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前言

焦亡是近年来发现的一种新的程序性细胞死亡方式，特征

为依赖于半胱天冬酶 1(caspase-1)，巨噬细胞和树突状细胞在

发生细菌感染的情况下会发生焦亡[1]。焦亡发生后，细胞快速产

生一些促炎因子，如 IL-1茁和 IL-18，并分泌到细胞外[1,2]。IL-1茁
是一种经典的促炎因子，能够刺激细胞在局部和全身循环中发

生各种免疫炎性反应，在脓毒症的发展中还能与其他炎性因子

协同作用造成组织损伤[3,4]。近年有研究显示在重度脓毒症休克

动物模型中，给予吸入 100%氧气能提高生存率，改善器官功能

而不影响肺功能，不引起氧化应激和氮化应激反应[5]。这说明高

浓度的氧气可能对脓毒症休克动物有保护作用。本研究通过用

LPS和 ATP刺激骨髓源性巨噬细胞使其发生焦亡，之后给予

细胞 40 %、60 %和 100 %氧气，观察其对骨髓源性巨噬细胞焦

亡的影响。

1 材料与方法

1.1 实验动物与材料
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摘要目的：研究不同浓度的氧气在 LPS/ATP诱导的骨髓源性巨噬细胞焦亡中的作用。方法：提取 C57BL/6小鼠的骨髓源性巨噬

细胞，用 1 滋g/ml脂多糖(LPS)刺激细胞 24 h，用 5 mM三磷酸腺苷(ATP)刺激细胞 4 h，酶联免疫吸附测定法(ELISA)检测细胞培养

上清液中 IL-1茁水平的变化。用 5 mM ATP刺激细胞后，给予细胞 40 %、60 %和 100 %的氧气处理 1.5 h，ELISA检测细胞培养上

清液中 IL-1茁水平的变化。结果：1 滋g/mL LPS和 5 mM ATP先后刺激下，骨髓源性巨噬细胞培养上清液中 IL-1茁的水平明显升高
(P<0.001)，用 caspase-1特异性抑制剂 AC-YVAD-CMK刺激骨髓源性巨噬细胞后 IL-1茁水平明显降低(P<0.001)。5 mM ATP刺激

之后给予细胞不同浓度的氧气干预 1.5 h后，细胞培养上清液中 IL-1茁的水平明显下降。结论：高氧抑制 LPS/ATP诱导的骨髓源

性巨噬细胞的焦亡。
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LPS for 24 h, and then treated with 5 mM ATP for 4 h. IL-1茁 1evels in the cell supernatants were determined using a commercially
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IL-1茁 1evels in the cell supernatants. ELISA test showed IL-1茁 1evels in the bone marrow derived macrophages supernatants

were greatly increased after the stimulation of 1 滋g/ml LPS and 5 mM ATP (P<0.001) and were declined after the stimulation of

caspase-1 inhibitor AC-YVAD-CMK (P<0.001). ELISA test also showed IL-1茁 1evels in the bone marrow derived macrophages

supernatants were notably declined after the 1.5 hours stimulation of 40 %, 60 % and 100 % oxygen inhalation followed the stimulation

of 5 mM ATP. Hyperoxia inhibits the pyroptosis of bone marrow derived macrophages.
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实验小鼠所用皆来自第四军医大学实验动物中心，皆为

