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ＣＤ１１ｂ 调控 ＬＰＳ 刺激下巨噬细胞

表达 ＩＬ￣１２ 的分子机制

刘　 姗ꎬ宋政文ꎬ郑晨晨ꎬ张国秀ꎬ赵智辉

(南京师范大学生命科学学院ꎬ生物化学与生物制品研究所ꎬ江苏省分子与医学生物技术重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 ＣＤ１１ｂ是白细胞整合素家族成员之一ꎬ在炎症的发生和发展中发挥重要作用. 在内毒素血症小鼠模型ꎬ
发现脂多糖(ＬＰＳ)导致外周血白细胞介素 １２(ＩＬ￣１２)水平降低ꎬ而 ＣＤ１１ｂ抑制剂能防止此现象发生. 为阐明 ＣＤ１１ｂ
调控 ＬＰＳ刺激下 ＩＬ￣１２产生的分子机制ꎬ本文利用 ＲＡＷ２６４.７细胞开展了进一步研究. 酶联免疫吸附、实时定量

ＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ等检测结果表明ꎬＣＤ１１ｂ 可抑制 ＬＰＳ 刺激下 ＲＡＷ２６４.７细胞 ＩＬ￣１２的表达ꎻ利用 ｓｈＲＮＡ 敲低

ＣＤ１１ｂ的表达则能提高 ＬＰＳ 刺激下 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ＩＬ￣１２ｐ３５、ＩＬ￣１２ｐ４０ 的转录水平和蛋白水平的表达ꎻＪＮＫ 和

ＮＦ￣κＢ 信号通路与 ＣＤ１１ｂ 调控 ＩＬ￣１２ 的产生关系密切ꎬ而 ｐ３８、ＥＲＫ 信号通路影响较小. 因此ꎬ研究结果提示ꎬ
ＣＤ１１ｂ通过 ＪＮＫ和 ＮＦ￣κＢ信号通路抑制 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞 ＩＬ￣１２的产生ꎬ抑制 ＣＤ１１ｂ的功能可能有助于削弱

ＬＰＳ引起的炎症反应.
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Ａｂｓｔｒａｃｔ:ＣＤ１１ｂ ｉｓ ａ ｍｅｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ ｉｎｔｅｇｒｉｎ ｆａｍｉｌｙꎬｗｈｉｃｈ ｐｌａｙｓ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ ｏｆ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ. Ｉｎ ａｎ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ ｍｏｕｓｅ ｍｏｄｅｌꎬｗｅ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ(ＬＰＳ) ｃａｕｓｅｄ ａ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ
ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣１２( ＩＬ￣１２) ｉｎ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄꎬａｎｄ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ＣＤ１１ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｐｒｅｖｅｎｔｅｄ ｔｈｅ ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ
ｓｕｃｈ ｅｖｅｎｔ. Ｔｏ ｅｌｕｃｉｄａｔｅ ｔｈｅ ｕｎｄｅｒｌｙｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｔｈａｔ ＣＤ１１ｂ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｕｎｄｅｒ ＬＰＳ
ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬｗｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｆｕｒｔｈｅｒ ｓｔｕｄｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ. Ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ Ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲꎬａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅｄ ｔｈａｔꎬＣＤ１１ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ
ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ. Ｋｎｏｃｋｉｎｇ ｄｏｗｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ｐ３５ ａｎｄ ＩＬ￣１２ｐ４０ ａｔ ｂｏｔｈ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ. Ｔｈｅ ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ ｏｎ ＩＬ￣１２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｗａｓ ｃｌｏｓｅｌｙ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬｗｈｉｌｅ ｐ３８ ａｎｄ ＥＲＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ
ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ. Ｔｈｕｓꎬ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｓｕｇｇｅｓｔｅｄ ｔｈａｔ ＣＤ１１ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＩＬ￣１２ ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ
ｍａｉｎｌｙ ｖｉａ ＪＮＫ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓꎬａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｔｈｅ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＣＤ１１ｂ ｍａｙ ｂｅ ｏｆ ｈｅｌｐ ｆｏｒ ａｔｔｅｎｕａｔｉｎｇ
ｅｘｃｅｓｓｉｖｅ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＬＰＳ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ＣＤ１１ｂꎬｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ １２ꎬｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓꎬｍａｃｒｏｐｈａｇｅꎬＪＮＫꎬＮＦ￣κＢ

