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摘 要:【目的】研究瘦素( leptin)诱导小鼠腹腔巨噬细胞( PM)分泌肿瘤坏死因子 α( TNF-α)的影响 , 以及丝

裂原活化蛋白激酶 (MAPK)信号通路在这一过程中的作用。【方法】体外培养小鼠 PMs, 按瘦素不同浓度和/或

MAPK特异性抑制剂 PD98059、U0126、SB203580、SP600125 进行分组。分别收集培养细胞和上清液 ,用酶联免疫

吸附试验( ELISA)测定培养上清中 TNF-α水平 ,用蛋白印迹(Western blot)方法测定细胞内 p- ERK1/2、p- p38,以

及 p- JNK的表达水平 ,用逆转录-聚合酶链式反应( RT- PCR)测定 TNF-αmRNA的表达。【结果】瘦素能够剂量

依赖性的诱导小鼠 PM产生 TNF-α,在瘦素质量浓度为 75 ng/mL时 TNF-α表达至峰值 , 是对照组的 6.6 倍。瘦

素可以活化 ERK1/2 和 p38 MAPK信号转导通路 , 瘦素处理组的 p- ERK1、p- ERK2、p- p38 表达水平分别是对照

组的 2.3、2.4 和 2.6 倍。ERK1/2 的特异性抑制剂 PD98059、U0126 和 p38 的特异抑制剂 SB203580 能够分别抑制

瘦素引起的 ERK1/2、p38 蛋白磷酸化以及 TNF-αmRNA增加 , 两者的联合作用可以强烈抑制 TNF-αmRNA的

表达 ,而 JNK信号转导途径与瘦素诱导 PM表达 TNF-α无关。【结论】瘦素在小鼠 PM中通过同时活化 ERK1/2、

p38 MAPK信号转导通路而诱导细胞产生 TNF-α。
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Involvement of ERK1/2 and P38 Signal Pathways in Leptin- Induced TNF-α

Expression in Macrophages
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( 1. School of Public Health, SUN Yat- sen University, Guangzhou 510080, China; 2. Deparment of Food Science,

Zhongkai Agrotechnical College, Guangzhou 510225, China )

Abstract:【Objective】 To study the effects of leptin on tumor necrosis factor α (TNF-α) secretion in murine

peritoneal macrophages (PM) and the role of mitogen activated protein kinases (MAPK) in this process.【Methods】The

murine PMs cultured in vitro were divided into groups according to the concentrations of leptin and/or whether the

specific inhibitors of MAPKs, PD98059, U0126, SB203580, and SP600125, were added. Cultured cells and

supernatant were collected. The level of TNF-αin the culture supernatant was measured by ELISA and Western blot

was used to determine the phosphorylation of ERK1/2, p38 and JNK. Reverse transcription- polymerase chain reaction

(RT- PCR) was used to measure the expression of TNF-αmRNA. 【Results】 Leptin induced TNF-αexpression in

murine PMs in a dose- dependent manner and the secretion of TNF-αreached the maximum at 75 ng/mL of leptin,

which was 6.6- fold of the control group. ERK1/2 and p38 signaling pathways were activated by leptin in murine PM.

Expression of p- ERK1, p- ERK2, and p- p38 in leptin- treated group increased to 2.3, 2.4, and 2.6- fold of the control

group, respectively. The specific inhibitors of ERK1/2 and p38 could significantly suppress the activation of ERK1/2

and p38 induced by leptin in murine PM and partly inhibited the TNF-αmRNA expression. Combination of the

inhibitors totally abolished the increasing of TNF-αmRNA. Meanwhile, JNK signal pathway was probably not

involved in the leptin induced TNF-αproduction.【Conclusion】Leptin induces TNF-αproduction by simultaneously

activating ERK1/2 and p38 signal pathway in murine PM.
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肥胖是 2 型糖尿病、高血压病、冠心病等的危

