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IFITM3在脓毒症模型及胆碱能抗炎模型中的表达 *

闫汝虎 1 李 楠 1 张二飞 1 涂 可 1 阴弯弯 1 张 莉 1 杜诗斌 3 侯立朝 1△ 孙冬冬 2△

（1空军军医大学附属西京医院麻醉科 陕西西安 710032；2空军军医大学附属西京医院心内科 陕西西安 710032；

3深圳大学总医院麻醉科 广东深圳 518000）

摘要 目的：探讨干扰素诱导的跨膜转运蛋白 3（IFITM3）在 LPS刺激的 RAW264.7细胞系的脓毒症模型中的表达以及胆碱能抗

炎模型中的表达。方法：用 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞 24、48、72 h后，用Western-Blot法检测各组细胞 IFITM3蛋白表达

水平。用 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞后，给予 50 滋M胆碱能受体激动剂 GTS-21以及同时给予 100 nM胆碱能受体拮抗剂

琢-BGT刺激细胞 24 h后,用Western-Blot法检测各组细胞 IFITM3蛋白表达水平。用 ELISA法检测 IL-1茁的方法验证脓毒症模型
和胆碱能抗炎模型的建立。结果：① 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞后，IFITM3蛋白表达明显降低（P<0.01）。 ② 1 滋g/mL LPS
刺激 RAW264.7细胞后再给予 50 滋M GTS-21，IFITM3蛋白表达明显升高（P<0.001）；而给予 100 nM 琢-BGT后，IFITM3蛋白表

达明显降低（P<0.001）。结论：LPS刺激的 RAW264.7细胞 IFITM3蛋白表达降低。给予胆碱能激动剂 GTS-21后能够逆转 LPS诱

导的 IFITM3表达的降低，给予胆碱能受体拮抗剂 琢-BGT则能阻断这种现象。IFITM3有可能在脓毒症中发挥保护作用，并且参

与了胆碱能抗炎通路抗炎过程的调节。
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Expression of IFITM3 in Sepsis and Cholinergic Anti-inflammatory
Pathway*

To investigate the expression of IFITM3 in RAW264.7 cell line stimulated by LPS and Cholinergic anti-in-

flammatory pathway model. RAW264.7 cell was treated by 1 滋g/mL LPS for 24, 48 and 72 h, the protein expression of

IFITM3 was determined by Western Blot. 50 滋M Cholinergic receptor agonist GTS-21 combined with 100 nM Cholinergic receptor an-

tagonist 琢-BGT were given after 1 滋g/mL LPS stimulation and then the protein expression levels of IFITM3 were determined. The model

of sepsis and Cholinergic anti-inflammatory pathway were verified by IL-1茁 level detection. ① The expression of IFITM3 in

RAW264.7 cell lines were greatly decreased after 1 滋g/mL LPS stimulation (P<0.01). ② The expression of IFITM3 was significantly in-

creased after treatment with 50 滋M GTS-21 for 24 h (P<0.001) but notably declined after treatment of 100 nM 琢-BGT for 24 h following

1 滋g/mL LPS stimulation (P<0.001). The protein expression of IFITM3 was decreased in RAW264.7 cell induced by LPS.

Cholinergic receptor agonist GTS-21 could reverse the reduction of IFITM3 induced by LPS, and this effect was abol- ished by Choliner-

gic receptor antagonist 琢-BGT. IFITM3 might have protective effect in sepsis and regulate anti-inflammatory process in Cholinergic anti-

inflammatory pathway.

IFITM3; Cholinergic anti-inflammatory pathway; Sepsis
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前言

干扰素诱导的跨膜转运蛋白 3（IFITM3）是近年来发现的

一种由干扰素诱导产生的具有广谱抗病毒活性的跨膜蛋白[1]。

有研究显示 IFITM3能够调控溶酶体内的酸性环境抑制结核杆

菌生长[2]，在细菌免疫方面同样具有重要作用。因此，IFITM3有

可能是治疗脓毒症的一个重要靶点。

另外，IFITM3在精神分裂症患者中异常表达[3,4]。精神分裂
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症患者的胆碱能神经元功能有异常，通过改善胆碱能相关神经