内毒素休克是由各种致病微生物或其毒素感染引起的一种以组织低灌流、低血压以及器官功能障碍

为特征的全身反应综合征ꎬ也是临床危重患者的主要死亡原因之一[１] . 国外流行病学显示ꎬ内毒素休克患

者的病死率甚至高达 ５０％[２] . 现代救治技术进展迅速ꎬ但内毒素休克仍是治疗的难点[３] .寻求降低内毒素
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休克患病率和病死率的治疗方法是当下亟待解决的问题.
ＩＬ￣１２是由 ｐ３５和 ｐ４０两个亚单位构成的异二聚体型细胞因子[４] . 它能够诱导 ＩＦＮ￣γ 的产生ꎬ诱导

Ｔｈ０细胞向 Ｔｈ１细胞分化ꎬ是联系固有免疫与适应性免疫间的桥梁[５] . ＩＬ￣１２对免疫调节、抗感染等具有十

分重要的作用[６] . 小野悟志等发现动物患严重脓毒症时 ＩＦＮ￣γ和 ＩＬ￣１２ 的产生减少ꎬ用 ＩＬ￣１２ 进行干预能

明显提高动物的生存率[７] . Ｃｒｉｓｔｉｎａ等发现利什曼原虫通过与巨噬细胞表面的 ＣＤ１１ｂ 结合进入宿主细胞ꎬ
抑制 ＩＬ￣１２的产生. 当巨噬细胞无 ＣＤ１１ｂ 时ꎬ利什曼原虫通过其他受体进入宿主细胞ꎬ不影响 ＩＬ￣１２ 的产

生[８] . ＣＤ１１ｂ / ＣＤ１８是白细胞整合素家族成员之一ꎬ它由 α 和 β 两个亚基以非共价键形式结合而成[９] .
ＣＤ１１ｂ的表达及活化受多种趋化因子调节. ＣＤ１１ｂ 可与多种配体相互作用ꎬ在细胞间粘附和炎症的发生

发展中发挥重要作用[１０] . 本文在内毒素血症小鼠模型中发现 ＬＰＳ 导致外周血 ＩＬ￣１２ 水平降低ꎬ而 ＣＤ１１ｂ
抑制剂能防止此现象发生. 本文利用 ＲＡＷ２６４.７细胞开展了进一步研究ꎬ为阐明 ＣＤ１１ｂ 调控 ＬＰＳ 刺激下

ＩＬ￣１２产生的分子机理. 了解炎症介质作用的调控机制ꎬ为内毒素休克的治疗提供理论依据.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 试剂

细胞培养所使用的链霉素、青霉素、胰酶、ＤＭＥＭ 培养基和胎牛血清购于 Ｗｉｓｅｎｔ 公司. ＬＰＳ 和乳糖

(β￣Ｌａｃｔｏｓｅ)购自 Ｓｉｇｍａ￣ａｌｄｒｉｃｈ 公司. ＲＮＡ 提取试剂盒、反转录试剂盒和 ＳＹＢＲ Ｇｒｅｅｎ 均购于 Ｔａｋａｒａ 公

司. Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ转染试剂购于 Ｒｏｃｈｅ公司.小鼠炎症试剂盒购于 Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公司. 小鼠 ＩＬ￣１２ ＥＬＩＳＡ试剂盒

购于杭州联科生物技术公司. 细胞裂解液 ＲＩＰＡ购自江苏碧云天生物技术公司. Ｇｕ￣４来源于北京大学ꎬ氯
化钠购于国药集团化学试剂有限公司ꎬ地塞米松购于金陵药业有限公司. ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ 由 ＱＩＡＧＥＮ 公司