SPF级，8周雄性 C57BL/6小鼠，18-20 g。1周前，领取动物适应

实验室环境，保持室温 20～25℃，以 12 h为光照黑暗周期，动

物自由获取食物和水。动物实验遵循第四军医大学实验动物管

理和使用委员会批准有关规定。培养细胞用 RPMI-1640和青

链霉素双抗均购自美国 Hyclone公司，胎牛血清购自 Gibco公

司，脂多糖购自美国 Sigma公司(货号 L2630)，三磷酸腺苷购自

美国 Sigma 公司 (货号 34369-07-8)，ELISA 试剂盒购自美国

RD 公司，AC-YVAD-CMK 购自德国 Cayman Chemical 公司

(货号 10014)，小鼠巨噬细胞集落刺激因子 M-CSF购自北京义

翘神州生物技术有限公司(货号 51112-MNAH)，红细胞裂解液

购自北京康为世纪生物科技有限公司，MIC-101细胞密闭孵育

装置购自美国的 Billups-rothenberg公司。

1.2 方法

1.2.1 骨髓源性巨噬细胞的提取与培养 取 8 周龄雄性

C57BL/6小鼠，脱颈法处死后浸泡于 75 %酒精中进行消毒 10

min。取小鼠的股骨和胫骨，用镊子和剪刀将皮毛肌肉和筋膜一

起剔除，将骨头浸泡于无菌冰 PBS中，之后移入 DMEM完全

培养基内，剪去两端的骨骺，用 1 mL注射器吸取培养基之后吹

打骨髓腔，将骨髓细胞冲出，用滤器收集细胞后，移入 15 mL离

心管，1000 rpm，5 min，弃去上清液。加入预温过后的红细胞裂

解液，吹匀细胞后，静置 2 min，1200 rpm，5 min，弃上清。加入

无菌 PBS，吹匀细胞，1000 rpm，5 min，弃去上清液，用含 10 %

胎牛血清的 DMEM完全培养基重悬细胞，以 1× 106 /mL的密

度接种细胞于 10 cm直径的细胞培养皿中，放入 37℃ 5 %CO2

培养箱中培养。24 h后弃去贴壁的细胞，将悬浮细胞接种于 6

孔板中，加入 10 ng/mLM-CSF于培养基中。三天后，进行半量

换液，补充M-CSF使其浓度保持为 10 ng/mL，三天后收集 6孔

板中的贴壁细胞即获得成熟的骨髓来源巨噬细胞(BMDMs)。

1.2.2 细胞焦亡模型的建立 细胞换液后，用 1 滋g/mL LPS刺
激细胞 24 h，用 5 mM ATP刺激细胞 4 h，收集细胞培养上清

液，ELISA检测细胞因子 IL-1茁的水平。
1.2.3 细胞焦亡模型的验证 细胞换液后，用 1 滋g/mL LPS刺
激细胞 24 h，用 5 mM ATP刺激细胞 4 h，加入 ATP之前 30

min加入 20 滋MAC-YVAD-CMK(caspase-1特异性抑制剂)。收

集细胞培养上清液，检测细胞因子 IL-1茁的水平。
1.2.4 氧气干预细胞焦亡 细胞换液后，用 1 滋g/mL LPS刺激
细胞 24 h，用 5 mM ATP刺激细胞 4 h，加入 ATP后 0.5 h，立

即给与细胞吸入 40 %，60 %和 100 %不同浓度的氧气 1.5 h，之

后将细胞再次放入 37℃ 5 %CO2培养箱中培养。收集细胞培

养上清液，检测细胞因子 IL-1茁的水平。
1.2.5 ELISA法检测细胞培养上清液中 IL-1茁的水平 将试

剂盒中的标准品稀释成 5、10、20、40、80 ng/L，按照说明书设置

空白孔，标准品孔，待测样品孔，盖上封板膜，混匀，37 ℃温育

60 min，之后弃去液体，甩干，洗涤 5次，加入显色剂 A液和 B

液，加入终止液，空白孔调零，读出 OD值，计算出标准曲线的

回归方程后代入样本 OD值计算出 IL-1茁的浓度。
1.3 统计学分析

所有定量数据均以均数± 标准差 (Mean ± SD) 表示，

Graphpad Prism 5.0 组图，SPSS22.0(中文版)数据分析(以 P<0.

