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肉桂醛通过 ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑制巨噬细胞内结核
分枝杆菌存活的实验研究
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［摘　要］目的 基于ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路探讨肉桂醛（ＣＡ）对巨噬细胞内结核分枝杆菌（ＭＴＢ）存活的影响。方法
通过细胞毒性试验（ＣＣＫ８）检测ＣＡ对巨噬细胞的毒性作用；利用透射电镜观察ＣＡ对巨噬细胞形态结构的影响；通过菌落
形成单位（ＣＦＵ）计数评估ＣＡ对巨噬细胞内ＭＴＢ存活的影响；高效液相色谱技术（ＨＰＬＣ）检测巨噬细胞内 ＣＡ浓度；转录
组学测序（ＲＮＡＳｅｑ）检测ＣＡ处理后 ＭＴＢ感染的巨噬细胞与模型组的差异表达基因；定量逆转录聚合酶链式反应（ＲＴ
ｑＰＣＲ）检测炎症通路ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＲＡＫ３和ｐ３８等基因的ｍＲＮＡ水平，酶联免疫吸附测定（ＥＬＩＳＡ）检测细胞培养上清
中炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的分泌水平，免疫印迹法（ＷＢ）检测炎症通路关键蛋白 ＩＲＡＫ３、ｐ３８和磷酸化 ｐ３８的表达水
平。结果 ＣＣＫ８结果显示，３０和６０μｍｏｌ／ＬＣＡ对巨噬细胞无明显毒性作用，透射电镜观察到６０μｍｏｌ／ＬＣＡ处理后的巨噬
细胞形态结构无明显改变。ＣＦＵ结果显示，ＣＡ处理组较模型组菌落数量明显减少，提示ＣＡ可抑制巨噬细胞内 ＭＴＢ的存
活。ＨＰＬＣ检出巨噬细胞内ＣＡ浓度＜０８μｍｏｌ／Ｌ，提示ＣＡ进入细胞内直接作用于ＭＴＢ不是其发挥抗菌作用的主要途径。
ＲＮＡＳｅｑ富集到ＣＡ处理后ＭＴＢ感染的巨噬细胞与模型组炎症通路的差异表达基因。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＣＡ处理组较模
型组炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６及炎症通路下游基因ｐ３８β表达显著降低，负反馈调节基因 ＩＲＡＫ３表达显著升高。ＥＬＩＳＡ
结果显示，ＣＡ处理组较模型组炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６分泌显著降低。ＷＢ结果显示，ＣＡ处理组较模型组ＩＲＡＫ３表达
显著升高，磷酸化Ｐ３８表达显著降低。结论 ＣＡ能够抑制巨噬细胞内 ＭＴＢ的存活，其机制可能与上调 ＩＲＡＫ３表达、抑制
ｐ３８ＭＡＰＫ磷酸化，进而降低ＭＴＢ感染巨噬细胞的 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６炎症因子分泌相关。
［关键词］肉桂醛；白细胞介素１受体相关激酶３；ｐ３８丝裂原活化蛋白激酶；巨噬细胞；结核分枝杆菌
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［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ；ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ３；ｐ３８ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ；ｍａｃｒｏｐｈａｇｅ；Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒｃｕｌｏｓｉｓ

　　结核病是由结核分枝杆菌（Ｍｙｃｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｔｕｂｅｒ
ｃｕｌｏｓｉｓ，ＭＴＢ）引发的全球最致命的传染病之一，世
界卫生组织《２０２５年全球结核病报告》显示，２０２４年
全球估算新发结核病患者及利福平（ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ，
ＲＩＦ）耐药患者分别达１０７０万和３９万例，死亡病例
高达１２３万［１］。由于抗结核药物使用不合理、患者

依从性差等因素，ＭＴＢ的耐药性问题愈发严峻［２］，

结核病的防治面临重大挑战，开发新型抗结核药物

或探索辅助治疗策略成为该领域的重要研究方向。

ＭＴＢ经呼吸道感染进入人体后，巨噬细胞作
为主要的宿主细胞，借助多种模式识别受体识别该

病原菌，免疫系统随即启动炎症、自噬和凋亡等防

御反应［３］。与此同时，ＭＴＢ则通过多种机制干扰
巨噬细胞的杀菌功能，进而在巨噬细胞内实现长期

存活，逃避宿主的免疫清除［４］。巨噬细胞被激活

后，其免疫系统会触发 ＮＦκＢ、ＪＡＫ、ＭＡＰＫ信号通
路，释放ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１β等炎症因子，这些炎症
因子早期有助于招募并激活中性粒细胞、Ｔ细胞等
免疫细胞对抗 ＭＴＢ，但过度且持续的炎症反应不