合成. 引物由上海捷瑞生物工程有限公司合成.
免疫印迹中使用的一抗 ＩＬ￣１２Ａ 和 ＣＤ１１ｂ 抗体购于 Ａｂｃａｍ 公司ꎬＰｈｏｓｏｈｏ￣ｐ３８(Ｔｈｒ１８０ / Ｔｙｒ１８２)、ｐ３８、

Ｐｈｏｓｏｈｏ￣ＪＮＫ / ＳＡＰＫ( Ｔｈｒ１８３ / Ｔｙｒ１８５)、 ＪＮＫ / ＳＡＰＫ、Ｐｈｏｓｏｈｏ￣ＥＲＫ ( Ｔｈｒ２０２ / Ｔｙｒ２０４)、ＥＲＫ、Ｐｈｏｓｏｈｏ￣ＩＫＫα / β
(Ｓｅｒ１７６ / １８０)、Ｐｈｏｓｏｈｏ￣ＩκＢα(Ｓｅｒ３２)、ＩκＢα 抗体均购于 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司. ＩＬ￣１２Ｂ、β￣ａｃｔｉｎ 抗

体和辣根过氧化物酶(ＨＲＰ)标记的山羊抗兔二抗购于南京巴傲得生物科技有限公司ꎬ辣根过氧化物酶标

记的山羊抗鼠二抗购于诺唯赞生物科技有限公司.
１.１.２　 动物模型

构建内毒素血症小鼠模型ꎬ１８ ｇ~２２ ｇ雄性 ＩＣＲ小鼠购自中国科学院上海实验动物中心. ＬＰＳ 溶解于

生理盐水ꎬ按照小鼠体重 ０.００５ ｍＬ / ｇ腹腔注射 ＬＰＳ(３７.５ ｍｇ / ｋｇ) .
１.１.３　 细胞培养

小鼠巨噬细胞 ＲＡＷ２６４.７为本实验室保存. 在 ５％ ＣＯ２、３７ ℃细胞培养箱中培养ꎬ培养基为含有 １０％
胎牛血清、１００ Ｕ / ｍＬ链霉素和 １００ Ｕ / ｍＬ青霉素的 ＤＭＥＭ.
１.２　 实验方法

１.２.１　 流式检测

小鼠内毒素血症模型分为生理盐水对照组(０.９％)、Ｇｕ￣４ 处理组(８００ ｎｍｏｌ / ｋｇ)、乳糖处理组(８００
ｎｍｏｌ / ｋｇ)和地塞米松处理组(１.３ ｍｇ / ｋｇ)(每组 ｎ ＝ １０)ꎬ用于治疗的药物均溶解于生理盐水. 小鼠腹腔注

射 ＬＰＳ ３０ ｍｉｎ后ꎬ尾静脉注射不同的治疗药物ꎬ注射剂量 ０.００５ ｍＬ / ｇ. 建模后取 １ ｈ、２ ｈ、４ ｈ、６ ｈ、８ ｈ、１０ ｈ
等不同时间点小鼠的外周血ꎬ３ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎬ取上清ꎬ用小鼠炎症试剂盒检测 ＩＬ￣１２ 细胞因子水

平的变化.
１.２.２　 ＲＮＡ干扰

ＲＡＷ２６４.７细胞以 ５×１０５ 密度接种于 ６ 孔板ꎬ将 ＣＤ１１ｂ Ｃｌｏｎｅ１ ｓｈＲＮＡ 质粒、ＣＤ１１ｂ Ｃｌｏｎｅ２ ｓｈＲＮＡ 质

粒及 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒通过 Ｆｕｇｅｎｅ ＨＤ转染试剂进行转染. 转染后 ４８ ｈ进行后续实验.
１.２.３　 ＥＬＩＳＡ检测

利用 ＥＬＩＳＡ试剂盒测定培养上清液中细胞释放 ＩＬ￣１２的水平ꎬ按照试剂盒说明书进行操作ꎬ通过测定

ＯＤ４５０ ｎｍ的光吸收值及标准曲线进行 ＩＬ￣１２的定量.
—２７—
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刘　 姗ꎬ等:ＣＤ１１ｂ调控 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞表达 ＩＬ￣１２的分子机制

