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基于Fos-Trem1轴调控糖酵解通路研究黄芩苷诱导RAW264.7细胞

M1型极化机制
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摘要: 黄芩苷依赖糖酵解代谢途经诱导巨噬细胞向M1型极化表型明确, 但深层调控机制尚不清楚。本研究旨

在挖掘黄芩苷调控糖酵解代谢的关键上游靶点及受调控的转录因子。采用 RAW264.7 细胞模型及 RNA-seq 与

ATAC-seq高通量筛选技术, 结合Western blot、qRT-PCR、siRNA及双荧光素酶报告基因方法进行检测和验证。结果显

示, 黄芩苷在100 μmol·L-1时促进RAW264.7细胞向M1型极化伴随髓系细胞触发受体1 (triggering receptor expressed 

on myeloid cells 1, Trem1) 的高表达, Trem1抑制剂LP17联合干预后可逆转黄芩苷介导的RAW264.7细胞极化及下

游糖酵解信号通路的激活。Trem1启动子区相关的转录因子中, 原癌基因编码蛋白 (proto-oncogene c-Fos, Fos) 被证

明参与了黄芩苷对RAW264.7细胞极化的调控。本研究揭示了黄芩苷通过调控转录因子 Fos激活 Trem1进而促进

下游糖酵解代谢, 驱动巨噬细胞向M1型极化, 为其在肿瘤免疫调节及炎症相关疾病中的治疗潜力提供了新的代谢

机制依据。
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Abstract: It is well established that baicalin induces the polarization of macrophages toward the M1 phenotype 

via glycolytic pathways; however, the underlying regulatory mechanisms remain unclear. This study aimed to 

identify the key upstream targets and regulated transcription factors involved in baicalin's regulation of glycolytic 

metabolism. Using the RAW264.7 cell model, RNA-seq and ATAC-seq technologies were employed, combined 

with Western blot, qRT-PCR, siRNA, and dual-luciferase reporter assays for detection and validation. The results 

showed that baicalin, at concentration of 100 μmol·L-1, promoted RAW264.7 cell M1 polarization accompanied by 

high expression of Trem1; co-treatment with the Trem1 inhibitor LP17 reversed baicalin-mediated RAW264.7 cell 

polarization and the activation of downstream glycolytic signaling pathways. Among the transcription factors 

associated with the Trem1 promoter region, Fos was shown to be involved in the regulation of RAW264.7 cell 

polarization by baicalin. This study reveals that baicalin promotes downstream glycolytic metabolism by regulating 
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the transcription factor Fos to activate Trem1, thereby driving macrophage polarization toward the M1 phenotype, 

providing a new metabolic mechanism to support its therapeutic potential in tumor immunoregulation and 

inflammation-related diseases.

Key words: baicalin; macrophage polarization; transcription factor Fos; triggering receptor expressed on 

myeloid cells 1; glycolysis; epigenetics; assay for transposase-accessible chromatin using sequencing

