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　　［摘要］　目的　探讨脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）耐受和糖原合成酶激酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）
抑制剂对其功能活性的影响。方法　雄性健康ＳＤ大鼠３６只，随机数字表法分为对照组（ＮＣ）、ＬＰＳ耐受组（ＥＴ）和ＬｉＣｌ处
理组（ＬｉＣｌ），每组１２只；ＬＰＳ耐受组（ＥＴ）于第１、２、３天接受０．０１５、０．０３０和０．０６０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ腹腔注射；ＬｉＣｌ处理组
（ＬｉＣｌ）同样时间点腹腔注射２．５ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ０．２５ｍｌ，饮水含３ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；对照组每天腹腔注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）
０．２５ｍｌ；处理结束后每组再按是否接受致死量ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）攻击而分为 ＬＰＳ攻击前和 ＬＰＳ攻击后２个亚组，ＬＰＳ攻击
后组按１０ｍｇ／ｋｇ腹腔注射ＬＰＳ，ＬＰＳ攻击前亚组等体积的ＰＢＳ腹腔注射，１２ｈ后取材。按照［γ３２Ｐ］放射性掺入法、用液
体闪射仪检测肝组织 ＧＳＫ３激酶总活性，ＲＴＰＣＲ法检测 ＧＳＫ３α、ＧＳＫ３βｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法分析 ＧＳＫ３α／β、
ｐＧＳＫ３α／β蛋白表达，考马斯亮蓝法测定Ｃａｌｐａｉｎ活性，激光共聚焦显微镜下观察ＧＳＫ３亚细胞定位状况。结果　ＬＰＳ攻
击后ＥＴ组ＧＳＫ３活性显著低于ＮＣ组ＬＰＳ攻击前水平［（１３１１±５７），Ｐ＝０．０２３５］，其他各组在ＬＰＳ攻击前后差异无显著
性。ＬＰＳ耐受、ＬｉＣｌ预处理和ＬＰＳ攻击未导致 ＧＳＫ３α和 β的 ｍＲＮＡ表达变化和 ＧＳＫ３α和 β的总蛋白表达变化（Ｐ＞
００５）。ＬＰＳ攻击前，ＮＣ、ＥＴ和ＬｉＣｌ组ＧＳＫ３α磷酸化无显著增加（Ｐ＞０．０５），但 ＬＰＳ攻击后，ＬｉＣｌ组 ＧＳＫ３α磷酸化显著
增加［（３．０７±０．６２），Ｐ＜０．０５］。ＬＰＳ攻击前，ＥＴ和 ＬｉＣｌ组 ＧＳＫ３β磷酸化比 ＮＣ组显著增加［ＥＴ（１．４９±０．２６）；ＬｉＣｌ
（２０５±０．４３），Ｐ＜０．０５］；但ＬＰＳ攻击后，只有ＬｉＣｌ组ＧＳＫ３β磷酸化显著增加［（１．５４±０．３２），Ｐ＜０．０５］。同时，ＬＰＳ耐
受动物经大剂量ＬＰＳ攻击后肝组织ＧＳＫ３α严重降解。ＬＰＳ攻击导致各组与ＬＰＳ攻击前比较Ｃａｌｐａｉｎ显著升高［ＮＣ（２７８±
０．５３）；ＥＴ（２．４５±０．２２）；ＬｉＣｌ（２．３９±０．８６），Ｐ＜０．０５］，但组间比较没有显著差异（Ｐ＞０．０５）。ＧＳＫ３亚细胞定位分析，
ＬＰＳ耐受时胞核内聚集的ＧＳＫ３减少，并主要集中于细胞质内；在不同浓度ＬｉＣｌ刺激下，胞核ＧＳＫ３也可减少，但不显著；
在大剂量ＬＰＳ攻击下，胞核ＧＳＫ３减少，主要集中于细胞质内和胞核周围。结论　ＬＰＳ耐受和ＧＳＫ３抑制剂ＬｉＣｌ预处理
均可导致ＧＳＫ３功能活性改变，但影响和机制并不完全相同，ＬＰＳ耐受的机制可能与抑制ＧＳＫ３激酶活性、诱导ＧＳＫ３磷
酸化、促进ＧＳＫ３α裂解并诱导ＧＳＫ３从胞核向细胞质转移有关。
