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【摘要】 目的  探讨中性粒细胞颗粒蛋白（NGP）对脂多糖（LPS）诱导巨噬细胞生成一氧化氮（NO）的影

响及其调控机制。方法  体外培养 NGP 高表达小鼠巨噬细胞株 RAW264.7 细胞（NGP/RAW）、阴性对照空载

体RAW264.7 细胞（NC/RAW）、NGP敲除RAW264.7 细胞（NGP KO/RAW）和野生型RAW264.7 细胞（WT/RAW），

取对数生长期细胞分别给予 10 mg/L 的 LPS（LPS 组）或磷酸盐缓冲液（PBS 组）进行刺激。用 Griess 方法检

测上清中 NO 含量；用定量反转录 - 聚合酶链反应（RT-qPCR）检测诱导型一氧化氮合酶（iNOS）的 mRNA 表

达；用蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测 iNOS 蛋白及磷酸化转录激活因子 1（p-STAT1）蛋白表达。

结果  与 PBS 组相比，在 LPS 刺激后各时间点，4 组细胞中 iNOS mRNA 表达和 NO 产生量均明显增加，iNOS 

mRNA 表达于 LPS 刺激后 12 h 达峰值（2-ΔΔCt：NC/RAW 细胞为 38.45±1.34 比 1.00±0.00，NGP/RAW 细胞为

56.24±2.41 比 1.45±0.30，WT/RAW 细胞为 37.84±1.52 比 1.00±0.00，NGP KO/RAW 细胞为 5.47±0.62 比 

0.98±0.40，均 P＜0.05），NO 产生量于 LPS 刺激后 24 h 达峰值（μmol/L：NC/RAW 细胞为 24.15±1.26 比 0.15± 

0.04，NGP/RAW 细胞为 58.80±2.11 比 0.18±0.02，WT/RAW 细胞为 25.04±1.80 比 0.16±0.02，NGP KO/RAW

细 胞 为 2.42±0.38 比 0.12±0.03，均 P＜0.05）。 给 予 LPS 刺 激 后，NGP/RAW 细 胞 内 iNOS mRNA 表 达 和 

NO生成量较NC/RAW细胞明显增加〔iNOS mRNA（2-ΔΔCt）：2 h为8.42±0.59比4.63±0.37，6 h为27.16±1.60比 

14.25±1.02，12 h 为 56.24±2.41 比 38.45±1.34；NO（μmol/L）：6 h 为 4.12±0.25 比 2.23±0.17，12 h 为 16.50± 

1.52 比 6.35±0.39，24 h 为 58.80±2.11 比 24.15±1.26，均 P＜0.05〕；同时，p-STAT1 和 iNOS 蛋白表达明显增

强（p-STAT1/GAPDH：0 h 为 4.26±1.84 比 1.00±0.32，2 h 为 20.59±4.97 比 0.93±0.21，6 h 为 141.99±10.99

比 11.17±2.11；iNOS/GAPDH：0 h 为 1.27±0.86 比 1.00±0.22，2 h 为 7.94±1.94 比 2.01±0.92，6 h 为

24.24±4.88 比 3.72±1.11，均 P＜0.05），说明 NGP 可以通过促进转录激活因子 1（STAT1）通路磷酸化来增

加 iNOS 表达，进而使 NO 生成增多。LPS 刺激后，NGP KO/RAW 细胞内 iNOS mRNA 表达和 NO 生成量较 

WT/RAW 细胞明显减少〔iNOS mRNA（2-ΔΔCt）：2 h 为 2.46±0.31 比 4.22±0.18，6 h 为 3.61±0.44 比 13.02± 

1.34，12 h 为 5.47±0.62 比 37.84±1.52；NO（μmol/L）：6 h 为 1.22±0.19 比 2.01±0.12，12 h 为 1.60±0.44 比

