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肌动蛋白解聚对巨噬细胞TLRs的表达及

细胞凋亡的影响
贺静荣  陈全*  吴蕊鑫  刘佳霖  王毅  刘革力  张路渝

(重庆医科大学分子医学与肿瘤研究中心, 基础医学院免疫学教研室, 重庆 400016)

摘要      在肺癌等的癌细胞中, 脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)等致炎因子介导的促瘤效应

涉及Toll样受体(Toll like receptors, TLRs)/纤维型肌动蛋白(fibrous actin, F-actin)通路。该研究探讨

了外源性松胞菌素D(cytochalasin D, cytD)和细胞内源过表达的重组肌动蛋白解聚因子丝切蛋白

(Cofilin-1)所诱导的肌动蛋白解聚对巨噬细胞TLR2、TLR4和TLR9的表达和细胞凋亡水平的影响。

分别用6种不同浓度的cytD处理RAW264.7小鼠巨噬细胞48 h, 用Western blot检测6组细胞TLR2、
TLR4、TLR9的表达水平。构建重组pEGFP-N1-Cofilin-1质粒并转染RAW264.7细胞, 设置空质粒

对照和空白细胞对照组。用Real-time PCR法和Western blot检测细胞转染前后Cofilin-1表达水平; 
Western blot检测巨噬细胞TLR2、TLR4、TLR9的表达情况; 用流式细胞术检测3组细胞的凋亡水

平。结果显示, 终浓度≥1.5 μmol/L的cytD处理细胞后, RAW264.7细胞表达TLR2明显降低(P<0.05); 
终浓度≥1.0 μmol/L的cytD处理细胞后, 巨噬细胞表达TLR4、TLR9明显降低(P<0.05)。重组质粒

转染组细胞的cofilin-1 mRNA及Cofilin-1蛋白水平均高于空质粒对照组和空白细胞对照组(P<0.05), 
且其TLR2、TLR4、TLR9蛋白表达水平和细胞凋亡水平均显著低于空质粒对照组和空白细胞对

照组(P<0.05)。结果表明, 外源性cytD和巨噬细胞内源性高表达的Cofilin-1蛋白均可下调巨噬细胞

TLR2、TLR4、TLR9的表达, 其中, 细胞高表达的Cofilin-1蛋白还显著降低了细胞凋亡率。该文通

过揭示肌动蛋白解聚对巨噬细胞TLRs的表达及细胞凋亡的抑制, 为进一步研究炎症与肿瘤的关系

及分子机制奠定了基础。
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Effects of Actin Depolymerization on TLRs Expression and 
Apoptosis in Macrophages
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Abstract       In lung cancer and other tumor cells, the tumor-promoting effect mediated by lipopolysaccharide 
(LPS) involves the TLRs/F-actin pathway. This study investigated the effect of actin depolymerization induced by 
exogenous cytochalasin D and over-expressed recombinant Cofilin-1 in cells on the expression of TLR2, TLR4 and 中
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TLR9 and the apoptosis level in macrophages. After the RAW264.7 cells were treated with 6 different concentra-
tions of cytD for 48 h, the expression levels of TLR2, TLR4 and TLR9 in each group were detected by Western blot 
respectively. The pEGFP-N1-Cofilin-1 recombinant plasmids were constructed and then transfected into RAW264.7 
cells, and the blank plasmid control group and the blank cell control group were set up. The mRNA and protein 
expression level of Cofilin-1 were detected by Real-time PCR and Western blot respectively. The TLRs expression 
level were detected by Western blot, and the cell apoptosis level of the three groups was detected by flow cytome-
try. The results showed that the expression of TLR2 in RAW264.7 cells significantly decreased after cytD treatment 
with a concentration no less than 1.5 μmol/L and the expression of TLR4 and TLR9 was significantly decreased 
after cytD treatment with a concentration no less than 1.0 μmol/L (P<0.05). The level of cofilin-1 mRNA and Co-
filin-1 protein in the cells transfected with recombinant plasmid were higher than that in the negative control group 
and blank control group (P<0.05), and the protein level of TLR2, TLR4, TLR9 and the apoptosis level in the cells 
transfected with recombinant plasmid were significantly lower than those in the control groups (P<0.05). Above all, 
cytD could reduce the expression of TLR2, TLR4 and TLR9 in macrophages. cofilin-1 mRNA and Cofilin-1 protein 
expression in macrophage transfected with the recombinant plasmid significantly increased. High expression of Co-
filin-1 protein inhibited the expression of TLR2, TLR4 and TLR9 in macrophages, and reduced apoptosis rate. All 
results showed that the exogenous cytD and the endogenous over-expression of Cofilin-1 protein both could down 
regulate the expression of TLR2, TLR4 and TLR9 in macrophages, and the over-expression of Cofilin-1 protein 
also significantly reduced the apoptosis rate. The inhibition effect of actin depolymerization on TLRs expression 
and apoptosis of macrophages could lay a foundation for further study on the relationship between inflammation 
and tumor and its molecular mechanism.

