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过表达对
,./

诱导的
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细胞
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活性的影响"
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"第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所!重庆
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摘
!

要"目的
!

研究单免疫球蛋白白介素
)!

受体相关蛋白"

/V*VZZ

$对内毒素"

,./

$诱导的人气道上皮
?"D"

细胞核转录因

子
)

'

`

"

-U)

'

`

$活性影响&方法
!

将含有
/V*VZZM(-'

全长的真核表达载体瞬时转染
?"D"

细胞
"2<

后!用
cGFKGJ8R9CK

的方

法检测
/V*VZZ

在细胞内的表达水平!同时设立空载体转染组作为对照&另外!于转染
"2<

后给予
,./

刺激!分别于加入
,./

后

5

'

@

'

!"

'

"2<

收集细胞质'细胞核蛋白和培养上清液!用
cGFKGJ8R9CK

的方法检测各时间点细胞质和细胞核中
-U)

'

`

蛋白水平变

化!用
&,V/'

的方法检测各时间点培养上清液中
=-U)

#

和
V,)@

水平&结果
!

在给予
,./

刺激前!用质粒瞬时转染的方法使
/V)

*VZZ

在
?"D"

细胞中过表达可以显著抑制
-U)

'

`

的转录活性!同时抑制
,./

诱导的细胞因子
=-U)

#

和
V,)@

的产生&结论
!

过

表达
/V*VZZ

可减轻
?"D"

细胞对
,./

诱导的炎症反应!这可能与
/V*VZZ

抑制
,./)=,Z2

信号传导而减少
-U)

'

`

的活化有关&

调控
/V*VZZ

的表达有望成为新的治疗急性肺损伤"

',V

$等炎症失控性疾病的靶点&

关键词"内毒素类#单免疫球蛋白白介素
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急性肺损伤$
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&"急性呼吸窘迫综合
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+MOKGJGF
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B7FKJGFFF

N

8BJC6G
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'Z(/

&是临床常见的

危急重症(由于目前缺乏特异性治疗手段#病死率仍居高不

下*

!

+

(过往对
',V

"

'Z(/

的研究多聚焦在肺泡上皮细胞)肺

血管内皮细胞以及肺内多种炎症细胞上#而近期研究表明#气

道上皮细胞作为第一道接触刺激因素的防御细胞亦参与了

',V

"

'Z(/

的发病#在该疾病的发生)发展中扮演了重要角

色*

"

+

(核转录因子
)

'

`

$

8OM9G+JKJ+8FMJ7

I

K7C8L+MKCJ)

'

`

#

-U)

'

`

&

参与多种细胞因子和炎症介质基因的转录调控#

-U)

'

`

过度活

化后#必然会启动系列炎性细胞因子的表达和炎症级联反应#

介导
',V

等器官损伤*

5

+

(单免疫球蛋白白介素
)!

受体相关蛋

白$

F78

3

9G766O8C

3

9CR78V,)!JGMG

I

KCJJG9+KGB

I

JCKG78

#

/V*VZZ

&

是新近发现的
=C99

样受体"白介素
)!

受体$

=C99974GJGMG

I

KCJ

"

V8KGJ9GO478)!

#

=,Z

"

V,)!

&超家族成员之一#研究表明
/V*VZZ

能通过与
=,Z

"

V,)!

及其下游的接头分子相互作用#而抑制

V,)!

和内毒素$
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I

C

I

C9

N

F+M<+JJ7BG

#

,./

&信号通路*

2

+

(本研究

以阳离子脂质体为介导#上调
/V*VZZ

在人气道上皮细胞系

?"D"

细胞中的表达#观察
/V*VZZ

过表达后对
,./

诱导的

?"D"

细胞
-U)

'

`

活性以及
-U)

'

`

下游靶基因
=-U)

#

和
V,)@

的影响#以期为
',V

"

'Z(/

的治疗提供更多的理论依据(

@

!

材料与方法

@#@

!

材料
!

?"D"

细胞购自中国科学院上海细胞所#

I

&*U.)

-!

空真核表达载体$

W9C8=GM<

&由本室保存#

/V*VZZ)&*U.

真

核表达载体由本室成功构建*

Y

+

(

,7

I

CLGMK+678G

=1

"$$$

和
>

I

)

K7)1&1

无 血 清 培 养 基 购 自 美 国
V8Q7KJC

3

G8

公 司#

,./

$

&MC79$!!!

!

2̀

&购自美国
/7

3

6+

#高糖
Z.1V!@2$

培养基和胎

牛血清$

Ù /

&均为
?

