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Abstract 
AIM: To explore the effect of TREM-1 expression 
in intestinal macrophages on their invasion and 
proliferation of intestinal epithelial cells to clari-
fy the possible role of intestinal macrophages in 
the pathogenesis of intestinal barrier dysfunc-
tion (IBD). 

METHODS: The expression levels of TREM-1 
and TNF-α mRNAs in intestinal macrophages 
were determined by real-time PCR (RT-PCR) 
in vitro. After intestinal macrophages were 
co-cultured with intestinal epithelial cells in 

Transwell chamber, the growth curve of intes-
tinal epithelial cells was determined by MTT 
assay. The matrigel invasion assay was used to 
detect the invasion of intestinal macrophages.

RESULTS: The expression levels of TREM-1 
and TNF-α in the LPS group were significantly 
increased compared with the control group and 
LPS + LP17 group (both P < 0.05), but showed 
no significant difference between the control 
group and LPS + LP17 group (P > 0.05). Com-
pared to the control group, the growth of in-
testinal epithelial cells was inhibited in the LPS 
group and LPS + LP17 group (both P < 0.05), 
and the inhibitory effect was more significant in 
the LPS group (P < 0.01). The average numbers 
of invading cells in the three groups were 29.3 ± 
2.1, 46.0 ± 3.6, and 34.7 ± 3.1, respectively. There 
was a statistically significant difference in the 
average number of invading cells between the 
LPS + LP17 group and LPS group (P < 0.05).

CONCLUSION: The expression of TREM-1 was 
inhibited by LP17 in intestinal macrophages, 
and TREM-1 expression inhibited the invasion 
of intestinal macrophages to intestinal epithelial 
cells. TREM-1 may be a new target for treatment 
of IBD.

© 2013 Baishideng. All rights reserved.
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摘要 
目的:  探讨肠巨噬细胞髓系细胞触发受体
-l(triggering receptor expressed on myeloid 
cel ls-1, TREM-1)的表达对肠巨噬细胞侵袭

■背景资料
肠巨噬细胞对维
持肠屏障功能具
有 重 要 作 用 ,  其
活化可以产生大
量 肿 瘤 坏 死 因
子 -α、白介素 -6
等 炎 症 介 质 ,  形
成 级 联 反 应 ,  引
起肠屏障功能障
碍 ,  研 究 肠 巨 噬
细胞在肠屏障功
能中的作用具有
重大意义.
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力和肠上皮细胞增殖的影响, 进一步明确肠
巨噬细胞在肠屏障功能障碍(intestinal barrier 
dysfunction, IBD)中可能的作用. 

方法:  体外培养肠巨噬细胞及肠上皮细胞 , 
逆转录-多聚酶链反应(reverse transcription-
polymerase chain reaction, RT-PCR)检测大
鼠肠巨噬细胞的T R E M-1和肿瘤坏死因子
-α(tumor necrosis factor-α, TNF-α)基因表达水
平, 用Tanswell板将二者共培养, MTT法绘制
肠上皮细胞生长曲线, Matrigel侵袭实验检测
肠巨噬细胞对肠上皮细胞的侵袭力. 

结果: 脂多糖(l ipopolysaccharide, LPS)组
T R E M - 1 及 T N F - α 的基因表达水平高于
L P S+L P17组和空白对照(C o n t r o l)组(均
P <0.05); LPS+LP17组与Control组相比无差
异. 与Control组相比, 两实验组的肠上皮细胞
的生长均受到抑制(均P <0.05); LPS组肠上皮
细胞生长的抑制大于LPS+LP17组(P <0.05). 侵
袭实验中3组平均穿膜细胞数分别为29.3±
2.1、46.0±3.6和34.7±3.1. LPS组与Control组
比较差异具有明显统计学意义(P <0.01), LPS
组与LPS+LP17组相比差异具有统计学意义
(P <0.05). 

结论: LP17不但能抑制肠巨噬细胞TREM-1的
表达及炎症介质的释放, 还可以抑制肠巨噬细
胞对上皮细胞的侵袭. 利用LP17阻断TREM-1
信号转导可减轻肠巨噬细胞对肠上皮细胞的
损害, 有望成为治疗IBD的新靶点. 

