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大麻素受体1通过PI3K/AKT信号通路

介导单核巨噬细胞向M1型极化
杨琳1,2  田蕾1,2  常娜1,2  段向辉1,2  李丽英1,2*

(1首都医科大学细胞生物学系, 北京 100069; 2‘肝脏保护和再生调节’北京市重点实验室, 北京 100069)

摘要      该文采用实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)、蛋白印记实验(Western blot)、流

式细胞分析(flurescence-activated cell sorting, FACS)技术检测骨髓单核巨噬细胞(bone marrow 
monocytes/macrophages, BMMs)中大麻素受体1(cannabinoid receptor 1, CB1)对BMMs极化的作

用。结果表明, 使用1 μmol/L ACEA(CB1激动剂)处理细胞发现, BMMs中M1型的标志物CD86、
IL-1、MIP-1β、NOS2、IL-6、TNF-α的mRNA水平均上调; 用流式细胞分析技术检测发现, BMMs
中M1型的标志物CD86蛋白质水平上调; 使用PI3K/AKT信号通路的特异性抑制剂(LY294002)预
处理BMMs, 再加入1 μmol/L ACEA刺激细胞, 与未加入LY294002的对照组相比, 这些M1型BMMs
标志物的mRNA表达均被抑制; 通过Western blot法证实ACEA使p-AKT增加, 而使用1 μmol/L 
AM281(CB1药理学拮抗剂)阻断CB1功能, 则抑制了ACEA导致的p-AKT增加。上述结果说明, CB1
通过PI3K/AKT信号通路介导BMMs向M1型极化。
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Study of Cannabinoid Receptor 1 Mediated Monocytes/Macrophages M1 
Polarization via PI3K/AKT Signaling Pathway 

Yang Lin1,2, Tian Lei1,2, Chang Na1,2, Duan Xianghui1,2, Li Liying1,2*
(1Department of Cell Biology, Capital Medical University, Beijing 100069, China; 

2Municipal Laboratory for ‘Liver Protection and Regulation of Regeneration’ , Beijing 100069, China)

Abstract       RT-qPCR, Western blot, flurescence-activated cell sorting (FACS) were employed to detect 
whether cannabinoid receptor 1 (CB1) was involved in bone marrow monocytes/macrophage (BMMs) M1 
polarization. The results showed that ACEA (CB1 agonist, 1 μmol/L) promoted the mRNA levels of M1 type 
macrophage gene signatures (CD86, IL-1, MIP-1β, NOS2, IL-6, TNF-α) in BMMs. The protein level of CD86 
deteced by FACS were increased in BMMs induced by ACEA. When BMMs were pretreated with LY294002 
(specific PI3K/AKT signal pathway inhibitor), ACEA-induced (1 μmol/L) increases of M1 gene signatures mRNA 
levels was suppressed. Furthermore, Western blot analysis showed the protein level of phosphorylated AKT (p-AKT) 
was increased in ACEA-treated BMMs. When BMMs were pretreated with AM281 (CB1 antagonist, 1 μmol/L), 
p-AKT protein level was inhibited. The result showed that CB1 mediated monocyte/macrophage M1 polarization 
via PI3K/AKT signaling pathway. 

Keywords       cannabinoid receptor 1; macrophages polarization; PI3K/AKT signaling pathway
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巨噬细胞是一种重要的固有免疫细胞, 是导

致慢性炎症反应的主要细胞, 在调控代谢稳态、组

织器官发育、启动和控制肝脏的炎症反应中发挥

重要作用[1-2]。炎症能诱发肝脏疾病造成肝损伤, 
若炎症反应进一步加剧则会导致肝纤维化、肝硬

化甚至肝细胞癌[3]。肝脏中存在着肝固有巨噬细

胞(Kupffer细胞)和骨髓来源的单核巨噬细胞(bone 
marrow monocytes/macrophages, BMMs)两类巨噬细

胞。本实验室前期的研究证明, 在四氯化碳(carbon 
tetrachloride, CCl4)和胆管结扎 (bile duct ligation, 
BDL)所引起的小鼠肝纤维化模型中, 大量BMMs向
受损肝脏募集[4]。 