N

M9C8G

公司产品(人
=-U)

#

和
V,)@

&,V/'

试剂盒购自深圳达科为生物技术公司(细胞质和细胞

核蛋白提取试剂盒为
'MK7QG1CK7L

公司产品(抗人
/V*VZZ

抗

体)抗
-U)

'

`

I

@Y

抗体以及
.̂ (U

膜购自
/+8K+WJOd

公司(抗

人
*'.(?

抗体)增强型
&W,

发光试剂盒)蛋白定量
Ẁ'

法

试剂盒和细胞总蛋白提取试剂盒均为碧云天生物技术公司

产品(

@#A

!

方法

"5%

重庆医学
"$!!

年
5

月第
2$

卷第
:

期

"

基金项目"国家自然科学基金资助项目$
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!

细胞培养与转染
!

?"D"

细胞维持在含
!$AÙ /

的

Z.1V!@2$

完全培养基)

5%[

)

YAW>

"

孵育箱中(转染前
!B

以
5e!$

Y

"孔接种至
@

孔板中#待细胞达到
D$A

的融合度时#

按照
,7

I

CLGMK+678G

=1

"$$$

说明书进行转染(每孔
/V*VZZ)

&*U.

真核表达载体质粒
(-'

用量为
2

"

3

#

,7

I

CLGMK+678G

=1

"$$$

用量为
!$

"

,

(以
I

&*U.)-!

空真核表达载体替换
/V)

*VZZ)&*U.

作为空转染对照组(转染
@<

后#更换为含
!$A

Ù /

的
Z.1V!@2$

完全培养基继续培养
"2<

#备用后继实验(

@#A#A

!

/V*VZZ

蛋白表达的检测
!

按上述方法接种转染细胞#

分为两组!

/V*VZZ)&*U.

转染组和
I

&*U.)-!

空转染组#转

染
"2<

后收集细胞(用碧云天细胞总蛋白提取试剂盒提取细

胞总蛋白#并按蛋白定量
Ẁ'

法试剂盒说明书进行蛋白浓度

测定#样品与
Ye

上样缓冲液混合煮沸变性
Y678

#每个样本上

样量为
"Y

"

,

#行常规
cGFKGJ8R9CK

检测(简述如下!等量的蛋

白行
!"A

聚丙烯凝胶电泳$恒压
D$^

#

!#Y<

&#切下所需的分

离胶#将同样大小的
.̂ (U

膜依次用甲醇和电转缓冲液处理

后#按照滤纸)膜)胶)滤纸的顺序依次铺放在半干电转仪的工

作台上#再用电转缓冲液充分润湿滤纸)胶和膜后#接通电源恒

压
!%^

#

!<

(转膜结束后#将
.̂ (U

膜取出用
YA

脱脂奶粉
5%

[

封闭
"<

#与一抗
2[

孵育过夜#洗膜
5

次后与辣根过氧化物

酶标记的二抗
5%[

孵育
"<

#同前洗膜
5

次后#用增强型
&W,

发光试剂盒显影#并用
*̀ CH)?Z

凝胶分析仪扫描图像#行灰

度分析(计算待测条带灰度值与内参
*'.(?

灰度值的

比值(

@#A#B

!

-U)

'

`

活性的检测
!

同上将
?"D"

细胞接种于
@

孔板

中并按上述方法进行脂质体转染#共分为两组!

/V*VZZ)&*U.

转染组和
I

&*U.)-!

空转染组(转染
"2<

后#加入
,./

$终浓

度为
!

"

3

"

6,

&(分别于加入
,./

后
5

)

@

)

!"

)

"2<

收集细胞#

参照
'MK7QG1CK7L

公司说明书#提取细胞质和细胞核蛋白#同前

处理样本行
cGFKGJ8R9CK

检测(并用
*̀ CH)?Z

凝胶成像系统

扫描图像#行灰度分析#各组以
-U)

'

`

I

@Y

细胞核灰度值与细

胞质灰度值的比值表示
-U)

'

`

活化水平(

@#A#C

!

培养上清液中
=-U)

#

和
V,)@

含量检测
!

同上将

?"D"

细胞接种于
@

孔板中并按上述方法进行脂质体转染#共

分为两组!

/V*VZZ)&*U.

转染组和
I

&*U.)-!

空转染组(转

染
"2<

后#加入
,./

$终浓度为
!

"

3

"

6,

&(分别于加入
,./

后
5

)

@

)

!"

)

"2<

收集细胞培养上清液#用
=-U)

#

和
V,)@

&,V/'

试剂盒检测
=-U)

#

和
V,)@

浓度#具体操作参照说明书

进行(每个样本设置
5

个复孔#检测结果取平均值(

@#B

!

