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Chrm3 通过 MAPK / ERK 途径调节 LPS 诱导的
Lbp- / - 小鼠腹腔巨噬细胞炎症

陈志达1,付　 彬1∗,李思迪1,2,刘　 赛1,郭中坤1,张　 悦1,王可洲1∗

(1.山东第一医科大学(山东省医学科学院)实验动物学院(省实验动物中心),济南　 250117;
2.济南朋悦实验动物繁育有限公司,济南　 250000)

　 　 【摘要】 　 目的　 基于 LBP 敲除小鼠(Lbp- / - 小鼠)探讨 LBP 缺失后 Chrm3 在 LPS 诱导的腹腔巨噬细胞

炎症中的作用。 方法　 提取 WT 型、Lbp- / -型小鼠腹腔巨噬细胞,构建 LPS 诱导的腹腔巨噬细胞炎症模型。 分

别采取加入抑制剂 4-damp、转染 siRNA 两种方法抑制 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞中 Chrm3 的表达;通过转染慢

病毒的方法使 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞中的 Chrm3 过表达;抑制剂法将细胞分为对照组 A、LPS 组 A、抑制剂

组,转染 siRNA 法将细胞分为对照组 B、LPS 组 B、si-NC 组、si-Chrm3 组,过表达法将细胞分为对照组 C、LPS 组

C、阴性对照组、过表达组。 本研究以 WT 型、Lbp- / -型小鼠腹腔巨噬细胞为研究对象利用 Western
 

blot 方法验

证 Chrm3 在 LPS 刺激下的变化情况,采用 CCK-8、RT-PCR、Western
 

blot 等实验方法探讨 4-damp、si-Chrm3 及过

表达慢病毒对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的存活率及炎症的影响。 结果　 在 LPS 刺激下 Lbp- / -小鼠的腹腔巨噬

细胞 Chrm3 蛋白表达显著升高(P<0. 001),而野生型变化并不明显;抑制剂组及 si-Chrm3 组的细胞存活率显

著升高(P<0. 05,P<0. 01)、过表达组细胞存活率显著下降(P< 0. 01);抑制剂组及 si-Chrm3 组的 TNF-α、IL-
1β、IL-6 炎症因子表达情况显著降低(P<0. 01,P<0. 001),与细胞损伤及炎症相关的蛋白 p-ERK 的表达量也

显著降低(P<0. 01,P<0. 001),而过表达组则与之相反,其炎症因子(P<0. 001)和 p-ERK 蛋白的磷酸化水平

显著升高(P<0. 001)。 结论　 LPS 刺激 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞后 Chrm3 的表达上调、炎症因子表达上调,使
用 4-damp 与 si-Chrm3 特异性降低 Chrm3 表达后使 LPS 导致的相关的 Lbp- / - 小鼠细胞炎症因子明显下降,使
用过表达慢病毒上调 Chrm3 后使相关炎症因子显著升高。 由此可验证敲除 LBP 后 Chrm3 调控 LPS 诱导的炎

症反应。
【关键词】 　 毒蕈碱受体;Lbp- / -小鼠;腹腔巨噬细胞;4-damp;干扰 RNA;过表达;MAPK 信号通路
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　 　 【Abstract】 　
 

Objective　 To
 

investigate
 

the
 

role
 

of
 

cholinergic
 

receptor
 

muscarinic
 

3
 

( Chrm3)
 

in
 

regulating
 

lipopolysaccharide
 

( LPS)-induced
 

inflammation
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

in
 

lipopolysaccharide
 

binding
 

protein
 

(LBP)-knockout
 

(Lbp- / - )
 

mice.
 

Methods　 Peritoneal
 

macrophages
 

were
 

isolated
 

from
 

wild-type
 

and
 

Lbp- / -
 

mice
 

to
 

establish
 

an
 

LPS-induced
 

inflammation
 

model.
 

Chrm3
 

expression
 

in
 

Lbp- / -
 

mouse
 

peritoneal
 

macrophages
 

was
 

inhibited
 

by
 

1,1-dimethyl-4-diphenylacetoxypiperidinium
 

iodide
 

(4-damp)
 

and
 

small
 

interfering
 

(siRNA)
 

and
 

Chrm3
 

overexpression
 

was
 

achieved
 

by
 

lentivirus
 

transfection.
 

