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摘要 炎症因子的表达调控是炎症反应的关键步骤，与自身免疫疾病以及癌症等密切相关．一氧化氮(nitric oxide，NO)在炎
症因子表达调控中具有重要作用，但已有的研究多关注于 NO合成对炎症因子的调控作用，而对 NO代谢的作用知之甚少．
亚硝基化谷胱甘肽还原酶(S-nitrosoglutathione reductase，GSNOR)是体内 NO信号通路代谢调控的关键蛋白．本研究发现脂多
糖(lipopolysaccharide，LPS)在 RAW264.7细胞中上调诱导型一氧化氮合酶(inducible nitric oxide synthase，iNOS)的同时下调
GSNOR的转录和蛋白质表达，该下调作用依赖 MEK1/2、p38和 PI3K信号通路．抑制 GSNOR可促进 LPS诱导的炎症因子
IL-1茁、IL-6和 TNF-琢表达，而过表达 GSNOR作用相反．抗炎症药物曲古抑菌素 A (trichostatin A，TSA)能够挽回 LPS对
GSNOR的下调作用，并且 GSNOR抑制剂削弱了 TSA对炎症因子 IL-6和 TNF-琢转录的抑制效应．这些结果表明：GSNOR
是一个新的重要炎症调控分子，它可能成为调控 NO介导的炎症相关信号通路的新的潜在靶点，上调 GSNOR可能是抑制炎
症的新思路．本研究揭示了巨噬细胞通过上调 iNOS和下调 GSNOR共同增强免疫炎症反应的新机制，拓展了对 NO代谢在
炎症反应中作用机制的认识．
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炎症反应是机体响应细菌、异物、化学因子以

及坏死组织等损伤因子所发生的防御反应．炎症因

子的诱导表达是炎症反应的关键步骤，它可以调控

炎症反应的发生、发展以及损伤组织的修复[1]．炎

症因子表达失调与过敏、慢性炎症、自身免疫疾病

以及癌症密切相关[2-3]．

一氧化氮(nitric oxide，NO)对炎症因子的表达
调控已有很多报道[4-6]．例如：NO供体能上调人外
周血单核细胞中 IL-6 的表达 [7]，而 NO 合酶 NOS
的抑制剂 NG-monomethyl -arginine (NMMA)几乎能
完全抑制 RAW264.7 细胞中 IL-1 的表达 [8]．利用

NO的供体上调或下调不同炎症因子的表达已被广
泛用于调控炎症反应的进程[7, 9-10]．以往的相关研究

多关注于一氧化氮合成对炎症因子的调控，尤其是

对诱导型一氧化氮合酶 (inducible nitric oxide
synthase，iNOS)的作用研究较多．但随着对 NO信
号通路的深入研究，越来越多的证据表明体内 NO
信号通路不仅受到 NO合成的调控，还和 NO代谢

密切相关[11]．所以，NO代谢对炎症因子表达是否
也具有调控作用亟待揭示．

亚硝基化谷胱甘肽还原酶(GSNOR)是体内的亚
硝基化谷胱甘肽(S-nitrosoglutathione，GSNO)主要
代谢酶[12]．GSNO 是细胞内 NO的主要存在形式，
GSNOR通过代谢 GSNO参与调控体内的 NO信号
通路，对呼吸系统、心血管系统、神经系统的功能

发挥都具有重要生理意义 [13]．与 NO 合酶相比，
GSNOR作为内源 NO主要代谢酶，其对炎症因子
的直接调控还知之甚少．脂多糖(LPS)是革兰氏阴
性菌外膜的主要组成成分，它可以激活巨噬细胞的
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1援4 Western blotting 检测
细胞用 RIPA裂解液(50 mmol/L Tris, 150 mmol/L