统计学处理
!

应用
/.//!$#$

统计软件进行统计分析(

计量数据均以
,\=

表示#各组间均数比较采用单因素方差分

析#组间两两比较采用
/-0)

S

检验(以
:

$

$#$Y

为差异有统

计学意义(

A

!

结
!!

果

A#@

!

/V*VZZ

蛋白表达
!

将重组质粒
/V*VZZ)&*U.

转染人

气道上皮
?"D"

细胞株
"2<

后#提取细胞总蛋白行
cGFKGJ8

R9CK

检测#并以转染空载体
I

&*U.)-!

作对照#可见
/V*VZZ)

&*U.

转染组的
?"D"

细胞过表达
/V*VZZ

#两组灰度值比较

差异有统计学意义$

:

$

$#$Y

&#见图
!

(

A#A

!

-U)

'

`

活性检测
!I

&*U.)-!

空转染组在
,./

刺激后

-U)

'

`

活性显著高于正常细胞#而转染
/V*VZZ)&*U.

重组质

粒的细胞其
-U)

'

`

活性在各时间点均显著低于
.&*U.)-!

空

转染组$

:

$

$#$Y

&#与正常
?"D"

细胞相比
-U)

'

`

活性略有升

高#但差异无统计学意义$

:

%

$#$Y

&#见图
"

(

A#B

!

=-U)

#

)

V,)@

含量检测
!

两组细胞培养上清液中
=-U)

#

和
V,)@

含量比较见图
5

(在
,./

刺激后的各个时间点以内#

.&*U.)-!

空转染组
=-U)

#

和
V,)@

水平显著高于正常细胞#

而重组质粒
/V*VZZ)&*U.

转染细胞即过表达
/V*VZZ

的

?"D"

细胞释放
=-U)

#

和
V,)@

的水平显著低于
.&*U.)-!

空

转染组$

:

$

$#$Y

&#且在
"2<

时间点时已接近正常细胞水平(

!!

"

!

:

$

$#$Y

#与
I

&*U.)-!

空转染组比较(

图
!

!!

cGFKGJ8R9CK

检测
?"D"

细胞中
/V*VZZ

的蛋白表达

!!

"

!

:

$

$#$Y

#与
/V*VZZ)&*U.

转染组比较(

图
"

!!

/V*VZZ

对
,./

诱导的
-U)

'

`

转录活性的影响

!!

"

!

:

$

$#$Y

#与
/V*VZZ)&*U.

转染组比较(

图
5

!!

/V*VZZ

对
?"D"

细胞培养上清液中
=-U)

#

$

'

%和

V,)@

$

`

%含量的影响

B

!

讨
!!

论

=,ZF

是固有免疫系统中的主要病原模式受体之一#

=,ZF

通路的激活在全身性炎症反应和天然防御免疫中起着

重要作用*

@

+

(但是过度的
=,Z

应答会引发抗炎与致炎间的失

衡导致机体损伤(当病原相关分子与
=,ZF

结合#髓样分化

I

::

$

6

N

G9C7BB7LLGJG8K7+K7C8

I

::

#

1

N

(::

&通过其
=C99)

白介素受

体$

=VZ

&同源结构域与
=,ZF

的相应结构域相互作用#随后

1

N

(::

通过其死亡结构域募集具有相同死亡结构域的
V,)V

受

体相关激酶$

V,)!Z)+FFCM7+KGB478+FG

#

VZ'0

&#导致
VZ'0

自身

磷酸化#自身磷酸化的
VZ'0

与
=-U

受体相关因子
@

$

=-U

JGMG

I

KCJ)+FFCM7+KGBL+MKCJ@

#

=Z'U@

&形成复合物#进而导致
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=Z'U@

寡聚化(寡聚化后#再与转移生长因子
$

激酶
!

$

KJ+8FLCJ678

3 3

JCPK<L+MKCJ)

$

)+MK7Q+KGB 478+FG!

#

='0!

&)

='0!

结合蛋白
!

$

='0!)R78B78

3I

JCKG78!

#

='̀ !

&及
='0!

结合蛋白
"

$

='0!)R78B78

3I

JCKG78"

#

='̀ "

&相互作用#

='0!

磷酸化#

V

'

`

激酶$

V00

&和
M)bT--

末端激酶$

b-0

&激活#使

-U)

'

`

和转录因子$

+MK7Q+KCJ

I

JCKG78)!

#

'.)!

