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【摘要】 目的  观察一种化学合成小分子物质 MCC950 对线粒体损伤相关分子模式（MTDs）诱导肺泡巨

噬细胞炎症反应的影响，并分析其可能的机制。方法  利用差速离心法提取 SD 大鼠肝脏组织来源的 MTDs。

体外培养大鼠肺泡巨噬细胞 NR8383 细胞株，并分为空白对照组、LPS 阳性对照组（1 mg/L LPS 刺激 12 h）、

MTDs 组（50、100、200 mg/L MTDs 刺激 12 h）、MCC950 组（0.1 μmol/L MCC950 处理 30 min）、MCC950 + MTDs 组 

（终浓度 0.001、0.01、0.1、1.0 μmol/L MCC950 预处理 30 min + 100 mg/L MTDs 刺激 12 h）5 组。收集各组细

胞上清液及细胞，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、

IL-18）含量；采用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞中天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1 及

其前体（caspase-1、pro-caspase-1）、IL-1β 及其前体（pro-IL-1β）的蛋白表达。结果  ① 与空白对照组

相比，50、100、200 mg/L 的 MTDs 刺激组细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-18 含量均显著升高〔TNF-α

（ng/L）：459.17±66.71、968.27±124.29、1 128.6±172.02 比 34.67±11.66，IL-1β（ng/L）：341.57±38.09、

685.00±75.36、784.97±89.28 比 26.33±8.04，IL-18（ng/L）：175.87±37.43、364.23±39.24、370.60±44.55 比

73.77±12.10，均 P＜0.05〕，且呈剂量依赖性；并与 LPS 组具有类似的致炎作用。② 与 MTDs 组相比，0.01、0.1

及 1.0 μmol/L MCC950 + MTDs 组细胞上清液中 IL-1β、IL-18 含量显著降低〔IL-1β（ng/L）：334.23±33.56、

38.67±12.89、36.13±17.69 比 724.00±77.45，IL-18（ng/L）：165.77±25.47、71.37±5.99、66.80±14.61 比

412.23±40.15 均 P＜0.05〕，其中 0.1 μmol/L 为产生抗炎作用的最佳有效浓度。而各浓度 MCC950 对 TNF-α 影

响不大。③ 与MTDs组相比，0.01 μmol/L MCC950 + MTDs组细胞中caspase-1及IL-1β蛋白表达显著下降（A值：

14 753.29±950.31 比 19 222.50±1 234.13，9 981.06±673.63 比 12 759.26±574.69，均 P＜0.05），pro-caspase-1

及 pro-IL-1β 蛋白表达无明显变化（A 值：17 856.08±1 076.20 比 17 059.01±966.37，23 020.19±3 463.57 比

