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糖原合成酶激酶３β基因高表达对巨噬细胞功能的影响
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［摘要］　目的：了解高表达糖原合成酶激酶３β（ＧＳＫ３β）对巨噬细胞功能的影响。方法：构建ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β真核表达载

体，脂质体转染小鼠巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７，Ｇ４１８筛选获得ＧＳＫ３β高表达细胞系；采用中性红染色法、Ｇｒｉｅｓｓ法和结晶紫染色法

分别测定巨噬细胞吞噬功能、细胞上清中一氧化氮（ＮＯ）含量和肿瘤坏死因子（ＴＮＦ）活性。结果：小鼠巨噬细胞系

ＲＡＷ２６４．７高表达ＧＳＫ３β，经酶切鉴定和测序证明一致，能抑制巨噬细胞吞噬功能（抑制率２０．４％，Ｐ＜０．０５）和脂多糖（ＬＰＳ，

１μｇ／ｍｌ）诱导的巨噬细胞ＮＯ的产生（抑制率２５．６％，Ｐ＜０．０１），促进ＴＮＦ的产生（增加率２８．８％，Ｐ＜０．０１）。结论：ＧＳＫ３β
具有调节巨噬细胞参与炎症免疫反应的功能。
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　　糖原合成酶激酶３β（ｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β，

ＧＳＫ３β）是一种多功能的丝氨酸／苏氨酸激酶，除了参
与糖原合成外，ＧＳＫ３β还具有调节细胞骨架组构、细
胞周期进程以及参与信号转导和基因转录等作

用［１２］。最近研究发现ＧＳＫ３β还能调控炎症过程，可
能与老年性痴呆、糖尿病和肿瘤等疾病有关［３］。

　　商陆皂苷甲（ｅｓｃｕｌｅｎｔｏｓｉｄｅＡ，ＥＳＡ）是商陆中
含量最高的皂苷，对多种急慢性炎症模型有显著的
抗炎作用，能抑制激活的巨噬细胞的吞噬功能和抑
制多种细胞释放细胞因子和炎性介质，如ＩＬ１、ＩＬ
２、ＩＬ６、ＴＮＦ、ＰＧＥ２、ＰＡＦ等［４８］，基因表达谱芯片结
果提示ＥＳＡ抗炎免疫调节作用与上调ＧＳＫ３β等基
因有关［９］。为进一步了解ＧＳＫ３β在炎症和免疫中
的生物学作用，本研究克隆 ＥＳＡ 作用相关基因

ＧＳＫ３β，构建 表 达载体，转染 小 鼠 巨 噬 细 胞 系

ＲＡＷ２６４．７，研究ＧＳＫ３β对巨噬细胞功能的影响。

１　材料和方法

１．１　实验材料　小鼠单核巨噬细胞ＲＡＷ２６４．７和
成纤维细胞Ｌ９２９由本校基础部免疫学教研室惠赠。
大肠杆菌ＤＨ５α菌株，本室保存。

１．２　实验试剂　ＲＰＭＩ１６４０培养基、无酚红ＲＰＭＩ
１６４０培养基、ＬＢ培养基、ＬＰＳ、ＰＭＡ、放线菌素 Ｄ、

Ｇ４１８均购自Ｓｉｇｍａ公司。小牛血清购自 Ｇｉｂｃｏ公
司。质粒抽提、胶回收试剂盒购自上海华舜生物试
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剂公司。限制性内切酶、ＴａｑＤＮＡ聚合酶及其他工
具酶、ＤＮＡ相对分子质量标准均购自 ＴａＫａＲａ公
司。Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。基
因克隆引物由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。结晶紫、中性红、Ｎ１萘乙二胺盐酸、对氨基
苯磺酸均购自上海华舜生物试剂公司。

１．３　ＧＳＫ３β基因克隆和表达载体构建　从 ＮＣＢＩ
网站下载小鼠ＧＳＫ３β（ＡＦ１５６０９９）序列，再根据真核
表达质粒ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｃｈｉｓ（Ａ）多克隆位点，选择

