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Abstract
AIM: To investigate the potential effect of 
IKK activation on expression of inflammatory 
cytokines in macrophage over-activation in 
systemic inflammatory response syndrome.

METHODS: RNAi was used to assess the role of 
IκB kinase α and γ in LPS-induced NF-κB activa-
tion and expression of downstream cytokines in 
RAW264.7 macrophages.

RESULTS: IKKα and IKKγ were markedly 
down-regulated in macrophages following RNA 
interference treatment while no obvious changes 
in IKKα and IKKγ expression were noted in 
control group. After LPS activation, expressions 
of IKKα and IKKγ increased with time. Silenced 
IKKα and IKKγ resulted in down-regulation in 
such relevant genes as TNF-α, iNOS, IL-10, and 
IκBα.

CONCLUSION: The current studies demonstrate 
multiple functions of IκB kinases in activating 
NF-κB signal pathway and in regulating expres-
sions of inflammatory cytokines induced by LPS 
in RAW264.7 macrophages. Drugs targeting the 
IKKα and IKKγ interaction may be of clinical 
significance for inflammation regulation.
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摘要
目的: 探讨IκB蛋白激酶α及γ基因沉默对巨噬
细胞分泌的NF-κB依赖性的下游炎性因子表
达的影响. 

方法: 应用RNA干扰技术将IκB蛋白激酶α及γ
基因沉默后, 观察RAW264.7小鼠巨噬细胞经
LPS刺激后, NF-κB的活化以及多种NF-κB依
赖性的下游炎性因子的表达. 

结果: RNA干扰处理后RAW264.7巨噬细胞
中IKKα及IKKγ基因表达出现明显下调, 而对
照组中IKKα及IKKγ基因表达无明显变化. 经
LPS刺激活化, IKKα和IKKγ表达随作用时间
逐渐增强. IKKα及IKKγ基因沉默后, 可导致
TNF-α、iNOS、IL-10、IκBα等多种炎症相
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关基因表达的明显下调.

结论: IKKα及IKKγ两种蛋白激酶参与NF-κB
信号通路的调节, NF-κB信号通路的活化是全
身性炎症反应的中心环节.
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0  引言

核因子-κB(nuclear factor-kappaB, NF-κB)被认为在

细胞应对多种胞外刺激过度活化时的信号传递过

程中发挥着十分重要的作用[1]. 静息状态下, NF-
κB与抑制蛋白IκB结合, 以无活性的形式存在于

胞质内. 当细胞受内毒素、肿瘤坏死因子等外界

信号刺激后, IκB在蛋白激酶IKK的作用下发生磷

酸化降解, NF-κB迅速移位到细胞核, 与特异性κB
序列结合, 诱导TNF-α、IL-1、IL-6、IL-8、化学

因子、黏附分子、集落刺激因子、COX-2、诱生

性一氧化氮合酶等相关基因转录[2-3], 引发全身炎

症反应, 甚至发展成急性肺损伤(acute lung injury, 
ALI)、急性呼吸窘迫综合征(acute respiratory 
distresssyndrome, ARDS)、多器官功能障碍综合

征(multiple organ dysfunction syndrome, MODS). 因
此, 通过抑制NF-κB的过度活化进而降低由内毒

素或细胞因子引起的炎症病理损害将是十分理想

的治疗手段. RNA干扰(RNA interference, RNAi)是
最近发展起来的抑制特定基因产物表达的有效

方法[4-5]. 是一种由双链RNA(double-stranded RNA, 
dsRNA)分子在mRNA水平上关闭相应序列基因

的表达或使其沉默的过程. siRNA(small interfering, 
RNAs)就是这种短片段双链RNA分子, 其来源于

长双链RNA(dsRNA)的酶切降解, 能够以序列同

源互补的mRNA为靶目标, 降解特定的mRNA[6],
是目前研究基因调控的重要手段. 我们应用RNA
干扰技术特异性地将NF-κB信号通路中的IKKα
及IKKγ基因沉默, 探究RAW264.7巨噬细胞经LPS
刺激后NF-κB的活性及炎症细胞因子表达的变化, 
进而为临床上全身炎症反应性疾病的靶向治疗提

供实验基础. 

