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转录因子EB增强巨噬细胞自噬功能及逆转内毒素耐受的作用
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［摘要］ 目的 研究转录因子EB（transcription factor EB， TFEB）在内毒素耐受巨噬细胞中的作用。

方法 采用脂多糖（LPS）诱导建立内毒素耐受细胞模型，将 RAW264. 7 细胞分为空白组（Medium
组）、5 ng/mL LPS 组（LPS 5 组）、100 ng/mL LPS 组（LPS 100 组）、5 ng/mL LPS+100 ng/mL LPS 组

（Tolerance组）。采用ELISA法检测炎症因子TNF-α和 IL-6的释放水平；Western blot和免疫荧光法检测

自噬相关蛋白LC3和P62以及TFEB在细胞质和细胞核中的分布；通过慢病毒过表达TFEB或 siRNA敲

低TFEB后，观察耐受细胞的自噬水平和细菌清除能力的变化。结果 与LPS 100组相比，Tolerance组
细胞炎症因子TNF-α和 IL-6的释放水平以及细菌清除能力显著降低（P<0. 01）；LC3水平降低，P62水平

升高，细胞质和细胞核中TFEB的水平均显著降低（P<0. 01）；过表达TFEB可显著上调Tolerance组细胞

中 LC3 水平，降低 P62 水平，并增强细菌清除能力（P<0. 01）。siRNA 敲低 TFEB 对 Tolerance 组 LC3 和

P62水平以及细菌清除能力无明显影响。结论 过表达TFEB能恢复内毒素耐受细胞的自噬功能，增强

细菌清除能力，从而改善脓毒症的免疫抑制状态，有望成为脓毒症防治的潜在靶点。
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Transcription factor EB enhances macrophage autophagy and reverses endotoxin 
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［Abstract］ Objective　To investigate the role of transcription factor EB (TFEB) in endotoxin-tolerant 
macrophages.  Methods　 The RAW264. 7 cells were divided into blank group (DMEM medium), LPS 
5 group (5 ng/mL LPS treatment for 4 h), LPS 100 group (100 ng/mL LPS treatment for 4 h), and tolerance group 
(5 ng/mL LPS for 12 h followed by 100 ng/mL LPS for 4 h).  The releases of inflammatory factors TNF-α and 
IL-6 were measured using ELISA.  Western blotting and immunofluorescence assay were used to evaluate the 
distribution of autophagy-related proteins LC3 and P62, as well as TFEB in the cytoplasm and nucleus.  
Lentiviral overexpression of TFEB or siRNA-mediated knockdown of TFEB were performed to observe the 
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changes in autophagy levels and bacterial clearance ability in the tolerant cells.  Results　The cells in the 
tolerance group had significantly lower contents of TNF- α and IL-6, as well as reduced bacterial clearance 
ability (P<0. 01), down-regulated LC3 expression while up-regulated P62 level, and decreased expression of 
TFEB in both the cytoplasm and nucleus (P<0. 01) when compared with the cells of the LPS 100 group.  
Overexpression of TFEB significantly increased LC3 level, reduced P62 level, and enhanced bacterial 
clearance ability in the endotoxin-tolerant cells (P<0. 01).  In contrast, siRNA-mediated knockdown of 
TFEB had no significant impacts on LC3 and P62 expression levels or bacterial clearance ability.  
Conclusion 　 Overexpression of TFEB can restore the autophagy of endotoxin-tolerant cells and enhance 
their bacterial clearance capacity, thereby alleviating the immunosuppressive state of sepsis.  These findings 
suggest that TFEB holds promise as a potential therapeutic target for the prevention and treatment of sepsis.  