险因素,严重威胁着人类的健康,但目前为止,肥胖

与肥胖相关疾病之间的分子生物学机制尚未被完

全阐明。现代医学研究表明,肥胖与炎性反应密切

相关,大多数肥胖患者肿瘤坏死因子-α( TNF-α)的

血浆水平显著高于正常体重者,提示炎性因子表达

增加在肥胖及肥胖相关疾病的发病中起着重要作

用。脂肪组织不仅是脂肪储存和释放的器官,而且

具有内分泌功能 , 能分泌多种脂肪因子 , 包括瘦素

( leptin)、脂联素( adiponectin)、抵抗素( resistin)等 ,

调节机体的能量代谢和平衡。瘦素是由肥胖( ob)基

因(位于人类染色体 7q32)编码的一种由 167 个氨

基酸组成的分泌型蛋白质,其主要功能是调节体脂

和能量平衡。研究显示,瘦素水平的高低与炎性反

应也存在一定联系,可能是肥胖相关疾病发病的机

制之一。但目前为止,脂肪因子与炎性因子之间的

关系尚不清楚。为此,本实验通过研究瘦素对小鼠

腹腔巨噬细胞 ( peritoneal macrophages, PM)TNF-α

表达的影响和机制,为阐明肥胖和肥胖相关疾病的

发病机理提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 试 剂 瘦 素 、SB203580、PD98059、

SP600125 购自美国 Sigma 公司 , 小鼠 TNF -α

ELISA检测试剂盒购自美国 R&D公司 , 兔抗鼠 p-

ERK1/2(Thr202/Tyr204)、p-p38(Thr180/Tyr182)、p-

JNK(Thr183/Tyr185)、p38、ERK1/2、JNK抗体以及辣

根过氧化物酶标记的羊抗兔抗体、Lumino!发光试

剂盒购自美国 Cell Signal Tech 公司 , Trizol 购自美

国 Invitrogen 公司。cDNA 第一链合成试剂盒和

PCR扩增试剂盒购自上海生工生物工程有限公司。

引物序列均由上海生工生物工程公司纯化合成 :