元的功能能够明显缓解精神分裂症患者的症状[5]，提示 IFITM3

与胆碱能受体有可能存在某种关联。胆碱能受体不仅在中枢有

分布，在外周免疫细胞也有表达[6]。在外周，激活巨噬细胞表面

的 琢7N型乙酰胆碱受体能够有效的抑制炎性因子的释放[7]，这

是脓毒症的一个重要抗炎治疗手段。但 IFITM3是否在胆碱能

抗炎过程中也发挥了重要的调节作用目前仍不清楚。因此，本

研究采用体外细胞实验探讨了 IFITM3蛋白在脓毒症模型和胆

碱能抗炎模型中的表达，旨在为进一步摸索 IFITM3在脓毒症

中的作用奠定基础。

1 材料与方法

1.1 试剂与材料

鼠源 RAW264.7巨噬细胞购自中国科学院上海生物化学

与细胞生物学研究所细胞。DMEM高糖培养基和青链霉素双

抗均购自美国 Hyclone公司，胎牛血清购自美国 Gibco公司，

脂多糖和 琢-银环蛇毒素（琢-BGT）购自美国 Sigma公司，胆碱

能激动剂 GTS-21购自美国MCE公司，兔抗 IFITM3多克隆抗

体购自美国 proteintech 公司，ELISA 试剂盒购自美国 RD 公

司，二氟化树脂(poly-vinylidene fluoride, PVDF)膜和增强化学

发光 (enhanced chemiluminescence, ECL)试剂盒分别购自美国

Bio-Rad公司和Millipore公司，胰酶消化液和蛋白上样缓冲液

均购自上海碧云天生物技术有限公司，SDS-PAGE凝胶电泳试

剂盒、BCA蛋白定量试剂盒、辣根过氧化物酶标记山羊抗兔

IgG和 RIPA裂解液均购于北京康为世纪生物科技有限公司。

1.2 试验方法与步骤

1.2.1 RAW264.7 细胞培养 将 RAW264.7 细胞复苏后，用

DMEM高糖培养基 (含 10%胎牛血清、1× 105 U/L青霉素和

100 mg/L链霉素)在培养箱内于 5% CO2、37℃条件下培养。第

二天进行换液后继续培养，之后持续观察细胞的生长状态，根

据细胞长势和培养基本情况换液，待细胞密度长到 80%时可以

传代并进行实验。每次传代留部分细胞在 -80℃冰箱冷冻保

存，供后续使用。

1.2.2 脓毒症模型的建立 细胞换液后，用 1 滋g/mL LPS刺激
细胞 24 h，收集细胞培养上清液，ELISA法检测细胞因子 IL-1茁
的水平。

1.2.3 胆碱能抗炎模型的建立 细胞换液后，用 1 滋g/mL LPS

刺激细胞 24 h（LPS组），再加入 50 滋M GTS-21 刺激 24 h (胆

碱能激动剂组)，加入 GTS-21前的 12 h加入 100 nM 琢-BGT(胆
碱能拮抗剂组)，收集细胞培养上清液，ELISA法检测细胞因子

IL-1茁的水平。
1.2.4 IFITM3蛋白的提取和定量 将各组培养皿的细胞置于

冰上，弃去培养基，并用预冷的 PBS洗三遍，加入含有蛋白酶

抑制剂的细胞裂解液（1:100），冰上震荡 30 min，然后用细胞刮

刮取蛋白，置于 1.5 mL EP管内，超声震荡，12000 rpm，15 min，

4℃离心。取少量样本，用 BCA蛋白定量试剂盒进行蛋白定

量，其余加入 5× 上样缓冲液，95℃，15 min煮沸变性。12%

SDS-PAGE凝胶电泳进行蛋白分离，然后将蛋白转移至 PVDF

膜上，100 V 60 min转膜后，用 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h，一抗

孵育过夜，次日封闭二抗，后用 ECL发光液在 Bio-Rad凝胶成

像仪上扫描成像。

1.3 统计学分析

所有定量数据均以均数± 标准差(Mean± SD)表示，Graph-

pad Prism 5.0组图，SPSS 22.0数据分析，两组间差异比较采用 t

检验，多组间差异比较采用单因素方差 (One-way ANOVA)分

析，进一步两组间比较采用 SNK-q检验，以 P<0.05为差异具有

统计学意义。

2 结果

2.1 脓毒症模型的验证

用 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞 24 h后，收集细胞

培养上清液，ELISA法检测 IL-1茁的水平。结果显示：与对照组
相比，LPS组的 IL-1茁水平明显升高（P<0.001），提示脓毒症模
型建立成功，见图 1。

2.2 胆碱能抗炎模型的验证

用 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞 24 h 后, 胆碱能激

动剂组用 50 滋M的 GTS-21干预细胞；胆碱能拮抗剂组在给

GTS-21前的 12 h先给予 100 nM的 琢-BGT，48 h后用 ELISA

法检测各组细胞因子 IL-1茁的水平。结果显示：与 LPS组相比，

胆碱能激动剂组的 IL-1茁水平明显降低（P<0.01）；与胆碱能激
动剂组相比，胆碱能拮抗剂组的 IL-1茁水平明显升高（P<0.01）。
这些结果说明胆碱能激动剂 GTS-21具有明显的抗炎作用，而