仅会损伤周围正常组织，还为 ＭＴＢ营造利于其生
存和繁殖的微环境［５］。因此，探究如何增强巨噬

细胞对ＭＴＢ的杀伤能力，对于开发新的抗结核药
物策略具有重要意义。鉴于ＭＴＢ耐药性的增加导
致的抗结核药物的局限性，越来越多研究聚焦于将

调节宿主免疫反应作为治疗结核病的辅助手段，如

巨噬细胞炎症和自噬等免疫途径［６］。研究显示，德

拉马尼和二甲双胍可促进巨噬细胞内ＭＴＢ的清除，
其机制与抑制巨噬细胞的炎症反应相关，其中二甲

双胍通过调控 ｐ３８ＭＡＰＫ通路发挥抗炎作用［７８］。

另有研究表明，抗结核药物发挥抗菌作用的途径之

一是穿透巨噬细胞膜，在胞内形成药物蓄积，既直

接作用于ＭＴＢ又能通过调节巨噬细胞免疫调节发
挥协同抗菌作用［９］。

近年来，天然产物因其广泛的生物活性以及较

低的毒性，成为抗结核药物研究领域的热点之

一［１０１１］。肉桂醛（ｃｉｎｎａｍａｌｄｅｈｙｄｅ，ＣＡ）作为肉桂
的主要活性成分，亦称为桂皮醛，其分子质量为

１３２１６，具有脂溶性特征。大量研究表明，ＣＡ具有
·０３７·
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广谱抗菌、抗炎、抗氧化、抗癌和免疫调节等作

用［１２］，并且能够通过抑制炎症因子风暴、调节巨噬

细胞极化、促进自噬等机制增强宿主的防御功

能［１３］。研究报道，ＣＡ可通过抑制巨噬细胞 ＮＦ
κＢ、ＪＡＫ、ＭＡＰＫ等信号下调 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等
炎症介质的分泌，进而发挥抗炎作用［１４１５］。ＣＡ作
为一种多效性天然化合物，其抗菌机制不仅局限于

直接抗菌作用，还涉及调控宿主病原互作的复杂
生物学过程［６，１６］。

当前研究大多聚焦于 ＣＡ对 ＭＴＢ的胞外抗菌
效应，关于其对巨噬细胞内 ＭＴＢ作用的相关报道
较为匮乏，已有研究报道ＣＡ可通过诱导巨噬细胞
凋亡发挥胞内抗 ＭＴＢ作用［１６］，但其机制未涉及

ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ通路，关于 ＣＡ是否能够通过调
节宿主炎症反应从而影响巨噬细胞内ＭＴＢ的存活
尚未见报道。本研究通过建立细胞实验模型分析

ＣＡ对巨噬细胞内ＭＴＢ存活的影响及其分子机制。

１　材料与方法
１．１　材料　ＭＴＢ减毒菌株 Ｈ３７Ｒａ获赠于贵州省
疾控中心，肉桂醛由本溪拓璞生物分离技术有限公

司提供，其化学式为 Ｃ６Ｈ５ＣＨ＝ＣＨＣＨＯ，纯度≥
９８％。所有实验均于生物安全二级（ＢＳＬ２）实验
室中开展。ＲＡＷ２６４７细胞、１０％ ＤＭＥＭ培养基
（新赛美公司）；阿米卡星（ＬＫＴ公司）；ＲＩＦ（Ｓｉｇｍａ
公司）；１×ＰＢＳ缓冲液、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（Ｓｅｒ
ｖｉｃｅｂｉｏ公司）；细胞毒性／活力检测试剂盒（Ｓｏｌａｒｂｉｏ
公司）；Ｍｉｄｄｌｅｂｒｏｏｋ７Ｈ１０Ａｇａｒ、ＯＡＤＣ（ＢＤ公司）；电
镜固定液（成都里来公司）；ＲＮＡｉｓｏＰｌｕｓ、ＰＣＲ试剂
盒（Ｔａｋａｒａ公司）；ＥＬＩＳＡ试剂盒（江莱生物公司）；
ＩＲＡＫ３一抗（Ａｂｃａｍ公司：ＡＢ３０７７０８）；ｐ３８ＭＡＰＫ
一抗（ＣＳＴ公司：８６９０ｓ）；ｐｈｏｓｐｈｏｐ３８ＭＡＰＫ一抗
（ＣＳＴ公司：４５１１ｓ）。
１．２　方法
１．２．１　ＣＣＫ８检测ＣＡ对巨噬细胞的毒性作用　
按５×１０４个细胞／孔向９６孔细胞培养皿的 ＣＡ处
理组及细胞对照组每孔接种１００μＬ细胞悬液，空
白对照组每孔加入１００μＬ培养基，置于３７℃、５％
ＣＯ２培养箱培养至细胞贴壁。向 ＣＡ作用组分别
加入１０μＬ培养基配制的不同浓度的ＣＡ溶液，使
ＣＡ终浓度为３０、６０、１２０、２４０、４８０μｍｏｌ／Ｌ，细胞对
照组及空白对照组加入１０μＬ培养基。分别在培
养１２和２４ｈ后，向各孔加入１０μＬＣＣＫ８溶液，
置于培养箱孵育２ｈ，１０ｍｉｎ内用酶标仪测量每个

孔在４５０ｎｍ波长处的吸光度。空白对照组：仅
１１０μＬ１０％ ＤＭＥＭ培养基；细胞对照组：１１０μＬ
细胞悬液；ＣＡ处理组：１００μＬ细胞悬液＋１０μＬ含
不同浓度ＣＡ的培养基。
１．２．２　透射电镜观察ＣＡ对巨噬细胞形态结构的
影响　按２×１０６个细胞／皿向６０ｍｍ细胞培养皿
内每皿接种４ｍＬ细胞悬液，培养至细胞贴壁。弃
上清并用ＰＢＳ洗涤３次，向 ＣＡ处理组加入４ｍＬ
培养基配制的浓度为６０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣＡ溶液，细胞
对照组加入４ｍＬ培养基。培养２４ｈ后，弃上清并
用ＰＢＳ洗涤３次，收集细胞悬液以８００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ。弃上清，用１ｍＬ１∶５（３％戊二醛：１×ＰＢＳ）
溶液重悬细胞沉淀，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃
上清，缓慢加入３％戊二醛固定液保存沉淀。先后
用３％戊二醛和１％四氧化锇固定，丙酮进行逐级脱
水，脱水剂和 Ｅｐｏｎ８１２包埋剂渗透，Ｅｐｏｎ８１２纯包
埋剂包埋，切片并染色，最后通过 ＪＥＭ１４００ＦＬＡＳＨ
透射电子显微镜进行观察并采集图像。