Keywords       macrophage; F-actin; Cofilin-1; TLRs; apoptosis

巨噬细胞(macrophage)是机体重要的固有免疫

细胞之一, 不但参与免疫防御作用, 也与肿瘤、动脉

粥样硬化、血管炎及高血压等疾病的发生与发展有

关[1-3]。巨噬细胞通过其表面的模式识别受体(pat-
tern recognition receptor, PRRs)识别病原相关模式

分子(pathogen-associated molecular patterns, PAMPs), 
从而启动吞噬病原体或活化杀菌[4-5]。TLR是巨噬细

胞重要的PRR之一, 作用类似于细胞的“感受器”, 其
感受LPS等致炎因子刺激后, 启动巨噬细胞相关的

炎症反应。在TLRs相关的经典信号途径中, TLRs接
收炎症刺激后可通过依赖髓样分化因子88(myeloid 
differentiation factor 88, MyD88)途径活化肿瘤坏死因

子相关因子6(tumor necrosis factor receptor associated 
factor 6, TRAF6), 也可招募含TIR结构域的衔接受

体TRIF(TIR-domain-containing adaptor), 最终激活核

转录因子(nuclear factor-kappa B, NF-κB)、丝裂原活

化蛋白激酶(mitogen-activated protein kinase, MAPK)
等信号通路, 产生肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α , TNF-α)、诱导性一氧化氮合酶(inducible 
nitric oxide synthase, iNOS)、白介素-1(interleukin-1, 

IL-1)等促炎性细胞因子, 参与炎症反应[5]。也有研

究表明, TLRs识别相应配体后还可通过肌动蛋白聚

合介导细胞骨架重排, 进一步激活NF-κB、MAPK
等通路, 产生促炎因子, 引发炎症反应[6]。值得关注

的是, 肿瘤细胞可通过F-actin参与肿瘤的发展和转

移, 且肺癌、卵巢癌及结肠癌等肿瘤细胞可高表达

TLR2、TLR4、TLR9等受体, 参与肿瘤的发生与发

展[7], 再结合上述炎症相关的TLRs/F-actin信号通路, 
提示肿瘤、TLR、F-actin之间存在密切关系。本课

题组在前期研究中发现, 肌动蛋白聚合抑制剂cytD
可反馈抑制RAW264.7细胞的TLR2、TLR4及TLR9
的表达和细胞凋亡水平[8]。本研究将继续探讨cytD
抑制TLRs表达的量效关系, 并研究内源性过表达

的Cofilin-1所诱导的F-actin解聚对巨噬细胞TLRs的
表达和细胞凋亡的影响。目前, 针对“TLRs/F-actin”
通路的顺向研究模式已有报道, 但是研究“干预F-
actin”反馈抑制细胞表面的TLRs的表达, 尚未见报

道。明确肌动蛋白解聚对巨噬细胞TLRs的表达及

细胞凋亡的效应及机制, 可为炎症控制、肿瘤的防

治以及某些自身免疫病的防治提供新思路。
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1   材料与方法
1.1   主要材料与试剂

小鼠巨噬细胞RAW264.7由重庆医科大学分子

医学与肿瘤研究中心保存; pEGFP-N1真核表达质

粒载体购于上海和元生物技术有限公司; DMEM高

糖培养基购于Hyclone公司; 胰蛋白酶购于Gibco公
司; 青霉素–链霉素溶液(penicillin-streptomycin solu-
tion)(100×)购于上海碧云天生物技术有限公司; 胎
牛血清购于Natocor-Industria Biologica公司; cytD购

于美国Sigma公司; 转染试剂脂质体Lipofectamine™ 
3000 Transfection Reagent购于Invitrogen公司; RNA
提取试剂盒、逆转录试剂盒、TB Green™ Premix 
Ex Taq™ (Tli RNaseH Plus) RT-PCR试剂盒均购于

