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摘要    通常而言, 细胞死亡模式可以大致划分为凋亡和坏死两种. 由于两者给生物体

带来的后果大相径庭, 因此对于细胞死亡模式转换的研究有着重要的临床意义. 本文通

过流式细胞技术和免疫荧光技术首次在双氧水作用下的巨噬细胞 RAW 264.7 中发现了坏

死向凋亡的转换. 同时研究了其中与细胞死亡密切相关的转录因子 NF-κB 和 MAPK 家族

的时序性变化, 它们呈现出不同的活化方式. 为了探寻这种转换的分子机制, 根据已有的

实验数据及近期文献建立了 2 个数学模型. 根据模型得到的计算机模拟结果, 预测 NF-κB
和 MAPK 之间的相互作用以及它们对细胞死亡影响的差异性在巨噬细胞坏死向凋亡转换

中起关键作用, 对进一步研究其分子机制有重要指导意义. 
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最近 10 年, 关于细胞死亡模式转换机制的研究

受到了越来越多的关注[1]. 细胞死亡通常分为凋亡和

坏死: 坏死常带来大范围的炎症, 甚至会导致器官衰

竭和死亡[2]. 而凋亡的细胞可快速被周围的吞噬细胞

消除, 引发的炎症反应远小于坏死. 因此, 凋亡和坏

死的差异常常在临床治疗中受到重点关注. 虽然以

往在不同的细胞类型中都发现有死亡模式转换的存

在[3,4], 但在免疫细胞中尚未见相关报道.  
巨噬细胞作为先天免疫系统中重要的功能性细

胞, 能够有效地识别和清除机体内自身有害成分以

及入侵的病原体. 在正常生理状态下巨噬细胞能够存

活较长时间, 而一些病理刺激会导致其快速死亡, 这
些刺激包括: 细胞因子的作用、细菌侵入以及内质网

压力等[5~7]. 此外, 过量的ROS(reactive oxygen species)
也是一个重要的刺激因子 [8,9]. 因此, 研究ROS引发

的巨噬细胞死亡模式有重要临床意义.  
ROS除了引起巨噬细胞死亡, 还能激活胞内一

系列的信号转导通路, 包括MAPK(mitogen-activated 
protein kinase) 通 路 和 NF-κB(nuclear factor-κB) 通    
路[10,11]. MAPK包括 4 个激酶亚家族, 常被作为研究对

象的有 3 种, 分别是ERK(extracellular regulated protein 
kinase), JNK(Jun N-terminal kinase )以及p38 家族. 而
NF-κB的亚基通常与其抑制蛋白IκB形成异源二聚体

存在于胞质中, IκB的磷酸化可导致自身降解, 从而

释放活化的NF-κB亚基进入核内发挥转录活性. 目前

已有很多文献报道这两条信号通路与细胞死亡密切
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相关 [12,13], 但仍未见其参与调控细胞死亡模式转换

的相关报道.  
本文研究了巨噬细胞 RAW 264.7 中双氧水引发

的死亡模式. 通过流式分析以及免疫荧光分析, 本研

究首次在巨噬细胞中发现了从坏死向凋亡的死亡模

式转换. 同时, 检测了 MAPK 家族及 NF-κB 的活性

随着时间变化的情况. 不仅如此, 还通过建立数学模

型进行计算机模拟分析, 提出了基于这种死亡模式

转换的一种可能的调控机制, 对于受感染的机体免

于炎症扩大化有一定的参考价值.  

1  材料与方法 

1.1  试剂与抗体 

双氧水母液浓度为 10 mol/L, 使用前稀释至需

要浓度(100, 200, 300, 400 和 500 μmol/L). DMEM 培

养基购于 Hyclone 公司. 胎牛血清购于 PAA 公司. 所
有抗体均购于 Cell Signaling Technology 公司. 所有

化学药品均购于 Sigma Chemicals 公司. 所有试剂盒

均购于碧云天生物技术研究所.  

1.2  细胞培养 

RAW 264.7 巨噬细胞系购于中国科学院上海生

命科学研究院细胞资源中心. RAW 264.7 细胞在 37℃ 
5% CO2的条件下, 用含双抗和 10%胎牛血清的DMEM
培养基传代培养, 实验用细胞除血清浓度降至 1%之

外培养条件不变.  

