胞的表达，提示可能存在调控 ＴＲＥＭ１表达的自
分泌环。对ＴＲＭＥ１在ＡＭ表达以及调控机制的研究
可能为将来ＡＬＩ、ＡＲＤＳ、脓毒症等多种炎性疾病的治
疗提供新的治疗方法，需要更进一步深入的研究。
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ｎｕｃｌｅｕｓｐｕｌｐｏｓｕｓｃｅｌｌｓａｎｄｉｎｄｕｃｅｓａｕｔｏｐｈａｇｙｖｉａｔｈｅ
ｍＴＯＲｄｅｐｅｎｄｅｎｔｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＯｒｔｈｏｐＲｅｓ，２０１４
（１１）：１５３２－１５４２．

［１７］ＺｈａｎｇＺ，ＺｈｕＪＹ，ＲｏｈＪ，ｅｔａｌ．ＴＯＲｓｉｇｎａｌｉｎｇｐｒｏｍｏｔｅｓ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｏｆＢＺＲ１ｔｏｂａｌａｎｃｅｇｒｏｗｔｈｗｉｔｈｃａｒｂｏｎａ
ｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙｉｎａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ［Ｊ］．ＣｕｒｒＢｉｏｌ，２０１６（１４）：
１８５４－１８６０．

［１８］ＰｅｌｌｅｇｒｉｎｉＣ，ＣｏｌｕｍｂａｒｏＭ，ＣａｐａｎｎｉＣ，ｅｔａｌ．Ａｌｌｔｒａｎｓ
ｒｅｔｉｎｏｉｃａｃｉｄａｎｄｒａｐａｍｙｃｉｎｎｏｒｍａｌｉｚｅＨｕｔｃｈｉｎｓｏｎＧｉｌｆｏｒｄ
ｐｒｏｇｅｒｉａｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｐｈｅｎｏｔｙｐｅ［Ｊ］．Ｏｎｃｏｔａｒｇｅｔ，２０１５
（３０）：２９９１４－２９９２８．

（２０１７－０４－１９收稿，２０１７－０６－２８修回）
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