［Key words］ sepsis； immunosuppression； endotoxin tolerance； transcription factor EB； autophagy
Supported by the General Program of National Natural Science Foundation of China （82172133） and the General Project of Natural Science Foundation of 
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脓毒症是因感染或感染因素而导致的宿主反应

失调所引起的危及生命的器官功能障碍综合征，是临

床烧/创伤和感染患者常见的并发症［1］。全球每年约

1 940万脓毒症病例，其中约 530万的死亡病例［2］。脓

毒症的病理生理过程包括早期的过度炎症反应和晚

期的免疫抑制。早期可能引发细胞因子风暴和多器

官功能障碍，而晚期则因免疫系统功能降低，难以清

除病原体［3］。在这一过程中，单核巨噬细胞作为天然

免疫系统的主要效应细胞，通过自噬作用降解病原

体，并促进抗原呈递，激活CD4+ T细胞，对维持特异性

免疫功能至关重要［4］。然而，在脓毒症的免疫抑制阶

段，在外界病原体的持续刺激下，这些细胞表现出内

毒素耐受现象，即炎症因子释放和细菌清除能力下

降，导致机体对病原体的防御能力减弱，增加二次感

染风险［5］。尽管临床上已有多种关于脓毒症的治疗策

略，但目前仍未有彻底治愈脓毒症的方法［6］。
自噬是细胞清除病原体的自然防御机制，通过形

成自噬体来包裹并清除细菌，进而与溶酶体融合，降

解病原体，保持细胞内环境的稳定［7］。在脓毒症的早

期阶段，自噬的激活对于控制炎症和保护细胞完整性

至关重要，它通过 TLR4-MyD88 依赖性或非依赖性途

径以及 NF-кB的激活来实现［8］。然而，随着进入免疫

抑制时期，自噬功能会受到损害，导致细菌清除能力

下 降 。 在 小 鼠 盲 肠 结 扎 穿 孔（cecal ligation and 
puncture， CLP）模型中，自噬的激活减少了脓毒症小

鼠脾脏中升高的细菌载量［9］。另外，在巨噬细胞的前

期研究中，发现巨噬细胞自噬降低，且与免疫抑制密

切相关［10］。这些结果表明，自噬在脓毒免疫抑制阶段

发挥关键性保护作用，研究其调控机制并以此寻找可

能干预途径对于防治脓毒症免疫抑制发生发展具有

重要意义。

TFEB是MiT/TEF转录因子家族成员，具有特征性

“螺旋-环-螺旋”亮氨酸拉链结构，通过促进自噬和溶

酶体生物合成相关基因的表达，正向调节自噬过程，

包括自噬体的形成、自噬体-溶酶体融合以及自噬降

解［11］。自噬-溶酶体途径（autophagy-lysosomal pathway， 
ALP）对于维持细胞内部的平衡和器官保护至关重要。

ALP 的损伤可能导致脓毒症患者免疫功能障碍和器

官功能衰竭。TFEB 作为 ALP 的调控核心，通过激活

含有CLEAR基序的基因，增强自噬和溶酶体功能［12］。
在自噬过程中，TFEB的活性受到包括 mTORC1、Wnt、
钙离子和AKT在内的多条信号通路的调控，这些信号