For
 

4-damp
 

inhibition,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

and
 

inhibitor
 

groups,
 

and
 

for
 

siRNA
 

transfection,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

si-normal
 

control
 

group,
 

and
 

si-Chrm3
 

groups.
 

For
 

overexpression,
 

cells
 

were
 

divided
 

into
 

control,
 

LPS,
 

negative
 

control,
 

and
 

overexpression
 

groups.
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

in
 

response
 

to
 

LPS
 

stimulation
 

were
 

verified
 

by
 

Western
 

blot.
 

The
 

effects
 

of
 

4-damp,
 

si-
Chrm3,

 

and
 

lentivirus
 

on
 

cell
 

inflammation
 

and
 

survival
 

were
 

confirmed
 

by
 

Cell
 

Counting
 

Kit-8,
 

quantitative
 

polymerase
 

chain
 

reaction,
 

and
 

Western
 

blot
 

assays.
 

Results　 Chrm3
 

protein
 

expression
 

was
 

significantly
 

elevated
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages
 

post-LPS
 

stimulation
 

(P<0. 001),
 

whereas
 

there
 

was
 

no
 

notable
 

change
 

in
 

wild-type
 

cells.
 

The
 

cell
 

survival
 

rate
 

was
 

significantly
 

increased
 

in
 

the
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

groups
 

(P<0. 05,
 

P<0. 01),
 

and
 

cell
 

survival
 

was
 

significantly
 

reduced
 

in
 

the
 

overexpression
 

group
 

(P< 0. 01).
 

Furthermore,
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

significantly
 

reduced
 

expression
 

levels
 

of
 

the
 

inflammatory
 

factors
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

(TNF)-α,
 

interleukin
 

(IL)-
1β,

 

IL-6
 

(P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

and
 

phospho-extracellular
 

signal-regulated
 

kinase
 

(p-ERK)
 

(P<0. 01,
 

P<0. 001),
 

which
 

are
 

associated
 

with
 

cell
 

damage
 

and
 

inflammation.
 

In
 

contrast,
 

TNF-α,
 

IL-1β,
 

IL-6
 

(P<0. 001),
 

and
 

p-ERK
 

protein
 

( P < 0. 001 )
 

were
 

significantly
 

elevated
 

in
 

the
 

overexpression
 

group.
 

Conclusions 　 LPS
 

stimulation
 

upregulated
 

the
 

expression
 

of
 

Chrm3
 

and
 

proinflammatory
 

cytokines
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages.
 

Specific
 

downregulation
 

of
 

Chrm3
 

by
 

4-damp
 

and
 

si-Chrm3
 

significantly
 

decreased
 

LPS-induced
 

proinflammatory
 

cytokines
 

in
 

Lbp- / -
 

peritoneal
 

macrophages,
 

while
 

upregulation
 

of
 

Chrm3
 

using
 

overexpressing
 

lentivirus
 

significantly
 

elevated
 

the
 

expression
 

of
 

related
 

inflammatory
 

factors.
 

Chrm3
 

is
 

implicated
 

in
 

the
 

regulation
 

of
 

the
 

LPS-induced
 

inflammation
 

response
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
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　 　 脂多糖( lipopolysaccharide,LPS)作为内毒素

中的毒性成分,主要存在于革兰氏阴性菌( gram-
negative

 

bacteria,GNB)的细胞外膜中。 当革兰氏

阴性菌死亡并裂解时,LPS 会从细胞外膜释放出

来[1] ,LPS 一旦进入机体内,就可能引发全身性的

炎症反应。 LPS 进入机体后主要通过与脂多糖结

合蛋白(lipopolysaccharide-binding
 

protein,LBP)结
合来发挥作用[2] 。 LBP 作为一种急性反应期蛋

白,主要功能是结合细菌内毒素 LPS[3] 。 它能够

将 LPS 转运至细胞表面的 CD14 受体,形成 LPS-
LBP-CD14 三元复合体,从而激活炎症反应[4] 。
巨噬细胞是一种多功能免疫细胞[5] ,主要负责清

