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【摘　 要】 　 目的　 探讨细胞外基质金属蛋白酶诱导因子(EMMPRIN)是否通过 Toll 样受体-4(TLR4)通路调节巨噬细胞自噬

水平。 方法　 用终浓度为 5 ng / ml 的佛波酯(PMA)诱导人单核细胞白血病细胞系(THP-1) THP-1 单核细胞 48 h,采用分化成

功的巨噬细胞进行实验。 实验分为空白对照组、 EMMPRIN 组和 TAK-242 组。 蛋白印迹法检测各组 TLR4、核因子-κB
(NF-κB)、LC3-Ⅱ、Beclin1 及 P62 蛋白表达水平;免疫荧光检测各组 LC3-Ⅱ、Beclin1 及 P62 蛋白荧光表达情况。 采用 SPSS

 

22. 0
软件对数据进行处理。 结果　 Western

 

blot 检测发现,EMMPRIN 组与对照组及 TAK-242 组相比,TLR4、NF-κB 蛋白表达水平均

升高(均 P<0. 05),LC3-Ⅱ蛋白表达水平均升高(P<0. 05),Beclin1 蛋白表达水平也升高[EMMPRIN 组与对照组比较,差异无

统计学意义(P>0. 05),但仍较对照组升高;EMMPRIN 组与 TAK-242 组比较,差异有统计学意义(P<0. 05)],P62 蛋白表达水

平均降低(均 P<0. 05)。 免疫荧光检测发现,EMMPRIN 组与对照组及 TAK-242 组相比,LC3-Ⅱ、Beclin1 蛋白荧光表达水平明

显升高(均 P<0. 05),P62 蛋白表达水平无差异统计学意义(P> 0. 05)。 结论 　 EMMPRI 可能通过 TLR4 信号通路调节人

THP-1 巨噬细胞过度自噬。
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【Abstract】　 Objective　 To
 

investigate
 

whether
 

extracellular
 

matrix
 

metalloproteinase
 

inducer
 

( EMMPRIN)
 

regulates
 

autophagy
 

in
 

macrophages
 

via
 

the
 

Toll-like
 

receptor-4
 

(TLR4)
 

pathway.
 

Methods　 Human
 

monocytic
 

leukemia
 

cell
 

line
 

(THP-1)
 

monocytes
 

were
 

induced
 

with
 

phorbol
 

ester
 

(PMA)
 

at
 

a
 

final
 

concentration
 

of
 

5
 

ng / ml
 

for
 

48
 

h,
 

and
 

the
 

successfully
 

differentiated
 

macrophages
 

were
 

tested.
 

The
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

the
 

control
 

group,
 

EMMPRIN
 

group
 

and
 

TAK-242
 

group.
 

The
 

expressions
 

of
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

LC3-II,
 

Beclin1
 

and
 

P62
 

were
 

detected
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

expressions
 

of
 

LC3-II,
 

Beclin1
 

and
 

P62
 

were
 

detected
 

by
 

immunofluorescence.
 

SPSS
 

statistics
 

22. 0
 

was
 

used
 

to
 

process
 

the
 

data.
 

Results　 Western
 

blot
 

showed
 

that
 

the
 

EMMPRIN
 

group
 

had
 

higher
 

expression
 

of
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

LC3-Ⅱ(P<0. 05)
 

than
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

TAK-242
 

group. Beclin1
 

protein
 

expression
 

level
 

also
 

increased
 

in
 

the
 

EMMPRIN
 

group,
 

but
 

with
 

no
 

significant
 

difference
 

compared
 

with
 

the
 

control
 

group
 

(P > 0. 05),
 

and
 

with
 

significant
 

difference
 

compared
 

with
 

the
 

TAK-242
 

group(P<0. 05).
 

Expression
 

of
 

P62
 

were
 

lower
 

in
 

the
 

EMMPRIN
 

group
 

than
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

TAK-
242

 

group(P<0. 05).
 

Expression
 

of
 

P62
 

were
 

lower
 

in
 

the
 

EMMPRIN
 

group
 

than
 

the
 

control
 

group
 

and
 

the
 

TAK-242
 

group
 

(P<0. 05).
 

