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LPS直接诱导对肺微血管内皮细胞核因子κB活化的影响
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　　提　要:目的　探讨内毒素(lipopoly saccharide , LPS)的直接诱导作用对肺微血管内皮细胞(pulmonary microvascular en-

dothelial cells , PMVECs)核因子κB(NF-κB)活化的影响。方法　100 ng/ml LPS 刺激 PMVECs 0 、0.5、1、2、4 、6、8 h 或 1 、10 、100

ng/ml LPS刺激 1 h后 , 凝胶电泳迁移率分析(electrophoretic mobility shift assay , EMSA)检测 NF-κB 的活化 , 免疫细胞化学

(ICC)观察其亚基 p50、p65的核转位。并通过加入NF-κB活化阻断剂 TPCK观察其对 100 ng/ ml LPS 刺激 1 h诱导活化的影

响。结果　LPS 的直接刺激能迅速活化 NF-κB ,诱导其 p50 、p65 亚基核转位 , 1 h 即达到高峰 , 且呈剂量依赖关系 , 后逐渐下

降。TPCK能显著抑制其活化(P<0.01)。结论　LPS 的直接刺激能诱导 NF-κB 的活化 , 这可能是 LPS 诱导炎症反应的一

个重要环节。
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　　Abstract:Objective　To investigate the effects of direct stimulation by lipopolysaccharide(LPS)on the activa-

tion of nuclear factor-kappa B(NF-κB)in pulmonary microvascular endothelial cells (PMVECs).Methods　Activa-

tion of NF-κBwas measured by electrophoretic mobility shift assay (EMSA), and nuclear translocation of its two sub-

units , p50 and p65 , was observed immunocytochemically when PMVECs were directly stimulated by 100 ng/ml LPS

for 0 , 0.5 , 1 , 2 , 4 , 6 , and 8 h or by 1 , 10 , and 100 ng/ml LPS for 1 h.Effects of TPCK (n-tosyl-phenylalanine-

chloromethylketone), an inhibitor of activation , on NF-κB induced by 100 ng/ml LPS for 1 h were also observed.

Results　Direct stimulation by LPS could rapidly induce the activation of NF-κB and nuclear translocation of p50

and p65 in a dose-dependent manner , reaching the peak at 1 h and decreasing gradually.TPCK could significantly

inhibit the activation of NF-κB.(P <0.01).Conclusion　Direct stimulation by LPS can induce the activation of

NF-κB , which may play an important role in inflammatory response induced by LPS.

　　Key words:LPS;pulmonary microvascular endothelial cell;NF-κB

　　脓毒综合征过程中肺脏是最易受累的靶器官 ,主

要表现是急性肺损伤(acute lung injury , ALI),严重阶

段即为急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory distress

syndrom , ARDS),它实际上是机体过度炎症反应导致

肺血管内皮和肺泡上皮广泛破坏的结果
[ 1]

。核因子

κB(nuclear factor-kappa B , NF-κB)是有关炎症病理过程
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中许多炎性介质表达调控的关键性转录因子 ,它能调

