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[摘　 要] 　 [目的] 　 探究 1-磷酸鞘氨醇(S1P)是否通过其受体 S1PR1 促进 LC3 相关吞噬作用,进而增强 THP-1
源性巨噬细胞的胞葬作用。 [方法] 　 以 80 μg / L 佛波酯诱导 THP-1 单核细胞分化为巨噬细胞;采用 254 nm 紫外

线照射 Jurkat 细胞,诱导其发生早期凋亡,以用于细胞吞噬实验。 巨噬细胞分别经 0、0. 5、1. 0 和 1. 5 μmol / L S1P
处理 12 h;或以 1. 5 μmol / L S1P 处理,并单独或联合使用 S1PR1 拮抗剂 W146、S1PR2 拮抗剂 JTE-013、S1PR3 拮抗

剂 CAY10444 及 ATG4B 抑制剂 NSC185058 进行干预。 采用 Western blot 检测 MerTK、Axl、Tyro3、LC3B 及 LAMP1 的

表达水平;通过荧光标记凋亡细胞开展吞噬实验以评估吞噬效率;利用 ELISA 测定细胞上清液中促炎因子(TNF-α、
IL-6 和 IL-1β)与抗炎因子(TGF-β、IL-4 和 IL-10)的水平。 [结果] 　 S1P 可显著增强巨噬细胞对凋亡细胞的吞噬能

力,且该作用呈浓度依赖性。 具体表现为:巨噬细胞吞噬凋亡细胞的效率显著提升(P<0. 01);胞葬受体 MerTK、
Axl、Tyro3 的表达显著上调(P<0. 01);同时,抗炎因子(TGF-β、IL-4 和 IL-10)水平显著增加(P<0. 01),促炎因子

(TNF-α、IL-6 和 IL-1β)水平显著降低(P<0. 01)。 S1P 阻断实验结果显示,使用 W146 阻断 S1PR1 可逆转 S1P 的促

胞葬作用(P<0. 05),而阻断 S1PR2 或 S1PR3 则无明显效果。 S1P 处理能显著提高巨噬细胞内 LC3B 和 LAMP1 的

基因及蛋白表达水平(P<0. 01),并促进吞噬溶酶体成熟。 使用 NSC185058 后,巨噬细胞的吞噬效率及抗炎因子分

泌均随之下降(P<0. 05)。 此外,同时阻断 S1PR1 与 LC3 相关吞噬对胞葬作用的抑制效果更为显著(P<0. 01)。
[结论] 　 S1P 通过 S1PR1 介导的 LC3 相关吞噬作用,显著增强 THP-1 源性巨噬细胞对凋亡细胞的吞噬清除能力,
并促进巨噬细胞向抗炎表型转化。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate whether sphingosine-1-phosphate (S1P) promotes LC3-associated phagocytosis
via its receptor S1PR1, thereby enhancing the efferocytosis of THP-1-derived macrophages. 　 　 Methods　 THP-1 mono-
cytes were induced to differentiate into macrophages using 80 μg / L phorbol ester; 254 nm ultraviolet radiation was used to
induce early apoptosis in Jurkat cells for cell phagocytosis experiments. 　 Macrophages were treated with 0, 0. 5, 1. 0 and
1. 5 μmol / L S1P for 12 h, or treated with 1. 5 μmol / L S1P alone or in combination with S1PR1 antagonist W146, S1PR2
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antagonist JTE-013, S1PR3 antagonist CAY10444 and ATG4B inhibitor NSC185058. 　 Western blot was used to detect the
expression levels of MerTK, Axl, Tyro3, LC3B and LAMP1, fluorescence-labeled apoptotic cells were applied in phagocy-
tosis assays to evaluate phagocytic efficiency, ELISA was employed to measure the levels of pro-inflammatory factors
(TNF-α, IL-6 and IL-1β) and anti-inflammatory factors (TGF-β, IL-4 and IL-10) in the supernatant. 　 　 Results　 S1P
could significantly enhance the phagocytic capacity of macrophages for apoptotic cells, and this effect was concentration-de-
pendent. 　 Specifically, the phagocytic efficiency of macrophages for apoptotic cells was significantly improved (P<0. 01);
the expression of cell burial receptors MerTK, Axl and Tyro3 was markedly upregulated (P<0. 01); at the same time,
levels of anti-inflammatory factors (TGF-β, IL-4 and IL-10) increased (P<0. 01), while pro-inflammatory factors (TNF-α,
IL-6 and IL-1β) decreased (P<0. 01). 　 The results of the S1P blockade experiment showed that blocking S1PR1 with
W146 could reverse the efferocytosis of S1P (P<0. 05), while blocking S1PR2 or S1PR3 had no significant effect. 　 S1P
treatment significantly increased the gene and protein expression levels of LC3B and LAMP1 in macrophages (P<0. 01)
and promoted lysosome maturation. 　 After NSC185058 treatment, the phagocytic efficiency and anti-inflammatory factor
secretion of macrophages decreased (P<0. 05). 　 In addition, the inhibitory effect of blocking S1PR1 and LC3-related
phagocytosis on efferocytosis was more significant (P<0. 01). 　 　 Conclusion　 S1P significantly enhances the phagocytic
clearance ability of THP-1-derived macrophages towards apoptotic cells through S1PR1-mediated LC3-related phagocytosis,
and promotes the transformation of macrophages into anti-inflammatory phenotypes.
[KEY WORDS]　 sphingosine-1-phosphate;　 sphingosine-1-phosphate receptor 1;　 TAM receptor;　 efferocytosis;　
macrophage;　 phagocytosis-related protein