20 642.36±1 714.36，均 P＞0.05）。结论  MCC950 能够减少 MTDs 诱导的肺泡巨噬细胞炎性因子分泌，可能通

过抑制炎性体活化发挥作用。
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【Abstract】 Objective  To  observe  the  effect  of  a  chemosynthetic  small molecule  substance MCC950  on  the 
inflammatory mediators in alveolar macrophages (AM) induced by mitochondrial damage associated molecular patterns 
(mitochondrial DAMPs, MTDs), and analyze its potential molecular mechanism.  Methods  Differential centrifugation 
was used to extract MTDs derived from liver of SD rat. The rat AM NR8383 cell was cultured in vitro, which was divided 
into  five  groups:  blank  control  group,  LPS  positive  control  group  (stimulated  with  1  mg/L  LPS  for  12  hours),  MTDs 
group (stimulated with 50, 100, 200 mg/L MTDs for 12 hours), MCC950 group (stimulated with 0.1 μmol/L MCC950 for 
30 minutes), and MCC950+MTDs group  (stimulated with 0.001, 0.01, 0.1, 1.0 μmol/L MCC950  for 30 minutes before 
stimulated with 100 mg/L MTDs for 12 hours). The supernatants and cells of each group were collected, and the enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) was used to assay the contents of tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukins 
(IL-1β  and  IL-18),  the Western  Blot  was  used  to  assay  the  expression  of  caspase-1,  pro-caspase-1,  IL-1β  and 
pro-IL-1β  in  the  cell.  Results  ①  Compared  with  the  blank  control  group,  the  contents  of  TNF-α,  IL-1β,  
IL-18 insupernatants in the 50, 100 and 200 mg/L MTDs group were significantly higher [TNF-α (ng/L): 459.17±66.71, 
968.27±124.29,  1 128.6±172.02  vs.  34.67±11.66,  IL-1β(ng/L):  341.57±38.09,  685.00±75.36,  784.97±89.28 
vs.  26.33±8.04,  IL-18  (ng/L):  175.87±37.43,  364.23±39.24,  370.60±44.55  vs.  73.77±12.10,  all  P  <  0.05],  
in  a  dose-dependent manner; with  the  similar  inflammatory  effect  in  lipopolysaccharide  (LPS)  positive  control  group.  
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② Compared with  the MTDs  group,  the  contents  of  IL-1β,  IL-18  in  the 0.01,  0.1  and 1.0 μmol/L MCC950+MTDs 
group  were  remarkably  decreased  [IL-1β  (ng/L):  334.23±33.56,  38.67±12.89,  36.13±17.69  vs.  724.00±77.45,  
IL-18  (ng/L):  165.77±25.47,  71.37±5.99,  66.80±14.61  vs.  412.23±40.15,  all  P  <  0.05],  and  0.1  μmol/L  is  the 
optimal  effective  concentration  of  anti-inflammation.  The  influence  of  MCC950  in  various  concentrationson  the 
TNF-α was  little. ③ Compared with  the MTDs  group,  the  expression  of  caspase-1  and  IL-1β  in  the  0.01 μmol/L 
MCC950  group  was  inhibited  significantly  (A  value:  14 753.29±950.31  vs.  19 222.50±1 234.13,  9 981.06±673.63 
vs.  12 759.26±574.69,  both  P  <  0.05),  but  the  change  of  pro-caspase-1  and  pro-IL-1β  was  incomparable  
(A  value: 17 856.08±1 076.20 vs. 17 059.01±966.37, 23 020.19±3 463.57 vs. 20 642.36±1 714.36, both P > 0.05).   
Conclusion  Inflammatory mediators secreted from MTDs induced-AM could be reduced by MCC950, which may be 
the effect of inflammasome inhibition.

【Key words】  Acute  respiratory  distress  syndrome;  Mitochondrial  damage  associated  molecular  patterns;   
MCC950;  Inflammation;  Inflammasome
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  严重感染导致的脓毒症或严重创伤导致的休

