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PKC在 LPS激活大鼠肺巨噬细胞核转录因子-κB中的作用

黎　庶 ,汪正清　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　探讨蛋白激酶 C(PKC)在 LPS 激活肺巨噬细胞核转录因子-κB信号传导通路中的作用 。方法　采用夹

心ELISA 的方法检测巨噬细胞NF-κB 的核内浓度;免疫组化染色观察LPS 作用前后NF-κB 的位置改变。结果　LPS 刺激可

诱导巨噬细胞NF-κB活化 , 二者之间存在时效与量效的依赖关系;免疫组化染色显示 LPS作用后 , NF-κB 发生核内移位 , 由

胞浆进入细胞核内;而特异性 PKC 抑制剂(Cal C)和 NF-κB 阻断剂(PDTC)均能在不同程度上抑制 LPS 的作用。结论　PKC

作为NF-κB活化的上游信使 , 参与了 LPS 激活NF-κB的信号传导通路。
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Roles of PKC in LPS-induced NF-κB activation of macrophages in rats
LI Shu , WANG Zheng-qing (Department of Microbiology , Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the roles of protein kinase C(PKC)in the signal transduction pathway of LPS-

induced nuclear transcription factor(NF)-κB activation of alveolar macrophages(AMs).Methods　NF-κB level in

nuclear protein extraction of AMs was detected by sandwich ELISA.Intranuclear translocation of NF-κB was observed

by immunocytochemical staining.Results　LPS could induce NF-κB activation of AMs in time- and dose-dependent

manners.Immunohistochemical staining revealed intranuclear translocation following LPS induction.Specific calphos-

tin C(Cal C)and pyrrolidine dithiocarbamate (PDTC)could inhibit LPS-induced NF-κB activation.Conclusion　

PKC , as a up-stream messenger , is involved in the signal transduction pathway of LPS-induced NF-κB activation.
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　　脂多糖(Lipopolysaccharide , LPS)是诱发炎症损伤

的主要致病物质之一 ,其致病作用的机制一直是人们

关注和研究的热点。多年研究表明 , LPS 的致病作用

可能涉及数条胞内信号通路及多种转录因子的参与 ,

而 PKC 及核转录因子 NF-κB都是其中的重要环节。

但 LPS 激活肺巨噬细胞核转录因子 NF-κB 的机制及

PKC在此信号传导通路中的作用还不是十分清楚。本

实验以大鼠肺泡巨噬细胞(Alveolar macrophage ,AM)为

研究对象 ,以 LPS刺激诱导AM中的NF-κB活化 ,然后

进行分组实验 ,并同时采用蛋白激酶 C (Protein kinase

C ,PKC)的特异性抑制剂(Calphostin C , Cal C)及 NF-κB

的阻断剂-咯啶二硫氨基甲酸酯(Pyrrolidine dithiocarbam-

ate ,PDTC)进行抑制试验 ,观察AM 内NF-κB 核内浓度的

动态变化 ,以及 PKC 在 LPS 活化 NF-κB 中的作用 ,
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为 LPS诱发的炎症损伤的防治提供一定的实验依据。

1　材料与方法

1.1　材料和试剂
　　雄性Wistar大鼠购自第三军医大学实验动物中心 , 体质量

180 ～ 200 g , LPS[ O111∶B4] 、PDTC 、Calphostein C、Leupeptin、Pep-

stain 均购自美国 Sigma公司 , 山羊抗NF-κB P65亚基多克隆抗体

购自美国Santa Cruz公司 ,HRP标记的兔抗羊 IgG购自北京中山

试剂公司 ,免疫组化试剂盒(即用型 SABC)及 DAB 显色试剂盒

购自武汉博士德公司 ,其它试剂均为分析纯。

1.2　大鼠肺巨噬细胞的分离培养
　　将雄性Wistar 大鼠在无菌条件下行气管插管 , 用 4 ℃预冷

的Hanks液 6～ 10 ml反复灌洗肺部。收集灌洗液 , 以 2 500 r 

min离心 15 min沉淀细胞 , 并以 RPMI1640 培养基重悬。台盼蓝

染色证实活细胞比例>95%,瑞氏染色法证实肺巨噬细胞比例

>90%者用于实验。将细胞密度调整至 1×109 L , 接种于细胞

培养板中 ,置 37 ℃、5% CO2 的孵箱中孵育 ,待巨噬细胞贴壁生

长后进行实验。

1.3　LPS用量及作用时间的选择
　　LPS 作用分两份进行:一份将 LPS 做 10 倍系列稀释(0、
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0.01、0.1、1 及10 mg L)后 ,分别加入各培养小室中刺激 60 min;另