05 为有统计学意义 )，多组间差异比较采用单因素方差

(One-way ANOVA)分析，两组间细胞因子 IL-1茁表达水平比较
采用 Tukey检验，以 P<0.05为差异具有统计学意义。

2 结果

2.1 骨髓源性巨噬细胞培养成熟

2.2 LPS和 ATP诱导骨髓源性巨噬细胞产生大量的 IL-1茁
收集成熟的骨髓源性巨噬细胞，分为 4组(Control、LPS、

ATP、LPS/ATP)，收集细胞培养上清液，ELISA法检测细胞因子

IL-1茁表达水平的变化。结果显示：与 Control组相比，LPS和

ATP组 IL-1茁表达水平稍有升高，但无统计学意义(P>0.05)，

LPS/ATP组 IL-1茁水平明显增高(P<0.001)。

2.3 LPS和 ATP诱导骨髓源性巨噬细胞产生大量的 IL-1茁依
赖于 caspase-1的活化

收集成熟的骨髓源性巨噬细胞，分为 6组(Control、LPS、

ATP、LPS/ATP、LPS/ATP+AC-YVAD-CMK、LPS/ATP+DM-

图 1成熟的骨髓源性巨噬细胞（图中标尺为 50 滋m）
Fig.1 The mature bone marrow derived macrophages. Horizontal bar=50

滋m

图 2 ELISA检测 LPS和 ATP刺激下骨髓源性巨噬细胞培养上清液中

IL-1茁表达水平的变化
Fig.2 Change of serum IL-1茁 level in the cell culture supernatant in bone
marrow derived macrophages induced by LPS and ATP detected by ELISA

Note: ***P< 0.001, compared with Control group.
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图 4 ELISA检测 40 %，60 %和 100 %不同浓度的氧气干预下细胞培养

上清液中 IL-1茁表达水平的变化
Fig.4 ELISA test for the cytokine IL-1茁 variation in the cell culture

supernatant with 40 %,60 % and 100 % oxygen intervention

Note: ***P< 0.001, compared with Control group; ### P< 0.001,

compared with LPS/ATP group.

SO)，收集细胞培养上清液，ELISA法检测细胞因子 IL-1茁表达
水平的变化。结果显示：与 Control 组相比，LPS 和 ATP 组

IL-1茁表达水平稍有升高，但无统计学意义(P>0.05)，LPS/ATP

组 IL-1茁 水平明显增高(P<0.001)，加入 caspase-1 特异性抑制

剂 AC-YVAD-CMK 组 IL-1茁 水平明显降低 (P<0.001)。与

AC-YVAD-CMK组相比，AC-YVAD-CMK溶剂对照组 DMSO

组 IL-1茁水平明显升高(P<0.001)。

2.4 不同浓度氧气对 LPS和 ATP诱导骨髓源性巨噬细胞产生

IL-1茁水平的影响
收集成熟的骨髓源性巨噬细胞，分为 6组(Control、LPS、

ATP、LPS/ATP、LPS/ATP+40 %、LPS/ATP+60 %、LPS/ATP+100

%)，收集细胞培养上清液，ELISA法检测细胞因子 IL-1茁表达
水平的变化。结果显示：与 Control 组相比，LPS 和 ATP 组

IL-1茁表达水平稍有升高，但无统计学意义(P>0.05)，LPS/ATP

组 IL-1茁水平明显增高(P<0.001)，LPS/ATP+40 %组 IL-1茁水平
无明显变化 (P>0.05)，LPS/ATP+60 %组 IL-1茁 水平明显降低
(P<0.001)，LPS/ATP+100 %组 IL-1茁水平明显降低(P<0.001)。

