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腺病毒介导 IκBα基因在体外培养 U937细胞中的表达及效应研究

王明海 ,太光平 ,张雅萍 ,肖光夏　　(第三军医大学附属西南医院烧伤研究所 ,重庆 400038)

　　提　要:目的　通过构建 IκBα基因的腺病毒表达载体 , 并用急性相反应蛋白 SAA3启动子来指导目的基因 IκBα的表达 ,体外观

察在炎性刺激后 IκBα蛋白的诱导性表达特性及对 NF-κB活性的调控作用 ,对炎症介质产生的抑制效应。方法　采用 DNA 重组与同

源重组技术 ,构建含只响应病理信号的启动子-急性相反应蛋白启动子 SAA3、目的基因 IκBα的炎症诱导性复制缺陷型重组腺病毒载

体(AdIκBα)。应用 AdIκBα, 选择在炎症反应中具有代表意义的巨噬细胞 , 观察 AdIκBα在体外培养巨噬细胞 U937中诱导性表达 IκBα
(Western blot)、对 NF-κB 活性的调控(EMSA)及体外效应。结果　①成功构建炎症诱导性 IκBα表达质粒(pAdpLpl SAA3 NLS IκBα), 该

表达框含SAA3启动子 , SV40大T抗原核定位信号(NLS), IκBαcDNA和 ploy A;② pAdpLpL SAA3 NLS IκBα质粒与 pJM17 同源重组 , 脂质
体(DOTAP)介导 ,共转染入 293细胞。 PCR法筛选阳性克隆 ,获得重组腺病毒(Ad IκBα);③用 293 细胞扩增 Ad IκBα;采用反复冻融

法纯化腺病毒 ,获得高滴度(5×1010 pfu/ml)重组腺病毒;④体外实验 ,用 50MOI Ad IκBα预感染体外培养的U937细胞 ,再用 LPS 攻击

后 ,该腺病毒诱导性表达 IκBα蛋白(Western blot), 且表达的 IκBα能抑制 NF-κB 的活化(EMSA)、下调 LPS 攻击后 TNF-α、IL-6 的产生。

结论　该 IκBα腺病毒表达载体通过调控 NF-κB活性 , 可调控炎症介质(TNF-α、IL-6)的产生 , 用于调理细胞的炎症反应。
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Expression and effects of recombinant adenovirus-meditated IκBαin cultured U937 cells
WANG Ming-hai , TAI Guang-ping , ZHANG Ya-ping , XIAO Guang-xia(Institute of Burn Research , Southwest Hospital , Thi rd Mi litary Medical University ,

Chongqing 400038, China)

　　Abstract:Objective　To investigate the expression of IκBαtriggered by an acute phase protein promoter SAA3(Serum Amyloid A3 gene)after
adenoviral transfer in cultured U937 cells and its inhibitory effects on the activation of NF-κB in response to inflammatory stimuli , and on the produc-

tion of other cytokines.Methods　A recombinant adenovirus(Ad IκBα)encoding IκBαwas constructed by means of homorecombination and then 50
MOI Ad IκBαwere used to infect the cultured U937 cells , which were challenged with LPS(10 μg/ml)24 h later.After that , the whole cell proteins

and nuclear proteins were extracted respectively and detected with western blot.The NF-κB/DNA binding activity of nuclear proteins was determined

with electrophoretic mobility shifty assay(EMSA).The TNF-αand IL-6 productions in the culture supernatant were measured with ELISA.Results
　①The inflammatory-induced expressing plasmid (pAdpLpL SAA3 NLS IκBα) encoding SAA3 promoter , SV40 large T nucleus location signal

(NLS), IκBαcDNA and polyA was constructed successfully.②DOTAP-mediated gene transferwas used to co-transfect the pAdpLpL SAA3 NLS IκBα
shuttle vector and the recombination plasmid pJM17 into 293 cells.The positive clones were obtained by using PCR to obtain the adenovirus of IκBα

gene(Ad IκBα).③The recombinant virus was amplified in 293 cells and purified with freeze-thaw method for a higher titer(5×1010 virus /ml).④
IκBαprotein was induced rapidly in the cultured U937 cells after LPS challenge and inhibited the NF-κB ctivation and reduced the productions of

TNF-αand IL-6.Conclusion　Adenoviral transfer of IκBαcan modulate the production of inflammatory cytokines by inhibiting the activation of NF-
κB in U937 cells after LPS challenge, indicating its therapeutic effects in inflammatory reactions

