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背景介绍
Background



背景介绍

胰高血糖素样肽-2（glucagon-like peptide 2，GLP-2）是由

肠道 L 内分泌细胞分泌的由33个氨基酸组成的单链多肽，主

要通过GLP-2R发挥生物学作用。GLP-2能增加肠道血流量，促

进小肠生长、营养物质吸收，抑制胃肠动力和胃酸分泌，降

低肠道通透性等作用。



GLP-2 是由胰岛 α 细胞、肠道 L 内分泌细胞和中枢神经系统合成的

由 160 个氨基酸组成的高血糖素原的一部分。
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背景介绍

巨噬细胞是先天免疫的重要组成细胞，通过表面模式识别受

体识别结合、进而吞噬和清除入侵的病原体或凋亡细胞。当炎

症发生时，巨噬细胞分泌不同功能的细胞因子参与炎症反应。

然后，过度释放促炎细胞因子会导致多种疾病的发生，如感染

性休克、风湿性关节炎和其他慢性炎症性疾病。



炎症持续发生时，抗原递呈细胞将病原体递呈给

巨噬细胞，巨噬细胞根据其所处的不同微环境可以

分为两种途径进行活化：经典激活途径主要发生在

急性炎症中，先天防御没能成功清除病原体，巨噬

细胞吞噬功能的激活依赖于 Th1 型细胞因子，如 Th1 

细胞和NK细胞分泌的 IFN-γ、TNF-α 以及细菌等微生

物产生的 LPS，被激活的巨噬细胞称为 M1 型巨噬细

胞，产生一氧化氮和促炎细胞因子（TNF-α，IL-1，

IL-6）。
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背景介绍

选择性激活途径中的

巨噬细胞也称为 M2 型巨

噬细胞。M2 型巨噬细胞

按照激活途径和功能不同

分为三个子类型，即 

M2a、M2b 和 M2c。



背景介绍

LPS 为革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成分，与 LBP、CD14 结合形成 

LPS-LBP-CD14 三联复合物作用于巨噬细胞表面的 TLR4，从而活化 

MAPKs 和 NF-κB 两条信号通路，

诱导相关靶基因的转录，释放 

IL-1β、TNF-α、IL-6 等促炎细胞

因子。



丝裂原活化蛋白激酶（MAPKs）属于丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶

家族成员，调节细胞的生存、凋亡、分化、炎症反应等多种细胞

活动。主要包括细胞外信号调节激酶（ERK）、c-Jun 氨基末端激

酶（JNK）和 p38 MAPK 三个亚族。
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MAPKs 的信号转导遵循保守的 3 级激

酶级联传递模式，细胞外的刺激激活 

MAPK 激酶激酶（MKKK），从而激活 

MAPK 激酶（MKK），发生磷酸化，双

磷酸化苏氨酸和酪氨酸残基激活 MAPK，

诱导相关基因的转录。
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背景介绍

NF-κB 家族包括 Rel A（p65）、c-Rel、Rel B、NF-κB1（p50 及其前体 

p105）和 NF-κB2（p52 及其前体 p100）五个成员。细胞处于静止状态时，

NF-κB 二聚体与其抑制因子 IκB-α 结合在一起，以无活性的形式存在于细胞

浆中。当细胞受到 LPS、TNF-α、IL-1 等刺激后，IκB 激酶（IKK)被激活，在 

IκB 激酶催化下，IκB 发生磷酸化，泛素化，最后被蛋白酶降解，并与 NF-

κB 分离。活化的 NF-κB 转位进入细胞核内，与相关 DNA 序列结合，从而诱

导靶基因的转录。活化的 NF-κB快速诱导 Nfk Bia 基因的转录，从而编码 

IκB-α 的基因的转录。新合成的 IκB-α进入细胞核，使 NF-κB 与 DNA 解离并

排除细胞核，等待重新激活，形成一种负反馈调节。
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Material and method