控细胞因子 、粘附分子 、趋化因子 、酶等许多基因的表

达 ,从而在启动 、放大和延续炎症反应过程中起中枢性

调节作用[ 2] 。因此本研究依据 LPS对血管内皮细胞的

直接激活机制 , 以肺微血管内皮细胞(pulmonary mi-

crovascular endothelial cell , PMVECs)为对象 ,在有血清

存在前提下 ,从核调控因子 NF-κB 着手 ,观察 LPS 对

PMVECs的直接激活作用。以进一步探索这种直接途

径在肺脏损伤中的作用方式及机制 ,希望能更确切地

诠释ALI、ARDS 的发生机制。
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1　材料和方法

1.1　材料
1.1.1　细胞株　　人PMVECs 株购自 Clonetics公司。

1.1.2　主要试剂及来源　　抗 p50、p65 抗体购自北京中山公

司。 LPS , Leupeptin 及信号通路阻断剂 TPCK(n-tosyl-phenylala-

nine-chloromethylketone)为美国 Sigma 公司产品。 T4 激酶购自美

国Gibco。 NF-κB 寡聚核苷酸探针 5′-AGT TGA GGG GAC TTT

CCC AGG C-3′由上海生工合成。[γ-32P] ATP北京亚辉生产。

1.1.3　主要实验仪器　　细胞培养箱(日本), 电泳仪(Bio-

Rad), 图像扫描仪(Tiger90), 液体闪烁计数仪(芬兰 LKB-1217)。

1.2　实验方法
1.2.1　实验处理及分组　　细胞生长至 80%以上融合度时用

于实验。弃去培养液 , 以无血清培养液培养 6 h 后更换为含

5%FCS 的新鲜培养液 , 并加入 LPS 以 100 ng/ml 浓度刺激细胞

分别至 0、0.5、1 、2、4 、6、8 h , 或 LPS 分别以 1 、10 、100 ng/ml刺激

细胞至 1 h。活化信号通路阻断试验组则在处理前加入 TPCK

预处理 30 min 后 ,再以 100 ng/ml LPS 刺激至 1 h。每组各 6 个

标本。

1.2.2　免疫细胞化学　　参照文献[ 3] 的方法 , p50 采用 DAB

染色 , p65 采用硫酸镍胺-DAB 染色。同时做阴性对照:血清稀

释液代替一抗 ,余同。

1.2.3　细胞核蛋白的提取　　参照文献[ 4] 的方法并略经修

改。至预定时相点 ,冷 PBS 冲洗 , 收集细胞并离心 , 沉淀悬浮于

200 μl冷缓冲液 A(10 mmol/L HEPES-KOH , 1.5 mmol/ L MgCl2 ,

10 mmol/ L KCl , 0.5 mmol/ L DTT , 1 mmol/ L PMSF , 10μg/ml leu-

peptin pH 7.9),冰置 15 min , 加入 10%NP-40 25 μl 涡旋 10 s , 离

心。沉淀重新悬浮于 50 μl冷的缓冲液 C (20 mmol/L HEPES-

KOH pH 7.9 , 25% glycerol , 420 mmol/ L NaCl , 1.5 mmol/L Mg-

Cl2 , 0.2 mmol/ L EDTA , 0.5 mmol/ L DTT , 1 mmol/L PMSF , 10

μg/ml leupeptin), 冰置 30 min振荡 1 min , 离心取上清。核蛋白

用考马斯亮蓝法定量 ,储存于-70 ℃待用。

1.2.4　双链寡核苷酸探针的标记　　依次加入寡核苷酸探针

(5 pmol/μl)1.0μl , 5X T4多核苷酸激酶缓冲液 5 μl , T4 多核苷

酸激酶(10 U/μl)1.0μl , [ γ-32P] ATP(3.7×104 Bq/μl)2.5 μl , 无

核酸酶水 15.0μl ,共 25μl反应混合液于 37 ℃孵育 10 min , 加入

1 μl 0.5 mol/ L EDTA 终止反应 , 然后加入 89 μl TE 缓冲液(10

mmol/ L Tris-HCl , 1 mmol/ L EDTA , pH 8.0)。用乙醇沉淀法去除

未标记寡核苷酸探针。闪烁计数仪测定标记效率 , 每微升的

cpm 值在 50 000～ 100 000 之间方可使用。

1.2.5　凝胶电泳迁移率分析(electrophoretic mobility shift assay ,

EMSA)　　5μg 核蛋白同 5X结合缓冲液(含 1μg/μl poly dI-dC ,