© 2013年版权归Baishideng所有.
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0  引言

肠黏膜屏障是机体屏障系统的重要组成部分, 
多种因素如炎症介质、氧化应激、微循环障

碍、缺血再灌注损伤和细胞凋亡均可导致肠黏

膜屏障损害[1,2]. 一旦黏膜屏障被破坏, 黏膜下

层组织将暴露在肠腔复杂的抗原之中, 启动免

疫反应, 产生大量细胞因子, 进一步加重肠黏膜

损害[3]. 肠巨噬细胞主要分布在肠黏膜下的固

有层中, 其总数占人体组织中巨噬细胞的绝大

部分, 对维持肠屏障功能具有重要作用, 其活化

可以产生大量肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis 
factor-α, TNF-α)、白介素-6(interleukin-6, IL-6)
等炎症介质, 形成级联反应, 导致细胞功能障碍, 
引起肠屏障功能障碍(intestinal barrier dysfunc-
tion, IBD)[4]. 髓系细胞触发受体-l(triggering re-
ceptor expressed on myeloid cells-1, TREM-1)主
要在中性粒细胞和单核巨噬细胞上表达, 能诱

导中性粒细胞和单核细胞分泌TNF-α等促炎因

子[5-7]. 本文拟通过体外细胞实验, 探讨肠巨噬细

胞对肠上皮细胞的影响, 进一步明确肠巨噬细

胞在IBD中可能的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 SD健康大鼠, 体质量200-250 g, 由江苏

大学实验动物中心提供; RPMI 1640培养基、

FBS、Penicillin和Streptomycin购自Hyclone
公司; 等渗细胞分离液(Percoll solution)购自

Biosharp公司; 胶原酶Ⅳ购自Worthington公司; 
LP17多肽购自美国Invitrogen公司; MTT试剂盒

购自碧云天公司; Tanswell板购自美国Corning
公司. 
1.2 方法

1.2.1 肠巨噬细胞的分离: 大鼠麻醉后无菌解剖, 
迅速取全肠. 用预冷PBS(pH 7.4)液冲洗肠腔, 纵
向剖开, 置于含1 g/L EDTA的Hanks平衡盐溶液

中, 37 ℃水浴振荡60 min. 弃上清, 用5 g/L胶原

酶Ⅳ消化2 h, 所得细胞悬液400目筛网过滤. 再
以Hanks液洗涤, 重悬于500 g/L等渗细胞分离液, 
4 ℃ 2 000 r/min离心15 min, 收集细胞沉淀即为

肠巨噬细胞, 以无钙、镁Hanks液洗涤3遍, 用台

盼蓝染色, 细胞活力约为85%. 计数肠巨噬细胞, 
以RPMI 1640培养基(10% FBS, 100 μg/mL Peni-
cillin; 100 U/mL Streptomycin)调细胞浓度至5×
l05/L. 
1.2.2 肠上皮细胞的分离: 全肠置于含1 g/L EDTA
的Hanks平衡盐溶液中, 37 ℃水浴振荡30 min. 收
集上清, 用HBSS清洗2次, 悬于40%等渗的细胞

分离液中. 4 ℃, 1 500 r/min离心15 min. 收集上层

细胞(含有95%肠上皮细胞), 用HBSS洗3遍, 用
台盼蓝染色, 细胞活力约为80%,以DMEM培养

基(10%FBS; 20 ng/mL EGF; 5 μg/mL Insulin; 
3.2 mmol/L Gutamine; 100 μg/mL Penicillin; 100 
U/mL Streptomycin)调整细胞密度为1×l05个/mL. 
细胞培养均置于37 ℃、50 mL/L CO2培养箱中

■研发前沿
从细胞及分子水
平研究肠巨噬细
胞髓系细胞触发
受体-l(TREM-1)
表达水平及其对
肠黏膜的影响, 探
讨TREM-l作为分
子靶点治疗肠屏
障功能障碍(IBD)
的可行性. 
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培养. 
1.2.3 分组: (1)空白对照(Control)组: 肠巨噬细胞

不做处理; (2)脂多糖(lipopolysaccharide, LPS)
组: 用LPS处理肠巨噬细胞, 培养液LPS终浓度

为1 μg/mL; (3)LPS+LP17组: 用LPS及LP17联合

处理肠巨噬细胞, 培养液LPS终浓度为1 μg/mL, 
LP17终浓度为100 ng/mL. 
1.2.4 RT-PCR检测大鼠肠巨噬细胞TREM-1和

TNF-α基因表达: 大鼠肠巨噬细胞分离后置于

6孔板中培养, 每孔加入2 mL RPMI 1640培养

液, 分组、给药, 培养6 h后提取总RNA. 分光

光度计测定RNA样品在260 nm、280 nm的吸

收值, 按RNA浓度 = (A 260-A 320)×稀释倍数×

0.04 μg/μL计算RNA的浓度, A 260/280等于1.8-2.0
的RNA样品为纯度合格, 1.2%甲醛变性琼脂糖

电泳检测RNA样品完整性. 再根据TransScript 
Reverse Transcriptase反转录试剂盒说明进行操

作合成cDNA. TREM-1和TNF-α的RT-PCR引物

由本室设计, 并由上海生工生物工程技术服务

有限公司合成. TREM-1的mRNA引物序列为F: 
5'-ACCCTGTTCTGCTCTTCC-3', R: 5'-AACCT-
CAGTCGGCTTTGT-3'; TNF-α的mRNA引物序