1.3  Annexin V-PI 染色分析 

操作均按照试剂盒说明书进行. 细胞培养加药

处理完毕后加入预冷的PBS洗涤 2 次, 再重悬于 200 
μL结合缓冲液中, 密度为 1×106 细胞/mL. 加入 5 μL 
Annexin V以及 10 μL PI, 37℃避光孵育 15 min. 之后

细胞用缓冲液稀释, 在流式细胞仪用 488 nm激发光

检测.  

1.4  免疫荧光分析 

细胞在加药处理后用 Hoechst 33342(终浓度 5 
μmol/L)和 PI(终浓度 0.5 μmol/L)37℃避光染色 10 min. 
在 PBS 洗涤 2 次后用 2%多聚甲醛固定细胞, 之后用

荧光显微镜观察.  

1.5  蛋白印迹法分析(Western blotting) 

操作按照试剂盒说明书进行. 细胞加药处理后

用适当的裂解液裂解并提取蛋白, 蛋白经过变性、上

样电泳、转膜、孵育抗体以及显色后, 膜片在暗室里

进行曝光显影.  

1.6  凝胶迁移分析(EMSA) 

操作均按照试剂盒说明书进行. 使用核蛋白提

取试剂盒提取出加药细胞的核蛋白后, 蛋白经过与

标记探针结合、电泳、转膜、紫外交联、Streptavidin- 
HRP 孵育及显色后, 膜片在暗室里进行曝光显影.  

1.7  数学模型 

采用两个简单的模型来研究 MAPK(M)和 NF-κB 
(N)之间的联系以及它们在凋亡坏死转变中的作用.
在方程中只考虑激活和失活速率(表 1). 用一个希尔

函数 Gi(N)项来表示非线性抑制作用(NF-κB 依赖的

MAPK 活化抑制). 模型中同时考虑了延迟项. DDEs 
(延迟微分方程)通过 MATLAB 中 dde23 算子来求解

(MathWork, R2007b, Release 14).  

 
表 1  数学模型参数列表a)

参数 参数描述 取值 

am MAPK 激活速率 0.01 

σm MAPK 失活速率 0.3 

an NF-κB 激活速率 0.1 

σn NF-κB 失活速率 0.015 

E0 归一化的抑制阈值 0.05 

n 希尔系数 5 

τm MAPK 延迟时间 80 

k1 P38 介导的凋亡激活系数 0.001 

k2 P38 介导的凋亡向坏死转化速率 0.05 

k3 JNK 介导的凋亡抑制速率 0.005 

k4 ERK 介导的凋亡抑制系数 0.05 

k5 JNK 介导的凋亡激活系数 0.1 

k6 JNK 介导的坏死激活系数 0.06 

k7 ERK 介导的坏死抑制系数 0.001 

IA NF-κB 介导的凋亡抑制 0.001 

IN NF-κB 介导的坏死抑制 0.001 

a) 时间单位: min, 除时间外其他参数无量纲 
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(i=1, 2 和 3), Afrac和

Nfrac分别代表凋亡和坏死的比例, 而(1−Afrac−Nfrac)则
表示正常细胞的比例. M1, M2和M3分别代表磷酸化形

式的p38, ERK和JNK.  

1.8  统计分析 

数据表示为 x ±SE, 统计学分析使用 t 检验, P< 
0.05 或 P<0.01 认为是存在显著性差异.  

2  结果 

2.1  双氧水刺激后巨噬细胞出现坏死向凋亡的死
亡模式转换 

为验证双氧水引发细胞死亡, 分别用 100, 200, 
300, 400 和 500 μmol/L 的双氧水处理 RAW 264.7 4 h
后, 用 Annexin V/PI 双染检测细胞死亡. 如图 1(A)所
示, 双氧水引发了巨噬细胞死亡, 并呈现出剂量依赖

性. 在各浓度双氧水作用下, 凋亡细胞和坏死细胞所

占的比例分别是 3.0%, 3.6%, 7.8%, 11.6%, 19.1%和

20.8%以及 4.9%, 5.2%, 7.9%, 7.1%, 16.5%和 23.7%. 
为了研究其中可能的死亡模式转换, 又测定了不同

刺激时间(0.5, 1, 2, 4 和 6 h)后凋亡和坏死细胞的比例. 
在 500 μmol/L 的双氧水作用下, 凋亡细胞和坏死细

胞比例随时间的变化表现出明显差异. 如图 1(B)所
示, 凋亡细胞在 6 h 内均逐步快速上升, 而坏死细胞

比例在前 4 h 快速上升后, 在接下来的 2 h 显著下降

了 8%. 凋亡细胞和坏死细胞的比值在 4 h 后约从 1.0
上升到了 2.0, 提示坏死向凋亡的死亡模式转换可能

存在. 