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是一种以慢

性炎症为特征的病变,脂质沉积与炎症反应共同推

动病变进展[1]。 巨噬细胞在 As 发生发展过程中起

核心作用,它不仅能吞噬氧化型低密度脂蛋白(oxi-
dized low density lipoprotein,ox-LDL)形成泡沫细胞,
还可通过清除凋亡细胞维持动脉内环境稳态[2]。
然而,胞葬作用受损会导致凋亡细胞堆积,进一步

加剧炎症反应,最终促使不稳定性斑块形成与破

裂,从而增加心血管事件风险[3]。
胞葬作用是巨噬细胞、树突状细胞等吞噬细胞

清除凋亡细胞的过程,涉及募集、识别、吞噬和消化

四个阶段[4]。 胞葬作用清除效率高度依赖于 TAM
受体(MerTK、Axl、Tyro3)、清道夫受体及整合素等

特定受体,这些受体通过桥接分子 Gas6 与凋亡细胞

表面的磷脂酰丝氨酸(phosphatidylserine,PS)结合,
实现对凋亡细胞的靶向识别并启动吞噬信号[5]。
在吞噬阶段,PS 受体激活后会活化 Rac1 等 Rho 家

族 GTP 酶,驱动细胞骨架重排与伪足延伸,进而包

裹并内化凋亡细胞[6]。 进入消化阶段后,吞噬体在

Rab GTP 酶的调控下与溶酶体融合形成吞噬溶酶

体,最终通过溶酶体酶降解凋亡细胞[7]。
LC3 相关吞噬(LC3-related phagocytosis,LAP)

作用是一种特殊的吞噬途径,在凋亡细胞清除过程

中发挥着独特作用。 其中的关键调控因子不仅包

括 LC3B,还涉及溶酶体相关膜蛋白 1( lysosomal-as-
sociated membrane protein 1,LAMP1) [8]。 LAMP1 主

要定位于溶酶体膜,是溶酶体的常用标志蛋白,不

仅参与自噬体与溶酶体的融合过程,还介导细胞内

成分的降解。 LC3B 和 LAMP1 在调控吞噬体与溶

酶体融合、维持细胞内环境稳定等方面均发挥着重

要作用[9]。 在 LAP 过程中,LC3B 首先被 ATG4B 酶

剪切成 LC3B-Ⅰ;随后,在 ATG7 和 ATG3 的作用下,
LC3B-Ⅰ与磷脂酰乙醇胺结合形成 LC3B-Ⅱ,进而锚

定在吞噬体膜上,最终促进病原体或凋亡细胞的降

解[10]。 NSC185058 作为 ATG4B 抑制剂, 可减少

LC3B-Ⅱ在吞噬体上的募集,进而阻断 LAP 过程的

膜修饰及吞噬物降解,最终导致 LAP 作用受阻[11]。
1-磷酸鞘氨醇(sphingosine-1-phosphate,S1P)是

一种调节血管稳态、免疫细胞迁移及炎症反应的生

物活性脂质[12],其受体 S1PR1 在淋巴循环及 As 进

展中具有重要作用。 研究表明,激活 S1P / S1PR1 信

号可促进巨噬细胞内吞噬体与溶酶体的共定位,提
示其可能增强巨噬细胞的物质消化能力[13]。 此外,
S1PR2 与 S1PR3 也表达于血管内皮细胞和巨噬细

胞,参与调控炎症反应与血管通透性[14]。 在 As 进

程中,通过胞葬作用有效清除凋亡细胞对维持斑块

稳定至关重要;若该过程出现障碍,将导致凋亡细

胞堆积并加剧炎症反应[15]。 尽管已有研究证实巨

噬细胞过表达 S1PR1 可增强胞葬作用并延缓 As 进

展[16],但其是否通过 LAP 介导这一过程仍不明确。
目前,S1P / S1PR 轴在 LAP 介导的胞葬过程中的作

用机制仍不明确[17]。 因此,本研究旨在探讨 S1P 是

否通过 S1PR1 上调 TAM 受体表达水平以激活 LAP,
进而增强巨噬细胞的胞葬作用并抑制炎症反应,为
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炎症性疾病的防治提供新的实验依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞

人 THP-1 细胞( iCell h213)购自上海赛百康,人
Jurkat 细胞(CL-0129)购自武汉普诺赛。
1. 2　 细胞培养

将冻存细胞转移至离心管,并向离心管中加入

5 倍于冻存细胞液体积的 1640 培养基(10% BSA、
1%双抗),轻轻混匀,以 1 000 r / min 离心 5 min。 弃

上清液,加入 1640 培养基重悬细胞。 将重悬后的细

胞转移至 T25 或 T75 细胞培养瓶,在培养瓶上标记

细胞种类及复苏时间,随后放入 37 ℃、5%CO2 的细

胞培养箱中培养。
根据实验的需求,选择不同细胞密度进行种

板。 在显微镜下观察细胞状态及细胞密度。 用移液

枪将细胞转移至离心管,以 1 000 r / min 离心 3 min。
弃培养基,加入新鲜 1640 培养基。 取 20 μL 细胞悬

液滴加到细胞计数板中,根据检测的细胞密度,配
置好所需细胞密度的细胞液,然后以 80 μg / L 佛波

酯诱导 THP-1 细胞 24 h,使其分化为巨噬细胞。
1. 3　 Jurkat 细胞凋亡模型制备

取出 Jurkat 细胞悬液,以 1 000 r / min 离心

5 min 后重悬;通过细胞计数仪计数,计算并配制浓

度为 1. 0×106 / mL 的细胞悬液。 将细胞置于距紫外

灯 15 cm 处,经 254 nm 紫外线照射以诱导凋亡;照
射结束后加入 10%BSA,放入培养箱孵育 2 h。
1. 4　 实验处理及分组

以 80 μg / L 佛波酯诱导 THP-1 细胞分化为巨

噬细胞;254 nm 紫外线照射 Jurkat 细胞制备早期凋

亡细胞用于吞噬实验。 将巨噬细胞分别给予 0、
0. 5、1. 0 及 1. 5 μmol / L S1P 处理 12 h 后检测吞噬

与炎症指标。 在受体阻断实验中,分别用 5 μmol / L
S1PR1 拮抗剂W146、1 μmol / L S1PR2 拮抗剂 JTE-013、
1 μmol / L S1PR3 拮抗剂 CAY0444 联合 1. 5 μmol / L
S1P 处理细胞。 在 LAP 阻断实验中,分别用1. 5 μmol / L
S1P、5 μmol / L W146 和 10 μmol / L ATG4B 抑制剂

NSC185058 单独或联合处理细胞。
1. 5　 Western blot

将各组细胞经相应处理后,采用 BCA 试剂盒

(北京康为) 测定蛋白质浓度。 配制所需浓度的

SDS-PAGE 分离胶后进行实验,随后开展 Western
blot 分析。

提前配制 TBST 溶液与 5% 封闭液。 转膜完成

后,将膜置于室温摇床孵育 4 h。 根据抗体说明书,
用 TBST 稀释一抗,分别为 GAPDH (1 ∶ 4 000)、
MerTK(1 ∶ 2 000)、Axl(1 ∶ 1 000)、Tyro3(1 ∶ 5 000)、
LAMP1(1 ∶ 1 000)、LC3B(1 ∶ 1 000)。 封闭结束

后,用 TBST 洗涤膜,于 4 ℃摇床孵育过夜。 次日回

收一抗,再次洗膜;将膜放入含二抗稀释液的抗体

孵育盒中,室温摇床孵育 4 h。 最后将膜置于自动化

学发光图像分析系统检测蛋白条带,曝光并保存显

影记录。
1. 6　 RT-qPCR

使用 StedyPure 快速 RNA 提取试剂盒提取总

RNA,分装后于-80 ℃保存。 使用 Evo M-MLV 反转

录预混型试剂盒获取 cDNA,反转录反应条件:
37 ℃,15 min;85 ℃,5 s;4 ℃,维持。 随后用 SYBR
Green Pro Taq HS 预混型 qPCR 试剂盒进行 qPCR
反应。 以 GAPDH 为内参,利用 2-ΔΔCt 法计算目的基

因的相对表达量。 各基因的引物序列见表 1。

表 1. 基因引物序列

Table 1. Gene primer sequences

基因 引物序列(5′-3′)