Immunofluorescence
 

found
 

that,
 

the
 

fluorescent
 

expression
 

of
 

LC3-Ⅱ
 

and
 

Beclin1
 

protein
 

were
 

significantly
 

higher
 

in
 

the
 

EMMPRIN
 

group
 

than
 

that
 

in
 

the
 

control
 

group
 

and
 

TAK-242
 

group
 

(P<0. 05),
 

but
 

the
 

difference
 

in
 

the
 

expression
 

of
 

P62
 

was
 

not
 

statistically
 

significant.
 

Conclusion　 EMMPRI
 

may
 

regulate
 

excessive
 

autophagy
 

in
 

human
 

THP-1
 

macrophages
 

through
 

the
 

TLR4
 

signaling
 

pathway.
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　 　 动脉粥样硬化(atherosclerosis,AS)作为一种复

杂的慢性血管炎症性疾病,多种细胞因子、炎症通路

及相关降解机制均参与其调节,粥样斑块的突然破

裂诱发急性心血管事件。 近年发现,细胞外基质金

属蛋白酶诱导因子(extracellular
 

matrix
 

metalloprotei-
nase

 

inducer,
 

EMMPRIN) [1] 、 Toll 样受体 - 4 ( Toll
 

like
 

receptor
 

4, TLR4) / 核因子 - κB ( nuclear
 

factor-
κB,NF-κB)炎性通路[2] 、自噬[3]均调节 AS。

EMMPRIN 又称 CD147,可促进巨噬细胞迁移

至内膜,改变斑块组成,介导炎症反应,增加斑块脆

性,在巨噬细胞表面大量表达[4] 。 TLR-4 信号通路

作为经典的炎症通路,可激活 NF-κB 通路,启动炎

症链式反应[2] 。 在 AS 部位和斑块中可发现 NF-κB
蛋白的大量表达,而在正常血管中很少检测到[5] 。
自噬,即自我吞噬过程,是细胞维持稳态的溶酶体降

解途径。 其作为炎症的负调节剂,可清除受损的细

胞器和抑制促炎复合物的形成,减缓炎症反应[6] 。
基础水平的自噬可减轻炎症反应,及时清除功能失

调的线粒体及受损的细胞器,对细胞起保护作用。
但过度自噬则导致正常细胞死亡,斑块纤维帽变薄,
炎症因子高表达,加剧斑块破裂。 自噬标志一般包括

LC3-Ⅱ、Beclin1 和 P62,当发生过度自噬时 LC3-Ⅱ、
Beclin1 蛋白表达增加,而 P62 蛋白的表达量与时间

相关,较短时间内 P62 的表达可不变或者降低,超
过 24 h 或 48 h 后可能升高。 EMMPRIN 在巨噬细胞

中可激活 NF-κB 信号通路[7] ,同时 EMMPRIN 也可

上调细胞自噬水平[8] ,具体通路还有待进一步研

究。 TLR4 和 NF-κB 通路的激活均可上调细胞自噬

水平[9] 。 所以我们推测 EMMPRIN、TLR-4 信号通路

和自噬三者之间存在一定关系。 为证实这一假设,
本实验通过建立人单核细胞白血病细胞系( human

 

monocytic
 

leukemia
 

cell
 

line,
 

THP-1)巨噬细胞模型,
用 EMMPRIN 刺激及 TAK-242 抑制 TLR4 信号通

路,观察 TLR4、NF-κB 及自噬相关蛋白的表达情况,
以说明三者之间的关系。

1　 材料与方法

1. 1　 实验细胞及主要试剂

　 　 人 THP-1 单核细胞购于中科院典型培养物保

藏委员会上海细胞库。 1640 培养基购于美国

HyClone 公司,胎牛血清购于美国 Gibco 公司。 佛波

酯(phorbol
 

myristate
 

acetate,
 

PMA)、4%多聚甲醛均

购于北京索莱宝公司。 EMMPRIN 购于美国 Kalang
公司,TAK-242 购于美国 MCE 公司。 兔抗人 TLR-4、
NF-κB、 Beclin1 抗体及甘油醛 - 3 - 磷酸脱氢酶

(glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase,GAPDH)
鼠抗均购于美国 Abcam 公司。 P62 小鼠抗人、LC3B
兔抗人抗体及羊抗兔 IgG 抗体、羊抗兔荧光二抗、羊
抗小鼠荧光二抗、DAPI 均购于美国 Cell

 

