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  巨噬细胞作为先天免疫系统的重要组成部分,
在清除衰老和感染细胞、机体损伤后的组织重塑中

起重要作用。巨噬细胞起源于骨髓的单核母细胞,

经分化形成血液的单核细胞, 最终迁移至组织成为

成熟的巨噬细胞, 并建立起机体单核吞噬细胞系

统[ 1]。根据周围环境细胞因子的不同,单核细胞可

被诱导分化为具有不同表型、不同功能的巨噬细胞。

经Th1细胞因子(如 IFN-C)激活的巨噬细胞被称为

经典激活的巨噬细胞, 亦称 Ñ型或 M1型巨噬细胞

(M1) ,此过程称为巨噬细胞的/经典活化( Classical

activation)0。M1 型巨噬细胞分泌一系列促炎症因

子,如 IFN-C、IL-1和 TNF-A;还可使诱生型一氧化氮

合酶( Inducible nitric oxide synthase, iNOS)表达升高,分

解精氨酸为瓜氨酸和一氧化氮(Nitric oxide,NO) ,在机

体抵御细胞内病原体的感染中起到重要作用
[ 1]
。由

Th2细胞因子(如 IL-4、IL-13、IL-10)激活的巨噬细胞

被称为替代激活的巨噬细胞,亦称Ò型或M2型巨噬

细胞(M2) ,此激活过程为/替代活化(Alternat ive activa-

tion)0。M2型巨噬细胞是一种抑制性的巨噬细胞,其
特征为精氨酸酶表达升高,高表达 CD206、清道夫受

体、C-型外源凝集素等细胞膜受体。M2型巨噬细胞

分泌的精氨酸酶Ñ( Arginase Ñ)可以与 iNOS 竞争性地

结合底物精氨酸,分解精氨酸为多胺、脯氨酸,促进细

胞分裂和胶原的形成,对炎症后期由病原微生物造成

的组织损伤进行修复和重塑[ 1-3]。作为巨噬细胞极化

的重要标志, 精氨酸酶Ñ和 iNOS 相互竞争底物精氨

酸,产生不同代谢物并对巨噬细胞的功能起着重要作

用(图1)。本文就精氨酸酶Ñ和 iNOS在巨噬细胞中表

达的分子调控作以简要综述。

1  iNOS在巨噬细胞中的表达调控

NOS是 NO合成过程中的关键酶。不同类型的

细胞存在不同类型的 NOS,通过不同的信号转导机

制产生NO。NOS 可分为两种, 即构成型 ( cNOS)和

诱导型( iNOS)。cNOS 主要分布在内皮组织和神经

系统,主要负责基础 NO 的合成, 调节各种生理功

能。其活性依赖于 Ca2+ 的存在,当细胞内 Ca2+ 浓度

升高时被激活。iNOS在多种细胞中均有表达, iNOS

不仅在免疫反应细胞如巨噬细胞和中性粒细胞中表

达,而且在多种哺乳动物细胞, 包括成纤维细胞、角

质化细胞、内皮和血管平滑肌细胞中均有表达。iN-

OS的激活不需要 Ca2+ 浓度升高, 即其是非 Ca2+ 依

赖性的。iNOS在静息细胞内不表达,当细胞受到细

胞因子或病原微生物成分如脂多糖( Lipopolysacchar-

ide, LPS) 刺激时即被诱导合成, 进而催化合成非生

理浓度的大量 NO, 产生一系列病理/应激反应。在

小鼠中, LPS、IFN-C、IL-1B、IL-6、TNF-A、IL-2、GM-CSF、

骨形态发生蛋白-6 ( Bone morphogenetic protein-6,

BMP6)、雌激素等均可诱导 iNOS 表达[ 4, 5] , 而 IL-4、

IL-8、IL-13、巨噬细胞灭活因子、表皮生长因子、转化

图 1 精氨酸在巨噬细胞中的代谢调控

Fig. 1 The regulation of arginine metabolism in macrophage
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生长因子B等抑制 NO合成。

尽管不同的诱导分子通过不同的信号通路诱导

iNOS的表达, 但总体上讲, 转录因子核因子-JB( Nu-

clear factor-JB, NF-JB)及信号转导与转录激活因子 1

( Signal transducers and activators of transcription1,

STAT1)结合并激活 iNOS的启动子区是调控 iNOS表

达的关键步骤(图 2)
[ 6]
。NF-JB家族含有 5个成员:

NF-JB1 ( p105/ p50 )、NF-JB2 ( p100/ p52 )、RelA

( p65)、RelB和 c-Rel,它们之间可以形成同源二聚体

或组合形成异源二聚体, 而 p50/ p65即为我们所说

的NF-JB。NF-JB的 p50 亚单元形成的同源二聚体

p50NF-JB可与 p50/ p65 竞争结合 DNA 从而抑制

p50/ p65的转录调控功能, p50NF-JB 还可以通过抑

制 IFN-B的产生来抑制 STAT1的激活,从而抑制巨

噬细胞向M1型活化,促进向M2型的活化[ 7]。

LPS是革兰氏阴性菌的细胞壁组分,它可以结

合蛋白脂多糖结合蛋白 ( Lipopolysaccharide binding

protein,LBP) 和 CD14, 形成 CD14-LBP-LPS 复合物。

MD-2是一种分泌蛋白, 能与 TLR4的胞外域结合增

强Toll样受体 4( Tol-l like receptor-4, TLR4)对 CD14-

LBP-LPS 复合物的敏感性。TLR4 与 CD14-LBP-LPS

复合物相互作用后, 相继激活下游分子,包括肿瘤坏

死因子受体相关因子( Tumor necrosis factor receptor-

associated factor 6, TRAF6)非依赖的干扰素调节因子

3( Interferon regulation factor 3, IRF3)和 TRAF6依赖的

TAK1结合蛋白 2 ( TAK1-binding protein 2, TAB2)-

TAK1信号通路, TAK1活化后可磷酸化 IKK, 进而磷

酸化 I-JB释放转录因子 NF-JB。NF-JB 从细胞质进

入细胞核后,作用在 iNOS基因5c端的 JB元件上,启

动 iNOS的转录(图 2) [ 8, 9]。

IRF-3 可启动 IFN-A/ B的表达, IFN-A/ B以自分

泌的方式持续激活 STAT1[ 7]。同时, IRF3 以非

MyD88依赖的方式诱导保护性的 IL-10和趋化因子,

减缓炎症损伤[ 10]。IFN-C可作用于 IFNR1 和 IFNR2

形成的受体复合物, 激活 JAK-STAT1通路。激活的

STAT1入核后, 一方面直接与 iNOS 启动子区的

STAT-1的结合位点 GAS区结合,启动 iNOS 的转录,

诱导 iNOS的表达。实验表明在小鼠 RAW264. 7细

胞系中这种结合对于 IFN-C和 LPS诱导的 iNOS 最

大化表达是必需的[ 11] ; 另一方面激活的 STAT1可调

控 IRF1的合成。iNOS启动子区含有 IRF-1的结合

位点 IRF-E。在 RAW264. 7 细胞系中, IFN-C与 LPS

共同诱导 iNOS 的表达过程需要 IRF-1与 iNOS启动

子区的 IRF-E 序列结合[ 12]。在 IRF-1- / - 小鼠中,

LPS/ IFN-C刺激的巨噬细胞内 NO产量很低, 且几乎

检测不到 iNOS 的 mRNA 表达
[ 13]
。此外, IRF-1还可

与NF-JB相互作用, 改变 iNOS 启动子的结构,因此

IFN-C可协助LPS来刺激 iNOS基因mRNA的转录[ 8]。

图 2 iNOS在巨噬细胞中的表达调控网络

Fig. 2  The regulation networks of iNOS expression in macrophage

Note: y . Direct interaction; oP. Phosphorylation; . Gene; ) y . Indirect interaction.
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LPS/ IFN-C使酪蛋白激酶 2( Casein kinase 2, CK2)进