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０．８６，Ｐ＜０．０５ｗｈｅｎｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅＬＰＳｂｅｆｏｒｅａｔｔａｃｋｇｒｏｕｐ），ｂｕｔｔｈｅｒｅｗａｓｎｏｏｕｔｓｔａｎｄｉｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ
ｂｅｔｗｅｅｎｇｒｏｕｐｓ（Ｐ＞０．０５）．ＴｈｅＧＳＫ３ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｐｏｓｉｔｉｏｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅＧＳＫ３ｇａｔｈｅｒｅｄｉｎｔｈｅ
ｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ｗｈｉｃｈｍａｉｎｌｙｆｏｃｕｓｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍ．Ｗｉｔｈｔｈｅｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎｏｆ
ＬｉＣｌａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓＧＳＫ３ｗａｓａｌｓｏｄｅｃｌｉｎｅｄ，ｂｕｔｎｏｔｓｕｂｓｔａｎｔｉａｌｌｙ．Ｗｉｔｈｌａｒｇｅ
ｄｏｓｅｏｆＬＰＳａｔｔａｃｋ，ｔＧＳＫ３ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ，ａｎｄｍａｉｎｌｙｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄｉｎｔｈｅｃｙｔｏｐｌａｓｍａｎｄ
ｓｕｒｒｏｕｎｄｉｎｇｔｈｅｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＬＰＳｔｏｌｅｒａｎｃｅａｎｄＬｉＣｌｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔｍａｙｃｈａｎｇｅｔｈｅｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙｏｆＧＳＫ３，ｂｕｔｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅａｎｄｍｅｃｈａｎｉｓｍａｒｅｎｏｔｔｏｔａｌｌｙｅｑｕｉｖａｌｅｎｔ．ＴｈｅｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆＬＰＳｔｏｌｅｒａｎｃｅ
ｍａｙｂｅｃｏｎｎｅｃｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｔｒａｉｎｉｎｇＧＳＫ３ｋｉｎａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙ，ｉｎｄｕｃｉｎｇＧＳＫ３ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ，ｐｒｏｍｏｔｉｎｇＧＳＫ３α
ｃｒａｃｋｉｎｇ，ａｎｄｉｎｄｕｃｉｎｇＧＳＫ３ｔｏｔｒａｎｓｆｅｒｆｒｏｍｃｅｌｌｎｕｃｌｅｕｓｔｏｃｙｔｏｐｌａｓｍ．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ；ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ；ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３；ｌｉｖｅｒｉｎｊｕｒｙ

ＳｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｔｈｅＫｅｙＰｒｏｊｅｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｕｎｉｃｉｐａｌＨｅａｌｔｈＢｕｒｅａｕ（２０１１１０８３），ｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＳｏｆｔＳｃｉｅｎｃｅＲｅｓｅａｒｃｈｏｆＹｏｎｇｃｈｕａｎＤｉｓｔｒｉｃｔｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇ
（ＹＣＳＴＣ２０１１ＢＥ５０１３），ａｎｄｔｈｅＰｒｏｊｅｃｔｏｆＹｏｎｇｃｈｕａｎＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ（ＹＪＹＢ２０１１０１９）．Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ：ＹｕＺｈｅｎｇ，
Ｅｍａｉｌ：ｙｕｚｈｅｎｇ１９６０９４＠１６３．ｃｏｍ

　　脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）通过 Ｔｏｌｌ样受体
４（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ４，ＴＬＲ４）激活单核巨噬细胞诱导
炎症反应［１］；大量炎症介质可引发全身炎症反应综合

征（ｓｙｓｔｅｍｉｃｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＳＩＲＳ）、脓
毒症和感染性休克，导致组织损伤和多器官功能障

碍［２－３］。肠源性ＬＰＳ在导致炎症损伤的同时，也诱导
内毒素耐受并减轻器官损伤。内毒素耐受［４－６］（ｅｎｄｏ
ｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ）是指机体或细胞接受小剂量脂多糖
（ＬＰＳ）预处理后能耐受大剂量 ＬＰＳ攻击，它是天然免
疫系统最重要的内源性保护机制。目前认为内毒素耐

受与 ＴＬＲ４信号转导负调控密切相关，ＴＬＲ４通过
ＭｙＤ８８依赖途径激活 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ，抑制 ＮＦκＢ，负性调
控ＴＬＲ４信号转导，维持免疫平衡［７］。因此，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ
是诱导炎症负调控和 ＬＰＳ耐受的关键途径，但其下游
的分子信号机制尚未完全阐明。最近发现［８－１０］ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ下游信号分子糖原合成酶激酶３（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎ
ｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３，ＧＳＫ３）在 Ｔｏｌｌ样受体（Ｔｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｓ，ＴＬＲｓ）信号转导及炎症、休克、脓毒症和多器官损
害中具有重要作用，是炎症相关疾病治疗的关键靶标。

然而ＧＳＫ３在 ＬＰＳ耐受及 ＬＰＳ预处理减轻组织器官
损伤过程中的作用机制还不清楚。根据相关研

究［１１－１２］和已证明大剂量 ＬＰＳ腹腔注射可诱导肝损
伤，ＬＰＳ耐受和ＧＳＫ３抑制剂（ＬｉＣｌ）具有相似的肝保
护效应：①减轻肝组织损伤；②改善肝功能；③抑制炎
症反应。尽管这两种干预措施的交汇点（ｃｒｏｓｓｔａｌｋ）可
能在ＧＳＫ３，但目前还缺乏直接的实验依据。因此，本
实验通过观察肝组织 ＧＳＫ３激酶活性、基因和蛋白表
达、抑制性磷酸化以及 ＧＳＫ３亚细胞定位状况，探讨
ＬＰＳ耐受和 ＧＳＫ３抑制剂对 ＧＳＫ３功能活性的影响
和机制，初步阐明ＧＳＫ３在ＬＰＳ耐受及ＬＰＳ预处理减
轻组织器官损伤中的作用机制。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　健康雄性、体质量（２００±１０）ｇＳＤ大鼠３６只由重庆医科大
学实验动物中心提供；脂多糖 ＬＰＳ购自美国 Ｓｉｇｍａ公司；氯化
锂（ＬｉＣｌ）采用国产分析纯，总蛋白提取 Ｋｉｔ购自上海申能博采
生物科技有限公司；Ｐｒｏｔｅａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｃｏｃｋｔａｉｌ购自上海申能博
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采生物科技有限公司；细胞质／细胞核蛋白提取Ｋｉｔ购自上海申
能博采生物科技有限公司；蛋白定量 Ｋｉｔ购自上海申能博采生
物科技有限公司；［γ３２Ｐ］ＡＴＰ购自北京市福瑞生物工程公司；
ＲＮＡ快速提取 Ｋｉｔ购自北京百泰克生物技术公司；ＲＴＰＣＲＫｉｔ
购自ＴａＫａＲａ公司（中国大连）；兔抗 ｐＧＳＫ３αβ／小鼠抗 ＧＳＫ
３αβ试剂购自美国ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ有限公司。
１．２　实验分组
　　３６只雄性健康 ＳＤ大鼠按随机数字表法分为对照组
（ＮＣ）、ＬＰＳ耐受组（ＥＴ）和ＬｉＣｌ处理组（ＬｉＣｌ），每组１２只；大鼠
适应性喂养１周后进行预处理，ＬＰＳ耐受组（ＥＴ）于实验日程第
１、２、３天依次接受０．０１５、０．０３０和０．０６０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ腹腔注射；
ＬｉＣｌ处理组（ＬｉＣｌ）同样时间点每天腹腔注射 ２．５ｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ
０２５ｍｌ，饮水含３ｍｍｏｌ／ＬＬｉＣｌ；对照组预处理，大鼠适应性喂
养１周，每天腹腔注射磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）０．２５ｍｌ；预处理结
束后每组再按是否接受致死量ＬＰＳ（１０ｍｇ／ｋｇ）攻击而分为ＬＰＳ
攻击前和 ＬＰＳ攻击后 ２个亚组，ＬＰＳ攻击后亚组大鼠接受
１０ｍｇ／ｋｇＬＰＳ腹腔注射，ＬＰＳ攻击前亚组接受等体积的ＰＢＳ腹
腔注射，连续观察１２ｈ后麻醉、活杀、取材。
１．３　肝组织ＧＳＫ３酶活性分析
　　首先取肝组织称量、匀浆，－８０℃低温保存待检测。人工
合成基于ｅＩＦ２Ｂ序列的ＧＳＫ３底物１６肽并经ＨＰＬＣ纯化和ＭＳ
鉴定，按照［γ３２Ｐ］放射性掺入法、用液体闪射仪测定ＧＳＫ３的
激酶总活性。