巨噬细胞具有高度的功能异质性和可塑性, 在
不同的环境因素作用下可极化为不同亚型, 从而发

挥不同的生物学功能[5]。巨噬细胞的极化是一个由

信号通路分子、转录因子、转录后调节以及表观

遗传学调控等多因子相互作用的复杂过程, 受到细

胞内多种信号分子及通路的调控。巨噬细胞依据

其活化形式可分为经典活化型(M1型)和选择性活

化型(M2型)两类。当巨噬细胞向M1型极化时, 可
以释放大量促炎细胞因子, 介导组织损伤并引发炎

症反应[6]。

内源性大麻素系统在焦虑和抑郁、神经退行性

变、疼痛、胃肠炎症、肥胖、心血管和肝脏损伤等

各种病理情况下发挥重要作用, 并且在肝损伤过程

中, 内源性大麻素配体升高[7-8]。内源性大麻素系统

通过两个G蛋白耦联受体发挥作用, 即大麻素受体

1(cannabinoid receptor 1, CB1)和CB2。CB1还参与

许多疾病的发展, 如肝细胞癌、糖尿病和肾脏疾病

等, 阻断CB1能够在胆汁淤积和CCl4导致的小鼠肝

损伤的模型中缓解纤维化, 激活CB2受体能够促进

巨噬细胞向M2型极化[9-12]。

我们之前的研究也显示了在CCl4诱导的肝损

伤中CB1介导BMMs的浸润和活化, 且通过RhoA/
NF-κB p65和ERK1/2信号通路介导BMMs向M1型
极化, 参与肝脏的炎症过程, M1型巨噬细胞在肝脏

纤维化和慢性肝损伤的发生和发展过程中扮演着

重要角色[13-14]。

PI3K/AKT是巨噬细胞激活的一个重要的信号

通路, 广泛存在各种细胞中, 可调节细胞的生存、生

长、增殖、分化、凋亡和细胞骨架重排等[15-16]。目

前, CB1是否可通过PI3K/AKT信号通路介导BMMs

向M1型极化尚不清楚。因此, 本实验以BMMs为研

究对象, 探讨CB1是否通过激活PI3K/AKT信号通路

介导BMMs向M1型极化。

1   材料与方法
1.1   材料

ICR小鼠(30只), 体质量为18~20 g, SPF级, 3~4
周龄, 购于首都医科大学实验动物部。动物实验由

首都医科大学动物伦理委员会审批通过(审批号: 
AEEI-2014-131)。
1.2   试剂及仪器

实验试剂包括: 1640培养基(美国Gibco公司)、
胎牛血清(美国Hyclone公司)、ACEA和AM281(美
国TOCRIS/R﹠D公司 )、SYBR Green PCR Master 
Mix(美国ABI公司)、M-MLV反转录试剂盒(美国

Invitrogen公 司)、RNeasy Mini Kit(德 国Qiagen公
司)、BCATM Protein Assay Kit(美国Pierce公司)、兔

抗CB1多克隆抗体(美国Cayman Chemical公司)、抗

GAPDH抗体(英国Abcam公司)、PE-CD86(美国BD
公司)、LY294002(美国Cell Signaling Technology公
司)、红外荧光染料标记的二抗(美国LI-COR公司)。

实验仪器包括: 细胞培养箱(150i, 美国Thermo
公司)、Real-time PCR仪(ABPrism 7300, 美国ABI公
司)、红外荧光扫描成像系统(Odyssey, 美国LI-COR
公司)、离心机(5810R, 德国Eppendorf公司)、分光