　　Key words:IκBαgene;SAA3 promoter;NF-κB;adenovirus;TNF-α;IL-6

　　全身性炎症反应 ,失控性炎症细胞因子 、过量炎症
介质的产生常见于严重烧伤 、感染及多种疾病的危重
期 ,其介导推动全身炎症反应综合征 、脓毒症休克及多
器官功能衰竭[ 1] 。多种抗细胞因子的治疗措施在动物
试验中作用显著 ,但多中心的临床研究发现疗效不显
著或无效 。因此迫切需要开发和寻求新的措施调控失
控性炎症反应。本研究通过构建 IκBα基因的腺病毒
表达载体 ,并用急性相反应蛋白 SAA3启动子来指导目

的基因 IκBα的表达 ,体外观察炎性刺激后 IκBα蛋白的
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诱导性表达特性及对 NF-κB活性的调控作用 ,以及对
炎症介质产生的抑制作用 。

1　材料与方法

1.1　表达载体及工具酶
　　pAdpLpL NLSIκBα质粒由本研究所太光平博士构建 、鉴定并
惠赠;pJM17质粒由 Brighthom 博士惠赠;pCRⅡSAA3质粒由 Alan

Verary 博士惠赠 , 工具酶由 Boehriger Mannheim 公司购进。

1.2　炎症诱导性腺病毒表达质粒的构建
　　采用 DNA 重组技术[ 2] ,构建炎症诱导性腺病毒表达载体。
依据切图谱设计 , pCRⅡSAA3质粒 XbolⅠ/KpnⅠ酶切产生 2.3、0.4 kb

片段 , 大量回收 0.4 kb 的 SAA3目的 DNA 片段。连接 SAA3片段

和去线性化载体 pAdpLpLNLSIκBα片段连接。转化连接子, 37 ℃
培养过夜 ,长出的单个单菌落为转化菌菌落。挑单菌落种于 10

ml LB(含170μg/ml氯霉素)中 , 37 ℃摇菌过夜。收集细菌 , 小量
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快速抽提质粒 DNA ,酶切鉴定。依据酶切图谱设计 , EcoRⅠ/Kpn