除入侵的病原体和死亡细胞[6] 。 活化的巨噬细

胞通过触发不同的信号通路。 当巨噬细胞被激

活时,它们可以表达表面识别受体,如 Toll 样受体

TLR2 / TLR4,触发信号通路,如丝裂原激活蛋白

激酶(mitogen
 

activated
 

protein
 

kinases,
 

MAPK)和

促炎细胞因子(如白细胞介素 IL-6、IL-1β 和肿瘤

坏死因子 TNF-α) [7] ,从而有效地降低疾病的严

重程度。
有研究表明敲除 LBP 基因可改善由 LPS 刺

激所导致的细胞损伤[8] ,在前期研究中,我们以

Lbp- / -小鼠原代肝细胞为模型,揭示了血管紧张素

Ⅱ受体 1a 型 ( angiotensin
 

Ⅱ
 

receptor
 

type
 

1a,
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Αgtr1a ) 和 肾 上 腺 素 受 体 α1A 型 受 体

(adrenoceptor
 

alpha
 

1a,Αdra1a)在 LPS 诱导的炎

症信号传递中发挥着关键作用。 然而通过抑制

剂与 siRNA 特异性抑制它们的表达后,LPS 引发

的炎症反应仅被部分阻断,且肝细胞损伤的缓解

程度仍有限[9-10] ,这提示在 LBP 基因缺失的背景

下,LPS 的炎症信号可能通过其他未知途径传递。
基于此,本研究旨在进一步探索 Lbp- / - 小鼠体内

潜在的代偿性炎症信号传递机制,以期深入阐明

LPS 致病过程中的分子调控网络,并为临床治疗

内毒素血症及相关重症炎症反应提供新型干预

靶点和理论依据。
胆碱能受体毒蕈碱 3 ( cholinergic

 

receptor
 

muscarinic
 

3,Chrm3)是 G 蛋白偶联受体家族的一

员,可以选择性地结合 Gq 蛋白并激活 Gq-PLC-
DAG / IP3 信号传导途径以释放 Ca2+ 。 其还可以

将 MAPK 信号通路激活。 有研究表明发现,阻断

M3R 可以抑制炎症因子、增强抗肿瘤免疫反应从

而减少肿瘤的生长,改善对癌症的免疫反应[11] 。
此外许多研究也观察到通过毒蕈碱受体给药可

以减轻体内炎症,这也表明毒蕈碱受体具有促炎

作用[12-13] 。 本文通过抑制剂 4-damp、si-Chrm3 特

异性降低 Chrm3 的表达,有效地降低了 LPS 引起

的细胞炎症,并通过过表达慢病毒反向验证了

Chrm3 在 LPS 诱导细胞炎症中的作用,为 LPS 所

致的炎症提供新靶点和新机制。

1　 材料和方法

1. 1　 实验动物

　 　 选取济南朋悦实验动物繁育有限公司构建

保存[14]的 20 只 SPF 级 Lbp- / -雌性 6 周龄、体质量

20~ 22
 

g 的小鼠,5 只 SPF 级 C57BL / 6J 雌性 6 周

龄、体质量 20 ~ 22
 

g 的小鼠[ SCXK ( 鲁) 2023 -
0002],实验用鼠饲养于山东第一医科大学实验

动物学院[ SYXK(鲁) 2023-0012],光照 / 黑暗循

环 12
 

h / 12
 

h、温度 22~ 25
 

℃ 、湿度 55% ~ 60%,实
验经 山 东 省 实 验 动 物 中 心 伦 理 审 批 通 过

(LS002024056),实验小鼠的使用遵循 3R 原则。
1. 2　 主要试剂与仪器

 

　 　 硫代乙醇酸钠(上海生工生物工程有限公

司,367-51-1);LPS(美国 Sigma-Aldrich,L5418);
4-damp(美国 MCE;HY-100958);干扰 RNA(北京

擎科生物公司合成); LipofectamineTM
 

RNAiMAX
转染试剂(美国 Invitrogen,13778-150);RNA 提取

试剂盒(美国 Omega,R6934-02);逆转录试剂盒

(日本 TaKaRa,RR047A);蛋白酶抑制剂混合液

(上海雅酶生物医药科技有限公司,GRF101);磷
酸酶抑制剂混合液(上海雅酶生物医药科技有限

公司,GRF102);高效 RIPA 组织 / 细胞快速裂解

液(上海雅酶生物医药科技有限公司,PC101);
BCA 蛋白浓度测定试剂盒(上海雅酶生物医药科

技有限公司,ZJ102);Chrm3、β-actin、ERK1 / 2、p-
ERK ( 中 国 Cohensionn, CQA4080、 CPA9066、
CPA1944、CPA4924);山羊抗兔二抗(上海雅酶生