１．２．３　ＣＦＵ计数检测 ＣＡ对巨噬细胞内 ＭＴＢ存
活的影响　按３×１０５个细胞／孔向６孔细胞培养
皿内每孔接种２ｍＬ细胞悬液，培养至细胞贴壁。
弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，用培养基配制感染复
数（ＭＯＩ）为１０的 Ｈ３７Ｒａ菌悬液，取２ｍＬ加入各
孔感染巨噬细胞４ｈ。配置２００μｇ／ｍＬ阿米卡星
培养基：２０ｍｇ／ｍＬ阿米卡星１ｍＬ＋双抗（１００×）１
ｍＬ＋９８ｍＬ１０％ＤＭＥＭ，该浓度可有效杀灭细胞外
ＭＴＢ［１７］。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，ＲＩＦ处理组
加入 ２ｍＬ阿米卡星培养基配制的浓度为 １２
μｍｏｌ／Ｌ的ＲＩＦ溶液，ＣＡ处理组加入２ｍＬ阿米卡星
培养基配制的浓度为３０和６０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＡ溶液，
模型组加入２ｍＬ阿米卡星培养基。分别在培养
１２、２４、３６ｈ后，弃上清并用ＰＢＳ洗涤３次，随后向每
孔加入１ｍＬ０１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００冰上裂解１０ｍｉｎ，收
集细胞裂解液并进行１０２和１０３倍稀释，此稀释浓度
可对菌落进行单个计数，取稀释后的裂解液按每个

区域２５μＬ分别接种于３分格７Ｈ１０固体培养基培
养。４周后，对培养皿上的菌落进行计数。
１．２．４　ＨＰＬＣ检测巨噬细胞内 ＣＡ浓度　按２×
１０６个细胞／皿向 ６０ｍｍ细胞培养皿内每皿接种
４ｍＬ细胞悬液，培养至细胞贴壁。弃上清并用ＰＢＳ
洗涤３次，用培养基配制 ＭＯＩ＝１０的 Ｈ３７Ｒａ菌悬
液，取４ｍＬ分别加入模型组（无ＣＡ作用）和ＣＡ处
理组（Ｈ３７Ｒａ感染）感染巨噬细胞，细胞对照组及
ＣＡ处理组（无Ｈ３７Ｒａ感染）加入４ｍＬ培养基，培养

·１３７·
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４ｈ。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤 ３次，向 ＣＡ处理组
（Ｈ３７Ｒａ感染和未感染）加入４ｍＬ培养基配制的浓
度为６０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣＡ溶液，细胞对照组和模型组
（无ＣＡ作用）加入４ｍＬ培养基，培养２４ｈ。弃上清
并用ＰＢＳ洗涤５次，每皿加入４ｍＬＰＢＳ并用细胞刮
收集细胞悬液，１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ。弃上清，加
入１ｍＬ预冷的甲醇：水（ＨＰＬＣ级甲醇∶超纯水 ＝
７０∶３０）裂解液，混匀，室温反应１ｍｉｎ，超声破碎仪
５００Ｗ、５０ＨＺ裂解１５ｍｉｎ。将ＣＡ标准品及上述４
组样本（培养基及甲醇：水裂解液作为空白对照同步

检测）按以下参数进行检测。色谱柱：ＡｇｅｌａＶｅｎｕｓｉｌ
ＡＱＣ１８４６×１００ｍｍ４μｍ；柱温：３５℃；检测方式：
ＵＶ２９０ｎｍ；流量：１０ｍＬ／ｍｉｎ；样品溶解采用 ＨＰＬＣ
级甲醇；流动相采用ＨＰＬＣ级乙腈∶超纯水＝５５∶４５。
１．２．５　ＲＮＡＳｅｑ检测 ＣＡ处理后 ＭＴＢ感染的巨
噬细胞与模型组的差异表达基因　按３×１０５个细
胞／孔向６孔细胞培养皿内接种２ｍＬ细胞悬液，培
养至细胞贴壁。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，用培
养基配制ＭＯＩ＝１０的Ｈ３７Ｒａ菌悬液，取２ｍＬ加入
各孔感染巨噬细胞 ４ｈ。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤
３次，向ＣＡ处理组加入２ｍＬ培养基配制的浓度为
６０μｍｏｌ／Ｌ的 ＣＡ溶液，模型组加入２ｍＬ培养基，
培养２４ｈ。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，每孔加入
１ｍＬＲＮＡｉｓｏＴＭＰＬＵＳ裂解液冰上裂解１０ｍｉｎ并收
集细胞裂解液。将裂解液在１％琼脂糖凝胶上电
泳，检测ＲＮＡ的降解和污染；Ｑｕｂｉｔ４０和Ｎａｎｏｄｒｏｐ

