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［摘要］　目的：构建携带ＳＡＡ３启动子的ＩκＢα表达载体，观察其对ＮＦκＢ活性及脂多糖（ＬＰＳ）诱导的小鼠炎症反应的影响，探

讨脓毒症的治疗方法。方法：离体细胞实验：离体混合培养小鼠肝细胞和库普弗细胞，分为正常组、ＬＰＳ处理组和ＬＰＳ＋基因转

染组，ＬＰＳ注射２４ｈ后，测定各组细胞上清ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＬＤＨ和ＴＮＦα、ＩＬ６水平。小鼠在体实验：（１）小鼠随机分为正常组、ＬＰＳ
处理组和ＬＰＳ＋基因转染组３组（ｎ＝１０），小鼠腹腔注射２５０μｇＬＰＳ或等量生理盐水，２４ｈ后处死，取血清和肝组织测定ＴＮＦα、

ＩＬ６水平。（２）小鼠随机分为ＬＰＳ处理组和ＬＰＳ＋基因转染组（ｎ＝２１），０、４８ｈ二次注射１５０μｇＬＰＳ，首次注射后不同时点（０、２、

２４、４８、５０、７２、９６ｈ）取肝组织测ＮＦκＢ和ＩκＢα活性，以０ｈ测得值作为正常对照。（３）小鼠随机分为ＬＰＳ处理组和ＬＰＳ＋基因转

染组（ｎ＝２０），腹腔注射３５０μｇＬＰＳ后，继续饲养９６ｈ，观察各时点（０、１２、２４、３６、４８、７２、９６ｈ）小鼠生存率。结果：与ＬＰＳ组相比，

ＬＰＳ＋基因转染组共培养细胞上清中ＡＳＴ、ＬＤＨ和ＴＮＦα、ＩＬ６水平均降低，但仍高于正常组（Ｐ＜０．０５）。与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋
基因转染组肝组织、血清中ＴＮＦα、ＩＬ６水平降低（Ｐ＜０．０５）；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋基因转染组２、２４、５０、７２ｈ时ＮＦκＢ活性明显

降低，但高于正常对照（Ｐ＜０．０５）；ＬＰＳ刺激７２、９６ｈ时ＬＰＳ＋基因转染组小鼠的存活率高于ＬＰＳ组（Ｐ＜０．０５）。结论：以ＳＡＡ３
为启动子，ＩκＢα靶基因能够在肝脏表达，并可有效动态抑制内毒素诱导的小鼠肝脏或全身炎症过激反应。
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　　炎性介质的过度释放是导致脓毒症、多器官功

