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干扰素 IFNL4对巨噬细胞系 THP-1免疫应答的影响 *
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摘要 目的：分析 Interferon-lambda 4（IFNL4）表达与巨噬细胞免疫应答间的关系，探讨 IFNL4 调控免疫应答的信号机制，发掘

IFNL4在免疫调理方面的潜在应用价值。方法：建立 THP-1细胞培养及分化刺激体系，使用 RT-PCR检测不同分化状态 THP-1细

胞 IFNL4的表达水平，并在 THP-1细胞中过表达 IFNL4，检测 IFNL4过表达对 THP-1细胞分泌 IL-12、TNF-琢、IL-10和 TGF-茁等
细胞因子及细胞迁移效率的影响。结果：THP-1细胞分化抑制 IFNL4的表达，分化前比分化后 IFNL4表达水平相对定量下降

255.46倍，差异显著性 P<0.001；M2极化巨噬细胞较M1细胞表达 IFNL4因子水平升高 14.69倍，显著性差异 P=0.009；IFNL4过
表达可抑制 IL-12和 TNF-琢表达水平，其中 TNF-琢表达水平变化具有统计学意义（P=0.017），表达水下降 5.97倍。IFNL4可促进

IL-10和 TGF-茁的表达，其中 TGF-茁变化具有统计学意义（P=0.046），表达水平相对上升 2.42倍。且 IFNL4对 THP-1细胞迁移效

率具有抑制作用（P=0.005），刺激前细胞迁移数为 45.33，IFNL4刺激后迁移数为 32.67，迁移移效率下降 1.39倍。结论：干扰素

IFNL4在分化的M2型 THP-1巨噬细胞中具有较高的表达水平，且对 THP-1的免疫应答具有一定的抑制作用。
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The Effects of IFNL4 Expression on Immune Response of Macrophages
in THP-1 Cell System*

To investigate the relationship between IFNL4 expression and macrophage functions, analyze the role of

IFNL4 in immune regulation, and explore for the potential application value of IFNL4 in immune regulation. The THP-1 cell

culture and stimulation system was esteblished. The IFNL4 expressions in different type of THP-1 cells were detected by RT-PCR.

IFNL4 was then overexpressed in THP-1 cells, and the expression of IL-12, TNF-琢, IL-10 and TGF-茁 in these cells were analyzed by

RT-PCR. The migration efficiency of THP-1 cells was analyzed by transwell assay before or after IFNL4 overexpression. The

differentiation of THP-1 cells inhibited IFNL4 expression (P<0.001), and M2 macrophage can secrete more IFNL4 comparing to M1

macrophage (P=0.009). IFNL4 overexpression in THP-1 cells inhibit IL-12 and TNF-琢 secretion while promote IL-10 and TGF-茁
expression, in which TNF-琢 and TGF-茁 variations were significantly different (P=0.017 and p=0.046, respectively). Furthermore, IFNL4
overexpression inhibit THP-1 cell migration significantly (P=0.005). IFNL4 has a certain inhibitory effect on inflammation

function of macrophage in THP-1 cell system.
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前言

丙型肝炎病毒（Hepatitis C, HCV）可引发慢性肝炎、肝硬

化、肝癌等病症。据估算，世界约 1.7亿人感染 HCV，且每年新

增病例约 300万例 [1,2]。近年来，随着直接抗病毒药物（Direc-

tacting antiviral agents，DAAs）的临床研究，DAAs药物成为新

版指南中治疗丙肝的首选药物[3-5]。但干扰素抗 HCV的机制研

究，作为免疫系统抗病毒的经典模型，为人们深入了解免疫细

胞抗病毒的信号转导方式提供重要的理论依据。近年研究发

现，宿主基因多态性对病毒感染及治疗具有重要意义。在 HCV

相关研究中，IL-28B（IFN-姿3基因附近）的单核苷酸多态性（sin-
gle nucleotide polymorphism, SNP）与慢性 HCV患者干扰素治