１．４　基因定量分析
　　提取肝组织总 ＲＮＡ并进行完整性鉴定、纯度分析和核酸
定量。按序列ＮＭ＿００１０３１６６７．１和 ＮＭ＿０１９８２７．６分别设计引
物ＧＳＫ３α上游引物：５′ＡＡＡＣＧＡＧＧＧＡＡＣＴＧＧＴＧＧ３′，下游引
物：５′ＴＣＡＧＧＴＧＧＴＧＴＣＣＧＡＧＡＴＴ３′和 ＧＳＫ３β上游引物：５′
ＣＡＡＣＡＡＧＧＧＡＧＣＡＡＡ３′，下游引物：５′ＧＣＧＴＧＡＧＧＡＧＧＧＡＴＡ
ＡＧＧ３′以ＧＡＰＤＨ为内参照基因（ＮＭ＿００８０８４．２），人工合成相
应引物，ＧＡＰＤＨ３′上游引物：５′ＧＣＣＴＴＣＴＣＣＡＴＧＧＴＧＧＴＧＡＡ
３′，下游引物：５′ＧＧＴＣＧＧＴＧＴＧＡＡＣＧＧＡＴＴＴＧ３′采用两步法
ＲＴＰＣＲ进行ＧＳＫ３α（长度７０６ｂｐ）、ＧＳＫ３β（长度３０９ｂｐ）ｍＲ
ＮＡ半定量分析。
１．５　总蛋白、蛋白磷酸化和蛋白裂解分析
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法。提取肝组织总蛋白并用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ法
定量，用１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ分离总蛋白，湿转法将蛋白质转移到
ＰＶＤＦ膜，以 ＧＳＫ３α／β、ｐＧＳＫ３α／β和 βａｃｔｉｎ等第一抗体杂
交，化学发光法检测免疫复合物。用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ４．４软件进
行蛋白半定量分析。以酪蛋白为底物，按照考马斯亮蓝法在９６
孔板上用全自动酶标仪测定Ｃａｌｐａｉｎ活性［１３］。

１．６　ＧＳＫ３亚细胞定位分析
　　培养 ＲＡＷ２６４．７细胞，ＥＴ组经０、１０、１００、１０００ｎｇ／ｍｌ的
ＬＰＳ刺激１２ｈ，ＬｉＣｌ组经０、１０、２５和５０ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＬｉＣｌ预处理
１２ｈ后ＬＰＳ（１μｇ／Ｌ）刺激，对照组用ＰＢＳ替代，１２ｈ后以ＧＳＫ３
单克隆抗体进行免疫荧光染色，ＤＡＰＩ核复染，在激光共聚焦显
微镜下观察ＧＳＫ３亚细胞定位状况。
１．７　统计学分析
　　应用ＳＰＳＳ１７．００统计软件进行分析，数据以 珋ｘ±ｓ表示，采
用方差分析。

２　结果

２．１　ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理对肝组织ＧＳＫ３总活性的影响
　　ＬＰＳ攻击前，ＮＣ、ＥＴ和ＬｉＣｌ组ＧＳＫ３活性组间比较无显著
差异（Ｐ＞０．０５）；ＬＰＳ攻击后，各组间比较也无显著差异（Ｐ＞
００５）。ＬＰＳ攻击后，ＥＴ组 ＧＳＫ３活性显著低于 ＮＣ组 ＬＰＳ攻
击前水平［（１３１１±５７），Ｐ＝０．０２３５］，但作为阳性对照的 ＬｉＣｌ
组，ＧＳＫ３活性在ＬＰＳ攻击后与ＮＣ组攻击前后均不差异（Ｐ＞
０．０５），提示在ＬＰＳ耐受时 ＧＳＫ３活性的抑制并不完全由抑制
性磷酸化介导

