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脂多糖与高迁移率族蛋白B1联用对HepG2细胞
释放细胞因子的影响

刘志锋王娟 刘铮唐柚青孟繁曼生 刘靖华 苏磊

【摘要】目的观察脂多糖(LPS)与高迁移率族蛋白BI(HMGBl)单用或联用对人肝癌细胞释放细胞

因子的诱导作用。方法 培养人肝癌细胞株HepG2，用原核重组表达载体pETl4b—HMGBl原核表达纯化

HMGBl蛋白；用不同浓度的HMGBl蛋白(0、0．01、0．1、1、10 mg／L)或不同浓度的LPS(0、0．1、1、10、

lOO mg／L)以及1 mg／L HMGBl和10 mg／L LPS联用分别刺激培养的HepG2，24 h后收集细胞上清液，用

LiquiChip液相蛋白芯片系统检测上清液中粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)、7-干扰素(IFN-7)、白细胞

介素一lfl(IL一1p)，IL一2、IL一4、IL一6、IL一8、IL—10、IL一12、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)10种细胞因子的表达水平。结

果LPS可以剂量依赖性的方式刺激HepG2分泌IL一6、IL一8表达(P<0．05或P<0．01)，而对GM-CSF、

IFN一丫、IL一18、IL一2、IL一4、IL一10、IL一12、TNF—q等作用不明显；不同浓度的HMGBl刺激HepG2后发现，低浓

度的HMGBl可明显上调IL一6、IL一8的表达(P均<o．01)，但随着浓度升高，这种诱导作用逐渐减弱，并逐渐

恢复至对照水平，而对其他8种细胞因子也无明显诱导作用。HMGBl和LPS联用时，高浓度的HMGBl可明

显抑制LPS对HepG2分泌IL一6、IL一8的诱导作用(P均<o．01)。结论人肝癌细胞株HepG2对炎性刺激仅

能产生很少种类的细胞因子，其中LPS作用可以上调IL一6和IL一8水平，而HMGBl则表现出量效的反作用，

并且高浓度的HMGBl可明显抑制LPS对HepG2分泌细胞因子的诱导作用。

【关键词】脂多糖；高迁移率族蛋白B1；HepG2细胞， 细胞因子，脓毒症
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[Abstract] Objective To study the effects of high mobile group box-1 protein(HMGBl)and

lipopolysaccharide(LPS)singly or in combination on release of cytokines from human liver carcinoma cell

line(HepG2)．Methods He[G2 cells were cultured。and purified HMGBl protein was prepared by

chromatography on Ni”一NTA Sepharose column under natural conditions with recombinant expression

plasmid pETl4b—HMGBl．Different concentrations of HMGBl(0，0．01，0．1，1，10 mg／L)and LPS(O，

O．1，1，10，100 mg／L)were added into the cultured cells for 24 hours，respectively．Then the supernatant

were collected to detect the levels of granulocyte／macrophage colony stimulating factor(GM—CSF)。

interferon一7(IFN一7)，tumor necrosis factor—a(TNF—a)，and interleukin一1母(IL一18)，IL一2，IL一4，IL一6，

IL一8，IL-10，and IL一12 by using LiquiChip system．Lastly，HepG2 cells were costimulated with 10 mg／L
LPS and 1 mg／L HMGBl for 24 hours．The supernatant were collected to determine the levels of above ten

of cytokines．Results The expression and release of IL一6 and IL一8 increased from HepG2 cells after being

stimulated bv LPS in a dose—dependent manner，but there were no changes in other eight kinds of cytokines

(P<O．05 or P<O．01)．Low concentration of HMGBl could up—regulate the expression of IL一6 and IL一8 in

HepG2 ceils(both P<O．01)．But the extent of induction decreased with higher concentration of HMGBl．

Similar to LPS．there was no effect of HMGBl on the expression of other eight kinds of cytokines from

cultured HepG2 ceils．Furthermore，high concentration of HMGBl could obviously inhibit the upregulation

of IL一6 and IL一8 by high concentration of LPS when the HepG2 ceils were costimulated with LPS and