黄芩苷是传统中药黄芩的主要活性成分, 具有抗

炎、抗氧化、抗肿瘤等多种药理活性[1,2]。在肠道炎症

模型中, 黄芩苷能够通过上调抗炎细胞因子 IL-10的水

平, 降低促炎细胞因子 IL-1β的表达, 抑制 M1型巨噬

细胞的极化, 从而减轻肠道炎症[3]; 在脑缺血再灌注损

伤模型中, 黄芩苷能够促进小胶质细胞从促炎 M1型

向抗炎M2型极化, 减少炎症介质的分泌, 发挥神经保

护作用[4]。项目组前期研究已经发现, 黄芩苷能够通

过激活 PI3K/Akt/HIF-1α信号通路调控巨噬细胞糖酵

解代谢重编程, 诱导RAW264.7细胞向M1型极化, 进

而发挥其免疫调节作用[5]。然而, 黄芩苷调控巨噬细

胞糖酵解重编程的深层分子机制尚不清楚, 亟待进一

步阐明。

髓系细胞触发受体 1 (triggering receptor expressed 

on myeloid cells 1, Trem1) 作为一种重要的免疫调节受

体, 主要表达于单核细胞、巨噬细胞等髓系细胞表面, 

能够通过与病原体相关分子模式 (pathogen-associated 

molecular patterns, PAMPs) 或 损 伤 相 关 分 子 模 式 

(damage-associated molecular patterns, DAMPs) 结合 , 

放大炎症反应, 促进M1型巨噬细胞的活化[6]。Trem1

在巨噬细胞极化过程中扮演着关键的调控角色, 其表

达水平的变化可直接影响巨噬细胞的极化方向与功能

状态, 是介导免疫炎症反应的重要分子靶点[7]。此外, 

Trem1还是调控重塑肿瘤免疫微环境的核心分子。研

究表明 Trem1 激动剂可重编程肿瘤相关巨噬细胞 

(tumor-associated macrophages, TAM) 为M1促炎表型, 

大量释放 TNF-α、IFN-γ等促炎因子, 重塑抗肿瘤免疫

微环境、抑制肿瘤增殖[8]。另有研究发现 , 肿瘤内的

Trem1 激活显著抑制了 Pan02 肿瘤的生长 , 而 Trem1-/-

小鼠中未见此效应[9]。因此, Trem1可作为靶向TAM、

改善肿瘤免疫治疗的潜在靶点。

本研究旨在深入探讨黄芩苷诱导RAW264.7细胞

M1型极化的分子机制, 通过转录组结合ATAC-seq挖

掘黄芩苷调控的上游转录因子及下游靶点, 并对关键

的转录因子和靶点进行系统验证, 进而揭示黄芩苷调

控巨噬细胞极化及糖酵解重编程的表观深层分子机

制。本研究不仅有助于深入理解黄芩苷的免疫调节作

用, 还将为开发基于巨噬细胞极化调控的新型免疫治

疗策略提供重要的数据支持。

材料与方法

主要试剂及材料 黄芩苷 (货号: BT-HQ03) 购自

北京市倍特仁康生物医药科技有限公司; DMEM高糖

培养基 (货号 : 03.1002C)、特级胎牛血清 (货号 : 03.

U16001DC) 与青链霉素混合液 (货号: 03.12001A) 购

自北京中生奥邦生物科技有限公司; PBS (SinoDetech, 

货号: CBSOO4S-BR500)、裂解液 (货号: R0010)、蛋白

酶抑制剂 (货号: P6730) 均购自北京索莱宝科技有限公

司; APC anti-mouse F4/80 (货号: 123115)、APC/Cyanine7 

anti-mouse CD86 (货号 : 105029) 购自美国 BioLegend

公司; Phospho-PI3 kinase p85 (Tyr458)/p55 (Tyr199) (货

号 : #4228) 抗体、PI3 kinase p85 (19H8) (货号 : #4257) 

抗体、Phospho-Akt (Ser473) (D9E) XP® (货号 : #4060) 

抗体、HIF-1α (D2U3T) (货号: #14179) 抗体均购自美国

Cell Signaling Technology 公司 ; Akt (10176-2-AP); 甘

油醛-3-磷酸脱氢酶 (GAPDH recombinant monoclonal 

antibody, 货号 81640-5-RR)、β -微管蛋白 (beta tubulin 

polyclonal antibody, 货号10094-1-AP)、羊抗鼠 IgG (HRP

标记) 二抗 (货号 SA00001-1)、羊抗兔 IgG (HRP标记) 

二抗 (货号SA00001-2) 均购自武汉三鹰生物技术有限

公司 ; Trem 1 抑制剂 LP17 (LQVTDSGLYRCVIYHPP, 

货号: HY-P3400)、Fos抑制剂T-5224 (货号: HY-12270) 

和 Trem1 抗体 CD354 antibody (YA4511, 货号 : HY-

P84814) 购自美国 MedChemexpress 生物科技公司 ; 

Trem1、Fos、Stat1、Nr4a1、Myc、Vdr与Hey1引物购自武

汉塞维尔生物科技有限公司 (货号: GM2045)。

细胞培养及药物处理 小鼠单核巨噬细胞白血病

细胞 (RAW264.7) 购自北京中生奥邦生物科技有限公

司。HEK293T细胞 (货号: CL-0005 ) 购自武汉普诺赛

生命科技有限公司。采用 10%胎牛血清及 1%青霉素

链霉素的 DMEM 高糖培养基置于细胞培养箱中培

养。黄芩苷药物配置方法 : 精密称取黄芩苷标准品 

(纯度 ≥ 98%), 以二甲基亚砜 (DMSO) 为溶剂配制成

100 mmol·L-1母液后, 使用RAW264.7细胞专用培养基

稀释成浓度为 100 μmol·L-1的工作液。Trem1 抑制剂

LP17的配置: 以510 μL无菌水为溶剂配制为1 mmol·L-1
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工作液。Fos 抑制剂 T-5224 的配置: T-5224 干粉加入