1  材料和方法

1.1 材料 小鼠单核巨噬细胞系RAW264.7购于中

国科学院上海细胞所; Silencer siRNA Cocktail 
Kit(RNase Ⅲ, Ambion, USA)试剂盒购自美国

Ambion公司; RT-PCR试剂盒购自大连宝生物工

程公司.
1.2 方法 
1.2.1 细胞培养: 小鼠单核巨噬细胞系RAW264.7
细胞用含100 mL/L胎牛血清、0.2% NaHCO3

和0.3% HEPES的DMEM培养液(Gibco Life 
Science, USA), 加青霉素100 U/mL、链霉素100 
mg/L, 在37℃、50 mL/L CO2和100%湿度的孵

箱中培养至对数生长期. 用2.5 g/L胰蛋白酶和

0.04% EDTA的无Ca2+、Mg2+的PBS混合液消化

处理细胞, 重悬细胞于培养液中, 进行细胞计数, 
调整细胞密度, 以2×108/L的密度分装到含有培

养液(pH7.2)的细胞培养皿中, 混匀, 将细胞悬液

均匀铺在培养皿中. 本实验中, 以1×109/L的密

度将细胞接种于60 mm培养板(NUNC, Denmark)
中, 37℃、50 mL/L CO2培养24 h. 用于RNA干扰

和转染的细胞, 先与转染试剂/短链RNA复合物

共同作用48 h, 然后给予LPS(10 mg/L)刺激, 于
不同时间点收集细胞低温保存. 去离子水稀释

LPS(serotype 055: B5, Sigma, USA)至储存浓度

为0.5 g/L, 分装后存放于-20℃. 本实验共分为12
组, 每组5个培养皿: Group N0: RAW264.7巨噬细

胞正常培养组; Group N1, N2: 给予LPS(10 mg/L)
刺激, 作用30 min, 2 h; Group A0: 细胞与转染试

剂/IKKα siRNA混和物作用48 h; Group A1, A2: 
细胞经转染及IKKα干扰处理后, 给予LPS(10 
mg/L)刺激分别作用30 min, 2 h; Group B0: 细胞

与转染试剂/IKKγ siRNA混和物作用48 h; Group 
B1, B2: 细胞经转染及IKKγ干扰处理后, 给予

LPS(10 mg/L)刺激分别作用30 min, 2 h; Group 
C0: 细胞与转染试剂/IKKα & IKKγ siRNA 混和

物作用48 h; Group C1, C2: 细胞经转染及IKKα & 
IKKγ同时干扰处理后, 给予LPS (10 mg/L)刺激

分别作用30 min, 2 h; 于不同作用时间点收集的

样本分装后-80℃保存.
1.2.2 RAW264.7巨噬细胞核蛋白的提取: 参照

文献[7]方法进行. 倒去细胞培养液, 用PBS洗
两次, 用刮板将细胞刮下, 收集于适当体积离

心管, 4℃离心5 min, 使细胞沉淀. 弃上清, 加
入200 µL冷缓冲液A(10 mmol/L HEPES-KOH 
pH7.9, 1.5 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L KCl, 0.5 
mmol/L dithiothreitol, 0.5 mmol/L PMSF, 5 mg/L 
leupeptin, 5 mg/L aprotinin, 10 mg/L soybean 
trypsin inhibitor and 1 mg/L of pepstatin), 冰浴

10 min, 振荡10 s, 混匀. 离心10 s, 上清即为胞

■相关报道
研 究 普 遍 认 为 , 
TNF-α不仅为一
类炎症效应因子, 
具有促炎作用; 同
时还是巨噬细胞
活化的炎症诱导
因 子 ,  在 炎 症 的
“级联瀑布”过
程发挥着至关重
要的作用.
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浆提取物, 分装后-70℃保存. 沉淀中加入20 µL
冷缓冲液B(20 mol/L HEPES-KOH pH7.9, 25% 
glycerol, 420 mmol/L NaCl, 1.5 mmol/L MgCl2, 
0.2 mmol/L EDTA, 0.5 mmol/L dithiothreitol, 
0.5 mmol/L PMSF, 5 mg/L leupeptin, 5 mg/L 
aprotinin, 10 mg/L soybean trypsin inhibitor and 1 
mg/L of pepstatin), 冰浴20 min. 4℃离心2 min, 弃
沉淀. 上清即为核提取物, 分装后-80℃保存. 
1.2.3 siRNA的设计与制备过程: siRNA的制备过