克，均能诱发大量损伤相关分子模式（DAMP）释放

入血，通过 Toll 样受体（TLR）或核苷酸结合寡聚化

结构域样受体（NLR）激活免疫细胞及效应细胞，从

而活化 NLRP3 炎性体通路，放大炎症级联反应，加

重器官炎症性损伤［1-2］。炎性体活化是炎性因子失

控性释放导致急性呼吸窘迫综合征（ARDS）的主要

机制之一［3-4］，而抑制肺泡巨噬细胞的炎性体活化，

减少炎性因子释放是抑制线粒体 DAMP（MTDs）引

起肺损伤的关键。有研究报道，一种化学合成的小

分子物质 MCC950 能够抑制经典及非经典 NLRP3

炎性体通路，改善自身免疫性脑脊髓膜炎［5］，但目前

MCC950 对 ARDS 的作用鲜见报道。

  本研究利用差速离心法提取 SD 大鼠肝脏组织

来源的线粒体以获得 MTDs，用不同剂量的外源性

MTDs 刺激肺泡巨噬细胞，观察其致炎效应，并观察

不同浓度 MCC950 预处理对 MTDs 诱导炎症反应的

影响，初步探讨 MCC950 发挥作用的可能途径，现报

道如下。

1 材料和方法

1.1  实验动物及主要试剂：SD 大鼠购自南昌大学

动物科学部（合格证号：43004700013905）；大鼠肺

泡巨噬细胞 NR8383 细胞株购自中国科学院细胞

库；MCC950 购自美国 MedChem Express 公司；脂多

糖（LPS）、HamF-12K培养基购自美国Sigma-Aldrich

公司；胎牛血清购自美国 Gibco 公司；大鼠肿瘤坏

死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-18）

酶联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒购于上海依科

赛科技实业有限公司；天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋

白酶 1（caspase-1）p10 抗体购自美国 Santa Cruz 公

司，IL-1β 抗体购自英国 Abcam Cambridge 公司， 

β- 肌动蛋白（β-actin）及辣根过氧化物酶（HRP）

标记二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司；组

织线粒体提取试剂盒购自南京碧云天生物科技有限

公司；詹姆斯绿 B 购自北京索莱宝科技有限公司。

1.2  细胞培养：肺泡巨噬细胞株 NR8383 培养于含

15% 胎牛血清、1.5 g/L 碳酸氢钠的 HamF-12K 完全

培养基中，37 ℃、5% CO2 培养箱内培养，2～3 d 更

换1次培养基，当细胞生长融合至85%时传代1次。

在细胞培养过程中使用经去致热源处理的一次性 

耗材。

1.3  实验分组及处理：取对数生长期的 NR8383 细

胞，按照每孔 2×106 个细胞接种于 6 孔板。实验分

为 5 组： ① 空白对照组； ② LPS 阳性对照组：细胞

培养基中加 1 mg/L LPS 刺激 12 h； ③ MTDs 组：分

别在细胞培养基中加入 50、100、200 mg/L 的 MTDs

刺激 12 h；  ④ MCC950 组：用 0.1 μmol/L MCC950

处理 NR8383 细胞 30 min； ⑤ MCC950 + MTDs 组：

分别加入 0.001、0.01、0.1、1 μmol/L 的 MCC950 预

处理 NR8383 细胞 30 min，然后更换培养基，加入 

100 mg/L MTDs 刺激 12 h。收集各组细胞上清液及

细胞以备检测。

1.4  线粒体及 MTDs 的提取：取 SD 大鼠肝脏，磷

酸盐缓冲液（PBS）冲洗、剪碎，加入线粒体分离试

剂 A，匀浆 10 次，4 ℃离心 5 min 取上清，再离心 

10 min，去上清，沉淀即为分离得到的线粒体。纯化

线粒体并于冰浴中用超声波细胞破碎仪破碎细胞

（450 W，破碎 30 s，间歇 30 s，10 个循环）。离心取

上清，获得 MTDs，于 -80 ℃保存备用。BCA 法进行

MTDs 蛋白定量。

1.5  詹纳斯绿 B 鉴定提取的线粒体：配置 0.04%

詹纳斯绿 B 染液，分别加入 10 μL 的线粒体悬液和
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詹纳斯绿 B 染液，染色 5 min 后，于 400 倍光镜下观