Ｏｎｅ测量ＲＮＡ量；Ａｇｉｌｅｎｔ４２００系统准确检测 ＲＮＡ
完整性。在Ｑｓｅｐ４００高通量核酸蛋白分析系统上
评估文库片段的大小，使用 Ｑｕｂｉｔ４０测量文库的
浓度；将文库在 Ｉｌｌｕｍｉｎａ平台上进行测序。使用
ＤＥＳｅｑ２（ｖ１３４０）进行２个条件／组的差异表达基
因筛选，将ＦＤＲ≤００５和｜ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）｜≥１
的基因作为差异表达基因。

１．２．６　ＲＴｑＰＣＲ检测 ＣＡ处理后 ＭＴＢ感染的巨
噬细胞与模型组炎症因子的变化　按３×１０５个细
胞／孔取２ｍＬ接种于６孔细胞培养皿内，培养至细
胞贴壁。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，用培养基配
制ＭＯＩ＝１０的Ｈ３７Ｒａ菌悬液，取２ｍＬ加入模型组
和ＣＡ处理组感染巨噬细胞４ｈ，细胞对照组加入２
ｍＬ培养基。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，向 ＣＡ处
理组加入 ２ｍＬ培养基配制的浓度为 ３０和 ６０
μｍｏｌ／Ｌ的ＣＡ，细胞对照组和模型组加入２ｍＬ培
养基。分别在作用１２、２４、３６ｈ后，先将细胞培养
上清转移至无酶无菌的离心管保存用于后续

ＥＬＩＳＡ的检测，随后用 ＰＢＳ将细胞洗涤３次后，每
孔加入１ｍＬＲＮＡｉｓｏＴＭＰＬＵＳ裂解液于冰上裂解１０
ｍｉｎ并收集细胞裂解液。通过酸性酚氯仿（Ｔｒｉｚｏｌ）
法提取细胞总ＲＮＡ并测定ＲＮＡ浓度，使用逆转录
试剂盒将ＲＮＡ逆转录为ｃＤＮＡ。经ｇｅＮｏｒｍ软件验
证，ＭＴＢ感染及 ＣＡ处理后 ＧＡＰＤＨ表达稳定，变
异系数＜１０％，因此选择 ＧＡＰＤＨ为内参基因进行
ｑＰＣＲ检测，引物序列见表１。

表１　ｑＰＣＲ引物序列
基因名称 引物序列（５′３′） 退火温度／℃ 产物长度／ｂｐ
ＭｕｒｉｎｅＴＮＦα Ｆ ＡＡＧＣＣＴＧＴＡＧＣＣＣＡＣＧＴＣＧＴＡ ６０．７４ １２２

Ｒ ＧＧＣＡＣＣＡＣＴＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＣＴＴＴＧ ５９．００
ＭｕｒｉｎｅＩＬ１β Ｆ ＴＣＡＣＡＧＣＡＧＣＡＣＡＴＣＡＡＣＡＡ ５６．０１ １１２

Ｒ ＴＧＴＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧＧＡＡＧＧＴ ５４．００
ＭｕｒｉｎｅＩＬ６ Ｆ ＡＣＡＡＣＣＡＣＧＧＣＣＴＴＣＣＣＴＡＣＴＴ ５９．５６ １２９

Ｒ ＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣＣＡＧＡＧＡＡＣＡＴＧＴＧ ５８．０８
ＭｕｒｉｎｅＩＲＡＫ３ Ｆ ＡＧＡＧＣＡＧＣＡＧＡＧＴＴＣＴＡＣＣＡＴＡＡＡ ５９．３８ １４１

Ｒ ＡＧＡＡＣＣＴＣＣＡＴＧＡＴＣＡＣＧＡＴＴＣＣ ５７．８５
ＭｕｒｉｎｅＪＡＫ１ Ｆ ＣＡＧＡＴＧＣＣＣＡＣＣＡＴＴＡＣＣ ５３．２３ １３３

Ｒ ＣＣＣＴＣＴＴＣＡＣＴＣＣＣＴＴＣＣ ４８．５５
ＭｕｒｉｎｅＪＡＫ３ Ｆ ＣＣＴＧＣＣＴＧＴＴＴＡＴＣＡＴＴＣＧＣ ５５．８５ ３８８

Ｒ ＧＧＣＴＴＴＧＴＡＡＣＴＧＡＣＣＧＴＣＴＴ ５２．５０
ＭｕｒｉｎｅＮＦκＢ Ｆ ＣＣＡＧＡＣＡＣＡＧＡＴＧＡＴＣＧＣＣＡＣ ５８．８３ １５６

Ｒ ＧＡＣＡＧＡＡＧＴＴＧＡＧＴＴＴＣＧＧＧＴＡＧＧ ５８．９０
Ｍｕｒｉｎｅｐ３８α Ｆ ＧＡＣＣＧＴＴＴＣＡＧＴＣＣＡＴＣＡＴＴＣＡＣ ５６．７８ １４７

Ｒ ＴＣＡＣＣＡＧＧＴＡＣＡＣＧＴＣＡＴＴＧＡＡＴ ５６．７９
Ｍｕｒｉｎｅｐ３８β Ｆ ＧＧＡＧＧＡＧＴＧＧＡＡＧＧＡＧＣＴＴＡＣＴＴ ５９．４４ １０１

Ｒ ＣＡＡＴＧＣＣＴＣＡＣＴＧＣＴＣＡＡＴＴＴＣＡ ５９．０５
ＭｕｒｉｎｅＧＡＰＤＨ Ｆ ＧＡＧＣＣＡＡＡＣＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴ ５９．６７ ２３２