TNF-α: 正义引物 : 5′- ATG AGC ACA GAA AGC

ATG ATC- 3′, 反义引物 : 5′- TAC AGG CTT GTC

ACT CGA ATT- 3′;β- actin:正义引物: 5′- GTG GGC

CGC TCT AGG CAC CA- 3′; 反义引物 : 5′- CGG

TTG GCC TTA GGG TTC AGG GGG G- 3′。

1.1.2 动 物 健康雄性 NIH 纯系小鼠 , 体质量

( 25±1) g, 8～12周龄,由广东省实验动物中心提供。

小鼠 PM的分离培养 用颈椎脱臼法处死小鼠。按

文献[1]的方法 , 无菌取小鼠 PM, 台盼蓝染色计数 ,

细胞存活率大于 90%。用含双抗(青霉素 100 IU、

链霉素 100 mg/mL)的 RPMI- 1640培养基配制成数

密度为 1.5×106 /mL的细胞悬液,接种于 12 孔细胞

培养板上( 1 mL/孔) , 置 37 ℃、体积分数 5%CO2培

养 2 h,使细胞贴壁,用 PBS洗 2次。

1.2 酶联免疫吸附实验(ELISA)检测瘦素诱导巨

噬细胞 TNF-α的表达

按照试剂说明书操作。使用试剂盒中提供的

TNF-α标准品制作标准曲线 , 用酶标仪测定标准

系列和样品在波长为 450 nm处的吸光度值, 根据

标准曲线计算出样品中 TNF-α的含量。用独立培

养的不同批次细胞重复 3次,取平均值。

1.3 蛋白印迹 (Western blot) 检测 p38、ERK1/2

以及 JNK 蛋白的磷酸化水平

1.3.1 总蛋白的提取及浓度测定 在贴壁生长良

好的巨噬细胞内根据需要加入不同浓度的瘦素,使

其终质量浓度分别为 25、50、75、100、200、500 ng/

mL,检测培养上清中 TNF-α蛋白表达的量。体外

培养的 PM中分别加入 MAPK信号通路的抑制剂

[p38的抑制剂 SB203580( 10 μmol/L) , ERK1/2 的抑

制剂 PD98059( 30 μmol/L)和 U0126( 10 μmol/L) ,

JNK的抑制剂 SP600125 (20 μmol/L)] 预处理 1 h

后,再加 75 ng/mL瘦素共育 2 h。然后在培养细胞

中加入细胞裂解液[Tris- HCl( 50 mmol/L, pH 8.0) ,

NaCl(150 mmol/L) ,质量分数 0.02% NaN3,质量分数

0.1% SDS, 100 μg/mL PMSF, 1 μg/mL Aprotinin, 质

量分数 1% Nonidet P- 40,质量分数5%去氧胆酸钠],

冰浴 15 min,用细胞刮小心地将细胞从培养板上刮

下来 , 4 000 r/min (Hettich Zentrifuggen, Universal

16R)离心 5 min, 收集上清液 , Brandford 法测定总

蛋白浓度 , 应用标准曲线法计算样本中总蛋白浓

度,重复 3次,取其均值。

1.3.2 蛋白印迹实验 采用聚丙烯酰胺垂直板不

连续电泳法。在 Bio- Rad垂直电泳仪中灌注质量分

数 12%的分离胶和质量分数 4.5%的浓缩胶 , 每孔

Key words: leptin; macrophages; tumor necrosis factor- alpha (TNF-α); mitogen activated protein kinases

(MAPK)
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上样 50 μg 总蛋白 , 120 V 恒压 20 min 后 , 150 V