 

 
 

图 1  双氧水刺激后巨噬细胞出现坏死向凋亡的死亡 
模式转换 

(A) 分别用 100, 200, 300, 400 和 500 μmol/L 双氧水处理 RAW 
264.7 4 h 后, 用 Annexin V/PI 染色法通过流式分析检测细胞死亡; 
(B) 用 500 μmol/L双氧水分别刺激细胞 0.5, 1, 2, 4和 6 h后, 用(A)
中方法检测细胞死亡; (C) 凋亡细胞与坏死细胞比值在 6 h 内的 

变化. 实验结果经过 2 次重复 
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道 [12], 因此在本实验的细胞模型中运用EMSA和

Western blotting分别检测了NF-κB的活性以及IκB的

磷酸化水平. 如图 3(A)所示, 在刺激 2 h后NF-κB即
被激活, 其转录活性到 4 h升至峰值, 之后逐渐降至

正常水平. 与此对应的是, IκB在 1 h开始出现磷酸化, 
在 2 h左右磷酸化到达峰值, 之后逐渐降至低水平. 

接着利用免疫荧光技术探寻细胞从坏死转向凋

亡的“中间状态”, 以证实细胞死亡模式转换的存在. 
在用 500 μmol/L 双氧水分别刺激细胞 3, 5 和 7 h 后, 
用 Hoechst 33342 和 PI 对细胞进行染色. 如图 2(B)所
示, 在双氧水刺激 3 h 后, 可见大量含有亮蓝色皱缩

细胞核的凋亡细胞(黄色箭头)和含有亮红色细胞核

的坏死细胞(白色箭头). 与图 2(B)相比, 受双氧水刺

激 5 h 的巨噬细胞图像中, 典型的坏死细胞已较少见

(图 2(C)和(E)), 而出现许多核内既染上大量 PI, 又开

始显现亮蓝色的细胞, 且其核亦开始出现明显的皱

缩现象(黄色箭头). 因此, 将这些细胞定义为从坏死

向凋亡转变的“中间细胞”. 在受双氧水刺激 7 h 的细

胞图像中(图 2(D)), 已经几乎观察不到坏死细胞的存

在, 而见到许多核内同时染上 Hoechst 33342 及 PI 的
凋亡细胞(红色箭头), 猜测它们源自图 2(C)中的“中
间细胞”. 综上所述, 本实验证实了在双氧水刺激的

巨噬细胞 RAW 264.7 中存在从坏死向凋亡的细胞死

亡模式转换.  

2.3  双氧水刺激引发巨噬细胞 RAW 264.7 中
MAPK 磷酸化水平的变化 

已有文献证实, MAPK家族中的JNK, ERK及p38
均参与了细胞死亡的调控[13]. 本实验室检测了在 500 
μmol/L双氧水刺激不同时间后, RAW 264.7 中MAPK
的磷酸化水平. 如图 4所示, JNK发生瞬时磷酸化, 在
2 h内即达到峰值, 之后回落至基准水平. 与之类似, 
ERK的磷酸化在 0.5 h即能被检测到, 在 2 h达到最高

水平, 之后快速下降. 而p38 的磷酸化呈现双峰现象, 
在 0.5 和 4 h均有较高值, 在 2 h左右水平较低. 以上

这些时序变化的结果表明, MAPK很可能在死亡模式

转换中起重要调控作用. 

2.2  双氧水刺激引发巨噬细胞 RAW 264.7 中 NF- 
κB 活性的变化 

2.4  利用数学模型预测 NF-κB 和 MAPK 之间的 
关系 

根据已有研究, 建立了一个由 NF-κB 和 MAPK  近年来, 有许多 NF-κB 密切调控细胞死亡的报 

 

 
 

图 2  用免疫荧光分析观察坏死向凋亡转变的“中间细胞” 
用 DNA 特异性染料 Hoechst 33342(蓝)和 PI(红)对细胞染色, 使用荧光显微镜应用恰当的激发波长对细胞的死亡情况进行观测. (A) 对照

组中细胞死亡状况; (B) 经 500 μmol/L 双氧水刺激 3 h 后细胞的死亡状况. 凋亡细胞和坏死细胞分别用黄色和白色箭头指示; (C) 经 500 
μmol/L 双氧水刺激 5 h 后细胞死亡状况, 从坏死转向凋亡的“中间细胞”用黄色箭头指示; (D) 500 μmol/L 双氧水刺激 7 h 后细胞死亡 