能障碍综合征的主要原因［１２］。近年来，抗炎性介质

治疗相关的基础研究取得了较大进展［３４］，但临床试

验疗效欠佳，可能由于抗炎性介质治疗的有效性和

可控性不强所致［５］。基因治疗是抗炎治疗的新途

径，转染基因可在主要炎症组织中特异表达数天或

数周，克服了多种生物制剂半衰期短、靶向性不强的

缺点；选择合适的启动子／增强子元件，可使目的基

因的表达随炎症反应水平自动调节，达到动态治疗

目的［６８］。

　　核转录因子（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒｋａｐｐａＢ，ＮＦκＢ）具

有强大的转录调控作用，能诱导多种细胞因子、黏附

分子和炎性介质的表达，参与多种与机体防御反应

有关基因的表达，是机体内介导组织细胞炎症损伤

可诱导基因激活的一个共同通道［９１１］。ＩκＢα是ＮＦ

κＢ的主要天然抑制蛋白，能够有效抑制ＮＦκＢ蛋白

表达，从而抑制炎症反应［１２１３］。本研究选择ＩκＢα作

为转染基因，观察ＩκＢα基因表达对炎症反应的抑制

作用及其对内毒素血症的治疗效果，为后续研究奠

定基础。

１　材料和方法

１．１　质粒ｐＳＡＡ３ＩκＢα的构建　ＩκＢαｃＤＮＡ由美

国北卡罗莱纳大学Ｂｒｅｎｎｅｒ教授惠赠，利用本室已

构建的质粒ｐＳＡＡ３ＣＡＴ［１４］，将ＩκＢαｃＤＮＡ与之重

组构建成质粒ｐＳＡＡ３ＩκＢα，并按常规进行转化、抽

提和鉴定。

１．２　小鼠肝脏细胞的分离和混合培养　健康昆明

小鼠购自中国科学院实验动物中心，体质量１８～２５

ｇ，雌雄不拘。小鼠脱颈处死，取完整肝，用胶原酶消

化法［１５］分离鼠肝细胞，细胞混悬液经２００目尼龙网

过滤，４℃５０×ｇ离心３０ｍｉｎ，沉淀即为肝细胞。上
清液中含库普弗细胞，清洗，计数，调整密度为２×

１０６／ｍｌ，用塑料瓶培养２～４ｈ，弃去未贴壁细胞，再

用０．２５％胰酶消化并洗脱贴壁细胞，调整细胞密度

至２×１０５／ｍｌ。再用Ｐｅｒｃｏｌｌ密度梯度离心液（Ｐｈａｒ

ｍａｃｉａ公司，美国）纯化肝细胞、库普弗细胞，鉴定２
种细胞纯度、活力均大于９５％。将库普弗细胞以

１１０比例加入含２０％小牛血清ＤＭＥＭ 培养液的

肝细胞培养瓶中混合培养，培养２４ｈ后用于基因转

染实验。

１．３　离体细胞和在体动物的基因转染　采用脂质

体转染法进行基因转染［１６］。

１．３．１　细胞转染　取１０μｇ质粒ｐＳＡＡ３ＩκＢα，用

ＨＥＰＥＳ缓冲液稀释至５０μｌ（Ａ 液）；取１０μｌ的

ＤＯＴＡＰ脂质体（ＢｏｅｈｒｉｎｇｅｒＭａｎｎｈｅｉｍ公司，德国）

同样稀释至５０μｌ（Ｂ液），混合Ａ液和Ｂ液室温静置

１０～１５ｍｉｎ可呈现云雾状悬液。生长良好的细胞混

合培养液换液后，调整细胞密度至５×１０６／ｍｌ，取２

ｍｌ培养液加入脂质体复合物１００μｌ，３７℃转染１２ｈ
换液，调整细胞密度为１０５／ｍｌ，接种２４孔板进行实

验，经鉴定脂质体转染效率为２０．０％，预实验证明

已符合本实验要求。

１．３．２　在体动物的基因转染　取质粒ｐＳＡＡ３ＩκＢα

１００μｇ用 ＨＥＰＥＳ缓冲液稀释至１００μｌ（Ａ液）；取

ＤＯＴＡＰ脂质体１００μｌ悬液（Ｂ液）。混合 Ａ 和Ｂ
液，室温静置１０～２５ｍｉｎ。每只小鼠腹腔注射２００

μｌ脂质体质粒混合物及３００μｌ生理盐水，转染４８ｈ。

１．４　离体细胞实验　取肝细胞和库普弗细胞混合

培养液随机分为３组，接种于２４孔板，每组２４孔。

正常组：加入等量生理盐水；脂多糖（ＬＰＳ）处理组：

给予ＬＰＳ１０μｇ／ｍｌ；ＬＰＳ＋基因转染组：细胞行基因

转染处理后，加入ＬＰＳ１０μｇ／ｍｌ。３组接种前调整

细胞密度为１０５／ｍｌ，处理并孵育２４ｈ，取细胞培养

上清检测谷草转氨酶（ＡＳＴ）、谷丙转氨酶（ＡＬＴ）、

乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）和肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白