物医药科技有限公司,LF102)。 倒置显微镜(德

国 ZEISS,型号:382011386);细胞培养箱( 德国

Thermo,型号:i160);Light
 

Cycle
 

480Ⅱ实时荧光

定量 PCR 仪(德国 Thermo,型号:Light
 

Cycle
 

480
Ⅱ);超高灵敏度化学发光成像系统(美国 Bio-
Rad,型号:BR17952);蛋白电泳印迹系统(美国

Bio-Rad,型号:Mini
 

protean);高通量三通道读板

仪(美国 Spectra
 

Max,型号:i3x)。
1. 3　 实验方法

 

1. 3. 1　 腹腔巨噬细胞的提取

参照文献[15]的方法提取腹腔巨噬细胞,对小

鼠腹腔注射 0. 1
 

mL 的 3%巯基乙醇酸钠溶液,3
 

d
后处死小鼠然后在 75%乙醇中浸泡 3

 

min。 取出,
以掌心抓持小鼠颈背部皮肤,使其呈头高位直立

姿势,于胸骨右外侧约 0. 5
 

cm 处(避开肝区域),
以 30°进针角度将注射器针尖斜面朝向腹侧缓慢

刺入,感知针尖突破横膈膜阻力后匀速推注 10
 

mL 的生理盐水,拔针后立即以指腹沿小鼠腹部

顺时针环形按摩 3
 

min。 将小鼠固定于仰卧位,无
菌条件下,用镊子微微提起腹膜,用注射器小心

吸出腹腔内液体,可回收约 9
 

mL 的灌洗液。 用

2000
 

r / min 离心 10
 

min,弃上清液,重悬,细胞

计数。
1. 3. 2　 细胞分组

抑制剂法将细胞分为对照组 Α(空白对照)、
LPS 组 Α( LPS 处理 12

 

h)、抑制剂组(4-damp 干

预
 

30
 

min 后加入 LPS 共同孵育 12
 

h); 转染

siRNA 法将细胞分为对照组 Β(空白对照)、LPS
组 Β(LPS 暴露 12

 

h)、si-NC 组( si-NC 转染 12
 

h
后再加入 LPS 孵育 12

 

h)、si-Chrm3 组( si-Chrm3
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敲低 12
 

h 后再加入 LPS 处理 12
 

h);过表达法将

细胞分为对照组 C(空白对照)、LPS 组 C(LPS 暴

露 12
 

h)、阴性对照组(转染 Lentivirus( ZsGreen-
Puro) / CMV-NC

 

12
 

h 后再加入 LPS 处理 12
 

h)、
过表达组(转染 Lentivirus ( ZsGreen-Puro) / CMV-
Chrm3

 

12
 

h 后再加入 LPS 共同孵育 12
 

h)。 WT
型小鼠腹腔巨噬细胞则只分为对照组(空白对

照)和 LPS 组(LPS 处理 12
 

h)。
1. 3. 3　 LPS 处理构建细胞炎症模型

 

将提取的巨噬细胞按 80%细胞密度铺板,培
养过夜贴壁后加入 LPS 使其终浓度为 1

 

μg / mL,
刺激 12

 

h 后再做后续实验。
1. 3. 4　 抑制剂 4-damp 处理巨噬细胞

将腹腔来源的巨噬细胞按上述密度接种于

十二孔板,向抑制剂 4-damp 组中加入 5
 

nmol / L
的 4-damp,孵育 1

 

h 后加入 LPS 至 1
 

μg / mL 并共

处理 12
 

h,收集样本备用。

表 1　 引物序列
Table

 

1　 Primer
 

sequences
基因
Gene

正向引物(5’-3’)
Forward

 

primer(5’-3’)
反向引物(5’-3’)

Reverse
 

primer
 

(5’-3’)

Chrm3 CCTCGCCTTTGTTTCCCAAC TTGAGGAGAAATTCCCAGAGGT

β-actin GGCTGTATTCCCCTCCATCG CCAGTTGGTAACAATGCCATGT

IL-6 TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC TTGGTCCTTAGCCACTCCTTC

IL-1β GCAACTGTTCCTGAACTCAACT ATCTTTTGGGGTCCGTCAACT

TNF-α CCCTCACACTCAGATCATCTTCT GCTACGACGTGGGCTACAG

1. 3. 5　 干扰 RNA 转染
 

在巨噬细胞的 si-NC 组和 si-Chrm3 组分别转

染 50
 

nmol / L 的 siRNA 复合物,经过 12
 

h 转染后,
将 LPS 加入其中,刺激 12

 

h 后,收集细胞,备用,
si-Chrm3 的序列为 GGATCTATAAGGAAACTGA,
正向 为: 5 ’-GGAUCUAUAAGGAAACUGA ( dT )
( dT )-3 ’; 反 向 为: 5 ’-UCAGUUUCCUUAUAG