通路影响 TFEB 的核内定位，进而影响自噬体和溶酶

体的形成［13］。另有研究显示，TFEB 的表达对抵抗细

菌感染至关重要，任何对其表达的干扰都会削弱细胞

对细菌的抵抗力［14-15］。研究发现，PGC1α 激动剂

ZLN005 能够增强 TFEB 的功能，促进溶酶体生物合

成，降低细菌载量，从而对抗脓毒症［16］。然而，在脓毒

症免疫抑制阶段，TFEB的状态和活性尚不清楚，其在

脓毒症免疫抑制中的具体作用机制目前尚未完全阐

明，且基于 TFEB 的活性调控是否有助于改善细胞的

免疫抑制状态仍需要进一步研究。

本研究旨在通过建立内毒素耐受巨噬细胞模型

模拟脓毒症免疫抑制体外模型，观察 TFEB 状态和活

性的改变是否有助于改善细胞的自噬水平和细菌清

除能力，减轻脓毒症诱导的免疫抑制。研究结果将为

后续脓毒症免疫抑制的分子机制以及寻找治疗脓毒

症潜在的治疗靶点提供理论和实验依据。
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1　材料与方法

1. 1　实验材料

1. 1. 1　实验细胞　　小鼠单核巨噬细胞 RAW264. 7
购自武汉普诺赛生命科技有限公司，经 STR 鉴定

正确。

1. 1. 2　 主 要 试 剂　　 脂 多 糖（lipopolysaccharide， 
LPS）055：B5 购自美国 Sigma 公司；铜绿假单胞菌

（pseudomonas aeruginosa， PA）临床分离株来自临床医

学研究中心实验室；胎牛血清购自武汉普诺赛生命科

技有限公司；DMEM高糖培养基、IL-6及 TNF-α ELISA
试剂盒、LipofectamineTM 3000 转染试剂等购自赛默飞

世尔科技公司；皂苷购自美国 Sigma 公司；兔抗 TFEB
重组抗体购自美国 CST 公司；兔抗 TFEB、LC3、P62 多

克隆抗体购自武汉三鹰生物有限技术公司；鼠抗β-actin
多克隆抗体购自美国 SantaCruz 公司；HRP-conjugated 
Goat anti-Rabbit IgG （H+L）和 HRP-conjugated Goat 
anti-Mouse IgG （H+L）购自 ABclonal 公司；4% 多聚甲

醛、QuickBlock™免疫染色封闭液、DAPI、Alexa Fluor 
488 标记山羊抗兔 IgG（H+L）、Alexa Fluor 647 标记山

羊抗兔 IgG（H+L）、嘌呤霉素和Western及 IP细胞裂解

液等购自碧云天生物技术有限公司；ECL试剂盒购自

Advansta公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　内毒素耐受细胞模型的建立　　将RAW264. 7
细胞分为 4 组进行处理，空白组（Medium 组）：仅加入

无血清DMEM培养基；5 ng/mL LPS组（LPS 5组）：加入

含 5 ng/mL LPS 的 DMEM 培养基作用 4 h；100 ng/mL 
LPS 组（LPS 100 组）：加入含 100 ng/mL LPS 的 DMEM
培 养 基 作 用 4 h；5 ng/mL LPS +100 ng/mL LPS 组