电泳 60 min。取下凝胶,将蛋白质转移至 PVDF膜

( 100 V恒压, 4 ℃, 90 min) , 50 g/L脱脂奶粉 4 ℃封

闭过夜。加入兔抗鼠 p- p38、p- ERK1/2、p- JNK抗体

( 1∶500) , 室温孵育 1 h, 然后加入辣根过氧化物酶

标记的羊抗兔抗体 ( 1∶2 000) , Lumino!发光试剂盒

发光 , Fuji X片摄像 , 使用 Bandscan 图像分析软件

对图像进行定量分析。

1.4 RT- PCR 检测 TNF-αmRNA表达

1.4.1 引物设计和合成 依照 GenBank 中小鼠

TNF-α以及作为内参照的β- actin cDNA序列并按

照引物设计的原则分别进行设计。使用时用无菌去

离子水配成 25 pmol/μL。

1.4.2 总 RNA的提取 用 Trizol 试剂抽提细胞的

总 RNA,将所得 RNA用质量分数 0.1%DEPC水溶

解,紫外分光光度计测量 A260/A280,根据比值计算总

RNA的量, - 80 ℃保存备用。

1.4.3 逆转录 取细胞总 RNA 2μg, 以 Oligo(dT) 18
为引物, 在 M-MuLV逆转录酶的作用下进行逆转

录 , 反应总体积为 20 μL, 包括 0.5 μg/mL Oligo

(dT)18, 5×PCR 反应缓冲液 , 20 U/mL RNA 酶抑制

剂 , 10 mmol/L dNTP 混合液 , 20 U/mL M-MuLV 反

转录酶,用无 RNA酶的超纯水定容至 20 μL。反应

条件为 42 ℃、40 min, 95 ℃加热 5 min,所获逆转录

产物置于- 20 ℃保存。

1.4.4 半定量 PCR 取上述逆转录产物 5 μL作模

板 , 分别加入 10×PCR 缓冲液 5 μL, 20 mmol/L

MgCl2 3 μL, 10 mmol/L dNTP 混合物 2.5 μL, cDNA

5 μL, 上游及下游引物的浓度各为 1.4 μmol/L, 逆

转录产物 1 μL, Taq DNA聚合酶 2 U, 灭菌水补足

至 50 μL, 轻轻混匀。反应条件为: 94 ℃预变性 4

min 后 , 于 PCR 反应仪 (美国 PE480 型 )中 , 94 ℃

30 s, 57 ℃ 45 s, 72 ℃ 45 s, 进行 28 个循环后 , 72

℃延伸 10 min。反应结束后 ,取 PCR 产物 5 μL于

20 g/L琼脂糖凝胶中电泳, 紫外灯下观察并拍照 ,

底片用双波长薄层扫描仪扫描 , 得到 TNF-α

mRNA和β- actin的相对表达量。

1.5 统计学处理

计量资料用均数±标准差( x±s)表示,多组均数

进行方差齐性检验和单因素方差分析 , 方差不齐

时 , 经变量变换达到齐性 ;各组间的两两比较采用

SNK法。应用 SPSS 13.0 for Windows进行数据处理

与统计学分析,检验水准α=0.05。

2 结 果

2.1 瘦素对小鼠 PM 产生 TNF-α蛋白的影响

在培养的 PM中待细胞贴壁后加入不同剂量

的瘦素( 0～500 ng/mL) , 对照组用 RPMI- 1640 培养

基代替 , 37 ℃培养 2 h 后检测培养液中 TNF-α蛋

白的含量, 观察瘦素质量浓度与 TNF-α蛋白表达

之间的关系。结果发现,正常情况下,小鼠 PM培养

上清液中的 TNF-α蛋白水平较低 [ ( 22.3±1.5 pg/

mL) ]。不同质量浓度 ( 0、25、50、75、100、150、200、

500 ng/mL) 的瘦素处理均可以增加培养上清中

TNF-α的蛋白释放量 ,与正常对照组相比 , 差异有

统计学意义 ( F=439.04, P< 0.001)。在 0～75 ng/mL

范围内 ,随着瘦素剂量的增加 , 培养上清中 TNF-α

的蛋白释放量也增加 , 分别为 ( 22.3±1.5)、( 80.3±

4.5)、( 106.0±3.6)、( 153.7±5.1) pg/mL ( n 值均为

3) ,在瘦素质量浓度 75 ng/mL时达到峰值 ,是对照

组的 6.6 倍,差异有统计学意义(P< 0.01)。此后,随

着瘦素浓度的继续增加 ( 100～500 ng/mL) , TNF-α

蛋白的释放量保持相对稳定 , 分别为( 151.3±1.5)、

( 145.0±5.3)、( 143.3±2.3)、( 143.0±4.6) pg/mL ( n 值

均为 3) (各组间 P >0.05)。

2.2 瘦素对小鼠 PM 表达磷酸化 ERK1/2、p38 以

及 JNK 蛋白的影响

本次实验结果显示 ,瘦素能够引起小鼠 PM中

ERK1、ERK2 蛋白磷酸化 ,分别是对照组的 2.3、2.4

倍 ( n 值均为 3, P 值均小于 0.001)。该作用可被

ERK1/2 的特异性抑制剂 PD98059 或 U0126 抑制

( n=3, P< 0.001) (图 1)。同样的,瘦素还能够引起小

鼠 PM中 p38蛋白的磷酸化,是对照组的 2.6倍( n=

3, P< 0.001) , p38 特异阻断剂 SB203580 预处理能

够明显降低细胞 p- p38蛋白的表达,比瘦素处理组

下降 63%( n=3, P< 0.05) (图 2)。但是,瘦素不能够

激活小鼠 PM中 JNK 蛋白使之磷酸化 ( n=3, F=

3.390, P=0.074) (图 3)。

2.3 瘦素对小鼠 PM 产生 TNF-αmRNA的影响

RT- PCR 的结果显示(图 4),瘦素( 75 ng/mL)可

使正常小鼠 PM TNF-αmRNA的表达明显高于对

照 组 , 是 对 照 组 的 8.9 倍 ( n =3, P < 0.001)。

PD98059、U0126、SB203580 预处理均可不同程度

的抑制瘦素引起的 TNF-αmRNA的表达, 与单独

瘦素处理组相比 , 差异具有显著性( n 值均为 3, P<
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图 1 瘦素 (75 ng/mL) 对小鼠腹腔巨噬细胞表达磷酸化