GAPDH F:GCACCGTCAAGGCTGAGAAC

R:TGGTGAAGACGCCAGTGGA

LC3B F:CGAGAGCAGCATCCAACCAA

R:GTTCACCAACAGGAAGAAGGC

LAMP1 F:TGTGATCCCGGCAGACAGAA

R:CCAAACCACACATCTCGAAGC

1. 7　 荧光细胞吞噬实验

将巨噬细胞以 2×105 / mL 的密度接种于 48 孔

板中培养并进行处理,随后加入 PKH26,避光孵育

30 min。 凋亡细胞经 1 000 r / min 离心 5 min 后弃去

上清,用 PBS 重悬,同时加入 5 μmol / L CFSE 避光

孵育 20 min;之后用新鲜培养基重悬并静置孵育

10 min,再以 1 000 r / min 离心 5 min。 将 CFSE 标记

的凋亡细胞与 PKH26 标记的巨噬细胞以 5 ∶ 1 的比

例共孵育 2 h。 孵育结束后,弃去培养基,加入 PBS,
在摇床上摇晃清洗 5 min,重复 3 次。 加入 4% 多聚

甲醛固定 15 min,用 PBS 清洗。 每孔加入 100 μL
PBS,在荧光显微镜下观察,保存的图像用 Image 软

件分析。 巨噬细胞吞噬效率(% )= PKH26+CFSE+ /
PKH26+×100% 。
1. 8　 流式细胞术

按 1×106 / 孔比例配制细胞悬液,加入佛波酯诱

326CN 43-1262 / R　 中国动脉硬化杂志 2026 年第 34 卷第 7 期



导分化。 在细胞培养箱(37 ℃,5% CO2)培养 24 h。
各组经不同处理后,用 PBS 清洗 3 次。 加入配好的

Cell Tracker TM Deep Red,在培养箱中孵育 30 min。
用 PBS 清洗 3 次。 以 5 ∶ 1 的比例加入用 CFSE 标

记的凋亡细胞,孵育 2 h。 弃培养液,用 PBS 清洗 3
次。 加入 37 ℃预热胰蛋白酶,并轻轻吹打细胞。 将

消化的巨噬细胞以 1 000 r / min 离心 5 min。 弃上清

液,加入 PBS 重悬,立即用流式细胞仪检测。
1. 9　 ELISA

使用 ELISA 检测试剂盒,根据制造商说明书测

量。 完成处理后,用洗涤液清洗 5 次后,每孔加入

90 μL TMB 底物,盖上封板膜于 37 ℃ 避光孵育

15 min。 取出酶标板,每孔加入终止液 50 μL,立即

在 450 nm 波长处检测各孔的 OD 值。
1. 10　 统计学分析

实验结果均来自 3 次独立实验,数据分别采用

Image J 和 FlowJo 软件进行分析,统计分析则通过

GraphPad Prism 10. 1. 2 软件完成。 数据以 x± s 表

示,组间比较采用单因素方差分析;所有数据分析

前均进行了正态性检验和方差齐性检验,组间两两

比较采用 Tukey 法。 以双侧 P<0. 05 为差异具有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 S1P 增强巨噬细胞胞葬作用

2. 1. 1　 凋亡细胞　 　 为在体外模拟巨噬细胞胞葬

作用,本研究选用 Jurkat 细胞,通过 254 nm 紫外线

照射制备凋亡细胞模型。 为确定最佳照射时间,实
验设置 5 min、15 min 和 25 min 三个时间点,采用

Annexin V-FITC / PI 双染联合流式细胞术检测细胞

凋亡与坏死情况。 结果显示,254 nm 紫外线照射

5 min、15 min 和 25 min 时,Jurkat 细胞的凋亡率分

别为 85. 00% 、80. 50% 和 30. 80% ,坏死率分别为

2. 92% 、11. 40% 和 64. 50% (P<0. 05 或 P<0. 01)。
其中,5 min 处理组的凋亡率处于较高且坏死率较

低,表明该照射时长主要诱导细胞发生早期凋亡,
细胞状态良好(图 1)。 因此,后续实验均采用紫外

线照射 5 min 获取凋亡细胞用于巨噬细胞胞葬

实验。

图 1. 254 nm 紫外线照射 Jurkat 细胞后的凋亡率与坏死率

A:紫外线照射 0 min;B-D:254 nm 紫外线照射 5 min、15 min、25 min;E:细胞凋亡率量化统计图;F:细胞坏死率量化统计图。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与 0 min 比较。

Figure 1. Apoptosis and necrosis rates of Jurkat cells after 254 nm ultraviolet irradiation

2. 1. 2　 S1P 对巨噬细胞吞噬凋亡细胞的影响 　 　
为探究 S1P 对巨噬细胞吞噬凋亡细胞的影响,实验

将 0. 5、1. 0、1. 5 μmol / L S1P 分别处理巨噬细胞

12 h,随后用 PKH26 染色巨噬细胞,同时用 CFSE 染

色经 254 nm 紫外线诱导凋亡的 Jurkat 细胞。 二者

共孵育 2 h 后,去除未结合的游离凋亡细胞,通过荧
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光显微镜观察结果。 结果显示,与对照组相比,0. 5、
1. 0 和 1. 5 μmol / L S1P 处理后巨噬细胞的吞噬效率

分别提升 10% 、18%和 33% (P<0. 05 或 P<0. 01),

表明 S1P 可呈浓度依赖性地增强巨噬细胞的吞噬

效率(图 2)。

图 2. 不同浓度 S1P 对巨噬细胞吞噬效率的影响

A:不同浓度 S1P 处理后巨噬细胞吞噬凋亡细胞的荧光图,巨噬细胞经 PKH26 染色呈红色,凋亡细胞经 CFSE 染色呈绿色;
B:荧光图的定量分析结果。 Bar=300 μm,n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 2. The effect of different concentrations of S1P on macrophage phagocytic efficiency