（Tolerance 组）：预先加入含 5 ng/mL LPS 的 DMEM 培

养基作用 12 h 后，再加入含 100 ng/mL LPS 的 DMEM
培养基作用4 h，以建立内毒素耐受细胞模型。

1. 2. 2　siRNA及慢病毒转染　　siRNA TFEB引物合

成序列购自擎科生物科技有限公司。将 RAW264. 7
细胞以 1×105/孔的密度接种至 6 孔板，待细胞贴壁生

长至约 50% 融合度时，进行 siRNA 转染。转染前，使

用无血清培养基将 siRNA 稀释至 100 pmol/孔的终浓

度，并轻轻混匀。接着，加入 5 μL LipofectamineTM 
3000 转染试剂，再次轻轻吹打混匀，并在室温下孵育

15 min。随后，将 siRNA 与转染试剂的混合液加入到

含有 10%血清但不含抗生素的细胞培养基中，轻轻混

匀后加入至 6孔板内，继续在 37 ℃、5% CO2的条件下

培养 48 h。利用 siRNA 在 RAW264. 7 中敲低 TFEB 基

因，以此为敲低组（si-TFEB）；向 RAW264. 7 中转染对

照 siRNA序列作为阴性对照组（si-NC）。

TFEB 过表达慢病毒（HBLV-CMV-m-TFEB-EF1-

ZsGreen-PURO）及 其 对 照 慢 病 毒（HBLV-ZsGreen-

PURO）购自汉恒生物科技有限公司。根据慢病毒操

作手册中的方案感染RAW264. 7 细胞。培养 48 h后，

用嘌呤霉素筛选稳定表达 TFEB 的细胞。用过表达

TFEB 基因及空载体的慢病毒感染 RAW264. 7 细胞，

分别记为过表达组（OE-TFEB）及空载对照组（NC-TFEB）。
1. 2. 3　ELISA 法检测内毒素耐受细胞上清中 IL-6 和

TNF-α水平　　建立内毒素耐受模型后，收集细胞上

清液，用 ELISA 法检测 IL-6和 TNF-α水平。先用捕获

抗体包被板，4 ℃过夜；次日洗板，加入稀释的 ELISA
稀释液活化板，孵育1 h；再加入标准品或样本，孵育2 h；
洗板后加入检测抗体，孵育 1 h；再加 Avidin-HRP，避
光孵育 30 min；最后加 TMB 显色，15 min 后加入终止

液，测D（450），并根据标准曲线计算细胞因子浓度。

1. 2. 4　内毒素耐受细胞对细菌清除能力的影响　　

将 RAW264. 7 细胞分为以下 3 组，Medium 组：仅加入

无血清 DMEM 培养基，不添加任何细菌或处理因素，

作为空白对照组；PA组：加入浓度为 5×106 CFU/mL的

PA 处理 2 h；Tolerance+PA 组：首先诱导内毒素耐受，

然后在耐受细胞中加入浓度为 5×106  CFU/mL的PA继

续处理2 h。PBS洗5次，加入0. 3%皂苷裂解细胞20 min
后，收集上清涂布于琼脂营养平板中，置 37 ℃、5% 
CO2培养箱培养 18 h，使用G6自动菌落计数器获取琼

脂平板图像和CFU计数。

1. 2. 5　Western blot 法检测蛋白的表达水平　　用

Western及 IP细胞裂解液裂解细胞，提取总蛋白，BCA
法测定蛋白浓度，调整蛋白上样量后，进行 SDS-PAGE
电泳，电泳完成后将蛋白转移到 PVDF 膜上，用 5% 脱

脂奶粉溶液室温封闭 2 h，TBST 洗 5次后 4 ℃过夜，分

别按 1∶1 000体积比稀释孵育LC3、P62、TFEB、β-actin、
Histone H3、β-tublin等一抗。次日，按 1∶5 000体积比

稀 释 HRP-conjugated Goat anti-Rabbit IgG （H+L）和

HRP-conjugated Goat anti-Mouse IgG （H+L）孵育二抗，

TBST洗 5次，在 Tanon 4600成像系统中使用ECL底物

通过增强化学发光显现目标蛋白质条带。

1. 2. 6　免疫荧光法检测蛋白的表达水平　　建立内

毒素耐受模型后，用 PBS冲洗细胞 3次，用 4% 多聚甲

醛固定细胞 20 min，PBS 洗后，用免疫荧光封闭液含

Triton 封闭 20 min。然后按 1∶100 体积比稀释一抗
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TFEB 和 LC3B，4 ℃孵育过夜。次日，按 1∶100 体积比