光度计(Nano Vue, 美国GE公司)。
1.3   培养基的制备

L929条件培养基的制备: 在75 cm2培养瓶中

接 种L929细 胞4.7×105个, 加 入55 mL培 养 基(含
GlutaMAX的DMEM+10%胎 牛 血 清+1%青 霉 素/
链霉素), 在培养箱中培养7天, 收集上清[上清中含

有高浓度的巨噬细胞集落刺激因子(macrophage 
colony-stimulating factor, M-CSF)], 用0.45 μm滤膜过

滤, 冻存于–20 °C。完全培养基: 1640培养基+10% 
L929+10%胎牛血清+1%青霉素/链霉素。无血清培

养基: 1640培养基+1%青霉素/链霉素。

1.4   BMMs分离培养方法

将3~4周龄ICR小鼠脱臼处死, 无菌分离股骨、

胫骨和肱骨, 剥离其结缔组织及肌肉, 用1 mL注射器

(针规格: 0.45×16)吸取无血清培养基冲洗骨髓腔, 吹
下骨髓内容物, 并将内容物用70 μm的滤网过滤到

50 mL离心管中, 吹打使其成单细胞悬液, 1 200 r/min
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离心5 min, 弃上清, 用PBS冲洗3次, 用完全培养基悬

浮, 细胞计数, 每个10 cm培养皿中接种的细胞数为

2.4×107, 置于培养箱中, 第3、5天换液, 骨髓细胞在

高浓度 M-CSF刺激下第6天可定向分化发育成为成

熟的巨噬细胞。

1.5   实时荧光定量聚合酶链反应(RT-qPCR)
细胞总RNA的提取: 将BMMs饥饿12 h后, 加

入ACEA(用于研究CB1受体功能的特异性激动剂, 
0.5 μmol/L和1 μmol/L)刺激6 h, 处理后的细胞用预

冷PBS清洗, 加入350 μL裂解液, 收集裂解底物, 采
用Qiagen公司的RNeasy Mini Kit提取全细胞RNA, 
并用Nano Vue检测RNA的浓度及纯度。反转录方

法制备cDNA: 依次在PCR反应管中加入稀释后总

RNA 4.0 μL(2.0 μg)、Oligo(dT)15(0.5 μL)、10 mmol/L 
dNTP(1.0 μL)、超纯水(6.5 μL), 65 °C孵育5 min, 立
即转入冰浴中, 4 000 r/min离心1 min, 加入5×第一链

缓冲液(4.0 μL)、0.l mmol/L DTT(二硫苏糖醇, 2.0 μL)、
MMLV(200 000 units, 1.0 μL)、超纯水(1.0 μL), 轻轻

混匀, 4 000 r/min离心1 min, 37 °C孵育50 min; 70 °C孵
育15 min终止反应, 冰浴冷却(不加反转录酶的反应

体系作为阴性对照)。样本测定: 使用选定的引物对

样本进行实时荧光定量聚合酶链反应, 反应体系为: 
H2O (8.0 μL), Primer-F(10 μmol/L)(0.5 μL)、Primer-R 
(10.0 μmol/L)(0.5 μL)、稀释后的cDNA l.0 μL (1.0 μg)、
Power SYBR Green Master Mix(2×)(10.0 μL), 以18S 
rRNA为内参, 用ΔΔCt计算mRNA表达, mRNA相对

量=2–(目的基因Ct–18S rRNACt)[17]。将空白对照组的mRNA表

达量设定为1, 计算各组mRNA(CD86、IL-1、MIP-
1β、NOS2、IL-6、TNF-α)的相对表达量, 实验独立重

复3次。所用引物序列见表1。
1.6   流式细胞分析

收取加入1 μmol/L ACEA(CB1受体激动剂)刺激

6 h后的细胞至流式管中, 分别加入抗体PE-CD86和
其同型对照抗体, 室温避光孵育15 min, PBS冲洗2次, 
1 200 r/min离心5 min, 细胞沉淀中加入500 μL PBS重
悬, 70目滤网过滤, 进行流式细胞检测。将空白对照

