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血管紧张素 Ⅱ一血管紧张素 11 1型 

受体途径在巨噬细胞生成 

促炎因子中的作用 

郭峰 陈旭林 王飞 

· 烧 伤 感 染 与 免 疫 · 

【摘要】 目的 了解血管紧张素 Ⅱ(AnglI)一血管紧张素 Ⅱ1型受体(AT1R)途径在介导巨噬细 

胞促炎因子产生中的作用和初步机制。 方法 采用随机数字表法，将体外培养的小鼠单核巨噬细 

胞株 RAW 264．7分为 4组，每组 3个培养皿，均采用含体积分数 10％FBS的 DMEM培养液培养。 

(1)空白对照组：常规培养 6 h，不加任何刺激 因素。(2)ZD7155组：预先用含 38 I~mol／L特异性 

AT1R拮抗剂 ZD7155的培养液作用细胞 1 h，换液后培养 6 h。(3)AnglI组：用含 0．01~mol／L AngⅡ 

的培养液培养 6 h。(4)ZD7155+AngII组：先用含 38 txmol／L ZD7155的培养液处理 1 h，再改用含 

0．01 trmol／L AngII的培养液作用6 h。ELISA法检测各组细胞培养上清液中 TNF— 和 IL一113含量 ， 

RT—PCR法检测细胞 TNF- 和 IL一1B mRNA表达，凝胶电泳迁移率变化分析法检测细胞 NF—KB和激 

活蛋 白1(AP一1)活性。对数据行单因素方差分析。 结果 (1)AngⅡ组细胞培养上清液中 TNF—ol、 

IL一1B含量分别为(119±14)、(105±17)Pg／mL，均显著高于空白对照组 [(24±11)、(24±6)pg／mL， 

F值分别为 1．62、8．03，P值均小于0．O1]、ZD7155组[(22-4-11)、(25±8)pg／mL，F值分别为 1．62、 

4．52，P值均小于0．O1]以及 ZD7155+AngII组[(45±13)、(62±l1)pg／mL，F值分别为 1．16、2．29， 

P<0．05或 P<0．01]。(2)AngⅡ组细胞 TNF—o【和 IL一1B mRNA表达水平均显著高于空 白对照组 

(F值分别为 7．59、3．38，P<0．05或 P <0．O1)、ZD7155组(F值分别为 10．66、2．24，P值均小于 

0．05)和 ZD7155+AnglI组(F值分别为 5．10、5．09，P值均小于 0．O1)。(3)Ang 1I组细胞内转录因 

子 NF—KB和 AP一1活性分别为 69 027±2502、36 752±2055，均显著高于空白对照组(45 709-4-1203、 

20 325±2695，F值分别为4．32、1．72，P值均小于 0．01)、ZD7155组(46 303±1897、21 951±2517， 

F值分别为 1．74、1．50，P值均小于 0．01)和 ZD7155+AngII组 (38 271±690、22 365±3797，F值分 

别为 13．13、3．41，P值均小于0．01)。 结论 AngII与 AT1R结合可以介导巨噬细胞内转录因子 

NF—KB和 AP一1活化，从而促进 TNF—d和 IL一1B的产生及释放。 
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【Abstract】 Objective To investigate the role of angiotensin II(Ang II)一angiotensin II type 1 re— 

ceptor(AT1 R)pathway in the production of proinflammatory cytokines in macrophage，and to analyze its 

mechanisms． M ethods RAW 264．7 macrophages were cultured in vitro in DMEM nutrient medium con— 

raining 10％ FBS，and then they were divided into control group(ordinary culture for 6 hours without any 

stimulation)，ZD7155 group(pretreated with 38 wmol／L AT1R—specific inhibitor ZD7155 f0r 1 hour，then 

cuhured with flesh nutrient solution for 6 hours)，Ang II group(cuhured with 0．01~mol／L Ang II for 6 

hours)，and ZD7155+Ang II group (pretreated with 38 i~moL／L AT1R—specific inhibitor ZD7155 f0r 1 

hour，then cultured with 0．O1 i~mol／L AngⅡfor 6 hours)according to the random number table．Contents 

of TNF—ot and IL-1 p in the supernatant were measured by ELISA．Expressions of TNF—ol mRNA and IL一1 B 

mRNA were determined by RT—PCR．Activity of NF—KB and AP—1 were examined by electrophoretic mobility 
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shift assay．Data were processed with one—way analysis of variance． Results Compared with those in Ang 

II group[(119-4-14)，(105±17)pg／mL，respectively]，the levels of TNF一0I and IL一1B in the superna— 

tant in control group[(24±11)，(24±6)pg／mL，with F value respectively 1．62，8．03，P values all be— 

low 0．01]，ZD7155 group[(22±11)，(25 4-8)pg／mL，with F value respectively 1．62，4．52，P values 

all below 0．01]，and ZD7155+AngⅡgroup[(45 4-13)，(62±11)PS／mL，with F value respectively 