5.15±0.62，24 h 为 2.42±0.38 比 25.04±1.80，均 P＜0.05〕。说明 NGP 敲除后 iNOS 活化减少，进而使 NO 生成

减少。结论  NGP 可通过激活 STAT1/iNOS 通路正向调控活化巨噬细胞中 NO 的生成。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  influences  of  neutrophilic  granule  protein  (NGP)  on  nitric  oxide  (NO) 
production  in  lipopolysaccharide  (LPS)-induced  macrophages  and  the  regulatory  mechanism.  Methods  NGP 
highexpression  RAW264.7  cells  (NGP/RAW)  and  negative  control  empty  vector  cells  (NC/RAW),  NGP  knockout 
RAW264.7  cells  (NGP KO/RAW)  and  wild-type  cells  (WT/RAW)  were  cultured  in vitro.  Cells  in  logarithmic  phase 
were  stimulated with 10 mg/L LPS  (LPS group) or phosphate buffered  saline  (PBS group)  respectively. The content of 
NO in the supernatant was detected by Griess method. The mRNA expression of inducible nitric oxide synthase (iNOS) 
was  detected  by  quantitative  reverse  transcription-polymerase  chain  reaction  (RT-qPCR).  The  protein  expressions 
of  iNOS  and  phosphorylated  signal  transducer  and  activator  of  transcription  1  (p-STAT1)  were  detected  by Western 
blotting.  Results  Compared  with  PBS  group,  iNOS  mRNA  and  NO  expression  were  significantly  increased  at 
different  time after LPS stimulation,  the mRNA expression of  iNOS peaked at 12 hours after LPS stimulation  (2-ΔΔCt: 
38.45±1.34  vs.  1.00±0.00  in  NC/RAW  cells,  56.24±2.41  vs.  1.45±0.30  in  NGP/RAW  cells,  37.84±1.52  vs. 
1.00±0.00  in WT/RAW cells,  5.47±0.62  vs.  0.98±0.40  in NGP KO/RAW cells,  all P < 0.05),  and  the production 
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  一氧化氮（nitric oxide，NO）是一种活性高、不

