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TNF-α和 IL-1对大鼠肝细胞糖皮质激素受体表达及功能的影响
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　　提　要:目的　研究 TNF-α和 IL-1对大鼠肝细胞糖皮质激素受体(GR)的表达和转录激活能力的影响 , 探讨炎性细胞因子诱发
糖皮质激素抵抗的内在机制。方法　免疫细胞化学染色分析经 TNF-α和 IL-1刺激培养后 BRL-3A大鼠肝细胞株 GR 的表达和核转

位变化 ,应用糖皮质激素反应元件报告质粒 pMAMneo-CAT分析系统观察 GR的转录激活能力改变。结果　BRL-3A细胞经 TNF-α和
IL-1刺激培养 12 h后 , 其胞浆和胞核 GR蛋白水平的表达明显降低 ,尤以核内GR降低更加显著;转染 pMAMneo-CAT 质粒的肝细胞

在地塞米松存在情况下 ,经 TNF-α和 IL-1 刺激后 CAT 含量显著下降 , 两者协同效果更加明显。结论　TNF-α和 IL-1 可以通过降低
BRL-3 细胞 GR的表达和核转位而抑制 GR的转录激活能力 ,这可能是炎性细胞因子诱发糖皮质激素抵抗的主要机制。
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Effects of TNF-αand IL-1 on expression and function of glucocorticoid receptor in rat
hepatocytes in vitro
WANG Jun-ping , SU Yong-ping , ZHAO Jin-hong , ZHOU Yan-hong , QIN Rong , LIU Xian-hua(Institute of Combined Injury , Third Military Medical Uni-
versity , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effects of TNF-αand IL-1 on the expression and function of glucocorticoid receptor(GR)in rat hepatocytes
in order to investigate the mechanism of glucocoticoid resistance induced by inflammatory cytokines.Methods　Immunohistochemical methods were

used to detect the expression and translocation of GR from the cytoplasm to nucleuses of liver epithelial cell strain BRL-3A.After BRL-3A cells were

transfected with pMAMneo-chloramphenicol acetyltransferase(pMAMneo-CAT)reporter gene , the ability of GR-mediated gene transcription was mea-

sured by using glucocorticoid response element(GRE)reporter plasmid pMAMneo-CAT analysis system.Results　After the stimulation of TNF-α
and IL-1 respectively , the expression of GR in the cytoplasm and nucleuses of BRL-3A cells were both down-regulated , with more notable in the lat-

ter than in the former.The production of CAT controlled by GR in BRL-3A cells with pMAMneo-CAT transfection was significantly decreased after the
stimulation of TNF-αand IL-1 in present of dexamethasone , and decreased furtherwhen TNF-αand IL-1 were combined.Conclusion　Both of TNF-

αand IL-1 can decrease the expression and translocation of GR from the cytoplasm to the nucleuses of rat hepatocytes , and then inhibit the transcrip-

tion activation of GR, which may be one of the main reasons of glucocorticoid resistance induced by inflammatory cytokines.
　　Key words:tumor necrosis factor alpha;interleukin-1;hepatocyte;glucocorticoid receptor

　　糖皮质激素受体(GR)是机体内部主要的抗炎分
子之一 ,是糖皮质激素(GC)效应发挥的关键环节。大
量研究表明 ,GR能够直接或间接抑制多种炎性化学介
质和细胞因子的生成与释放[ 1 , 2] 。近年来有研究表明
TNF-α、IL-1等炎性细胞因子可以诱发GC抵抗 ,提示炎
症因子有可能会反过来对 GR产生影响 ,但其机制有
待深入探讨[ 3] 。为此 ,本实验就以大鼠肝细胞作为研
究对象 ,通过体外刺激培养深入探讨了 TNF-α和 IL-1
对GR的表达 、核转位以及转录激活能力的影响 ,以期
阐明炎性细胞因子诱发GC抵抗的作用机制 。

1　材料与方法

1.1　材料
　　BRL-3A大鼠肝细胞株引自中科院上海细胞所 , 细胞因子
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TNF-α和 IL-1 为Promega公司产品 ,生物素化二抗及链霉素亲生