261.5 μL 无菌 DMSO, 充分吹打并超声助溶至溶液

澄清; 分装冻存管−20 ℃避光保存。细胞干预实验前, 

取 10 mmol·L-1 储备液用细胞完全培养基稀释至

100 μmol·L-1作为工作液。

流式细胞术分析 收集药物处理后的RAW264.7

细胞: 用细胞刮刀刮下细胞至15 mL离心管, 800 r·min-1

离心 5 min, 弃上清, 加入 1 mL PBS重悬, 取 200 μL至

1.5 mL EP管, 800 r·min-1离心 5 min, 弃上清。CD86抗

体孵育: 用100 μL PBS重悬细胞, 在每100 μL细胞悬液

中加入 2.5 μL荧光标记的CD86抗体, 混匀后置 4 ℃避

光孵育 30 min; CD206 抗体孵育: 用 100 μL 破膜液重

悬细胞 , 4 ℃避光孵育 15 min, 800 r·min-1离心 5 min, 

弃上清。用 100 μL 缓冲液洗涤两次, 800 r·min-1离心

5 min, 弃上清后用 100 μL缓冲液重悬细胞, 使用安捷

伦 NovoCyteQuanteon 流式细胞分析仪上机 , FlowJo 

v10.8.1进行数据分析。

蛋白免疫印迹法 (Western blot, WB) 收集黄芩

苷处理 48 h后的 RAW264.7细胞。弃掉培养基, 用冷

PBS清洗细胞 2遍, 每孔加入 50 μL裂解液置于冰上裂

解 15 min, 用细胞刮刀将 6 孔板中细胞刮下。随后

4 ℃、12 000 r·min-1离心15 min。收集上清, 用Bradford

法测定蛋白浓度并配平, 煮沸 15 min。取 20 μg总蛋白

进行 10% SDS 聚丙烯酰胺凝胶电泳 (80 V, 15 min 后

120 V, 1 h)。湿转法转膜后 5%脱脂牛奶室温封闭 1 h, 

随后与特异性一抗 (PI3K、p-PI3K、p-Akt、Akt、HIF-1α、

Trem1、GAPDH及 β-tubulin, 均按 1∶1 000稀释) 于 4 ℃

孵育过夜。TBST 洗膜后, 与相应的辣根过氧化物酶

标记二抗 (1∶10 000稀释) 室温孵育 1 h。使用ECL超

敏发光液进行化学发光显影。所有图像使用 ImageJ 

(v1.52) 和GraphPad Prism 9.0软件进行定量分析。

转录组分析 (RNA-seq) RNA 提取检测 : 使用

RNAprep Pure Tissue Kit (Tiangen, DP431) 提取 Total 

RNA, NanoPhotometer® 分光光度计检测样品纯度 

(IMPLEN, CA, USA), 安捷伦 2100 RNA Nano 6000 

Assay Kit (Agilent Technologies, CA, USA) 检测 RNA

样品的浓度和完整性。序列比对到参考基因组: 参考

基因和基因组注释文件下载自ENSEMBL网站 (http://

www.ensembl.org/index.html), 使用 Bowtiev1.0.1 对参

考基因组进行建库 , 然后将 CleanData 通过 HISAT2v

2.1.0 比 对 到 参 考 基 因 组 上 。 差 异 表 达 分 析 : 

DEGSeqv1.18.0针对两种样本的无生物学重复的差异

表达分析。DESeq根据统计学方法中的负二项分布检

测在基因表达水平上的差异表达基因, 得到的P值根

据Benjamini和Hochberg方法校正控制假阳性。由校

正后的P ≤ 0.05定义为差异表达基因。KEGG (Kyoto 

Encyclopedia of Genesand Genomes, http://www. kegg.

jp/) 对蛋白质交互 (互动) 网络在各种细胞活动起的作

用作出预测。对KEGG中每个 Pathway应用超几何检

验进行富集分析, 找出差异表达基因中显著性富集的

Pathway。

ATAC-seq 测序分析 细胞裂解和细胞核收集 : 

用 PBS重悬清洗细胞, 4 ℃、1 000 ×g离心 5 min, 移除

PBS; 加入 200 μL 预冷的 lysis buffer到洗涤好的细胞

中, 轻轻吹打重悬细胞, 冰上放置 10 min; 500 ×g离心

10 min 后加入 1 μL Washing buffer, 颠倒混匀 3 次 ; 

