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对白细胞介素一18激活核转录因子一KB介导A549细胞

分泌细胞间黏附分子一1作用的研究

廖品琥杜学柯黄冰姚为学 曹建

【摘要】 目的研究白细胞介素一Ip(IL一1p)对A549细胞表达细胞间黏附分子一1(ICAM一1)的诱导作用

及相关细胞内信号通路的激活和转导机制。方法 以1 pg／L终浓度的IL一1p刺激经SC一514[核转录因子一KB

(NF—KB)的IKK一2复合物抑制物]预处理的A549细胞，用蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测IL-Ip刺

激5、10、30、60 rain时细胞内磷酸化NF-．cB抑制蛋白(pIKBa)和IrBa蛋白表达水平；激光扫描共焦显微镜

(LSCM)显像检测NF—KB p65的核转移过程；按试剂盒说明测定NF—KB DNA结合活性；p65抗体染色质免疫

沉淀结合聚合酶链反应(CHIP—PCR)技术检测乙酰化组蛋白H4和p65与ICAM一1基因启动子的结合}逆转

录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测4 h后的ICAM一1 mRNA表达；酶联免疫吸附法(ELISA)检测24 h后细胞

表面的ICAM一1蛋白表达。结果IL一1B刺激后细胞内plJcBa蛋白表达水平明显升高，IK&蛋白表达水平明显

下降；LSCM检测显示激活的p65蛋白从胞质向胞核转移，p65与DNA结合活性明显升高(P<o．01)。ChiP-

PCR扩增发现，IL一18促使乙酰化组蛋白H4和p65与ICAM一1基因启动子区域的DNA片断结合。IL-16

刺激4 h后ICAM一1 mRNA表达明显升高，刺激24 h后A549细胞表面ICAM一1蛋白表达亦明显升高

(P均<o．01)。SC一514阻断了plJcBa蛋白的升高和kBa蛋白的下降}减少了p65蛋白的核转移和DNA结合

活性；降低了ICAM一1的mRNA及蛋白表达水平(P均<o．01)。结论IL一1p通过激活NF-KB介导了A549

细胞表达ICAM—l。

【关键词】细胞问黏附分子一1f 核转录因子一KB} 白细胞介素一1p

Efleet of activation of nuclear factor—KB on modulation of secretion of intercelluar adhesion molecule-1 by

A549 cell L1A0 Pin一^“’，DU Xue—ke，册AⅣG Bing，yAo Woi一：cue，CA0 Jian．o Coronary Care Unit，

the First Affiliated Hospital of Guangxi Medical University，Nanning 530021，Guangxi，China

[Abstract] Objective To investigate the effects of interleukin一1p(IL-16)on intercellular adhesion

molecule一1(ICAM—1)expression on A549 eell and underlying signal transduction pathways．Methods A549

cells were pre—incubated with SC一514[nuclear factor—KB(NF—KB)inhibitor(IKB)kinase一2(IKK一2)

inhibitor3 and／or pre—treated with 1 pg／L IL一16．The phosphorylated IKB口(pIKBa)and degradation of

IKBa were determined bv Western blotting with specific antibody at 5，10，30 and 60 minutes．Laser

scanning confocal microscope(LSCM)was used to examine the nuclear translocation of p65 at 30 minutes

after stimulation．The DNA binding activity of p65 in nuclear extracts wfls detected at 1 hour following IL-16

treatment．Chromatin immunoprecipitation(CHIP)assays combined with polymerase chain reaction(PCR)

were used to evaluate interaction between p65 and ICAM一1 promoter site DNA at 1 hour after stimulation．

The expression of ICAM一1 mRNA was assessed by reverse transcription(RT)一PCR at 4 hours，and the

ICAM一1 expression on A549 eell surface was measured by enzyme linked immunosorbent assay(ELISA)at

24 hours after IL一16 was added．Results IL一1B induced rapid pIKBa augmentation and its subsequent

degradation．LSCM graphs showed that IL一113 stimulated the translocation of p65 from the cytosol to the

nucleus．IL一1B significantly increased the DNA binding ability of p65(P<O．01)in cell nuclear extracts．

ChIP—PCR suggested that both acetylated histone 4 and p65 were recruited to ICAM-1 promoter．IL-16

significantly augmented ICAM一1 mRNA level at 4 hours and expression of lCAM一1 on A549 cell surface at