TaKaRa公司; 引物由生工生物工程(上海)股份有限

公司合成; RIPA裂解液、BCA蛋白浓度测定试剂盒、

PVDF膜(0.2 μm/0.45 μm)购于北京鼎国昌盛生物技

术公司; SDS-PAGE凝胶试剂盒购于金斯瑞生物科

技公司; 小鼠TLR2单克隆抗体、兔TLR4多克隆抗

体、小鼠TLR9单克隆抗体购于美国Abcam公司; 兔
抗鼠Cofilin-1单克隆抗体购于Cell Signaling Technol-
ogy公司; β-actin多克隆内参抗体购于Cell Signaling 
Technology公司; 羊抗兔IgG二抗、羊抗鼠IgG二抗

购于Proteintech公司。

1.2   RAW264.7细胞培养及分组

将RAW264.7细胞培养于含15%胎牛血清和1%
青霉素–链霉素的高糖DMEM培养基中, 然后放置于

37 °C、5% CO2的培养箱培养。观察细胞状态, 细胞

生长至对数期时, 用PBS清洗3次, 调整细胞密度至

6×105/孔, 接种于6孔板中。将细胞分为6组, 分别以

0 μmol/L、0.5 μmol/L、1.0 μmol/L、1.5 μmol/L、2.0 
μmol/L、2.5 μmol/L cytD处理RAW264.7细胞48 h后观

察细胞状态。

1.3   重组质粒构建及转染

根据GenBank中cofilin-1(GenBank ID: NM007687)
的基因序列设计引物。上游引物: 5′-GCG AAT CCA 
TGG CCT CTG GTG TGG CT-3′; 下游引物 : 5′-GCG 
GAT CCT CAC AAA GGC TTG CCC TCC A-3′。提取

RAW264.7细胞的总RNA, 按逆转录试剂盒说明将其

逆转录为cDNA, 以cDNA为模板PCR扩增cofilin-1目
的片段。用BamH I和EcoR I双酶切PCR回收产物和

质粒pEGFP-N1使其具有相同的黏性末端, 酶切产物

经10 g/L琼脂糖凝胶电泳后进行回收, cofilin-1基因片

段和pEGFP-N1载体大片段按41׃的摩尔数比用DNA
连接酶于16 °C过夜连接。转化感受态DH5α大肠杆

菌, 用含卡那霉素(50 mg/L)的LK培养基筛选, 挑取

阳性克隆菌落进行培养, 提取质粒后, 通过双酶切与

目的基因测序鉴定所构建的重组质粒, 构建的重组

质粒命名为pEGFP-N1-Cofilin-1(简写为pEGFP-N1-
CFL1)。用Lipofectamine™ 3000 Transfection Reagent将
pEGFP-N1-CFL1质粒和pEGFP-N1空质粒载体瞬时

转染RAW264.7细胞。细胞分为3组: 未转染质粒的

RAW264.7空白细胞组(即空白组或blank control)、转

染pEGFP-N1空质粒载体的空质粒对照组(即阴性对

照组或negative control)和转染pEGFP-N1-CFL1重组

质粒的质粒转染组(即实验组或The plasmid treated)。
转染24 h后荧光显微镜观察荧光密度。

1.4   Real-time PCR法检测细胞cofilin-1 mRNA的

转录水平

按RNA提取试剂盒说明分别提取质粒转染组、

空质粒对照组、空白组3组细胞总RNA, 将其逆转录

成cDNA, 以cDNA为模板用SYBR嵌合荧光法进行

PCR扩增, 测定各组细胞cofilin-1 mRNA水平。PCR
反应条件为: 95 °C预变性30 s; 95 °C变性5 s, 60°C退
火30 s, 共39个循环; 熔解曲线95 °C 10 s, 65 °C 5 s, 
95 °C 5 s, 每个反应做3个复孔。扩增完毕后, 对结

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)。引物序列如下。内参GAPDH上游引物: 
5′-AGG TCG GTG TGA ACG GAT TTG-3′; GAPDH
下游引物: 5′-GGG GTC GTT GAT GGC AAC A-3′; 
cofilin-1引物同同1.3部分。

1.5   Western blot法检测细胞TLR2、TLR4、TLR9、
Cofilin-1蛋白的表达

1.5.1   cytD处理组及重组质粒转染组细胞的TLR2、
TLR4、TLR9的表达水平检测      PBS洗涤细胞后, 
用RIPA裂解液分别提取不同条件处理的RAW264.7
细胞, BCA蛋白定量试剂盒检测各组蛋白浓度后, 
调整上样体积使总蛋白浓度一致。总蛋白经SDS-
PAGE 10%的分离胶和5%的浓缩胶电泳分离, 恒
流电转至PVDF膜(0.45 μm)上。转至50 g/L脱脂牛