Signaling
 

Technology 公司。 羊抗小鼠 IgG 抗体购于武汉塞维

尔生物公司,3%戊二醛购于北京酷莱搏公司。
1. 2　 人 THP-1巨噬细胞诱导及分组

　 　 肉眼观察人 THP-1 单核细胞清亮透明,镜下细

胞呈圆形,大小均一,悬浮生长,生长量达 70% ~80%、
计数达 1×106 个 / ml 时,用 5 ng / ml 的 PMA 诱导 48 h。
将其分为空白对照组(仅有 RPMI

 

1640 培养基培养的

人 THP-1 巨噬细胞)、 EMMPRIN 组 (1 ng / ml
 

EMM-
PRIN 刺激 6 h)及 TAK-242 组[5 μmol / L

 

TAK-242 刺激

4 h 后,磷酸盐缓冲液(phosphate
 

buffer
 

saline,PBS)清

洗 3 次,再加 1 ng / ml
 

EMMPRIN 刺激 6 h]。
1. 3　 蛋白印迹法检测各组 TLR4、NF-κB、LC3-Ⅱ、

Beclin1、P62 蛋白表达水平

　 　 收集各实验组人 THP-1 巨噬细胞,加 1 ml 蛋白

裂解液在冰上裂解 15 min,
 

4 ℃下 13
 

000 转 / min 离

心 15 min 后收集上清液,100 ℃变性 5 min,根据所测

蛋白分子量配胶。 胶上每孔上样 30 μl 蛋白悬液,
100 V 电泳 3 h 后切胶、转膜[聚偏二氟乙烯( polyvi-
nylidene

 

fluoride,
 

PVDF) 膜], Tris 缓冲液 ( TBS +
Tween,即 Tris-HCl+NaCl+Tween20 三种物质,TBST)
洗膜 3 次,每次 10 min,随后 37 ℃ 下脱脂奶粉封

闭 1 h。 分别用兔抗人 TLR-4(1 ~ 3 μg / ml)、NF-κB
(1 ∶50

 

000 ~ 1 ∶100
 

000)、LC3-Ⅱ(1 ∶1
 

000)、Beclin1
(1 ∶2

 

000)、鼠抗人 P62(1 ∶1
 

000)、GAPDH(1 ∶2
 

000)
抗体 4 ℃孵育过夜。 TBST 清洗后用辣根过氧化物

酶标记的羊抗小鼠 IgG 抗体(1 ∶3
 

000 ~ 1 ∶5
 

000)、羊
抗兔 IgG 抗体( 1 ∶ 1

 

000 ~ 1 ∶ 3
 

000) 室温避光孵育

1 h,TBST 清洗后用化学发光试剂(electrochemilumi-
nescence,ECL)显色液避光显色 3 min,Tamon

 

MP 显

影仪显示灰度值,并计算目的蛋白的相对表达量

(目的蛋白与 GAPDH 蛋白的比值)。
1. 4　 免疫荧光检测各组 LC3-Ⅱ、Beclin1、P62 蛋白

荧光表达水平

　 　 将各组人 THP-1 巨噬细胞消化离心后爬片于

盖玻片上,4%多聚甲醛固定 30 min,然后 PBS 清洗

3 次,每次 5 min。 加 50 ~ 100 μl 破膜工作液,室温

孵育 10 min,结束后 PBS 清洗,随后滴加山羊血清

封闭 30 min。 加相应二抗避光室温孵育 50 min,
PBS 清洗后去除 PBS, 加细胞核染色液 [ 2-( 4-
amidinophenyl) -6-indolecarbamidine,

 

DAPI]染液避

光室温孵育 10 min。 PBS 清洗后,封片剂将玻片封固
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在载玻片上,正置荧光显微镜下观察并采集图像。
1. 5　 统计学处理

　 　 采用 SPSS
 

22. 0 软件进行数据分析。 计量资

料用( 􀭰x± s) 表示,多组间比较应用单因素方差分

析,组间两两比较用 q 检验。 P<0. 05 为差异有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 人 THP-1巨噬细胞模型的成功建立