列为F: 5'-AGGAGGAGAAGTTCCCAAAT-3', 
R: 5'-GCTACGGGCTTGTCACTC-3'. 以cDNA
为模板, 以上述制备的cDNA为模板, 根据Trans-
Start Top Green qPCR SurperMix说明书进行RT-
PCR(25 μL反应体系). 以GAPDH为内参基因, 
2-△△Ct法计算TREM-1和TNF-α的基因表达水平. 
1.2.5 大鼠肠巨噬细胞和肠上皮细胞共培养: 将
大鼠肠上皮细胞以1×l05个/mL的密度接种于24
孔板(Transwell板)中, 每孔500 μL DMEM完全

培养基; 再将大鼠肠巨噬细胞以5×l05个/mL的
密度接种于24孔板的小室中, 每室500 μL RPMI 
1640完全培养基, 将两种细胞共培养, 待细胞状

态良好时对肠巨噬细胞进行分组给药(每组6个
平行孔), 给药后共培养0、6、12、24、48、72 h
后终止培养, 在酶联免疫检测仪上检测肠上皮

细胞A 490, 以时间为横坐标A 490值为纵坐标作图, 
根据检测值绘制肠上皮细胞生长曲线.  
1.2.6 大鼠肠巨噬细胞基质胶侵袭实验: 取生长

良好的肠巨噬细胞, RPMI 1640基础培养基轻洗

两次; 加入无血清培养基, 37 ℃、50 mL/L CO2

培养24 h, 收集细胞培养上清; 4 ℃, 12 000 r/min
离心10 min, 取上清; 0.22 μm滤膜过滤除菌; 分
装后于-20 ℃保存. 取出-20 ℃保存的Matrigel, 
冰上过夜融化. 吸取100 μL Matrigel加入预冷的

300 μL无血清培养基中, 充分混均. 取稀释好的

Matrigel 50 μL加入Transwell板上室, 覆盖整个

聚碳酯膜, 37 ℃静置30 min, 使Matrigel聚合成

胶, 37 ℃可保存2 wk. 用PBS漂洗处理后的细胞3
次. 0.25%胰酶消化, 终止消化后用RPMI 1640基
础培养基制备单细胞悬液(5×105/mL), 每组细

胞各分为两部分. 台盼蓝染色, 细胞活力>95%. 
Transwell培养板上室加入300 μL细胞悬液(5×
104个). Transwell培养板下室加入500 μL趋化因

子, 37 ℃、50 mL/L CO2培养24 h. 用湿棉签轻轻

擦去Matrigel凝胶和聚碳酯膜上表面的细胞. 小
心取出上室, 用线拴住, 做好标记, 用冰预冷的

甲醇固定30 min. 苏木素染色1 min. 梯度乙醇脱

水(80、95、100 mL/L), 二甲苯透明. 小心将聚

碳酯膜自上室基底切取下来, 置载玻片上中性

树脂封片. 附着于聚碳酯膜下表面的细胞在高

倍镜下(×400)随机取3个视野计数, 取平均数. 
统计学处理 利用SPSS17.0软件进行统计分

析. 计量资料以mean±SD表示, 多组比较采用

One-Way ANOVA, 两两比较采用SNK法检验. 以
P <0.05为有统计学意义. 