ＫｐｎⅠ和ＮｏｔⅠ为ＧＳＫ３β基因的克隆位点，设计克
隆基因的引物（５′ＧＧＡ ＡＧＣ ＧＧＣＣＧＣ ＡＣＡ
ＡＴＧＴＣＧＧＧＧＣＧＡＣＣＧＡＧ３′；５′ＧＡＡＧＧＴ
ＡＣＣＧＧＴＧＧＡＧＴＴＧＧＡＡＧＣＴＧ３′）。以小鼠
正常混合组织ｃＤＮＡ（ＣＬＯＮＴＥＣＨ公司）为基因克
隆用模板，进行ＰＣＲ扩增ＧＳＫ３β基因的编码序列，
总长约为１２７０ｂｐ。ＲＴＰＣＲ 扩增根据 ＴａＫａＲａ
ＲＮＡＰＣＲｋｉｔ（ＡＭＡ）Ｖｅｒ３．０上的说明进行，条件
如下：９４℃ ５ｍｉｎ，然后再以９４℃３０ｓ、５５℃３０ｓ、

７２℃３０ｓ的条件进行３０个循环，循环结束时加一步

７２℃５ｍｉｎ。采用限制性内切酶ＫｐｎⅠ和ＮｏｔⅠ双
酶切回收 ＰＣＲ 产物及质粒 ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｃｈｉｓ
（Ａ），凝胶电泳后回收，Ｔ４ 连接酶连接，转化到

ＤＨ５α，采用华舜试剂盒抽提质粒，得到表达载体

ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β。质粒经双酶切，由上海联合基
因有限公司测序鉴定。

１．４　小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７稳定转染质粒

ＤＮＡ　取对数生长期ＲＡＷ２６４．７细胞（２×１０５／ｍｌ）

２ｍｌ接种于６孔培养板，培养２４ｈ后细胞融合约

７０％～８０％，细胞转染质粒ｐｃＤＮＡ３．１和ｐｃＤＮＡ３．
１ＧＳＫ３β参照Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００说明进行。细胞
转染２４ｈ后，弃去上清，换成含Ｇ４１８（５００μｇ／ｍｌ）
的ＤＭＥＭ培养液进行抗性筛选，筛选１４ｄ后，正常
对照组细胞全部死亡，转染质粒 ｐｃＤＮＡ３．１和

ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β组均有细胞克隆形成，细胞继续
在含Ｇ４１８２００μｇ／ｍｌ的培养液中扩大培养备用。

１．５　巨噬细胞吞噬功能的测定　参见文献［１０］。
简述如下：稳定转染 ｐｃＤＮＡ３．１ 和 ｐｃＤＮＡ３．１
ＧＳＫ３β的细胞和正常ＲＡＷ２６４．７细胞（３×１０

５／ｍｌ）

５００μｌ接种于２４孔板中，加入ＬＰＳ１μｇ／ｍｌ或只加培
养液培养２４ｈ后，弃去上清，用温热的ＰＢＳ洗３次，
然后加入０．０４％的中性红染液８００μｌ／孔在３７℃孵育

２０ｍｉｎ，用ＰＢＳ洗３次，最后加入细胞溶解液（０．１
ｍｏｌ／Ｌ醋酸无水乙醇＝１１）４００μｌ／孔４℃过夜，酶
联免疫检测仪５５０ｎｍ处测光密度值（Ｄ）。

１．６　一氧化氮的测定　参见文献［１１］。简述如下：

稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１和ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β的细胞
和正常ＲＡＷ２６４．７细胞（５×１０５／ｍｌ）１ｍｌ接种于２４
孔板中培养２４ｈ后，加入ＬＰＳ１μｇ／ｍｌ（终浓度）孵
育４８ｈ，取上清采用Ｇｒｉｅｓｓ法测定ＮＯ的含量。即
取细胞上清５０μｌ加等量的 Ｇｒｉｅｓｓ试剂，混合反应

