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【摘要】 目的  探讨不同浓度不同作用时间下脂多糖（LPS）对 A549 细胞炎性因子基因表达的影响，为进

一步确立急性呼吸窘迫综合征（ARDS）细胞模型的最适浓度-时间条件奠定基础。方法  取 A549 细胞，用含

10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基于 37 ℃、5%CO2 培养箱常规培养，取对数生长期的 A549 细胞进行传代，

计数细胞并调整细胞密度为（5～7）×105 个，于 6 孔板中培养 2 d，当细胞融合至 50%～60% 时换无血清培养

基 DMEM 培养 12 h。取 10 mg LPS 加入 10 mL DMEM 培养基振荡混匀，配制 1 g/L 储存液；取 0.5、1.0、2.5 mL

的 LPS 储存液用 DMEM 溶液稀释定容至 50 mL，配制成 0、10、20、50 mg/L 的 LPS 工作液。然后以 0、10、20、 

50 mg/L 的 LPS 分别作用 0、1、3、5 h，采用反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测细胞白细胞介素（IL-6、IL-1β）、 

肿瘤坏死因子-α（TNF-α）的 mRNA 表达，以 10 mg/L 的 LPS 作用 0 h 为时间对照组，以 0 mg/L 的 LPS 作用 

1 h 为浓度对照组，采用 2-ΔΔCt 法计算基因表达量。结果  ① 时间因素方面，在相同 LPS 浓度作用下，A549 细

胞经10 mg/L的 LPS作用1 h时 IL-6、IL-1β、TNF-α的mRNA表达水平均明显高于0 h 时〔IL-6 mRNA（2-ΔΔCt）：

5.71±0.42 比 1.00±0.00，IL-1β mRNA（2-ΔΔCt）：5.63±0.30 比 1.00±0.00，TNF-α mRNA（2-ΔΔCt）：5.38±0.61

比 1.00±0.00，均 P＜0.01〕，其他时间点间细胞炎性因子基因表达水平均无明显改变。② 浓度因素方面，在相

同作用时间下，A549 细胞经 10 mg/L 的 LPS 作用 1 h 时 IL-6、IL-1β、TNF-α的 mRNA 表达水平均明显高于 

0 mg/L 的 LPS 作用 1 h 时〔IL-6 mRNA（2-ΔΔCt）：5.70±0.64 比 1.00±0.00，IL-1β mRNA（2-ΔΔCt）：6.25±0.25 比