24 hours(both P<O．01)．The IKK一2 inhibitor，SC一514，inhibited IL一18 induced IgBu protein activity，

blocked p65 nuclear translocation．caused a significant reduction in IL-lfl induced DNA binding activity for

p65 and ICAM一1 mRNA expression。and suppressed ICAM一1 expression on A549 eell surface(all P<O．01)．

Conclusion These results suggest that the activation of NF—KB mediates IL一16 induced ICAM-1 expression in

A549 cells．
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·论著·

已知细胞黏附分子家族中的细胞问黏附分子一1

(ICAM一1)参与了肺内多形核细胞(PMN)对内皮细

胞的黏附、跨越血管内皮、选择性募集于肺内病理损

伤组织、激活及释放炎症介质导致肺损伤的过程‘¨。
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既往的研究主要集中于内皮细胞及其表达的可溶性

ICAM一1；2-3]，而对肺上皮细胞表面表达ICAM一1及

其信号转导途径和机制以及是否参与肺泡内PMN

潴留过程等尚未明确。本研究中采用白细胞介素一1p

(IL一113)刺激A549细胞，以核转录因子一KB(NF—KB)

转导通路抑制物，探讨参与ICAM—l在肺上皮细胞

表达的信号转导途径及其机制。

1材料与方法

1．1实验材料：A549细胞购自欧洲细胞培养保藏

中心(英国)，p肌动蛋白(p—actin)、DMEM培养基

(Sigma，美国)，胎牛血清(FBS，Invitrogen，美国)，

人IL—113(Roche，英国)，磷酸化NF—KB抑制蛋白a

(plKBa)和I,cBa抗体(Cell Signaling，美国)，IKB激

酶(IKK一2)复合物抑制物(SC一514，Merck，英国)，

兔抗人p65多克隆抗体(多抗，Santa Cruz，美国)，

ICAM一1抗体(R&D，美国)，乙酰化组蛋白H4抗体

(Upstate，美国)，核蛋白抽提试剂盒、染色质免疫沉

淀(CHIP)试剂盒、NF—KB DNA结合活性试剂盒

(Active Motif，美国)。

1．2 A549细胞的培养、干预与收集：将A549细胞

培养于含FBS、青霉素和链霉素的DMEM培养液

中。按照随机数字表法分为A549细胞组(A组)、

SC一514组(B组)、A549细胞+IL一1口组(C组)、

A549细胞+SC一514+IL一1p组(D组)。A组加入

100 ul含体积分数为10％的血清培养液；B组加入

终浓度为50／2mol／L的SC一514；C组加入终浓度为

1 pg／L的IL一1B培养液；D组先加入SC一514预处理

细胞2 h，然后再加入1弘g／L的IL一1p培养液。于培

养5、10、30、60 rain用细胞裂解缓冲液收集细胞，检

测细胞内pIKBa、IJcB仅蛋白表达水平；1 h后抽提细

胞核蛋白，进行NF—KB DNA结合活性分析；1 h后用

甲醛水溶液固定细胞后，分离和破碎染色质用于染

色质免疫沉淀分析；4 h后用TRIzol法分别收集细

胞，提取RNA及转录；24 h后用酶联免疫吸附法

(ELISA)检测细胞表面的ICAM一1蛋白表达。

1．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测细

胞内pIJcBa、IK＆蛋白表达：20弘g的样本蛋白装胶，

用十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—

PAGE)，转膜后室温封闭1 h，加入一抗后4℃孵育

过夜，辣根过氧化物酶(HRP)标记的二抗室温下孵

育l h，用免疫荧光化学法(ECL)发光剂显示蛋白条

带，高敏X线片曝光显像。

1．4 NF一．cB的激活：将A549细胞种植在玻片上，

加IL一1口30 rain，取出用1：1的甲醇和丙酮一20℃

下固定i0 min，室温下干燥；浸于乙基苯基聚乙二

醇中10 rain，用含人白蛋白的磷酸盐缓冲液(PBS)