２．２　ＧＳＫ３基因表达变化
　　ＬＰＳ攻击前后，ＧＳＫ３α、βｍＲＮＡ表达组间比较及组内比
较均无显著变化（Ｐ＞０．０５）。见表１。

表１　ＬＰＳ攻击前后肝组织ＧＳＫ３αβｍＲＮＡ水平分析（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
ＧＳＫ３α ＧＳＫ３β

组别
ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后

ＮＣ组 １．００±０．００ １．０３±０．１１ １．００±０．００ １．２０±０．３０
ＥＴ组 １．０９±０．１３ １．１７±０．１３ １．２１±０．２１ １．２９±０．２６
ＬｉＣｌ组 １．３５±０．１４ １．３９±０．２６ １．４３±０．１９ １．４５±０．３０

２．３　ＧＳＫ３蛋白水平变化
２．３．１　ＧＳＫ３蛋白表达　　ＬＰＳ攻击前后，各组 ＧＳＫ３α和
ＧＳＫ３β总蛋白表达量组间和组内比较均无显著差异（Ｐ＞００５），
提示ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理不改变ＧＳＫ３蛋白表达（图１，表２）。
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１：ＬＰＳ攻击前 ＮＣ组；２：ＬＰＳ攻击前 ＥＴ组；３：ＬＰＳ攻击前 ＬｉＣｌ组；
４：ＬＰＳ攻击后ＮＣ组；５：ＬＰＳ攻击后ＥＴ组；６：ＬＰＳ攻击后ＬｉＣｌ组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＰＳ攻击前后肝组织ＧＳＫ３α、β蛋白表达

表２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＰＳ攻击前后肝组织ＧＳＫ３αβ蛋白
表达灰度比值（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ＧＳＫ３α ＧＳＫ３β
组别

ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后
ＮＣ组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
ＥＴ组 １．０２±０．２５ ０．９１±０．１８ １．１１±０．１３ １．０４±０．２１
ＬｉＣｌ组 １．１３±０．２１ ０．９４±０．１７ １．０６±０．２２ ０．９０±０．１８

２．３．２　ＧＳＫ３磷酸化（ｐＧＳＫ３）分析　　ＬＰＳ攻击前，各组
ＧＳＫ３α磷酸化无显著增加（Ｐ＞０．０５），但 ＬＰＳ攻击后，ＬｉＣｌ组
ＧＳＫ３α磷酸化显著增加（Ｐ＜０．０５）。ＬＰＳ攻击前，ＥＴ和 ＬｉＣｌ
组ＧＳＫ３β磷酸化比 ＮＣ组显著增加（Ｐ＜０．０５）；但 ＬＰＳ攻击
后，只有ＬｉＣｌ组ＧＳＫ３β磷酸化显著增加（Ｐ＜０．０５），见表３。

表３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＬＰＳ攻击前后肝组织ｐＧＳＫ３αβ蛋白
表达灰度比值（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

ｐＧＳＫ３α ｐＧＳＫ３β
组别

ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后 ＬＰＳ攻击前 ＬＰＳ攻击后
ＮＣ组 １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００ １．００±０．００
ＥＴ组 １．０２±０．２６ １．４８±０．３３ １．４９±０．２６ａ ０．９０±０．２３
ＬｉＣｌ组 １．１７±０．３７ ３．０７±０．６２ａ ２．０５±０．４３ａ １．５４±０．３２ａ