10 mmol/ L Tris-HCl , 50 mmol/ L NaCl , 0.5 mmol/ L EDTA , 5%甘

油 , 1 mmol/L DTT , 1 μg/μl BSA pH 7.5), 1.6 μl标记寡核苷酸

探针于 37 ℃反应1 h。 DNA-蛋白复合物经 7%非变性聚丙烯酰

胺凝胶于 150 V电泳 3 h ,真空负压加热干燥凝胶后 , -70 ℃放

射自显影。在凝胶电泳率实验中设特异性竞争性对照 , 即在反

应体系中加入 200倍未标记的特异性 NF-κB 探针 , 室温下置 10

min后加入标记探针。以后步骤同凝胶电泳迁移率实验。将显

影结果经扫描仪扫入计算机中 , 图像分析系统进行分析 , 以积

分灰度值表示NF-κB的活性变化。

1.3　统计学处理
　　数据以 x±s表示 , 采用 t检验和单因素方差分析。

2　结果

2.1　LPS直接诱导对NF-κB活化的影响
2.1.1　凝胶电泳迁移率(EMSA)试验　　EMSA 结果看出:100

ng/ml LPS 刺激 PMVEC 30 min , NF-κB 发生显著性的转核活化 , 1

h 达到高峰 , 然后开始下降 , 8 h 已处于低水平的维持状态。 且

1 h 时 NF-κB 的活化随 LPS的刺激剂量增加而增加(图 1 , 2)。

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 , vs cont rol

图 1　100 ng/ml LPS直接诱导 NF-κB活化的时相变化

Fig 1　Time-dependent changes of NF-κB activation induced by

direct stimulation with 100 ng/ml LPS

＊:P<0.05 , ＊＊:P <0.01 , vs cont rol

图 2　不同浓度 LPS直接刺激 1h对 NF-κB活化的影响

Fig 2　Effects of direct stimulation for 1 h with LPS at different

concentrations on NF-κB activation

2.1.2　免疫细胞化学试验　　NF-κB亚基 p65、p50免疫细胞化

学显示:正常培养条件下 , p65 、p50 主要存在于胞浆中 , 因而胞

浆中呈强阳性染色;LPS 刺激能诱导 p65、p50 亚基转核 , 在 30

min时即可观察到 p65、p50 亚基明显的核转位 , 胞核胞浆中均

有阳性染色;1 h 时 PMVEC 的核中染色呈强阳性 , 而胞浆染色

较弱(图 3～ 6)。

2.2　TPCK对 LPS直接诱导的NF-κB活化的影响
　　与对照组比 , 20 μmol/L TPCK 显著的抑制 100 ng/ml LPS 诱

导 1 h的 NF-κB 的活化(P<0.01)(图7)。
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图 3　LPS刺激前 p65亚基主要位于PMVEC胞浆中　(ICC , DAB-Ni×100)

Fig 3　p65 subunit mainly localized in cytoplasm of PMVECs before LPS stimulation　(ICC , DAB-Ni×100)

图 4　100 ng/ ml LPS刺激 1 h , p65亚基大量发生转核　(ICC , DAB-Ni×100)

Fig 4　Lots of p65 subunit translocated to the nucleus at 1 h after transfection by 100 ng/ml LPS　(ICC , DAB-Ni×100)

图 5　LPS刺激前 p50亚基主要位于 PMVEC胞浆中　(ICC , DAB×200)

Fig 5　p50 subunit mainly localized in cytoplasm of PMVECs before LPS stimulation　(ICC , DAB-Ni×100)

图 6　100 ng/ ml LPS刺激 0.5 h , p50亚基部分发生转核　(ICC , DAB×200)

Fig 6　Parts of p65 subunit translocated to the nucleus at 0.5 h after transfection by 100 ng/ml LPS　(ICC, DAB-Ni×100)