孵育1 h；将玻片孵育在含兔抗人p65多抗的PBS

中，湿盒内4℃过夜，洗涤玻片，加绿色荧光标记的

抗兔多抗孵育1 h，避光；1 t 1 000的4，6一联脒一2一苯

基吲哚(DAPI)核染色3 min，假思蓝胞质染色

1 rain，避光保存玻片。使用激光扫描共焦显微镜

(LSCM)对玻片进行扫描和摄像。

1．5 NF—KB DNA结合活性分析：按试剂盒要求操

作，抽提核蛋白中的DNA进行结合活性分析，测定

波长405 nm处的吸收峰吸光度(A)值。

1．6 ChIP分析：按ChIP试剂盒操作指南进行染

色质的分离和破碎，将p65抗体和乙酰化组蛋白H4

抗体4℃孵育过夜，完成特定染色质片段的免疫沉

淀，靶标DNA洗脱后，实时聚合酶链反应(PCR)检

测ICAM一1启动子上NF—KB结合位点GGGGCA

TCCC，使用的引物序列为：5'-GCTAGGTGTGG

ACGTGACCT一37和5 7一TACGCAGGCCTCTTTA A

TCG一3 7。结果以H4与p65表达量占总DNA量的相

对比值表示。

1．7 逆转录一聚合酶链反应(RT—PCR)检测ICAM一1

mRNA表达：将1弘g的RNA反转录后，使用PCR

仪进行基因表达分析。ICAM一1引物的核酸序列号

为NM 000201，引物序列：51-GGCTGGAGCTG

TTTGAGAAC一37和57一CTGACAAGTTGTGGGG

GAGT一3’；三磷酸甘油醛脱氢酶(GAPDH)引物的

核酸序列号为NM 002046，引物序列：5'-ACA

GTCAGCCGCATCTTCTT一3’和5'-TTGACTCCG

ACCTTCACCTT一37。通过In Silico和NetPrimer程

序对引物进行分析，引物的结构无单核苷酸多态性

(sNP)及发夹(Hairpins)结构。

1．8 ICAM一1蛋白表达：PBS清洗细胞后，用鼠抗

人ICAM一1抗体与细胞表面表达的ICAM～1进行

结合，随后采用抗鼠酶标抗体与ICAM一1抗体结

合，加底物催化显色，反应颜色的深浅与细胞表面表

达ICAM一1的量直接相关。

1．9统计学处理：计量数据以均数士标准差(；土s)

表示，两组问比较用t检验，多组间比较采用one—

way ANOVA方差分析和q检验，P<0．05为差异

有统计学意义。

2结 果

2．1 Western blotting检测plnBa、k跏蛋白表达

(图1)：IL一1p刺激后60 min内细胞内的plxPa蛋白

表达水平明显升高，相应的IKBa蛋白表达出现明显
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降低，均以5～30 min最为明显。SC一514阻断了

plgBa表达的升高和kBa的降低。

圈1 IL一1P和SC-514对细胞内pIKBa和l赶h

蛋白表达的影响

2．2 LSCM显像结果(彩色插页图2)：细胞在未受

刺激时，p65蛋白(绿荧光染色)主要位于胞质内；

IL一1口刺激后30 min内，激活的p65蛋白由胞质转

移至胞核内；SC一514抑制了p65蛋白的核转移。

2．3 NF—KB DNA结合活性(图3)：IL一1口刺激后

60 min内，细胞核p65 DNA结合活性明显升高

(P<0．01)；SC一514预处理可明显降低NF—xB DNA

结合活性(P<0．01)。

图3 IL一1p和SC一514对NF—KB DNA结合活性的影响

2．4 ChIP—PCR分析结果(图4)：IL一1B刺激乙酰

化组蛋白H4和p65与ICAM一1启动子区域的特定

DNA序列结合(P均<0．01)。

注：与A组比较，8P<O．01

图4 IL一1B对乙酰化组蛋白H4和p65与ICAM一1

启动子结合的影响
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2．5 ICAM一1的mRNA和蛋白表达结果(图5)：

IL一1p刺激后ICAM一1 mRNA及蛋白表达均明显升

高；SC一514预处理降低了ICAM一1 mRNA和蛋白

的表达水平(P均<0．01)。

图5 IL一1p和SC一514对IL一1p刺激后24 h ICAM一1

mRNA及蛋白表达水平的影响

3讨论

在创伤、感染、理化刺激、体外循环等诱因作用

下，细胞黏附分子参与了PMN在肺毛细胞血管内

的聚集、附壁移行、渗透至肺泡腔的过程。ICAM一1

在急性肺损伤／急性呼吸窘迫综合征(ALI／ARDS)