ａ：Ｐ＜０．０５，与ＮＣ组比较
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２．４　ＧＳＫ３α被部分裂解
　　ＥＴ组大鼠接受ＬＰＳ攻击后，ＧＳＫ３α出现比 ＮＣ和 ＬｉＣｌ组
严重的裂解，而ＧＳＫ３β裂解并不明显（图２）。
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１：ＬＰＳ攻击前 ＮＣ组；２：ＬＰＳ攻击前 ＥＴ组；３：ＬＰＳ攻击前 ＬｉＣｌ组；
４：ＬＰＳ攻击后ＮＣ组；５：ＬＰＳ攻击后ＥＴ组；６：ＬＰＳ攻击后ＬｉＣｌ组

图２　ＬＰＳ攻击后ＥＴ组ＧＳＫ３α蛋白裂解分析

２．５　肝组织Ｃａｌｐａｉｎ活性分析
　　本研究检测了ＬＰＳ攻击前后肝组织Ｃａｌｐａｉｎ活性，发现ＬＰＳ
攻击前，各组Ｃａｌｐａｉｎ活性无显著差异（Ｐ＞０．０５），ＬＰＳ攻击后
虽然各组肝组织 Ｃａｌｐａｉｎ活性均显著增加［ＮＣ（２．７８±０．５３）；
ＥＴ（２．４５±０．２２）；ＬｉＣｌ（２．３９±０．８６），Ｐ＜０．０５］，但组间比较无
显著差异（Ｐ＞０．０５），提示尽管大剂量ＬＰＳ攻击可导致Ｃａｌｐａｉｎ
活性增强，但这种活性的增强与ＬＰＳ或ＬｉＣｌ预处理效应无关。

２．６　ＧＳＫ３亚细胞定位分析
　　发现ＲＡＷ２６４．７巨噬细胞正常状态ＧＳＫ３定位于细胞质和
细胞核，以细胞质分布为主。ＬＰＳ耐受时，胞核内聚集的 ＧＳＫ３
减少，并主要集中于细胞质内；而在不同浓度ＬｉＣｌ刺激下，也可
见胞核ＧＳＫ３减少，但不如ＬＰＳ耐受和ＬＰＳ攻击后的减少明显；

在大剂量ＬＰＳ攻击下，胞核 ＧＳＫ３也减少，ＧＳＫ３主要集中于
细胞质内和细胞核周围。见图３。

３　讨论

　　从理论上讲，ＬＰＳ耐受可能通过激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ导
致 ＧＳＫ３抑制性磷酸化，从而产生功能活性改
变［１４－１５］。但目前没有直接证据表明 ＬＰＳ耐受能改变
ＧＳＫ３的功能活性，并因此而产生器官保护效应［１６］。

本实验采用 ＬＰＳ预处理诱导 ＬＰＳ耐受后观察肝组织
ＧＳＫ３功能活性改变。氯化锂（Ｌｉｔｈｉｕｍ Ｃｈｌｏｒｉｄｅ，
ＬｉＣｌ）被广泛用于体内外研究，它能双重抑制ＧＳＫ３活
性［１７］：抑制ＧＳＫ３对底物的磷酸化修饰；阻止磷酸化
ｐＧＳＫ３去磷酸化而转变成活性 ＧＳＫ３。因此本研究
中首选ＬｉＣｌ作为ＧＳＫ３抑制剂，作为考察ＧＳＫ３抑制
剂保护器官功能的反向验证实验，着重对 ＧＳＫ３基因
和蛋白表达、抑制性磷酸化水平、蛋白分解状况以及亚

细胞定位等方面进行考察。

３．１　ＬＰＳ耐受和ＬｉＣｌ预处理对ＧＳＫ３激酶活性的影响
　　发现在ＬＰＳ攻击之前，各组动物肝组织 ＧＳＫ３活
性无显著差异，但 ＬＰＳ攻击之后 ＧＳＫ３活性均有降
低，其中ＥＴ组的降低具有统计学意义。提示ＬＰＳ攻击
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图３　激光共聚焦分析ＲＡＷ２６４．７细胞不同处理因素对ＧＳＫ３亚细胞定位情况
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可抑制 ＧＳＫ３活性，而 ＬＰＳ耐受强化了这种抑制效
应［１８］。但作为抑制性磷酸化的阳性对照，ＬｉＣｌ预处理
并未显著抑制ＬＰＳ攻击导致的 ＧＳＫ３活性改变，暗示
ＬＰＳ耐受导致的ＧＳＫ３活性抑制并不完全由抑制性磷
酸化所介导。