2  结果

2.1 大鼠肠巨噬细胞及肠上皮细胞 细胞生长状态

良好, 分布均匀, 细胞活力约为80%-85%(图1, 2). 
2.2 肠巨噬细胞TREM-1及TNF-α的基因表达 
经L P S处理后肠巨噬细胞T R E M-1的基因表

达水平为3.71士0.18, TNF-α基因表达水平为

6.09士1.20, 与Contro l组相比, 差异有统计学

意义(P <0.05); 经LPS+LP17处理后肠巨噬细胞

TREM-1基因表达水平为1.65士0.47, TNF-α基因

表达水平为1.77士0.48, 与Control组相比, 无差

异(P >0.05). LPS组与LPS+LP17组相比, 肠巨噬

细胞TREM-1及TNF-α的基因表达水平均有差异

(P <0.05, 图3). 
2.3 LPS对大鼠肠上皮细胞生长的影响 与空白对

照组相比, LPS组及LPS+LP17组肠上皮细胞的生

长受到抑制(均P<0.05); 对LPS组肠上皮细胞生长

的抑制大于LPS+LP17组(P<0.05, 图4). 
2.4 肠巨噬细胞对肠上皮细胞的侵袭 肠巨噬细

胞对照组的3个平行样本高倍镜(×400)视野下

平均穿膜细胞数为29.3±2.1, LPS实验组的3个
平行样本高倍镜(×400)视野下平均穿膜细胞数

为46.0±3.6, LPS+LP17实验组的3个平行样本

高倍镜(×400)视野下平均穿膜细胞数为34.7±
3.1. LPS组与Control组比较差异具有明显统计
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■创新盘点
由于肠道环境中
存在较多的抗原
类物质和各种微
生物, 肠巨噬细胞
在免疫表型和功
能上有显著的特
点. 结合肠巨噬细
胞T R E M - 1变化
在肠道免疫功能
中发挥的独特作
用, 利用TREM-1
的特异性阻断剂
干 预 其 表 达 ,  为
TREM-1作为IBD
分子治疗靶点的
提供实验基础及
理论依据. 
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学意义(P <0.01), LPS组与LPS+LP17组相比差

异具有统计学意义(P <0.05), 而LPS+LP17组与

Control组相比差异无统计学意义(P >0.05, 表1, 
图5).

3  讨论

TREM-1为免疫球蛋白超家族成员, 是主要表达

于中性粒细胞和单核细胞表面的单次跨膜受体

蛋白, 与配体结合后激活TREM-1信号通路, 在
炎症级联放大反应和脓毒症发生发展中起重要

作用[8,9]. TREM-1激活上调可触发多种炎症相

关细胞因子如TNF-α、IL-6, 诱导中性粒细胞脱

颗粒和单核巨噬细胞吞噬作用, 从而放大炎症

反应[10]. 研究证实, TREM-1分子的活化需要其

天然配体与Toll样受体家族(Toll-like receptors, 
TLR)配体的协同作用[11,12], 其中TLR4的配体

LPS的作用最强[13,14]. TRL4受体活化后, 其效应

蛋白如TNF-α及白细胞-1β(IL-1β)等又能明显上

调TREM-1分子在细胞表面的表达[14]. TNF-α己被

证实是炎症性肠病时引起肠黏膜屏障功能损伤
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图  1  大鼠肠巨噬细胞(×100, 培养
24 h). 

A B

C D

图  2  大鼠肠上皮细胞(×100, 培养
6 h). 

■应用要点
本研究进一步明
确肠巨噬细胞在
I B D 中可能的作
用, 为治疗IBD提
供实验基础及理
论依据.
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的重要启动因子[15,16]. 临床研究表明炎症性肠病