ERK1/2 蛋白的影响

Fig.1 Effects of leptin (75 ng/mL) on expression of

phosphor -ERK1/2 in mur ine per itoneal

macrophages

n=3 for each group, ANOVA followed by Student- Newman- Keuls

test, F=18.6 and F=31.9 for ERK1 and ERK2, respectively, P< 0.001

between groups.* * indicates P< 0.05 versus controls, ## indicates P<

0.05 versus leptin alone

Leptin (75 ng/mL)

SB203580 (10 μmol/L)

-

-

+

-

-

+
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图 2 瘦素(75 ng/mL)对小鼠腹腔巨噬细胞表达磷酸化 p38

蛋白的影响

Fig.2 Effects of leptin (75 ng/mL) on expression of

phosphor - p38 in mur ine per itoneal macrophages

n=3 for each group, ANOVA followed by Student - Newman -

Keuls test. F=192.55, P< 0.001 between groups.* * indicates P< 0.05

versus controls, ## indicates P< 0.05 versus leptin alone

Leptin (75 ng/mL)

SP600125 (20 μmol/L)

-

-

+

-

-

+

+

+

图 3 瘦素(75 ng/mL)诱导小鼠腹腔巨噬细胞表达磷酸化

JNK 蛋白的影响

Fig.3 Effects of leptin (75 ng/mL) on expression of

phosphor - JNK in mur ine PM

n=3 for each group, ANOVA followed by Student- Newman- Keuls

test. F=3.390, P=0.074 between groups

Leptin (75 ng/mL)

PD98059 (30 μmol/L)

U0126 (10 μmol/L)

SB203580(10 μmol/L)

SP600125(20 μmol/L)
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图 4 MAPK 特异性阻断剂对瘦素(75 ng/mL)诱导的小鼠腹

腔巨噬细胞表达 TNF-αmRNA 的影响

Fig.4 Effects of specific inhibitors for MAPK on expression

of TNF-αmRNA induced by leptin (75 ng/mL) in mur ine PM

n=3 for each group, ANOVA followed by Student- Newman- Keuls

test. F=186.63, P< 0.001 between groups. * * indicates P< 0.05 versus

controls, ## indicates P< 0.05 versus leptin alone

MrMr

Mr
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[1]

[2]

[3]