组的CD86表达量设定为1, 计算加入1 μmol/L ACEA
刺激6 h后CD86的相对表达量, 实验独立重复3次。

1.7   蛋白印记实验

收取细胞, 在4 °C条件下加入RIPA裂解液提取

BMMs中的总蛋白, 参照BCA Protein Assay Kit的说

明书对蛋白进行定量。每孔上样50 μg蛋白样品进

行SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳并转移到PVDF膜上, 用
含5%脱脂奶粉的TBST溶液室温摇床封闭1 h, 加入 
anti-P-AKT按1000 1׃稀释, 4 °C孵育过夜, TBS洗涤3
次, 每次10 min, 加入山羊抗兔二抗按1000 10׃稀释, 
室温孵育1 h, TBST洗涤3次, 每次10 min, Odyssey红
外荧光扫描成像。标本中内参GAPDH(1000 1׃)的测

定采用相同步骤, 将空白对照组蛋白表达量设为1, 
计算各组(加入ACEA 15 min、45 min和60 min)蛋白

相对表达量, 实验独立重复3次。

1.8   数据统计

采用SPSS 20.0软件进行统计学分析。实验数据

以mean±S.D.形式表示, P<0.05为差异有统计学意义。

表1   引物序列

Table 1   The primer sequences 
基因名称

Gene name
引物序列(5′→3′)
Primer sequence (5′→3′)

18S rRNA Sense: GTA ACC CGT TGA ACC CCA TT
Antisense: CCA TCC AAT CGG TAG TAG CG

CD86 Sense: TCC AAG TTT TTG GGC AAT GTC
Antisense: CCT ATG AGT GTG CAC TGA GTT AAA CA

IL-1 Sense: ACT ACA GGC TCC GAG ATG AAC AAC
Antisense: TCC ATT GAG GTG GAG AGC TTT C

MIP-1β Sense: CCA GCT CTG TGC AAA CCT AAC C
Antisense: GCC ACG AGC AAG AGG AGA GA

NOS2 Sense: TGA CGG CAA ACA TGA CTT CAG
Antisense: GGT GCC ATC GGG CAT CT

IL-6

TNF-α

Sense: CTC TGG GAA ATC GTG GAA ATG
Antisense: AAG TGC ATC ATC GTT GTT CAT ACA
Sense: GGC AGG TTC TGT CCC TTT CA
Antisense: CTG TGC TCA TGG TGT CTT TTC TG
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2   结果
2.1   ACEA上调BMMs M1型标志物mRNA的表达

为了探讨CB1在BMMs中的重要作用, 我们将

BMMs培养7天, 饥饿12 h后, 加入ACEA(用于研究CB1
受体功能的特异性激动剂, 0.5 μmol/L和1 μmol/L)刺
激6 h[14], 提取细胞的总RNA进行RT-qPCR, 检测M1
型巨噬细胞标志物CD86、IL-1、MIP-1β、NOS2、
IL-6、TNF-α在mRNA水平上的表达情况。图1结
果显示, 加入1 μmol/L ACEA刺激6 h后, M1型巨噬

细胞标志物CD86、IL-1、MIP-1β、NOS2、IL-6、
TNF-α表达均明显上调。

2.2   ACEA上调BMMs M1型标志物蛋白质水平

的表达

为了进一步探讨CB1在BMMs中的重要作用, 
我们将BMMs培养7天, 饥饿12 h后, 加入1 μmol/L 
ACEA刺激6 h, 应用流式细胞分析术检测M1型巨噬

细胞标志物CD86在蛋白质水平上的表达情况。图

2结果显示, 加入1 μmol/L ACEA刺激6 h后, M1型巨

噬细胞标志CD86明显上调。该结果提示, ACEA促

进BMMs向M1型极化。

2.3   阻断PI3K/AKT信号通路下调BMMs M1型
标志物mRNA的表达

为了探讨CB1对BMMs向M1型极化的影响, 
我们将BMMs培养7天, 饥饿12 h后, 加入10 μmol/L 
LY294002[18](PI3K/AKT信号通路的特异性抑制剂)
预处理1 h, 再加入1 μmol/L ACEA刺激6 h, 提取细