表 １　 实时定量 ＰＣＲ 引物

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ

基因 上游引物 下游引物
ＩＬ￣１２ｐ３５ ５′￣ＧＴＧＣＣＴＴＧＧＴＡＧＣＡＴＣＴＡＴＧＡ￣３′ ５′￣ＴＧＣＣＣＴＴＧＴＣＴＡＧＡＡＴＧＡＴＣＴＧ￣３′
ＩＬ￣１２ｐ４０ ５′￣ＧＡＣＣＡＴＣＡＣＴＧＴＣＡＡＡＧＡＧＴＴＴＣ￣３′ ５′￣ＡＧＧＡＡＡＧＴＣＴＴＧＴＴＴＴＴＧＡＡＡ￣３′
β￣ａｃｔｉｎ ５′￣ＧＴＧＣＴＡＴＧＴＴＧＣＴＣＴＡＧＡＣＴＴＣＧ￣３′ ５′￣ＡＴＧＣＣＡＣＡＧＧＡＴＴＣＣＡＴＡＣＣ￣３′

１.２.４　 实时定量 ＰＣＲ
利用 ＲＮＡ提取试剂盒ꎬ严格按照说明

书步骤ꎬ提取细胞总 ＲＮＡ. 经测定合格的

ＲＮＡ进行反转录实验或放置于－８０ ℃冰箱

中保存. 经反转录得到的 ｃＤＮＡ进行实时定

量 ＰＣＲ分析. 反转录和实时定量 ＰＣＲ的步骤都严格按照 Ｔａｋａｒａ公司说明书进行.引物序列如表 １所示.
１.２.５　 免疫印迹

弃去培养基ꎬ用 １×ＰＢＳ清洗 ３次ꎬ每孔加入 ２００ μＬ ＲＩＰＡ裂解液ꎬ置于冰上裂解 ３０ ｍｉｎ. １２ ０００ ｒ / ｍｉｎ
离心 １５ ｍｉｎꎬ取上清加入 ２×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ混匀ꎬ９９ ℃煮样 ５ ｍｉｎ. １０％ ＳＤＳ ＰＡＧＥ电泳ꎬ转移蛋白至 ＰＶＤＦ
膜上ꎬ５％脱脂牛奶封闭 ２ ｈꎬ４ ℃孵育一抗过夜ꎬ３７ ℃孵育辣根过氧化物酶标记的二抗 ２ ｈꎬ最后以 ＥＣＬ显

色法进行显色.
１.２.６　 统计学处理

采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ５软件分析数据ꎬ组间差异采用 Ｒｅｐｅａｔ ｔ－检验进行比较. 实验重复 ３ 次ꎬｐ<０.０５
为差异具有统计学意义.

　 　 Ａ.Ｇｕ￣４的化学结构式. ＭＷ:分子量. Ｂ.小鼠内毒素血症模型分为生理盐水对照组( Ｓａｌｉｎｅ)、Ｇｕ￣４ 处理组(Ｇｕ￣４)、乳糖处理组

(Ｌａｃ)、地塞米松处理组(Ｄｅｘ) . 采集造模后不同时间点(如图所示ꎬｎ ＝ １０)小鼠外周血ꎬ用流式细胞技术检测 ＩＬ￣１２ 的水平. 与生理

盐水组相比ꎬ∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１
Ａ.Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｇｕ￣４. ＭＷꎬＭｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ. Ｂ.Ｍｉｃｅ ｗｅｒｅ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｇｒｏｕｐｓꎬｓａｌｉｎｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬＧｕ￣４ꎬβ￣ｌａｃｔｏｓｅꎬｏｒ ｄｅｘａｍ￣

ｅｔｈａｓｏｎｅ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ. Ｂｌｏｏｄ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ ｍｉｃｅ(ｎ＝ １０ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ)ａｔ ｃｏｎｓｅｃｕｔｉｖｅ ｔｉｍｅ ｐｏｉｎｔｓ(ａｓ ｄｅｐｉｃｔｅｄ
ｉｎ Ｂ)ａｎｄ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ.∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１ ｖｓ. ｓａｌｉｎｅ