入细胞核明显增多,降低 Ikaros DNA 结合活性,增强

iNOS的表达[ 12]。

除了NF-JB、IRF-1和 STAT-1外, iNOS 的启动子

区序列分析显示 iNOS的启动子区还可结合多种转

录因子, 如激活蛋白-1 ( Activating protein-1, AP-1)、

CCAAT 区/增强子结合蛋白( CCAAT-enhancer binding

protein, C/ EBP)、环腺苷酸应答元件结合蛋白( cAMP-

responsive element binding protein, CREB)、白细胞介素

6核转录因子( Nuclear factor for IL-6,NF-IL6, 又称 C/

EBPB)、八聚体结合转录因子 ( Octamer-binding tran-

scription factor-1, Oc-t 1) , 这些转录因子都参与 iNOS

的诱导表达[ 14- 16]。在小鼠巨噬细胞中,转录因子AP-

1可下调 iNOS 表达。在小鼠巨噬细胞系 J774A. 1

中,突变 iNOS上游启动子区的AP-1-like L 位点(AP-

1结合位点)可导致 LPS诱导的 iNOS 启动子活性大

幅提高[ 17]。此外, AP-1还可与 NF-JB相互作用促进

iNOS基因的转录, 核蛋白 HMGI/ Y、HMGI/ Y可增强

NF-JB和 AP-1与靶 DNA的相互作用[ 8]。在大鼠 C-

6胶质细胞中, 转录因子 CREB负调控 iNOS启动子

的活性; 转录因子 C/ EBP 可增加 iNOS 启动子的活

性
[ 18]
。Supershift实验显示, C/ EBPB和 C/ EBPD都参

与了 cAMP介导的 iNOS启动子活性的调节[ 14]。转

录因子 NF-IL6, 是 C/ EBP 家族成员之一, 可被 LPS

诱导表达
[ 19]
。NF-IL6与 iNOS启动子的结合可提高

IFN-C/ LPS刺激的 iNOS 基因转录速率[ 20]。但也有

文献报道在NF-IL6- / - 小鼠中,经 IFN-C/ LPS刺激的

巨噬细胞产生NO的水平并没有改变[ 21]。在 LPS处

理的 RAW264. 7细胞系中, iNOS 启动子区的 Oct 位

点被占据,在小鼠的巨噬细胞中 Oct对于 iNOS基因

的最大化表达是必要的, 转录因子 Oc-t 1 与 NF-JB

的直接相互作用对于 iNOS 基因的调节很重

要[ 16, 22]。在巨噬细胞中,丝裂素活化蛋白激酶磷酸

酶-1 ( Mitogen-activated protein kinase phosphatase-1,

MKP-1)可能通过上调miR-155、抑制细胞因子信号传

导抑制蛋白-1 ( Suppressor of cytokine signaling-1, SOCS-

1) 及STAT 1活性,从而下调 iNOS的表达[ 23]。热激蛋

白70同源蛋白羧基端相互作用蛋白( Carboxyl terminus

of hea-t shock cognate protein 70- interact ing protein, CHIP)