1．16，2．29，P <0．05 or P <0．01]were alJ obviously decreased．The expressions of TNF—d mRNA and 

IL一1 B mRNA，and activity of NF—KB and AP一1 showed the similar changes as above：(1)The levcls of 

TNF—d mRNA and IL一1 B mRNA in Ang 1 group were all higher than those in control group(with F value 

respectively 7．59，3．38，P <0．05 orP <0．01)，ZD7155 group(with F value respectively 10．66，2．24， 

P values all below 0．05)，and ZD7155+Ang 1I group(with F value respectively 5．10，5．09，P values all 

below 0．01)．(2)Activity of NF—KB and AP一1 was respectively 69 027±2502，36 752±2055 in Ang II 

group，all higher than those in control group (45 709±1203，20 325 4-2695，with F value respectively 

4．32，1．72，P values all below 0．01)，ZD7155 group(46 303±1897，21 951 4-2517，with F value re— 

spectively 1．74，1．50，P values all below 0．01)，and ZD7155+Ang II group(38 271 4-690，22 365± 

3797，with F value respectively 13．13，3．41，P values all below 0．01)． Conclusions Ang II can medi— 

ate activation of transcription factor NF—KB and AP一1 via combination of AT1 R，thereby contributing to the 

production and release of proinf1ammatory cytokines TNF— and IL一1 B in macrophage． 

【Key words】 AngiotensinⅡ； Receptor，angiotensin，type 1； Macrophages； Proinflammatory 
cytokine 

血管紧张素1I(Ang II)是肾素一血管紧张素系统 

(RAS)主要生物活性成分，在血管张力和细胞生长 、 

迁移、凋亡以及炎症反应中发挥重要作用⋯。在许 

多急性病理状态下 ，循环系统和局部组织 的 Ang I1 

水平明显增高，RAS在介导肾脏、心脏和肺脏等组 

织器官炎症反应中起着关键性作用 。 。近年来研 

究显示，Ang 1I与细胞表面的血管紧张素 11 1型受体 

(angiotensin II type 1 receptor，ATIR)结合后，调节 

细胞因子 、化学趋化因子和黏 附分子等炎症介质 的 

表达，参与一些炎症相关疾病的发生和发展 。本 

研究中，笔者观察 Ang II—AT1R途径在介导巨噬细 

胞促炎因子产生和释放中的作用及初步机制。 

1 材料与方法 

1．1 细胞培养 

RAW 264．7小鼠单核巨噬细胞株由中国科学 

院上海生物化学 与细胞 生物学研 究所 

细胞库提供。将细胞接种于直径 9 Cm 

培养皿 中，采 用 DMEM 培 养液 (法 国 

Biowest公 司，此处及后 续所用 DMEM 

培养液均含体积分数 10％FBS，以下简 

称培养液)，置于 37℃、体积分数 5％ 

CO，培养箱中培养。细胞生长达 80％ 

融合时用于实验。 

1．2 实验分组 

89 

性 AT1 R拮抗剂 ZD7155(美 国 Tocris公司 )的培养 

液作用细胞 1 h，再更换为新鲜培养液培养 6 h；(3) 

Ang 1I组：用含 0．01~xmol／L Ang 11(美国 Sigma公司) 

的培养液培养细胞6 h；(4)ZD7155+Ang1I组：预先 

用含 38 p~mol／L ZD7155的培养液培养细胞 1 h，再 

改用含 0．01 p~mol／L Ang II的培养液作用 6 h。处理 

结束后，分别收集各组细胞及其培养上清液待检。 

1．3 培养上清液中TNF—oL和 IL一1 B含量测定 

采用 ELISA法检测 ，试剂盒购 自上海天齐生物 

科技有限公司，按照说明书操作。 

1．4 细胞中 TNF一 和 IL一1B mRNA表达的检测 

按表 1合成 TNF．ot、IL一1B和 GAPD特异性片段 

扩增的寡核苷酸引物。采用美 国 Invitrogen公 司的 

Trizol试剂盒提取细胞总 RNA，按美国 Promega公司 

RT—PCR试剂盒说明书操作，扩增反应条件见表 1。 

测定结果用灰度值表示。 

表 1 引物和反应条件 

按照随机数字表 法 ，将 RAW 264．7细胞 分为 

4个实验组 ，每组 3皿。(1)空 白对照组 ：用培养液 

培养 6 h；(2)ZD7155组 ：预先用含 38~mol／L特异 

1．5 细胞内NF—KB和激活蛋白1(AP一1)活性检测 

采用凝胶电泳迁移率变化分析 (EMSA)法测 

定 。Gel Shift Assay试剂 盒购 自美国 Promega公 司， 

按照说明书进行操作 ，最后用计算机对 自显影条带 

进行灰度扫描，结果用灰度值表示。 
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子的产生，参与炎症反应的发生和发展。炎症介质 