奶室温封闭2 h后, 分别加入小鼠TLR2单克隆抗体

小鼠TLR9单、(000 1׃1)兔TLR4多克隆抗体、(100׃1)
克隆抗体(1:500)和β-actin内参抗体(1000 1׃), 于4 °C摇
床孵育过夜; 加入HRP标记的山羊抗鼠IgG(1000 2׃)、
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HRP标记的山羊抗兔IgG(1000 2׃), 室温条件下孵育2 h, 
TBST缓冲液洗涤后, 用ECL化学发光试剂盒在Bio-Rad
凝胶成像仪上显影, 使用Image Lab分析条带灰度值。

1.5.2   重组质粒转染组细胞的Cofilin-1的表达水平

检测      用RIPA裂解液分别提取质粒转染组、空

质粒对照组、空白细胞组3组细胞的总蛋白, 测定

蛋白浓度后调整至浓度一致。含Cofilin-1的总蛋白

经SDS-PAGE 12%的分离胶和5%的浓缩胶电泳分离

后, 恒流电转至PVDF膜(0.20 μm)上。加入兔抗鼠Co-
filin-1单克隆抗体(1000 1׃)、β-actin内参抗体(1000 1׃), 
4 °C摇床孵育过夜; 二抗孵育、发光条件同上, 使用

Image Lab分析条带灰度值。

1.6   流式细胞术(flow cytometry, FCM)检测质粒

转染细胞的凋亡率

于相同条件下培养质粒转染组、空质粒对照组

和空白细胞组3组细胞, 胰酶消化细胞后, 收集培养瓶

中内容物于离心管中, 900 r/min离心3 min, 加入400 μL 
PBS缓冲液重悬细胞, 调整细胞浓度至1×106/mL, 

FCM检测细胞凋亡率。

1.7   统计学分析  
所有实验均独立重复3次, 数据采用均数±标准

差(x
_
±s)表示, 使用SPSS 22.0软件进行数据分析, 各

组间比较用单因素方差分析法(One-Way ANOVA); 
两组数据的比较使用独立样本的t检验; P<0.05为差

异具有统计学意义。

2   结果
2.1   重组pEGFP-N1-CFL1质粒的鉴定及转染

2.1.1   酶切鉴定      pEGFP-N1-CFL1重组质粒经

BamH I和EcoR I双酶切之后, 观察到约4.7 Kb的大片

段及约0.5 Kb的小片段, 与预期相符(图1)。
2.1.2   pEGFP-N1-CFL1重组质粒转染RAW264.7细胞      
如图2所示, 质粒转染细胞24 h后, 用荧光显微镜观察

到细胞荧光密度达到50%, 提示转染效率约为50%。

2.2   cytD处理组细胞TLR2、TLR4、TLR9的表达

  Western blot结果显示, cytD不同程度地下

图1   pEGFP-N1-CFL1重组质粒的双酶切鉴定

Fig.1   Identification of pEGFP-N1-CFL1 recombinant plasmid by restriction enzyme digestion
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A: 重组质粒转染RAW264.7细胞24 h后(相差显微镜); B: 重组质粒转染RAW264.7细胞24 h后(荧光显微镜)。
A: the plasmid transfected cells under ordinary optical microscopy; B: the plasmid transfected cells under fluorescence microscope.

图2   荧光显微镜观察pEGFP-N1-CFL1重组质粒转染RAW264.7的绿色荧光

Fig.2   Observation of plasmid transfected into RAW264.7 cell using fluorescence microscope

A B

100 μm100 μm

中
国
细
胞
生
物
学
学
报



1996 · 研究论文 ·

调 了 巨 噬 细 胞TLR2、TLR4、TLR9的 表 达 量。

TLR2蛋白的相对表达量从高至低分别为: 0 μmol/L 
cytD(1.87±0.67)>1.0 μmol/L cytD(1.46±0.36)>0.5 
μ m o l / L c y t D ( 1 . 3 9 ± 0 . 5 4 ) > 1 . 5  μ m o l / L c y t D 
(0.83±0.21)>2.0 μmol/L cytD(0.67±0.32)>2.5 μmol/L 
cytD(0.36±0.16); TLR4蛋白的相对表达量从高至