Ⅰ/HindⅢ酶切产生 0.4、1.8、6.0 kb 的片段为含 SAA3启动子和

IκBα基因的表达质粒(pAdpLpL SAA3NLSIκBα)。

1.3　腺病毒重组
　　参照文献[ 3] ,同源重组技术 , 将 2 μg pAdpLpLSAA3NLSIκBα

腺病毒表达质粒与 3 μg 腺病毒重组质粒 pJM17(长 40.3 kb)同

源重组 ,以脂质体 DOTAP介导 ,共转染 60%融合的293 细胞(为

腺病毒 E1基因转化的人胚肾细胞系 ,培养于含 10%胎牛血清

的高糖型 DMEM)包装 , 10 ～ 12 d出现空斑 , 仔细挑取其中 3 个

空斑 ,用少量灭菌 PBS溶液悬浮 , -70 ℃、25 ℃反复冻融 3 次 ,

用 293细胞扩增病毒。 36 ～ 48 h , 用空斑上清处理的 293 细胞

(2/3)出现细胞致病变效应(Cytopathic effect , CPE):90%～ 100%

的细胞肿胀 、变圆 , 10%～ 20%的细胞飘浮。取 370 μl收集的出

现CPE 的培养上清 ,用蛋白酶 K(50 μg/ml、0.5% SDS 、20 mmol/

L EDTA)于 56 ℃消化 1 h , 用饱和酚/氯仿抽提 , 提取腺病毒

DNA用作 PCR 模板。根据文献设计 IκBα引物[ 4] 及 pJM17 引

物[ 3](上海生物化学工程公司合成), 两对引物进行双重扩增。

一对引物为腺病毒所特有 ,即位于 E2B区 3 955 ～ 3 980 的 P1(5-

TCGTTTCTCAGCAGCTGTTG-3′)和 4 815 ～ 4 796 的 P2(5′-CATCT-

GAAC TCAAAGCGTGG-3′),其扩增长度为 860 bp 的 E2B 区特异

条带。另一对引物为 IκBα所特有 , 引物为 233 ～ 254 的 P3(5′-

CATGAAGGA CGAGGAGT ACGAG-3′)及701～ 679的 P4(5′-GATC-

GAGGCTAAGTGCAGACATG-3′), 其扩增长度为 468 bp 的特异条

带。PCR法筛选含目的基因 IκBα及腺病毒基因的复制缺陷型

重组体腺病毒(AdIκBα)。同时扩增出 860 bp 和 468 bp 片断为

重组腺病毒(AdIκBα)。

1.4　腺病毒扩增 、纯化及滴度测定
　　用上述经鉴定为阳性的重组体腺病毒 , 参照文献[ 3] 方法 ,

在 293细胞上进行扩增。收集出现病变效应(CPE)的 293 细胞

团 ,加少许 PBS 重悬 , 反复冻融 3 次 , 室温 2 500 r/ min 离心 5

min , 取上清加入10%甘油 ,用 0.25μm 滤膜过滤除菌 , 分装后置

-70 ℃保存备用。病毒滴度测定:取病毒液 10×倍比稀释 , 感

染293细胞 , 36～ 48 h , 观察病毒情况 ,取接近 100%细胞病变的

病毒稀释度 ,代入下列公式计算病毒滴度:

　　病毒滴度(pfu/ml)=
104×稀释度×10

0.2 ml
　　设定公式中每个细胞感染 10个病毒 , 36～ 48 h 内导致细胞

完全病变。

1.5　腺病毒感染靶细胞 ,内毒素攻击实验
　　人单核/巨噬细胞系 U937 ,传代培养 12 ～ 24 h , 实验组给予 50

MOI的 AdIκBα病毒稀释液, 24 h 后换液 ,用 LPS(10 μg/ ml)攻击,
不同时相收集细胞及培养上清。对照组用培养液假处理 24 h

后, 用 LPS(10 mg/ml)攻击 ,收集相应时相点的细胞及培养上清。

1.6　目的基因在人单核/巨噬细胞系 U937中的诱导性

表达及其生物学效应
1.6.1　IκBα蛋白测定　　分别收集各组 LPS 攻击前 , 攻击后

15 、30 min 及 1、6 、12、24 h 细胞 , 提取细胞蛋白 , 1∶1 500 的兔抗

人多克隆 IκBα抗体(Sigma),Western blot检测 IκBα表达[ 2] 。

1.6.2　NF-κB/DNA结合活性测定　　凝胶电泳迁移率改变分
析法(Electrophoretic Mobility Shift Assay , EMSA)[ 5, 6] 。 分别收集

各组不同时相的 U937细胞 ,参照 Andrews 等法[ 7] , 提取细胞核蛋

白 , Brodford 法定量核蛋白。 5 μg 核蛋白与[ γ-32P] ATP标记的

NF-κB 保守序列探针(P1 5′-AGTTGAGGAACTTTCCCAGGC-3′;

P2 5′-GCCTGGGAAAGTCCCTCAACT-3′)结合 , EMSA 检测 NF-κB/

DNA结合活性 , 根据滞后带强弱判断 NF-κB 的活化程度。
1.6.3　U937培养上清 TNF-α、IL-6 测定　　ELISA 法。

1.7　统计学分析
　　结果用  x± s 表示 , 采用华西医科大学医学统计程序包
PEMS 进行样本均数 t 检验。

2　结果

2.1　pAdpLpLSAA3NLSIκBα表达载体的构建
2.1.1　本研究依据酶切图谱设计, PCRⅡSAA3双酶切产生的 SAA3

片段亚克隆入 pAdLpLNLS IκBα质粒 ,获得 pAdpLpLSSA3NLSIκBα表
达质粒,该质粒 EcoRⅠ/ KpnⅠ/ HindⅢ酶切产生7.3 kb+1.8 kb+0.4

kb 的片段,图谱与理论酶切分子量一致 ,见图 1。

1:λDNA HindⅢ maker;2 , 3:XbaⅠ/Kpn Ⅰ/Hind Ⅲ;4:pAdpLpL

SAA 3NLSIκBα

图 1　表达载体 pAdpLpLSAA3NLSIκBα鉴定

Fig 1　Detection of the expression vector of pAdpLpLSAA3NLSIκBα

2.1.2　腺病毒的同源重组及鉴定　　本研究采用同源重组技
术 ,将 pAdpLpL SAA3NLSIκBα腺病毒表达质粒与腺病毒重组质

粒 pJM17 同源重组 , 以脂质体 DOTAP介导 , 共转染进入 293 细

胞 ,包装腺病毒 , 双引物共通过 PCR法筛选 、鉴定 ,得到 2 个含

目的基因 IκBα的重组体腺病毒(AdIκBα), 见图 2。取克隆 2 大

量扩增重组腺病毒(AdIκBα),用于本实验。

1:λDNA HindⅢ Maker;2:Posit ive clone;3:Positive clone

图 2　AdIκBα表达载体鉴定(PCR)

