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脂多糖作用大鼠肺泡巨噬细胞糖皮质激素受体表达及活性变化

钱　频 ,张　芳 ,钱桂生 ,陈维中　　(第三军医大学新桥医院全军呼吸内科研究所 ,全军呼吸病研究重点实验室, 重庆 400037)

　　提　要:目的　探讨脂多糖作用大鼠肺泡巨噬细胞 24 h内 , 糖皮质激素受体表达及活性变化特点。方法　将原代培

养的大鼠肺泡巨噬细胞分为脂多糖致伤组和地塞米松治疗组 , 采用 RT-PCR和Western Blot在mRNA 水平和蛋白质水平测

定肺泡巨噬细胞糖皮质激素受体;EMSA 测定肺泡巨噬细胞核蛋白中糖皮质激素受体活性。结果　脂多糖作用后 , 糖皮质

激素受体mRNA表达下调 , 24 h恢复正常水平;糖皮质激素受体蛋白质表达降低 , 4 h 降至最低 , 24 h 维持在低水平表达;糖

皮质激素受体活性在 1 h 降到最低 , 24 h 未恢复至正常水平。地塞米松治疗组在治疗后期不能有效维持糖皮质激素受体

活性。结论　脂多糖(100 ng ml)作用大鼠肺泡巨噬细胞后 ,糖皮质激素受体蛋白表达降低 , 可能与 mRNA 表达降低及蛋白

降解加速有关;糖皮质激素受体活性被显著抑制 ,出现糖皮质激素抵抗。
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Changes of glucocorticoid receptor expression and activity in rat alveolar macrophages

induced by lipopolysaccharide
QIAN Pin , ZHANG Fang , QIAN Gui-sheng , CHEN Wei-zhong(Institute of Respiratory Diseases , Xinqiao Hospital , Third Military Med-

ical Univisity , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To investigate changes of glucocorticoid receptor(GR)expression and activity in rat al-
veolar macrophages(AMs)induced by lipopolysaccharide(LPS)within 24 h.Methods　Primary cultured AMs were

divided randomly into LPS treatment group and LPS+Dex treatment group.The expressions of GR mRNA and GR

protein in AMs at different time points were detected by RT-PCR and Western blot.Electrophoretic mobility shift as-
say (EMSA)was used to measure the GR activity in AMs.Results　The expression level of GR mRNA decreased

after LPS treatment , but returned to the normal level at 24 h after LPS treatment.The expression level of GR also de-
creased and reached the lowest level at 4 h after LPS treatment.GR activity also decreased , reached the lowest level

at 1 h after LPS treatment , but was still lower than that in the normal control group at 24 h after treatment.Dexam-
ethasone treatment had no obvious effect on GR activity during the late period of treatment.Conclusion　LPS treat-

ment(100 ng ml)down-regulates the protein expression of GR , which maybe associated with the decreased expres-
sion of mRNA and accelerate degradation of GR protein.The activity of GR is inhibited sharply , resulting in glu-

cocorticoid resistance.
　　Key words:alveolar macrophage;lipopolysaccharide;glucocorticoid receptor;dexamethasone;glucocorticoid

resistance

　　糖皮质激素(glucocorticiod , GC)通过与其受体的

作用来发挥其生物活性。糖皮质激素受体(glucocorti-

coid receptor , GR)是激素核受体家族中的一个主要成

员 ,同时也是一种重要的核转录因子。它与配基结合

后 ,由胞浆进入胞核 ,从而发挥它的转录调控作用。

GR与机体创伤后的应激和炎症反应密切相关 。本实
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验以脂多糖(lipopolysaccharide , LPS)作用大鼠肺泡巨

噬细胞(alveolar macrophage , AM)为模型 ,揭示炎症反

应时肺泡巨噬细胞 GR表达及其活性的变化规律 ,阐

明地塞米松(dexamethasone , Dex)对 GR活性的影响 。

1　材料与方法

1.1　主要试剂和仪器
　　DMEM 培养基 , 胎牛血清(GIBCO);RT-PCR Kit(TaKaRa);