低分别为 : 0 μmol/L cytD(0.87±0.20)>0.5 μmol/L 
cytD(0.53±0.18)>1.5 μmol/L cytD(0.38±0.11)>1.0 
μ m o l / L c y t D ( 0 . 3 7 ± 0 . 2 5 ) > 2 . 0  μ m o l / L c y t D 
(0.25±0.02)>2.5 μmol/L cytD(0.17±0.02); TLR9蛋
白的相对表达量从高至低分别为 : 0 μmol/L cytD 
(0.90±0.42)>0.5 μmol/L cytD(0.75±0.71)>1.0 μmol/L 
cytD(0.41±0.10)>1.5 μmol/L cytD (0.15±0.18)>2.0 
μmol/L cytD(0.15±0.21)>2.5 μmol/L cytD(0.10±0.09)(图
3A)。经过两两组间比较, 发现与未处理组(0 μmol/L)
细胞表达的TLR2有统计学差异(P<0.05)的处理组为

1.5 μmol/L处理组、2.0 μmol/L处理组和2.5 μmol/L处
理组。与未处理组细胞表达的TLR4、TLR9有统计

学意义(P<0.05)的处理组为1.0 μmol/L处理组、1.5 
μmol/L处理组、2.0 μmol/L处理组及2.5 μmol/L处
理组(图3B)。结果显示, cytD可以抑制RAW264.7细
胞的TLR2、TLR4、TLR9表达, 这种抑制作用是波

动的而非线性的下调。cytD对TLR2抑制作用的最

低浓度是1.5 μmol/L, 对TLR4、TLR9抑制作用的最

低浓度均为1.0 μmol/L。2.5 μmol/L的cytD对TLR2、
TLR4的抑制作用最明显。

2.3   RAW264.7细胞的cofilin-1 mRNA的转录水平 
Real-time PCR结果显示, 质粒转染RAW264.7

细胞24 h后, 3组细胞cofilin-1 mRNA的相对转录

水平为: 质粒转染组(58.87±15.32)>空质粒对照组

(2.21±0.96)>空白细胞组(定为1)。质粒转染组与各

对照组之间的差异具有统计学意义(P<0.05), 但是

空质粒对照组与空白细胞组的cofilin-1 mRNA表达

水平的差异无统计学意义(P>0.05)(图4)。结果表

明, pEGFP-N1-CFL1质粒显著增高了RAW264.7细
胞cofilin-1 mRNA的转录水平, 而pEGFP-N1质粒对

RAW264.7细胞cofilin-1 mRNA的转录水平并无显著

影响。

2.4   RAW264.7细胞的Cofilin-1蛋白表达水平 
经Western blot检测, 3种细胞的Cofilin-1蛋白的

相对表达水平为: 质粒转染组(1.99±0.77)>空质粒对

照组(0.66±0.39)>空白细胞组(0.42±0.33)(图5)。通过

组间比较, 质粒转染组与空白细胞组之间差异具有

统计学意义(P<0.05); 而空质粒对照组与空白细胞

组之间差异无统计学意义(P>0.05)。以上结果说明, 
质粒转染组的Cofilin-1蛋白表达水平显著高于空白

组及阴性对照组, 从而实现了在RAW264.7细胞中过

表达Cofilin-1的目的。

2.5   RAW264.7细胞的TLR2、TLR4、TLR9蛋白

表达水平

Western blot检测3组细胞TLR2、TLR4、TLR9
蛋白表达水平, 结果显示, 3组Cofilin-1蛋白表达水平

A: 不同浓度cytD处理组细胞TLR2、TLR4、TLR9的Western blot检测结果; B: 不同浓度cytD处理组细胞TLR2、TLR4、TLR9的蛋白表达的水平; 
*P<0.05, 与未处理组表达的TLR2比较; #P<0.05, 与未处理组表达的TL4比较; ^P<0.05, 与未处理组表达的TLR9比较。

A: Western blot detection results of protein levels of TLR2, TLR4 and TLR9 in cells treated with cytD with different concentrations. B: the relative 
protein level of TLR2, TLR4 and TLR9 in cells treated with cytD with different concentrations; *P<0.05 compared with TLR2 in blank control group; 
#P<0.05 compared with TLR4 in blank control group; ^P<0.05 compared with TLR9 in blank control group.