过程中具有重要的作用[1“]。虽然肺泡灌洗液或血清

中可溶性ICAM一1水平升高口q]，但内皮细胞表面表

达的ICAM一1在PMN移行渗透过程中起主要作

用n]。肺内的内皮细胞、上皮细胞及巨噬细胞受刺激

后释放IL一1、肿瘤坏死因子一a(TNF—d)等促使PMN

在肺内趋化和聚集，参与了ALI的发生[5]。ICAM一1

在肺泡上皮细胞的表达及其信号转导机制以及在肺

(泡)内PMN“扣押”过程中的作用尚未明确。既往研

究表明，ICAM一1的表达主要与丝裂素活化蛋白激

酶(MAPKs)和NF—xB激活有关，由于实验条件不

同，参与调节ICAM一1表达的主要信号转导通路也

不同或有明显差异[6。8]。NF一．cB是细胞内重要的核

转录因子，激活后能启动多种细胞分子(如TNF—a、

IL一1、IL一6、IL一8)和黏附分子(如ICAM一1)的基因

转录[9]。NF—KB在ALI的肺组织中表达升高n⋯，参

与ALI发生的细胞因子和黏附分子包括TNF—a、

IL一1p、IL一2、IL一6、ICAM一1、粒一巨噬细胞集落刺激

因子(GM—CSF)等，构成了主要的肺内炎症反应的

细胞因子网络[1H2|。这些基因的基因启动子区域均

含有NF—KB的固定核苷酸KB序列，NF—KB活化后

和IcB序列的DNA结合，启动了基因的转录和表

达[1引。在ICAM一1基因的5t_调节区，有与转录因子

0

0

O

O

O
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特殊蛋白1(SP一1)、活化蛋白一1(AP一1)、NF—xB结合

的特异DNA序列，是ICAM一1表达的基因学基

础m]。但是，在ICAM一1基因转录时，ICAM一1基因

启动子区域的乙酰化改变情况及NF—KB是否在启

动子区域的募集等尚无文献报道。

本研究结果显示，A549细胞经IL一1B刺激后，

细胞内的pIIcBa表达水平明显升高、IxBa降解，表明

NF—KB三聚体复合物降解，使p65蛋白从NF—KB三

聚体复合物中解离出来；LSCM检测显示了p65从

胞质向胞核转移的过程；入核的p65与DNA结合

活性明显升高，提示激活的p65能与细胞核DNA

相应位点结合。组蛋白的乙酰化可引起染色质重构

及转录活化m]，IL一1p的刺激促使ICAM一1启动子

区域组蛋白H4的乙酰化水平明显升高，p65明显被

募集于ICAM一1启动子区域与特定DNA序列结

合。ICAM一1 mRNA及蛋白表达水平的提高是基因

转录表达的结果。用SC一514阻断NF—KB的激活，能

完全阻断以上所有的效应，显示NF—KB是IL一1B诱

导和ICAM一1表达之问的中间环节，同时也是启动

炎症细胞因子基因转录的主要环节，激活的NF—xB

介导了IL一1p诱导的ICAM一1 mRNA和蛋白表达。

本研究结果提示，IL一1p对A549细胞的刺激，通过

激活NF—JcB介导了A549细胞分泌ICAM一1。
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·科研新闻速递·

抗利尿激素与感染、严重脓毒症及感染性休克的关系

奥地利科研人员研究了感染、严重脓毒症及感染性休克患者血清抗利尿激素(AVP)水平的变化。采用前瞻性队列研究方

法，纳入10例感染、22例严重脓毒症及28例感染性休克患者。每日记录血流动力学、实验室及临床数据，同时检测血清AVP

水平的变化。采用线性回归进行统计分析。结果显示：感染组、严重脓毒症组及感染性休克组患者血清AVP水平差异有统计

学意义(尸<o．001)，后两组血清AVP水平明显高于感染组(P均<0．001)，而严重脓毒症组及感染性休克组间差异无统计学

意义(P一0．98)。严重脓毒症患者血浆渗透压(P<0．001)、pH值(P一0．001)、乳酸浓度(P<o．001)及动脉血氧分压(P一

0．04)与血清AVP水平相关；感染性休克患者血浆渗透压也与血清AVP水平相关(P一0．03)。研究还发现血清AVP水平受

肾小球滤过功能影响(P=0．002)。研究者认为，与感染患者比较，严重脓毒症患者血清AVP水平变化更为明显，而在严重脓

毒症和感染性休克患者闻差异不显著，提示严重脓毒症时AVP生理作用消失，可能是导致感染性休克循环衰竭的原因之一。

白慧颖，编译自《Crit Care Med》，2008—12—26(电子版)；胡森，审校
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