&活化#产生前炎

性细胞因子#导致炎症级联反应发生#最终导致组织器官受

损*

%

+

(而肺脏由于是全身血液过滤器#又富含巨噬细胞#因此

肺脏往往是最先受累的器官#临床表现为
'Z(/

(

为避免有害和不适宜的炎症反应#机体尚有相应的
=,ZF

信号通路负调控成分来维持
=,ZF

信号通路活化与抑制间的

平衡#保证机体免疫反应的适度和稳定*

:

+

(有研究发现#

/V)

*VZZ

在
V,)!

或
,./

的作用下#能以配体依赖的方式分别与

V,)!Z

或
=,Z2

受体复合物$

1

N

(::

)

V,)!Z

)

=,Z2

)

=Z'U@

及

VZ'0

&短暂结合而抑制
V,)!

与
,./

信号传导#进而减少
-U)

'

`

的活化*

D

+

(因此#本研究假设在
,./

刺激气道上皮
?"D"

细胞前#先以脂质体作为介导#用
/V*VZZ)&*U.

重组质粒转

染细胞#增强
/V*VZZ

在
?"D"

细胞中的表达应该可以减少

,./

诱导的
-U)

'

`

的活化(

-U)

'

`

未被激活时与
V

'

)̀

#

形成

一个复合物#分布在细胞质中(在炎性细胞因子)生长因子)趋

化因子以及
,./

等的刺激下#

V

'

)̀

#

的
/GJ5"

和
/GJ5@

位点被

磷酸化#随后被泛素
)

蛋白酶体途径降解(

-U)

'

`

与
V

'

)̀

#

解聚

后#其核定位序列被暴露#从而易位到细胞核内促进
-U)

'

`

依

赖的基因转录*

5

+

(本研究用
/V*VZZ)&*U.

重组质粒转染

?"D"

细胞
"2<

#增强
/V*VZZ

在细胞内的表达后再给予
,./

刺激#同时以
I

&*U.)-!

空载体转染
?"D"

细胞为对照(

cGFKGJ8R9CK

检测结果显示#与
I

&*U.)-!

空转染组比较#各

时间点转染
/V*VZZ)&*U.

重组质粒的细胞其
-U)

'

`

核易位

显著减少#即转染
/V*VZZ)&*U.

重组质粒的细胞其
-U)

'

`

活

性在各时间点均显著低于
I

&*U.)-!

空转染组(这一结果证

实了前面本研究提出的假设(

-U)

'

`

是已被证实参与炎症反应并且介导多种炎性细胞

因子激活的转录因子之一#是多种信号传导途径的汇聚点#在

调控炎症反应的基因表达方面起关键性作用*

!$)!"

+

(

=-U)

#

是

-U)

'

`

非常重要的下游靶基因#在炎性反应中具有始动和关键

的促炎免疫作用#可进一步触发其他炎症介质的释放#如
V,)@

%

=-U)

#

还可以激活诱导型一氧化氮合酶#导致过氧化亚硝酸

阴离子形成而损伤肺泡上皮细胞和肺微血管内皮细胞*

!5

+

(

V,)@

可促进炎症急性期反应#诱导
`

细胞生长)分化并产生免

疫球蛋白#形成免疫复合物#同时还能刺激肺微血管表达黏附

分子#促进中性粒细胞聚集#加重肺损伤*

!2

+

(本研究通过

&,V/'

法检测了
,./

刺激后
?"D"

细胞培养上清液中
=-U)

#

和
V,)@

的水平#结果发现重组质粒
/V*VZZ)&*U.

转染细胞即

过表达
/V*VZZ

的
?"D"

细胞释放
=-U)

#

和
V,)@

的水平显著

低于
.&*U.)-!

空转染组#这一现象应该归因于
/V*VZZ

过表

达对
-U)

'

`

活化的抑制(

以往研究一直认为气道上皮细胞并非
',V

"

'Z(/

发病中

的参与细胞#但是近年研究表明#气道上皮细胞是最先接触刺

激因素的防御细胞#可作为局部和全身炎症的炎性启动子以及

活跃的炎症介质产生者在
',V

"

'Z(/

的发病中起着重要作

用*

!Y

+

(因此抑制气道上皮细胞对
,./

)细菌代谢物等炎症刺

激物的炎症反应将会减少气道上皮细胞对炎症的始动和促进

作用(本实验通过质粒转染的方法上调负调控因子
/V*VZZ

的表达#抑制了气道上皮
?"D"

细胞对
,./

诱导的
-U)

'

`

活

化和炎性细胞因子
=-U)

#

)

V,)@

的释放(虽然
/V*VZZ

的确切

作用尚需进一步体内实验来验证#但是目前的研究结果为治疗

',V

"

'Z(/

等其他炎症失控性疾病提供了新的思路和理论
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