图3   Western blot检测不同浓度cytD处理细胞的TLR2、TLR4、TLR9的蛋白表达水平

Fig.3   The protein levels of TLR2, TLR4 and TLR9 in macrophages treated with cytD with 
different concentrations detected by Western blot
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不同的细胞, TLR2、TLR4、TLR9的表达量不同(图
6)。TLR2的相对表达水平为空白细胞组(0.98±0.22)>
空质粒对照组(0.45±0.05)>质粒转染组(0.08±0.06), 
通过两两组间比较, 质粒转染组和空白组、质粒转

染组与空质粒对照组表达的TLR2差异均有统计学

意义(P<0.05); TLR4的相对表达水平为空白细胞

组(0.74±0.11)>空质粒对照组(0.52±0.13)>质粒转

染组(0.18±0.16), 质粒转染组和空白细胞组、质粒

转染组和空质粒对照组细胞的TLR4水平的差异有

统计学意义(P<0.05), 但空白细胞组和空质粒对照

组之间比较则无显著差异(P>0.05); TLR9的相对

表达水平为空白细胞组(0.65±0.31)>空质粒对照组

(0.32±0.03)>质粒转染组(0.04±0.01), 质粒转染组

和空白细胞组、质粒转染组与空质粒对照组之间

的差异有统计学意义(P<0.05), 空白细胞组和空质

粒对照组无显著差异(P>0.05)。Cofilin-1蛋白表达

量最高的质粒转染组, 其TLR2、TLR4、TLR9的
蛋白表达量都为3组中最低。结果表明, 丝切蛋白

Cofilin-1的过表达可下调TLR2、TLR4、TLR9蛋白

的表达。  

A: 3组细胞Cofilin-1的Western blot检测结果; B: 3组细胞Cofilin-1蛋白的相对表达水平。Blank control: 空白组或未转染质粒的RAW264.7空白细

胞组; Negative control: 阴性对照组或转染pEGFP-N1空质粒载体的空质粒对照组; The plasmid treated: 实验组或转染pEGFP-N1-CFL1重组质粒

的质粒转染组; *P<0.05, 与空白组比较。

A: Western blot detection results of protein levels of Cofilin-1 in the 3 groups; B: the relative protein level of Cofilin-1 in the 3 groups. Blank control: 
the cells do not treated; Negative control: the cells transfected with pEGFP-N1 empty plasmid; The plasmid treated: the cells transfected with pEG-
FP-N1-CFL1 recombinant plasmid; *P<0.05 compared with the blank control group.

图5   Western blot检测巨噬细胞Cofilin-1蛋白表达水平

Fig.5   Protein levels of Cofilin-1 of macrophages detected by Western blot
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plasmid treated: 实验组或转染pEGFP-N1-CFL1重组质粒的质粒转染组; **P<0.01, 与空白组RAW264.7比较。

Blank control: the cells treated do not treated; Negative control: the cells transfected with pEGFP-N1 empty plasmid; The plasmid treated: the cells 
transfected with pEGFP-N1-CFL1 recombinant plasmid; **P<0.01 compared with the blank control group.

图4   RT-PCR法检测巨噬细胞cofilin-1 mRNA水平

Fig.4   mRNA level of cofilin-1 in macrophage detected by RT-PCR
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A: 质粒转染组和空白组及阴性对照组3组细胞TLR2、TLR4、TLR9的Western blot检测结果; B: 质粒转染组和空白组及阴性对照组3组细胞

TLR2、TLR4、TLR9的蛋白表达的水平; Blank control: 空白组或未转染质粒的RAW264.7空白细胞组; Negative control: 阴性对照组或转染

pEGFP-N1空质粒载体的空质粒对照组; The plasmid treated: 实验组或转染pEGFP-N1-CFL1重组质粒的质粒转染组; *P<0.05, 与空白组比较。

A: Western blot detection results of protein levels of TLR2, TLR4 and TLR9 in the 3 groups; B: the relative protein level of TLR2, TLR4 and TLR9 in 
the 3 groups; Blank control: the cells do not treated; Negative control: the cells transfected with pEGFP-N1 empty plasmid; The plasmid treated: the 
cells transfected with pEGFP-N1-CFL1 recombinant plasmid; *P<0.05 compared with the blank control group.

图6   Western blot检测巨噬细胞TLR2、TLR4、TLR9蛋白表达水平

Fig.6   Protein levels of TLR2, TLR4 and TLR9 of macrophages detected by Western blot