Tripure试剂 、蛋白裂解液(Roche);ECL化学发光试剂盒(Pro-

mega);γ-32P-ATP(北京亚辉);兔抗大鼠 GR 多克隆 IgG 抗体

(Santa Cruz);Gel shift assay Kit试剂盒(Promega);PCR扩增仪(基

因公司 , USA);电转印槽(LKB , Sweden);垂直电泳槽 、凝胶图像
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分析仪(BIO-RAD)。

1.2　大鼠肺泡巨噬细胞分离 、培养及分组
　　Wistar大鼠(体质量 150～ 180 g)购自第三军医大学实验动

物中心 ,大鼠肺泡巨噬细胞(AM)的分离和培养参阅文献[ 1] 。

将AM 分为 LPS 组和 LPS+Dex 组 , 各组分别设:1、2、4、8 、12 、24

h 6 个时相点(n=5)。 LPS 组加入含 LPS (100 ng ml)的无血清

培养基作用细胞 , 设生理盐水对照组;LPS +Dex 组加入含 LPS

(100 ng ml)和 Dex(10-5 mol L)的无血清培养基作用细胞 , 设生

理盐水对照组。于各时相点收集细胞。

1.3　半定量 RT-PCR法检测GR mRNA的表达

　　按Tripure试剂说明书提取 AM 总 RNA ,使用分光光度仪定

量。取 2μg RNA ,用 AMV逆转录酶制备 20 μl体系的 cDNA , 取

3 μl cDNA进行 PCR扩增。GR的引物自行设计 , G3PDH 作为内

源性对照。引物序列分别为 GR:5′-ATCCCACAGACCAAAGCAC

CTT-3′和 5′-TCCAGTTTTCAGAACCAACAGG-3′, 扩增产物长度为

540 bp;G3PDH:5′-TGAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGGT-3′和 5′-

CATGTGGGCCATGAGGTCCACCAT-3′, 扩增产物长度为 983 bp。

PCR反应体系(50 μl)为:0.2 mmol L dNTP、0.1 U μl Taq DNA 聚

合酶 、1 mmol L MgCl2 缓冲液 、上下游引物各 0.3 mmol L、10 ×

PCR缓冲液 5 μl、cDNA模板 3 μl。 PCR扩增条件为:

　　95 ℃, 4 min※94 ℃, 1 min※55 ℃, 1 min※72 ℃, 2 min;35

个循环※72 ℃, 8 min。扩增结束后取 5μl扩增产物进行 1%琼

脂糖凝胶电泳 ,紫外灯下观察并拍照 。用光密度扫描仪检测电

泳带的积分光密度 ,计算 GR mRNA G3PDH 的比值 , 以表示 GR

mRNA的相对值。

1.4　Western Blot检测GR蛋白表达

　　每个 35 mm培养皿中加入蛋白裂解液100μl ,冰上刮拭AM ,

将细胞裂解液于4 ℃12 000×g离心 20 min ,取上清。采用考马

斯亮蓝定量总蛋白 , 各取 20 μg 孔, 行 10%SDS-聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离。待电泳完毕后电转印 0.5 h至硝酸纤维素膜 , 在室温

下封闭 3 h。加入兔抗大鼠GR多克隆 IgG抗体(1∶500稀释), 4 ℃

过夜。二抗为HRP偶联的抗兔 IgG(1∶1 000稀释),室温反应2 h ,

增强化学发光法显色 , X光底片曝光显影。

1.5　EMSA检测GR活性

　　GR探针序列参考文献[ 2](P1:5′-GTACAGGATGTTCT-3′;P2:

5′-AGAACATCCTGTAC-3′),由上海生工合成。探针标记和核蛋白

的抽提按 Gel shift assay Kit试剂盒说明书进行。取 3μg核蛋白,

DNA结合缓冲液 10 μl 、标记探针 1 μl , 加 H2O 至总反应体积 21

μl , 置37 ℃孵育30 min ,加上样缓冲液 4μl。同时设不加核蛋白的

阴性对照组。反应产物经 5%的非变性聚丙烯酰胺凝胶电泳。电

泳完毕 ,凝胶置-70 ℃放射自显影。电泳滞后带用凝胶图像分析

仪进行密度扫描,以其结合带光密度值(INT mm2)表示GR的活性。

1.6　统计学处理
　　数据用 x±s表示 , 行方差分析及均数间的多重比较。

2　结果

2.1　半定量 RT-PCR结果

　　GR mRNA 表达在 LPS 作用后 2 h 明显降低 , 8 h 仍维持较

低水平 , 12 h 开始恢复 , 24 h 基本恢复至正常水平(图 1)。

M:PCR marker;N:Normal control;1-6:At 1 , 2, 4 , 8 , 12, and 24 h

af ter LPS t reatment

图 1　LPS作用大鼠肺泡巨噬细胞 GR mRNA表达变化

Fig 1　Changes of GR mRNA expression in rat AMs induced by LPS

2.2　Western Blotting 结果

　　GR蛋白表达在 LPS 作用后 2 h 就已经减少 , 4 h 降到最低 ,

但到 24 h 仍未恢复正常(图 2)。

N:Normal control;1-6:At 1 , 2 , 4 , 8 , 12 , and 24 h after LPS treatment

图 2　LPS作用大鼠肺泡巨噬细胞 GR 蛋白表达变化

Fig 2　Changes of GR expression in rat AMs induced by LPS

2.3　EMSA检测
　　LPS 组于 1 h 时 , GR活性降至最低 , 以后均维持在低水平 ,

各时相点与对照组相比具有显著性差异(P <0.01)(图 3);LPS

+Dex组于 1 h 时 , GR活性较对照组活性稍有增强 , 2 h 开始逐

渐下降 , 24 h 降至最低水平 , LPS+Dex 12 、24 h 时相点与对照组

相比具有显著性差异(P<0.01)(图 4);LPS 对照组与 LPS+Dex

对照组相比无显著性差异(P >0.05), LPS+Dex 24 h 与 LPS 24

h 相比 GR活性下调(P<0.05), 见表 1。

NC:Negative control;N:Normal control;1-6:1 , 2 , 4 , 8 , 12 , and 24

h after LPS treatment

图 3　LPS作用大鼠肺泡巨噬细胞 GR 活性变化

Fig 3　Changes of GR activity in rat AMs induced by LPS
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NC:Negative control;N:Normal control;1-6:1 , 2 , 4 , 8, 12 , and

24 h after LPS+Dex treatment

图 4　LPS+Dex作用大鼠肺泡巨噬细胞 GR活性变化

Fig 4　Changes of GR activity in rat AMs induced by LPS+Dex

表 1　LPS组和 LPS+Dex组大鼠肺泡巨噬细胞 GR活性变化(n=

5 , x±s)

Tab 1　Changes of GR activity in rat AMs in LPS group and LPS+

Dex group(n=5 , x±s)

Group LPS LPS+Dex

Contro l 16.58±0.34 17.15±0.22

1 h 3.16±0.22＊ 19.18±0.55

2 h 3.65±0.19＊ 15.16±0.67

4 h 3.55±0.31＊ 11.98±0.66

8 h 3.96±0.17＊ 7.02±0.77

12 h 3.70±0.16＊ 3.99±0.17◎

24 h 3.65±0.19＊ 0.87±0.11◎★

＊:P<0.01 , vs LPS control;◎:P<0.01, vs LPS+Dex control;