HMGBl(both P<O．01)．Conclusion HepG2 cells could only express and release a few kinds of cytokines

when the cells were stimulated with pro—inflammatory agents，such as LPS or HMGBl．Two kinds of

cytokines，【L一6 and IL一8 could be up—regulated by LPS and low concentration of HMGBl，and HMGBl acted

as an inhibitor of LPS to down—regulate the expression and release of IL一6 and IL一8 from HepG2 cells．
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细菌内毒素脂多糖(LPS)可诱导单核／巨噬细

胞、血管内皮细胞等免疫细胞和炎症相关细胞表达

分泌大量细胞因子和炎症介质，参与并促使脓毒症

的发生发展。高迁移率族蛋白B1(HMGBl)是广泛

存在于真核细胞核中重要的非组蛋白之一，在基因

表达调控中起重要作用。最近研究发现HMGBl具

有多种核外的生物学功能，作为细胞因子广泛参与

炎症反应和脓毒症的发展过程，是LPS致死效应的

重要晚期炎症介质[1。2]。但两者同时作用会对机体细

胞产生什么效应目前尚不清楚。本研究中以LPS与

HMGBl单用或联用对人肝癌细胞株HepG2释放

细胞因子的影响展开研究，以期为明确HMGBl在

脓毒症中的作用机制以及实质脏器细胞在脓毒症中

发挥作用的可能机制提供实验和理论依据。

1材料与方法

1．1主要试剂：RPMI 1640培养基购自美国Gibco

BRL公司，LPS(E．coli，011：B4)购自美国Sigma

公司，限制性核酸内切酶(Kpn I、Not I)购自日本

TOYOBO公司，异丙基硫代一pD一半乳糖苷(IPTG)