稀释二抗，孵育 1 h。用DAPI进行核染色。使用Leica 
SP8共聚焦显微镜观察成像。

1. 3　统计学方法

使用 GraphPad Prism 9. 0 软件进行统计学作图，

所有数值结果均以 x̄±s表示，采用单因素方差分析、双

尾无配对学生 t检验进行分析，P<0. 05被认为差异具

有统计学意义。

2　结果

2. 1　内毒素耐受细胞模型的建立

在 RAW264. 7巨噬细胞中建立内毒素耐受模型，

首先通过ELISA法检测炎症因子TNF-α和 IL-6的释放

水平。结果显示，Medium组炎症因子TNF-α和 IL-6处

于低水平；与 Medium 组相比，LPS 100 组的炎症因子

TNF-α 和 IL-6 的释放水平显著升高（P<0. 01）；与 LPS 
100 组相比，Tolerance 组炎症因子 TNF-α 和 IL-6 的释

放水平显著降低（P<0. 01，图 1A、B）。通过细菌清除

实验检测内毒素耐受细胞对细菌清除能力的影响，结

果显示，Medium 组中无细菌生长；与 Medium 组相比，

PA 组中细菌数量增加（P<0. 01）；与 PA 组相比，

Tolerance+PA 组细菌数量显著增加（P<0. 01，图 1C）。

以上结果表明，内毒素耐受细胞模型建立成功。

2. 2　内毒素耐受细胞中自噬水平显著降低

采用 Western blot 法检测内毒素耐受细胞模型中

自噬相关蛋白 LC3Ⅱ/Ⅰ和 P62的水平。结果显示，与

Medium 组相比，LPS 5 组 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平少量增

加，LPS 100 组 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平显著升高，P62 蛋白

水平少量升高；而与 LPS 100组相比，Tolerance组 LC3
Ⅱ/Ⅰ蛋白水平显著降低，P62 蛋白水平显著升高，在

细胞内大量积累（P<0. 01，图 2A）。进行 LC3B免疫荧

光实验，LC3B染色主要呈现为点状，表明自噬体的存

在。实验结果显示，与 Medium 组相比，LPS 5 组具有

较少的红色点状荧光，LPS 100 组红色点状荧光显著

增加；与LPS 100组相比，Tolerance组的红色点状荧光

显著降低（P<0. 01，图 2B）。以上结果表明，内毒素耐

受细胞中自噬水平受到显著抑制。

2. 3　内毒素耐受细胞中 TFEB 蛋白表达和核转位

减少

Western blot结果显示，Medium组 TFEB蛋白水平

较低；与Medium组相比，LPS 5组 TFEB蛋白水平少量
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图1　内毒素耐受模型中炎症因子和细菌数量的变化
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增加，LPS 100组TFEB蛋白水平显著增加；与LPS 100
组相比，Tolerance 组 TFEB 蛋白水平显著降低（P<
0. 01，图 3A）。分离细胞质和细胞核蛋白并进行

Western blot实验，结果显示，静息状态下TFEB大量存

在细胞质中，与Medium组相比，LPS 100组 TFEB蛋白

在细胞质中的表达减少，在细胞核中显著增加；与

LPS 100组相比，Tolerance组 TFEB蛋白在细胞质和细

胞核中的表达均显著降低（P<0. 01，图 3B）。同时，免

疫荧光实验结果显示，与 Medium 组相比，LPS 100 组

的TFEB大量转入细胞核中，而Tolerance组TFEB核转

位减少（P<0. 01，图3C）。以上结果表明，TFEB在内毒

素耐受模型中的表达和活性受到显著抑制。

2. 4　稳定表达TFEB的RAW264. 7细胞株的构建

用嘌呤霉素筛选出稳定表达 TFEB 的 RAW264. 7
细胞，利用空载病毒液转染 RAW264. 7 细胞作为对

照。通过荧光显微镜拍照观察，结果显示，转染慢病

毒后可见细胞呈现绿色荧光，提示转染成功（图 4A）。

将 2组细胞分别收集起来制成蛋白样品，通过Western 
blot实验结果显示，与对照相比，OE-TFEB蛋白表达显

著增加（P<0. 01，图 4B）。结果表明，稳定表达 TFEB
的RAW264. 7细胞株构建成功。
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图2　内毒素耐受细胞中自噬相关蛋白水平的表达
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2. 5　过表达 TFEB 促进内毒素耐受细胞中 TFEB 的表

达和核转位

为了验证过表达TFEB在内毒素耐受细胞中的作

用，Western blot结果显示，过表达 TFEB后，与Medium
组相比，LPS 100组和Tolerance组TFEB蛋白的表达和

核转位均显著增加（P<0. 01，图5）。
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图3　内毒素耐受模型中TFEB蛋白表达及分布
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2. 6　过表达TFEB提高内毒素耐受细胞的自噬水平

通过Western blot法检测过表达TFEB后对内毒素

耐受细胞自噬相关蛋白LC3Ⅱ/Ⅰ和P62蛋白水平的影

响。结果显示，NC-TFEB中LPS 100组TFEB和LC3Ⅱ/Ⅰ
蛋白水平升高，Tolerance 组 TFEB 和 LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水