Ｒ ＧＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣＡＣＡＧＴＣＴＴ ５７．６２
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１．２．７　ＥＩＬＳＡ检测ＣＡ处理后ＭＴＢ感染的巨噬细
胞与模型组细胞培养上清炎症因子的变化　将上
述１２６的细胞培养上清以２～８℃、３０００ｒ／ｍｉｎ
离心２０ｍｉｎ。在酶标包被板上分别加入 ＴＮＦα、
ＩＬ１β、ＩＬ６的各浓度标准品 ５０μＬ，待测样品孔
中先分别加入样品稀释液４０μＬ，然后加待测样
品１０μＬ，将样品稀释 ５倍，置于 ３７℃培养箱孵
育３０ｍｉｎ。将板条洗涤５次后拍干，每孔分别加
入酶标试剂５０μＬ，孵育３０ｍｉｎ。洗板５次并拍
干，随后每孔先后加入显色剂 Ａ、Ｂ各 ５０μＬ，避
光孵育显色１０ｍｉｎ。每孔加入终止液５０μＬ终止
反应，以空白孔调零，１５ｍｉｎ内在４５０ｎｍ波长处
测量各孔的吸光度。将标准品浓度及其吸光度

值绘制标准曲线后，将样品吸光度值代入公式计

算样品浓度。

１．２．８　ＷＢ检测ＣＡ处理后ＭＴＢ感染的巨噬细胞
与模型组炎症通路关键蛋白的表达　按２×１０６个
细胞／皿向６０ｍｍ细胞培养皿内接种４ｍＬ细胞悬
液，培养至细胞贴壁。弃上清并用 ＰＢＳ洗涤３次，
用培养基配制ＭＯＩ＝１０的Ｈ３７Ｒａ菌悬液，取４ｍＬ
加入模型组及 ＣＡ处理组内感染巨噬细胞４ｈ，细
胞对照组加入４ｍＬ培养基。弃上清并用 ＰＢＳ洗
涤３次，向ＣＡ处理组加入４ｍＬ培养基配制的浓
度为３０和６０μｍｏｌ／Ｌ的ＣＡ，细胞对照组和模型组
加入４ｍＬ培养基，培养２４ｈ。弃上清并用ＰＢＳ洗
涤３次，每皿加入４００μＬ含蛋白酶抑制剂（ＰＭＳＦ）
的ＲＩＰＡ裂解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ＝１００∶１）并置于冰

上裂解３０ｍｉｎ。将细胞裂解液经 ＢＣＡ定量（标准
曲线 Ｒ２＝０９９８）后进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，随后将
凝胶上的蛋白转印至ＰＶＤＦ膜，用５％脱脂奶粉封闭
２ｈ。洗膜３次后，加入 ＧＡＰＤＨ（１∶６０００）、ＩＲＡＫ３
（１∶１０００）、ｐ３８（１∶１０００）和ｐｐ３８（１∶１０００）一抗于
４℃孵育过夜。将一抗回收并洗膜３次，加入与一
抗对应的二抗室温孵育２ｈ并洗膜３次，最后使用
ＥＣＬ显影剂于凝胶成像仪上显影，采用 ＩｍａｇｅＪ软
件分析目标蛋白灰度值。

目标蛋白相对表达量＝目标蛋白灰度值ＧＡＰＤＨ灰度值
１．３　统计学分析　采用 ＳＰＳＳ２９０（ＩＢＭＣｏｒｐ，
Ａｒｍｏｎｋ，ＮＹ，ＵＳＡ，Ｖｅｒｓｉｏｎ２９０）软件进行统计分
析，所有数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，３组及
３组以上比较采用双因素方差分析（ＴｗｏｗａｙＡＮＯ
ＶＡ），采用 ＤｕｎｎｅｔｔＴ３检验进行事后多重比较。
Ｐ＜００５为差异具有统计学意义。

２　结果
２．１　ＣＡ对巨噬细胞的毒性作用　ＣＣＫ８结果显
示，将３０～４８０μｍｏｌ／ＬＣＡ作用于细胞１２ｈ后，与
对照组相比，３０～１２０μｍｏｌ／ＬＣＡ无毒性作用，２４０
和４８０μｍｏｌ／ＬＣＡ的毒性作用随浓度增大而增加；
２４ｈ后，３０和６０μｍｏｌ／ＬＣＡ无明显毒性作用，１２０～
４８０μｍｏｌ／ＬＣＡ的毒性作用显著增加（图１）。结果
提示，３０和６０μｍｏｌ／ＬＣＡ作用于巨噬细胞２４ｈ对
巨噬细胞无明显毒性作用。

ｎｓ、、：Ｐ＞００５、Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。
图１　ＣＡ对巨噬细胞的毒性作用

２．２　ＣＡ对巨噬细胞形态结构的影响　进一步通
过透射电镜观察６０μｍｏｌ／ＬＣＡ作用后巨噬细胞
形态结构的改变，结果显示，ＣＡ作用后的巨噬细
胞细胞核、线粒体、粗面内质网、溶酶体结构正