稳定的小分子气体，它对维护正常的细胞功能至关

重要［1］。在生理状态下，NO不仅是重要的神经递质，

还可以调节血管舒缩功能、减少血栓形成、清除自

由基等。但在病理情况下，NO 是介导免疫过程和

炎症反应的重要炎性因子［2］。一氧化氮合酶（nitrie  

oxides synthase，NOS）是合成 NO 的关键限速酶，

有 3 种亚型，包括神经元型一氧化氮合酶（neuronal 

nitric oxide synthase，nNOS）、内皮型一氧化氮合酶

（endothelial nitric oxide synthase，eNOS）和诱导型一 

氧化氮合酶（inducible nitric oxides synthase，iNOS）［3］， 

其中 iNOS 主要位于巨噬细胞、白细胞和炎症区上

皮细胞［4］。巨噬细胞是机体固有免疫重要组成细

胞，在促炎介质刺激下巨噬细胞可通过激活 iNOS

产生大量 NO，大量的 NO 有助于抵御入侵的病原

体；但另一方面，NO浓度过高可能会产生毒性效应，

并与包括脓毒性休克、心功能不全、疼痛、糖尿病和

癌症在内的多种疾病有关［5-6］。鉴于 NO 的双重作

用，精细调控 NO 的表达水平，使其更好地发挥细胞

保护作用，同时控制细胞毒性作用具有重要意义。

  中性粒细胞颗粒蛋白（neutrophilic granule protein， 

NGP）最初在未成熟的骨髓细胞和早幼粒细胞中被

发现，这种髓样颗粒蛋白具有 1 160 个碱基序列，

编码 167 个氨基酸，相对分子质量约为 19 330［7］。 

进一步的序列分析发现，NGP 存在 1 个 N 端糖

基化位点和 4 个保守半胱氨酸残基，与抗菌肽有

30% 的相似性，属于半胱氨酸蛋白酶抑制剂超家

of NO peaked at 24 hours after LPS stimulation  (μmol/L: 24.15±1.26 vs. 0.15±0.04  in NC/RAW cells, 58.80±2.11 
vs. 0.18±0.02 in NGP/RAW cells, 25.04±1.80 vs. 0.16±0.02 in WT/RAW cells, 2.42±0.38 vs. 0.12±0.03 in NGP 
KO/RAW cells,  all P < 0.05). After  being  stimulated  by LPS,  the  expression  of  iNOS mRNA and NO  in NGP/RAW  
cells were  increased  significantly  compared with NC/RAW cells  [iNOS mRNA  (2-ΔΔCt):  8.42±0.59 vs. 4.63±0.37 at  
2 hours, 27.16±1.60 vs. 14.25±1.02 at 6 hours, 56.24±2.41 vs. 38.45±1.34 at 12 hours; NO (μmol/L): 4.12±0.25 vs. 
2.23±0.17 at 6 hours, 16.50±1.52 vs. 6.35±0.39 at 12 hours, 58.80±2.11 vs. 24.15±1.26 at 24 hours, all P < 0.05]. 
At  the same time,  the protein expressions of p-STAT1 and  iNOS were also significantly enhanced  (p-STAT1/GAPDH:  
4.26±1.84  vs.  1.00±0.32  at  0  hours,  20.59±4.97  vs.  0.93±0.21  at  2  hours,  141.99±10.99  vs.  11.17±2.11  at  
6  hours;  iNOS/GAPDH:  1.27±0.86  vs.  1.00±0.22  at  0  hours,  7.94±1.94  vs.  2.01±0.92  at  2  hours,  24.24±4.88 
vs.  3.72±1.11  at  6  hours,  all  P <  0.05),  indicating  that  NGP  might  increase  the  expression  of  iNOS  by  promoting 
the  phosphorylation  of  the  signal  transducer  and  activator  of  transcription  1  (STAT1)  pathway,  thereby  increasing  the 
production of NO. After being stimulated by LPS, the expression of iNOS mRNA and NO in NGP KO/RAW cells were 
significantly lower than that of WT/RAW cells [iNOS mRNA (2-ΔΔCt): 2.46±0.31 vs. 4.22±0.18 at 2 hours, 3.61±0.44 
vs. 13.02±1.34 at 6 hours, 5.47±0.62 vs. 37.84±1.52 at 12 hours; NO (μmol/L): 1.22±0.19 vs. 2.01±0.12 at 6 hours, 
1.60±0.44  vs.  5.15±0.62  at  12 hours,  2.42±0.38  vs.  25.04±1.80  at  24 hours,  all P < 0.05].  It  showed  that  iNOS 
activation was reduced after NGP knockout, which in turn reduced NO production.  Conclusion  NGP can positively 
regulate NO production in activated macrophages by activating the STAT1/iNOS pathway.

【Key words】  Neutrophilic  granule  protein;  Macrophage;  Lipopolysaccharide;  Inducible  nitric  oxide 
synthase;  Nitric oxide
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族（cystatin）［8］。Cystatin 超家族是一类天然的半胱

氨酸蛋白酶抑制剂，广泛分布在各种生物体中，包

括原生动物、植物、真菌以及病毒［9］。已有研究证

实，cystatin 可通过调控细胞因子分泌参与炎症过

程的多个环节［10］。有实验显示，从鸡中提取的胱

抑素可以上调 γ- 干扰素（interferon-γ，IFN-γ）激

活的小鼠腹腔巨噬细胞产生大量 NO，同时提高白

细胞介素 -12（interleukin-12，IL-12）、降低 IL-4 水

平，并增强对寄生虫生长的抑制作用［11］。同样，捻

转血矛线虫来源的重组半胱氨酸蛋白酶抑制剂 3

（recombinantcystatin-3  from Haemonchuscontortus，

rHCcyst-3）也可显著增强脂多糖（lipopolysaccharide，

LPS）刺激的山羊单核细胞 NO 的产生［12］。但是

NGP 作为 cystatin 超家族的一员，对 LPS 诱导时巨

噬细胞生成 NO 的影响鲜见报道。本研究旨在探讨

NGP 高表达 / 敲除时对 LPS 诱导巨噬细胞生成 NO

的影响及其可能参与的机制。

1 材料与方法 

1.1  主要实验试剂：RPMI 1640 培养基、胎牛血清、

青 - 链霉素双抗均从美国 Gibco 公司获得；磷酸盐

缓冲液（phosphate buffered saline，PBS）从武汉博士

德生物工程有限公司获得；LPS 纯品粉末从美国

Sigma 公司获得；NGP、iNOS 引物购自上海生工生物

工程有限公司；iNOS 抗体和信号转导与转录激活因

子 1（signal transducer and activator of transcription 1， 

STAT1）抗体均从美国 Cell Signaling Technology 公

司获得。
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1.2  实验细胞来源：NGP 高表达小鼠巨噬细胞