rich repeat family CARD-containing 3)、MHC类 I/II
类分子和酪氨酸磷酸酶等分子, 而是否存在其他未

知的调控因子还有待进一步研究。有研究发现, 松
弛素可下调TLR4信号, 使巨噬细胞极化向M2表型转

移[14]。细胞骨架被细胞松弛素B和siRNA破坏后, 脂
多糖(lipopolysaccharide, LPS)介导的炎症反应以及

一系列信号的表达被强烈下调, 如PGE2、TNF-α的
表达以及PI3K/AKT和IKK的信号转导被下调[6]。研

究者们使用茶多酚A引起了F-actin微丝的快速破坏

和球状肌动蛋白(globular actin, G-actin)的聚合, 促
进细胞释放TNF-α杀伤肿瘤, 表明诱导G-actin成核

可作为靶向肿瘤相关巨噬细胞清除肿瘤细胞的潜

在策略[15]。由此可见, 大量研究表明, 骨架重排可

能是巨噬细胞极化和炎症反应调节的一个关键事

件。本研究进一步验证了cytD对巨噬细胞TLR2、
TLR4、TLR9的抑制作用及这种作用的剂量关系。

为了更直观、有效地从细胞外在和内在原因探讨F-
actin解聚与TLR2、TLR4、TLR9表达的关系, 本研

究设计了梯度的cytD处理组以说明肌动蛋白解聚

与TLR2、TLR4、TLR9表达水平下调的关系, 构建

了在巨噬细胞中高表达Cofilin-1的pEGFP-N1-CFL1
重组质粒, 来研究空白细胞组、空质粒对照组、质

粒转染组3组细胞的cofilin-1 mRNA和Cofilin-1蛋白

水平以及对巨噬细胞的TLRs表达水平的影响和细

胞凋亡的影响。

2.6   Cofilin-1过表达对细胞凋亡率的影响

Annexi-V-PE/APC-A染色之后, 用流式细胞术

(FCM)检测质粒转染组、空质粒对照组、空白细

胞组3组细胞同时间段的细胞凋亡率, 结果显示, 3
组细胞凋亡率分别为: 质粒转染组(1.59%±0.46%)<
空质粒对照组(5.13%±0.83%)<空白细胞组(6.42%± 
1.69%)(图7); 经两两组间比较, 质粒转染组与空白细

胞组及空质粒对照组凋亡率有显著性差异(P<0.05), 
空质粒对照组与空白细胞组之间比较, 细胞凋亡率

无明显差异(P>0.05)。质粒转染组的早期凋亡和晚

期凋亡都明显低于空白细胞组及空质粒对照组, 其
中晚期凋亡下降得更明显。结果表明, Cofilin-1蛋白

高表达的质粒转染组细胞的凋亡率显著低于空白细

胞组, 也显著低于空质粒对照组。丝切蛋白Cofilin-1
的高表达下调了巨噬细胞RAW264.7的凋亡率。

3   讨论  
TLRs在机体的固有免疫中发挥重要作用, 对

于感知入侵的病原体或启动固有免疫反应至关重

要。然而, TLRs也是一把“双刃剑”。TLRs引发的

炎症反应异常激活可导致炎症性疾病和自身免疫

疾病等。目前, 多种信号分子被证实通过参与TLR
通路的调控从而维持机体免疫平衡[9-13], 如, C末端

Src激酶(C-terminal Src kinase, Csk)、磷酸肌苷3激
酶、NLRC3(nucleotide-binding domain and leucine-
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本研究使用不同浓度的cytD处理细胞, 发现巨

噬细胞表达TLR2、TLR4、TLR9均有不同程度下

调。随着cytD处理浓度的升高, 细胞表达的TLR2、
TLR4、TLR9蛋白在逐渐降低。终浓度≥1.5 μmol/L 
cytD处理之后TLR2表达水平的下降具有统计学意

义(P<0.05)。终浓度≥1.0 μmol/L cytD处理后TLR4
表达水平的下降有统计学意义(P<0.05), TLR4的表

达在cytD处理浓度为1.0 μmol/L和1.5 μmol/L处有

波动。经终浓度≥1.0 μmol/L cytD处理后, TLR9的
下降有统计学差异(P<0.05), TLR9的表达在cytD浓

度为1.5 μmol/L和2.0 μmol/L处有波动。以上说明, 
cytD对TLRs的下调作用是阶段性的、波动性的而非

线性的下调, 在2.5 μmol/L cytD处理细胞时, 细胞表

达的TLR2、TLR4、TLR9最低。本研究进一步明确

了cytD下调巨噬细胞TLRs的表达与cytD的浓度相

关, 肌动蛋白的解聚可能潜在地调控TLR2、TLR4、

TLR9的表达。肌动蛋白的解聚因子丝切蛋白Co-
filin-1可与F-actin结合, 使微丝解聚、分离, 从而调控

细胞骨架重组的动力学[16]。已有研究表明, Cofilin-1
与肿瘤发展、细胞凋亡、侵袭能力及相关细胞因子

的分泌有关[17-18], 提示F-actin解聚可能为巨噬细胞分

泌相关炎症分子的关键事件。为了明确由细胞内源

表达的Cofilin-1导致的细胞F-actin解聚对细胞TLRs
表达的反馈调节, 进而验证确为“F-actin解聚”而非

cytD其他效应反馈调节了细胞的TLRs, 本研究构建

了可在巨噬细胞内表达Cofilin-1的pEGFP-N1-CFL1
重组质粒, 经Real-time PCR和Western blot验证, 转
染质粒组细胞cofilin-1 mRNA的转录水平及Cofilin-1
蛋白表达水平都显著高于空白细胞组和空白质粒对