察、拍照。

1.6  炎性因子测定：按照 ELISA 试剂盒说明书步

骤检测细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-18 水平，

于波长 450 nm 处测定吸光度（A）值，绘制标准曲线，

计算出炎性因子含量。

1.7  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测细胞

中 caspase-1、IL-1β 蛋白表达：裂解细胞，提取总

蛋白，采用 BCA 法定量蛋白，进行凝胶电泳、转膜、

封闭，加一抗、二抗，洗膜后电化学发光（ECL）增强

发光，电化学凝胶成像系统显影，记录目的蛋白与内

参照 β-actin 的 A 值比值作为表达量。

1.8  统计学分析：应用 SPSS 17.0 软件进行数据分

析，计量数据以均数 ± 标准差（x±s）表示，多组比

较采用单因素方差分析，并进一步采用 Dunnett-t 检
验或 LSD-t 检验进行组间比较。P＜0.05 为差异有

统计学意义。

2 结 果

2.1  线粒体鉴定（图 1）：詹姆斯绿 B 染色后，线粒

体悬液中可以看到大量内膜被染成绿色的线粒体，

表明线粒体及 MTDs 提取成功。

2.2  不同浓度 MTDs 对大鼠肺泡巨噬细胞的致炎

效应（图 2）：50、100、200 mg/L MTDs 刺激 NR8383

肺泡巨噬细胞后，细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、

IL-18 含量均较空白对照组显著升高（均 P＜0.05），

证实 MTDs 能诱导大鼠肺泡巨噬细胞炎症反应，且

与 LPS 具有类似的致炎作用。且 MTDs 的致炎作

用呈剂量依赖性，100 mg/L MTDs 组细胞上清液中

TNF-α、IL-1β、IL-18 含量均显著高于 50 mg/L 

MTDs 组，而 200 mg/L MTDs 组除 IL-1β 显著高于

图 1  光镜下观察从 SD 大鼠肝脏中提取的线粒体损伤相
关分子模式（MTDs），大量内膜被染成绿色，表明 MTDs 提
取成功　詹姆斯绿 B 染色　高倍放大

100 mg/L MTDs 组外，TNF-α、IL-18 均维持在高 

水平。

2.3  不同浓度 MCC950 对 MTDs 致炎效应的影响

（图 3）：与 MTDs 组相比，0.001 μmol/L MCC950 对

MTDs 刺激肺泡巨噬细胞细胞上清液中 TNF-α、

IL-1β、IL-18 含量无明显影响（均 P＞0.05）；0.01、

0.1、1.0 μmol/L 的 MCC950 可以显著降低细胞上清

液中 IL-1β、IL-18 含量（均 P＜0.05），但 TNF-α

含量下降不明显（均 P＞0.05）。其中 0.1 μmol/L 为

MCC950 对 MTDs 诱导肺泡巨噬细胞产生抗炎作用

的最佳有效浓度。

2.4  MCC950 对 MTDs 诱导肺泡巨噬细胞 caspase-1

和 IL-1β 蛋白表达的影响（图 4；表 1）：MCC950 +  

MTDs 组肺泡巨噬细胞 caspase-1、IL-1β 蛋白表

达较 MTDs 组明显下降（P＜0.05）；而 caspase-1、

IL-1β 前体（pro-caspase-1、pro-IL-1β）蛋白表达

则无明显变化（均 P＞0.05）。

注：LPS 为脂多糖，TNF-α 为肿瘤坏死因子 -α，IL-1β、IL-18 为白细胞介素 -1β、-18；与空白对照组比较，aP＜0.05； 
与 50 mg/L MTDs 组比较，bP＜0.05；与 100 mg/L MTDs 组比较，cP＜0.05

图 2  不同剂量外源性线粒体损伤相关分子模式（MTDs）对肺泡巨噬细胞的致炎效应
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3 讨 论

  组织或细胞在受到强烈应激或严重损伤时，可

释放出一类物质被 TLR 和 NLR 识别而诱导免疫应

答，这类来源于宿主自身受损或死亡细胞的物质被

称为 DAMP［6-7］。最近有研究者证实线粒体来源的

DAMP 是机体严重创伤、休克时内源性 DAMP 的主

要来源之一［8-9］，MTDs 是线粒体受损时释放的物

质，主要包括线粒体 DNA、甲酰肽、三磷酸腺苷、活

注：MTDs 为线粒体损伤相关分子模式，caspase-1、pro-caspase-1
为天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1 及其前体，IL-1β、pro-IL-1β 

为白细胞介素 -1β 及其前体，β-actin 为 β- 肌动蛋白

图 4  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测 MCC950 对肺泡 
巨噬细胞中 pro-caspase-1、pro-IL-1β 蛋白剪切成熟的影响

表 1 MCC950 预处理对 MTDs 诱导肺泡巨噬细胞中
caspase-1、IL-1β蛋白表达的影响（x±s）

组别
样本数
（孔）

caspase-1
（A 值）

pro-caspase-1
（A 值）

空白对照组 3 11 976.66±   960.32 10 814.51±1 022.12
MTDs 组 3 19 222.50±1 234.13 a 17 059.01±   966.37 a

MCC950+MTDs 组 3 14 753.29±   950.31 ab 17 856.08±1 076.20 a

组别
样本数
（孔）

IL-1β
（A 值）

pro-IL-1β
（A 值）

空白对照组 3 9 438.99±486.93 13 415.04±1 359.92
MTDs 组 3 12 759.26±574.69 a 20 642.36±1 714.36 a

MCC950+MTDs 组 3 9 981.06±673.63 ab 23 020.19±3 463.57 a

注：MTDs为线粒体损伤相关分子模式，caspase-1、pro-caspase-1为 
天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶 1 及其前体，IL-1β、pro-IL-1β
为白细胞介素 -1β 及其前体；与空白对照组比较，aP＜0.05；与
MTDs 组比较，bP＜0.05

注：TNF-α 为肿瘤坏死因子-α，IL-1β、IL-18 为白细胞介素-1β、-18；与 0.1 μmol/L MCC950 组比较，aP＜0.01；与 100 mg/L MTDs
组比较，bP＜0.05；与 0.001 μmol/L MCC950+MTDs 组比较，cP＜0.05；与 0.01 μmol/L MCC950+MTDs 组比较，dP＜0.05