介素６（ＩＬ６）水平。

１．５　在体动物实验

１．５．１　基因转染对 ＴＮＦα、ＩＬ６表达的影响　实

验分３组：正常组、ＬＰＳ处理组和ＬＰＳ＋基因转染

组。ＬＰＳ处理组参考Ｃｈｉａｏ等［１７］的内毒素模型，腹

腔注射２５０μｇＬＰＳ，并略作改良建立小鼠内毒素模

型；ＬＰＳ＋基因转染组在ＬＰＳ处理前，先进行小鼠基

因转染处理；正常组注射等量的生理盐水。ＬＰＳ注

射２４ｈ后处死动物，分别取静脉血血清和肝组织测

定ＴＮＦα、ＩＬ６水平。

１．５．２　基因转染对 ＮＦκＢ和ＩκＢα活性的影响　
取ＬＰＳ处理组和ＬＰＳ＋基因转染组小鼠各２１只，

各时间点平均分配动物，０、４８ｈ两次腹腔注射

１５０μｇＬＰＳ，饲养９６ｈ，首次注射后０、２、２４、４８、５０、

７２、９６ｈ取肝组织测量ＮＦκＢ和ＩκＢα活性，０时点

作为正常对照。

１．５．３　基因转染对小鼠生存率的影响　取ＬＰＳ处

理组和ＬＰＳ＋基因转染组小鼠各２０只，腹腔注射

３５０μｇＬＰＳ，饲养９６ｈ，观察注射后０、１２、２４、３６、
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４８、７２、９６ｈ不同时点的小鼠生存率，０时点作为正

常对照。

１．６　各指标的测定方法　ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＬＤＨ 应用

ＣＸ７全自动生化分析仪（Ｂｅｃｋｍａｎ公司，美国）测

定，ＴＮＦα、ＩＬ６采用酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）测

定，试剂盒由军事医学科学院提供。核蛋白提取参

考Ｓｃｈｒｅｉｂｅｒ法［１９］，采用Ｂｒａｄｆｏｒｄ法蛋白定量，凝胶

电泳迁移率改变分析法（ＥＭＳＡ）测定 ＮＦκＢ活性，

按美国Ｐｒｏｍｅｇａ公司试剂盒方法完成。所有样品

均加入４％非变性聚丙烯酰胺凝胶中，电压１５５Ｖ，

电泳约４０ｍｉｎ，取胶、干燥、压片，－７０℃曝光２０ｈ
后定影和显影。扫描并定量各泳道影像的密度值，

以反映ＮＦκＢ活性大小。用蛋白免疫印迹分析法

检测ＩκＢα的表达［１９］。

１．７　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１１．０统计软件，计量

资料以珚ｘ±ｓ表示，组间比较采用成组ｔ检验或单因

素方差分析，生存率的比较采用χ
２ 检验。Ｐ＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ刺激肝细胞、库普弗细

胞共培养体系的影响　与正常组相比，ＬＰＳ组共培

养细胞上清中 ＡＳＴ、ＡＬＴ、ＬＤＨ和ＴＮＦα、ＩＬ６水

平均升高（Ｐ＜０．０１）；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋基因转

染组共培养细胞上清中 ＡＳＴ、ＬＤＨ和ＴＮＦα、ＩＬ６
水平均降低（Ｐ＜０．０５）。见表１。

表１　ＩκＢα基因转染对小鼠肝细胞、库普弗细胞共培养体系炎症因子表达的影响

Ｔａｂ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩκＢαｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓｉｎｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｌｉｖｅｒｃｅｌｌｓａｎｄｋｕｐｆｆｅｒｓｙｓｔｅｍ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＴＮＦα
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＩＬ６
ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）

ＡＬＴ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

ＡＳＴ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

ＬＤＨ
ｚＢ／（Ｕ·ｍｌ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ １．１±０．７ ４．６±２．３ １．９±１．０ ３．８±１．２ ２５±９
ＬＰＳ ４．１±１．２ １２．８±３．０ ４．１±１．３ １８．６±４．２ ７８±１４

ＬＰＳ＋ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ ２．１±０．９△ ７．５±３．２△ ３．７±１．５ １２．５±３．６△ ４７±１１△

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

２．２　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ刺激小鼠肝组织和血清
中ＴＮＦα、ＩＬ６水平的影响　与正常组相比，ＬＰＳ
组肝组织和血清中 ＴＮＦα、ＩＬ６水平均升高（Ｐ＜

０．０５）；与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋基因转染组肝组织、血
清中ＴＮＦα、ＩＬ６水平降低（Ｐ＜０．０５）。具体数据
详见表２。

表２　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ小鼠肝组织和血清ＴＮＦα、ＩＬ６水平的影响

Ｔａｂ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩκＢαｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＴＮＦａｎｄＩＬ６ｌｅｖｅｌｓｉｎｌｉｖｅｒａｎｄｓｅｒｕｍｏｆｍｉｃｅ
（ｎ＝１０，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ
ＬｉｖｅｒωＢ／（ｎｇ·ｇ－１）

