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0   引言

核因子 κB (nuclear factor of κB NF-κB)是一种广泛存
在的转录因子 几乎每个真核细胞中都存在NF-κB 不
同的刺激信号激活该转录因子后 参与相应的基因表达

的调控 如细胞的生长 分化 凋亡 炎症反应 肿瘤

发生等[1-2]. 由于其广泛的生物学活性 对NF-κB的研
究为阐明某些疾病的发病机制及治疗具有重要的意义.

1    NF-κB的结构及信号转导机制
1986年 Sen et al [3]首次发现成熟浆细胞中存在与免疫

球蛋白 κ轻链基因的增强子序列特异性结合 并促进
κ链基因转录的核蛋白因子. 随后的研究发现 NF-κB
是一种普遍存在的转录因子 已发现有150多种物质可

以激活NF-κB 受NF-κB调控的基因多达150种[4]. 最
初研究发现NF-κB是由p50和p65两个亚单位组成的异
二聚体 后来发现存在有NF-κB家族 由于NF-κB与
Rel 家族有较强的同源性 所以又把NF-κB 与Rel 合
称为Rel/NF-κB家族 在哺乳类动物中已发现Rel/NF-
κB 家族的5个成员: p65(RelA) RelB c-Rel p50
(NF-κB1) p52(NF-κB2). 在大多数细胞中 p50和 p65
是NF-κB活性形式的主要成分 所以通常所说的NF-
κB或Rel/NF-κB即为p50/p65异源二聚体. NF-κB特异
的结合位点是 κB 其DNA序列为5 -GGGRNYYYC
C-3 (R为任一嘌呤 Y为任一嘧啶 N为任一核苷酸)

该序列也称为 κB元件.  NF-κB家族成员在N-端有一
个约300个氨基酸残基(aa)的高度保守的Rel同源区 负

责NF-κB因子的二聚化 核定向易位 与DNA及 IκB
结合. 根据C-端的结构和功能不同 将NF-κB因子的
组成肽链分为p50和Rel组 p50组包括p50 p52 而

Rel组包括p65 RelB c-Rel. p50组成员的主要功能是

结合DNA 不具有转录激活功能. Rel组成员具有转录激

活作用. p50组成员和Rel组成员间形成的异源二聚体为

转录激活复合物 而p50 组间形成的同源二聚体为转

录抑制复合物. 通常NF-κB与 IκB (inhibitory protein of
NF-κB)结合. NF-κB的激活受其胞质抑制蛋白IκB的调
控  IκBs 与NF-κB 结合 掩盖他的核定位信号 从
而使NF-κB滞留在细胞质内 处于无活性状态. IκB也
是一种大的抑制分子家族 包括 IκBα IκBβ IκB
IκBγ Bcl-3 和 Caltus(果蝇中)等成员 它们的共

同特点是在C-端有锚蛋白(Ank)重复序列 除了Bcl

外 其他IκB成员有一个与降解有关的PEST区. Bcl
是惟一位于核内并促进NF-κB转录 而非抑制NF-κB
核易位的IκB家族成员[5-8]. 另外 Cohen et al [9]在研究
促炎症细胞因子激活NF-κB的信号转导中 分离到一
个较大的白介素-1(IL-1)诱导的 IKK复合物 IKK是

由 IKKα IKKβ 和 IKKγ三个亚单位组成的三聚体
IKKα和IKKβ共同有一个与降解有关的kD区和一个亮
氨酸拉链(LZ) IKKα IKKβ和 IKKγ三者功能不同
且不可相互替代 IKKα和IKKβ为酶解功能单位 IKKγ
为调节单位 负责对 IKKα和 IKKβ的活性进行调节.
NF-κB信号转导通路十分复杂 多数认为是: 各种信
号经由不同的方式激活 IKK IKK 进一步将 IκB 磷酸
化 例如IκBa的磷酸化部位分别在Ser32和Ser36 而
IκBβ的磷酸化部位在Sre19和Ser23. 接下来在泛素连接
酶的作用下 IκB上的某些Lys发生泛素化 导致IκB
被 26S的蛋白酶体水解 于是受其抑制的NF-κB得以
释放 发生核易位 进入细胞核与相应的κB位点结合
启动特异的靶基因转录[10].

2   NF-κB的研究策略
由于NF-κB 有多种功能 其信号转导途径亦十分复
杂 对它的研究方法多种多样 目前研究的主要目的在

于阐明: 什么因子可以激活NF-κB; 什么因子可以抑制
NF-κB的激活 这些因子是通过何种径作用的? NF-κB
被激活后用什么手段进行证实? 下文介绍几种常用的关

于NF-κB 的研究策略 根据实验目的 可以单独应
用 但更多的是将几种方法结合使用.