平显著降低，P62蛋白水平显著增加（P<0. 01）；与NC-

TFEB相比，过表达TFEB后LPS 100组TFEB和LC3Ⅱ/Ⅰ

蛋白水平进一步增加（P<0. 01），而 Tolerance 组 TFEB
和LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平显著增加，P62蛋白水平显著降低

（P<0. 01，图 6A）。同时免疫荧光实验结果显示，与

NC-TFEB 相比，过表达 TFEB 后，LPS 100 和 Tolerance
组 LC3B 的红色点状物数量和荧光强度显著增加（P<
0. 01，图 6B）。以上结果表明，过表达 TFEB 可以显著

提高内毒素耐受细胞的自噬水平。
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图5　过表达TFEB对内毒素耐受细胞中TFEB表达及核转位的影响
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2. 7　过表达 TFEB 增强内毒素耐受模型对细菌的清

除能力

通过细菌清除实验检测过表达TFEB对内毒素耐
受模型细菌清除能力的影响，结果显示，NC-TFEB
中 Medium 组无细菌生长；与 Medium 组相比，PA 组
细菌数量显著增加（P<0. 01）；与单独 PA 组比较，

Tolerance+PA组细菌数量显著增加（P<0. 01）。与NC-

TFEB 相比，过表达 TFEB 后的 PA 组细菌数量显著降
低（P<0. 01）；Tolerance+PA 组细菌数量显著降低（P<
0. 01，图 7）。以上结果表明，过表达TFEB有助于恢复
内毒素耐受模型对细菌的清除能力，降低细菌负荷。
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图6　过表达TFEB对内毒素耐受模型中自噬相关蛋白水平的影响
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2. 8　siRNA敲低TFEB后内毒素耐受细胞中自噬处于

低水平

进一步采用 siRNA TFEB 敲低 TFEB 的表达，

Western blot 实验结果显示，在 si-NC 中，LPS100 组

TFEB和LC3Ⅱ/Ⅰ水平升高，Tolerance组TFEB和LC3Ⅱ/Ⅰ
水平显著降低，P62蛋白水平增加（P<0. 01）。与si-NC相

比，si-TFEB中 LPS 100 组 TFEB 和 LC3Ⅱ/Ⅰ水平显著

降低（P<0. 01），而 Tolerance 组 TFEB、LC3Ⅱ/Ⅰ和 P62
水平无明显变化，仍然处于低水平（图 8A）。同时免疫

荧光实验结果显示，与 si-NC相比，si-TFEB中 LPS 100
组 LC3B的红色点状荧光显著降低，Tolerance组 LC3B
的红色点状荧光有进一步减少的趋势（P<0. 01，图8B）。
以上结果表明，采用 siRNA 敲低 TFEB 后内毒素耐受