具有泛素连接酶活性,可以使巨噬细胞系 RAW264. 7

中 iNOS半衰期缩短,降低NO的产生[ 24]。

2  精氨酸酶Ñ在巨噬细胞中的表达调控

脊椎动物体内有两种精氨酸酶, 它们由不同基

因编码,都能催化精氨酸代谢为鸟氨酸和尿素。根

据精氨酸酶的亚细胞定位和组织分布的不同,精氨

酸酶可分为 Ñ和 Ò型( Arginase Ñ和 Ò)。精氨酸酶

Ñ主要位于细胞质中, 作为尿素循环中的重要组分

在肝脏中表达很高;精氨酸酶 Ò作为线粒体酶在很
多细胞中都有不同程度的表达[ 25]。在小鼠的腹腔

巨噬细胞及大鼠的腹腔巨噬细胞中, 精氨酸酶 Ñ和

Ò均有表达, 而在人的单核巨噬细胞中仅有精氨酸
酶Ò表达[ 26- 28]。在小鼠骨髓来源的巨噬细胞中,

Th2细胞因子或Th2细胞刺激可诱导精氨酸酶 Ñ表

达;而精氨酸酶Ò在巨噬细胞中为组成型表达[ 29]。

在精氨酸酶Ñ基因转录起始位点的上游区域,有
STAT 6和 c/ EBP 两个转录调控元件(图 3) [ 30]。STAT 6

和 c/ EBP 家族的 c/EBPB都能与相应的靶位点结合

从而激活精氨酸酶 Ñ基因的转录。
在静息的巨噬细胞中, 精氨酸酶 Ñ几乎没有表

达,但是在 IL-4 和 IL-13的刺激下, 精氨酸酶 Ñ的

mRNA会有 4~ 5 个数量级的提高[ 31]。IL-4作为一

种Th2细胞因子, 能够通过转录因子 STAT6来增强

精氨酸酶的活性[ 32]。IL-13具有一条和 IL-4相同的

受体链, 因此可以在肠道线虫感染中激活 STAT6,进

而替代激活巨噬细胞的精氨酸酶 Ñ基因。此外, IL-

13还可以通过环腺苷酸-蛋白激酶 A( cAMP-PKA)信

号通路、酪氨酸激酶(Tyrosine kinase)、p38丝裂原活

化 蛋 白 激 酶 ( Mitogen activated protein kinases,

p38MAPK) 信号来激活精氨酸酶 Ñ基因[ 33, 34]
。在

RAW264. 7细胞系中,使用地塞米松( Dexamethasone)

和 IFN-C可阻断 8-bromo-cAMP( cAMP 类似物)诱导

的精氨酸酶 Ñ的表达[ 33] , cAMP 对精氨酸酶 Ñ的诱

导作用是通过激活转录因子 c/ EBPB来实现的, 在

c/ EBPB缺失小鼠的腹腔巨噬细胞中,精氨酸酶Ñ不

能被 8-bromo-cAMP 诱导表达[ 35] , 8-bromo-cAMP主要

依赖 PKA-I 及组蛋白去乙酰化酶 ( Histone deacety-

lase,HDAC) 途径来激活转录因子 c/ EBPB从而上调

巨噬细胞中精氨酸酶 Ñ的表达[ 36] , 提示 PKA-I而非

PKA-II通路在 cAMP 诱导精氨酸酶 Ñ表达中的重要

作用。糖皮质激素和 LPS也可通过上调 c/ EBPB来

诱导精氨酸酶 Ñ基因的表达[ 35, 37]。同时 c/ EBPB与

STAT6之间有很强的交互作用[ 30]。PU. 1是一种在

巨噬细胞发育和生物功能中起重要作用的转录因子,

在 c/ EBPB与STAT 6相互作用中起重要的作用; STAT 6

先与 PU. 1结合, 然后再与共活化物 CBP 和 c/ EBPB

以及其他一些成分组成复合物,该复合物与 STAT 6调

控的另一个因子的产物一起可以调控精氨酸酶Ñ基因
的转录[ 31]。磷脂酰肌醇 3-激酶( Phosphat idylinosito-l 3

kinase , PI3K)-蛋白激酶B( PKB或Akt) ( PI3K-AKT)是
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图 3 精氨酸酶Ñ在巨噬细胞中的表达调控

Fig. 3  The regulation of arginase Ñ expression in macrophage

Note: y . Directinteraction; .Receptor; oP.Phosphorylation; -# . Pattern switch; STAT6 . STAT 6 bindingsite; --# . Indirect interaction; c/ EPB . c/ EBP binding site.