图 １　 ＣＤ１１ｂ 抑制剂 Ｇｕ￣４能有效提高内毒素血症小鼠外周血中 ＩＬ￣１２ 的水平

Ｆｉｇ􀆰 １　 ＣＤ１１ｂ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ Ｇｕ￣４ ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｅｌｅｖａｔｅ ＩＬ￣１２ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｐｅｒｉｐｈｅｒａｌ ｂｌｏｏｄ ｏｆ ｍｉｃｅ ｗｉｔｈ ｅｎｄｏｔｏｘｅｍｉａ

２　 结果

２.１　 Ｇｕ￣４有效提高内毒素血症小鼠外周血中 ＩＬ￣１２ 的产生

构建内毒素血症小鼠模型ꎬ使用不同的治疗药物(生理盐水、Ｇｕ￣４、乳糖、地塞米松)处理后ꎬ检测小鼠

外周血中 ＩＬ￣１２的水平. 乳糖衍生物 Ｇｕ￣４是以谷氨酸为连接臂的四价乳糖糖簇ꎬ结构式如图 １Ａ. Ｇｕ￣４是
ＣＤ１１ｂ的一种抑制剂. 前期研究发现 Ｇｕ￣４导致 ＣＤ１１ｂ 活化位点的暴露减少[１１] . 选用常见的炎症急救药

地塞米松作为阳性对照药物. 如图 １所示ꎬ发现地塞米松处理组 ＩＬ￣１２ 的水平无明显变化ꎬ生理盐水对照

组和乳糖处理组 ＩＬ￣１２的水平略有升高. Ｇｕ￣４处理组中 ＩＬ￣１２的水平明显升高ꎬ在 ４ ｈ时 ＩＬ￣１２的水平显著

高于生理盐水对照组. 整体水平结果显示ꎬＣＤ１１ｂ抑制剂 Ｇｕ￣４能有效提高内毒素血症小鼠外周血中 ＩＬ￣１２
的产生.

—３７—
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２.２　 敲低 ＣＤ１１ｂ 促进 ＬＰＳ 刺激的巨噬细胞 ＩＬ￣１２ 的释放

细胞水平上ꎬ选用 ＲＡＷ２６４.７小鼠巨噬细胞进一步开展实验.利用 ｓｈＲＮＡ技术敲低 ＣＤ１１ｂ的表达. 不同

质粒对 ＣＤ１１ｂ的干扰效果如图 ２Ａ所示ꎬ以 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ作为阴性对照质粒ꎬＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ ｃｌｏｎｅ１的干扰效果

较好ꎬ用于之后的干扰实验. Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ质粒和 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ质粒分别转染细胞后ꎬＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ)刺激不

同时间ꎬ收集细胞上清检测 ＩＬ￣１２水平. ＥＬＩＳＡ结果如图 ２Ｂ显示ꎬ敲低 ＣＤ１１ｂ 的表达可显著提高 ＩＬ￣１２的释

放. 随着作用时间的延长ꎬＩＬ￣１２的释放先增多后减少ꎬ在 ４ ｈ时达到峰值.

　 　 Ａ.用 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ和 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒分别转染 ＲＡＷ２６４.７ 细胞 ４８ ｈꎬ免疫印迹检测 ＣＤ１１ｂ 的表达(左图) . Ｂ.ＬＰＳ(０.５
μｇ / ｍＬ)刺激细胞(处理如 Ａ中细胞)不同时间(如图示)后收集上清ꎬＥＬＩＳＡ法检测 ＩＬ￣１２水平. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１

Ａ.ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ＣＤ１１ｂ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ( ｌｅｆｔ ｇｒａｐｈ)ａｎｄ ｓｕｂｓｅｑｕｅｎｔ ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ( ｒｉｇｈｔ ｇｒａｐｈ) . Ｂ.ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ(ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄ ａｓ ｉｎ Ａ)
ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅꎬａｎｄ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｉｎ ｔｈｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ＥＬＩＳＡ. Ｄａｔａ
ｓｈｏｗｎ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１