 

AUCC(dT)(dT)-3’。
1. 3. 6　 慢病毒过表达

取完全贴壁后的腹腔巨噬细胞,根据病毒感

染复数( MOI = 5) 在阴性对照组(转染 Lentivirus
(ZsGreen-Puro ) / CMV-NC ) 和 过 表 达 组 ( 转 染

Lentivirus( ZsGreen-Puro) / CMV-Chrm3)中加入适

量病毒进行转染,转染 12
 

h 后,进行换液,然后继

续培养 12
 

h,之后加入 LPS 进行刺激,12
 

h 后收

集细胞,备用。
1. 3. 7　 实时荧光定量 PCR(RT-PCR)

RT-PCR 对 Chrm3、β-actin、IL-1β、IL-6、TNF-
α

 

的 mRNA 表达水平进行检测。 采用 TRIzol 试

剂裂解巨噬细胞,氯仿-异丙醇法分离总 RNA 并

测定浓度,之后按照逆转录试剂盒合成 cDNA,然
后以 cDNA 为模板通过 SYBR 构建反应体系并进

行扩增,反应结束后进行熔解曲线分析,验证扩

增特异性,将 β-actin 作为内参,最后采用 2-ΔΔCt 法

对数据进行相对表达量分析(表 1)。
1. 3. 8　 CCK-8 检测细胞存活率

 

在 96 孔板中接种细胞(6×103 / 孔),每组设 3
个平行复孔,常规培养条件(37

 

℃ ,5%
 

CO2 )下进

行干预处理(抑制剂、干扰 RNA 及慢病毒过表

达),往 LPS 各组细胞中加入 1
 

μg / mL 的 LPS 刺

激 12
 

h。 之后向每孔加入 10
 

μL
 

CCK-8 试剂,充
分混合后继续于培养箱中避光孵育 3

 

h,随后用酶

标仪测定 450
 

nm 处吸光度(OD 值),设置标准曲

线,计算细胞存活率。
1. 3. 9　 Western

 

blot 检测相关蛋白的表达情况
 

用含 1%蛋白酶抑制剂及磷酸酶抑制剂的

RIPA
 

裂解缓冲液在冰上裂解细胞 20
 

min,用

BCA 蛋白浓度定量试剂盒检测蛋白浓度。 取约

10
 

μg 的蛋白样品进行十二烷基硫酸钠聚丙烯酰

胺凝胶电泳( SDS-PAGE),然后半干转法将蛋白

转移到聚偏二氟乙烯(PVDF)膜上。 用无蛋白快

速封闭液在 37
 

℃ 封闭 PVDF 膜 15
 

min,1×TBST
清洗 3 遍 后 将 一 抗 β-actin ( 1 ∶ 2000 ~ 1 ∶
10

 

000)、Chrm3(1 ∶ 500 ~ 1 ∶ 2000)、ERK、p-ERK
(1 ∶ 750)与 PVDF 膜一起在 4

 

℃ 条件下孵育过

夜,1×TBST 清洗 3 遍,每次 10
 

min;HRP 标记兔

源二抗(1 ∶ 2000~ 1 ∶ 10
 

000)于 37
 

℃ 孵育 1. 5 ~
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2
 

h,1×TBST 清洗 3 遍后滴加 ECL 显影液显影拍

照,以 β-actin 作为内参蛋白,利用 Image
 

lab
 

6. 0
分析蛋白条带,计算出每种蛋白的相对表达量。
1. 4　 统计学方法

 