患者的TNF-α表达异常增高, 且表达水平与肠

黏膜通透性相关,应用TNF-α抗体可以降低这

些患者肠黏膜的通透性[17]. 
LP17多肽能减弱甚至阻断TREM-1信号通

路的激活, 抑制炎症因子过度表达, 调节炎症反

应[12] . 用LPS刺激小鼠脓毒症模型, 给小鼠注射

LP17具有保护作用, 且其保护作用与LP17呈剂

量相关性, 说明LP17可能有治疗脓毒症作用[18]. 
最新研究表明LPl7能抑制SAP时血清sTREM-1
的表达, 并显著减轻SAP引起的肝、肾功能障

碍[19]. 本实验中利用RT-PCR检测肠巨噬细胞中

TREM-1及TNF-α的基因表达水平, LPS组肠巨

噬细胞培养6 h后TREM-1及TNF-α的mRNA表

达水平比空白对照组明显升高, 且二者升高幅

度呈正相关. 肠巨噬细胞经LPS+LP17处理后 
TREM-1及TNF-α的mRNA表达水平比LPS组明

显下降, TREM-1的基因表达下降更加明显, 但
仍高于空白对照组. 结果显示LP17可以明显抑

制LPS刺激肠巨噬细胞TREM-1及TNF-α的基因

表达. 说明LP17可与肠巨噬细胞TREM-1配体竞

争性结合, 抑制炎症因子过度表达. 提示干预肠

巨噬细胞TREM-1表达可防治IBD. 
肠上皮细胞间的紧密连接是由紧密连接蛋

白构成, 主要包括闭锁蛋白、连接相关分子等

跨膜蛋白和闭锁小带(zonula occludens, ZO)、丝

状肌动蛋白(F-actin)等[20,21]. TNF-α可通过旁分

泌形式作用于邻近肠上皮细胞, 一方面TNF-α可
激活上皮细胞间的肌球蛋白轻链激酶, 调整紧

密连接蛋白Occludin和ZO-1在紧密连接膜微区
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图  3  RT-PCR检测大鼠肠巨噬细胞TNF-α和TREM-1基因表
达倍数. TREM-1: 髓系细胞触发受体-l; TNF-α: 肿瘤坏死

因子. aP<0.05 vs  Control组; cP<0.05 vs  LPS组. 
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图  4  MTT法检测正常组中不同时间点下大鼠肠上皮细胞
的生长曲线. 
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图  5  大鼠
肠 巨 噬 细
胞 实 验 穿
膜细胞. A: 

C o ntrol组; 

B: LPS组; C: 

LPS+LP17组.

表  1  各组肠巨噬细胞对肠上皮细胞的侵袭

     分组 穿透Matrigel基质细胞数目 

Control组             29.3±2.1

LPS组             46.0±3.6b

LPS+LP17组             34.7±3.1c

bP<0.01 vs  Control组; cP<0.05 vs  LPS组.

■名词解释
髓系细胞触发受
体-l(TREM-1): 是
主要表达于中性
粒细胞和单核细
胞表面的单次跨
膜 受 体 蛋 白 ,  由
V 型 I g 样 胞 外 结
构域、含有赖氨
酸残基的跨膜结
构域及缺乏信号
基 序 的 胞 浆 结
构域3部分组成 , 
与 N K 细 胞 受 体
NKP44、白细胞
受体MRF-3和多
种免疫球蛋白受
体有同源性.
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的分布, 造成紧密连接处功能障碍[22,23], 增加肠

上皮细胞细胞旁的通透性, 是TNF-α引起肠黏膜

屏障通透性增高的主要原因[24]; 另一方面TNF-α
通过其受体TNFR1和/或TNFR2途径诱导肠上

皮细胞凋亡[25,26], 使肠上皮细胞屏障同一位点上

皮细胞脱落, 产生微小腐蚀点, 导致肠黏膜功能

紊乱[27]. 肠上皮凋亡脱落进一步加剧肠黏膜通

透性[28]. 另外, 在NF-κB介导下, TNF-α和INF-γ可
上调肠上皮细胞内NOD2基因表达, 提高对LPS
的敏感性[29], 从而加重炎症因子对肠上皮细胞的

损害. 
本文利用Transwell板将巨噬细胞与肠上皮

细胞共培养的, 通过LP17及LPS处理肠巨噬细

胞, 检测肠上皮细胞的活性及巨噬细胞的对肠

上皮细胞的侵袭. 结果显示LPS刺激肠巨噬细胞

释放的炎症因子, 可抑制肠上皮细胞的增殖, 利
用LP17阻断TREM-1的表达可以减轻炎症因子

对肠上皮细胞生长的抑制. 我们的实验还表明

LP17可以减少肠巨噬细胞对肠上皮细胞的侵

袭细胞数量, 说明LP17不但能抑制肠巨噬细胞

TREM-1的表达, 还可以抑制固有层的肠巨噬细

胞向黏膜层迁移, 减轻肠巨噬细胞分泌的炎症

因子对肠上皮细胞的损害, 其机制可能与抑制

肠巨噬细胞炎症因子的释放, 减弱炎症因子对

巨噬细胞的趋化作用有关. 
总之, 肠黏膜损伤是个相当复杂的过程, 涉

及诸多因素与环节. 肠道细菌移位和炎症介质

的过量释放是肠黏膜损伤的主要原因, TREM-1
作为炎症放大介质有可能在肠黏膜屏障功能

损害中起重要作用, 我们通过探讨肠巨噬细胞

TREM-1的表达对肠上皮细胞增殖的影响及肠

巨噬细胞对肠上皮细胞的侵袭, 说明利用LP17
阻断TREM-1信号转导可减轻肠巨噬细胞对肠

上皮细胞的损害, 有望成为治疗IBD的新靶点. 
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《世界华人消化杂志》被评为中国精品科技期刊 

本刊讯 2011-12-02, 中国科学技术信息研究所在北京发布2010年中国科技论文统计结果, 经过中国精品科技
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