株 RAW264.7 细胞（NGP/RAW）、阴性对照空载体

RAW264.7 细 胞（NC/RAW）、NGP 敲 除 RAW264.7

细胞（NGP KO/RAW）均购于赛业生物科技有限公

司；野生型 RAW264.7 细胞（WT/RAW）由本实验室

提供。NGP/RAW 细胞株构建方法：将细胞按每孔 

（2.5～3.5）×105 个接种至 6 孔板，每孔加入 2 mL 完

全培养基。将细胞置于 37 ℃、5%CO2、95% 相对湿

度的培养箱中培养 18～24 h；取对数生长期细胞进

行计数，然后进行转导，先更换为 1 mL 新鲜完全培

养基，将慢病毒溶解后吹打混匀，根据病毒滴度和细

胞最适感染复数加入慢病毒，然后继续置于培养箱

中培养；根据细胞状态选择转导时间，转导 48 h 后

拍照，于荧光显微镜下观察转染效果；最后按照质

粒对应筛选基因，对转导后的细胞及未转导病毒的

空白细胞组更换为含一定浓度筛选药物的完全培养

基进行药筛，当空白细胞组细胞基本被杀死，剩下的

即为稳转株细胞。NGP KO/RAW 细胞株构建方法：

首先构建向导 RNA（guide RNA，gRNA）载体，然后

将gRNA和CRISPR相关核酸酶-9（Clusteredregularly 

interspaced shortpalindromicrepeats-associatedsystem，

CRISPR-Cas9）体外转录成 mRNA，用电转仪电转使

mRNA 进入细胞，将获得的细胞进行单克隆筛选。

1.3  伦理学：本实验符合相关伦理要求，经陆军军

医大学陆军特色医学中心审批（审批号：20200318）。

1.4  实验设计及实验分组：采用完全随机设计。

1.4.1  NGP 对 LPS 诱导 RAW264.7 细胞中 iNOS 表

达及 NO 生成的影响：将上述 4 种细胞进行培养，取

对数生长期细胞进行实验。细胞计数后铺板，保持

每个 6 孔板中细胞数约为 2.0×106 个。每种 RAW

细胞分为 LPS 组和对照组，待细胞稳定贴壁 2 h 后

加药刺激，LPS 组每孔加入 10 mg/L 的 LPS，对照组

则加入等体积 PBS；设置药物刺激时间点为 0、2、6、

12、24 h。使用 NO 检测试剂盒检测上清中 NO 表

达量；用 TRIzol 收集细胞至无 RNA 酶的离心管中，

用定量反转录 - 聚合酶链反应（quantitative reverse 

transcription-polymerase chain  reaction，RT-qPCR）

检测 iNOS mRNA 表达；采用蛋白质免疫印迹试验

（Western blotting）检测 iNOS 蛋白表达。

1.4.2  NGP 通过何种通路调控 LPS 诱导 RAW264.7

细胞中 NO 的合成：将 NGP/RAW 细胞及 NC/RAW

细胞按上述方法接种于 6 孔板，稳定贴壁后每孔分

别加入 10 mg/L 的 LPS（LPS 组）或等体积的 PBS 

（对照组）；设置刺激时间点为 0、2、6 h。收集细胞

团块，用 Western blotting 检测细胞中磷酸化 STAT1

（phosphorylation STAT1，p-STAT1）蛋白表达。

1.5  指标检测方法

1.5.1  RT-qPCR：提取细胞 RNA，用 1 mL TRIzol 收

集的样本加入 0.2 mL 氯仿，剧烈振荡后在室温下孵

育 3 min，4 ℃下 12 000 r/min（离心半径 82 mm）离

心10 min，取450 μL上层液体于无RNA酶的离心管

中，加入等体积 70% 乙醇，离心后弃掉废液。先后

加入漂洗液和去蛋白液并离心，最后加入 20～30 μL
无 RNA 酶水，定量后取 1 μg RNA 反转录为 cDNA， 

然后进行扩增，使用 2-ΔΔCt 法进行荧光定量分析。

1.5.2  Western blotting：每孔先用 PBS 洗涤，待 PBS 

完全吸净后每孔加200 μL RIPA细胞裂解液〔RIPA∶ 

蛋白酶抑制剂苯甲基磺酰氟（phenylmethanesulfonyl  

fluoride，PMSF）为 100∶1〕，刮取细胞后冰上放置 

15 min，中途涡旋 5 s；4 ℃下 12 000 r/min（离心半