和亲和层析用基质(Ni2+-NTA—agrose)购自荷兰

Qiagen公司，细胞因子检测试剂盒购自德国Qiagen

公司，重组融合表达载体pETl4b—HMGBl原核表

达质粒由南方医科大学病理生理学教研室惠赠，人

肝癌细胞株HepG2由广州军区总医院医学实验科

保存。

1．2重组人HMGBl蛋白的表达纯化：将重组的融

合表达载体pETl4b—HMGBl经Kpn I和Not I酶

切鉴定无误后，转化大肠杆菌BL21(DE3)感受态细

胞，挑取单菌落，接种于5 ml牛肉膏蛋白胨培养基

(LB)培养液中，37℃振荡培养过夜，按1。100稀

释，扩大培养至波长600 nm处的吸光度(A)值为

0．6～O．8时，加入终浓度为1 mmol／L的IPTG，

37℃继续振荡培养3 h。依照His标签蛋白纯化试

剂盒操作说明，用Ni2+_NTA—agrose纯化。将纯化

得到的HMGBl蛋白经透析和过滤除菌、Bradford

法进行蛋白定量后备用。

1．3 细胞复苏培养和实验分组：人肝癌细胞株

HepG2复苏后，离心10 min，弃上清液，用含体积分

数20％胎牛血清的RPMI 1640培养液混匀细胞，

调整细胞浓度至(100-～150)×104个／era2，接种入

培养皿中，在37℃、体积分数为5 o／／的Co。条件下

培养。

’实验前1 d，按1×104个／孔的密度将HepG2

铺于96孔板中。培养24 h后，培养液更换为无血清

培养基，培养6 h后用不同浓度的HMGBl蛋白

(O、0．01、0．1、1、10．mg／L)和不同浓度的LPS

(0、0．1、1、10、100 mg／L)分别刺激培养HepG2，用

1 mg／L HMGBl和10 mg／L LPS联合作用刺激培

养的HepG2，细胞刺激24 h后，收集细胞上清液

于一80℃保存备检，每种刺激做3个平行孔，每个独

立实验重复3次。

1．4 细胞培养上清液中细胞因子含量的检测：

粒一巨噬细胞集落刺激因子(GM—CSF)、7-干扰素

(IFN一7)、白细胞介素一1p(IL一1p)、IL-2、IL-4、IL-6、

IL一8、IL一10、IL一12、肿瘤坏死因子一a(TNF—a)检测采

用LiquiChip液相蛋白芯片系统完成。检测步骤按

细胞因子检测试剂盒说明书进行，最后在LiquiChip

液相蛋白芯片检测系统上读取各组样品的平均荧光

强度，其对应的是样品的细胞因子浓度。

1．5统计学处理：用SPSS 12．0统计软件进行统计

分析，数据以均数±标准差(z土s)表示，采用单因素

方差分析，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 HMGBl蛋白的原核表达纯化：经酶切后的

pETl4b—HMGBl在十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝

胶电泳(SDS—PAGE)上可见1条约660 bp的条带，

与预期大小一致(图1A)。pETl4b—HMGBl质粒转

化DE3后，在凝胶电泳27 000和31 000处各见1条

大量表达蛋白条带，与预期大小相符(图1B)。纯化

的蛋白经Bradford法蛋白定量为430 mg／L。

A：pETl4b—HMGBl的酶切鉴定，M：100 bp DNA Marker，

1、2分别为pETl4b-HMGBl的Kpn I和Not I酶切鉴定，

箭头示HMGBl编码序列；B：原核表达纯化HMGBl蛋白的

sDS_PAGE鉴定，M：蛋白Marker，1、2分别为不同

pETl4b—HMGBl克隆表达纯化的HMGBl融合蛋白，

箭头示纯化的HMGBl蛋白

田1 pETl4b—HMGBl载体的酶切鉴定

及HMGBl蛋白的原核表达纯化

2．2不同浓度LPS对HepG2释放细胞因子的影

响(图2)：LPS 0．1 mg／L诱导IL一6和IL一8表达量
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为对照的1．61和1．98倍(P均<o．05)，并随LPS