ＴＮＦα ＩＬ６
ＰｌａｓｍａρＢ／（ｐｇ·ｍｌ－１）

ＴＮＦα ＩＬ６
Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．５±０．３ ３．２±１．１ ２２５±３６ ４４８±１００
ＬＰＳ １．３±０．５ ７．８±２．３ ５１９±８７ ７７０±１１３

ＬＰＳ＋ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ ０．７±０．２△ ４．１±１．７△ ２４８±５２△ ５１７±１２５△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

２．３　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ刺激小鼠肝组织ＮＦκＢ
活性的影响　ＬＰＳ处理组２次１５０μｇＬＰＳ刺激后
（２、２４、５０、７２ｈ）均诱发 ＮＦκＢ活性明显增强（Ｐ＜
０．０５）。与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋基因转染组２、２４、

５０、７２ｈ各时点 ＮＦκＢ活性明显降低（Ｐ＜０．０５）。
内源性ＩκＢα表达与ＮＦκＢ激活在各时点呈反向关
系；外源性ＩκＢα表达在内源性ＩκＢα表达最弱时点

（２、２４、５０、７２ｈ）表达最强烈（Ｐ＜０．０５，图１）。

２．４　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ刺激小鼠存活率的影
响　与ＬＰＳ组相比，ＬＰＳ＋基因转染组在ＬＰＳ刺激

０、１２、２４、３６、４８ｈ时两者无统计学差异；而在７２、９６
ｈ各时点，ＬＰＳ＋基因转染组小鼠的存活率高于ＬＰＳ
组（Ｐ＜０．０５）。

　　具体数据详见表３。
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图１　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ小鼠肝组织

ＮＦκＢ和ＩκＢα表达的影响

Ｆｉｇ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩκＢαｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄ

ＮＦκＢａｎｄＩκＢαｌｅｖｅｌｓｉｎｌｉｖｅｒｏｆｍｉｃｅ
Ａ，ＢａｒｅＥＭＳＡｒｅｓｕｌｔｓｏｆＮＦκＢ；Ｃ，ＤａｒｅＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｉｎｇｒｅｓｕｌｔｓｏｆ

ＩκＢα．Ａ，Ｃ：ＬＰＳｇｒｏｕｐ；Ｂ，Ｄ：ＬＰＳ＋ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｇｒｏｕｐ

表３　ＩκＢα基因转染对ＬＰＳ刺激小鼠存活率的影响

Ｔａｂ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＩκＢαｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒｏｎ

ＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｉｎｍｉｃｅ
（ｎ）

Ｇｒｏｕｐ
Ｔｉｍｅａｆｔｅｒｉｎｊｅｃｔｉｏｎｔ／ｈ

０ １２ ２４ ４８ ７２ ９６
ＬＰＳ ２０ ２０ ８ ６ ４ ２
ＬＰＳ＋ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｒ ２０ １８ １４ １２ １０ ８

　Ｐ＜０．０５ｖｓＬＰＳｇｒｏｕｐ

３　讨　论

　　脓毒症时，全身炎症反应所释放的大量致炎细
胞因子是造成机体组织脏器损害的主因，对其治疗
要求既能及时有效地阻断炎症过激损害，又不致于
矫枉过正导致免疫抑制。因此，确保抗炎治疗的有
效性、适度性是全身炎症反应治疗的关键［５７］。ＮＦ
κＢ是控制炎症过激反应的重要环节，以ＮＦκＢ为靶
向的治疗对整个炎症级联瀑布可能具有重要抑制作

用［８１０，２０］。静息状态下，ＮＦκＢ与其抑制蛋白ＩκＢ结
合，驻留在胞质内；细胞受到外界刺激后，ＩκＢ被迅
速磷酸化，经过短暂的泛素化修饰后被蛋白酶降解；
游离的ＮＦκＢ进入细胞核内，结合于特定基因的κＢ
序列，启动基因转录。ＩκＢ也可进入核内发挥作用，
中止ＮＦκＢ活性并将其运回胞质［１７］。ＩκＢα是最主
要的ＮＦκＢ抑制蛋白，所以本研究选择了ＩκＢα作
为转染靶基因，观察ＩκＢα的转染表达能否控制ＮＦ
κＢ活性，从而确保控制炎症反应的有效性。