常，细胞膜连续完整，与正常巨噬细胞相比无明

显改变（图２），提示６０μｍｏｌ／ＬＣＡ不影响巨噬细
胞的形态结构。
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　７期 张万敏等·肉桂醛通过ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路抑制巨噬细胞内结核分枝杆菌存活的实验研究



　　Ａ：正常巨噬细胞；Ｂ：ＣＡ作用后的巨噬细胞；放大倍数：×３００００；红色箭头指向 Ｍｉ线粒体，黄色箭头指向
ＲＥＲ粗面内质网，紫色箭头指向细胞膜；Ｎ：细胞核；Ｌｙ：溶酶体。

图２　ＣＡ对巨噬细胞形态结构的影响

２．３　ＣＡ对巨噬细胞内ＭＴＢ存活的影响　为明确
ＣＡ是否对巨噬细胞内ＭＴＢ的存活产生影响，研究
人员通过 ＣＦＵ计数检测了 ＣＡ的胞内抗菌作用。
结果显示，将６０μｍｏｌ／ＬＣＡ作用于ＭＴＢ感染的巨
噬细胞 ３６ｈ后，与模型组相比，其细胞裂解液在

７Ｈ１０培养基上培养４周后的ＭＴＢ菌落数量显著降
低（图３），ＣＡ对ＭＴＢ的生长表现出明显的抑制作
用，其抗菌效果接近一线抗结核药物１２μｍｏｌ／Ｌ
ＲＩＦ作用组。结果提示，ＣＡ可降低巨噬细胞内
ＭＴＢ的存活水平。

Ａ：７Ｈ１０培养基上ＭＴＢ的生长情况；Ｂ：ＣＦＵ计数统计结果；ｎｓ、：Ｐ＞００５、Ｐ＜００５。
图３　ＣＡ对巨噬细胞内ＭＴＢ存活的影响

２．４　ＨＰＬＣ检测巨噬细胞内 ＣＡ浓度　根据 ＣＡ
标准品配制浓度及相应出峰面积，得到 ＣＡ标准品
出峰时间为２ｍｉｎ（图４Ａ、Ｂ）。由标准品出峰时间
判断ＣＡ＋细胞组、ＣＡ＋感染的细胞组中检出ＣＡ，
细胞对照组、模型组未检出 ＣＡ（图４Ｃ）。由于 ＣＡ

处理组细胞内ＣＡ浓度 ＜０８μｍｏｌ／Ｌ，远低于文献
报道的ＣＡ对 ＭＴＢ的 ＭＩＣ值，表明其直接抗菌作
用微弱，提示ＣＡ进入巨噬细胞内直接作用于ＭＴＢ
可能不是其发挥抗菌作用的主要途径，ＣＡ可能通
过调节宿主免疫作用发挥胞内抗菌活性。

·４３７·
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Ａ：ＣＡ标准品出峰图；Ｂ：ＣＡ标准品出峰面积统计结果；Ｃ：样品及空白对照出峰图。
图４　ＣＡ处理后巨噬细胞内ＣＡ浓度检测

·５３７·
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２．５　ＣＡ处理后ＭＴＢ感染的巨噬细胞与模型组的
差异表达基因分析　将 ＣＡ处理后 ＭＴＢ感染的巨
噬细胞与模型组分别进行 ＲＮＡＳｅｑ，共富集到９５３
个表达量具有差异的基因，并筛选到与巨噬细胞炎

症通路相关的多个表达量差异基因（图 ５），其中
ＩＲＡＫ３和ｐ３８β在两组中的表达具有显著性差异，
ＦＤＲ＜００５，｜ｌｏｇ２ＦＣ｜＞１。

　　Ａ：差异表达基因火山图，其中每个点代表一个基因，横坐标表示差异倍数的ｌｏｇ２值，纵坐标表示Ｐｖａｌｕｅ
的负ｌｏｇ１０值；红点：上调表达的基因；绿点：下调表达的基因；灰点：未满足筛选条件的基因；Ｂ：差异表达基因
热图；基于基因表达量，对样本和基因间的关系进行层级聚类分析，图中每列代表一个样品，每行代表一个基

因，基因在不同样品中的表达量用不同颜色表示，颜色越红表示表达量越高，颜色越绿表示表达量越低。

图５　ＣＡ处理后ＭＴＢ感染的巨噬细胞与模型组的差异表达基因分析

２．６　ＣＡ对ＭＴＢ感染的巨噬细胞炎症因子表达的
影响　ＥＬＩＳＡ结果显示，ＣＡ处理组较模型组细胞
培养上清中炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６分泌显著
降低（图６）。ＲＴｑＰＣＲ结果显示，ＣＡ处理组较模
型组炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著降低，
炎症通路基因ＩＲＡＫ３表达显著升高、ｐ３８表达显著

降低（图７）。ＷＢ结果显示，ＣＡ处理组较模型组
ＩＲＡＫ３表达显著升高、磷酸化 ｐ３８表达显著降低
（图８）。以上结果提示，ＣＡ可能通过上调ＩＲＡＫ３，
进而下调ｐ３８的表达，进一步抑制 ＭＴＢ感染巨噬
细胞的炎症反应。