过度表达是炎症失控的主要原因。因此，AngⅡ在 

炎症性损伤中的作用近年来备受关注。 

促炎因子 TNF一 和 IL一1 B在细胞因子网络中起 

着重要作用 ，是激活细胞级联反应 的主要介质。在 

脓毒症、急性胰腺炎和缺血再灌注损伤等动物模型 

中，血清 TNF一仪和IL．1B含量明显升高，且与病情严 

重程度 和预后 有关 。在 本实 验 中笔者 观 察 到， 

RAW 264．7细胞经 Ang11单独刺激后，培养上清液 

中 TNF． 、IL一1 p含量及细胞内 TNF-oL、IL一1 p mRNA 

表达水平均明显增加 ，表明 Ang II可诱导 巨噬细胞 

促炎因子 TNF- 和 IL一1 B的产生和释放 。 

在许多炎症病理状态(如脓毒症)下，循环系统 

和局部组织中 AngⅡ水平均明显增高 ，而 AngⅡ 

可反过来介导炎症因子的产生和释放，促进炎症反 

应发生和发展。因此，炎症反应与 AngⅡ可相互促 

进 ，形成恶性循环 ，导致炎症反应失控。提示 AngⅡ 

可能是炎症反应复杂 网络中的一个重要组成部分。 

然而，Ang lI必须与其相应受体结合后才能发挥生 

物学效应。研究表明，Ang 11与其 1型和2型受体结 

合后的信号转导机制不同，介导的生物学效应迥异。 

为进一步探讨 Ang 11激活炎症的受体信号转导机 

制，笔者采用特异性 AT1R拮抗剂 ZD7155进行干 

预。结果显示，预先加入 ZD7155作用后再用 AngⅡ 

刺激，巨噬细胞培养上清液中TNF— 和 IL一1B含量 

较单独用 Ang 11刺激后明显下降，细胞内TNF一 和 

IL一1B的 mRNA表达被明显抑制，表明 AT1R参与 

了 AngⅡ诱导巨噬细胞产生 和释放 TNF一 及 IL一1B 

的效应 。这为采用 AT1R拮抗剂治疗炎症相关性疾 

病提供了实验依据。 

NF—KB是 由Rel／NF．KB家族的多肽成员组成的 

真核 细胞核 转录因子。当细胞受到 NF—KB的诱导 

剂刺激，细胞质中的 ．cB抑制蛋白(IKB)激酶被激 

活，IKBc~被泛素化和降解，胞质内游离的 NF—KB移 

位至胞核 ，与细胞 因子 TNF一仅和 IL一1B靶基 因中启 

动子区域 的 NF—KB结合位点“GGGRNNYYCC”相结 

合，启动靶基 因转录 ，从而生成 TNF一仅和 IL一1B 

的mRNA。AP一1属碱性亮氨酸拉链转录因子，是调 

控 TNF—oL和 IL一1 8产 生 的另一 重要 转 录 因子 ，在 

TNF一0l和 IL一1B基因的启动子区存在 AP一1结合位 

占[引 
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本研究 中，AngⅡ刺 激导致 巨噬细胞 NF．KB和 

AP-1活性 明显增加 ，AT1R拮抗剂 ZD7155对 此有 

显著抑制作 用。这一结果 表明 ，AngⅡ通过 活化 巨 

噬细胞 内转录 因子 NF—KB和 AP一1，促进 TNF．仅和 

IL一1 B的产 生和 释放 ，这一 促 炎作 用 主 要是 通 过 

AT1R介导的。但是，参与该活化效应的胞质蛋 白 

尚不清楚，Ang II和其他炎症介质的细胞内信号转 

导通路之间是否存在交叉效应，仍需进一步研究。 
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应用可释放一氧化氮的纳米微粒治疗创面鲍氏不动杆菌感染 

临床分离的鲍氏不动杆菌菌株常对多种抗菌药物耐药，给治疗带来极大困难。作者应用可释放一氧化氮的纳米微粒 

(NO—np)治疗小鼠创面鲍氏不动杆菌感染，结果观察到 NO—np能够减轻化脓性炎症，减少微生物与胶原蛋白降解，显著加快鲍 

氏不动杆菌感染创面的愈合。此外 ，NO—np还改变了局部的细胞因子环境。实验证明 NO—np能够治疗创面鲍氏不动杆菌感 

染，是一种方便、疗效确切的创面外用药。 

唐佳俊，编译 自《Virulence))，2010，1(2)：62—67；郇京宁，审校 
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