浓度增加而增加，至10 mg／L时为对照的2．89和

3．20倍(P均<O．01)，至LPS为100 mg／L时，二

者表达量增加不明显。LPS对其他8种细胞因子则

无明显诱导作用。

注l与LPS 0 mg／L比较，。P<0．05，‘P<O．01

田2不同浓度LPS对人肝癌细胞株HepG2

释放细胞因子的影响

2．3不同浓度HMGBl对HepG2释放细胞因子的

影响(图3)：HMGBl 0．01 mg／L诱导IL一6和IL-8

表达量为对照的2．15和2．88倍(P均<o．01)，但

随HMGBl浓度的增加，诱导作用逐渐减弱，至

HMGBl浓度1 mg／L和10 mg／L时IL一6、IL一8则

均基本接近对照水平。HMGBl对其他8种细胞因

子也无明显诱导作用。

注：与HMGBl 0 mg／L比较，6P<0．01

圈3 HMGBl对人肝癌细胞株HepG2

释放细胞因子的影响

2．4 LPS和HMGBl联用对HepG2释放细胞因子

的影响：10 mg／L LPS与1 mg／L HMGBl联用可

明显抑制LPS对HepG2分泌IL一6、IL一8的诱导作

用(P均<o．01，图4)l而对其他8种细胞因子无明

显诱导作用(结果未给出)。

注I与空白对照比较，。P<o．01；与LPS 10mg／L比较，。P<0．01

圈4 LP$与HMGBl联用对人肝癌细胞株HepG2

释放细胞因子IL一6和IL一8的影响

3讨论

脓毒症是由感染引起的严重全身炎症反应综合

征，是危重患者的重要死因之一[3]。已明确革兰阴性

菌释放的LPS可激活或启动机体的免疫系统，包括

中性粒细胞、内皮细胞、单核／巨噬细胞，并启动凝

血、激肽和补体级联反应，细胞因子可触发失控的炎

症级联反应，参与并促使脓毒症的发生发展[4]。

HMGBl是广泛存在于真核细胞核中最重要的

非组蛋白之一，在基因表达调控中起重要作用。1999

年Wang等I-s]首次报道HMGBl参与脓毒症的发病

过程。近年来发现，HMGBl可分泌到细胞质或细胞

外，诱导细胞分化，产生趋化作用，参与肿瘤细胞转

移并作为重要的炎症因子在机体炎症反应中起重要

作用[1。2]。在炎症反应中，坏死组织细胞崩解以及

LPS、TNF—a、IL一1等刺激活化单核／巨噬细胞都可

促进HMGBl释放[63；释放入血的HMGBl通过内

分泌和旁分泌的形式作用于单核细胞、内皮细胞，引

起一系列炎症因子释放、黏附分子表达及HMGBl

进一步释放，导致炎症反应进一步扩大[7]。本课题组

前期关于HMGBl在细胞内定位及移位的研究中发

现，用致炎因子TNF一口刺激细胞后12 h内未观察

到HMGBl由胞核向胞质的移位现象，而随着刺激

时间的延长，HMGBl向胞质的移位开始明显增

多[8]，虽然研究中没有直接观察到HMGBl由细胞

内向外释放，但至少可以表明HMGBl作为一种特

殊的炎症介质，主要在晚期炎症反应中发挥作用。

本研究中采用LPS与HMGBl单独和联合作

用于人肝癌细胞株HepG2，观察其对细胞因子释放

的影响，结果发现，低浓度的LPS即可诱导HepG2

表达IL一6和IL一8，且随LPS浓度增加表达量进一

步显著增加，存在剂量依赖效应，而LPS对其他
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8种细胞因子(GM—CSF、IFN一7、IL一1p、IL一2、IL一4、

IL一10、IL一12、TNF一口)则无明显诱导作用；同时还发

现，低浓度的HMGBl即可明显诱导IL一6和IL一8表

达，但随着HMGBl浓度的增加，这种诱导作用逐渐

减弱，至HMGBl浓度1 mg／L和10 mg／L时IL一6、

IL一8水平则均基本接近对照水平。

已有较多相关报道证实HMGBl可诱导多种细

胞释放多种细胞因子，如刘靖华等口3研究结果发现，

HMGBl可诱导人脐静脉内皮细胞释放IL一6、IL一8、

GM—CSF、IFN一丫、单核细胞趋化蛋白一1(MCP一1)等

多种炎症细胞因子，且HMGBl诱导IL一6的上调具

有时效性和量效性，并可协同LP$刺激释放IL一6。

这与本研究结果有一致的地方，但也存在较大区别。

本研究中发现LPS和低浓度的HMGBl均可诱导

IL一6和IL一8表达上调，这是一致的；不同的是，作为

炎症反应的重要效应细胞，HMGBl可诱导人脐静

脉内皮细胞释放多种细胞因子，而作为实质脏器的

人肝癌细胞株HepG2则仅表现为IL一6和IL一8两

种细胞因子表达上调。是否可以理解为：作为实质脏

器的功能细胞，在脓毒症发生发展过程中更多的是

充当被打击的角色，而在脓毒症炎症效应放大方面

则作用较弱，一方面表现为产生的细胞因子种类少，

而且IL一6、IL一8表达上调的量也较内皮细胞相对

低；另一方面随着HMGBl浓度的增加，这种诱导作

用逐渐减弱，并且高浓度的HMGBl可以充当LPS

抑制剂的角色，明显抑制LPS对HepG2分泌IL一6、

IL一8的诱导作用，这点好像与刘靖华等的研究结果

相悖。但经过比较则发现，在刘靖华等的研究中，

HMGBl刺激的最大浓度只有0．075 mg／L；而本研

究中HMGBl浓度的跨度大。这究竟是所用细胞种

类不同引起的，还是由于剂量原因出现的差异，都有

待进一步深入研究。

此外，需要说明的是，在纯化HMGBl蛋白时分

离胶上也得到了2个条带，分别为27 000和31 000

大小，而通过计算得出的HMGBl蛋白相对分子质

量为27 000，通过分析鉴定认为可能是HMGBl在

原核细胞内发生了某种修饰所致。类似情况出现在

赵善超等口们对大肠杆菌表达晚期糖基化终末产物

，
^

^
^
^
^
^

^
^
^
^

^
^
^
^
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受体蛋白时发生了糖基化修饰的研究中。但究竟发

生了何种修饰还有待进一步的研究，一定程度上也

提示了HMGBl在生物进化上的保守性和功能上的

多样性。

总之，本研究发现，在不同种类细胞上，炎性刺

激产生的细胞效应是不同的，作为脏器实质细胞，人

肝癌细胞株HepG2对炎性刺激(LPS和HMGBl)

仅能产生很少种类的细胞因子，其中LPS作用可上

调IL一6和IL一8表达水平，而HMGBl则表现出量

效的反作用，并且高浓度的HMGBl可明显抑制

LPS对HepG2分泌细胞因子的诱导作用。这为理

解脓毒症发展过程中两种重要的炎症因子共存且发

生交互作用的机制提供了一定的实验依据。但

HMGBl在脓毒症中是否还扮演有保护作用的角色

是值得深入研究的问题之一。
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