疗疗效相关，而干扰素 -姿4（IFNL4）基因同 IL-28B基因一样具

有影响抗病毒治疗的但核苷酸多态性位点，其第一个外显子上

的 s368234815存在 TT或 G的双核苷酸转移 /删除变异，致使

基因开放阅读框发生移码并改变 IFNL4 mRNA的转录翻译。
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具有 IFNL4-△ G基因的细胞可产生一个 179氨基酸残基的蛋

白，而 IFNL4 TT/TT纯合子细胞则因基因阅读框提前终止不能

产生 IFNL4 [6]。IFNL4可与 IFNLR1等细胞因子受体结合，激活

JAK-STAT信号转导，调节免疫应答[7,8]。

研究发现，IFNL4与 HCV病毒清除负相关，即具有 IFNL4

表达的患者较难治愈[9,10]，其机制尚不十分清楚。且 IFNL4表达

对免疫细胞的作用尚未见报道。因此，本研究在细胞水平分析

了 IFNL4对巨噬细胞分化的影响，发现 IFNL4可通过调控巨

噬细胞 STAT信号通路调控巨噬细胞分泌细胞因子并影响细

胞的迁移效率，从而达到调节免疫细胞对病毒的应答作用。

IFNL4作为一种独特的干扰素分子，对免疫系统具有特殊的调

控作用，对其的研究可能对免疫治疗和新药开发提供重要的理

论依据。

1 材料方法

1.1 细胞培养与刺激

人单核细胞系 THP-1购自上海细胞库。THP-1细胞置于含

10 %胎牛血清的 RPMI-1640培养基（购自美国 Gibco 公司）

中，于 37℃、5 %CO2培养箱中静置培养。该细胞株属人单核细

胞系，在培养液中呈悬浮状态，细胞培养浓度控制在 1×

106/mL，每 2 d换液 1次，每 4 d传代 1次。细胞复苏后，传至

3-5代后用于实验。生长良好的 THP-1细胞用 50 ng/mLPMA

刺激 1 d后，诱导分化为贴壁的巨噬细胞。诱导产生的 THP-1

巨噬细胞分别加入 100 ng/mL IFN-r或 IL-4，将其诱导为 M1

或M2极化的巨噬细胞[23-25]。

1.2 IFNL4过表达实验

人 IFNL4 过表达质粒 pFC14A-p179 由美国癌症研究所

Dr. Ludmila Prokunina-Olsson馈赠。转染试剂为美国 invitrogen

公司转染试剂 Lipofectamine 2000，THP-1 细胞培养于 6 孔板

中，分别将 4 滋g IFNL4质粒 8 滋L Lipofectamine 2000 Mix各稀

释于 200 滋L DMEM培养基中，轻轻混匀，室温静置 5 min后将

Mix与质粒稀释液混合，静置 20 min后加入 6孔板各空中，设

空白对照组和质粒载体对照组，转染 12 h后换液，加入新鲜的

RPMI-1640培养基继续培养 48 h。

1.3 RT-PCR检测 THP-1细胞 IFNL4及其他细胞因子的表达

细胞总 mRNA提取按 QiagenRNA提取试剂盒（购自美国

Qiagen公司）说明书操作。获得细胞总 mRNA 后，使用 Ther-

moFisher cDNA逆转录试剂盒（购自美国 ThermoFisher公司）

进行 cDNA第一链的合成。使用 Takara荧光定量 PCR mix（购

自美国 Takara 公司）反应体系，在美国 BioRad 公司 iQ5

RT-PCR仪上进行 PCR扩增反应。以 GAPDH为内参对照，获

得 Ct值后，应用 2ddCt进行计算比较。引物为：

GAPDH，

forward: 5'-AGGTGAAGGTCGGAGTCAACG-3';

reverse: 5'-AGGGGTCATTGATGGCAACA-3'。

IFNL4，

forward: 5'-CTGTGGGTCCTGTGCACGGTG-3';

reverse: 5'- CTTCCTCGTAGCGGTCCCTCAG -3'

IL-10，

forward: 5'-CCCTGGGTGAGAAGCTGAAG-3';

IL-10 reverse: 5'-CACTGCCTTGCTCTTATTTTCACA-3';

IL-12

forward: 5'-GAAGGCCAGACAACTCTAG-3';

reverse: 5'-CTATCAATAGCTACTGCCCG-3';

TGF-茁，
forward: 5'-GACTCTCCACCTGCAAGACC-3';

reverse: 5'-GGACTGGCGAGCCTTAGTTT -3';

TNF-琢，
forward: 5'-CTTCTCCTTCCTGATCGTGG -3';

reverse: 5'-GCTGGTTATCTCTCAGCTCCA -3'.