径 82 mm）离心 10 min，取 160 μL 上清置于提前预

冷的离心管中，加入 40 μL 上样缓冲液，100 ℃水

浴 10 min；取 30 μL 上样，经电泳、切膜、封闭，摇床

放置 1.5 h，然后孵育一抗，4 ℃摇床过夜；次日常

温放置在摇床上孵育二抗 1 h，用化学发光法曝光，

Image J 软件分析目的蛋白灰度值，以目的蛋白与内

参3- 磷酸甘油醛脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase，GAPDH）的灰度值比值表示目的蛋

白表达量。

1.5.3  NO 检测：使用 NO 检测试剂盒（Griess 方法） 

检测 NO。先将收集的细胞上清涡旋混匀，然后按每

孔50 μL依次加入标准品、细胞上清、Griess试剂Ⅰ、

Griess 试剂Ⅱ到 96 孔板中。使用美国 Bio-Tek 公司

的酶标仪读取吸光度，波长选择为570 nm。用测定的 

标准品亚硝酸钠溶液的吸光度制作标准曲线，最后

利用标准曲线和各上清的吸光度值计算 NO 浓度。

1.6  统计学分析：每次实验至少重复 3 次，使用

SPSS 25.0 软件对数据进行整理、分析。符合正态分

布的定量资料用均数 ± 标准差（x±s）表示，两组间

比较采用 t 检验，多组间比较采用单因素方差分析。

检验水准α＝0.05，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  NGP 高表达促进 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞

中 iNOS 和 NO 的表达（表 1）：与 PBS 组相比，在

LPS 刺激后各时间点 NC/RAW 和 NGP/RAW 细胞中

iNOS mRNA 表达和 NO 生成量均明显增加（均 P＜
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0.05）。给予 LPS 诱导 2、6、12 h，iNOS mRNA 表达

在NGP/RAW细胞中明显高于NC/RAW细胞（均P＜
0.05），且在 12 h 达高峰。与此对应的是，LPS 诱导

6、12、24 h，NO 生成量在 NGP/RAW 细胞中也明显

多于 NC/RAW 细胞（均 P＜0.05），且在 24 h 达高峰。

说明 NGP 正向调控了活化巨噬细胞 NO 的生成。

2.2  NGP 敲除降低 LPS 诱导的 RAW264.7 细胞中

iNOS 和 NO 的表达（表 2）：与 PBS 组相比，在 LPS

刺激后各时间点 WT/RAW 细胞和 NGP KO/RAW

细胞中 iNOS mRNA 表达及 NO 生成量均明显增加

（均 P＜0.05）。LPS 诱导 2、6、12 h，iNOS mRNA 表

达在 NGP KO/RAW 细胞中明显低于 WT/RAW 细胞

（均 P＜0.05）。与此相应的是，LPS 诱导 6、12、24 h

时，NO 生成量在 NGP KO/RAW 细胞中也明显少于

WT/RAW 细胞（均 P＜0.05）。说明 NGP 对 LPS 诱

导巨噬细胞 NO 的生成具有调控作用。

2.3  NGP 高表达增强 LPS 诱导 RAW264.7 细胞中

STAT1 磷酸化和 iNOS 表达（图 1；表 3）：给予 LPS

诱导后，NGP/RAW 细胞中 p-STAT1 表达水平明显

高于 NC/RAW 细胞，同时 iNOS 蛋白表达也明显增

表 1 NGP 高表达对 LPS 刺激小鼠巨噬细胞株 RAW264.7 细胞后不同时间点 iNOS 和 NO 表达的影响（x±s）

   组别
样本量

（孔）

iNOS mRNA（2-ΔΔCt） NO（μmol/L）

2 h 6 h 12 h 6 h 12 h 24 h

NC/RAW+PBS 组 3 1.00±0.00   1.00±0.00   1.00±0.00  0.08±0.01 0.12±0.02 0.15±0.04 
NC/RAW+LPS 组 3 4.63±0.37 a 14.25±1.02 a 38.45±1.34 a 2.23±0.17 a 6.35±0.39 a 24.15±1.26 a