Fig 2　Detection of the expression vector of AdIκBα

2.1.3　重组腺病毒(AdIκBα)纯化及滴度测定　　重组腺病毒
在293细胞中繁殖 、扩增 , 收集病变的 293细胞 , 采取反复冻融

的方法 ,收集到的重组腺病毒 , 经 10 倍稀释 , 感染 293 细胞 , 36
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～ 48 h 后 ,稀释度为 105以前孔均 100%出现细胞致病变效应

(CPE), 计算病毒滴度为:5×1010 pfu/ml。

2.2　AdIκBα在U937中的表达及其效应

2.2.1　人单核/巨噬细胞U937中 IκBα蛋白的水平变化　　体外

培养 U937细胞 , LPS 攻击前后不同时相胞内 IκBα蛋白水平变化
(Western blot),结果见图 3。

1:Without LPS challenge;2～ 7:15 , 30 min;1 , 6 , 12 , 24 h respectively

after LPS challenge

图 3　U937细胞 LPS攻击前后 ,细胞内 IκBα水平变化(Western blot)

Fig 3　Change of the IκBαprotein in the U937 cells with(B)or

Without(A)Ad IκBαprotein before LPS (10 μg/ml)

challenge

2.2.2　AdIκBα预感染对 U937细胞炎症介质产生的影响　　LPS

攻击 U937细胞 ,分别收集攻击前及攻击后 6、12、24 h 培养上清 ,
ELISA 测定 TNF-α、IL-6 的产生。结果见表 1、2。

表 1　LPS攻击巨噬细胞 U937TNF-α水平测定(ng/ml , x±s)

Tab 1　Content of TNF-αdetermined with ELISA in AdIκBα

pre-infected U937 cells(5×10
5 cells/well)after LPS chal-

lenge(ng/ml , x±s)

n 6 h 12 h 24 h

LPS 6 4.71±2.03 5.59±2.14 6.51±2.5

AdIκBα+LPS 6 2.56±0.94＊ 2.81±1.06＊ 2.95±0.92＊

＊:P<0.05 vs LPS

表 2　LPS攻击巨噬细胞U937IL-6水平测定(ng/ml , x±s)

Tab 2　Content of IL-6 determined with ELISA in Ad IκBαpre-

infected U937 cell s(5×105 cells/well)after LPS chal lenge

(ng/ml , x±s)

n 6 h 12 24 h

LPS 6 6.42±1.33 10.11±2.16 13.29±2.52

AdIκBα+LPS 6 4.45±1.33＊ 7.19±2.10＊ 8.08±1.84＊＊

＊:P<0.05 , ＊＊P<0.01 vs LPS

2.2.3　人单核/巨噬细胞系 U937 NF-κB活性变化　　体外培养
U937 , LPS 攻击前及攻击后不同时相 , NF-κB/DNA 结合活性变化

(EMSA),结果见图 4。

1:Without LPS challenge;2～ 7:15 , 30 min;1 , 6 , 12 , 24 h respectively

after LPS challenge

图 4　U937细胞 LPS攻击前后 ,胞核 NF-κB活性变化(EMSA)