2. 1. 3　 S1P 对 TAM 受体蛋白表达的影响　 　 巨噬

细胞识别受体的表达缺失会降低其胞葬作用,而
高表达则可增强该作用[18] 。 因此,本研究通过检

测胞葬受体 MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平,以
评估胞葬作用的强弱。 实验分别采用 0. 5、1. 0、
1. 5 μmol / L S1P 处理巨噬细胞 12 h,采用 Western

blot 检测 MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平。 结果

显示, 与 对 照 组 相 比, 1. 0 μmol / L S1P 处 理 后

MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平增加 1. 2 ~ 1. 5
倍,1. 5 μmol / L S1P 处理后上述蛋白表达水平增加

2. 6 ~ 3. 0 倍(P<0. 01),而 0. 5 μmol / L S1P 处理后仅

MerTK 蛋白表达水平显著增加(P<0. 05;图 3)。

图 3. 不同浓度 S1P 处理后巨噬细胞中 MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平

A:各组巨噬细胞中 MerTK、Axl 及 Tyro3 蛋白表达水平;B-D:蛋白表达水平的定量分析结果。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 3. Protein expression levels of MerTK, Axl and Tyro3 in macrophages treated with different concentrations of S1P

2. 1. 4　 S1P 对炎症因子水平的影响 　 　 当胞葬有

效进行时,巨噬细胞会释放抗炎因子 TGF-β、IL-4 和

IL-10,以此抑制炎症反应、促进组织修复并维持免

疫稳态[19];同时,促炎因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的
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水平降低,可防止炎症扩散[20]。 然而,若胞葬作用

受损或凋亡细胞未能及时清除,未被清除的凋亡细

胞会释放损伤相关分子,导致促炎因子大量释放,
进而加剧炎症反应与组织损伤[21]。 本研究采用

0. 5、1. 0、1. 5 μmol / L S1P 处理巨噬细胞后,检测了

其分泌的炎症因子水平。 结果显示,与对照组相

比,S1P 处理后抗炎因子 TGF-β、IL-4 和 IL-10 的分

泌水平显著升高,促炎因子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的

分泌水平显著降低(P<0. 05 或(P<0. 01)。 其中,
1. 5 μmol / L S1P 处理后的效果最为明显(图 4)。

图 4. 不同浓度 S1P 对巨噬细胞炎症因子水平的影响

A-F 分别为 ELISA 检测巨噬细胞中抗炎因子 TGF-β、IL-4、IL-10 及促炎因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的水平。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 4. The effect of different concentrations of S1P on the levels of inflammatory factors in macrophages

2. 2　 S1P 通过 S1PR1 促进巨噬细胞胞葬作用

2. 2. 1 　 阻断 S1PR1、S1PR2 及 S1PR3 对巨噬细胞

吞噬效率的影响 　 　 将巨噬细胞和凋亡细胞分别

用 PKH26 和 CFSE 染色后,置于细胞培养箱中共孵

育 2 h;洗去未被吞噬的凋亡细胞后,在荧光显微镜

下观察结果。 结果显示,与对照组相比, S1P 组、
S1P+JTE-013 组和 S1P+CAY10444 组巨噬细胞吞噬

效率分别提升 30% 、23%和 24% (P<0. 01);与 S1P
组相比,S1P+W146 组巨噬细胞吞噬效率降低 27%
(P<0. 01),而 S1P+JTE-013 组和 S1P+CAY10444 组

巨噬细胞吞噬效率无显著差异(P>0. 05;图 5)。 上

述结果表明,S1P 可通过 S1PR1 增强巨噬细胞吞噬

效率。
2. 2. 2　 阻断 S1PR1、S1PR2 及 S1PR3 对 TAM 受体

蛋白表达的影响　 　 为进一步明确 S1P 增强胞葬

作用的受体依赖机制,采用 Western blot 检测各组

巨噬细胞中 TAM 受体蛋白表达水平。 结果显示,
与对照组相比,S1P 组 MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表

达水平显著上调(P<0. 01);与 S1P 组相比,S1P +
W146 组 MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平显著下

调(P<0. 01),S1P+JTE-013 组和 S1P+CAY10444 组

MerTK、Axl 蛋白表达水平也显著下调(P<0. 05 或

P<0. 01 ),而 JTE-013 和 CAY10444 对 S1P 上调

Tyro3 的作用无显著影响(P>0. 05;图 6)。 以上结

果表明, S1P 诱导的 TAM 受体蛋白上调主要由

S1PR1 介导,阻断 S1PR1 可显著抑制 S1P 对吞噬受

体蛋白表达的促进作用。
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图 5. W146、JTE-013 及 CAY10444 处理对 S1P 增强的巨噬细胞吞噬效率的影响