１０ｍｉｎ后，酶标仪５５０ｎｍ处测定Ｄ值，通过标准曲
线计算ＮａＮＯ２浓度反映ＮＯ的含量。

１．７　ＴＮＦα活性测定　参见文献［１２］。简述如
下：稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１和ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β的细
胞和正常ＲＡＷ２６４．７细胞（５×１０５／ｍｌ）１ｍｌ接种于

２４孔板中培养２４ｈ后，加入ＰＭＡ２０ｎｇ／ｍｌ（终浓
度）孵育２４ｈ，再加入ＬＰＳ１μｇ／ｍｌ孵育６ｈ，取上清
采用 Ｌ９２９细胞为靶细胞，以结晶紫染色法测定

ＴＮＦα的活性。即９６孔板中接种５×１０４个Ｌ９２９
细胞培养过夜，然后加入细胞培养上清和放线菌素

Ｄ（１μｇ／ｍｌ），同时设只加放线菌素Ｄ对照组。细胞
继续培养２０ｈ后，弃上清，培养板浸入结晶紫染液
中染色２０ｍｉｎ，洗去未被细胞结合的染料，室温干燥
后，每孔加入１００μｌ结晶紫提取液作用２０ｍｉｎ，在
酶联免疫检测仪５９５ｎｍ处测Ｄ值。ＴＮＦα的活性
用杀伤Ｌ９２９细胞百分率表示。

１．８　统计学处理　采用ｔ检验进行组间比较。

２　结　果

２．１　ＧＳＫ３β基因克隆与序列鉴定　以小鼠正常混
合组织ｃＤＮＡ 为模板进行 ＲＴＰＣＲ反应，扩增的

ＤＮＡ片 段 凝 胶 电 泳 回 收 后 连 接 到 表 达 质 粒

ｐｃＤＮＡ３．１ｍｙｃｈｉｓ（Ａ），转化大肠杆菌ＤＨ５α，筛选
阳性克隆，提取质粒后进行ＫｐｎⅠ和ＮｏｔⅠ双酶切鉴定
（图１）。表达质粒上所插入的片段约为１２７０ｂｐ。经
测序，所测序列在ＧｅｎＢａｎｋ中采用ＢＬＡＳＴ程序进行
序列同源性分析的结果表明，该序列与ＧｅｎＢａｎｋ中报
道的ＧＳＫ３β基因序列同源性为１００％。

２．２　ＲＡＷ２６４．７细胞稳定转染ＧＳＫ３β　稳定转染

ｐｃＤＮＡ３．１、ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β的ＲＡＷ２６４．７细胞
和正 常 细 胞，以 ＧＡＰＤＨ 作 为 内 参 照，验 证

ＲＡＷ２６４．７细胞高表达 ＧＳＫ３β的结果。Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹结果显示（图２），在ＲＡＷ２６４．７细胞中只有少
量的ＧＳＫ３β蛋白基础表达，ＬＰＳ可增加ＲＡＷ２６４．
７细胞 ＧＳＫ３β表达。与稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１对照
相比，稳定转染ＧＳＫ３β的ＲＡＷ２６４．７细胞ＧＳＫ３β
蛋白表达显著增加。

２．３　ＲＡＷ２６４．７细胞稳定转染ＧＳＫ３β对巨噬细胞
吞噬功能的影响　用中性红染色法进行巨噬细胞吞
噬功能测定，结果显示，ＲＡＷ２６４．７细胞稳定转染
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ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β能够抑制ＲＡＷ２６４．７细胞吞噬
功能，与转染ｐｃＤＮＡ３．１相比，抑制率为２０．４％
（Ｐ＜０．０５）。培养液中加入ＬＰＳ１μｇ／ｍｌ，ＧＳＫ３β对

ＬＰＳ诱导的巨噬细胞吞噬功能抑制率为１３．２％，差
异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）（图３）。

图１　ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β酶切鉴定

Ｆｉｇ１　ＶｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３βｂｙ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｄｉｇｅｓｔｉｏｎｗｉｔｈＫｐｎⅠａｎｄＮｏｔⅠ