Ａ～Ｃ：细胞培养上清中ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６的分泌水平；ｎｓ、、：Ｐ＞００５、Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。
图６　ＣＡ对ＭＴＢ感染的巨噬细胞炎症因子分泌的影响
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　　Ａ～Ｉ：ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６、ＩＲＡＫ３、ＪＡＫ１、ＪＡＫ３、ｐ３８α、ｐ３８β、ＮＦκＢ的 ｍＲＮＡ表达水平，ｎｓ、、：Ｐ＞
００５、Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。

图７　ＣＡ对ＭＴＢ感染的巨噬细胞炎症通路相关基因ｍＲＮＡ表达的影响

·７３７·
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Ａ、Ｂ：ＷＢ代表性条带；Ｃ、Ｄ：蛋白相对表达量；ｎｓ、、：Ｐ＞００５、Ｐ＜００５、Ｐ＜００１。
图８　ＣＡ对ＭＴＢ感染的巨噬细胞ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路蛋白表达的影响

３　讨论
炎症反应是机体应对外界环境刺激时产生的

防御和保护性机制［１８］，尽管 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等
炎症细胞因子在ＭＴＢ感染后的免疫防御中发挥重
要的作用，但其生成过多会对机体产生不利影

响［５］。本研究通过检测ＣＡ对巨噬细胞内 ＭＴＢ存
活的影响，探究了 ＣＡ的胞内抗菌活性。研究发
现，ＣＡ可能通过对巨噬细胞炎症反应的调节进而
对巨噬细胞内 ＭＴＢ的存活产生抑制作用，其机制
可能与调控ＩＲＡＫ３／ｐ３８ＭＡＰＫ信号通路相关。

ＣＡ的广谱抗菌活性被广泛应用于抗感染药
物研究［１２］，相关研究指出，ＣＡ对 ＭＴＢ的 ＭＩＣ值
分别为 ２３６、６０７、７５７μｇ／ｍＬ［１９２１］，本研究选
择了 ０～４８０μｍｏｌ／Ｌ的浓度范围检测了 ＣＡ对
ＲＡＷ２６４７巨噬细胞的毒性效应，在６０μｍｏｌ／ＬＣＡ
处理巨噬细胞２４ｈ后，其毒性作用 ＜１０％且不影
响巨噬细胞的形态结构，此结果与 ＣＡ对 Ｊ７７４Ａ１
巨噬细胞毒性特征相符［２２］，这为探究 ＣＡ的胞内
抗菌作用及机制奠定了基础。

研究表明，天然产物可对巨噬细胞内 ＭＴＢ发
挥有效抗菌作用［１０１１］，其中ＣＡ被报道能够通过调
节宿主的先天免疫反应，抑制粪肠球菌生物被膜形

成，并促进宿主体内细菌的清除［２３］。然而，目前尚

未见关于 ＣＡ是否可通过类似机制影响巨噬细胞
内ＭＴＢ存活的报道。本研究通过构建 Ｈ３７Ｒａ感
染模型，发现经６０μｍｏｌ／ＬＣＡ处理后的巨噬细胞
内ＭＴＢ存活率较模型组显著降低，表明 ＣＡ可能
通过特定机制发挥胞内抗菌活性。虽然 ＨＰＬＣ在
ＣＡ处理后的巨噬细胞内检出了ＣＡ，但是其浓度远
远小于０８μｍｏｌ／Ｌ，与文献报道的 ＣＡ对 ＭＴＢ的
ＭＩＣ值［１９２１］相差甚远。因此，ＣＡ发挥胞内抗菌活
性的主要途径可能是通过调节其免疫作用产生，与

文献报道的 ＣＡ可通过调节宿主免疫反应促进胞
内细菌的清除吻合［２３］。

丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏ
ｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｓ，ＭＡＰＫｓ）属于丝氨酸苏氨酸蛋白激
酶，其在调控细胞活动方面包括细胞增殖、分化、

凋亡及存活等过程发挥重要作用，并且在炎症、

先天免疫和癌症等疾病的发病机制中具有关键

意义［２４］。哺乳动物ＭＡＰＫ家族包括ｃＪｕｎＮＨ２末端
激酶（ＪＮＫ１、ＪＮＫ２、ＪＮＫ３）、ｐ３８ＭＡＰＫ（ｐ３８α、ｐ３８β、
ｐ３８γ、ｐ３８δ）以及细胞外信号调控激酶（ＥＲＫ１和
ＥＲＫ２），这３种激酶家族各自发挥独特的生物学功
能，且彼此间存在相互作用［２５］。Ｐ３８ＭＡＰＫ通路
作为细胞内重要的信号传导途径，其激活依赖于连

续的蛋白激酶级联反应。外界刺激会引发一系列

信号转导事件，最终促使Ｐ３８ＭＡＰＫ发生磷酸化并
活化。活化后的 Ｐ３８ＭＡＰＫ能够通过作用于转录
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因子、蛋白激酶等下游底物，进而对细胞的生物学