2.1 转基因小鼠模型  Carlsen et al [11]于2000年建立了一

种转基因小鼠动物模型 用来在体内动态观察NF-κB
的活性. 模型的构建方法为: (1)将Igκ轻链启动子基因(至
少含3个NF-κB的结合位点)与荧光虫的荧光素编码基
因相连构成3x-κB-luc 目的基因 将该基因与质粒相
连 构成表达载体 用Hind 和 Bgl 使质粒载体线

性化; (2) 小鼠(C57BL/6J CBA/J)与 小鼠交配 取

出受精卵 用微注射法将线性化的质粒注入受精卵内

将该受精卵植入假孕小鼠子宫内  3x-κB-luc基因阳性
的子代小鼠可用来作为模型; (3)由于该转基因小鼠携带

有NF-κB 控制的萤光素酶编码基因 能使萤光素发
光 因此可根据不同的需要将完整的小鼠或部分器官

与一特殊的显像系统相连 先给小鼠注射D-萤光素

再根据需要注射不同的NF-κB激活物如肿瘤坏死因子
α(TNFα)等 用显像系统观察不同部位的光强度 根
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据光强度判断NF-κB 的活性. 他们的研究结果表明
在无外界刺激的情况下 小鼠的颈部淋巴结 胸腺 腹

部集合淋巴结有强的发光 用TNFα IL-1α或脂多
糖(LPS)刺激小鼠后 光强度明显增加且呈组织特异性

即皮肤 肺 脾 小肠壁 腹腔集合淋巴结最强 肝

肾 心 骨胳肌次之 脂肪组织最弱. 进一步用紫外线

照射皮肤或建立类风湿关节炎模型 相应的皮肤区及

受累关节光强度明显增加. 该模型用途广 特异性好

不仅用来阐明某些疾病的发病机制 也可用来筛选抑

制NF-κB活性的药物 如给小鼠注射TNFα之前注射
地塞米松 则相应部位的光强度未增加 表明地塞米松

能抑制TNFα激活NF-κB的作用[12-13].
2.2 抗体定位及酶学检测  如前所述 刺激因子激活

NF-κB 其易位于核内 与靶基因结合发挥作用. 检
测NF-κB 是否定位于核内 可判断NF-κB 是否被激
活 常用抗p65的单克隆抗体作为一抗 用异硫氰酸荧

光素标记的兔抗鼠抗体为二抗 将细胞与抗体孵育后

用免疫荧光分析法确定p65的位置 将这一方法称为抗

体定位法. Purcell et al [14] 用p65单克隆抗体免疫荧光分

析法检测到乙型肝炎病毒X蛋白(pX)能通过不依赖IKK

的途径激活NF-κB. 该法简便易行 但可靠性略差
因此常将该法与酶学检测结合使用[15-16]. 酶学检测的基

本原理为: 将 Igκ链的基因片段(含NF-κB的结合位点)
与虫荧光素酶编码基因(报告基因)相连 构建质粒表达

载体 将该载体转染细胞 用刺激因子如TNFα激活
NF-κB 报告基因表达荧光素酶 通过对该酶的检
测 可确定某因子是否激活NF-κB 及NF-κB 是否发
挥转录调节作用. 将抗体定位与酶学检测结合使用 不

仅能确定NF-κB是否易位入核内 而且能得知NF-κB
是否发挥转录调节作用.

2.3 DNA迁移率变动试验  DNA迁移率变动试验(DNA

mobility shift assay EMSA) 又叫凝胶阻滞(gel retardation)

试验 是一种体外研究DNA与蛋白质相互作用的特殊

的凝胶电泳技术.基本原理为[17] : 在凝胶电泳中 由于

电场的作用 小分子DNA 片段比其结合了蛋白质的

DNA片段向阳极移动的速度快 因此 可标记短的双

链DNA片段 将其与蛋白质混合 对混合物进行凝胶

电泳 若目的DNA与特异性蛋白质结合 其向阳极移

动的速度受到阻滞 对凝胶进行放射性自显影 就可证

实特异性DNA与相应蛋白结合. 在进行NF-κB 研究
中 标记 Igκ轻链DNA 与特异性刺激因子刺激的细
胞核提取物作用 然后进行DNA迁移率变动试验 若

该刺激因子能激活NF-κB 后者易位入细胞核内 则
核提取物中出现NF-κB 标记的DNA与NF-κB结合
进行放射性自显影可发现二者结合及结合的位点 反

之亦然. 该实验已广泛用于NF-κB的研究中[18-21] 其不
仅能证实某些疾病的发病与NF-κB有关 而且用于阻
断NF-κB活性的药物的筛选. Herfarth et al [22]证实 在
葡聚糖硫酸钠(dextran sulphate sodium)激活NF-κB后所

致小鼠的结肠炎发病中 NF-κB的激活可被胶毒霉素
(gliotoxin)阻断 因而认为胶毒霉素是有希望的治疗结

肠炎的药物.