３．２　ＬＰＳ耐受和 ＬｉＣｌ预处理对 ＧＳＫ３基因和蛋白的
影响

　　关于基因和蛋白定量，我们在 ＬＰＳ预处理及同期
ＬｉＣｌ阳性对照实验中，均未观察到 ＧＳＫ３在基因和蛋
白水平的表达变化。提示 ＧＳＫ３功能活性调控可能
不发生在转录因子水平，ＬＰＳ预处理导致的 ＧＳＫ３激
酶活性抑制并非基于基因和蛋白表达的调控。

　　我们在ＧＳＫ３两个亚型磷酸化分析中发现：在ＥＴ
组，尽管ＬＰＳ预处理及随后的ＬＰＳ攻击均未导致ＧＳＫ３α
磷酸化；但导致了ＧＳＫ３β磷酸化。同时，ＬｉＣｌ阳性对
照组在预处理及随后的 ＬＰＳ攻击中，均导致 ＧＳＫ３β
磷酸化，但只有 ＬｉＣｌ预处理联合 ＬＰＳ攻击才导致了
ＧＳＫ３α磷酸化。这提示，ＧＳＫ３α和 β对磷酸化抑制
的敏感性存在差异，ＧＳＫ３β更敏感而易于发生抑制性
磷酸化。

　　此外，ＬＰＳ预处理和随后的 ＬＰＳ攻击均未导致
ＧＳＫ３α显著磷酸化，但作为阳性对照 ＬｉＣｌ却能在预
处理联合ＬＰＳ攻击后导致ＧＳＫ３α磷酸化。提示在本
实验条件下，ＬＰＳ预处理或 ＬＰＳ耐受对 ＧＳＫ３的磷酸
化抑制弱于 ＬｉＣｌ。但问题在于，ＧＳＫ３激酶活性的下
降却见于ＬＰＳ耐受动物。这些结果提示，ＬＰＳ耐受动
物出现的ＧＳＫ３激酶活性下降并不完全由抑制性磷
酸化所介导，ＬＰＳ耐受和 ＧＳＫ３抑制剂导致 ＧＳＫ３功
能活性抑制的机制并不完全相同。

　　值得注意的是，ＬＰＳ预处理动物在接受大剂量
ＬＰＳ攻击后，出现 ＧＳＫ３α的明显裂解（不是彻底降
解），而ＧＳＫ３β以及其他实验组没有类似表现。这一
结果提示，ＬＰＳ耐受时 ＧＳＫ３激酶活性下降有可能跟
ＧＳＫ３α严重裂解有关。新近发现［１３］Ｃａｌｐａｉｎ能将
ＧＳＫ３α和β部分裂解并在 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验中出现
相对分子质量为（４０～４２）×１０３的 ＧＳＫ３片断，裂解
反应发生在 ＧＳＫ３β则增强 ＧＳＫ３激酶活性，但发生
在 ＧＳＫ３α的 Ｃａｌｐａｉｎ裂解并不增加激酶活性。研
究［１９－２１］表明，ＧＳＫ３的彻底降解由 ＧＳＫ３磷酸化、泛
素化以及泛素蛋白酶体系统完成，而 Ｃａｌｐａｉｎ对蛋白
的初步裂解是发生于泛素蛋白酶体上游的事件，并能
促进蛋白酶体依赖的蛋白降解过程。因此，我们推测

ＬＰＳ耐受ＬＰＳ攻击下ＧＳＫ３α严重裂解可能是ＧＳＫ３α
被Ｃａｌｐａｉｎ裂解、且将走向彻底降解进而降低 ＧＳＫ３
激酶活性的一个重要环节；尽管大剂量 ＬＰＳ攻击可导
致Ｃａｌｐａｉｎ活性增强，但这种活性的增强与ＬＰＳ或ＬｉＣｌ