1.4 细胞迁移实验

实验分为 2组，即：正常对照组和实验组。Matigal胶 70 滋L
均匀平铺于 24孔 transwell小室的聚碳酸膜上，37℃使胶凝聚

备用。对照组各孔加入经对照质粒转染的 THP-1巨噬细胞，而

实验组加入 IFNL4过表达质粒转染的巨噬细胞。对照组和实验

组上室每孔加入 200 滋L无血清培养基，下室每孔加入 500 滋L
含有 500 滋g/mL趋化因子 1（MCP-1）的无血清培养基。将

transwell小室培养板置于 37℃ 5 %CO2的细胞培养箱中静置

培养，24 h后在倒置显微镜下观察侵袭到膜下的细胞数量。技

术方法为：每张膜随即选取 16个不重复视野（100倍）进行计

数，每组重复三次。

1.5 统计学方法

采用 SPSS13.0统计软件进行统计运算，数据为 3次生物

学重复结果。计量采用均数± 标准差表示，差异应用组间 t值

检验进行，设 P<0.05为具有统计学意义。

2 结果

2.1 THP-1巨噬细胞极化刺激体系的建立

实验通过 THP-1细胞系体外刺激，使 THP-1分化为 PMA

诱导的巨噬细胞、PMA/IFN-r诱导的M1巨噬细胞和 PMA/IL-4

诱导的M2巨噬细胞等不同状态的细胞，并对这些细胞表达相

关细胞因子水平进行了检测。结果显示，刺激有效的将 THP-1

细胞刺激为 IL-10lowIL-12highCD23high的 M1巨噬细胞和 IL-10low-

IL-12highIL-1RAhigh的M2巨噬细胞。

2.2 不同巨噬细胞极化状态对 IFNL4表达的影响

实验通过 THP-1细胞系体外刺激，对这些细胞表达 IFNL4

的水平进行了检测。结果显示，在未分化的单核细胞中，IFNL4

的表达水平明显高于各分化组。在单核细胞受 PMA刺激分化

为巨噬细胞后，IFNL4 的表达水平明显下降（255.46 倍，P<
0.001）。在巨噬细胞M1极化后，IFNL4依然保持低表达水平。

而当巨噬细胞经 IL-4诱导产生 M2极化时，IFNL4的表达水平

显著上升（14.69倍，P=0.009）。
2.3 IFNL4过表达对细胞因子表达的影响

将 THP-1细胞转染 pFC14A-p179质粒后，qRT-PCR检测

细胞表达包括 IL-12、IL-10、TNF-琢、TGF-茁等炎症因子的水平
变化情况。结果显示，IFNL4可抑制 IL-12和 TNF-琢表达水平，
促进 IL-10和 TGF-茁的表达。其中 TNF-琢表达水平变化具有
统计学意义（P=0.017），表达水下降 5.97倍，且 TGF-茁变化也
具有统计学意义（P=0.046），表达水平相对上升 2.42倍。

2.4 IFNL4表达对巨噬细胞迁移的抑制作用
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图 1 THP-1刺激巨噬细胞极化状态的流式细胞检测

Fig.1 The identification of stimulated THP-1 cells polarization using flow cytometry method