NGP/RAW+PBS 组 3 1.08±0.15   1.24±0.21   1.45±0.30  0.09±0.02 0.14±0.03 0.18±0.02 
NGP/RAW+LPS 组 3 8.42±0.59 bc 27.16±1.60 bc 56.24±2.41 bc 4.12±0.25 bc 16.50±1.52 bc   58.80±2.11 bc

注：NGP 为中性粒细胞颗粒蛋白，LPS 为脂多糖，RAW264.7 细胞为小鼠巨噬细胞株，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，NO 为一氧化氮，

NC/RAW 为阴性对照空载体 RAW264.7，PBS 为磷酸盐缓冲液，NGP/RAW 为 NGP 高表达 RAW264.7；与 NC/RAW+PBS 组比较，aP＜0.05；与

NGP/RAW+PBS 组比较，bP＜0.05；与 NC/RAW+LPS 组比较，cP＜0.05

表 3 NGP 高表达对 LPS 刺激小鼠巨噬细胞株 RAW264.7 细胞后不同时间点 p-STAT1 和 iNOS 表达的影响（x±s）

   组别
样本量

（孔）

p-STAT1/GAPDH iNOS/GAPDH

0 h 2 h 6 h 0 h 2 h 6 h

NC/RAW+LPS 组 3 1.00±0.32 0.93±0.21 11.17±  2.11 1.00±0.22 2.01±0.92 3.72±1.11
NGP/RAW+LPS 组 3 4.26±1.84 a 20.59±4.97 a 141.99±10.99 a 1.27±0.86 a 7.94±1.94 a 24.24±4.88 a

注：NGP 为中性粒细胞颗粒蛋白，LPS 为脂多糖，RAW264.7 细胞为小鼠巨噬细胞株，p-STAT1 为磷酸化转录激活因子 1，iNOS 为诱

导型一氧化氮合酶，NC/RAW 为阴性对照空载体 RAW264.7， NGP/RAW 为 NGP 高表达 RAW264.7，GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶；与 

NC/RAW+LPS 组比较，aP＜0.05

表 2 NGP 敲除对 LPS 刺激小鼠巨噬细胞株 RAW264.7 细胞后不同时间点 iNOS 和 NO 表达的影响（x±s）

   组别
样本量

（孔）

iNOS mRNA（2-ΔΔCt） NO（μmol/L）

2 h 6 h 12 h 6 h 12 h 24 h

WT/RAW+PBS 组 3 1.00±0.00 1.00±0.00 1.00±0.00  0.07±0.01 0.14±0.01 0.16±0.02 
WT/RAW+LPS 组 3 4.22±0.18 a 13.02±1.34 a 37.84±1.52 a 2.01±0.12 a 5.15±0.62 a 25.04±1.80 a

NGP KO/RAW+PBS 组 3 0.86±0.22 0.91±0.34 0.98±0.40  0.06±0.01 0.09±0.02 0.12±0.03 
NGP KO/RAW+LPS 组 3 2.46±0.31 bc 3.61±0.44 bc 5.47±0.62 bc 1.22±0.19 bc 1.60±0.44 bc     2.42±0.38 bc

注：NGP 为中性粒细胞颗粒蛋白，LPS 为脂多糖，RAW264.7 细胞为小鼠巨噬细胞株，iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，NO 为一氧化氮，

WT/RAW 为阴性对照 RAW264.7，PBS 为磷酸盐缓冲液，NGP KO/RAW 为 NGP 敲除 RAW264.7；与 WT/RAW+PBS 组比较，aP＜0.05；与 