4 ℃、500 ×g离心 10 min收集细胞核; 转座酶消化和文

库构建: 加入 50 μL转座反应液至细胞核沉淀中, 重悬

细胞核, 轻轻吹打; PCR仪上 37 ℃孵育 30 min, 4 ℃保

存; 用 2× DNA clean beads纯化DNA; 使用 P5和 P7接

头引物扩增 15个循环, 获得初级文库; 使用 1.5XNGS

磁珠纯化筛选, 获得最终文库。并通过 Illumina平台

完成高通量测序。原始测序数据质控过滤获得Clean 

Reads, 比对至小鼠参考基因组, 识别差异染色质开放

区域 (DAR); 联合转录组数据筛选关键靶基因, 同时

可视化代表性基因染色质开放峰。

Trem1 转录因子筛选 首先通过 NCBI (https://

www.ncbi.nlm.nih.gov/) 下载转录因子序列及启动子 

(TSS) 上游 1～2 kb的启动子序列, 利用 JASPAR数据

库的Scan工具预测潜在结合的转录因子 (transcription 

factor, TF), 设置核心相似度阈值以筛选高可信度候

选; 随后通过 TRRUST v2数据库交叉验证, 快速获取

已被文献证实的“TF-靶基因”调控关系, 明确激活/抑

制作用类型; 对关键候选TF, 进一步在Cistrome DB中

检索对应物种的ChIP-seq数据集, 验证其在目标基因

启动子区的实际结合峰信号。

siRNA转染 转染前 24 h将RAW264.7细胞接种

于6孔细胞培养板中, 每孔密度为每毫升5×104个, 培养

24 h后细胞汇合度达到30%～40%时进行 siRNA转染。

实验分为空白对照组、阴性对照 siRNA 组 (negetive) 

及 Fos 基因敲低组 (Fos-siRNA)。采用 Lipofectamine 

RNAiMAX 转染试剂 (货号 : L3000015, Invitrogen, 美

国赛默飞世尔公司) 进行 siRNA 瞬时转染。将小鼠

Fos特异性 siRNA及阴性对照 siRNA用无酶水配制成

100 μmol·L-1储存液。转染体系如下: 取 1 μL siRNA与

250 μL Opti-MEM无血清培养基混匀, 室温静置 5 min; 

同时取7.5 μL RNAiMAX转染试剂与250 μL Opti-MEM

培养基 (货号 : 31985070, Gibco, 美国赛默飞世尔公

司) 混匀静置 5 min。将上述两种稀释液混匀, 室温避

光孵育 15 min, 形成 siRNA-脂质体复合物。将复合物
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均匀滴加至含有新鲜无抗完全培养基的细胞孔中, 晃