胞的总RNA进行RT-qPCR, 检测M1型巨噬细胞标

志物CD86、IL-1、MIP-1β、NOS2、IL-6、TNF-α
在mRNA水平上的表达情况。结果显示, 加入

LY294002与未加入LY294002的对照组相比, CD86、
IL-1、MIP-1β、NOS2、IL-6、TNF-α表达均明显下

调。该结果提示, LY294002能明显地抑制CB1介导

的BMMs向M1型极化(图3), PI3K/AKT信号参与了

CB1诱导的M1型BMMs的极化。

*P<0.05, 与对照组(0 µmol/L ACEA组)相比。

*P<0.05 compared with control group (0 µmol/L ACEA group).
图1   ACEA对M1型BMMs标志物mRNA水平表达的作用

Fig.1   ACEA treatment promoted the expression of M1 gene signatures in BMMs
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2.4   激活CB1上调BMMs中p-AKT蛋白质的表达

AKT是PI3K信号通路下游关键蛋白之一, AM281
是CB1的药理学阻断剂。为了检测CB1对PI3K/AKT
信号通路的影响, 在饥饿12 h的BMMs中加入1 μmol/L 

ACEA分别刺激15 min、45 min和60 min[14], 用Western 
blot方法检测p-AKT和Total-AKT蛋白表达的情况。结

果显示, 随着时间的增加p-AKT蛋白质水平显著提

高, 加入ACEA 15 min、45 min和60 min后p-AKT约为
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图2   ACEA对M1型BMMs标志物蛋白质水平表达的作用

Fig.2   ACEA treatment promoted the protein expression of CD86 in BMMs
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图3   PI3K/AKT抑制剂对M1型BMMs标志物表达的作用

Fig.3   LY294002 treatment inhibited the expression of M1 gene signatures in BMMs
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加入ACEA 0 min的1.25、1.38、1.92倍, 表明ACEA使

CB1活化并激活PI3K/AKT信号通路(图4)。
2.5   抑制CB1激活下调BMMs中p-AKT蛋白质的

表达

在饥饿12 h的BMMs中, 用AM281(CB1药理学

拮抗剂)预处理1 h再加入1 μmol/L ACEA刺激1 h, 
结果显示, 在没有AM281的情况下, 加入ACEA刺

激1 h使p-AKT表达上调约为2.63倍, 而有AM281的
情况下, ACEA上调p-AKT表达的功能就被明显抑

制(图5)。这些结果提示, 使用ACEA激活CB1, 可
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图5   AM281抑制CB1激活的BMMs中p-AKT的表达

Fig.5   Pretreatment with AM281 inhibited the increase of p-AKT in BMMs
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图4    ACEA激活CB1促进BMMs中p-AKT的表达

Fig.4    ACEA activated CB1 and promoted the expression of p-AKT in BMMs
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以在蛋白水平使PI3K/AKT信号通路激活, AM281
阻断了CB1的功能抑制PI3K/AKT信号通路激活。