1.00±0.00，TNF-α mRNA（2-ΔΔCt）：5.57±0.25 比 1.00±0.00，均 P＜0.01〕，其他浓度 LPS 组间炎性因子基因表达 

水平均无明显改变。结论  10 mg/L的LPS作用A549细胞1 h为建立ARDS细胞模型的最适作用浓度-时间条件。
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【Abstract】 Objective  To  explore  the  effects  of  lipopolysaccharide  (LPS)  on  the  expression  of  inflammatory 
genes  in  A549  cells  line  under  different  concentrations  and  different  action  time,  this  study  laid  the  foundation  for 
further  establishment  of  acute  respiratory  distress  syndrome  (ARDS)  cell  model  in  the  optimal  concentration-time 
way.  Methods  A549  cells  line  was  incubated  routinely  in  5%CO2  incubator  at  37 ℃  with  high  glucose  DMEM 
medium which included 10% fetal calf serum. Cells in logarithmic phase was cultured for passage, the cells was count 
to adjust cell density to (5-7)×105 and tile evenly in six-hole plate. Cells were cultivated for 2 days and once the cells 
confluence  to 50%-60%,  serum-free medium DMEM was changed  for 12 hours cultivation. 10 mg LPS was added  to 
10 mL DMEM for oscillated blending to prepare 1 g/L stock solution. 0.5, 1.0 and 2.5 mL LPS stock solution was taken 
respectively and diluted LPS stock solution for 50 mL constant volume to prepare 0, 10, 20 and 50 mg/L LPS working 
solution.  Then 0,  10,  20  and 50 mg/L LPS  solution was  added  to  react  for  0,  1,  3  and  5  hours  respectively. Reverse 
transcription-polymerase  chain  reaction  (RT-PCR)  was  performed  to  examine  mRNA  expression  of  A549  cells  line 
interleukins (IL-6, IL-1β) and tumor necrosis factor-α(TNF-α). LPS action of 10 mg/L for 0 hour was used as the time 
control group, LPS action of 0 mg/L for 1 hour was used as the concentration control group, and the gene expression was 
calculated with 2-ΔΔCt method.  Results  ① As to the time factor, with the same action of LPS concentration, the relative 
expression levels of inflammatory genes (IL-6, IL-1β and TNF-α) in A549 cells line after being treated with 10 mg/L  
LPS  for  1  hour  were  significantly  higher  than  those  for  0  hour  respectively  [IL-6  mRNA  (2-ΔΔCt):  5.71±0.42  vs. 
1.00±0.00,  IL-1β mRNA  (2-ΔΔCt):  5.63±0.30  vs.  1.00±0.00,  TNF-α mRNA  (2-ΔΔCt):  5.38±0.61  vs.  1.00±0.00, 
all P < 0.01], and  there were no significant changes  in  the expression  levels of  inflammatory genes  in A549 cells  line 
of  other  time  groups. ②  As  to  the  concentration  factor,  with  the  same  action  time,  the  relative  expression  levels  of 
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  急性呼吸窘迫综合征（ARDS）为一种严重危及