图 ２　 敲低 ＣＤ１１ｂ 能增加 ＬＰＳ 刺激的巨噬细胞 ＩＬ￣１２ 的释放

Ｆｉｇ􀆰 ２　 ＣＤ１１ｂ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎｃｒｅａｓｅ ｔｈｅ ｒｅｌｅａｓｅ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

　 　 用 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ和 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒分别转染 ＲＡＷ２６４.７细胞 ４８ ｈꎬＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ)分别刺激细胞不同时间(如图示)ꎬ实时

定量 ＰＣＲ法检测 ＩＬ￣１２ｐ３５(Ａ)和 ＩＬ￣１２ｐ４０(Ｂ)ｍＲＮＡ的表达ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ为内参. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１
ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ

ＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＩＬ￣１２ｐ３５ ａｎｄ ＩＬ￣１２ｐ４０ ｍＲＮＡ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲꎬβ￣ａｃｔｉｎ ｓｅｒｖｅｄ ａｓ
ｉｎｎｅｒ ｃｏｎｔｒｏｌ. Ｄａｔａ ｓｈｏｗｎ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.∗ｐ<０.５ꎬ∗∗ｐ<０.０１

图 ３　 敲低 ＣＤ１１ｂ 表达促进 ＬＰＳ 刺激的巨噬细胞中 ＩＬ￣１２ 转录水平表达

Ｆｉｇ􀆰 ３　 ＣＤ１１ｂ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎａｌ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２.３　 敲低 ＣＤ１１ｂ 增加 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＩＬ￣１２ 转录水平表达

为了研究 ＣＤ１１ｂ对 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞中 ＩＬ￣１２表达的影响. 利用 ＲＴ￣ｑＰＣＲ检测 ＩＬ￣１２ｐ３５和 ＩＬ￣１２ｐ４０
转录水平表达. 结果如图 ３所示ꎬ敲低 ＣＤ１１ｂ 的表达ꎬ随着刺激时间的延长ꎬＩＬ￣１２ｐ３５和 ＩＬ￣１２ｐ４０的 ｍＲＮＡ
发生明显的变化.ＬＰＳ刺激 ３ ｈ时ꎬＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ组中 ＩＬ￣１２ｐ３５ 转录水平较对照组增加 ５倍ꎬＩＬ￣１２ｐ４０转录水

—４７—
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刘　 姗ꎬ等:ＣＤ１１ｂ调控 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞表达 ＩＬ￣１２的分子机制

平较对照组增加 ２倍. 敲低 ＣＤ１１ｂ的表达可显著增加 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞中 ＩＬ￣１２转录水平的表达.
２.４　 干扰 ＣＤ１１ｂ 增强 ＬＰＳ 刺激巨噬细胞 ＩＬ￣１２ 蛋白水平的表达

用 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ质粒和 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ质粒分别转染细胞后ꎬＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ)刺激不同时间ꎬ收集细胞

总蛋白ꎬ采用免疫印迹技术检测 ＩＬ￣１２ｐ３５ 和 ＩＬ￣１２ｐ４０ 蛋白水平的变化情况. 结果如图 ４ 所示ꎬＣＤ１１ｂ
ｓｈＲＮＡ组 ＩＬ￣１２ｐ３５和 ＩＬ￣１２ｐ４０的蛋白水平的变化趋势与 ｍＲＮＡ水平的变化趋势相类似ꎬ呈先上升后下降

趋势. 在 ＬＰＳ刺激 ３ ｈ时ꎬＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ组 ＩＬ￣１２ｐ３５蛋白水平达到峰值ꎬ显著高于对照组.