物蛋白-过氧化物酶复合物购自武汉博士德公司 ,大鼠 GR多抗

购自美国 Santa cruz 公司 , GRE 体外转录激活报告质粒 pMAM-

neo-CAT由法国巴黎大学的 Renoir教授惠赠 , DOTAP 脂质体转
染试剂和 CAT ELISA试剂盒均为 Roche 公司产品。

1.2　方法
1.2.1　TNF-α和 IL-1对 BRL-3A 细胞的体外刺激培养　　取生

长良好 、传代稳定的 BRL-3A 细胞 ,细胞计数后分 4 组培养 , 1 组
作为正常对照 ,另 3 组作为实验组。细胞在置有消毒载玻片的

培养皿中进行培养 , 在更换培养液后的次日 , 分别向三实验组
培养瓶中加入TNF-α、IL-1、TNF-α+IL-1 , TNF-α和 IL-1 的终浓度

均为 1×106U/ L。继续培养 12 h 后 , 取出载玻片 , 75%酒精固
定后 ,进行 GR免疫细胞化学染色。

1.2.2　GR 免疫组化染色　　采用 S-P 法。载玻片经 0.3%
H2O2甲醇灭活内源性过氧化物酶 , 10%山羊血清封闭后 , 加 1∶

100 稀释的大鼠GR多抗 , 37 ℃1 h , 再与1∶200稀释的生物素化
二抗及链霉素亲生物蛋白-过氧化物酶复合物(武汉博士德公

司)37 ℃孵育 30 min , DAB 显色。 阴性对照用 0.01 mol/ L PBS
代替一抗 ,其余步骤不变。

1.2.3　脂质体介导 pMAMneo-CAT 转染培养 BRL-3A细胞　　
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制备 DOTAP/ pMAMneo-CAT 混合液 , 取对数生长期的 BRL-3A

细胞(约 60%～ 80%融合), 更换培养液后 , 加入上述混合液 , 同
时加入 0.01μmol/ L地塞米松 , 37 ℃培养 8 h。分别向转染质粒

的培养瓶中加入TNF-α、IL-1、TNF-α+IL-1 , TNF-α和 IL-1 的终浓
度均为 1×106U/ L。继续培养 12 h 后 ,收集细胞 , 进行 ELISA 检

测 CAT活性。
1.2.4　ELISA 检测 CAT 活性　　操作参照 Roche 公司 CAT

ELISA KIT 说明书进行。

1.3　统计学处理
　　所有数据结果均以 x±s表示 , 用 SPSS 10.0 统计处理软件

进行 t检验分析。

2　结果

2.1　TNF-α、IL-1对体外培养 BRL-3A细胞 GR表达的

影响
　　细胞免疫组化染色结果显示 , 正常培养的 BRL-3A 肝细胞
的胞浆和胞核中均有较强的 GR 阳性着色 , 而分别加入 TNF-α

和 IL-1 刺激培养 12 h 后 ,细胞中的阳性着色明显减弱 , 其中尤
以核内着色减弱更加显著 , TNF-α和 IL-1 共同刺激后 GR阳性

着色减弱的程度更加严重 ,见图 1 ～ 4。

图 1　正常培养 BRL-3A细胞 GR免疫组化染色结果 , 胞浆与胞核

中均有较强的阳性着色　(S-P×400)

Fig 1　Intensive positive staining of GR protein in the cytoplasm and

nucleus of BRL-3A cells　(S-P×400)

图 2　TNF-α刺激后 BRL-3A 细胞 GR免疫组化染色结果 ,胞浆与

胞核中的阳着色均显著减弱　(S-P×400)

Fig 2　Weak positive staining of GR protein in the cytoplasm and nu-

cleus of BRL-3A cells cultured with TNF-α　(S-P×400)

图 3　IL-1刺激后 BRL-3A细胞 GR免疫组化染色结果 ,胞浆与胞

核中的阳着色均显著减弱　(S-P×400)

Fig 3　Weak positive staining of GR protein in the cytoplasm and nu-

cleus of BRL-3A cells after IL-1 coculture　(S-P×400)

图 4　TNF-α与 IL-1共同刺激后 BRL-3A细胞 GR 免疫组化染色

结果 ,阳性着色减弱更加显著　(S-P×400)

Fig 4　More light positive staining of GR protein in the cytoplasm and

nucleus of BRL-3A cells after the co-stimulation of TNF-αand

IL-1　(S-P×400)

2.2　TNF-α、IL-1对 BRL-3A 细胞GR转录激活能力的

影响
　　转染 pMAMneo-CAT后的 BRL-3A细胞裂解液经 CAT ELISA

分析结果显示 ,正常情况下在地塞米松存在时细胞中有较高的
CAT生成 , 当细胞因子 TNF-α和 IL-1 刺激后 , BRL-3A 细胞中
CAT的含量显著下降(P <0.01), 且两者共同刺激抑制作用更
强 ,见表 1。

表 1　转染 pMAMneo-CAT的 BRL-3A细胞受 TNF-α及 IL-1刺激

后 CAT含量改变(n=5 , x±s)

Tab 1　CAT amounts in pMAMneo-CAT-transfected BRL-3A cells cultured

with TNF-α, IL-1 or their combination(n=5 , x±s)

Group CAT(A405)

Dex 0.49±0.01
TNFα+Dex 0.33±0.02＊＊

IL-1+Dex 0.37±0.01＊＊

TNFα+IL-1+Dex 0.25±0.02＊＊

＊＊:means P<0.01 vs normal group

3　讨论

　　GC 效应在机体的生命活动中起着非常重要的作
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用 ,而其作用的发挥又与 GR的表达和功能状态密切

相关 。GR是激素核受体家族的一个主要成员 ,同时也
是一种重要的核转录调控因子 ,它能够调控多种基因
的转录激活和抑制。大量研究表明 GC-GR可以直接
或间接抑制 IL-1 、IL-6 、TNF-α等炎性细胞因子的生成
与释放 ,从而发挥其显著的抗炎和抗免疫作用 。然而 ,
近年来有研究发现一些炎性细胞因子反过来又能够诱