NaCl，1% NP40，0.1% SDS，pH 7.4)于冰上裂解
20 min，离心(12 000 g 5 min，4℃ )取上清，加入
2 伊 上样缓冲液制成样品，100℃加热 15 min 后
用 10% SDS-PAGE分离，电转移蛋白至 NC膜上
(350 V/100 mA，2 h)，5%脱脂奶粉封闭 80 min后
加入一抗， 4℃ 孵育过夜， TBST (TBS +0.05%
Tween20)洗膜 3次，每次 15 min，然后加入二抗，
室温孵育 1 h，TBST洗膜 3 次，每次 15 min，然
后进行化学发光测定，显影结果使用 Photoshop软
件进行分析．

1援5 统计分析

实验所得数据采用 x 依 s 表示，两组之间比较

采用 t检验，P < 0.05为统计学上有显著差异．

2 结 果

2援1 在 LPS诱导的巨噬细胞炎症反应中 GSNOR
的转录和蛋白质表达下调

LPS等损伤因子的刺激能够激活 RAW264.7巨
噬细胞的炎症反应，并诱导多种炎症相关因子的产

生，其中 NO的产生对炎症反应的发生、发展以及
免疫细胞的调节都具有重要作用[15-16]．在本实验室

先前 的研 究中已 经 报道 过 LPS/IFN-酌 刺 激
RAW264.7导致细胞内整体的蛋白亚硝基化水平升
高[17]．在本研究中，我们进一步证明 LPS/IFN-酌处
理诱导 RAW264.7 中 NO 产生(图 1a)，同时发现
iNOS的 mRNA在处理后 6 h显著升高，并随着处

Primers Forward Reverse

茁-Actin 5' GGCTGTATTCCCCTCCATCG 3' 5' CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 3'

iNOS 5' GTTCTCAGCCCAACAATACAAGA 3' 5' GTGGACGGGTCGATGTCAC 3'

GSNOR 5' GTGGAGAATGCAAGTTTTGTCTG 3' 5' CCCTGAGTGACCCTTATTTTCTG 3'

IL-6 5' TGGAGTCACAGAAGGAGTGGCTAAG 3' 5' TCTGACCACAAGTGAGGAATGTCCAC 3'

IL-1茁 5' GCTACCTGTGTCTTTCCCGTGG 3' 5' TTGTCGTTGCTTGGTTCTCCTTG 3'

TNF-琢 5' GGCAGGTTCTGTCCCTTTCACTC 3' 5' CACTTGGTGGTTTGCTACGACG 3'

炎症反应，促进 IL-1茁、 IL-6 和 TNF-琢等炎症因
子的表达[14]．在本研究中，我们以 LPS/IFN-酌诱导
RAW264.7细胞为模型，研究炎症反应中 GSNOR
的变化以及其对炎症因子 IL-1茁、 IL-6 和 TNF-琢
的调控作用，以期揭示以 GSNOR为代表的 NO代
谢调控在炎症反应中的作用．

1 材料与方法

1援1 实验材料

所有的培养基均购于 GIBCO 公司；TRIZOL
试剂购于 Invitrogen公司；茁-actin小鼠单克隆抗体
(sc-8432)、iNOS 小鼠单克隆抗体(sc-7271)购于美
国 Santa Cruz 公司；GSNOR 兔多克隆抗体由
上海英基公司制备及纯化；一氧化氮荧光探针

(DAF-FM DA)、 LPS、 IFN-酌、 TSA 购 于 美 国
Sigma公司；Real-time PCR mixture购于北京康为
世纪生物科技有限公司．

1援2 细胞培养与处理

小鼠单核巨噬细胞系 RAW264.7(ATCC 号：

TIB-71)用 DMEM 培养基 (其中含有 10%胎牛血
清、100 U/ml 青霉素及 100 mg/L 链霉素)培养于
37℃、5% CO2环境．需要药物处理的细胞于传代