　 Ａ.ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ和 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒分别转染 ＲＡＷ２６４.７细胞 ４８ ｈꎬＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ)分别刺激细胞(０、２、３、４、５)ｈ后ꎬ免疫印

迹检测 ＩＬ￣１２ｐ３５和 ＩＬ￣１２ｐ４０的蛋白表达. Ｂ、ＣꎬＩＬ￣１２ｐ３５和 ＩＬ￣１２ｐ４０蛋白表达的灰度分析. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.５
Ａ.ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ

ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｐｅｒｉｏｄ ｏｆ ｔｉｍｅ. Ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ｐ３５ ａｎｄ ＩＬ￣１２ｐ４０ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗａｓ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. ＢꎬＣꎬＤｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ Ａ. Ｄａｔａ ｓｈｏｗｎ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.∗ｐ<０.５

图 ４　 敲低 ＣＤ１１ｂ 表达增强 ＬＰＳ 刺激的巨噬细胞中 ＩＬ￣１２ 蛋白表达

Ｆｉｇ􀆰 ４　 ＣＤ１１ｂ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｅｎｈａｎｃｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＬ￣１２ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２.５　 干扰 ＣＤ１１ｂ 对 ＬＰＳ 刺激的 ＭＡＰＫｓ 和 ＮＦ￣κＢ 信号通路的影响

ＭＡＰＫｓ和 ＮＦ￣κＢ 在基因表达调控和炎症发生发展过程中发挥关键作用. 通过免疫印迹技术对

ＭＡＰＫｓ和 ＮＦ￣κＢ信号通路及其活性表达进行分析ꎬ探讨 ＣＤ１１ｂ调控 ＬＰＳ刺激下巨噬细胞产生 ＩＬ￣１２的分

子机制. 先检测 ＬＰＳ刺激下ꎬ对细胞中 ＪＮＫ、ＥＲＫ 和 ｐ３８ ３ 种 ＭＡＰＫｓ 磷酸化的作用情况. ＬＰＳ 刺激引起

ＪＮＫ、ＥＲＫ和 ｐ３８的磷酸化并在 ＬＰＳ刺激 ３０ ｍｉｎ 时达到高峰ꎬ随后磷酸化程度逐渐减弱. 结果发现ꎬＬＰＳ
刺激的 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ组中 ＪＮＫ的磷酸化程度明显受到削弱ꎬ与对照组相比ꎬＪＮＫ 的磷酸化水平减少约

６０％. 但对 ＥＲＫ和 ｐ３８的磷酸化水平无明显影响(图 ５Ａ和 ５Ｂ) .
ＮＦ￣κＢ蛋白主要由 ｐ６５和 ｐ５０两个亚基形成异源二聚体. 通过检测 ＩＫＫｓ、ＩκＢα 的磷酸化活化来判断

ＮＦ￣κＢ通路的活化. ＬＰＳ激活 ＩＫＫα / β、ＩκＢα的磷酸化且在刺激 ３０ ｍｉｎ时磷酸化的程度达到峰值. 结果发

现ꎬ与对照组相比ꎬＬＰＳ 刺激的 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ 组中 ＩＫＫα / β 的磷酸化程度受到削弱. ＬＰＳ 激活 ＩＫＫα / β、
ＩκＢα的磷酸化ꎬ促进 ＩκＢα蛋白的降解ꎬ从而导致 ＮＦ￣κＢ的活化. 敲低 ＣＤ１１ｂ的表达可显著削弱 ＮＦ￣κＢ的

活化(图 ５Ｃ和 ５Ｄ) . 在 ＬＰＳ刺激的巨噬细胞中ꎬ干扰 ＣＤ１１ｂ表达能够抑制 ＪＮＫ和 ＮＦ￣κＢ信号通路的活化.

３　 讨论

内毒素休克是由各种致病微生物或其毒素感染引起的一种全身炎症反应综合征. 在内毒素休克发生

发展过程中ꎬ机体调控机制的失调是导致炎症的重要因素[１２] . ＩＬ￣１２在内毒素休克的发生发展过程中发挥

着重要作用. Ｈｅｉｋｅ等连续检测 １１１３例消化道大手术患者的外周血 ＩＬ￣１２水平ꎬ发现术前 ＩＬ￣１２>１４０ ｎｇ / ｍＬ
的 ４４３例患者无死亡ꎬ而 ＩＬ￣１２<１４０ ｎｇ / ｍＬ 的 ６７０ 例患者中死亡 １６ 例ꎬ结果表明患者的死亡与外周血中
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　 ＡꎬＣ.用 ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ和 Ｎｅｐ ｓｈＲＮＡ阴性对照质粒分别转染 ＲＡＷ２６４.７细胞 ４８ ｈꎬ再用 ＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ)分别刺激细胞 ３０ ｍｉｎ.免疫印