胆碱能受体拮抗剂 琢-BGT能够明显阻断 GTS-21的抗炎效果，

胆碱能抗炎模型建立成功，见图 2。

2.3 IFITM3在脓毒症模型中的表达

与对照组相比，1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞 24、48、

72 h后 IFITM3的蛋白表达均降低(P<0.01)，见图 3。

2.4 IFITM3在胆碱能抗炎模型中的表达

用 1 滋g/mL LPS刺激 RAW264.7细胞 24 h后，胆碱能激

动剂组用 50 滋M的 GTS-21干预细胞；胆碱能拮抗剂组在给

GTS-21前的 12 h先给予 100 nM的 琢-BGT 完全拮抗胆碱能
受体。48 h后提取各组蛋白样本，用Western Blot法检测各组

IFITM3 的蛋白表达水平。结果显示：与 LPS 组相比，

LPS+GTS-21组 IFITM3蛋白表达明显升高（P<0.001）；而与

LPS+GTS-21 组相比，LPS+GTS-21+琢-BGT 组 IFITM3 蛋白表

达明显降低（P<0.001），见图 4。

图 1 ELISA法检测对照组和 LPS组 RAW264.7细胞上清液中 IL-1茁
的水平

Fig.1 IL-1茁 level in the cell culture supernatant in RAW264.7 of control

group and LPS group detected by ELISA

Note: n=9, ***P<0.001.
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图 2 ELISA法检测 GTS-21及 琢-BGT对细胞上清液中 IL-1茁的水平
的影响

Fig.2 The effect of GTS-21 and 琢-BGT on the IL-1茁 level in the cell
culture supernatant detected by ELISA Note: n=6, **P<0.01 compared

with LPS group; ##P<0.01 compared with LPS+GTS-21 group.

图 3 Western Blot法检测给予 LPS刺激 24、48、72 h的 RAW264.7细

胞 IFITM3的表达

Fig.3 Expression of IFITM3 in RAW264.7 cells induced by LPS for 24, 48

and 72h detected by western blot Note: n=6, **P<0.01

3 讨论

脓毒症是由于宿主对感染应答失调引起的一种致命性的

器官功能障碍，这种失调的宿主应答反应会逐步加重疾病的严

重程度，最终导致器官衰竭和死亡[8]。细菌内毒素（LPS）作用于

炎性细胞表面的 TLR4可诱发 IL-1茁、TNF-琢等炎性因子的大
量释放[9,10]，这种过度的炎症反应是脓毒症的病理发生发展过

程中一个关键环节。因此，抗炎治疗成为救治脓毒症的一个重

要手段。胆碱能抗炎通路 (cholinergic anti-inflammatory path-

way，CAP）是本世纪初发现的一条迷走神经调节的抗炎通路。

Tracey首次证实炎性刺激信号通过迷走神经传入脑，经过中枢

神经系统整合后，传出迷走神经末梢释放的乙酰胆碱能够激活

炎性细胞上的胆碱能受体，从而发挥抗炎作用[11]。乙酰胆碱通

过激活细胞表面的 琢7N型乙酰胆碱受体，一方面抑制 NF- b入

核抑制炎性因子释放，一方面也激活 Jak2-STAT3信号途径负

性调控促炎因子的表达[12]。胆碱能抗炎通路在肺、肾、心、脑等

多个器官均具有抗炎保护作用[13-16]。除乙酰胆碱外，通过药物和

电针等方式也能够模拟乙酰胆碱的作用激活胆碱抗炎通路
[17,18]。GTS-21是一种特异性的 琢7N型乙酰胆碱受体的激动剂，
能够模拟乙酰胆碱发挥抗炎作用，琢-BGT能够与 琢7N型乙酰
胆碱受体结合并阻断其它配体的结合，是一种很强力的 琢7N
型乙酰胆碱受体的拮抗剂[19]。本研究用 GTS-21建立了细胞的