细胞中的自噬仍然处于低水平。

2. 9　siRNA敲低TFEB后内毒素耐受细胞中的细菌清

除能力低下

细菌清除实验结果显示，si-NC 中 Medium 组无细

菌生长；与 Medium 组相比，PA 组细菌数量显著增加

（P<0. 05）；与单独 PA 组比较，Tolerance+PA 组细菌数

量显著增加（P<0. 01）。与 si-NC 相比，si-TFEB 中 PA
组细菌数量显著增加（P<0. 01）；Tolerance+PA 组细菌

数量少量增加，但无统计学差异（图 9）。以上结果表

明，siRNA敲低TFEB后内毒素耐受细胞对细菌清除能

力仍然降低。

3　讨论

尽管重症监护技术的进步提高了对危重患者的

救治能力，但严重脓毒症或创伤出血幸存者因免疫抑

制而易发生继发性细菌感染，仍然是脓毒症患者死亡

的主要原因［17］。传统支持性治疗手段如抗生素治疗

和液体复苏，对许多危重患者的疗效有限，且以往的

临床试验未能显著改善脓毒症患者的生存率［18］。因

此，深入研究脓毒症和继发感染引发免疫抑制的机

制，对开发有效的干预措施至关重要。

3. 1　内毒素耐受模型的建立与表征

LPS 作为一种内毒素，其暴露在脓毒症的早期和

晚期可能导致炎症风暴以及免疫抑制的产生［19］。早

期 LPS能够激活单核-巨噬细胞系统释放大量促炎介

质如TNF-α、IFN-γ、IL-1、IL-6和 IL-8，晚期诱导抗炎介

质 IL-10和TGF-β的释放，使得机体对LPS的再次攻击

产生耐受性，这一现象称为内毒素耐受［20］。内毒素耐

受是革兰阴性菌感染引起的脓毒症免疫抑制的原因

之一，而革兰阴性菌，如大肠埃希菌、克雷伯菌、铜绿

假单胞菌，是脓毒症患者体内最常见的病原体［21］。本

研究构建了内毒素耐受的巨噬细胞模型，模拟脓毒症

免疫抑制状态。通过向细胞中添加 5 ng/mL LPS诱导

12 h，使用 100 ng/mL LPS 或铜绿假单胞菌再次攻击

2~4 h，检测耐受模型中炎症因子和细菌清除能力的

变化。结果显示，内毒素耐受模型中，炎症因子TNF-α
和 IL-6 的释放水平显著降低，细菌清除能力显著减
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图7　过表达TFEB对内毒素耐受模型细菌清除能力的影响
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弱。结果表明，内毒素耐受模型建立成功。

3. 2　过表达 TFEB 通过增强自噬功能逆转内毒素

耐受

自噬作为细胞清除内部病原体的重要机制，在脓

毒症的发生与发展中起着关键作用［22-23］。研究表明，

自噬对脓毒症诱导的T淋巴细胞凋亡和免疫抑制起保

护作用［24］。本课题组长期致力于脓毒症发病机制研

究，已证实自噬在脓毒症早期（细胞因子风暴阶段）增

强，而在脓毒症晚期（免疫抑制阶段）受到抑制［25］。本

研究结果进一步支持了这一观点：内毒素耐受状态

下，自噬相关蛋白LC3Ⅱ/Ⅰ表达显著下调，P62水平升

高，表明自噬活性下降。因此，深入研究自噬途径有

助于理解脓毒症引起的免疫抑制机制，并促进新型免

疫调节治疗策略的发展。
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A：siRNA 敲低 TFEB 后 RAW264. 7 耐受细胞中 LC3Ⅱ/Ⅰ和 P62 蛋白表达；B：免疫荧光检测 siRNA TFEB 后 RAW264. 7 耐受细

胞 LC3B 蛋白表达；1：si-NC-Medium 组；2：si-NC-LPS100 组；3：si-NC-Tolerance 组；4：si-TFEB-Medium 组；5：si-TFEB-LPS100 组；