迹检测 ＭＡＰＫｓ和 ＮＦ￣κＢ信号通路相关分子. ＢꎬＤ分别为对 Ａ和 Ｃ结果所做灰度分析. ｎ＝ ３ꎬ∗ｐ<０.５
ＡꎬＣ.ＲＡＷ２６４.７ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｔｒａｎｓｉｅｎｔｌｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ＣＤ１１ｂ ｓｈＲＮＡ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｈＲＮＡ ｆｏｒ ４８ ｈ. Ａｆｔｅｒ ４８ ｈ ｏｆ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎꎬｃｅｌｌｓ

ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＬＰＳ(０.５ μｇ / ｍＬ) ｆｏｒ ３０ ｍｉｎ. Ｋｅｙ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｏｆ ＭＡＰＫｓ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｐａｔｈｗａｙｓ ｗｅｒｅ ｅｘａｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. Ｂꎬ
Ｄ.Ｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｒｏｍ Ａ ａｎｄ Ｃ. Ｄａｔａ ｓｈｏｗｎ ａｒｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｓ.∗ｐ<０.５

图 ５　 干扰 ＣＤ１１ｂ 表达抑制 ＬＰＳ 刺激的 ＪＮＫ 和 ＮＦ￣κＢ 信号通路的活化

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＣＤ１１ｂ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＪＮＫ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ ｉｎ ＬＰＳ￣ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

ＩＬ￣１２的水平相关[１３] . 玉泽德一郎等研究发现ꎬ烧伤后 Ｔｈ１ 细胞产生的 ＩＬ￣２、ＴＮＦ￣α 相对于 Ｔｈ２ 细胞产生

ＩＬ￣４、ＩＬ￣１０的能力降低ꎬ这与 ＩＬ￣１２减少有关[１４] . 在内毒素血症小鼠模型中ꎬ发现 ＬＰＳ导致外周血 ＩＬ￣１２水
平降低ꎬ而 ＣＤ１１ｂ抑制剂能防止此现象发生. 利用 ＲＮＡ干扰手段ꎬ敲低 ＣＤ１１ｂ 的表达则能提高 ＬＰＳ 刺激

下 ＲＡＷ２６４.７细胞中 ＩＬ￣１２ｐ３５、ＩＬ￣１２ｐ４０ 的转录水平和蛋白水平的表达. 结果说明 ＣＤ１１ｂ 在调控 ＬＰＳ 刺

激下巨噬细胞表达 ＩＬ￣１２的过程中扮演着重要角色.
许多炎症刺激或是细胞因子所触发的炎症反应都通过与细胞表面受体结合向胞内传递信号激活

ＭＡＰＫｓ信号通路ꎬ进而磷酸化并活化相关转录因子ꎬ启动多种促炎症因子基因的表达. ＭＡＰＫｓ 和 ＮＦ￣κＢ
是介导细胞炎症反应的两条重要信号转导途径[１５－１６] . 检测 ＮＦ￣κＢ和ＭＡＰＫｓ信号分子活性的变化ꎬ结果发

现ꎬ在 ＬＰＳ刺激的巨噬细胞中ꎬ干扰 ＣＤ１１ｂ的表达抑制 ＪＮＫ和 ＮＦ￣κＢ 信号通路的活化ꎬ而对 ｐ３８、ＥＲＫ信

号通路的影响较小.
因此ꎬ本研究阐明 ＣＤ１１ｂ通过 ＪＮＫ和 ＮＦ￣κＢ信号通路抑制 ＬＰＳ 刺激下巨噬细胞 ＩＬ￣１２ 的产生ꎬ抑制

ＣＤ１１ｂ的功能可能有助于削弱 ＬＰＳ引起的炎症反应. 了解炎症介质作用的调控机制ꎬ为改进内毒素休克

的治疗方法提供了新的理论基础.
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