发GC抵制现象 ,原因尚不完全清楚 ,GR改变可能在
其中起重要作用[ 3 , 4] 。为此 ,本实验首先分析了 TNF-α
和 IL-1对培养 BRL-3A 细胞GR表达的影响 。结果发
现 ,TNF-α和 IL-1可以引起GR表达明显下调 ,同时 ,比
较胞浆和胞核中 GR的阳性染色改变发现 ,胞核内 GR

的降低更加显著 ,提示炎性细胞因子对 GR由胞浆向

胞核的转位过程也有显著的抑制作用。已知生理状态
下 ,GR与热休克蛋白等分子伴侣结合而存在于胞浆
中 ,GC 进入细胞后与 GR的 C 端结合并使其活化 ,活
化后的 GR与 GC 一起移向核内 ,然后再与细胞核靶基
因中特定的糖皮质激素反应元件(Glucocorticoid re-
sponse element , GRE)结合 ,诱导生产特异性 mRNA ,指
导蛋白质合成 ,发挥其生物效应

[ 5 , 6]
。因此 , GR表达

和核转位发生改变必然会影响到其功能的发挥。
　　为了进一步证实 TNF-α和 IL-1 对 GR功能的影

响 ,我们又运用体外转录激活报告质粒分析系统对 GR

的转录激活能力进行了分析。在此系统中质粒 pMAM-
neo-CAT 的启动子为某一特定的 GRE , CAT(氯霉素乙
酰转移酶)为报告基因 ,当细胞转染了此质粒后 ,只要
体系中有 GC-GR的存在细胞中就会有 CAT 生成 ,因
此 ,通过检测 CAT 的含量变化就能准确地反映出 GR

的转录激活能力
[ 6]
。本实验结果显示 ,转染了 pMAM-

neo-CAT 的 BRL-3A细胞 ,在一定浓度地塞米松存在的
情况下有较多的 CAT 生成 ,而经 TNF-α和 IL-1 刺激
后 ,CAT 的生成则显著减少 ,提示 TNF-α和 IL-1能够对
GR介导的基因转录生成具有显著的抑制作用 。GR的

转录激活能力受到抑制 ,必然会影响 GC 效应的发挥 ,
从而导致GC抵抗。
　　由于GC-GR可以抑制 TNF-α和 IL-1等炎性细胞
因子的生成与释放 ,如果这些细胞因子反过来又能通
过影响 GR而诱发 GC 效应抵抗 ,则会使炎性细胞因子
的生成失去控制 ,这可能是某些失控性炎症反应发生
的机制之一 。因此 ,当机体在受到某些损伤和疾病打
击而造成炎性细胞因子大量释放时 ,应及早进行抗炎
治疗包括使用细胞因子阻断剂和中和性抗体等 ,防止
炎性细胞因子长时间刺激 GR而诱发GC抵抗 。同时 ,
本实验结果也进一步提示人们可以通过调节 GR的表

达和核转位来逆转GC抵抗。
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　　(上接 584页)
贴撕去 ,以免造成移植皮片松脱。
3.3.2　受皮区应尽量避免活动 , 尤其是口周 、下颌 、颈部等活
动范围较大的部位 , 应尽量减少活动度;同时注意预防上呼吸
道感染 ,以免咳嗽 、打喷嚏使受皮区活动加大。洗脸 、洗澡时应

尽量保护好受皮区 ,不要浸湿及触碰。
3.3.3　出汗过多不利于移植皮片成活 , 因此应尽量避免剧烈
运动 , 尤其夏季尽量减少出汗 , 注意休息 , 衣着适度 , 适当晒太
阳有利于黑色素生成 ,但应避免暴晒。
3.3.4　饮食护理　　移植后饮食无特殊禁忌 , 嘱患者多食豆
类食品有利于黑色素生成。

3.3.5　移植后 7 d 左右 ,受皮区有瘙痒感 , 嘱患者切勿搔抓 , 以
免拉脱皮片造成移植失败。必要时口服少量镇静止痒药物。

4　讨论

　　白癜风是一种常见病 ,病程慢性 , 顽固难治 , 自体表皮移植

为治疗白癜风开辟了新的治疗途径 ,对于已采用多种治疗方法

无效的病例 ,可选用此方法治疗。自体表皮移植方法虽然比较
简单 , 但移植后的成活率受多种因素影响 , 涂彩霞等[ 2] 报道自

体表皮移植治疗白癜风时 , 其移植失败的原因可能为:受皮区
为活动较大的部位 ,使移植皮片不易固定而脱落 ,根据此经验 ,
我们加强了移植前 、移植中及移植后的护理 , 尽量避免各种不
利因素 , 治疗白癜风 129 例 , 移植皮片 512 处 , 移植成活率达
94.5%,为顽固难治的白癜风患者带来新的曙光。但如何缩短
吸疱取皮时间及改进负压吸头的多种形状有待进一步研究。
　　关键词:负压吸疱;表皮移植;白癜风
　　中图法分类号:R758.41　　　文献标识码:B
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