后 24 h加入相应剂量药物，1 mg/L LPS和 1 滋g/L
IFN-酌、50 nmol/L曲古抑菌素 A(TSA)、GSNOR抑
制剂 C3(33 nmol/L)，抑制剂需提前 30 min 加入，
在选定的时间点收集细胞样品进行检测．

1援3 提取总 RNA及 Real鄄time PCR分析
根据 Invitrogen 公司提供的说明书，使用

TRIZOL试剂，辅以氯仿、异丙醇和 75%乙醇提取
已处理的 RAW264.7细胞总 RNA．用紫外分光光
度计测定溶解后的 RNA浓度，取 2 000 ng反转录
为 cDNA．采用 Real-time PCR技术定量相关基因
的转录水平，设计的扩增引物序列见表 1．反应条
件如下：95℃预变性 10 min，95℃变性 10 s，
60℃退火 15 s及 72℃延伸 20 s，40个循环．实验
结果采用 2-驻驻Ct方法对数据进行统计学分析．

Table 1 Sequences of primers used for the amplification of PCR
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Fig. 1 GSNOR expression was downregulated by LPS inflammatory stimuli in RAW264.7 cells
(a) RAW264.7 cells were stimulated with LPS/IFN-酌 for 24 h, then incubated for 30 min with DAF-FM DA. Cells images were captured using an

Olympus FV1000 confocal microscope. (b, c) Time course effects of LPS/IFN-酌 on iNOS (b) and GSNOR (c) mRNA were quantified by Real-time

PCR. (d) Expression of iNOS and GSNOR were detected by immunoblotting after treatment with LPS/IFN-酌 for 24 h. Actin served as a loading control.

n = 3. Values are expressed as x 依 s. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.001.

理时间逐步上调，在 12 h达到峰值并至少持续到
24 h(图 1b)，而 GSNOR的 mRNA在 6 h就显著下
调，并且这种下调一直持续到 24 h(图 1c)．进一
步的蛋白质免疫印记结果表明，LPS/IFN-酌 处理
24 h后，iNOS的蛋白表达显著增加，而 GSNOR
的蛋白表达明显降低 (图 1d)．这些结果表明，

LPS/ IFN-酌 在 RAW264.7 巨噬细胞中同时调控
iNOS和 GSNOR这两个关键的 NO 调控蛋白．由
于 iNOS 是巨噬细胞中主要的 NO 合成酶，而
GSNOR 是唯一已知的 NO 代谢酶，LPS/IFN-酌 可
能通过同时上调 iNOS 和下调 GSNOR 的协同作
用，最终激活细胞内的 NO信号通路．
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2援2 GSNOR的转录调控依赖 MAPK和 PI3K 信
号通路

为了探索 LPS下调 GSNOR的信号通路，我们
用 MEK1/2、JNK 和 p38 这三个 MAPK 通路以及
PI3K和 NF-资B信号通路抑制剂预处理 RAW264.7，
发现 MEK1/2 的抑制剂 U0126、 p38的抑制剂
SB203580 以及 PI3K 的抑制剂 LY294002能够部

分挽回 LPS 所诱导的 GSNOR 转录下调(图 2a)，
并且这种挽回效果随着抑制剂浓度的增加而增强

(图 2b～d)，而 JNK 的抑制剂 sp600125 和 NF-资B
的抑制剂 PTDC没有挽回效果(图 2a)，这些结果表
明，LPS通过MEK1/2、p38以及 PI3K这些信号通
路下调 GSNOR的转录．
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Fig. 2 MAPK and PI3K pathways mediate the
downregulation of GSNOR by LPS in RAW264.7 cells

(a) Raw264.7 cells were pre-treated with U0126 (MEK1/2 inhibitor,

20 滋mol/L), LY294002 (PI3K inhibitor, 20 滋mol/L), SB203580 (p38

inhibitor, 20 滋mol/L), sp600125 (JNK inhibitor, 10 滋mol/L) and PTDC

(NF-资B inhibitor, 100 滋mol/L), respectively, for 30 min before LPS/

IFN-酌 stimulation, then GSNOR mRNA was quantified by Real-time

PCR after 6 h. 1: U0126; 2: LY294002; 3: SB203580; 4: sp600125; 5:

PDTC. (b ～d) Dose-dependent effects of U0126, LY294002, or

SB203580 on GSNOR mRNA. n = 3. Values are expressed as x 依 s.