A:W146、JTE-013 及 CAY10444 干预后巨噬细胞吞噬凋亡细胞的荧光图,巨噬细胞经 PKH26 染色呈红色,凋亡细胞经 CFSE 染色呈绿色;
B:荧光图的定量分析结果。 Bar=300 μm,n=3。 a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 5. The effect of W146, JTE-013 and CAY10444 treatments on S1P enhanced macrophage phagocytic efficiency

图 6. W146、JTE-013 及 CAY10444 处理后巨噬细胞中 TAM 受体蛋白表达水平

A:各组巨噬细胞中 MerTK、Axl、Tyro3 蛋白表达水平;B-D:蛋白表达条带的定量分析结果。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 6. Protein expression levels of TAM receptors in macrophages after treatment
with W146, JTE-013 and CAY10444

2. 2. 3 　 阻断 S1PR1、S1PR2 及 S1PR3 对巨噬细胞

炎症因子水平的影响 　 　 ELISA 检测结果显示,与
对照组相比,S1P 单独处理可显著上调抗炎因子

TGF-β、IL-4 和 IL-10 的水平,同时显著下调促炎因

子 TNF-α、IL-6 和 IL-1β 的水平(均 P<0. 01),表明

S1P 可促进巨噬细胞向抗炎表型极化。 与 S1P 组相

比,S1P+W146 处理能显著逆转上述效应(P<0. 05
或 P<0. 01);S1P+JTE-013 处理后,巨噬细胞的炎症

因子水平无显著差异(P>0. 05);而 S1P+CAY10444
处理后,抗炎因子 IL-4 水平显著降低,促炎因子

TNF-α、IL-6 水平显著升高(P<0. 05 或 P<0. 01),抗
炎因子 TGF-β、IL-10 及促炎因子 IL-1β 的水平则无

显著差异(P>0. 05;图 7)。 上述结果进一步证实,
S1P 调控巨噬细胞促炎 /抗炎因子分泌的作用主要

由 S1PR1 介导。
2. 3　 S1P / S1PR1 的促胞葬作用涉及 LAP 的参与

2. 3. 1　 S1P / S1PR1 对 LC3B 和 LAMP1 表达的影响

　 　 S1P 处理使巨噬细胞 LC3B 和 LAMP1 的 mRNA
水平分别上调 48% 和 46% (均 P <0. 01),而加入

W146 可逆转这一变化(P<0. 05)。 Western blot 结
果显示,S1P 处理后巨噬细胞 LC3B-Ⅱ蛋白表达水

平升高 174% ,LAMP1 蛋白表达水平升高 59% (P<
0. 01);加入 W146 后,S1P 诱导的 LC3B 和 LAMP1
表达上调程度被显著抑制(P<0. 05 或 P<0. 01;图
8)。 以上结果表明,S1P 通过 S1PR1 信号通路促进

巨噬细胞中 LC3B-Ⅱ和 LAMP1 的表达,提示 LAP
过程被激活。
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图 7. W146、JTE-013 及 CAY10444 处理后巨噬细胞炎症因子水平

A-F 分别为 ELISA 检测巨噬细胞中抗炎因子 TGF-β、IL-4、IL-10 及促炎因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的水平。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 7. Levels of inflammatory factors in macrophages treated with W146, JTE-013 and CAY10444

图 8. S1P 对巨噬细胞 LC3B 和 LAMP1 表达的影响

A-B:LC3B 与 LAMP1 的 mRNA 表达水平;C:LC3B-Ⅱ和 LAMP1 蛋白表达水平;D-E:蛋白表达条带的定量分析结果。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 8. The effect of S1P on the expressions of LC3B and LAMP1 in macrophages

2. 3. 2　 NSC185058 可抑制 S1P 对巨噬细胞吞噬效

率的提升作用　 　 在明确 S1P 可促进 LAP 作用后,
进一步探究该途径在 S1P 增强胞葬作用中的功能

意义。 为此,采用 LAP 抑制剂 NSC185058 与 S1PR1
抑制剂 W146 干预巨噬细胞,以评估其吞噬效率。
实验将巨噬细胞分为 5 组:对照组、S1P 组、S1P +
NSC185058 组、S1P +W146 组及 S1P +NSC185058 +
W146 组。 结果显示,S1P 组巨噬细胞吞噬效率显著

高于对照组(P<0. 01);使用 NSC185058 阻断 LAP
作用后,吞噬效率较 S1P 组下降 13% (P<0. 05);使
用 W146 阻断 S1PR1 后,吞噬效率与对照组接近

(P<0. 01);而 W146 与 NSC185058 联合处理后吞噬

效率进一步降低(P<0. 01;图 9)。 可见,无论阻断

LAP 作用还是 S1PR1,均可削弱 S1P 对巨噬细胞吞

噬凋亡细胞的促进效率,且两种途径联合抑制时吞

噬效率下降更为明显。 这表明 S1P 对巨噬细胞吞
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噬效率的促进作用依赖于 LAP 途径的参与。