胆碱能抗炎模型，并用 琢-BGT阻断 GTS-21的作用。

IFITM3是一类由干扰素诱导产生的抗病毒跨膜蛋白，不

仅参与了抗细胞增殖、抗病毒感染的固有免疫调节、细胞粘附

等多种生理过程的调节，还在宿主抗炎调节过程中也发挥了重

要作用[20]。近年来研究显示结核杆菌（MTb）能够作用于 TLR4

促进 IFITM3 mRNA表达增加，IFITM3能够调控溶酶体内的酸

性环境抑制结核杆菌生长[2]，提示 IFITM3不仅参与了抗病毒

过程的调节，可能在抑制细菌增殖方面也发挥着重要作用。另

外，IFITM3的 mRNA在精神分裂症患者中有异常表达 [3,4]，提

示 IFITM3与神经递质乙酰胆碱可能存在着一定的联系，而乙

酰胆碱的受体不仅在神经中枢有分布，在外周免疫细胞表面同

样有表达[6]。本实验采用外周巨噬细胞的乙酰胆碱受体进行了

研究，一方面可以验证 IFITM3在脓毒症中的作用，另一方面也

可以验证 IFITM3与胆碱能受体调控的关系，为神经系统相关

疾病的治疗探索一些新的靶点。

本实验中，我们首先给予 1 滋g/mL的 LPS能够引起 IL-1茁
的明显升高，说明脓毒症模型建成功，LPS能够成功模拟细菌

感染的模型；而给予 GTS-21后能抑制 IL-1茁，说明胆碱能激动
剂能够很好的发挥抗炎作用，给予 琢-BGT后能够引起 IL-1茁
升高，说明 琢-BGT能够阻断 GTS-21的抗炎作用，胆碱能抗炎

模型建立成功。之后，我们通过Western Blot法分别检测了两

个模型中 IFITM3 的蛋白表达，给予 RAW264.7 巨噬细胞 1

图 4 Western Blot法检测 GTS-21对 IFITM3的表达的影响

Fig.4 The effect of GTS-21 on the expression of IFITM3 detected by

Western Blot

Note: n=6,***P<0.001 compared with LPS group; ###P<0.001 compared

with LPS+GTS-21 group.

2259· ·



现代生物医学进展 biomed .cnjournals .com Progress inModern Biomedicine Vol.18 NO.12 JUN.2018

滋g/mL LPS 后 24、48、72 h 后，Western Blot 的结果显示：I-

FITM3的蛋白表达水平明显降低，而结核杆菌（MTb）感染

THP-1细胞（人外周血单核细胞）TLR4 后会引起 IFITM3 的

mRNA表达升高[2]，本研究结果与其有一定差异，有可能是巨

噬细胞种属差异造成 IFITM3 表达的不一致，MTb 使用的是

THP-1细胞系，这是人源性的巨噬细胞，而 RAW264.7是鼠源

性的，MTb在人源性细胞和鼠源细胞上的作用可能并不完全

一致，造成相关蛋白 IFITM3表达变化的不一致；另外，IFITM3

mRNA 和蛋白水平出现相反的趋势也可能是 LPS 影响了 I-

FITM3转录后的修饰过程。MTb诱导的 IFITM3 mRNA水平的

变化与 LPS诱导出 IFITM3蛋白水平的变化存在差异，表明 I-

FITM3在格兰阴性细菌中的作用可能与结核杆菌并不一致，具

体机制还需要进一步探究。

而给予 GTS-21 刺激 RAW264.7 巨噬细胞后能够明显引

起 IFITM3蛋白表达的升高，完全逆转了 LPS引起的 IFITM3

的降低，给予 琢-BGT又会明显抑制 IFITM3的升高，表明胆碱

能受体的激活是能够影响 IFITM3的表达，并且 IFITM3的变

化趋势与胆碱能抗炎作用相一致，提示 IFITM3很可能参与了

胆碱能抗炎信号通路的调节。已有研究显示，IFITM3在宿主抗

炎调节过程中也发挥了重要作用[20]，进一步提供了 IFITM3参

与胆碱能抗炎通路调控抗炎作用的证据。胆碱能抗炎通路是通

过 NF- b和 Jak2-STAT3信号途径发挥抗炎作用，提示 IFITM3

有可能参与了这两条信号途径的调节。TLR4可以通过MyD88

和 TRIF两条途径调控炎症，TRIF通路可促进 IFN-茁的表达，
IFN-茁进一步以自分泌和旁分泌的形式作用于细胞表面的 IF-

NAR，促进 IFITM3的表达[21,22]，表明 IFITM3 与炎症的调节作

用关系密切。IFITM3的抗炎作用还需进一步实验验证。

综上所述，IFITM3不是简单的抗病毒蛋白，其也参与了免

疫细胞的多种调节功能[20]，有可能在调控脓毒症复杂的病理过

程中发挥着重要作用。另一方面，IFITM3与胆碱能受体有着非

常密切的联系，至少在外周的胆碱能信号刺激条件下已出现了

明显的蛋白表达的变化，提示 IFITM3不仅跟一些免疫相关疾

病有关，很可能跟一些中枢神经系统疾病也有密切关系。在未

来治疗阿尔兹海默症、精神分裂症以及其他一些神经退行性疾

病过程中，IFITM3有可能作为一个靶分子发挥着关键的作用。
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