*P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.001.

2援3 GSNOR在 LPS诱导的炎症因子表达中的作用
化合物 C3能够特异地抑制 GSNOR的 GSNO

还原酶活性，导致细胞内的蛋白质亚硝基化水平上

升[18]．为了进一步研究 GSNOR在炎症反应中的作
用，我们检测了 GSNOR酶活抑制剂 C3对炎症因
子 IL-1茁、 IL-6 和 TNF-琢 转录的影响．发现与
LPS/IFN-酌单独处理相比，GSNOR抑制剂 C3预处
理 30 min显著增强了 LPS/IFN-酌所诱导的 IL-1茁、
IL-6和 TNF-琢的转录(图 3a～ c)．为了进一步确定
GSNOR 对炎症因子的调控作用，我们用 GSNOR
的真核表达载体转染 RAW264.7细胞，检测到转
染细胞中 GSNOR的 mRNA水平约是对照组的 34
倍，而与图 1c 结果一致的是单独 LPS 处理导致
GSNOR 的转录下调 (图 3d)．检测表明过表达
GSNOR 抑制了 LPS/IFN-酌 所诱导的 IL-1茁、 IL-6
和 TNF-琢 的转录(图 3e～g)．这些结果说明，在
LPS 诱导的 RAW264.7 巨噬细胞炎症反应中，
GSNOR 的下调促进炎症因子 IL-1茁、 IL-6 和
TNF-琢的转录，且该作用与 GSNOR酶活相关．
2援4 抗炎药 TSA通过抑制 GSNOR的下调从而抑
制炎症因子表达

曲古抑菌素 A (trichostatin A，TSA)是一个广谱
的组蛋白去乙酰化酶抑制剂，通过增加组蛋白的乙

酰化水平调控许多基因的转录和表达[19]．在炎症反

应中，TSA抑制 NO信号通路，这与 TSA的抑制
炎症作用密切相关[20-21]．为了探索巨噬细胞炎症模

型中 TSA对体内 NO信号的调控机制，我们检测
了 TSA 对 iNOS 和 GSNOR 的表达调控，发现
TSA处理 6 h即能显著抑制 LPS所诱导的 iNOS的
转录上调(图 4a)，有趣的是 LPS所诱导的 GSNOR
下调也同时被 TSA所抑制，并且在 TSA处理 12 h
后 GSNOR的转录显著上调 (图 4b)．在蛋白质免
疫印记检测中也发现 TSA部分挽回 LPS所抑制的
GSNOR蛋白表达(图 4c)．这些结果表明 TSA通过
下调 iNOS和上调 GSNOR共同抑制体内的 NO信
号．为了进一步研究 GSNOR 是否参与 TSA对炎
症因子的调控作用，我们检测了 LPS 诱导的
RAW264.7巨噬细胞中 TSA 对炎症因子的转录调
控，发现 TSA确实抑制了 IL-6和 TNF-琢的转录，
与此同时预先用 GSNOR 的抑制剂处理能够削弱
TSA对这两个炎症因子的转录抑制(图 5a, b)．虽然
GSNOR抑制剂的处理不能够完全挽回 TSA所抑制
的炎症因子转录，但这种部分挽回表明 GSNOR确
实参与了 TSA对炎症因子的抑制作用．
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Fig援 5 GSNOR is involved in the regulatory effect of TSA on inflammatory cytokines
(a, b) RAW 264.7 cells were pre-treated with or without GSNOR inhibitor or TSA．mRNA levels of IL-6 (a) and TNF-琢 (b) were quantified by

Real-time PCR after treatment with LPS/IFN-酌 for 6 h. n = 3. Values are expressed as x 依 s. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.001.