状况. 红色箭头指示源自(C)中“中间细胞”的凋亡细胞; (E) 图中放大显示了(C)中“中间细胞”的放大图. 实验结果重复 2 次
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图 3  双氧水刺激诱导了巨噬细胞 RAW 264.7中 NF-κB的

活化 
细胞用 500 μmol/L 双氧水分别刺激 0.5, 1, 2, 4 和 6 h, 之后裂解并

收集蛋白. (A) 用 EMSA 检测 6 h 中 NF-κB 的活性变化; (B) 用
Western blotting 检测 6 h 中 IκB 的磷酸化水平变化. 实验结果重  

复 2 次 

 

 
 

图 4  双氧水刺激诱导了巨噬细胞 RAW 264.7 中 MAPK
的磷酸化 

细胞用 500 μmol/L 双氧水分别刺激 0.5, 1, 2, 4 和 6 h, 之后裂解并

收集蛋白. 用 Western blotting 检测 JNK, ERK 和 p38 的磷酸 
化. 实验结果重复 2 次 

 
构成的调控模型. 由于 NF-κB 和 MAPK 的相互调控

错综复杂, 且其中具体机制的研究也尚未完善, 采用

了一种简化的双组分负反馈模型来模拟它们之间的

关联.  
MAPK被双氧水激活后, 对NF-κB的正向调控有

一个延时τm. 又引入参数τi(i=1, 2 或 3)作为NF-κB反
向抑制MAPK的延时, 及活化的NF-κB在τi时间后使

上游的MAPK失活. 较小的τi表示这种反向调控较为

迅速, 而较大的τi表示慢速的抑制作用. 所得模拟结

果如图 5(B)所示, 与图 3 和 4 类似, 证明了本研究所

建模型的可靠性.  

2.5  利用数学模型模拟坏死向凋亡的转换 

依据以上模拟结果及已有报道和预测, 进一步

提出了一个模型来阐释双氧水刺激下巨噬细胞中坏

死向凋亡死亡模式转换的机制. 由图 6(A)可见, p38
可以促进凋亡以及可能促使坏死向凋亡的转变; 而
JNK 不但能促进细胞死亡, 而且可以增大坏死细胞

的比例; NF-κB 和 ERK 在本实验模型中能够促进细

胞生存. 模拟结果如图 6(B)所示, 其与图 2(A)所得实

验结果一致, 表明了此模型的准确性.  

3  讨论 

本文首先检测了双氧水引发的巨噬细胞 RAW 
264.7 的死亡. 如图 1(A)所示, 发现凋亡和坏死同时

发生. 由于这两种死亡模式给生物体带来的后果大

相径庭, 因此对这两类死亡细胞比例进行了时序检

测, 以探寻可能存在的死亡模式转换. 结果表明, 在
双氧水刺激 4 h 后凋亡细胞相对坏死细胞的比值大幅

上升(图 2(B)); 同时, 通过免疫荧光分析找到了从坏

死转变为凋亡的“中间细胞”(图 2(C)和(E)). 由此, 本
研究首次在受双氧水刺激的巨噬细胞中证实了坏死

向凋亡的死亡模式转换.  
有关各种细胞中死亡模式转换的机制已有报道, 

得出的结论包括胞内ATP水平的降低 [ 1 4 ] ,  各种 
caspase的失活 [15]以及蛋白激酶C的调控作用 [16]等 . 
但是, 从未有过提及NF-κB和MAPK参与调控的相关

报道. 本实验结果表明, 在发生死亡模式转换的时间

前后存在NF-κB, JNK和ERK的瞬时活化以及p38 的

二次活化(图 3 和 4). 因此, 猜测NF-κB和MAPK在死

亡模式转换的调控中发挥重要作用.  
近年来, 已有很多围绕NF-κB和MAPK之间复杂

关联的报道出现. Maritza和Martin[11]发现, 受双氧水

刺激的巨噬细胞中ERK1/2 能够激活NF-κB. Eirini等
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人[17]提出, ERK和p38 均可在氧化压力下促使NF- κB
活化. 另外, Vladimir等人[18]报道, JNK可通过活化

β-TrCP来激活NF-κB. NF-κB一旦被活化, 即可启动

许多MAPK抑制因子的转录及表达. 例如, NF-κB可

以促使多种JNK抑制蛋白的上调 , 包括GADD45β, 
XIAP及c-FLIPL[19,20].  