　 　 5 ng / ml 的 PMA 刺激人 THP-1 单核细胞 48 h,
建立人 THP-1 巨噬细胞模型。 光学显微镜下人

THP-1 单核细胞悬浮生长,大小均一,呈圆形或类

圆形(图 1A,B) ;PMA 诱导 6 h 后开始贴壁,细胞

变为不规则,胞体逐渐增大 ( 图 1C) ; PMA 诱导

48 h 后细胞基本贴壁生长,呈长梭形或棘形,部分

伸出伪足(图 1D) 。

图 1　 人 THP-1单核细胞和人 THP-1巨噬细胞形态

Figure
 

1　 Morphology
 

of
 

human
 

THP-1
 

monocytes
 

and
 

human
 

THP-1
 

macrophages
A:

 

human
 

THP-1
 

monocytes
 

( ×40);
 

B:
 

human
 

THP-1
 

monocytes
 

( ×100);
 

C:
 

human
 

THP-1
 

macrophages
 

after
 

6 h
 

of
 

PMA
 

induction
 

( ×100);
 

D:
 

human
 

THP-1macrophages
 

after
 

48 h
 

of
 

PMA
  

induction
 

( ×100).
 

THP-1:
 

human
 

monocytic
 

leukemia
 

cell
 

line;
 

PMA:
 

phorbol
 

myristate
 

acetate.
 

2. 2　 EMMPRIN及 TAK-242对人 THP-1巨噬细胞

中 TLR4、NF-κB、LC3-Ⅱ、Beclin1、P62 蛋白

表达的影响

　 　 EMMPRIN 可上调人THP -1巨噬细胞中TLR4、
NF - κB 、 LC 3 - Ⅱ蛋白的表达,抑制P 62蛋白的表

达(P<0. 05),对 Beclin1 蛋白表达的影响无统计学

意义。 TAK-242 可抑制人 THP-1 巨噬细胞中 TLR4、
NF-κB、LC3-Ⅱ、Beclin1 蛋白的表达,促进 P62 蛋白

表达(P<0. 05;图 2)。
2. 3　 EMMPRIN及 TAK-242对人 THP-1巨噬细胞

中 LC3-Ⅱ、Beclin1、P62 蛋白荧光表达影响

　 　 EMMPRIN 可促进人 THP-1 巨噬细胞中 LC3-Ⅱ、
Beclin1 的表达(P<0. 05),对 P62 蛋白荧光表达的

影响无统计学意义。 TAK-242 可促进人 THP-1 巨

噬细胞中 P62 蛋白的表达(P< 0. 05),对 LC3-Ⅱ、
Beclin1 蛋白荧光表达的影响无统计学意义(图 3)。

3　 讨　 论

　 　 AS 作为一种慢性血管疾病,围绕巨噬细胞的

转化开始[10] 。 EMMPRIN 在 AS 中大量表达, 在

人 THP-1 巨噬细胞研究中发现,EMMPRIN 可介导

NF-κB 活化,促进 MMP-9、IL-6 和 TNF-α 的表达,抑
制 EMMPRIN 后,NF-κB 信号通路的活性被抑制[7] 。
在类风湿性关节炎的研究中同样发现,CD147 通过

促进 IKK / IκB / NF-κB 通路的激活抵抗 TNF 介导的

细胞坏死[11] 。 由此可见 EMMPRIN 可上调 NF-κB
信号通路。 而 TLR4 通路作为 NF-κB 信号通路的上

游通路,EMMPRIN 是否同时上调 TLR4 / NF-κB 通

路少有研究。
自噬作为一种保护性机制,EMMPRIN 可激活

下游丝裂原活化蛋白激酶( mitogen-activated
 

protein
 

kinases,
 

MAPK) 通路,其中 MAPK1 和 MAPK14 可

上调细胞自噬水平[8] 。 同时 MAPK 可激活 5-单磷

酸激活蛋白激酶[12] ,
 

并导致 mTOR 活性降低,自噬

增加[13] 。 研究也证实Ⅲ型 PI3K / Atk / mTOR 通路可

正向调节自噬[14] 。
据报道, 岩藻糖化抗原修饰的 CD147[15] 及

CD147 核定位片段( CD147-ICD) [16] 均可增强细胞

自噬水平。 上述研究虽然自噬水平上调,但是否发

生过度自噬仍不清楚。
在下颌下腺炎相关研究[17]及 Fujita 等[18]的研究

中均发现 TLR4 的激活上调自噬水平。 而 Qin 等[19]