１：Ｍａｒｋｅｒ；２：ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３βｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙＫｐｎⅠａｎｄＮｏｔⅠ

图２　ＲＡＷ２６４．７细胞高表达ＧＳＫ３β的鉴定

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄＧＳＫ３βｉｎ

ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β

２．４　ＲＡＷ２６４．７细胞稳定转染ＧＳＫ３β对巨噬细胞

ＮＯ产生的影响　稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１后，ＬＰＳ刺
激ＲＡＷ２６４．７细胞释放ＮＯ无显著差异（Ｐ＞０．０５），
但是，细胞稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β能够显著抑
制ＬＰＳ（１μｇ／ｍｌ）刺激ＲＡＷ２６４．７细胞产生 ＮＯ，与
转染ｐｃＤＮＡ３．１相比，抑制率为２５．６％（Ｐ＜０．０１）。

２．５　ＲＡＷ２６４．７细胞稳定转染ＧＳＫ３β对巨噬细胞

ＴＮＦα 产 生 的 影 响 　 稳 定 转 染 ｐｃＤＮＡ３．１、

ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β的 ＲＡＷ２６４．７细 胞 和 正 常 的

ＲＡＷ２６４．７细胞加入ＬＰＳ刺激产生ＴＮＦα，结晶紫
染色法测定细胞上清中的 ＴＮＦ活性。稳定转染

ｐｃＤＮＡ３．１后，先加入ＰＭＡ２０ｎｇ／ｍｌ孵育２４ｈ，再
加入ＬＰＳ１μｇ／ｍｌ孵育６ｈ，ＲＡＷ２６４．７细胞释放

ＴＮＦα与正常的ＲＡＷ２６４．７细胞无显著差异（Ｐ＞
０．０５），但是，细胞稳定转染ｐｃＤＮＡ３．１ＧＳＫ３β能够

显著促进 ＰＭＡ／ＬＰＳ 刺激ＲＡＷ２６４．７细胞产生

ＴＮＦα，与转染ｐｃＤＮＡ３．１相比，增加率为２８．８％
（Ｐ＜０．０１）。

图３　ＲＡＷ２６４．７细胞高表达

ＧＳＫ３β对细胞吞噬功能的影响

Ｆｉｇ３　Ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆｇｌｙｃｏｇｅｎｓｙｎｔｈａｓｅｋｉｎａｓｅ３β（ＧＳＫ３β）

ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｍｕｒｉｎｅｍａｃｒｏｐｈａｇｅＲＡＷ２６４．７ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓ
ＲＡＷ２６４．７ｃｅｌｌｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇＧＳＫ３βｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬＰＳ（１

μｇ／ｍｌ）ｏｒｍｅｄｉｕｍａｌｏｎｅｆｏｒ２４ｈ；ｐｈａｇｏｃｙｔｏｓｉｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｎｅｕ

ｔｒａｌｒｅｄａｎａｌｙｓｉｓａｎｄｅｘｐｒｅｓｓｅｄａｓａｂｓｏｒｂａｎｃｅａｔ５５０ｎｍ．ｎ＝３，

珚ｘ±ｓ．Ｐ＜０．０５ｖｓｐｃＤＮＡ３．１ｏｒｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　巨噬细胞是炎症过程中的重要免疫反应细胞，
激活后可通过增加吞噬功能以及释放一些细胞因子

和介质参与炎症反应，但是这些功能改变的细胞内
分子机制还不清楚。本研究通过克隆ＥＳＡ作用相
关基因 ＧＳＫ３β，进一步研究 ＧＳＫ３β对巨噬细胞功
能的影响，以了解ＧＳＫ３β在炎症免疫中的生物学作
用。