图 2不同巨噬细胞极化状态对 IFNL4表达的影响

Fig.2 INFL4 expression levels in different types of polarized macrophages

图 3 IFNL4过表达对细胞因子表达的影响

Fig.3 IFNL4 expression influenced cytokine secretion in THP1 cell

实验通过 transwell小室实验对 IFNL4对巨噬细胞迁移效

率进行了检测。在 500 滋g/L MCP-1诱导下，巨噬细胞可产生自

发迁移，实验通过比较对照组（转染对照质粒）和实验组（转染

IFNL4过表达质粒）巨噬细胞在趋化因子作用下的迁移效率，

发现 IFNL4过表达的巨噬细胞在迁移能力上明显弱于对照组

细胞（P=0.005），刺激前细胞迁移数为 45.33，IFNL4 刺激后

迁移数为 32.67，表明 IFNL4的表达对巨噬细胞迁移具有抑

制作用。

3 讨论

HCV感染的治疗与患者的基因多态性（Genetic Polymor-

phisms）有密切关系。其中，患者基因组的单核苷酸多态性

（SNP）是影响治疗效果的重要因素之一。人类基因组中共有三

个干扰素相关基因区，即：IFNL1（IL29）、IFNL2（IL28A）和

IFNL3（IL28B）[6,11]。早期研究发现，白细胞介素 28B（IL-28B）

SNP多态性与慢性丙型肝炎患者持续病毒学应答率（SVR）紧

密相关。在宿主 IL-28B基因区，存在被称为 rs12979860的位

点，此位点如果为 CC纯合子表型的个体，则患者接受干扰素

治疗的效果明显较 CT和 TT表型的个体更好[16,17]。而随后研究

在 IL-28B 基 因 区 附 近 又 找 到 一 个 新 的 SNP 位 点

ss469415590，其多态性可形成一个被称为 Interferon-lambda 4

（IFNL4）的基因[11,13]。该位点位于 IFNL2和 IFNL3基因间，具有

△ G或 TT核苷多态性。以往研究并没有发现 IFNL4的表达，

主要是因为其只在特定人群的特定细胞中表达，且表达量通常

较低。在特定类型细胞受到特殊刺激后，IFNL4得以转录和翻

译。例如 IFNL4在正常人肝细胞中并不表达，而受 HCV感染

诱导后，肝细胞可产生一定水平的 IFNL4。

临床研究发现，IFNL4与干扰素联合利巴韦林的治疗效果

负相关[12,18-20]。在治疗中，IFNL4的 ss469415590位点如果是 TT

型，IFNL4蛋白因阅读框被打破而无法产生，但却更有利于病

毒清除。而如果 ss469415590位点为△ G，则患者的抗 HCV治

疗效果很可能不理想。有趣的是，ss469415590位点在亚裔人中

多为 TT型，尤其是在中国人中几乎全部都为 TT型。因此，多

数亚裔个体不能产生功能性的 IFNL4蛋白。而亚洲人接受干扰

素联合利巴韦林治疗效果较欧洲和非洲裔人明显较高，超过

90%的亚裔患者在接受治疗后均可获得 SVR，而这个治疗效率
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图 4 IFNL4过表达对细胞迁移的影响

Fig.4 IFNL4 expression influenced cell migration in THP1 cell

Groups
Cell invasion number

(n)

Average cell invasion

number(n)