3 讨论

在脓毒症的发生发展过程中，促炎因子大量释放、免疫炎

性反应的失调造成多器官功能衰竭[6,7]。近年来，由于脓毒症发

生发展与宿主细胞死亡机制有关，并且造成免疫炎性反应的失

调，对于脓毒症的治疗越来越关注宿主细胞死亡机制[8-10]。IL-1茁
的产生和释放主要由 caspase-1调控，caspase-1能诱导细胞死

亡[2]。更重要的是，在脓毒症小鼠模型上进行 caspase-1基因敲

除后具有保护作用[11,12]。小鼠血浆中 IL-1茁水平显著被抑制，说
明 caspase-1在脓毒症的发生发展中具有不可忽视的作用[13,14]。

诱导焦亡发生需要两个不同的刺激物。第一，微生物病原

体相关分子模式，比如核酸，脂蛋白，脂多糖(LPS)；第二，内源

性损伤相关分子模式，比如尿酸，三磷酸腺苷(ATP)[15]。脂多糖

是革兰阴性菌外膜的主要组成成分，诱导体内的单核细胞和巨

噬细胞产生强烈的促炎反应，在革兰阴性菌诱导的脓毒症的病

理发生发展中被视为一个关键分子[16]。脂多糖通过结合至膜受

体 CD14/TLR4从而激活巨噬细胞[16，17]。因此，被 ATP诱导的

LPS预刺激过的巨噬细胞会发生焦亡，ATP在活细胞内大量的

积聚，细胞死亡后释放到细胞外[18]。ATP激活嘌呤核苷酸受体

P2X7从而诱导 NLRP3炎性小体的形成，NLRP3 炎性小体由

NLRP3、ASC(包含 CARD凋亡相关微粒蛋白)和 caspase-1 组

成[19,20]。本实验用 LPS和 ATP单独刺激骨髓源性巨噬细胞，并

没有引起显著的 IL-1茁水平的升高，而先给与 LPS刺激细胞再

给与 ATP刺激会引起显著的 IL-1茁水平的升高，这是因为 LPS

预刺激细胞后，细胞会产生 IL-1茁的前体形式 (pro-IL-1茁)，当
ATP刺激之后，激活 NLRP3炎性小体，从而活化 caspase-1，释

放出 P10 片段，caspase-1 促使 pro-IL-1茁 活化成成熟形式
IL-1茁从而分泌到细胞外[18]。在给予 ATP刺激之后 0.5 h，给予

细胞不同浓度氧气处理 1.5 h后，IL-1茁水平显著降低，可能是
抑制了 NLRP3炎性小体的活化从而发挥作用，具体机制还需

进一步探究。而在 ATP刺激之前，加入 caspase-1特异性抑制

剂，IL-1茁水平显著降低，表明此模型依赖于 caspase-1，溶剂对

照组 DMSO本身就有细胞毒性，细胞发生剧烈的毒性反应，

IL-1茁水平显著升高。
脓毒症导致多器官功能障碍以严重免疫功能紊乱和分解

代谢障碍为特点[21]。Barth等首先采用猪腹膜炎模型证实早期

高氧吸入可以明显改善组织器官功能障碍，减少组织细胞凋

亡，但并不会影响动物的肺功能或者造成体内氧化应激[22]。我

们前期研究发现高氧可明显降低酵母多糖所致脓毒症小鼠的

死亡率，且其最佳作用时间为造模后的 4、12 h给予高浓度氧

图 3 ELISA检测 caspase-1抑制剂 AC-YVAD-CMK刺激下骨髓源性巨

噬细胞培养上清液中 IL-1茁表达水平的变化
Fig.3 Change of serum IL-1茁 level in the cell culture supernatant in bone

marrow derived macrophages induced by LPS, ATP and caspase-1

inhibitor AC-YVAD-CMK detected by ELISA

Note: ***P< 0.001, compared with Control group; ###P<0.001, compared

with LPS/ATP group; P< 0.001, compared with LPS/ATP+YVAD group.
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[18] Tsuji T, Chiba K, Imabayashi H, et al. Age-related changes in

expression of tissue inhibitor of metalloproteinases-3 associated with

transition from the notochordal nucleus pulposus to the

fibrocartilaginous nucleus pulposus in rabbit intervertebral disc [J].

Spine, 2007, 32(8): 849-856

[19] Yao Z, Nie L, Zhao Y, et al. Salubrinal Suppresses IL-17-Induced

Upregulation of MMP-13 and Extracellular Matrix Degradation

Through the NF-kB Pathway in Human Nucleus Pulposus Cells [J].

Inflammation, 2016, 39(6): 1997-2007

处理 2 h或 3 h的治疗，机制可能与氧自由基、肾上腺素能抗炎

通路、胆碱能抗炎通路有关[23,24]。

本研究采用 LPS和 ATP刺激骨髓源性巨噬细胞使细胞发

生焦亡，又给予细胞吸入 40 %、60 %和 100 %不同浓度的氧

气，发现焦亡相关细胞因子 IL-1茁水平降低，说明高氧可以抑
制骨髓源性巨噬细胞的焦亡，高氧可能成为临床上治疗脓毒症

的一种重要手段。
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