关于大脑白质缺血性损伤的研究发现,TLR 基因的敲

除可抑制 LC3
 

Ⅱ及 Beclin-1 蛋白的上调,并增加脑白

质中 p62 蛋白的表达。 同样 NF-κB 信号通路的激活

也上调细胞自噬水平,阻断 NF-κB 通路后,自噬标志

Beclin1、LC3-Ⅱ同时降低、P62 则大量积累[20] 。 说明

TLR4 信号通路的激活可上调自噬水平。 而 TLR4 信

号通路是否参与 EMMPRIN 对自噬的调节少有研究。
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图 2　 EMMPRIN 及 TAK-242 对人 THP-1巨噬细胞中 TLR4、NF-κB、LC3-Ⅱ、Beclin1、P62 蛋白表达的影响

Figure
 

2　 Effects
 

of
 

EMMPRIN
 

and
 

TAK-242
 

on
 

TLR4,
 

NF-κB,
 

LC3-Ⅱ,
 

Beclin1,
 

P62
 

protein
 

expression
 

in
 

human
 

THP-1
 

macrophages
A:

 

Western
 

blotting;
 

B:
 

Statistical
 

analysis.
 

EMMPRINL:
 

extracellular
 

matrix
 

metalloproteinase
 

inducer;
 

TLR-4:
 

Toll-like
 

receptor-4;
 

NF-κB:nuclear
 

factor-κB;
 

GAPDH:
 

glyceraldehyde-3-phosphate
 

dehydrogenase.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05;
 

compared
 

with
 

EMMPRIN
 

group,#P<0. 05.

图 3　 EMMPRIN 及 TAK-242 对人 THP-1巨噬细胞中 LC3-Ⅱ、Beclin1、P62 蛋白荧光表达的影响

Figure
 

3　 Effect
 

of
 

EMMPRIN
 

and
 

TAK-242
 

on
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

LC3-Ⅱ,
 

Beclin1,
 

P62
 

protein
 

in
 

human
 

THP-1
 

macrophages.
A:

 

fluorescence
 

expression
 

of
 

LC3-Ⅱ
 

protein.
 

RFP-LC3-Ⅱ
 

refers
 

to
 

red
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

LC3-Ⅱ
 

protein.
 

B:
 

fluorescent
 

expression
 

of
 

Beclin1
 

protein.
 

GFP-Beclin1
 

refers
 

to
 

green
 

fluorescent
 

expression
 

of
 

Beclin1
 

protein.
 

C:
 

fluorescence
 

expression
 

of
 

P62
 

protein.
 

GFP-P62
 

refers
 

to
 

green
 

fluorescent
 

expression
 

of
 

P62
 

protein.
 

DAPI
 

is
 

20
 

times
 

microscope
 

staining
 

of
 

nuclear
 

nuclei.
 

D:
 

statistical
 

analysis
 

of
 

cumulative
 

fluorescence
 

optical
 

density.
 

EMMPRINL:
 

extracellular
 

matrix
 

metalloproteinase
 

inducer;
 

DAPI
 

2-(4-amidinophenyl)-6-

indolecarbamidine.
 

Compared
 

with
 

control
 

group,∗P<0. 05;compared
 

with
 

EMMPRIN
 

group,#P<0. 05.
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　 　 本实验通过建立巨噬细胞模型,初步探讨了

EMMPRIN 刺激及 TAK-242 阻断 TLR4 通路对巨噬

细胞自噬的影响。 EMMPRIN 刺激后 TLR4、NF-κB
蛋白表达水平均明显升高,说明 EMMPRIN 可能正

向调节 TLR4 / NF-κB 通路。 而 EMMPRIN 刺激后,
Western

 

blot 和免疫荧光检测均发现自噬相关蛋白

表达上调,说明 EMMPRIN 可能导致巨噬细胞过度

自噬;当抑制 TLR4 通路后,自噬相关蛋白表达降

低,进一步说明 EMMPRIN 可能通过 TLR4 信号通路

调节巨噬细胞过度自噬。
综上,本研究虽说明了 EMMPRIN 可能通过

TLR-4 通路调节巨噬细胞过度自噬,但有一定局限

性。 EMMPRIN 作为大分子物质,活性很难检测,进
入细胞的量无法控制,且 EMMPRIN 下游通路众多,
刺激浓度及时间不同,激活的下游通路可能也不同,
其详细机制仍需进一步研究。
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