图 9. NSC185058 对 S1P 促进巨噬细胞吞噬效率的影响

A:NSC185058 与 W146 干预后巨噬细胞吞噬凋亡细胞的荧光图,巨噬细胞经 PKH26 染色呈红色,凋亡细胞经 CFSE 染色呈绿色;
B:荧光图的定量分析结果。 Bar=300 μm,n=3。 a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 9. The effect of NSC185058 on the efficiency of S1P-induced macrophage phagocytosis

2. 3. 3　 NSC185058 可抑制 S1P 对 TAM 受体蛋白表

达的上调作用　 　 由于 TAM 受体的表达水平直接

影响巨噬细胞对凋亡细胞的识别效率,本研究进

一步分析了抑制 LAP 作用对 S1P 诱导 TAM 受体

上调的影响。 Western blot 结果显示,与对照组相

比,S1P 处理可显著上调巨噬细胞中 MerTK、Axl 及
Tyro3 蛋白表达水平(均 P<0. 01);与 S1P 组相比,
联合 W146 处理后,上述受体蛋白表达水平降低(均

P<0. 01),提示 S1P 对 TAM 受体表达的调节依赖于

S1PR1。 而在 S1P 处理基础上加入 LAP 抑制剂

NSC185058 后,MerTK、Axl 和 Tyro3 蛋白表达水平

分别降低 18% 、 31% 和 38% (均 P < 0. 01 ); 当

NSC185058 与 W146 联合处理时,上述三种蛋白表

达水平受到显著抑制,不仅低于单独使用任一抑制

剂的处理组,甚至较对照组降低 27% 以上(均 P<
0. 01;图 10)。

图 10. NSC185058 对 S1P 促进巨噬细胞 TAM 受体蛋白表达的影响

A:巨噬细胞中 MerTK、Axl、Tyro3 蛋白表达水平;B-D:蛋白表达条带的定量分析结果。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 10. The effect of NSC185058 on S1P-induced expression of macrophage TAM receptor protein

2. 3. 4　 NSC185058 对 S1P 调节巨噬细胞炎症因子

水平的抑制作用　 　 S1P 处理后,巨噬细胞 TGF-β、
IL-4、IL-10 的分泌水平显著高于对照组 (均 P <

0. 01),而 TNF-α、IL-6、IL-1β 的分泌水平则显著低

于对照组 (均 P < 0. 01 )。 与 S1P 组相比, 加入

NSC185058 后,炎症因子水平未发生显著变化(P>
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0. 05);加入 W146 后,巨噬细胞 TGF-β、IL-4、IL-10
的分泌水平分别降低 38%、29%和 27%,TNF-α、IL-6、
IL-1β 的分泌水平分别增加 63% 、29%和 33% ;联合

加入 NSC185058 和 W146 后,TGF-β、IL-4、IL-10 的

分泌水平分别降低 39% 、35%和 30% ,TNF-α、IL-6、
IL-1β 的分泌水平分别增加 65% 、 31% 和 34%
(均P<0. 01;图 11)。

图 11. NSC185058 对 S1P 调控巨噬细胞炎症因子水平的影响

A-F 分别为 ELISA 检测巨噬细胞中抗炎因子 TGF-β、IL-4、IL-10 及促炎因子 TNF-α、IL-6、IL-1β 的水平。 n=3。
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 01,与 S1P 组比较。

Figure 11. The effect of NSC185058 on S1P regulation of macrophage inflammatory factor levels

3　 讨　 论

在 As 等慢性炎症性疾病的发生发展过程中,巨
噬细胞对凋亡细胞的有效清除对于维持组织稳态

至关重要。 若凋亡细胞清除不足,会加剧炎症反应

并形成坏死核心,进而促进 As 斑块的进展与不稳

定[22]。 反之,增强巨噬细胞的胞葬作用则是抑制

As 的潜在策略。 尽管泡沫细胞在 As 中会发生凋

亡,但其凋亡过程受脂质代谢调控,机制较为复杂。
因此,本研究采用紫外线诱导 Jurkat 细胞凋亡,并将

其作为胞葬作用的靶细胞,以控制额外变量。 本研

究揭示,S1P 可通过其受体 S1PR1 激活自噬相关的

非经典通路 LAP,显著增强 THP-1 源性巨噬细胞对

凋亡细胞的吞噬能力,并诱导其向抗炎表型转化。
进一步研究发现,S1P 正是通过促进巨噬细胞的

LAP 过程来发挥增强胞葬作用的效应:经 S1P 处理

后,巨噬细胞内 LC3B、LC3B-Ⅱ及 LAMP1 的表达水

平显著升高,提示吞噬体与溶酶体的融合效率增

强。 当使用 LAP 抑制剂 NSC185058 阻断该通路时,
S1P 诱导的 LC3B、LAMP1 表达上调被抑制,同时巨

噬细胞吞噬效率及抗炎因子水平也随之下降。 值

得注意的是,联合使用 S1PR1 抑制剂 W146 与 LAP
抑制剂 NSC185058 可产生协同效应,使巨噬细胞的

吞噬效率、TAM 受体表达及抗炎因子水平均降至低
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于对照组。 上述结果表明,S1PR1 信号转导与 LAP
机制在功能上高度关联,共同构成促进凋亡细胞高