★:P<0.05 , vs LPS 24 h

3　讨论

　　肺泡巨噬细胞是肺部防御病原微生物和肺损伤的
第一道防线 ,是目前受到重视的重要的炎性细胞。它
不仅具有吞噬和抗原提呈功能 ,而且还能分泌近 100

种活性分子物质 , 对急性肺损伤(acute lung injury ,
ALI)的发生 、发展及转归具有重要影响 。体外实验表
明
[ 3]
:AM受到LPS的刺激 ,细胞内 NF-κB被迅速活化 ,

上调 TNF-α基因转录与蛋白合成 ,可能是引发 TNF-α
大量释放 ,导致急性肺损伤的关键环节之一。GR是激

素核受体家族中的一个主要成员 ,同时也是一种重要
的核转录因子 ,调控多种基因的激活和抑制 ,在机体的
生命活动中具有重要作用。在炎症反应中 ,核转录因
子GR抑制 NF-κB 活化 ,避免细胞因子异常产生。许
多细胞因子基因的非表达调控基序(motif)中 ,存在 GR

的结合位点 GRE ,而GR的活性又受到许多细胞因子

影响 ,GR是炎症反应中的重要调控因子
[ 4]
。

　　本研究通过 LPS 作用 AM 模拟细胞炎症反应 ,系
统地探讨炎症反应条件下 AM 中GR表达及活性变化

规律。结果表明 GR mRNA 在 LPS作用后 2 h降低至

最低水平 ,8 h仍维持较低水平 ,12 h开始恢复 ,24 h基

本恢复至正常水平 。GR蛋白的早期变化趋势与之相

似 ,LPS 作用后 2 h 就已经减少 , 4 h 降到最低 ,但到
24 h仍未恢复正常 。LPS 作用早期 GR mRNA 与GR变

化趋势表明 ,GR mRNA表达降低可能是导致GR表达

减少的一个重要因素 ,但 LPS作用 12 h 后 ,GR mRNA

与蛋白表达出现分离现象 ,说明 GR表达调控不仅仅

发生在GR mRNA水平上 ,可能还存在其它调节因素。
磷酸化/去磷酸化的循环在调节蛋白功能方面是通常
机制。Webster等

[ 5]
通过突变GR小鼠的多个磷酸化位

点揭示降低磷酸化显著增加受体半衰期 ,并发现在丢
失3个或多个磷酸化位点时激素介导的 GR基因自主

调控消失 。已知 LPS 作用 AM 后引起 TNF-α大量释
放 ,其中 TNF-α等可使 GR发生超磷酸化 ,从而增加
GR降解。因此 LPS作用 12 h后 ,GR降解加速可能是

引起GR低水平表达的一个调节因素 。
　　我们通过 EMSA观察了 LPS 作用AM 后 ,GR活性

的变化以及 Dex 对其活性的影响 。研究表明:LPS 作用

后1 h时 ,GR活性降至最低 ,以后均维持在低水平;LPS

+Dex 组在 1h时GR活性较对照组活性稍有增强 ,2 h

开始逐渐下降 ,24 h降至最低水平。我们已证实 LPS作

用AM后0.5 h ,NF-κB已经明显活化 ,并显著抑制GR活

性。GR活性与 NF-κB活性呈负相关(另文报告)。LPS

+Dex组在 LPS作用早期可以维持GR活性 ,但后期(>
2 h)GR活性逐渐降低 ,出现了糖皮质激素抵抗。LPS+
Dex 24 h组较 LPS 24 h组 GR活性下调 ,表明此时相点
Dex不但不能有效维持 GR活性 ,并可导致 GR活性抑

制。Meduri等
[ 6]
报道ARDS患者外周血淋巴细胞对外源

性糖皮质激素存在抵抗:外源性糖皮质激素可以降低
GR与配基亲和力并下调 GR表达。目前糖皮质激素抵
抗机制不明

[ 7]
。因此 ,进一步阐明炎症反应条件下 AM

中GR表达及活性的调控机制对克服糖皮质激素抵抗

和防治ALI具有重要的理论和临床意义 。
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