一份将 LPS 稀释成 1 mg L加入各培养小室中刺激不同时间(0、

5、15、30、60 及120 min), 然后分别收集各培养小室中的细胞 , 测

定NF-κB的核内水平以确定 LPS 的最佳用量和最佳作用时间。

以上各实验组均重复 5次 , 求平均值 ,各组均设正常对照组。

1.4　Cal C用量的选择
　　以不同浓度(0、30、100 、300、500 nmol L)的 Cal C预作用 30

min后 , 再用 1 mg L 的 LPS 刺激 60 min , 检测 NF-κB 的核内水

平 ,确定最佳的 Cal C 工作浓度。

1.5　实验分组
　　根据预实验结果进行分组 , 实验共分 4 组:①正常对照组:

此组细胞不接受任何刺激;②LPS 处理组:用 1 mg L的 LPS 作

用60 min , 检测细胞 NF-κB 的核内浓度;③Cal C 阻断组(CalC

+LPS):以300 nmol L的 Cal C预处理30 min 后 ,再用 1 mg L的

LPS 刺激 60 min ,检测细胞 NF-κB 的核内浓度;④PDTC 阻断组

(PDTC+LPS):以 200 μmol L 的 PDTC 预处理 30 min 后 , 再用 1

mg L的 LPS 刺激 60 min ,检测细胞 NF-κB 的核内浓度。

1.6　指标测定
1.6.1　夹心 ELISA检测细胞的NF-κB 活化

1.6.1.1　巨噬细胞核蛋白的提取　　参照文献[ 3] 的方法 , 稍

加改动。于 4 ℃以 2 500 r min冷冻离心 10 min沉淀细胞 ,加入

850 μl裂解液 A(10 mmol L Hepes-NaOH pH 7.9 、10 mmol L KCl、

0.1 mmol L EDTA、2 mmol L MgCl2 、1 mmol L DTT、1 mmol L PMSF、

5 mg L leupeptin 及 2 mg L pepstain)重悬细胞 , 放置冰上 15 min

后加入 10% NP-40 25μl ,涡动 10 s。于 4 ℃以 12 000 r min 冷冻

离心 5 min , 收集沉淀的细胞核小团 , 加入 50 μl 裂解液 B(20

mmol L Hepes-NaOH pH 7.9、25%甘油 、0.42 mol NaCl、1 mmol L

EDTA、1 mmol L DTT 、0.5 mmol L PMSF 及 5 mg L leupeptin)放置

冰上 30 min。于 4 ℃以 12 000 r min 冷冻离心 10 min ,收集上清

(含核蛋白),于-70 ℃储存。

1.6.1.2　Lowry法测定核蛋白浓度

1.6.1.3　NF-κB 核内含量的测定　　按参照文献[ 4] 以夹心

ELISA 法测定。

1.6.2　NF-кB 核转移的检测　　采用免疫酶学的方法 ,按免疫

组化试剂盒检测。

1.7　统计学处理
　　实验结果以 x±s表示 , 进行双因素方差分析。

2　结果

2.1　LPS对大鼠AM NF-κB核内水平检测的影响
2.1.1　量效关系　　当用不同浓度的 LPS 分别刺激细胞 60

min时 , 细胞核内 NF-κB 的水平随着 LPS 作用浓度的增加而逐

渐升高 ,但 10 mg L LPS 的刺激效果与 1 mg L LPS相比较差异不

太明显 ,见图 1。于是将 1 mg L作为以后分组实验时 LPS 的作

用浓度。

2.1.2　时效关系　　于静息状态下 , 正常细胞核内也有一定

浓度的NF-κB(D450为 0.055±0.005), 但与 LPS 作用组相比较 ,

NF-κB水平极低。当用1 mg L 的 LPS 刺激大鼠 AM 不同时间 ,

进入细胞核内的 NF-κB 水平即随刺激时间的延长而增高。 于

60 min时到达峰值(D450为 0.253±0.015), 但 120 min 时 , NF-κB

的核内水平反而出现降低(D450为 0.223±0.023),故以刺激 60

min作为 LPS 刺激的最佳时相 , 见图 2。

＊:P<0.05;＊＊:P<0.01 vs control

图 1　不同 LPS作用浓度对NF-κB核内水平的影响

Fig 1　Effects of LPS at different concentrations on intranuclear NF-κB level

＊:P<0.05;＊＊:P<0.01 vs control

图 2　一定量的 LPS刺激不同时间对NF-κB核内水平的影响

Fig 2　Effects of LPS at different time on intranuclear NF-κB level

2.2　不同剂量 Cal C 对AM NF-κB核内水平的影响
　　先以 Cal C 处理后 , 1 mg L LPS 激活大鼠 AM NF-κB 的作用

受到不同程度的抑制 , 抑制率分别为 21.1%、28.1%、45.6%及

68.4%。随着 Cal C 浓度的增加 , 抑制程度也增加。综合各种

因素 ,将 Cal C 的工作浓度定为 300 nmol L, 见图 3。

＊＊:P<0.01 vs control;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs LPS group