效清除的协同信号轴。 现有研究证据表明,在内皮

细胞修复过程中,S1P / S1PR1 信号可通过激活转录

因子 EGR1 和 STAT3,上调其自身合成的关键基因

SPHK1 和 SPNS2 的表达[23]。 基于上述发现,后续

研究将深入阐明 S1P / S1PR1 信号轴调控下游靶基

因表达的分子机制,重点探究其是否通过激活

EGR1、STAT3 等特定转录因子,或调控 PI3K / Akt、
MAPK 等关键信号通路,进而介导相关基因的转录

激活。
上述基于细胞实验的发现与近期体内研究报

道的结果一致。 研究发现,巨噬细胞中 S1PR1 信号

的上调可增强 MerTK 表达、胞葬能力及 IL-10 等抗

炎因子的分泌,进而延缓 As 进展[7]。 这些研究共

同印证了 S1PR1 是 S1P 发挥免疫调节与促进胞葬

作用的关键受体。 值得注意的是,S1P 通过 S1PR1
通常诱导抗炎表型,而通过 S1PR2 / 3 则多促进促炎

M1 极化[24]。 机制层面,S1P / S1PR1 信号可通过上

调 TAM 受体表达增强对凋亡细胞的识别[25],并通

过触发 ATG4B 依赖的 LC3B-Ⅱ激活 LAP,从而协同

增强胞葬作用的识别与消化阶段。 抑制 ATG4B 或

LAP 均可削弱 S1P 的促进吞噬与抗炎效应。
本研究存在一定局限性。 其一,实验采用 THP-1

细胞系,与体内来源的巨噬细胞存在差异;其二,在
验证受体特异性时,仅采用药理学拮抗剂策略,未
对 THP-1 源性巨噬细胞上各 S1PR 亚型的基础表达

水平进行定量检测。 因此,在解释 S1PR2 和 S1PR3
拮抗剂的阴性结果时,无法完全排除因受体本身不

表达导致拮抗剂无显著作用的可能性。 尽管如此,
结合 S1PR1 拮抗剂有效的阳性结果,仍可明确

S1PR1 在该信号通路中的重要性。 此外,现有研究

支持人巨噬细胞中 S1PR1 的功能主导地位[26],为
本研究的发现提供了间接且合理的佐证。 后续实

验应采用基因沉默或基因敲除技术,并结合受体过

表达策略,以更全面地阐明各 S1PR 亚型在巨噬细

胞胞葬作用中的具体贡献。 其三,关于 LAP 的鉴

定。 本研究主要通过免疫荧光观察 LC3 在含凋亡

细胞的吞噬体上的招募,并利用抑制剂 NSC185058
开展功能验证。 LAP 的验证标准通常需结合透射

电镜以明确区分单层膜的 LAP 体与双层膜的自噬

体,同时借助敲除 LAP 关键分子 Rubicon 等遗传学

手段,将其与经典自噬通路加以区分。 本研究缺乏

上述关键的形态学与遗传学证据,因此,本研究观

察到的现象更严谨的表述应为 LAP 过程,其是否属

于确切的 LAP 机制,有待后续通过电镜观察及 Ru-
bicon 敲除模型进一步验证。 此外,在巨噬细胞胞葬

作用的测定中,本研究未设置严格的阴性对照与特

异性对照。 具体而言,本研究未将吞噬细胞与凋亡

细胞置于 4 ℃共孵育以评估非特异性结合的背景水

平,也未使用 RGD 肽(整合素 αvβ3 / β5 抑制剂)或
抗 MerTK 中和抗体验证所观察到的吞噬是否通过

经典受体介导途径进行。 此外,本研究未采用台盼

蓝淬灭或胰蛋白酶洗脱等辅助手段,进一步区分细

胞“结合”与“内吞”的贡献。 因此,本研究报道的胞

葬效率可能包含部分非特异性结合的背景信号。
在后续研究中,本研究团队将结合原代巨噬细胞及

体内模型,更全面地评估 S1P 的浓度-效应关系。 尽

管存在上述方法学局限,本研究关于“ S1P / S1PR1
轴通过促进 LAP 过程增强凋亡细胞清除”的核心发

现,在现象层面仍具有可靠性。 后续研究中,可通

过构建 LAP 特异性基因敲除细胞、完善胞葬检测对

照体系等手段,对这一发现开展更严谨的验证。
综上所述,本研究阐明了 S1P / S1PR1 通过上调

吞噬相关受体与激活 LAP,增强巨噬细胞的胞葬作

用及抗炎极化,为 As 的免疫干预提供了潜在的机制

靶点,但其体内有效性仍需进一步验证。
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