Control groups

48 45.33± 2.5

43

45

IFNL4 over-expression

groups

31 32.67+-1.5

34

33

表 1 IFNL4表达对巨噬细胞迁移的抑制作用

Table 1 IFNL4 expression negatively related to macrophage migration

在欧洲和非洲裔人种中却只有约 40%，这种现象恰恰证明了

IFNL4表达与 HCV疗效负相关的结论 [6]，同时也表明 IFNL4

在免疫应答中发挥着重要作用。

既往研究证实，IFNL4基因在肝实质细胞的表达对机体抗

病毒过程至关重要 [6，21，22]。携带△ G/△ G、△ G/TT或 TT/TT的

肝实质细胞具有不同的细胞微管骨架组成结构，这种细胞骨架

结构的不同组合方式可能对细胞代谢产生深远影响，并对机体

抗 HCV感染具有重要意义[6，11]。但 IFNL4对肝脏细胞的影响依

然很难解释干扰素联合利巴韦林治疗中不同人群的抗病毒差

异。IFNL4的最重要作用是其可活化信号通路下游众多 ISGs

的表达，而 IFNL4在免疫细胞中的表达很可能通过这种信号活

化过程影响免疫应答方式和免疫细胞活化[6，7]。同时，IFNL4对

免疫细胞的功能影响依然未知。本课题通过分析巨噬细胞的

IFNL4表达情况，以及 IFNL4表达引起的信号通路活化和基因

表达变化，探讨 IFNL4在免疫细胞功能层面影响抗病毒免疫的

分子机制。

本研究建立了以 THP-1细胞为基础的体外巨噬细胞刺激

体系。THP-1具有单核细胞性质，经 PMA刺激可分化为贴壁生

长的巨噬细胞，通过 INF-酌或 IL-4刺激后可产生一定的极化现

象，分别极化为M1或M2巨噬细胞。在机体正常的炎症反应

中，循环中的单核细胞受趋化因子的刺激进入炎症部位，并分

化为巨噬细胞，发挥抗感染作用。在炎症发展的不同阶段，受特

定细胞因子的影响又可进一步分化为 M1和 M2两种极化状

态。M1巨噬细胞可分泌促炎因子，诱导免疫反应的发生。而

M2巨噬细胞主要在炎症反应末期发挥作用，其可产生抑炎因

子，促进炎症区域的愈合[14,15]。本研究通过分析 IFNL4表达与巨

噬细胞免疫应答间的关系，在巨噬细胞功能层面探讨其调控免

疫应答的信号机制，发掘其在免疫调理方面的潜在应用价值。

我们的研究结果显示，未分化单核细胞 IFNL4的表达高于分化

组，当巨噬细胞经 IL-4诱导产生M2极化时，IFNL4的表达水

平显著上升。另一方面，IFNL4过表达可抑制 IL-12和 TNF-琢
的表达水平，并促进 IL-10和 TGF-茁的表达。IL-12和 TNF-琢
属于M1巨噬细胞表达的主要促炎因子，在炎症发生过程中发

挥重要作用。而 IL-10和 TGF-茁在M2巨噬细胞中高表达，抑

制炎症的发生和发展。因此，IFNL4的表达可通过对重要炎症

因子的表达调控作用抑制炎症反应的发生。另外，IFNL4过表

达巨噬细胞在迁移能力上明显弱于对照组细胞，表明 IFNL4对

巨噬细胞迁移同样具有抑制作用。

虽然既往研究发现 IFNL4影响肝实质细胞代谢，但该位点

的多态性如何影响干扰素的抗病毒免疫应答依然需要进一步

研究。因为这个过程无疑涉及免疫细胞的活化和信号转导 [10]。

尽管有学者认为，IFNL4基因多态性可能通过改变肝实质细胞

对 HCV感染的敏感性从而影响干扰素的治疗效果，但 IFNL4

对巨噬细胞的影响为这种抗病毒免疫差异机制提供了一种新

的证据，即：IFNL4的表达与否可能直接影响巨噬细胞的活化

和极化过程，从而在干扰素刺激信号转导过程中产生应答差异。

值得注意的是，转录组分析结果表明，此区域实际上可通

过不同拼接方式产生多达 10种不同长度的转录产物，其中六

种具有产生全长蛋白的潜力。在这些蛋白中，p179蛋白（即

IFNL4）可活化 STAT1-STAT2信号的转导并激活下游基因的

表达[6，10，12，13]。但是其他蛋白依然可能通过对受体的竞争性结合

等方式参与信号调控过程。因此，对其他相关转录产物的分析

同样具有重要意义。另外，对 IFNL4的进化树分析结果显示，

IFNL4基因同源序列群只在猕猴、黑猩猩和人类等现代的灵长

类动物存在。而只有人类基因组中才存在可形成功能性蛋白的

相关 SNP位点。因此，有理由相信，IFNL4基因很可能是在人

类进化过程中首次出现的新型基因。该基因具有广泛的分布，

在除非洲以外的各个地区均有分布[6]。例如，欧洲和非洲裔人种
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基因组中 ss469415590位点上 TT和△ G型均存在，其中 TT为

优势基因型，两种型别间的△ G型只占基因总数的三分之一。

因此，对该基因的深入研究不仅有助于了解机体抗病毒机制，

其在人类进化过程中的作用和意义同样值得重视。
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