板混匀。转染 4～6 h后更换新鲜完全培养基, 去除残

留转染复合物以降低细胞毒性。继续恒温培养 48 h后

收集细胞总RNA, 检测Fos基因表达水平, 验证基因敲

低效率。若需加药黄芩苷, 则在转染 4～6 h后换液为

含100 μmol·L-1黄芩苷的新鲜培养基, 48 h后收样。

双荧光素酶报告基因实验 构建野生型与突变型

双荧光素酶报告载体, 将目标片段克隆至pGL3-Basic、

pmirGLO 等报告载体的对应区域 , 同时准备 pRL-TK

等内参质粒 (北京中生奥邦生物科技有限公司); 随后

本研究选用HEK293T细胞开展双荧光素酶实验验证

Fos与Trem1启动子结合, 该细胞转染效率高, 含SV40

大T抗原可扩增报告质粒, 荧光检测信噪比佳; 其内源

性Fos表达极低, 可排除内源蛋白干扰, 精准反映外源

Fos的转录激活效应, 是转录因子−启动子互作验证通

用工具细胞。将处于 70%～80% 汇合度的 HEK293T

细胞接种于24孔板, 采用Lipofectamine 3000 (Thermo‐

Fisher L3000008) 系列转染试剂进行共转染, 实验组加

入报告质粒与 Fos过表达质粒, 对照组加入报告质粒

与阴性对照, 所有组均按 10∶1或 20∶1比例加入内参质

粒 ; 转染 24～48 h 后 , 使用 passive lysis buffer 裂解细

胞, 取上清液通过双荧光素酶检测试剂盒依次测定萤

火虫与海肾荧光素酶的相对光单位 (RLU); 最后计算

Fluc/Rluc 比值, 以对照组数据归一化处理组结果, 通

过 t检验或ANOVA进行统计学分析。

统计学分析 数据使用 GrpahPad Prism 9.0 软件

进行统计分析。两组间均数比较采用 t检验, 多组间均

数比较采用单因素方差分析, 每组实验重复 3次及以

上, P < 0.05具有显著性差异。

结果

1　Trem1参与黄芩苷诱导RAW264.7细胞M1型极化

本研究在前期明确黄芩苷可诱导RAW264.7细胞

发生M1型极化的基础上[5], 采用转录组研究其调控的

信号通路及潜在基因靶点。结果如图 1所示, 差异表

达基因的KEGG通路富集分析表明, 富集程度排名靠

前的通路主要集中在 PI3K-Akt、HIF及糖酵解信号通

路 (图 1A), 这与我们前期的研究结果[5]基本一致。进

一步对差异基因进行热图分析, 发现参与巨噬细胞极

化方向与功能状态调节的 Trem1基因, 在黄芩苷干预

组表达上调 (图 1B)。后续的 qRT-PCR (P < 0.001) 和

Western blot (P < 0.01) 结果也验证了这一表型 (图 1C、

D), 提示Trem1可能参与介导黄芩苷诱导的RAW264.7

细胞M1型极化过程。

2　Trem1可能是黄芩苷激活糖酵解信号通路的上游

靶点

为验证Trem1的表达在黄芩苷诱导巨噬细胞M1型

极化中的作用, 本研究采用Trem1特异性抑制剂LP17进

行干预实验。结果表明, LP17可显著逆转黄芩苷诱导的巨

噬细胞M1型极化表型。与黄芩苷单独处理组相比, 联

Figure 1　Triggering receptor expressed on myeloid cells 1 (Trem1) is involved in the regulation of M1 polarization in RAW264.7 cells by 

baicalin. A: Bubble plot of KEGG enrichment; B: Heatmap showing expression profiles of core differential genes; C: qRT-PCR quantifica‐

tion of Trem1 mRNA; D: Western blot analysis of Trem1 protein. n = 3, 
-
x ± s. **P < 0.01, ***P < 0.001
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合LP17处理后, CD86阳性细胞率降低至与对照组无显