　 　 实验数据用平均数±标准差( 􀭰x±s)表示,并采

用 GraphPad
 

Prism
 

8. 4. 2 软件进行统计学分析,
两组之间采用非配对 t 检验法进行差异分析,认
为 P<0. 05 为差异有统计学意义。

2　 结果

2. 1　 LBP 蛋白的表达情况

　 　 Western
 

blot 实验结果显示,Lbp- / - 小鼠腹腔

巨噬细胞中的 LBP 蛋白已完全敲除不再进行表

达(图 1)。
2. 2　 LBP 基因敲除对 LPS 诱导的小鼠腹腔巨噬

细胞炎症的影响

　 　 由 RT-PCR 的结果可知,在 LPS 的刺激下,
WT 小鼠腹腔巨噬细胞炎症因子显著升高,而

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的炎症因子水平相比

WT 小鼠虽有明显的下降但仍然存在(P<0. 01),
如图 2。 由此可说明 LPS 刺激信号在 LBP 基因敲

除后还存在其它传递途径。

图 1　 腹腔巨噬细胞中 LBP 蛋白的表达图

Figure
 

1　 LBP
 

protein
 

expressionn
 

map
 

in
 

peritoneal
 

macrophages

注:与 WT 小鼠相比,∗∗P<0. 01。

图 2　 WT 小鼠和 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞对 LPS 刺激的炎症反应

Note.
 

Compared
 

with
 

the
 

WT
 

mice,∗∗P<0. 01.
 

Figure
 

2　 Inflammatory
 

response
 

of
 

peritoneal
 

macrophages
 

to
 

LPS
 

stimulation
 

in
 

WT
 

mice
 

and
 

Lbp- / -
 

mice

2. 3　 LPS 刺激下 Chrm3 蛋白表达变化情况

　 　 由 Western
 

blot 实验结果可以看出,野生型小

鼠腹腔巨噬细胞在 LPS 刺激下 Chrm3 的蛋白表

达量虽有变化,但与对照组的差异并不明显(P>
0. 05),如图 3A;而 Lbp- / - 小鼠腹腔巨噬细胞在

LPS 刺激后其蛋白表达量显著升高(P< 0. 001),
经抑制剂 4-damp 处理后,该组 Chrm3 蛋白水平较

LPS 组呈现明显下降趋势(P<0. 05),如图 3B;当
采用特异性 siRNA 进行基因沉默干预时,Chrm3
蛋白的表达受到更为显著地抑制(P<0. 01),如图

3C;相反,在加入过表达慢病毒后,Chrm3 蛋白表

达量显著升高(P<0. 001),如图 3D。
2. 4　 Chrm3 的改变对细胞存活率的影响

　 　 基于 CCK8 的检测数据可知,相较于 LPS 组,
抑制剂组的细胞存活率得到显著改善(P<0. 05),
如图 4A;同样,si-Chrm3 组的细胞活力也有明显

增强(P<0. 05),如图 4B;而过表达组的细胞存活

率则明显下降(P<0. 05),如图 4C。
2. 5　 抑制和干扰 Chrm3 表达对炎症因子的影响

　 　 基于 RT-PCR 的分析结果可知,Lbp- / -小鼠腹

腔巨噬细胞在 LPS 的刺激下炎症因子显著升高,
而在经抑制剂 4-damp 处理后,IL-1β、IL-6、TNF-α
等炎症因子的 mRNA 水平显著降低(P<0. 001,P
<0. 0001),如图 5A。 在对 Chrm3 进行干扰后 IL-
1β、IL-6、TNF-α 的表达量显著降低(P<0. 001,P<
0. 0001),如图 5B。
2. 6　 过表达 Chrm3 对炎症因子的影响

　 　 根据 RT-PCR 的结果可知,在 LPS 的刺激下
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注:Α:野生型小鼠 Chrm3 蛋白的变化;B:抑制剂处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的变化;C:干扰 RNA 处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的

变化;D:过表达后处理后 Lbp- / -小鼠 Chrm3 蛋白的变化。 与对照组 Α 相比,^^^P<0. 001;与抑制剂组相比,∗P<0. 05;与对照组 Β 相

比,▲▲▲P<0. 001;与 si-Chrm3 组相比,##P<0. 01;与对照组 C 相比,■■■P<0. 001;与过表达组相比,&&&P<0. 001。

图 3　 LPS 刺激条件下 Chrm3 表达的变化

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

in
 

WT
 

mice.
 

B,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

inhibitor
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

C,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

siRNA
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

D,
 

Changes
 

in
 

Chrm3
 

protein
 

after
 

overexpression
 

treatment
 

in
 

Lbp- / -
 

mice.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

A,
 ^^^P<0. 001.

 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,
 ∗P<0. 05.

 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

Β,▲▲▲P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

C,■■■P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &&&P<0. 001.