人类生命健康的疾病，其主要临床表现为各种疾病

所致的顽固性低氧血症。在美国，每年约有 2 万新

发病例，病死率约为 20%［1］，该病治疗难度大、病死

率高。近年来，有关 ARDS 的基础实验研究方兴未

艾，主要集中在探讨 ARDS 形成机制及其治疗靶点

等方面［2］；实验中制备 ARDS 模型存在制模剂多、

实验模型多、制模剂量不一等情况［3］。本研究拟采

用细菌脂多糖（LPS）作为制备 ARDS 细胞模型的

制模剂，A549 细胞模拟Ⅱ型肺泡上皮细胞，探讨在

不同浓度、不同作用时间下 LPS 对 A549 细胞炎性

因子〔白细胞介素（IL-6、IL-1β）、肿瘤坏死因子-α

（TNF-α）〕基因表达的影响，以期为进一步确定制备

ARDS 细胞模型的最适浓度-时间条件奠定基础。

1 材料和方法 

1.1  细胞培养：A549 细胞购自中国科学院上海细

胞库，用含 10% 胎牛血清的高糖 DMEM 培养基于 

37 ℃、5%CO2培养箱常规培养。取对数生长期细胞传 

代，计数细胞并调整细胞密度为（5～7）×105 个，均 

匀铺于6孔板中，培养2 d，当细胞融合至50%～60% 

时换无血清 DMEM 培养基培养 12 h。

1.2  LPS 溶液配制：LPS 购自 Sigma 中国公司。取

10 mg LPS 置于 20 mL 离心管中，加入 10 mL DMEM

培养基，涡旋振荡混匀，使用一次性针式滤器经过

滤除菌分装，于 -20 ℃冰箱中冷藏。实验时，分别取 

0.5、1.0、2.5 mL 的 LPS 储存液用 DMEM 溶液稀释

定容至 50 mL，即配制成 0、10、20、50 mg/L 的 LPS

工作液，冷藏于 4 ℃冰箱中。实验过程中，使用涡旋

振荡器振荡 30 min，防止 LPS 溶质吸附于玻璃瓶上。

1.3  实验分组：取 4 组 6 孔板，分别标 

记 为 0 mg/L 组、10 mg/L 组、20 mg/L

组、50 mg/L 组，每组设 0、1、3、5 h 时

间作用孔。细胞经无血清培养基培养

12 h 后，分别取各组的 LPS 溶液 1 mL

添加至各组时间作用孔中，分别作用

0、1、3、5 h。

1.4  反转录-聚合酶链反应（RT-PCR）检测炎性基

因表达：收集 6 孔板中各组培养细胞，TRIzol 法提

取细胞总 RNA，紫外分光光度计测定 RNA 浓度和

纯度，采用日本 Takara 公司试剂盒去除提取 RNA

中的 gDNA，反转录试剂盒合成cDNA用作实时荧光

定量RT-PCR模板。引物设计使用Primer-Blast软件，

引物由华大基因公司合成。引物序列见表 1。设置

2 个复孔，在实时荧光定量 PCR 仪中进行靶基因扩

增，扩增条件：95 ℃ 1 min，55 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min， 

共 40 个循环。重复实验 3 次，取平均值，获取实验

组目的基因（IL-6、IL-1β、TNF-α）和内参基因 3 -磷 

酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）的 Ct 值。以 10 mg/L 的

LPS 作用 0 h 为时间对照组，0 mg/L 的 LPS 作用 1 h

为浓度对照组，其余为实验组。实验组相对于时间

对照组或浓度对照组的基因变化表达率通过公式

2-ΔΔCt 得到。

1.5  统计学分析：用 SPSS 21.0 软件进行统计学分

析，正态分布的计量资料以均数 ± 标准差（x±s）表

示，两独立样本比较采用 t 检验，浓度与时间因素采

用单因素方差分析。P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  LPS 处理对 A549 细胞 IL-6 mRNA 表达的影响 

（图 1）：在相同 LPS 浓度作用下，10 mg/L 的 LPS 处理 

1 h时 IL-6 mRNA表达较0 h时显著升高（P＜0.01）， 

而其他时间点间比较差异无统计学意义（均 P＞
0.05）。浓度因素方面，在相同作用时间下，10 mg/L

的 LPS 处理 1 h 时 IL-6 mRNA 表达较 0 mg/L 的 LPS 

处理 1 h 时显著升高（P＜0.01），而其他浓度 LPS 组

间比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

表 1 检测 A549 细胞炎性因子基因及内参基因设计引物序列

引物名称 引物上游序列 引物下游序列

IL-6 5'-TCAATGAGGAGACTTGCCTGG-3' 3'-GGGTCAGGGGTGGTTATTGC-5'
IL-1β 5'-TTGCTCAAGTGTCTGAAGCAG-3' 3'-GGTGGTCGGAGATTCGTAGC-5'
TNF-α 5'-GCTGCACTTTGGAGTGATCG-3' 3'-GAGGGTTTGCTACAACATGGG-5'
GAPDH 5'-GAAGGTGAAGGTCGGAGTC-3' 3'-GAAGATGGTGATGGGATTTC-5'

注：IL-6 为白细胞介素- 6，IL-1β为白细胞介素-1β，TNF-α为肿瘤坏死因子-α，

GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

inflammatory genes (IL-6, IL-1βand TNF-α) in A549 cells line after being treated with 10 mg/L LPS for 1 hour were 
significantly higher than with 0 mg/L for 1 hour respectively  [IL-6 mRNA (2-ΔΔCt): 5.70±0.64 vs. 1.00±0.00, IL-1β 
mRNA  (2-ΔΔCt):  6.25±0.25 vs.  1.00±0.00, TNF-α mRNA  (2-ΔΔCt):  5.57±0.25 vs.  1.00±0.00,  all P < 0.01],  there 
were  no  significant  changes  in  the  expression  levels  of  inflammatory  genes  in A549  cells  line  of  other  concentration 
groups.  Conclusion  The  LPS  concentration  of  10  mg/L  and  the  action  time  of  1  hour  are  the  most  suitable 
concentration-time conditions for establishing ARDS cell models of A549 cells line.