著差异的水平 (图2A)。同时, LP17可有效抑制黄芩苷

诱导的Trem1表达上调, 其mRNA (P < 0.000 1) 与蛋白

表达水平 (P < 0.05) 均有不同程度的回调 (图2B、C)。

为进一步揭示Trem1蛋白的调控是否参与糖酵解

代谢轴, 本研究对LP17联合黄芩苷干预后的样本进行

了PI3K/Akt/HIF-1α轴的检测。结果表明 (图2D), LP17

干预后 , 确实可不同程度地回调 PI3K、pAkt/Akt (P < 

0.01) 和HIF-1α (P < 0.01) 的表达, 说明LP17可通过阻

断糖酵解信号通路PI3K/Akt/HIF-1α的激活, 最终逆转

M1型极化表型。提示Trem1是黄芩苷调控 PI3K/Akt/

HIF-1α轴的重要上游靶点。

3　黄芩苷通过调节染色质开放性促进Trem1基因的

转录调控

为了探究黄芩苷如何在表观遗传水平上通过调控

Trem1基因激活下游糖酵解信号通路控制巨噬细胞极

化, 我们对黄芩苷干预的巨噬细胞进行了ATAC-seq和

RNA-seq的联合分析。对转录起始位点 (±2 kb; TSS) 周

围全基因组区域ATAC-seq峰的富集情况分析表明, 黄

芩苷干预导致染色质可及性整体增加 (图3A)。根据基

因组分布对差异峰进行了注释, 其中大部分峰位于内含

子和基因间区域 (图 3B)。RNA-seq与ATAC-seq数据

联合分析的九象限图结果表明, ATAC-seq和RNA-seq

数据之间有 133个重叠的差异表达基因 (115个上调基

因和 18 个下调基因) (图 3C)。Gene plot 结果发现 , 

Trem1的编码基因在黄芩苷组呈现出更易接近的启动

子和更高的基因表达水平。此外, RNA-seq数据中许

多与Glycolysis、PI3K/Akt和HIF通路密切相关的上调

基因 , 其启动子区域更易接近 , 比如 , Glycolysis 通路 

(Aldh2)、PI3K/Akt 通路 (Cdkn1a, Gnb4) 因子和 HIF 通

路 (Pik3r1, Trf) 的编码基因在黄芩苷组 (baicalin) 表现

出更易接近的启动子和更高的基因表达水平 (图 3D)。

Cdkn1a是PI3K/Akt下游应激应答核心分子, 参与巨噬

细胞代谢重编程与促炎功能激活[10]。Gnb4作为上游信

号衔接分子正向激活 PI3K/Akt级联通路, 其表达升高

可提升PI3K、Akt磷酸化水平, 促进巨噬细胞增殖与促

炎因子分泌[11]。Pik3r1是PI3K复合物的核心组分, 介导

生长信号、炎症受体向Akt传递信号, 缺氧条件下HIF-

1α可结合其启动子促进转录, 上调 p85α后增强 PI3K

激酶活性 , 持续激活 Akt-HIF-1α正反馈环路 , 推动巨

噬细胞糖酵解代谢重塑、放大Trem1介导的促炎信号[12]。

Trf属于HIF通路下游应答基因, 缺氧微环境下HIF-1α

促进 Trf启动子染色质开放、表达上调, 进而延长 M1

巨噬细胞存活时间, 持续释放促炎介质, 协同 PI3K通

路放大巨噬细胞抗肿瘤免疫功能[13]。这些基因的启动

子区域染色质开放上调, 提示黄芩苷可从表观染色质

层面激活这些通路中的相关靶基因的转录, 这一结果

也与我们前期在蛋白层面的检测结果[5]相符。

Figure 2　The Trem1 inhibitor LP17 reverses the regulation of the sugar metabolism pathway targets by baicalin. A: Flow cytometry quanti‐

fication of CD86-positive M1 macrophages after intervention with Trem1 inhibitor; B: qRT-PCR analysis of Trem1 mRNA expression after 

intervention with Trem1 inhibitor; C: Western blot detection of Trem1 protein after intervention with Trem1 inhibitor; D: Western blot for 

phosphorylated and total protein levels of PI3K/Akt and HIF-1α after intervention with Trem1 inhibitor. n = 3, 
-
x ± s.*P < 0.05, **P < 0.01, 

****P < 0.000 1. LP17: Trem1 inhibitor
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4　基于RNAseq和ATAC-seq数据分析与Trem1相关

的上游转录因子基因

为了将Trem1可及染色质的变化与特定转录因子

联系起来, 我们首先从 RNA-seq 数据中筛出与 Trem1

相关的转录因子, 最终得到Fos、Stat1、Nr4a1、Myc、Vdr

及Hey1这6个转录因子基因 (图4A)。进一步采用qRT-

PCR 进行验证 (图 4B), 与空白对照组 (control) 相比 , 

黄芩苷 (baicalin) 干预后, 转录因子Fos和 Stat1的基因

表达呈上升趋势, 与转录组结果的趋势一致; 转录抑制

因子Nr4a1的基因表达与转录组结果的趋势相反, 其

他三个转录因子在两个组别则未发现明显差异变化, 

可能是转录组出现假阳性结果。

进一步地, 我们对富集的开放染色质区域进行了

HOMER基序分析, 并在黄芩苷干预的巨噬细胞中鉴定

出显著富集的 Fos 转录因子 (图 4C)。根据 ATAC-seq

的motif结果, 与该研究中的转录组数据中差异转录因

子相关基因取得交集, 得到转录因子 Fos染色质区域

打开、使得Fos更容易结合, 激活下游基因。同时通过

NCBI (https://www.ncbi. nlm.nih.gov/) 下载转录因子

Fos序列及 Trem1启动子序列, 然后通过 JASPAR网站 

(A database of transcription factor binding profiles, https:

//jaspar.elixir.no/) 预测结合位点。预测分数高达0.931。

因此后续研究重点围绕转录因子Fos展开。首先采用

Fos 抑制剂 (T-5224) 进行干预, 发现其可回调黄芩苷

诱导的M1型巨噬细胞标志物CD86的表达 (图4D), 同

时 Trem1 在基因和蛋白水平也都有不同程度的下调 

(图 4E), 提示 Fos确实参与了黄芩苷诱导巨噬细胞M1

型极化, 并对Trem1的转录和翻译水平产生调节作用。

5　抑制转录因子Fos可调控Trem1逆转黄芩苷对M1

型巨噬细胞极化

为进一步明确转录因子 Fos是调控Trem1表达的

上游转录因子, 本研究进行了 Fos的 siRNA实验。结

果如图 5 所示 , 与空白对照组 (control)、阴性干扰组 

(negative) 相比, Fos-siRNA 组 Fos mRNA 表达水平显

著下调 (P < 0.000 1), 证明 siRNA 可有效沉默细胞内

Fos基因 (图 5A), 后续敲低功能实验体系成立。此外, 

相比对照组, 黄芩苷处理后 Trem1基因表达显著升高 

(P < 0.01), 敲低Fos后可显著逆转黄芩苷诱导的Trem1

上调 (P < 0.05); 说明黄芩苷上调Trem1 mRNA的效应

依赖Fos基因 (图5B)。同时, 敲低Fos后还可导致黄芩

苷介导的Trem1蛋白升高呈现下调趋势 (图5C), 从蛋白

水平再次验证黄芩苷促进Trem1表达的作用需要 Fos

的参与。流式结果同样表明, 黄芩苷联合 Fos-siRNA

处理后, CD86阳性比例明显回落, 敲低 Fos可阻断黄

Figure 3　 ATAC-seq chromatin accessibility profiling and integrative transcriptomic analysis of macrophages treated with baicalin. A: 