Figure
 

3　 Changes
 

in
 

Chrm3
 

expression
 

under
 

LPS
 

stimulation

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的炎症因子升高,而在加

入过表达慢病毒后,IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎症因

子的表达水平显著升高(P< 0. 01,P< 0. 001),如
图 6。
2. 7　 抑制、干扰和过表达 Chrm3 的表达对 p-
ERK 蛋白的影响

　 　 Western
 

blot 结果显示,在 LPS 刺激下,ERK

蛋白磷酸化显著升高(P<0. 001),当加入抑制剂

4-damp 后 ERK 的磷酸化进程受到显著性抑制(P
<0. 01),如图 7A。 同样,对腹腔巨噬细胞进行转

染 si-Chrm3 敲低 Chrm3 基因后,ERK 磷酸化水平

也显著性降低(P<0. 01),如图 7B,而对其进行慢

病毒过表达时,ERK 的磷酸化则显著升高(P <
0. 01),如图 7C。
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注:A:抑制 Chrm3 后细胞存活率的变化;B:干扰 Chrm3 后细胞存活率的变化;C:过表达 Chrm3 后细胞存活率的变化。 与抑制剂组

相比,∗P<0. 05;与 si-Chrm3 组相比,
 #P<0. 05;与过表达组相比,

 &P<0. 05。

图 4　 抑制 Chrm3 和过表达 Chrm3 对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞存活率的影响

Note.
 

Α.
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

Β,
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

C,
 

Changes
 

in
 

cell
 

viability
 

after
 

Chrm3
 

overexpression.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗ P < 0. 05.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,
 #P < 0. 05.

 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &P<0. 05.

Figure
 

4　 Effect
 

of
 

inhibition
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

and
 

overexpression
 

of
 

Chrm3
 

on
 

peritoneal
 

macrophages
 

viability
 

in
 

Lbp- / -
 

mice

注:A:抑制 Chrm3 后细胞炎症因子的变化;B:干扰 Chrm3 后细胞炎症因子的变化。 与抑制剂组相比,∗∗∗ P<0. 001,∗∗∗∗ P<

0. 0001;与 si-Chrm3 组相比,###P<0. 001,####P<0. 0001。

图 5　 抑制 Chrm3 的表达对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞 IL-1β、IL-6、TNF-α 的影响

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

inflammatory
 

factors
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

B,
 

Changes
 

in
 

inflammatory
 

factors
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗∗∗P<0. 001,∗∗∗∗P<0. 0001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,###P<0. 001,####P<0. 0001.

Figure
 

5　 Inhibition
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

on
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

of
 

Lbp- / -
 

mice
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注:与过表达组相比,&&P<0. 01,&&&P<0. 001。

图 6　 过表达 Chrm3 对 Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞 IL-1β、IL-6、TNF-α 的影响

Note.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,
 &&P<0. 01,&&&P<0. 001.

 

Figure
 

6　 Overexpress
 

of
 

Chrm3
 

expression
 

on
 

IL-1β,
 

IL-6
 

and
 

TNF-α
 

in
 

peritoneal
 

macrophages
 

of
 

Lbp- / -
 

mice

注:A:抑制 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化;B:干扰 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化;C:过表达 Chrm3 后 p-ERK 蛋白的变化。 与对照组 Α

相比,^^^P<0. 001;与抑制剂组相比,∗∗P<0. 01;与对照组 Β 相比,▲▲▲P<0. 001;与 si-Chrm3 组相比,##P<0. 01;与对照组 C 相比,■■■P

<0. 001;与过表达组相比,&&P<0. 01。

图 7　 抑制、干扰和过表达 Chrm3 的表达对 p-ERK 蛋白的影响

Note.
 

A,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

inhibition.
 

B,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

knockdown.
 

C,
 

Changes
 

in
 

p-ERK
 

protein
 

after
 

Chrm3
 

overexpression.
 

Compared
 

with
 

the
 

Control
 

group,^^^P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Inhibitor
 

group,∗∗P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

Β,▲▲▲P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

si-Chrm3
 

group,##P<0. 01.
 

Compared
 

with
 

Control
 

group
 

C,■■■P<0. 001.
 

Compared
 

with
 

Overexpression
 

group,&&P<0. 01.