程严格按照Ambion公司Silencer siRNA Cocktail 
Kit(RNase Ⅲ, Ambion, USA)试剂盒操作说明进

行. 简言之, 设计5'端具有T7启动子对应序列的

DNA模板, 经单独的转录反应合成dsRNA. 携带

T7启动子序列的IKKα及IKKγ的上游引物分别

为: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG GCA 
GAC CGT GAA CAT CCT CT-3', 5'-TAA TAC 
GAC TCA CTA TAG GG GGT GGA GAG ACT 
GAG CTT GG-3'; 下游引物为: 5'-TAA TAC GAC 
TCA CTA TAG GG TCC AGG ACA GTG AAC 
GAG TG-3', 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG 
GG CTA AAG CTT GCC GAT CCT TG-3'.
1.2.4 siPORT Lipid方法转染细胞: 转染过程严

格按照Ambion公司siPORT Lipid(Ambion, USA)
试剂盒操作. 简言之, 转染前24 h将细胞接种于

培养板内正常培养(DMEM, 100 mL/L FBS), 直
至达到70%汇片, 4 µL of siPORT Lipid+DMEM 
reduced serum medium, 总体积15 µL体系; 5 µL 
of siRNA(25 nmol/L)+DMEM reduced serum 
medium, 总体积185 µL体系. 将稀释好的siRNA 
加入稀释好的siPORT Lipid中, 轻轻混匀, 室温

作用20 min. 先加入新鲜DMEM培养液800 µL至
培养孔中, 将转染试剂/siRNA混合物加入孔内, 
正常培养条件下, 孵育4 h. 每孔加入5 mL新鲜正

常培养液(DMEM, 100 mL/L FBS), 转染48 h后
检测干扰效果.
1.2.5 RNA的提取及RT-PCR: 常规TRIzol法(Life 
Technology, USA)提取各标本的总RNA, CRAY-

50(Varian Inc, Australia)紫外分光光度仪对其浓

度加以测定, 10 g/L琼脂糖凝胶电泳鉴定RNA完

好性. 反转录体系20 μL, 包含样品RNA 3 μL, 依
照TaKaRa RNA LA PCR Kit试剂盒提供说明书

进行操作, 反应条件为: 55℃ 30 min, 99℃ 5 min, 
5℃ 5 min; PCR反应体系15 μL, 包含反转录液

2.4 μL. PCR反应条件为94℃预变性5 min; 94℃ 
45 s, 58℃ 45 s, 72℃ 45 s, 循环35次; 72℃延伸7 
min, 4℃恒定. 取出扩增产物直接加入3 μL 6倍
溴酚蓝载样缓冲液混匀, 性10 g/L琼脂糖凝胶电

泳, 在紫外透射仪下数码成像. TNF-α、IL-10、
iNOS、IKKα、IKKγ及内对照β-actin引物序列

见表1.
1.2.6 Western印迹分析: 参照文献[8]方法进行. 
用紫外分光光度仪(Cary 50, Varian Inc, Australia)
测定各蛋白样品的浓度. 煮沸变性后, 以每孔

120 μg的蛋白含量点样, 经100 g/L SDS-聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分离. 通过电转仪将

凝胶上蛋白样品移至PVDF膜(Amersham, UK)
上, 分别与1∶1000稀释度的兔抗小鼠TNF-α、
IL-10、iNOS多克隆抗体(Santa Cruz, CA, USA)
和1∶3000稀释度的辣根酶标记山羊抗兔抗体

(Dako, Denmark)孵育. 应用增强的化学放射

发光法(ECL, Roche, Diagnostics Corporation, 
Indianapolis, In USA)标记结合信号, 通过荧光自

显影感光在Kodak XAY胶片上. 同一蛋白样品按

照相同蛋白上样量及上样顺序经SDS-PAGE电
泳分离后用考马斯亮蓝染色作为内对照. 本实

验中PVDF膜至少重复使用2次, 方法如下: 首先

预热洗脱液(100 mmol/L 2-Mercaptoethanol, 20 
g/L SDS, 1 mol/L Tris-HCl pH6.8)至55℃, 然后将

膜放入其中, 55℃水浴箱内, 间歇震荡30 min, 随
后封闭(5% milk powder in TBS-T)过夜, 再重复

上述的杂交操作步骤.
统计学处理 所有数据以mean±SD表示, 采

用SPSS11.5统计分析软件进行处理, 组间比较采

用方差分析和t检验, P <0.05为具有统计学意义.