6：si-TFEB-Tolerance组；a：P<0. 01，与 si-NC-Medium组比较；b：P<0. 01，与 si-NC-LPS 100组比较

图8　siRNA敲低TFEB对内毒素耐受模型中自噬相关蛋白水平的影响

803



陆军军医大学学报，2025，47（8） http：//aammt. tmmu. edu. cn

TFEB 是调控自噬与溶酶体功能的核心转录因

子，通过识别自噬溶酶体基因的 CLEAR元件，激活多

个与自噬和溶酶体功能相关基因如 LC3 和 LAMP1 的

表达，从而增强吞噬溶酶体的生物合成和功能［26-27］。
已有研究表明，在铜绿假单胞菌感染的肺炎小鼠模型

中，TFEB 缺失导致吞噬体和溶酶体生成减少，同时

LC3Ⅱ和LAMP1蛋白水平下降。而敲除小鼠ZKSCAN3
基因能够激活 TFEB，并在肺炎期间显示出自噬-溶酶

体基因表达和细菌清除能力的增强［28］。此外，研究发

现，老龄小鼠和人 B 细胞中 TFEB 表达较非老龄细胞

显著下调，与自噬水平和免疫功能的降低密切相

关［29］。在本研究中，内毒素耐受细胞中 TFEB 的表达

和活性受到显著抑制，导致LC3Ⅱ/Ⅰ表达水平显著降

低，P62水平升高，细胞清除细菌能力减弱。进一步通

过调控 TFEB 的状态，在内毒素耐受细胞进行了过表

达和敲低TFEB实验。结果显示，过表达TFEB显著提

高了LC3Ⅱ/Ⅰ蛋白水平，降低了P62水平，并增强了内

毒素耐受细胞对细菌的清除能力；由于耐受状态下

TFEB 表达、细胞自噬水平和细菌清除能力均处于低

水平，所以采用 siRNA 敲低 TFEB 对降低自噬水平和

细菌清除能力的影响并不显著。而在炎症状态下，

TFEB 和自噬均高表达，敲低 TFEB 后，炎症细胞的自

噬水平显著降低。这表明，在耐受状态下，通过升高

TFEB 的表达可以逆转细胞自噬功能低下的状态，恢

复免疫功能。

3. 3　TFEB翻译后修饰对其活性的影响

TFEB 的活性取决于其亚细胞定位，在营养充足

的情况下，TFEB主要以非活性形式存在于细胞质中。

然而，在饥饿、病原体感染或自噬-溶酶体功能受损等

条件下，TFEB 会迅速转移至细胞核影响其下游靶基

因的转录［30］。尽管本研究揭示了内毒素耐受状态下，

TFEB 的表达水平和核转位均显著降低，同时自噬水

平也明显下降，但其具体机制不清。已有文献指出，

TFEB 的核转位机制和功能受到多种翻译后修饰调

控，包括磷酸化、乙酰化、SUMO 化、烷基化和糖基化

等［11］。mTOR磷酸化 TFEB后，可促使 TFEB与细胞质

中的 14-3-3 蛋白结合，阻止其核转位，而在营养缺乏

或其他应激条件下，mTOR 的活性下降，TFEB 去磷酸

化后转移到细胞核中，激活自噬体和溶酶体基因的表

达，进而增强自噬和溶酶体生物发生［31］。有文献报

道，TFEB发生乙酰化后，可促进TFEB核转位，从而增

强其转录活性；但也有文献报道，乙酰化酶GCN5通过

乙酰化 TFEB 的 K276 和 K279 位点，干扰其二聚化形

成，从而抑制 TFEB 的核转位，降低 TFEB 与自噬靶基

因启动子的结合，进而抑制自噬活性［32-33］。最新文献

报道，TFEB 也能发生烷基化修饰，TFEB 烷基化修饰

抑制了 TFEB与 14-3-3蛋白的结合，以及 TFEB Ser211
的磷酸化，进而促进TFEB核转位，并降低巨噬细胞在

体外的细菌清除能力［34］。以上文献提示，在内毒素耐

受细胞中，TFEB 的活性可能与蛋白翻译后修饰密切

相关，值得进一步研究其具体作用机制，以期为脓毒
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1： Medium组； 2： PA组； 3： Tolerance+PA组； a：P<0. 05，与 si-NC-Medium组比较；b：P<0. 01，与 si-NC-PA组比较

图9　siRNA敲低TFEB对内毒素耐受细胞细菌清除能力的影响

804



陆军军医大学学报，2025，47（8）http：//aammt. tmmu. edu. cn

症免疫抑制的调节和治疗提供更多的实验依据和新

的治疗方法。

综上所述，本研究以内毒素耐受细胞模型作为研

究对象，初步探讨了 TFEB 在脓毒症免疫抑制中的作

用及可能机制。本研究发现，过表达 TFEB 不仅能恢

复内毒素耐受模型中较低的自噬水平，还能增强耐受

细胞对细菌的清除能力，恢复免疫功能，有望为临床

治疗脓毒症免疫抑制提供新的候选药物和治疗靶点。
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