Fig. 3 GSNOR suppresses cytokine expression induced by LPS in RAW 264.7 cells
(a～c) Effect of GSNOR inhibitor (33 滋mol/L) on the mRNA level of IL-1茁, IL-6 and TNF-琢 after treatment with or without LPS/IFN-酌 for 6 h. (d)

RAW264.7 cells were transfected with a GSNOR expression vector or vehicle for 48 h, then GSNOR mRNA was quantified by Real-time PCR. (e～g)

Cells were transfected with GSNOR expression vector or vehicle for 48 h before LPS/IFN-酌 stimulation, then the mRNA levels of IL-1茁, IL-6 and

TNF-琢 were quantified by Real-time PCR after treatment with or without LPS/IFN-酌 for 6 h. n = 3. Values are expressed as x 依 s. *P < 0.05; **P <

0.005; ***P < 0.001.

(a)

2 000
0

***

***

-LPS - + + +
-TSA + - + +
-Inhibitor - - - +

4 000
6 000
8 000

10 000
(b)

2

0

***

***

-LPS - + + +-TSA + - + +
-Inhibitor - - - +

4

6

8

10

Fig. 4 Rescue of GSNOR by the anti鄄inflammatory drug trichostatin A (TSA)
(a, b) RAW 264.7 cells were pre-treated with or without TSA (200 nmol/L) for 20 min and then treated with LPS/IFN-酌 for 0, 6 h and 12 h. mRNA

levels of iNOS (a) and GSNOR (b) were analyzed by Real-time PCR. : LPS; : LPS +TSA. (c) The level of GSNOR was detected by

immunoblotting after 24 h treatment. Densitometric analysis of immunoblotting was shown as fold-induction after being normalized to untreated group

in bottom panel．Actin served as a loading control. n = 3. Values are expressed as x 依 s. *P < 0.05; **P < 0.005; ***P < 0.001.
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3 讨 论

本研究中我们发现，在 LPS 诱导巨噬细胞
RAW264.7的炎症反应中，LPS通过MEK1/2、p38
和 PI3K 信号通路下调 GSNOR 的表达，抑制
GSNOR的酶活促进了 LPS诱导的炎症因子 IL-1茁、
IL-6以及 TNF-琢的表达，而过表达 GSNOR则抑
制了这些炎症因子的表达，表明 GSNOR是一个调
控炎症因子表达的新分子．进一步的研究表明，炎

症抑制药物 TSA在抑制 LPS诱导的 iNOS表达的
同时，抑制 GSNOR下调．GSNOR酶活抑制剂的
处理削弱了 TSA对炎症因子 IL-6和 TNF-琢的抑制
效果，说明 GSNOR部分介导了 TSA的抗炎作用.
3援1 巨噬细胞通过上调 iNOS 和下调 GSNOR 共
同增强免疫炎症反应

NO信号通路受 NOS和 GSNOR的双重调控，
NOS合成 NO，增强体内的 NO 信号，而 GSNOR
代谢体内的 GSNO，下调 NO 信号 [11, 13]． 敲除

GSNOR 破坏了 NO的内平衡，导致心脏、血管、
呼吸道、肝脏等多个组织和器官中 NO信号的失
调，影响机体的正常功能 [22-25]．这些都表明体内

GSNOR表达水平对维持正常的 NO信号具有重要
的生理意义．在本研究中我们发现 LPS 在诱导
iNOS表达的同时抑制了 GSNOR的表达，表明在
炎症反应中，细胞不仅需要通过上调 iNOS来增加
NO的合成，同时需要下调 GSNOR来减少 NO的
代谢，两者共同作用上调细胞内的 NO信号，从而
促进了巨噬细胞的炎症反应．文献报道在巨噬细胞