　　研究结果发现，小鼠巨噬细胞系ＲＡＷ２６４．７高
表达ＧＳＫ３β能选择性抑制ＬＰＳ或ＰＭＡ诱导的炎
症介质ＮＯ的产生，促进致炎的细胞因子ＴＮＦ的产
生，表明ＧＳＫ３β具有调节巨噬细胞参与炎症反应的
功能。ＬＰＳ是微生物的重要成分，巨噬细胞通过

Ｔｏｌｌ样受体（ＴＬＲ）识别ＬＰＳ可引起磷脂酰肌醇３
激酶（ＰＩ３Ｋ）通路激活，抑制抗炎细胞因子ＩＬ１０产
生，促进致炎的细胞因子ＴＮＦ、ＩＬ１２产生。ＧＳＫ３β
是ＰＩ３Ｋ通路的下游分子，ＧＳＫ３可选择性调节ＬＰＳ
激活Ｔｏｌｌ样受体引起的人单核细胞抗炎细胞因子
和致炎的细胞因子的产生。在ＧＳＫ基础表达水平
时，ＬＰＳ诱导ＧＳＫ３βＮ端结构域中丝氨酸９残基磷
酸化，促进 ＴＮＦ的产生［１３］。本实验在巨噬细胞高
表达ＧＳＫ３β时ＬＰＳ诱导产生 ＴＮＦα的结果与文
献［１３，１７］报道一致。ＴＮＦ和ＮＯ产生均与核因子κＢ
（ＮＦκＢ）的ｊ激活有关［１４］，文献报道，ＧＳＫ通过调控
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ＮＦκＢ以启动子特异的方式影响特定基因的转录，
使ＴＮＦ、ＩＬ６等基因转录，巨噬细胞炎症蛋白２、

ＩκＢα等基因不转录［１５］。巨噬细胞高表达ＧＳＫ３β时

ＮＯ的产生以及吞噬功能改变是否与这种机制有关
还有待进一步研究。

　　ＧＳＫ３β高表达对正常培养条件下巨噬细胞吞噬
功能也有显著的抑制作用。在ＬＰＳ刺激下，巨噬细胞
吞噬作用明显增强（Ｐ＜０．０５），而高表达ＧＳＫ３β对

ＬＰＳ刺激的巨噬细胞吞噬功能有抑制的趋势（抑制率
为１３．２％），但统计分析不显著（Ｐ＞０．０５）。这种现象
说明ＧＳＫ３β对ＬＰＳ刺激的巨噬细胞吞噬功能的影响
机制可能与其影响炎症介质释放不同。

　　ＧＳＫ３β抑制剂能选择性抑制炎症细胞因子

ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ１２产生，促进抗炎细胞因子ＩＬ１０
产生，并且能有效抑制内毒素引起的死亡率以及内
毒素血症引起的器官损伤［１３，１６］，说明 ＧＳＫ３β是一
个重要的药靶。ＥＳＡ具有强大抗炎免疫调节作用，
特别是对激活的巨噬细胞具有显著的调节作用，

ＧＳＫ３β是否是其作用靶点目前仍在研究中。
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《咳喘病四季疗法》和《肾病四季疗法》已出版

　　《咳喘病四季疗法》和《肾病四季疗法》已由人民军医出版社于２００７年２月出版，均为小１６开，平装。

　　《咳喘病四季疗法》和《肾病四季疗法》均定价：２９．００元。两书对咳喘病和肾病的中医四季治疗进行了全面、系统的阐述，

概括了四季气候变化中咳喘病和肾病的特点及防治措施，分别针对春、夏、秋、冬制定了常见呼吸道咳喘病和肾病的辨证施治、

常用效验方、偏单秘验方、食治疗法、神治疗法、外治疗法等。全书开创了四季防治咳喘病和肾病的独特疗法，使患者在日常生

活每一天的点点滴滴中筑起防病、治病的绿色城墙，让衣、食、住、行都成了治病过程。两书适合呼吸病专科医师及基层医疗单

位，更适合患者及患者家属阅读参考。

　　以上两书均由人民军医出版社市场部发行。

　　通讯地址：北京市１０００３６信箱１８８分箱，邮编：１０００３６
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