照组。为了探究F-actin解聚与TLRs表达的关系, 本
研究对比了3组细胞的TLR2、TLR4、TLR9的表达

水平。结果表明, 细胞内源性表达的Cofilin-1也可显

A: 空白细胞组、空质粒对照组和质粒转染组细胞的凋亡情况; B: 空白细胞组、空质粒对照组和质粒转染组细胞的凋亡率。Blank control: 空白

组或未转染质粒的RAW264.7空白细胞组; Negative control: 阴性对照组或转染pEGFP-N1空质粒载体的空质粒对照组; The plasmid treated: 实验

组或转染pEGFP-N1-CFL1重组质粒的质粒转染组; *P<0.05, 与空白组比较。

A: apoptosis of cells with different treatments in the blank control group, negative control group and the plasmid treated group. B: the apoptosis rate of 
the blank control group, negative control group and the plasmid treated group. Blank control: the cells do not treated; Negative control: the cells trans-
fected with pEGFP-N1 empty plasmid; The plasmid treated: the cells transfected with pEGFP-N1-CFL1 recombinant plasmid; *P<0.05 compared with 
the blank control group. 

图7   流式细胞术检测RAW264.7细胞的凋亡情况

Fig.7   Apoptosis rate of RAW264.7 by flow cytometry 
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著下调巨噬细胞TLR2、TLR4、TLR9的表达。活

化的TLRs信号通路可使M2型巨噬细胞分泌TNF-α、
IL-12等因子杀伤肿瘤细胞, 促进巨噬细胞向M1型
转化, 对肿瘤微环境具有正向调节作用[15,19]。F-actin
解聚下调巨噬细胞TLRs表达也提示其在炎症、肿

瘤微环境的转换具有重要意义。本研究流式结果

显示, 质粒转染组的细胞凋亡率显著低于空白细胞

组与空质粒对照组; 前期研究发现, 过表达的Coro-
nin-1蛋白和cytD处理可下调TLRs的表达并抑制细

胞凋亡[8], 与本研究结果相符。由此推论, 巨噬细胞

Cofilin-1高表达可下调TLR2、TLR4、TLR9的表达

和凋亡水平。目前, 关于Cofilin-1调控细胞凋亡的机

制未完全明了, 但已知Cofilin-1在细胞凋亡的早期和

晚期都发挥了巨大作用, 激活的Cofilin-1可以在细

胞色素C释放之前转移入线粒体[20]; 也可通过影响

线粒体渗透性过渡孔的通透性, 促进细胞色素C的
释放[21]; 在凋亡后期, Cofilin-1还可在凋亡小泡中定

位, 参与调控凋亡相关形态[22]。以上说明, Cofilin-1
是启动细胞凋亡和调控凋亡后期的重要因子。本研

究发现, Cofilin-1的高表达下调了细胞的凋亡率, 且
晚期凋亡率的下降更明显。细胞凋亡率的下降是否

与Cofilin-1未受到上游信号丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

LIMK1的激活有关, 以及巨噬细胞凋亡率的下降与

TLRs的高表达是否有关等问题还有待进一步探索。

有研究表明, 巨噬细胞吞噬颗粒后将导致细胞骨架

重构, 破坏巨噬细胞吞噬能力[23-24]。巨噬细胞吞噬

病原体后即可启动凋亡程序清除病原体, 本研究中, 
Cofilin-1的高表达引起细胞骨架重排后, 细胞的吞噬

能力被破坏, 可能影响了巨噬细胞下一步凋亡的启

动。Cofilin-1的生物学功能与其磷酸化与去磷酸化

有关, 本研究只检测了Cofilin-1总蛋白水平对TLRs
表达及细胞凋亡的影响, 其磷酸化与去磷酸化效应

以及相关信号通路将在后续进行研究。本研究探索

了cytD下调巨噬细胞表达TLRs的量效关系, 揭示了

外源性和内源性F-actin解聚均可反馈调节TLRs的表

达, 并抑制细胞的凋亡, 为进一步研究巨噬细胞与炎

症及肿瘤的关系及机制奠定了基础。
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