炎症模型中，抑制 GSNOR 促进免疫调节分子
HO-1的表达[26]，而在 LPS刺激的小鼠模型中，敲
除 GSNOR导致 NO水平显著升高，上调炎症调节
因子 S100A9的表达[27]．与此一致的是，本研究发

现 GSNOR负调控炎症因子 IL-1茁、IL-6和 TNF-琢
的表达，表明与 NO合酶一样，GSNOR是一个新
的炎症反应调控分子．

3援2 在炎症相关疾病中，上调 GSNOR可能是抑
制炎症的新思路

已知过度的炎症反应会损伤免疫细胞以及正常

组织，并导致慢性炎症等免疫系统相关疾病．TSA
在炎症反应中调控细胞因子、趋化因子以及相关转

录因子表达，表现出对炎症反应的抑制效应 [28-29]，

从而应用于内毒素血症、慢性关节炎、白血病以及

癌症等慢性炎症和自身免疫疾病的实验性治疗[30-31].
已有的研究表明，TSA通过抑制 iNOS的表达发挥

抗炎症作用[31]．在本研究中我们发现，TSA在抑制
iNOS 的同时也挽回了 LPS 介导的 GSNOR 下调，
两者共同作用抑制体内 IL-6和 TNF-琢的表达．这
提示我们 TSA对体内 NO信号的调控不仅是通过
抑制 NO合成，还有可能是通过同时增加 NO的代
谢来实现的．抑制 GSNOR 的酶活削弱了 TSA对
炎症因子的抑制作用，表明 GSNOR参与 TSA对
炎症因子的调控．通过上调 GSNOR从而抑制炎症
因子的表达可能是抑制炎症的新思路．

综上所述，降低 GSNOR水平促进炎症反应，
而上调 GSNOR增强抗炎作用，表明 GSNOR是一
个新的重要炎症调控分子．GSNOR可能成为调控
NO介导的炎症相关信号通路的潜在靶点．此外，
与以往多关注 NO合成在炎症反应中作用不同，本
研究从 NO代谢角度揭示了 GSNOR直接参与炎症
反应调控作用，拓展了对 NO在炎症反应中作用机
制的认识．NO 合成和代谢双调控应该成为调控
NO在不同生理病理过程中作用的新策略．
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GSNOR：a Novel Regulator of Inflammation*
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Abstract Regulation of inflammatory cytokines is a critical stage in inflammation, an important factor in
autoimmune disease and cancer. Nitric oxide (NO) is known to be an important regulator of inflammatory
cytokines, however, most existing studies focus on the role of NO synthesis in the regulation of inflammatory
cytokines, and little is known about the role of NO metabolism. Since S-nitrosoglutathione reductase (GSNOR) is a
key protein in the control of NO metabolism, investigating its role in inflammation will be important for
understanding the role of NO metabolism. Here we found that GSNOR transcription and protein expression is
downregulated by lipopolysaccharide (LPS) in RAW264.7 cells, an inflammatory cell model. Inhibitors of
MEK1/2, p38 and PI3K significantly attenuate the decrease in GSNOR transcription. Furthermore, inhibition of the
enzyme activity of GSNOR promoted expression of LPS-induced inflammatory cytokines IL-1茁, IL-6 and TNF-琢,
whereas overexpression of GSNOR had the opposite effect. The anti-inflammatory drug trichostatin A (TSA)
rescued the downregulation of GSNOR expression by LPS. Furthermore, inhibition of GSNOR impaired the
anti-inflammatory effect of TSA by increasing the expression of IL-6 and TNF-琢. In conclusion, our work reveals a
new mechanism used by macrophage cells to enhance the inflammatory response by simultaneously upregulating
inducible nitric oxide synthase (iNOS) and downregulating GSNOR, thus expanding our understanding of NO
metabolism in inflammatory responses. This study shows that GSNOR is a novel regulator of inflammation and
may be a potential target for the regulation of NO-mediated inflammation.
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