调控 c/ EBP 表达的重要信号通路。哺乳动物雷帕

霉素靶蛋白( Mammalian target of rapamycin, mTOR)是

PI3K/Akt 通路的下游分子, mTOR 可以通过调节

IFN-B及其他通路调节 LPS 诱导的 NO 产生[ 38]。

Pten ( Phosphatase and tensin homolog deleted on chromo-

some ten)作为 PI3K通路的一个负调控因子,可通过

抑制精氨酸酶Ñ基因的表达而在巨噬细胞介导的利

什曼病虫( Leishmania)抵抗中起重要作用[ 39]。SHIP

也是 PI3K 通路的一个负调控因子, 能够将部分

PI3K产生的第二信使 PIP3水解成PIP2,从而抑制精

氨酸酶 Ñ基因的激活[ 40]
。在 SHIP

- / -
小鼠中持续

表达 PIP3会导致M1型巨噬细胞向M2型巨噬细胞

转化[ 41]。

此外,其他一些细胞因子也可以调控精氨酸酶

Ñ的表达, 如胰岛素样生长因子 ( IGF-1)、IL-10、IL-

21、GM-CSF 等。IGF-1通过诱导精氨酸酶 Ñ基因的

表达, 能够促进寄生虫在宿主巨噬细胞体内的生

长[ 42]。氧化型低密度脂蛋白 ( Oxidized low density

lipoprotein, oxLDL)可以通过过氧化物酶体增殖物激

活受体-C( Peroxisome proliferator-activated receptor C,

PPARC)诱导精氨酸酶 Ñ基因的表达。在 PPARC缺

陷小鼠中, PPAR参与的精氨酸酶 Ñ诱导作用会被阻

断[ 43]。尽管单独使用 IL-10不能诱导精氨酸酶 Ñ的

表达上调,但如果将 IL-4与 IL-10联合使用, 可使精

氨酸酶 Ñ的表达提高 33倍,而单独使用 IL-4可使精

氨酸酶 Ñ的表达提高 6倍, 说明 IL-10与 IL-4具有

协同诱导精氨酸酶的能力[ 29]。后经证实 IL-10可通

过 STAT3通路,上调 IL-4RA的表达来增强精氨酸酶

基因的表达,进而促进M2型巨噬细胞发育[ 44]。在

体外, IL-21与 IL-21R的结合可显著增强巨噬细胞

受体 IL-4RA和 IL-13RA1的表达,增强精氨酸酶Ñ的

活性。因此, IL-21R被称为巨噬细胞替代激活过程

中重要的放大器[ 45]。GM-CSF可诱导精氨酸酶Ñ活

性的升高但不影响 NOS2的活性
[ 46]
。

NF-JB信号通路对于 iNOS的激活和M1型巨噬

细胞的诱导很重要, 但研究表明该通路对肿瘤相关

巨噬细胞(Tumor-associated macrophages, TAM)具有多

种调节作用[ 47, 48]。有文献报道在鼠纤维肉瘤中的

TAM 中, 下调 NF-JB 的活性会促进 M2 型巨噬细

胞[ 49]。但是,近期的研究发现 NF-JB也能够上调精

氨酸酶Ñ的表达。在癌症的研究中发现NF-JB可通

过上调精氨酸酶 Ñ维持肿瘤中 M2型 TAM 表型,保

持免疫抑制性。当抑制 NF-JB 信号通路时, 这些

TAM又向 M1型巨噬细胞转化
[ 50]
。在肺泡巨噬细

胞中, 抑制 NF-JB通路会阻止 LPS诱导的精氨酸酶

Ñ基因的激活[ 51]。在低氧条件下, 巨噬细胞会上调
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NF-JB的表达,而向 M2型巨噬细胞转化[ 52]。

以前认为 IFN-C抑制巨噬细胞表达精氨酸酶,

但是近来有实验表明, IFN-C预处理及含胞嘧啶-鸟

嘌呤基序( Cytosine guanine motifs)的人工合成寡核苷

酸处理引起巨噬细胞表达精氨酸酶活性明显提高,

该作用是通过 p38MAPK、细胞外信号调节激酶( Ex-

tracellular signa-l regulated kinase, ERK)通路实现的,与

c-Jun氨基末端激酶( c-Jun N-terminal kinase, JNK)通

路无关[ 53]。TLR以前认为引起巨噬细胞 NO增多,

而新近一报道发现, 细胞内病原菌可以通过非

STAT6依赖途径引起精氨酸酶 Ñ活性增加, 抑制结
核菌感染[ 54]。

3  小结

不同的细胞因子通过其特异受体可激活不同的

信号通路和转录因子, 从而决定巨噬细胞的极化方

向和功能。若巨噬细胞通过一系列信号通路活化

M1相关转录因子, 激活M1相关基因表达,则向 M1

型巨噬细胞转化。对于M1型巨噬细胞的重要标志

之一 iNOS来说, 转录因子NF-JB及STAT1结合并激

活 iNOS的启动子区是调控其表达的关键步骤。若

巨噬细胞通过一系列信号通路激活了 M2相关的转

录因子表达,则向M2型巨噬细胞活化, 而其重要的

标志之一精氨酸酶 Ñ则主要受 STAT6和 c/ EBPB调

控。有一点需要重视,有些通路可能对 iNOS和精氨

酸酶 Ñ的表达同时具有调节作用。对 iNOS 和精氨

酸酶 Ñ表达分子调控的深入认识必将为我们有效调

控巨噬细胞亚型定向分化提供重要理论依据。
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