Heatmap of genome-wide chromatin open signals; B: Pie chart showing genomic distribution of differential accessible regions (TSS: Tran‐

scription start site; TTS: Transcription termination site); C: Nine-quadrant plot integrating ATAC-seq and transcriptome data with key target 

genes labeled; D: Gene plot of representative genes involved in Trem1, PI3K/Akt, HIF-1 and glycolysis pathways
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芩苷诱导的 M1 型极化 (图 5D), 证明 Fos是黄芩苷调

控巨噬M1型极化的关键中间分子。

最后, 为了证明Fos可直接与Trem1启动子保守基

序结合, 促进其转录激活, 本研究开展了双荧光素酶报

告基因实验。结果如图 5E所示, WT-Fos组荧光素酶

活性显著高于WT-NC (P < 0.01), 说明Fos可直接激活

野生型Trem1启动子转录; 当Trem1启动子上Fos结合

motif 发生突变后 (MUT 组), 无论是否过表达 Fos, 与

MUT-NC组相比, 荧光比值均无明显变化, Fos无法再

激活启动子, 表明Fos通过特异性结合Trem1启动子保

守基序, 直接转录激活Trem1基因, 该激活作用完全依

赖启动子上Fos结合位点的完整性。

讨论

在复杂的机体免疫网络中, 巨噬细胞作为关键的

固有免疫细胞, 其极化状态的精准调控对于维持免疫

Figure 5　 Fos directly transcriptionally activates Trem1 and mediates baicalin-induced M1 macrophage polarization. A: qRT-PCR was 

performed to verify the knockdown efficiency of Fos-siRNA; B: qRT-PCR detection shows that Fos knockdown reverses the upregulation of 

Trem1 mRNA induced by baicalin; C: Western blot analysis at the protein level verifies that the Fos inhibitor abolishes baicalin-triggered 

elevation of Trem1 protein; C: Flow cytometry was used to quantify the percentage of CD86-positive M1 macrophages. Fos knockdown 

eliminates the promotive effect of baicalin on M1 polarization; E: Dual-luciferase reporter assay confirms that Fos directly activates Trem1 

transcription by binding to conserved motifs on the Trem1 promoter. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ****P < 0.000 1. WT: Wild-type; 

MUT: Mutant

Figure 4　Fos may be an upstream transcription factor that regulates Trem1. A: Volcano plot of differentially expressed genes with key 

transcription factors and Trem1 labeled; B: qRT-PCR quantification of 6 IFs gene at mRNA levels; C: Enrichment analysis of conserved Fos 

binding motif; D: Flow cytometry analysis of CD86-positive M1 macrophages after intervention with Fos inhibitor; E: qRT-PCR and 

Western blot detection of Trem1 mRNA and protein expression after intervention with Fos inhibitor. n = 3, 
-
x ± s. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 

0.001, ****P < 0.000 1. T-5224: Fos inhibitor; nonDeg: Non-differentially expressed gene
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稳态、抵御病原体侵袭以及调控肿瘤发生发展等过程