2.4 显负性突变体的应用  显负性突变是基因的构成突

变 这种突变体基因表达有缺陷的产物 即表达产物可

与野生型基因表达产物结合 但结合后使野生型基因

表达产物失去激活作用[23]. 显负性突变体在NF-κB信号
转导研究中应用十分广泛 显负性突变体主要用来做

对照 根据实验目的 可构建多种显负性突变体[23-27]. 如

为阐明某刺激因子是否通过 IKK途径激活NF-κB 可
构建该因子的显负性突变体作对照 将突变型因子及

野生型因子分别与IKK作用 以观察刺激因子能否通过

IKK途径激活NF-κB. Nemoto et al [28]为了研究有丝分裂
原激活蛋白激酶激酶激酶1(mitogen-activated protein kinase

kinase kinase 1 MEKK1)对 IKK复合体的激活作用 构建

了MEKK1 的显负性突变体 经实验证实 野生型

MEKK1对IKK有激活作用 而显负性突变体MEKK1不仅

不能激活IKK 而且有阻碍TNFα激活IKK的作用.
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0   引言

在肝细胞微粒体内有1个氧化还原酶系统 由多种水

解酶和结合酶组成. 这个酶系统在生理情况下 可以促

进生理活性物质的灭活和排泄 另一方面也可以促进

药物代谢 所以又叫药酶. 细胞色素P450是药酶中的

一种多功能氧化还原酶 他可以使药物的烃基及芳香

基羟化 使硝基及偶氮化合物还原成氨基 因他的一氧

化碳结合物的吸收光谱高峰在450 nm处 故叫P450.

P450是肝药酶中最重要的酶系 参与各种外源物(如药

物 化学毒物 致癌物等)和内源物(如类固醇激素 维

生素D 胆酸等)在体内代谢过程. P450中现已知有70

多种药物代谢酶分别催化不同物质的生物转化. 其中细

胞色素P450 E1(CYP E1)是二甲基亚硝胺D-脱甲

基酶 主要在肝脏表达 一些疏水性的外来物质经CYP

E1转化后形成极性更大的物质排出体外 而有时可

能被转化为细胞毒 致癌 致突变作用更强的物质 例

如他代谢酒精 四氯化碳 对乙酰氨基酚等 生成毒性

更大的物质; 代谢乙醇生成活性氧基 产生肝毒性 因

此生物学效应具有双面性[1]. 越来越多的研究表明CYP

E1与各种肝病的关系密切.

1   CYP E1

1.1 CYP E1的分布和基因结构  1987年Wrighton et al

同时从人的肝微粒体分离纯化出CYP E1并分别命名

为P450HLj和P450ALC. 其与先前在兔和大鼠肝微粒体

中发现的CYP E1的氨基酸序列约有80%是相同的

彼此间的活性非常相似 并且迄今发现的作用底物在

人和动物中也是相同的[2] 这为利用动物替代人类进

行实验研究提供了可行性具有重要的科研意义. 人的

CYP E1主要分布于成人肝脏并富集于肝小叶中心区

域 近年陆续发现在鼻腔 食管 胃 小肠 结肠 肺

肾和皮肤等许多肝外组织器官有不同程度的表达. CYP

E1的分子量为56.9 KDa 基因定位于第10号染色体

上 其大小为11.4 kb 由9个外显子和8个内显子 一

个典型的TATA盒子组成 编码493个氨基酸残基(aa)

的蛋白 他的全部序列及其上游的2 788 bp和下游的

559 bp的顺序[3].

1.2 CYP E1的基因多态性  CYP E1的个体差异大

体外用免疫学方法检测发现可达50倍 同一个体受到

诱导激活前后差别也较大 例如酒精代谢中除了酒精

脱氢酶为主要系统 他如同血型一样终生不会改变

CYP E1系统占酒精代谢能力的15%左右 而且可以

被激活 一般所谓酒量愈练愈大 就是和这个代谢路

径有关. 此外该酶也存在显著种族差异 如日本人美国

黑人[4]均明显低于美国白人. 这些差异可能与遗传因素有

关 因为 CYP E1存在6种限制性内切酶片段长度多

态性(RFLP)  即Taq Dra Rsa 和Msp RFLP

以及5 -端的Pst 和Rsa RFLP[5] 其中Dra 的

5 -端的Pst 和Rsa 在转录水平影响CYP E1的
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