3   讨论
巨噬细胞的功能性极化在慢性炎症、组织修

复、感染、过敏、肿瘤和肥胖等多种疾病过程中发

挥重要作用。极化的巨噬细胞是疾病发生过程中

非常关键的细胞事件, 被认为是疾病发展和转归的

一个关键因素。巨噬细胞在不同的微环境中极化为

M1型, 介导炎症应答, 其极化或者激活是其发挥作

用的第一步, 因此, 巨噬细胞向M1型的极化是启动、

维持以及加剧炎症反应的关键因素[19]。故对于M1 
型骨髓来源的单核巨噬细胞(BMMs)极化的分子机

制备受关注。

尽管CB1在免疫系统的表达量低, 但是它在调

节免疫系统的过程中扮演着一个重要的角色。也有

报道发现, 在多发性硬化、炎症性肠病和Crohn病等

多种免疫疾病中, CB1发挥重要的作用[20-21]。本实验

室之前也已经报道, 阻断CB1可以抑制BMMs的浸

润和活化从而减轻炎症和肝纤维化[13]。

巨噬细胞极化受到多个信号通路调控, 不同的

转录因子由不同的信号分子激活从而调控特定基因

的表达。CB1作为G蛋白耦联受体, 依赖于多种信号

通路发挥生物学功能, 如MAPKs、AMPK[22]。PI3K/
AKT信号通路在巨噬细胞激活和基因表达中扮演

重要的角色, 所以我们着重关注CB1是否可以通过

PI3K/AKT信号通路对BMMs向M1极化的作用。加

入ACEA能够使BMMs中的M1型细胞标志物表达

上调, 说明ACEA激活CB1介导BMMs向M1型极化。

加入PI3K/AKT信号通路的特异性抑制剂LY294002
则可阻断ACEA诱导的BMMs中M1型标志物mRNA
水平表达的上调。同时, 加入ACEA可以使PI3K的

下游关键蛋白p-AKT活化增加, 而加入AM281(CB1
药理学拮抗剂)可以抑制ACEA诱导的p-AKT的活

化。这些结果提示, 使用ACEA激活CB1可以在

mRNA水平和蛋白质水平使PI3K/AKT信号通路激

活, AM281阻断了CB1的功能从而抑制PI3K/AKT
信号通路激活。而在我们的前期研究中也已证实, 
CB1可通过RhoA/NF-κB p65以及ERK1/2信号通路

影响BMMs向M1型极化[14]。也有文献报道, PI3K通

过其下游RhoA和AKT影响小鼠胚胎干细胞极化和

迁移[23], 在调控血小板actin细胞骨架的过程中, PI3K

可能作为RhoA/mDia1上游分子参与该调控过程[24];
在索拉菲尼耐药的肝癌细胞中, PI3k/Akt信号通路

可能促进MAPK/ERK信号通路再次激活, LY294002
通过抑制PI3K/AKT信号通路活化间接抑制MAPK/
ERK信号通路再次激活[25]。因此, CB1可能通过激

活PI3K/AKT信号通路, 影响其下游的RhoA/NF-κB 
p65以及ERK1/2信号通路来影响BMMs向M1型极

化, 从而产生不同的生理或病理学功能, 参与疾病的

发生和发展。以上结果仍然需要在慢性肝损伤的模

型中进行进一步研究, 为CB1调控肝脏损伤提供更

多证据。CB1作为肝纤维化的治疗靶点之一, 其药

理学阻断剂利莫那班曾经被应用于临床实验中, 但
由于其有较大的副作用故被叫停。尽管如此, 由于

CB1在疾病中起关键作用, 所以关于它的研究仍在

继续进行, 并且作用于外周组织的CB1受体拮抗剂

也被不断地研发出来[26]。有研究表明, CB1的失活

能够改善肝脏纤维化[27]。AM281是一种新型合成的

CB1的特异性药理学阻断剂, 其具体的特性和机制

仍需要进行进一步研究。

综上所述, 本研究发现, CB1通过PI3K/AKT信
号通路介导了BMMs向M1型极化。这一研究结果为

通过抑制CB1来抑制PI3K/AKT信号通路从而影响

BMMs向M1型极化的研究提供了新的思路。BMMs
向M1型的极化是炎症反应组织损伤的关键因素, 因
而抑制M1型BMMs的极化是抑制炎症反应、减轻

组织损伤的重要方法之一。本研究结果为开发以通

过CB1作用于BMMs来治疗肝脏纤维化的药物提供

了一定的理论依据和诊疗策略。
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