【Key words】  Lipopolysaccharide;  A549 cell line;  Inflammatory;  Gene expression
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Ashbaugh等［4］首先报道了成人急性呼吸窘迫患者的 

病死率高达58.33%。随着临床治疗设备和治疗手段

的不断提高，ARDS 患者的生存率并未得到进一步

改善。因此，深入研究 ARDS 的临床病理发生发展 

机制，对 ARDS 的诊断与治疗具有重要的临床意义。

  A549 细胞为来源于人非小细胞肺癌的肿瘤细

胞，基础实验研究中可将其作为人Ⅱ型肺泡上皮细

胞的模拟细胞［5-6］，主要应用于肺部肿瘤性疾病发

生发展机制的研究、肺泡上皮细胞信号转导通路机

制的研究、制作肺泡细胞模型及肺泡细胞共培养的

机制研究等方面。

  LPS 由多糖 O 抗原、核心多糖和类脂 A 组成，

主要存在于细菌细胞壁中，是细菌内毒素的主要组

成部分，其中类脂 A 为内毒素较强的免疫刺激物。

已知内毒素主要刺激细胞产生 IL-1、TNF、干扰素

等炎性介质和细胞因子，内毒素受体主要分为以下

几类［7］：分化抗原群、整合素家族、清道夫受体、脂

多糖结合蛋白、Toll 样受体家族、植物凝血素 S 域受

体激酶蛋白等。内毒素通过不同细胞受体介导不同

信号转导通路，主要介导机体炎症反应。

  细胞因子是一类具有广泛生物活性的小分子蛋

白质。ARDS 的发生发展可能为各种细胞因子的交

互作用，促使肺泡毛细血管细胞、内皮细胞、肺泡上

2.2  LPS 处理对 A549 细胞 IL-1β mRNA 表达的影

响（图 2）：在相同 LPS 浓度作用下，10 mg/L 的 LPS

处理 1 h 时 IL-1β mRNA 表达较 0 h 时显著升高

（P＜0.01），而其他时间点间比较差异无统计学意义 

（均 P＞0.05）。在相同作用时间下，10 mg/L 的 LPS

处理 1 h 时 IL-1βmRNA 表达较 0 mg/L 的 LPS 处理

1 h 时显著升高（P＜0.01），而其他浓度 LPS 组间比

较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

2.3  LPS 处理对 A549 细胞 TNF-α mRNA 表达的

影响（图 3）：在相同 LPS 浓度作用下，10 mg/L 的

LPS 处理 1 h 时 TNF-α mRNA 表达较 0 h 时显著

升高（P＜0.01），而其他时间点间比较差异无统计

学意义（均 P＞0.05）。在相同作用时间下，10 mg/L

的 LPS 处理 1 h 时 TNF-α mRNA 表达较 0 mg/L 的

LPS 处理 1 h 时显著升高（P＜0.01），而其他浓度

LPS 组间比较差异无统计学意义（均 P＞0.05）。

3 讨 论 

  ARDS 是重症加强治疗病房（ICU）的常见病与

多发病，主要临床表现为顽固性低氧血症、呼吸窘

迫，胸部 X 线片显示双肺弥漫性浸润影，后期多并

发多器官功能障碍，主要病理特征为肺微血管通透

性增高导致的肺水肿和肺透明膜形成，临床病死率

较高，治疗手段单一，治疗难度较大。1967 年美国

注：A 为以 10 mg/L LPS 作用 0 h 作为时间 
对照组，与本组 0 h 比较，aP＜0.01；B 为 
以 0 mg/L LPS 作用 1 h 作为浓度对照组， 

与 0 mg/L 组作用相同时间点比较，bP＜0.01

图 1  不同浓度 LPS 处理各时间点后 
A549 细胞白细胞介素- 6（IL-6） 

mRNA 的表达变化

注：A 为以 10 mg/L LPS 作用 0 h 作为时间 
对照组，与本组 0 h 比较，aP＜0.01；B 为 
以 0 mg/L LPS 作用 1 h 作为浓度对照组， 

与 0 mg/L 组作用相同时间点比较，bP＜0.01

图 2  不同浓度 LPS 处理各时间点后 
A549 细胞白细胞介素-1β（IL-1β） 

mRNA 的表达变化

注：A 为以 10 mg/L LPS 作用 0 h 作为时间 
对照组，与本组 0 h 比较，aP＜0.01；B 为 

以 0 mg/L LPS 作用 1 h 作为浓度对照组，与
0 mg/L 组作用相同时间点比较，bP＜0.01

图 3  不同浓度 LPS 处理各时间点后 
A549 细胞肿瘤坏死因子-α（TNF-α） 

mRNA 的表达变化
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皮细胞等的凋亡与死亡，导致肺水肿和肺透明膜形