材料与方法

本实验选用 6-8 周龄，体重在 

17-21g 左右的清洁级雌性 BALB/c 

小鼠（购自吉林大学基础医学院

动物实验中心）。动物的饲养环

境（包括温度、湿度、噪声、饮

食、饮水）均符合国标要求。



巨噬细胞的培养 细胞活性分析

Q-PCR 分析 ELISA、Western blot 分析

材料与方法



材料与方法

于实验前 4d，每只小鼠腹腔注射 4mL 巯基乙酸盐肉汤，照常

饲养。用 冷 1640 完全培养基收集细胞悬液至离心管中。调节细

胞浓度至合适浓度，接种，置于 37℃，5%CO2培养箱中培养4~6h

或者过夜，吸去未贴壁的细胞，贴壁细胞即为腹腔巨噬细胞。

小鼠腹腔巨噬细胞的分离培养



材料与方法

MTT 法检测 GLP-2 对小鼠腹腔巨噬细胞细胞活力的影响

将巨噬细胞以 2×104每孔接种到 96 孔板中，GLP-2 取 4 个浓

度梯度(10-9、10-8、10-7、10-6M)，培养 24h，每孔加入 20μL MTT 

溶液（5mg/mL），37℃，5%CO2培养 4h，终止培养，小心吸去

孔内培养液，每孔加入 100μL DMSO 溶解紫色结晶物，在酶标仪 

570nm 波长处测量各孔的吸光值。



材料与方法

Q-PCR测定：

中间有一步为， 
去除基因组 DNA 
反应。 



材料与方法

细胞处理如上，弃培养基，加入 1m L 的冷 PBS，用细胞刮将细胞

刮下，将细胞悬液移入 1.5m L 的离心管中。4℃，13000g 离心 3min。

弃 PBS，加入 70μL含蛋白酶抑制剂（现用现加）的蛋白裂解液，吹

打混匀，4℃裂解 30min。4℃13000g 离心 10min，取蛋白上清至另

一预冷的 1.5m L 离心管中，放于-80℃保存，避免反复冻融。

蛋白处理：
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Results



结果

iNOS 和 COX-2 等促炎酶的蛋白质和mRNA的表达



结果

TNF-a, IL-1β 和 IL-6蛋白质和mRNA的表达



巨噬细胞细胞活力的检测（MTT 法）

结果



结果

巨噬细胞GLP-2R的检测

巨噬细胞 肠道



结果

NF-κB、 IκB-α的表达



结果

ERK 的表达量



结果

1. GLP-2 能显著降低 LPS 活化的腹腔巨噬细胞中促炎酶（iNOS 和 COX-2）

和促炎细胞因子（IL-1β、TNF-α 和 IL-6）m RNA 和蛋白的表达水平。

2.GLP-2 能够显著抑制 LPS 活化的腹腔巨噬细胞的促炎反应，具有减轻

炎症的作用。

3.分离培养的 BALB/c 小鼠腹腔巨噬细胞没有检测到 GLP-2R 的表达。

4. 与 LPS 对照组相比，LPS 活化组的小鼠腹腔巨噬细胞中 GLP-2 能够显

著抑制 ERK 的磷酸化。

5.与 LPS 对照组相比，LPS 活化组的小鼠腹腔巨噬细胞中 GLP-2 能够显

著抑制IκB-α 的磷酸化和 NF-κB 的核转位。



讨论分析
Discussion 



讨论分析

1.有文献报道，在不表达已知的 GLP-2R 的细胞中存在 GLP-2 活化的信号转导机

制，提示 GLP-2 可能间接发挥调节作用。

 2.结果显示，LPS 能显著增加巨噬细胞中 ERK、JNK 和 p38 的磷酸化水平，GLP-2 

能够显著抑制ERK 的磷酸化水平，并呈剂量依赖性，对 JNK 和 p38 的磷酸化水平无

明显影响。说明，GLP-2 抑制 LPS 活化巨噬细胞促炎酶和促炎因子的表达，是通过

抑制 LPS 活化巨噬细胞中 ERK 的磷酸化完成的。



讨论分析

3.GLP-2 对 LPS 活化巨噬细胞中 IκB-α 蛋白磷酸化和 NF-κB 核转位的影

响，说明，GLP-2 抑制 LPS 活化巨噬细胞促炎酶和促炎因子的表达，，是

通过抑制 LPS 活化巨噬细胞中 NF-κB 的核转位完成的。

4.通过Q-PCR 和 Western blot 检测了 GLP-2 和/或 LPS 处理后巨噬细胞中 

iNOS、COX-2 m RNA 和蛋白的表达情况，表明GLP-2 能够抑制 LPS 活化巨

噬细胞中 iNOS、COX-2、IL-1β、TNF-α 和 IL-6基因的转录和蛋白的表达，

具有减轻炎症的作用。 IL-1β未检测到蛋白，可能与其蛋白成熟方式有关。
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