图 3　不同浓度 Cal C对 NF-κB核内水平的抑制作用

Fig 3　Inhibitive effects of Cal C at different concentrations on

intranuclear NF-κB level
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2.3　分组实验结果
2.3.1　LPS、Cal C 及PDTC对 NF-κB核内水平的影响　　以LPS

(1 mg L)、Cal C(300 nmol L)及 PDTC(200 μmol L)作用后 , 检测

AM NF-κB 核内水平的结果表明 , LPS 处理组 NF-κB 的 D450值显

著高于正常对照组及 Cal C 、PDTC 阻断组。用 Cal C 阻断后 , NF-

κB 核内水平(D450值)较 LPS 处理组明显降低(P <0.05);而用

PDTC阻断后 , 核内 NF-κB的 D450值也明显低于 LPS 处理组(P

<0.01), 只是更接近正常对照组 , 见图 4。

＊＊:P<0.01 vs control;#:P<0.05 , ##:P<0.01 vs LPS group

图 4　LPS及 Cal C、PDTC对 NF-κB核内水平的影响

Fig 4　Effects of LPS , Cal C and PDTC on intranuclear NF-κB level

2.3.2　LPS 、Cal C 及 PDTC 对 NF-κB 核内移位的影响　　实验

分组及 LPS 、Cal C 、PDTC 用量同 2.3.1。免疫组化染色显示 , 正

常对照组的细胞主要为胞浆着色而胞核空染 ,但也有少量胞核

实染细胞出现 ,可能与细胞分离 、纯化及培养时的一些物理因

素(如冰冷的培养基 、肺部的反复灌洗等)的刺激有关。 LPS 处

理组的细胞着色主要位于细胞核内 , 胞浆不着色或浅染 , 表明

LPS 刺激后 , NF-κB 活化并由胞浆转移到了细胞核内。 LPS 刺激

15 min时 , 已有 NF-κB核内移位的细胞;刺激 60 min时 , 约 95%

的细胞表现为胞核实染。 Cal C 和 PDTC 阻断组的细胞则表现

为核空染与核实染混杂存在 , 其中 PDTC 阻断组的细胞核空染

现象较 Cal C 阻断组为多 ,但都少于正常对照组。

3　讨论

3.1　LPS可诱导肺巨噬细胞 NF-κB激活

　　NF-κB是一种序列特异性 DNA 结合蛋白 ,为涉及

免疫应答及炎症损伤的一类重要的多向性转录调控因

子
[ 1]
。在静息状态下 ,NF-κB二聚体(主要为 P

65
-P

50
二

聚体)与其抑制性蛋白(IκB)结合以三聚体的形式存在

于胞浆中
[ 5]
。在细胞受到外界因素的刺激时 , IκB发生

磷酸化
[ 6]
、泛素化 ,最终为 26S 蛋白酶体降解

[ 7]
。NF-

κB与 IκB解离后活化 ,并发生核内移位 ,此时NF-κB上

暴露的核定位序列得以与靶基因上特定的κB位点结

合 ,启动相关基因的转录和表达 ,参与细胞的炎症损

伤 、凋亡 ,特别是与重症感染的发生等病理过程有着密

切的关系 。但 LPS 激活NF-κB诱导巨噬细胞活化的确

切途径和机制仍然不甚明了。

　　本实验采用夹心 ELISA ,对 NF-κB 的核内水平进

行测定 。结果显示 , LPS 能激活 NF-κB ,且 LPS 对 NF-

κB的活化具浓度依赖性和时间依赖性 。当用不同浓

度的 LPS 刺激 AM 60 min 时 , NF-κB 的核内浓度随着

LPS浓度增加而逐渐增高。0.01 mg L 的 LPS 已能活

化 NF-κB , 10 mg L LPS 的刺激后最高。当用 1 mg L

LPS刺激不同时间 ,NF-κB的核内浓度随时间延长逐渐

升高。刺激 5 min就可见 NF-κB 活化 ,60 min达峰值 ,

120 min时反略有下降 ,这可能与 IκB-α蛋白的再现有

关。通常情况下 , IκB与NF-κB结合使之以无活性的形

式存在于胞浆中。目前 ,已知 IκB家族有 8个成员:

P100 、P105 、IκB-α、IκB-β 、IκB-γ、IκB-δ、IκB-ε及 Bcl-3
[ 5]
,

其中 IκB-α和 IκB-β较为常见 。在 IκB-α基因的启动子

区域也含有 NF-κB 结合序列
[ 8]
,因此 ,NF-κB 活化后可

引起 IκB-α蛋白再生 。新合成的 IκB -α蛋白可重新与

NF-κB结合而导致其活性下降 ,甚至可进入核内与活

化的NF-κB结合 ,竞争性地抑制NF-κB与DNA上的κB

序列结合 ,抑制 NF-κB的活性 。而 NF-κB的长时间激

活则主要与 IκB-β的持续降解相关 ,因NF-κB不能诱导

IκB-β再生 , 胞浆中的 IκB-β 活性要在 24 h 后才会恢

复
[ 8]
。分组实验结果证实 ,LPS处理组NF-κB的 OD值

远高于正常对照组。免疫组化染色发现 , LPS刺激后 ,

NF-κB发生核内移位 。核移位现象在 LPS刺激 15 min

时已出现 , 60 min时最多。但用 PDTC 阻断后 , NF-κB

核内水平较 LPS 作用组明显降低。免疫组化染色显

示 ,核空染的细胞增多 ,接近正常对照组 ,说明 LPS 刺

激导致了AM 内的 NF-κB活化 ,二者之间具有量效和

时效的依赖关系 。

3.2　LPS通过激活 PKC以诱导 NF-κB的活化

　　PKC家族是存在于胞浆内的磷脂依赖性丝 苏氨

酸蛋白激酶 ,至今已纯化出至少11种不同亚型的 PKC

同工酶 ,分为传统型(cPKC)、新型(nPKC)、非典型型

(aPKC)和 PKC-u 四大类
[ 9]
。每个激酶分子均由调节

区(包括 Ca2+及佛波酯 PMA 的结合点)及催化区组

成
[ 9]
。静息时 ,PKC 以非活性的形式存在胞浆中 ,其催

化区域被同一分子内的假底物序列所占据 ,受到刺激

后 ,刺激物与 PKC结合并使其发生别构效应而活化 ,

产生对底物的磷酸化
[ 10]
。LPS 能激活 PKC 已是一个

不争的事实 ,但在其所致NF-κB激活的过程中 ,PKC到

底发挥了何种作用 ,众说不一 。有的认为 , LPS 可通过

诱导胞膜中磷脂酰胆碱特异性磷脂酶 C(Phosphatidyl

choline phosphalipase C , PC-PLC),水解磷脂酰胆碱(Phos-

phatidyl choline , PC)生成甘油二酯(Diacylglycerol , DAG)。

DAG可激活PKC ,活化的 PKC在 Ca
2+
的协助下可导致
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IκB的磷酸化从而激活 NF-κB
[ 11]
。也有人认为 ,在 LPS

激活 NF-κB 的过程根本是 PKC 非依赖性的
[ 12]
。本实

验先用Cal C作用 30 min阻断细胞中的 PKC通路 ,再

用LPS进行刺激 ,细胞核内的 NF-κB 水平与未阻断组

相比较显著降低 ,说明Cal C在一定程度上能抑制 LPS

对NF-κB的激活 ,即PKC参与了LPS 对NF-κB的激活。

有实验显示 , LPS 刺激后 PKC 的活性在 5 min 内迅速

升高 , 10 ～ 15 min达峰值 ,而后逐渐下降
[ 13]
, PKC的激

活明显先于 NF-κB ,这也是 LPS通过激活 PKC 而诱导

NF-κB活化的一个间接证据。但 Cal C不能完全阻断

LPS 对 NF-κB 的激活 ,其抑制效应不及 PDTC , 表明

PKC的作用比较局限。LPS 活化 NF-κB的过程可能还

有其他信号通路参与 。至于参与其中的 PKC 亚型还

不得而知 ,只知 Cal C 是通过竞争性地结合于 cPKC 、

nPKC调节区的甘油二酯及佛波酯结合位点 ,而发挥其

抑制功能
[ 14]
,这提示 cPKC及 nPKC 的某些亚型也参与

了 LPS对 NF-κB的活化 ,对此尚需进一步实验证明 。
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