＊＊:P<0.001 , vs LPS

图 7　TPCK对 LPS直接诱导 NF-κB活化的影响

Fig 7　Effects of TPCK on NF-κB activation induced by direct

stimulation with LPS

3　讨论

　　LPS即内毒素(endotoxin),在革兰阴性杆菌引起的

脓毒综合征中发挥着重要作用 。其主要致病机制之一

是激活 、损伤血管内皮细胞[ 5] 。但由于内皮细胞无

LPS的膜上性 CD14(mCD14)受体 ,因此过去一直认为

LPS对内皮细胞的活化是通过一种间接途径来实现

的[ 6 ,7] :LPS 先活化有 mCD14的细胞中的 NF-κB或其它

转录途径 ,促进 IL-1 、TNF-α等的表达分泌 ,再通过这

些因子与内皮细胞表面相应的受体来激活内皮细胞。

后来有研究显示[ 8～ 10] :LPS 可以不依赖于 TNF-α、IL-1β

等而在30 ～ 60 min内直接活化内皮细胞的 NF-κB 。进

一步的相关研究表明:LPS 还可以直接激活 CREB 、

STAT6 、p38MAPK等多种信号分子通路 ,实现对内皮细

胞的直接激活作用[ 11] 。表明可能存在着某种直接激

活途径 ,其作用的机制可能是通过可溶性 CD14 ,与胞

膜上的 TLR(toll-like receptor)结合而启动对内皮细胞

的直接活化[ 8] 。显然这种直接途径的激活作用可能在

LPS的早期快速致炎中更有意义 。然而 ,在微血管内

皮细胞中是否也存在着这种直接作用 ,目前少见这方

面的报道 。

　　NF-κB是一种广泛存在的多效性的核转录因子 ,

为Rel蛋白家族成员 ,为由多肽 p65和 p50亚基形成同

源性或异源性的二聚体构成 。非活化状态时以与 IκB

聚合的三聚体形式或与前体蛋白聚合的二聚体形式存

在于胞浆中。多种因素如 LPS 等的刺激下可使 NF-κB

活化转核而调控一系列基因的表达如粘附分子 、化学

趋化因子 、前炎症性细胞因子等[ 8] 。研究表明 NF-κB

在多种肺部炎症疾病和肺损伤中均存在着活化现

象[ 12 ～ 14] ,是启动 ,放大和延续肺部炎症反应过程中的

中枢性调节因子 ,其活性与ALI和ARDS密切相关[ 15] 。

　　本研究通过 EMSA 检测了 LPS 直接作用对

PMVECs NF-κB活化的影响。结果显示:LPS直接作用

能明显诱导 PMVECs内NF-κB活化 ,100 ng/ml LPS 刺

激PMVEC 30 min NF-κB即被迅速显著活化 , 1 h活化

达到高峰 ,此后逐渐回落 , 至 8 h仍维持着一定的水
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平。而且 1 h时 NF-κB的活化量随刺激的 LPS 浓度增

加而增加。同时用NF-κB的两个亚基 p65 、p50的免疫

细胞化学也显示:正常培养条件下 ,NF-κB主要是存在

于PMVECs胞浆中的 ,LPS 直接刺激能诱导NF-κB迅速

活化转核 ,在 30 min时即可观察到 p65 、p50亚基明显

的核转位 ,1 h时PMVECs的核内呈强阳性的显示p65 、

p50的存在。一方面更直观地显示 LPS直接作用刺激

PMVECs能明显诱导 NF-κB的活化 ,验证了 EMSA显示

的结果 。另一方面也表明 LPS 直接作用 PMVECs刺激

诱导的NF-κB的核转位包括了 p65 、p50两个亚基。结

果说明 LPS直接作用刺激 PMVECs能明显诱导 NF-κB

的迅速活化 ,表明这可能是 LPS 参与肺损伤的作用方

式之一 。提示我们可以通过抑制这一条通路 ,特别是

NF-κB作为一个治疗的靶点 ,来控制细菌感染及 ALI

发生 ,减少肺脏损伤 。
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迎通过 E-mail投稿。

　　3 会议将进行青年优秀论文评选(要求参选者45岁以下),除寄摘要外 , 需附全文 1份 ,并另纸注明第一作者的年龄 、职称及职

务。符合本刊要求的获奖论文优先在本刊发表。并对参加会议者颁发国家级继续教育项目学会证书和中华医学会论文证书。

　　4 收稿地点:重庆市渝中区大坪长江支路 10 号《中华创伤杂志》编辑部向勇主任收。邮政编码:400042。电话:(023)68757524 ,

68818654。传真:(023)68818654。 E-mail:cmachz@public.cta.cq.cn。信封上请注明“创伤会议” 。

　　5 截稿日期:2004 年 6月 20 日前(以当地邮戳为准), 逾期不予受理。
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