　　转基因表达必须选择合适的启动子元件，保证

基因表达的可诱导性、可控性和组织特异性。一些
急性相蛋白（如ＳＡＡ）表达可被体内炎性信号放大，
如小鼠血清淀粉样蛋白，在ＬＰＳ攻击２４ｈ后小鼠血
清ＳＡＡ蛋白水平倍增１０００倍；在体外２０％的单核
细胞上清诱导肝细胞 ＨｅｐＧ２，６ｈ达２４倍，２４ｈ达

１５０倍，４８ｈ达３７５倍增加ＳＡＡｍＲＮＡ表达。因此
若将急性相蛋白启动子（如ＳＡＡ启动子／增强子）用
于基因治疗中调节重组蛋白的表达，有可能实施对
治疗基因适时适度地表达调控。在ＳＡＡ家族中，

ＳＡＡ３是唯一既能在肝细胞合成，也可以在肝外细
胞如巨噬细胞表达的ＳＡＡ蛋白，ＳＡＡ３能在网状内
皮细胞系统表达的特性对于炎性疾病基因治疗有独

特的意义。我们的前期研究结果也证实ＳＡＡ３启动
子的可诱导性和可控性［１４］。因此，本研究选择

ＳＡＡ３作为启动子，确保了转基因表达的可诱导性、
可控性。

　　非病毒基因转移要比重组病毒载体的方法更安
全。临床接受的基因转移方法是脂质体注射法，包
括肌注、静脉注射、腹腔注射。活体内脂质体／ＤＮＡ
静脉注射、腹腔注射具有巨大的优越性，尤其是靶细
胞如库普弗细胞、肝细胞等暴露在血流中。本研究
中脂质体转染的剂量、内毒素模型参考了国内外文
献［１６１７］以及前期实验结果［１４］，选择不同内毒素剂量
以方便显示适度的病理学损害和生存率差别。

　　本研究所采用的腹腔注射小鼠内毒素血症模
型，适用于脓毒症肝损伤的研究。以往研究发现，小
鼠腹腔注射ＬＰＳ模型中，肝脏的炎症激活最显著，
这可能因为肝脏含有的库普弗细胞占体内居留型巨

噬细胞总数的８０％以上［１４］。肝脏是机体炎症反应
的中心器官，急性相反应的生发中心，在脓毒性系统
性炎症反应中是维持、推动及调节全身性炎症反应
的重要部位，也是较易受损的器官。库普弗细胞、肝
细胞的独特解剖位置，决定了它们站在了面临应激
条件下肠毒移位的第一线。因此，本研究针对肝脏
为中心的抗炎治疗，在有效控制肝脏炎症损害同时
成功加强对全身炎症反应的限制，这是该转基因治
疗策略对脓毒综合征有效的可能机制之一。

　　本研究结果表明：（１）ＩκＢα基因转染可以抑制
共培养细胞体系的炎症过激反应，从而保护肝细胞；
（２）ＩκＢα基因转染可以有效抑制鼠肝和全身炎症过
激反应，确保治疗的有效性；（３）ＩκＢα基因转染能有
效表达外源性ＩκＢα蛋白，对内毒素攻击小鼠鼠肝

ＮＦκＢ活性有直接抑制作用，而且ＩκＢα表达程度与
致炎程度成正比，确保治疗的适度性；（４）ＩκＢα基因
转染能明显改善内毒素攻击小鼠存活率。因此，本
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研究所利用的携带ＳＡＡ３启动子的ＩκＢα表达载体
能够有效控制肝脏为中心的脓毒综合征；ＩκＢα基因
能够在肝脏持续表达，并能有效控制肝脏及全身炎
症过激反应，减少了组织脏器损伤，降低了内毒素攻
击病死率。该基因治疗策略为脓毒症治疗提供了宝
贵的新思路、新途径。

　　（志谢　本研究得到第二军医大学东方肝胆外
科研究所苏长青教授的支持和帮助，在此表示衷心
感谢！）
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