发挥着不可替代的核心作用[14,15]。巨噬细胞主要分为

经典活化的M1型和替代活化的M2型, 其中M1型巨

噬细胞能够通过分泌大量促炎细胞因子 (如 IL-1β、

TNF-α等)、表达共刺激分子以及发挥强大的吞噬杀伤

功能, 介导机体的抗感染免疫和抗肿瘤免疫应答[16]。作

为机体抗肿瘤免疫应答的关键效应细胞, M1型巨噬细

胞功能的有效发挥依赖于精准的代谢重编程过程[17,18], 

其中糖酵解通路的异常激活被认为是M1型巨噬细胞

活化的重要代谢特征[19,20]。本研究基于前期团队发现, 

黄芩苷在特定浓度范围内可显著诱导RAW264.7细胞

向M1型极化, 具体表现为细胞表面标志物CD86表达

上调及促炎细胞因子 TNF-α分泌增加 , 并通过激活

PI3K/Akt/HIF-1α信号通路实现糖酵解信号通路重编

程[5]。于是结合 RNA-seq 和 ATAC-seq 进一步挖掘激

活糖酵解通路的深层表观调控机制。

在本研究中, 通过使用Trem1抑制剂, 我们发现黄

芩苷诱导的M1型极化和糖酵解代谢重编程效应被显

著抑制, 这一结果明确了Trem1在黄芩苷作用机制中

的核心地位。从代谢调控的角度来看, 糖酵解代谢重

编程不仅为M1型巨噬细胞提供了能量, 还为其合成促

炎细胞因子和其他生物活性物质提供了前体物质[21-23]。

黄芩苷通过激活Trem1信号通路, 上调糖酵解关键酶

的表达, 加速了葡萄糖的分解代谢, 从而为M1型极化

提供了必要的物质和能量基础。这一发现为深入理解

巨噬细胞极化的代谢调控机制提供了新的视角, 同时

也为黄芩苷的临床应用提供了重要的靶点。

转录因子作为基因表达调控的关键分子, 能够通

过结合特定的 DNA 序列 , 精准调控下游靶基因的表

达, 进而参与细胞的增殖、分化、代谢等多种生物学过

程[24-26]。本研究通过实验证实 , 黄芩苷可显著上调

Trem1基因转录因子Fos的表达。Fos作为AP-1转录复

合物的重要组成部分, 在免疫细胞的活化和分化过程

中发挥着重要作用[27-29]。进一步的结果表明 Fos可直

接结合于 Trem1基因的启动子区域, 激活其转录表达, 

从而增强Trem1信号通路的活性。黄芩苷对 Fos的上

调作用, 促进了其对 Trem1的刺激, 使得Trem1信号通

路得以充分激活。这种转录因子与代谢通路之间的相

互调控关系, 形成了一个复杂而精密的调控网络, 确保

了巨噬细胞极化过程的精准性和高效性。黄芩苷正是

通过干预这一调控网络, 实现了对巨噬细胞极化方向

和代谢状态的精准调控。

多项肠道、心肌、脑缺血炎症模型证实黄芩苷可抑

制 LPS诱导 M1极化、偏向 M2抗炎表型, 核心机制为

阻断NF-κB、JAK/STAT炎症通路, 多用于缓解过度炎

症损伤[3,4,30]。但本研究及同类肿瘤免疫相关研究观察

到黄芩苷可显著诱导RAW264.7细胞向M1极化, 该双

向效应可能由药物浓度、细胞微环境、造模刺激类型共

同决定。模型层面, 肠道、缺血损伤以LPS、氧化应激诱

发病理性过度炎症, 黄芩苷发挥抑炎修复作用; 而肿瘤

背景下巨噬细胞天然偏向免疫抑制M2样TAM, 高浓度

黄芩苷通过表观重塑重编程巨噬细胞, 强化抗肿瘤促炎

功能, 两种病理微环境对黄芩苷的信号应答完全不同。

上述差异也提示黄芩苷具备双向免疫调节特性, 可依

据给药剂量与疾病背景实现巨噬细胞极化精准调控, 

为区分其抗炎、抗肿瘤两种应用场景提供理论支撑。

从肿瘤免疫治疗的角度来看, M1型巨噬细胞能够

通过直接杀伤肿瘤细胞、呈递肿瘤抗原以及激活适应

性免疫应答等多种方式抑制肿瘤进展[31-33]。因此, 寻

找诱导M1型巨噬细胞的药物是增敏免疫疗法的有效

途径。本研究虽然在黄芩苷诱导 RAW264.7细胞 M1

型极化机制方面取得了一定的进展, 但仍存在一些局

限性。首先, 本研究仅在细胞水平上探讨了黄芩苷的作

用机制, 其在体内的具体效应和调控机制仍需进一步

研究。其次, 本研究主要关注了转录因子Fos和Trem1

信号通路的作用, 其他可能参与调控的分子和信号通

路尚未完全阐明。未来的研究可从以下几个方面展

开: 一是开展 Fos基因敲除小鼠进一步验证体内调控

通路; 二是采用高通量测序等技术, 筛选出更多参与黄

芩苷调控巨噬细胞极化的分子和信号通路, 完善其调

控网络; 三是开展临床试验, 验证黄芩苷在肿瘤免疫治

疗中的安全性和有效性, 为其临床应用提供依据。

综上所述, 本研究揭示了黄芩苷介导转录因子Fos

与Trem1启动子区域结合调控其转录, 激活下游PI3K/

Akt/HIF-1α糖酵解通路诱导 RAW264.7 巨噬细胞向

M1型极化。这一研究成果不仅为黄芩苷在肿瘤免疫

治疗中的应用提供了重要的理论依据, 也为深入理解

巨噬细胞极化的调控机制提供了新的视角。未来随着

研究的不断深入, 黄芩苷有望成为一种新型的肿瘤免

疫治疗药物, 为肿瘤患者带来新的希望。
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