Fig 4　Activaty of NF-κB in the U937 cells with(B)or without(A)Ad

IκBαproein before LPS(10μg/ml)challenge

3　讨论

3.1　重组体腺病毒载体(AdIκBα)的构建及意义

　　全身性炎症反应综合征(Systemic inflammatory re-
sponse syndrome , SIRS)基本特征是炎症介质(TNF-α、

IL-1 、IL-6 、IL-8等)的失控性表达 、释放 ,诸多促炎因子
产生的中心环节是核转录因子 Kappa B (Nuclear factor

kappa B , NF-κB)的活化和再活化[ 1 ～ 8] 。IκB蛋白(Inhi-

bition protein ofκB)的作用是 ,胞浆内与 NF-κB 结合 ,阻
止其核转位;胞核内促进 NF-κB 与 DNA 解离 。其中

IκBα研究最多也最重要 。NF-κB 活化的关键步骤是
IKK激酶活化 ,致 IκBα磷酸化降解 。延长 IκBα的半衰

期可部份抑制 NF-κB 的活化[ 9] ,提示提高细胞内 IκBα
蛋白的水平可以抑制 NF-κB的活化和再活化 。为此本

研究选择NF-κB作为靶目标 ,构建 IκBα基因的真核表
达腺病毒载体 ,通过基因转染 ,以期在胞内适度表达

IκBα蛋白 ,抑制 NF-κB 的过度活化 ,调控炎症介质产
生。

　　急性相反应是生物界较普遍的一种对各种炎性打
击(创伤 、感染)的应答及保护性反应。大量研究表明 ,

急性相反应的水平 ,急性相反应产物(SAA , C-RP)的表

达与疾病(感染 、创伤)的严重程度成正比 ,随疾病病程
的波动而波动 ,许多急性期蛋白在转录水平及翻译水

平等的动态受体内炎症介质如 IL-1 、IL-6 、TNF-α的动
态调节 。而且这些调节既快速又灵敏 ,一些急性相蛋

白(如 SAA)体内炎性信号可以被成百上千倍放大
[ 7]
。

为适时适度调控目的基因(IκBα)的表达 ,本研究选择

能对病理信号响应的急性相反应蛋白启动子 SAA3 ,构

建 IκBα的腺病毒表达质粒 pAdpLpLSAA3 IκBα,使目的
基因的表达随疾病的病理生理信号的改变而改变 、炎

性反应水平自动控制 ,从而为可控性表达目的基因
IκBα提供了可能 。本研究采用同源重组技术 ,将 pAd-
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pLpL SAA3NLSIκBα腺病毒表达质粒与腺病毒重组质粒

pJM17同源重组 ,以脂质体 DOTAP 介导 , 共转染进入
293 细胞 , 得到含目的基因 IκBα的重组腺病毒

(AdIκBα)克隆。再用 293 细胞大量扩增重组腺病毒

(AdIκBα),采用反复冻融法纯化腺病毒 ,得到滴度为

5×10
10
pfu/ml重组腺病毒 ,与文献[ 3 , 10]报道的滴度

1010 ～ 1012pfu/ml相近 ,为下一步实验提供了保证 。
3.2　AdIκBα在巨噬细胞中的表达及效应

　　以巨噬细胞为代表的单核/吞噬细胞系统是体内

炎症介质级联启动的中心细胞 ,炎症反应时 ,以TNF-α,
IL-1为主的促炎因子的过度表达 、释放 ,在失控性炎症

反应中占重要地位
[ 1]
。同时也是研究炎症反应调控的

主要靶细胞 ,易被外源基因转染[ 11] ;其次 ,文献证实
SAA3可在 U937活化后表达 , U937细胞胞内包括了 SAA3

启动子活化所必需的适当的各种正性 、负性转录因子

及转录表达环境 。因此 ,研究调控巨噬细胞炎性介质
的产生 ,对探索全身性炎症反应的防治有十分重要的

意义 。本结果提示 LPS攻击体外培养 U937细胞 ,胞内
IκBα蛋白迅速降解 、再缓慢重新合成;而 AdIκBα预处

理 ,胞内 IκBα蛋白于 LPS 攻击初期略有减少 ,但很快
合成达高峰 。证明Ad IκBα预感染 U937细胞 ,再用 LPS

攻击后 ,U937细胞诱导性表达了 IκBα蛋白 。
　　NF-κB活性变化:LPS 攻击体外培养巨噬细胞 ,攻
击前及攻击后不同时相胞核蛋白 ,与(γ-32P)ATP 标记

的NF-κB 探针结合 ,EMSA测定NF-κB/DNA结合活性。
结果显示:对照组 ,LPS攻击后 15 ～ 30 min ,NF-κB 即活

化 ,1 h活性显著增强 ,6 h达高峰 ,24 h活性仍高。而
实验组 AdIκBα预感染后 LPS 攻击 , NF-κB 轻度活化 ,

始终维持低活化水平 。证明 AdIκBα预感染 U937细胞 ,
再用 LPS攻击后 ,U937细胞诱导表达的 IκBα蛋白能抑

制NF-κB的过度活化 ,但不影响 NF-κB的适度活化 。
　　AdIκBα预感染对 U937细胞炎症介质产生的影响:

U937在 TNF-α、LPS 攻击后 ,NF-κB迅速活化 ,并上调相

关基因(如 TNF-α、IL-1 、IL-6 、IL-8 、等)的表达 ,在全身

性 、失控性炎症反应中发挥重要作用。本实验结果显
示:对照组 , LPS 攻击后 , TNF-α及 IL-6 的产生迅速增

高。而实验组 , LPS 攻击后 ,U937细胞培养上清 TNF-α、

IL-6的产生缓慢上升 ,显著低于对照组(P <0.05)。证

明实验组预感染 AdIκBα的 U937细胞 , LPS 攻击后诱导
表达的 IκBα蛋白 ,通过抑制 NF-κB的过度活化 ,下调

TNF-α、IL-6的产生 。本研究结果提示 ,该 IκBα腺病毒
表达载体(AdIκBα)通过调控 NF-κB 活性 ,可调控炎症

介质(TNF-α、IL-6)的产生 ,用于调理细胞的炎症反应 。
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