NGP KO/RAW+PBS 组比较，bP＜0.05；与 WT/RAW+LPS 组比较，cP＜0.05

加（均 P＜0.05）。说明 NGP 可以通过促进 STAT1

通路磷酸化增加 iNOS 的表达和 NO 的生成。

3 讨 论 

  本课题组前期研究发现，在金黄色葡萄球菌、

耐甲氧西林金黄色葡萄球菌、大肠杆菌或 LPS 诱导

的小鼠腹腔巨噬细胞中 NGP 均有高表达；给予 LPS

诱导后，NGP 可促进巨噬细胞中 IL-10 表达并抑制

NC/RAW 为阴性对照空载体小鼠巨噬细胞株 RAW264.7， 
NGP/RAW 为中性粒细胞颗粒蛋白（NGP）高表达小鼠巨噬细胞株 

RAW264.7，STAT1 为信号转导与转录激活因子 1， 
iNOS 为诱导型一氧化氮合酶，p-STAT1 为磷酸化 STAT1， 

GAPDH 为 3- 磷酸甘油醛脱氢酶

图 1  蛋白质免疫印迹试验（Western blotting）检测脂多糖（LPS） 
刺激不同时间点 NC/RAW 和 NGP/RAW 细胞中 

STAT1/iNOS 通路蛋白表达
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IL-1β和肿瘤坏死因子 -α（tumor necrosis factor-α，

TNF-α）表达［13］，说明 NGP 可能通过调控多种炎性

因子合成，从而参与炎症反应，但其对 NO 的影响尚

不明确。

  炎症刺激下，巨噬细胞产生的 NO 有助于清除

病原体，但是 NO 浓度过高又会产生毒性效应［14］。

许多研究表明，过量的 NO 参与了脓毒症的发生发

展过程，例如：由内毒素血症和细胞因子引起的小

鼠休克模型中，高 NO 的产生会导致血管扩张、低

血压及心血管功能障碍［15］；此外，在脓毒症后急性

呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome，

ARDS）患者的肺巨噬细胞中 iNOS 活性增加，NO 生

成增加，从而使呼吸屏障进一步被破坏［16］。因此对

于 NO 这把“双刃剑”，如何通过精细调控 NO 生成，

使其发挥正常生理作用的同时控制其有害效应十分

重要。本研究显示，给予 LPS 诱导后，NGP/RAW 细

胞中 NO 的生成量明显增加，NGP 敲除后则可减少

NO 生成，说明 NGP 与 cystatin 超家族的其他成员一

样可以调控巨噬细胞中 NO 的表达。

  iNOS 是合成 NO 的关键限速酶，有研究显示，

cystatin C 增加 NO 生成的作用依赖于 iNOS 通路的

激活，因为加入特定的 iNOS 抑制剂 L- 单甲基精氨

酸（L-NG-monomethyl-arginine，L-NMMA）后该作用

几乎完全消失［10］。目前已有研究证实对 iNOS 转录

阶段的调控是控制 iNOS 表达最重要的机制，iNOS

主要的转录因子有 STAT1、核转录因子 -κB（nuclear 

factor-κB，NF-κB）等［17］。奥拉齐酮是一种新型的

免疫调节药，其通过降低巨噬细胞中炎症转录因子

NF-κB 和 STAT1 的活化，抑制 iNOS 的表达及 NO

的产生，从而在哮喘和炎症性肠病实验模型中发挥

抗炎特性［18］。在本课题组前期研究中发现，给予

LPS 刺激后，NGP 高表达会抑制巨噬细胞中 NF-κB
的激活［13］，提示 NGP 对 iNOS 的正向调节作用并

不通过增强 NF-κB 活性而介导。本实验首先证明

了 NGP 对 NO 具有调节作用，接着探索了 iNOS 和

STAT1 的表达情况。结果显示，给予 LPS 诱导后，

NGP 高表达可以明显促进巨噬细胞中 STAT1 的磷

酸化，也就是说 NGP 可通过 STAT1 通路参与调控

iNOS 的表达。

  综上所述，本研究显示，给予 LPS 诱导后，NGP

高表达可通过激活 STAT1/iNOS 通路正向调控活化

巨噬细胞中 NO 的生成；而 NGP 敲除后 iNOS 活化

减少，NO 生成减少。STAT1/iNOS 是一条调控活化

巨噬细胞 NO 合成的新通路，为以后合理调节炎症

反应时 NO 的生成水平、从而更好地调控脓毒症的

病理状态提供了新的方向。
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