Figure
 

7　 Effect
 

of
 

inhibiting
 

and
 

overexpressing
 

the
 

expression
 

of
 

Chrm3
 

protein
 

on
 

the
 

expression
 

of
 

p-ERK
 

protein

3　 讨论

　 　 LPS 是在大多数革兰氏阴性菌的外膜中发现

的一种特征明确的病原体分子,可以引发强烈的

免疫反应,而 LBP 作为一种Ⅰ类急性期蛋白[16] ,

在免疫系统中起到了重要的预警作用。 JIN 等[17]

通过敲除 LBP 破坏了 LPS 与其受体复合物

TLR4 / MD-2 的结合,从而减轻了小鼠因饮食诱导

产生的非酒精性脂肪肝炎。 BRASS 等[18] 研究发

现 LBP 的敲除会减轻小鼠下呼吸道的炎症及皮
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下黏膜的纤维化,但 MINTER 等[19] 研究表明,在
注射 LPS 刺 激 后, Lbp- / - 小 鼠 和 WT 小 鼠 的

Kupffer 细胞上,TLR4、CD14 和 CD18 的细胞因子

表达相差并不大。 此外,BELCHER 等[20] 报道了

一例注射特异性小分子抑制剂 TAK-242 恢复内

皮功能的案例,该抑制剂能够选择性地结合 TLR4
的胞内结构域并关闭细胞内信号传导。 然而,在
日本进行的一项为期 28

 

d 的严重脓毒症患者全

因死亡率研究中发现,TAK-242 未能有效抑制脓

毒症及呼吸衰竭患者的炎症因子水平,不符合继

续研发的标准[21] 。 这些结果表明阻断 TLR4 的

信号传导不能有效阻断 LPS 诱导的炎症反应,需
要寻找其他的代偿途径。

本研究通过对 WT 小鼠和 Lbp- / - 小鼠进行

LPS 刺激后,发现 Lbp- / - 小鼠的炎症因子 mRNA
水平显著下降,但仍然大量表达,之后便对 Lbp- / -

小鼠腹腔巨噬细胞进行 LPS 刺激,发现 Chrm3 蛋

白的表达量显著升高,故猜测 Chrm3 蛋白在传导

LPS 通路中起关键作用。 在分别加入 4-damp 和

si-Chrm3 特异性抑制 Chrm3 蛋白的表达后,发现

Lbp- / -小鼠腹腔巨噬细胞的存活率明显升高,且
TNF-α、IL-6、IL-1β 等炎症因子的 mRNA 水平显

著下降;而在使用过表达慢病毒提高 Chrm3 的蛋

白表达后,炎症因子 IL-6、IL-1β、TNF-α 的 mRNA
表达量显著升高,细胞存活率则显著降低。

Chrm3 属于 G 蛋白偶联受体之一,活化的

Chrm3 将通过激活 MAPK 信号通路( ERK、p38、
JNK) 调节 TNF-α、 IL-1β、 IL-6 等炎症因子的表

达[22-23] ,并对细胞的重要反应,如炎症、氧化应

激、增殖和衰亡等均存在介导作用[24] 。 Chrm3 可

以通过上调磷脂酶 C( PLC)的活性,从而产生二

酰甘油( DAG)和肌醇三磷酸( IP3),并增加细胞

内钙离子的水平。 而 DAG 和钙离子的增加会激

活蛋白激酶 C(PKC),并经 MAPK 途径改变基因

转录,其中关键的因子包括细胞外信号调节激酶

1 / 2( ERK1 / 2)。 因此 Chrm3 的激活可能通过

MAPK 信号通路,对巨噬细胞造成损伤。 随即对

MAPK 信号通路的相关蛋白 ERK 的磷酸化表达

进行实验验证,结果表明,在 LPS 刺激下,MAPK
通路中 ERK 蛋白磷酸化显著升高,而在抑制了

Chrm3 的表达后,ERK 的蛋白磷酸化水平显著降

低;在过表达 Chrm3 后,MAPK 通路的 p-ERK 则

显著升高,由此可以得出 Chrm3 通过 MAPK 通路

调控细胞炎症。
综上所述,本研究通过 LPS 刺激的细胞炎症

模型,发现在 Lbp- / - 小鼠中 Chrm3 蛋白的上调可

能起到代偿 LBP 蛋白的作用,通过 MAPK / ERK
信号通路引起炎症因子的产生,从而导致细胞损

伤和存活率下降。 目前该实验的对象为小鼠腹

腔巨噬细胞,后续将在 Lbp- / - 小鼠其他细胞和体

内进行验证,希望可以在小鼠体内找到传递 LPS
诱导炎症信号的有效代偿途径。
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