从图 5(B)中可得, 对于p38, τ1=10 min, 被MAPK
激活的NF-κB对其产生快速抑制效应, 使p38 的磷酸

化水平在 2 h迅速降低. 在p38 失活后, NF-κB的活化

亦受影响, 因而对p38 的抑制作用也逐渐减弱, 因此

p38 在 260 min左右出现二次磷酸化 . 对于ERK, 
τ2=120 min, NF-κB对ERK的抑制效应较为缓慢, 因此

ERK在 120 min左右才出现失活现象, 并且只在 6 h的

时间内单次活化. 对于JNK, τ3=150 min, 因此其磷酸

化水平直到 290 min才出现下调.  
根据以上模拟结果, 继而探寻由NF-κB和MAPK

调控的坏死向凋亡死亡模式转换的机制. 在巨噬细

胞中, 有报道指出, NF-κB和ERK起到促生存作用, 
JNK的活化被认为能够促使坏死的产生, 而p38 会促

进细胞凋亡[21~24]. 因此, 提出了第 2 个数学模型来阐

释NF-κB和MAPK具体调控死亡模式转换的机制. 如
图 6(A)所示, p38和JNK促使凋亡的产生, 而JNK亦能

促进细胞坏死. 同时, p38 被假定能够促使坏死细胞

向凋亡细胞转变, 而JNK引发与此相反转变的进行. 
NF-κB和ERK能够促使细胞存活. 本实验得到的模拟

结 果 与 图 2 ( A ) 十 分 类 似 ,  凋 亡 细 胞 比 

 

 
 

图 5  用数学模型预测 NF-κB 和 MAPK 之间的关联 
(A) NF-κB和MAPK的调控模型. NF-κB和MAPK均可被双氧水刺激激活, MAPK正向调控NF-κB而其对上游的MAPK有一个反馈抑制作用. 
τm和τi(i=1, 2, 3)作为MAPK激活NF-κB和NF-κB抑制不同MAPK的延时; (B) 调控模型的模拟结果图. 模拟结果与图 3 和 4 的实验结果类似 
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图 6  用数学模型模拟坏死向凋亡的转换 
(A) 一个包含各种 MAPK和 NF-κB的模型被提出来阐释细胞死亡

模式转换的机制. 凋亡被 p38 和 JNK 激活, 坏死被 JNK 单独促进. 
p38 被假定可促进坏死细胞向凋亡细胞的转变, 而 JNK 有着相反

的转变作用. NF-κB 和 ERK 被设定有促生存作用; (B) 调控模型 
的模拟结果图. 模拟结果与图 1(B)实验结果一致 

例在 6 h 内稳步上升(图 6(B)), 而坏死细胞比例在经

过前 4 h的上升期后逐步下降. 在双氧水刺激早期(大
约前 4 h), MAPK 受到的反馈抑制效应较小, 凋亡和

坏死细胞的比例均持续增长. 4 h后, JNK和ERK的活

化消失, 仅剩二次活化的 p38 继续发挥促使坏死向凋

亡的转化作用, 使坏死细胞比例下降. 模拟结果表明, 
不同 MAPK 带来的时序性调控可能是导致凋亡和坏

死时序变化差异性的重要因素. 
综上所述, 快速的反馈抑制能在 6 h内形成MAPK 

(p38)的 2 次活化, 而慢速的抑制效应只能带来一次

瞬时活化(ERK 和 JNK). 模拟结果显示, 尽管 NF-κB
对 MAPK 均有抑制作用, 但是不同的抑制延时带来

了不同的 MAPK 活化的动力学形式. 进一步的模拟

结果表明, 这两个模型均有较高的可信度.  
对死亡模式转换机制的透彻研究, 在急性炎症

临床治疗中有重大意义. 本研究中, 受双氧水刺激的

巨噬细胞死亡模式被证实发生了转换. 众所周知, 先
天性免疫细胞在病原体入侵时可以产生大量的 ROS
以杀灭病菌, 但是过量的 ROS 同样会伤及免疫细胞

本身, 甚至引发其死亡. 幸运的是, 巨噬细胞在氧化

压力下能从坏死转向凋亡, 这一死亡模式转换机制

可以控制坏死细胞的数量, 保护机体免于炎症反应

的扩大化. 本实验的数学模拟结果揭示了该转换受

NF-κB 和 MAPK 调控的可能机制, 为今后的研究工

作指明了方向. 
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