图 3  不同浓度 MCC950 对外源性线粒体损伤相关分子模式（MTDs）诱导肺泡巨噬细胞致炎效应的减轻作用

性氧簇等。Li 等［10］和 Zhang 等［11］研究显示，将线

粒体碎片经尾静脉注入大鼠体内可诱发全身炎症

反应，且 3 h 后出现肺水肿等病理学改变，支气管肺

泡灌洗液（BALF）中的中性粒细胞计数、TNF-α 及

IL-6 含量均明显升高。Gu 等［12］也发现，将线粒体

DNA 注射到小鼠体内可诱导急性肺损伤（ALI），伴

有大量肺泡巨噬细胞浸润。本课题组前期研究也

发现，线粒体 DNA 能够剂量依赖性地诱导肺泡巨噬

细胞 TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等炎性因子表达［13］。

本研究采用不同剂量 MTDs 刺激大鼠肺泡巨噬细胞

12 h 后发现，细胞上清液中 TNF-α、IL-1β、IL-18

含量均显著增多，证实 MTDs 具有较强的致炎效应，

与文献报道相一致；此外本研究发现，MTDs 的致

炎效应呈剂量依赖性，100 mg/L MTDs 组各炎性因

子显著高于 50 mg/L MTDs 组，而 200 mg/L MTDs 组

TNF-α、IL-18 虽有增加趋势，但差异无统计学意

义，说明 100 mg/L MTDs 的致炎作用相对稳定。鉴

于 MTDs 的致炎效应，如何有效阻断其诱导炎性因

子分泌尤为重要。

  MCC950 是一种含二芳基磺酰脲的复合物，Coll

等［5］首次发现 MCC950 能特异性抑制 NLRP3 炎性

体的组装，同时抑制经典及非经典 NLRP3 炎性体通

路，减少体内外 IL-1β 的分泌，在自体免疫或自身

炎症性疾病小鼠模型中均能有效抑制炎症反应。本

研究利用不同浓度 MCC950 预处理大鼠肺泡巨噬细

胞 30 min 后发现，0.01、0.1 和 1.0 μmol/L 的 MCC950 

均可显著降低 MTDs 刺激后细胞上清液中 IL-1β、

IL-18 含量，其中 0.1 μmol/L 为抗炎最佳有效浓度，

但各浓度对 TNF-α 含量的影响不明显。进一步研

究发现，0.1 μmol/L MCC950 能够明显抑制 MTDs 刺

激后细胞中 caspase-1、IL-1β 蛋白表达，而不影响
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pro-caspase-1、pro-IL-1β 蛋白表达。以上结果证

实，MCC950 能减轻 MTDs 刺激后肺泡巨噬细胞的

炎症反应，初步分析其机制可能与 NLRP3 炎性体的

活化有关。NLRP3 炎性体活化需要经过两步，先由

胞外刺激诱导 NLRP3、pro-caspase-1 和 pro-IL-1β

表达，随后 NLRP3、pro-caspase-1 与凋亡相关点样

蛋白（ASC）形成炎性体蛋白单体，再由 DAMP 诱导

组装成炎性体多聚体，发挥活性作用，促进 IL-1β、

IL-18 剪切成熟并分泌［14-16］。有研究表明，NLRP3

炎性体活化参与了脓毒症或全身炎症反应综合征

（SIRS）所致的 ARDS［17-20］；而限制炎性体活化可以

改善盲肠结扎穿孔术（CLP）所致的肺内炎症和肺纤

维化［21］；减少炎性疾病模型小鼠的炎症反应［22］；

减少 LPS 诱导的肺内炎性细胞浸润，抑制炎性因子

入血，减轻肺内炎症，改善 ALI［23-25］。

  综上所述，结合本研究结果，初步分析 MCC950

减轻 MTDs 的致炎效应可能是通过抑制 MTDs 诱

导的肺泡巨噬细胞炎性体活化，从而抑制 IL-1β、

IL-18 剪切成熟及分泌，故其上游的 pro-caspase-1、

pro-IL-1β 表达不受影响。MCC950 对 TNF-α 无

作用的原因可能为 TNF-α 不需要经 NLRP3 炎性

体通路活化成熟，故其分泌不受影响。但是MCC950 

的具体分子机制仍需要进一步体内外研究明确。
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