成；疾病后期可发展为多器官功能障碍综合征，与

细胞因子（主要为 IL-6、IL-1β、TNF-α等）过度释

放密切相关。现已知过度炎症反应时 TNF-α大量

分泌，诱发血管内皮细胞及微循环等一系列炎症反

应，可能是 ARDS 发生过程中初始调节因子。IL-6

和 IL-1β与 TNF-α的生物活性十分相似，为激活

的巨噬细胞分泌的细胞因子，通过 IL 受体激活下游

炎性因子，可促进 TNF-α导致的组织损伤，可能为

ARDS 发展过程中的重要细胞因子。

  相关研究表明，IL-6、IL-1β、TNF-α与 ARDS

的诊断治疗密切相关。一项回顾性分析表明，ARDS 

患者血清中 TNF-α和细胞表面可溶性 TNF 受体

（TNFRⅠ、TNFRⅡ）水平与死亡风险呈正相关，但是

TNF-α不作为常规筛选中晚期 ARDS 患者的血清

标志物，提示 ARDS 中晚期患者血清中 TNF-α含量

较低，可能与细胞基因低表达有关［8］。本实验也证

实，A549 细胞内 TNF-α mRNA 相对于 IL-6 mRNA、 

IL-1β mRNA的表达量低。有研究表明，IL-6升高预

示患者 48 h 内发生 ARDS 的风险升高，且低 IL-6 水

平是一个可靠的阴性预测值［9］；Gainnier 等［10］一项 

纳入36例中重度ARDS患者 〔氧合指数（PaO2/FiO2） ＜ 

200 mmHg，1 mmHg＝0.133 kPa〕的随机对照临床

试验（RCT）表明，早期连续 48 h 应用顺式阿曲库铵

可有效降低 ARDS 患者肺泡灌洗液和循环系统中的

IL-6、IL-1β、IL-8 水平；Yang 等［11］通过一项小样

本 RCT 研究表明，患者血清中 TNF-α、IL-1β、IL-9

与 IL-15 可以作为监测早期 ARDS 严重程度和预

后的有效标志物。实验研究表明，ARDS 模型小鼠

肺泡灌洗液中 TNF-α和 IL-1β水平明显升高［12］； 

Shen 等［13］研究发现，苦味素Ⅱ可以通过抑制核转

录因子- κBp65（NF-κBp65）的激活，从而降低急性肺

损伤模型小鼠细胞中 IL-6、IL-1β、TNF-α的含量。

本研究结果显示，10 mg/L 的 LPS 作用 1 h 时 A549

细胞 IL-6、IL-1β、TNF-α的 mRNA 表达水平明显

增高，而其他浓度 LPS 处理各时间点 IL-6、IL-1β、

TNF-α的mRNA表达水平无明显变化，推测10 mg/L 

的 LPS 激活了炎性细胞基因，使基因表达量增加，

或者是该时间-浓度条件下 LPS 调控相关细胞内相

关信号转导通路，间接促使炎性细胞基因表达水平

增加。其余 LPS 作用浓度或作用时间下炎性细胞

基因表达无明显变化，推测与其细胞内受体下调或

细胞出现耐受有关，与前述研究结论一致。后续实

验将探讨细胞信号转导通路以及目的基因调控通

路，以进一步研究不同浓度与不同作用时间下 LPS

对 A549 细胞的影响机制。

  综上所述，本研究显示 10 mg/L 的 LPS 作用 1 h，

A549 细胞 IL-6、IL-1β、TNF-α的 mRNA 表达量明

显增高，表明 10 mg/L 的 LPS 作用 1 h 为建立 A549

细胞炎症模型的最适浓度-时间条件，可作为进一

步完善 ARDS 细胞模型的参考。
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