0.01, P< 0.01 和 P< 0.01)。PD98059 和 SB203580

或 U0126 和 SB203580 联用可显著抑制瘦素诱导

的 TNF-αmRNA表达增加。JNK的特异性抑制剂

SP600125 可部分减少瘦素引起的 TNF-αmRNA

表达,但与瘦素处理组相比,差异无显著性意义( n=

3, P >0.05)。

3 讨 论

瘦素是由肥胖基因编码、脂肪细胞合成释放的

单链蛋白质,通过减少食物摄入和增加能量消耗来

调节机体的能量平衡、脂肪贮存以及某些内分泌功

能[2]。研究表明,瘦素能够促进机体的炎性反应,但

瘦素本身是否具有免疫调节功能尚不清楚。本研究

的结果表明 , 体外培养的条件下 , 瘦素能够诱导小

鼠 PM合成、分泌 TNF-α蛋白及 mRNA表达增加,

这一作用是通过磷酸化 P38、ERK1/2 通路实现的 ,

而与 MAPK途径中的 JNK通路无关。

巨噬细胞是体内重要的免疫细胞,在受到环境

因素的刺激时(如 LPS、内毒素 ) , 可分泌多种细胞

因子(如 TNF-α、IL- 1α)来调节机体的免疫应答[3]。

肥胖与炎性反应密切相关[4],研究发现,脂肪组织内

存在大量的巨噬细胞浸润, 且肥胖者体内的 TNF-

α水平显著增加[5]。但目前为止,脂肪因子与炎性反

应之间的关系尚不明了。瘦素对炎性因子产生具有

一定的促进作用,但瘦素本身调节炎性因子产生的

作用研究较少。Loffreda等[6]的研究表明,瘦素基因

缺陷小鼠( ob/ob)受到 LPS刺激时 ,血清中 TNF-α、

IL- 6 的水平显著低于正常小鼠 , 并且 LPS的炎性

反应也明显弱于正常小鼠,说明瘦素在 LPS诱导的

炎性反应中起协同作用 , 该研究同时显示 , 单独给

予瘦素刺激并不能诱导体外培养的正常小鼠 PM

分泌 TNF-α、IL- 6 等炎性因子 ,该结果与我们本次

实验结果矛盾。我们的结果表明 , 瘦素可以诱导

TNF-α的表达 , 这种诱导作用在一定的浓度范围

内( <75 ng/mL)具有剂量依赖性。这种差异可能是

由于本实验与 Loffreda 等对细胞的培养时间、瘦素

浓度、所用小鼠品系以及实验方法不同而造成的。

现有的研究发现, MAPK信号转导通路是瘦素

作用的重要信号通路之一,瘦素可在许多细胞中激

活 MAPK信号通路。Cao等[7]发现在人肝脏星状细

胞 , 瘦素能够通过激活 ERK1/2 和 p38 诱导产生

TIMP- 1,造成肝细胞纤维化。此外 ,在下丘脑[8]、肝

脏[9]、脂肪细胞[10]以及人胰岛β-细胞[11]中,均发现瘦

素能够激活 MAPK信号通路而发挥生物学作用。

本研究使用体外培养的小鼠腹腔巨噬细胞研究瘦

素对炎性因子 TNF-α的影响, 发现瘦素能够激活

ERK1/2、p38 从而相应地增加 TNF-αmRNA 的表

达。我们的研究还发现,瘦素刺激不能激活 JNK信

号蛋白使之磷酸化。这一结果与一些研究者的报道

有所不同。Bouloumie 等[12]用瘦素处理人脐静脉内

皮细胞 , 研究瘦素对内皮细胞氧化应激水平的影

响, 发现瘦素可以通过增加细胞内 ROS的产生而

激活 JNK, 进而增加 AP- 1 的 DNA 结合能力和

NF-κB的活性 , 从而引起内皮细胞 MCP- 1 表达的

增加,导致动脉粥样硬化的发生。Takekoshi 等[13]发

现,瘦素可以在猪的肾上腺髓质嗜铬细胞中诱导产

生儿茶酚胺 , 这一作用是通过依赖 Ca2+的 PKC-

MAPK通路实现的。在这一过程中,瘦素通过活化

Ca2+依赖的 PKC信号通路, 使 ERK和 JNK蛋白磷

酸化,从而引起细胞内儿茶酚胺的表达增加。该研

究的结果还显示 , 瘦素不能激活 p38 蛋白 , 瘦素处

理对 p38蛋白的活性无影响。本次实验的结果与上

述研究略有不同,这种差异可能是因为所用细胞的

种属、种类不同或者细胞内信号通路本身确有差

异。以上结果说明,在哺乳动物细胞,瘦素能够激活

MAPK信号转导通路 , 从而发挥生物学功能 , 但对

于不同的细胞和蛋白 , 瘦素激活的 MAPK通路是

不同的。

动物实验表明 , TNF-α处理可使豚鼠血浆瘦

素水平升高和脂肪细胞中瘦素 mRNA表达增加[14]。

同样的结果可见于小鼠, 注射 TNF-α可使小鼠血

浆瘦素水平上升[15]。以上研究和我们本次实验结果

提示,瘦素和 TNF-α可能通过相互促进表达 ,这一

表达过程中可能存在一个正反馈通路,这一机制为

研究肥胖与炎性反应之间的关系提供了新的研究

方向。
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