预处理效应无关 。

３．３　ＬＰＳ耐受和 ＬｉＣｌ预处理对 ＧＳＫ３细胞亚定位的
影响

　　资料［２２－２３］显示 ＧＳＫ３主要定位在细胞质，但可
进入细胞核、线粒体和生长锥（ｇｒｏｗｔｈｃｏｎｅ）等亚细胞
结构，或与这些结构结合，活化状态的 ＧＳＫ３可进入
细胞核而发挥调控功能。本研究发现，正常状态ＧＳＫ３
定位于细胞质和胞核，以细胞质分布为主。但在 ＬＰＳ
耐受时，细胞核内 ＧＳＫ３明显减少，主要集中于细胞
质；在大剂量 ＬＰＳ攻击下，胞核 ＧＳＫ３也显著减少，
ＧＳＫ３主要聚集于细胞质内、细胞核周围；在不同浓度
ＬｉＣｌ刺激下细胞核 ＧＳＫ３也有减少，但不如 ＬＰＳ耐受
或攻击导致的减少明显。这提示，生理条件下，有部分

活化状态的ＧＳＫ３存在于胞核；但 ＬＰＳ预处理或大剂
量ＬＰＳ攻击可导致 ＧＳＫ３从胞核转移到细胞质。此
外我们还发现，ＲＡＷ２６４．７对照细胞和 ＬｉＣｌ处理细胞
的细胞核内都有较多 ＧＳＫ３分布。考虑到 ＬｉＣｌ是
ＧＳＫ３抑制性磷酸化的阳性对照，但ＬｉＣｌ组细胞ＧＳＫ３
出核变化并不显著，提示 ＬＰＳ预处理或大剂量 ＬＰＳ攻
击所导致的 ＧＳＫ３出核转移，很可能是转录下调的一
个征象，但出核机制可能难以完全用抑制性磷酸化来

解释。

　　研究［２４－２６］表明：尽管无血清培养过程并不改变

ＧＳＫ３表达量，但可导致非结合状态ＧＳＫ３增多，而诱
导ＧＳＫ３向核内聚集；ＬｉＣｌ处理不能抑制促凋亡刺激
诱导的ＧＳＫ３核内转移。因此，ＬＰＳ预处理或大剂量
ＬＰＳ攻击所导致的 ＧＳＫ３出核反应，可能是由于 ＬＰＳ
刺激导致了 ＧＳＫ３功能状态的改变或复合体性质的
改变，从而增加了 ＧＳＫ３与细胞质蛋白的结合率，导
致核内ＧＳＫ３减少［２７］。对照细胞和 ＬｉＣｌ处理细胞核
内都有较多ＧＳＫ３聚集的原因，可能与实验前２４ｈ的
无血清培养有关，而非单纯的 ＧＳＫ３磷酸化抑制所
为［２１，２８］。ＧＳＫ３出核反应可能是 ＬＰＳ耐受抑制炎症
的分子基础［２９－３０］。

　　综上所述，本实验发现，ＬＰＳ耐受和ＬｉＣｌ预处理均
可导致ＧＳＫ３功能活性改变。ＬＰＳ耐受可抑制 ＧＳＫ３
活性、诱导 ＧＳＫ３磷酸化、促进 ＧＳＫ３α裂解并诱导
ＧＳＫ３从细胞核向细胞质转移；而 ＬｉＣｌ预处理可导致
ＧＳＫ３抑制性磷酸化，但对 ＧＳＫ３裂解和亚细胞定位
的影响不如ＬＰＳ耐受明显。ＬＰＳ耐受导致ＧＳＫ３活性
下降的主要原因可能跟抑制性磷酸化和 Ｃａｌｐａｉｎ活性
升高都有关。

　　尽管ＬＰＳ和ＬｉＣｌ预处理改变了ＧＳＫ３功能活性，
而这种功能活性的改变很可能是 ＬＰＳ耐受及其器官
保护效应的分子基础。研究ＬＰＳ和ＧＳＫ３抑制剂ＬｉＣｌ
预处理对 ＧＳＫ３功能活性的影响，有望阐明 ＧＳＫ３在
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内毒素耐受及其多器官保护效应中的作用机制，并为

ＧＳＫ３抑制剂的临床应用提供实验依据。
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