功能进行调控，例如炎症反应、细胞周期调控及细

胞分化等［２６］。Ｐ３８ＭＡＰＫ是治疗各种炎症反应的
重要靶点，并且在类风湿关节炎、炎症性肠病和帕

金森病等炎症性疾病的研究中日益受到关注［２７］。

白细胞介素１受体相关激酶家族 ＩＲＡＫ是一类在
先天免疫信号通路中发挥关键作用的蛋白家族，其

成员包括ＩＲＡＫ１、ＩＲＡＫ２、ＩＲＡＫ３（也称为ＩＲＡＫＭ）
和ＩＲＡＫ４，主要参与 Ｔｏｌｌ样受体（ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＴＬＲ）和白细胞介素１受体（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒ，
ＩＬ１Ｒ）信号通路。该家族成员通过与适配蛋白
ＭｙＤ８８相互作用，形成信号复合物，从而调节下游
信号通路，如ＮＦκＢ和ＭＡＰＫ通路，介导炎症反应
和免疫应答。其中，ＩＲＡＫ３可通过负向调控 ＴＬＲ
信号，阻止 ＩＲＡＫ和 ＩＲＡＫ４从 ＭｙＤ８８中解离，防
止ＩＲＡＫＴＲＡＦ６复合物的形成，维持先天免疫稳
态，避免过度炎症反应对机体造成损伤［２８］。

既往研究表明，ＣＡ可通过抑制 ＴＬＲ／ＩＬ１Ｒ介
导的炎症通路，增强对胞内菌的清除能力［１３，２９］。

在创伤性脑损伤模型中，ＣＡ能够通过抑制 ＩＲＡＫ
４／ＴＡＫ１轴减轻神经炎症［３０］；ＩＲＡＫ１／２／４作为
ＴＬＲ／ＩＬ１Ｒ信号通路的关键激酶，可通过激活下游
ＭＡＰＫ（ｐ３８／ＪＮＫ）及ＮＦκＢ通路，进而驱动促炎因
子ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等的转录水平升高［３１］，而 Ｉ
ＲＡＫ３（ＩＲＡＫＭ）作为核心负调控因子，可通过竞争
性结合ＭｙＤ８８或抑制 ＩＲＡＫ１／４的激酶活性，重塑
免疫稳态［３２］，在ＴＬＲ介导的ＮＦκＢ炎症通路中，Ｉ
ＲＡＫ３作为负调节因子，可降低巨噬细胞的炎症反
应，从而用于治疗肺部炎症［３３３４］，在气道炎症模型

中，ＩＲＡＫ３过表达能够拮抗ＪＮＫ／ｐ３８信号传导［３５］。

转录组学旨在通过系统解析特定生理状态下

细胞的转录产物的集合，可动态揭示基因表达差

异、剪接变体、ＲＮＡ修饰及功能。本研究的 ＲＮＡ
Ｓｅｑ结果提示，ＣＡ可能通过 ＩＲＡＫ３介导的负反馈
通路，抑制巨噬细胞的炎症反应，与文献报道的ＣＡ
通过抑制炎症实现巨噬细胞内细菌的清除机制契

合［１３，２９］。在ＲＴｑＰＣＲ和 ＥＬＩＳＡ结果中，ＣＡ处理
组炎症因子 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６表达显著下调，细
胞培养上清中 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６分泌显著降低，
上述结果与转录组数据变化趋势一致。此外，ＲＴ
ｑＰＣＲ及ＷＢ结果显示，ＩＲＡＫ３表达显著升高，ｐ３８β
表达显著降低，这与ＴＬＲ信号负反馈调节［３２３４］及Ｉ
ＲＡＫ３通过竞争性抑制 ＭｙＤ８８ＩＲＡＫ４复合体形
成、阻断ｐ３８ＭＡＰＫ通路的分子机制一致［３１３２］。文

献报道，ＣＡ可通过抑制 ＩＲＡＫ４通路和巨噬细胞
ＭＡＰＫ信号下调 ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ６等炎症介质的
分泌，而ＩＲＡＫ３为炎症通路的负调节因子，其表达
缺乏会导致ｐ３８ＭＡＰＫ过度激活，不利于胞内菌的
清除［３６］。综上所述，研究表明ＣＡ可能通过上调Ｉ
ＲＡＫ３表达，阻断 ＩＲＡＫ１／２ＭｙＤ８８ＩＲＡＫ４信号通
路，抑制下游ｐ３８ＭＡＰＫ通路的活性，降低炎症因
子表达水平，进而促进巨噬细胞内ＭＴＢ的清除。

本研究存在一定的局限性，因实验采用 ＭＴＢ
减毒菌株 Ｈ３７Ｒａ，其与临床野生型和耐药菌株的
毒力差异可能导致ＣＡ作用效果不同，需在后续研
究中进行验证；本研究目前仅进行体外细胞实验，

缺乏体内动物模型（如小鼠结核模型）以验证 ＣＡ
的抗结核效果及安全性；另外，尚需进一步明确

ＩＲＡＫ３与ｐ３８的直接相互作用，如是否通过蛋白结
合抑制ｐ３８磷酸化；虽然本研究证实了 ＩＲＡＫ３对
炎症相关通路的调控作用，但 ＩＲＡＫ３其他下游信
号分子（如 ＩκＢα等）的磷酸化状态也需进一步探
究；此外，后续需进一步构建ＩＲＡＫ３敲低或敲除的
巨噬细胞株，若在 ＩＲＡＫ３缺失的细胞中，ＣＡ抑制
炎症因子和清除 ＭＴＢ的效应被显著削弱或消失，
则证明ＩＲＡＫ３是ＣＡ发挥作用的关键节点。

综上所述，本研究证实了ＣＡ通过重塑宿主免
疫稳态发挥抗结核作用，为研发新型宿主导向治疗

药物提供了参考依据。ＣＡ作为低毒性、天然植物
来源的化合物，未来有望作为抗结核辅助治疗药

物，与一线药物联用降低炎症损伤、改善治疗效果。
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