表  1  TNF-α、IL-10、iNOS、IKKα 、IKKγ及内对照β-actin引物序列

     
检测项目			       上游引物				    下游引物		       扩增片段(bp)

TNF-α	           5'-GCGACGTGGAACTGGCAGAAG-3'	      5'-GGTACAACCCATCGGCTGGCA-3'           372

IL-10	           5'-GCTATGCTGCCTGCTCTTAC-3'	      5'-CTGGGGCATCACTTCTACC-3'	             274

iNOS	           5'-CTGCAGGTCTTTGACGCTCGG-3'	      5'-GTGGAACACAGGGGTGATGCT-3'           741

IKKα	           5'-GCAGACCGTGAACATCCTCT-3'	      5'-TCCAGGACAGTGAACGAGTG-3'	            202

IKKγ	           5'-GGTGGAGAGACTGAGCTTGG -3'	      5'-CTAAAGCTTGCCGATCCTTG-3'	             203

b-actin	           5'-GCATGGAGTCCTGTGGCAT-3'	      5'-CTAGAAGCATTTGCGGTGG-3'	             324

■应用要点
本研究进一步明
确 了 蛋 白 激 酶
IKKα及 IKKγ对
NF-κB信号通路
活化和相关炎症
细胞因子表达调
节的分子机制. 
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2  结果

2.1 RNA干扰后RAW264.7巨噬细胞内蛋白激

酶IKKα及γ基因的表达 以脂质体为转染载体, 
将针对靶基因的小片段R N A导入细胞并培养

48 h后, RT-PCR结果显示RAW264.7巨噬细胞

中IKKα及IKKγ基因表达出现明显下调, 而未

给予RNA干扰处理的对照组中IKKα及IKKγ

基因表达无明显变化(图1). 经LPS刺激活化后, 
RAW264.7巨噬细胞中IKKα和IKKγ表达随作用

时间逐渐增强. 当对目的基因IKKα及IKKγ进行

RNA干扰后, 能显著降低二者的表达水平, 且以

si-IKK(α&γ) 组最为明显.
2.2 RNA干扰后RAW264.7巨噬细胞内NF-κB依

赖性的下游因子TNF-α、iNOS及IL-10表达的变

化 应用RT-PCR及Western蛋白印记分析的方法

对RNA干扰后的RAW264.7巨噬细胞内NF-κB
依赖性的下游因子TNF-α、iNOS及IL-10表达

的检测结果显示: 正常状态下, RAW264.7巨噬

细胞仅生成少量的TNF-α, 以维持细胞正常生理

功能的需要. 给予LPS刺激后, TNF-α的转录及

蛋白表达均显著增强. 然而针对目的基因IKKα

及IKKγ进行基因沉默后, 于30 min和2 h时间点

检测到TNF-α: 在蛋白水平仅受到部分地抑制; 
而转录水平却出现明显降低(图2). iNOS在正常

RAW264.7巨噬细胞中无表达, 当给予LPS(10 
mg/L)刺激后, 可诱导其高表达并与刺激持续的

时间呈正相关. IKKα及IKKγ基因沉默后, 能明

显减弱巨噬细胞对LPS刺激引起的iNOS高表达

状态, 且在si-IKKγ处理组及si-IKK(α&γ)处理组

中30 min时间点, 此种现象更为突出. LPS能够

图  1  RAW264.7巨噬细胞中IKKα及IKKγ基因表达. 1: RAW264.7 cells; 2: si-IKKa; 3: si-IKKg; 4: si-IKK(a&g).
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图  2  RAW264.7巨噬细胞中TNF-α、iNOS和IL-10的表达. A: RT-PCR; B: Western blot.
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诱导巨噬细胞合成大量IL-10, 但IKKα及IKKγ基
因沉默后, IL-10基因的转录及蛋白表达亦受到

显著抑制, 以si-IKK(α&γ)处理组最明显. 并且, 
经转染目的基因siRNA处理的细胞再给予LPS
刺激时, 即使延长作用时间亦不能诱导IL-10蛋
白表达增强(图2).

3  讨论

自从1998年Fire et al首次发现并命名RNAi以来, 
该技术已经被广泛应用于多种细胞系中结构蛋

白、核转录因子、功能调节及关键蛋白功能

多样性等研究领域[9-10]. 本实验中, 经针对IKKα

及IKKγ的siRNA分别转染到RAW264.7巨噬细

胞内, 经RT-PCR和免疫印迹检测, 转染细胞的

IKKα及IKKγ的表达显著降低, 证明本研究中所

使用的RNA干扰的方法针对目的基因的沉默作

用是有效可靠的. 正常细胞给予LPS刺激能诱导

IKKα及IKKγ的表达, 并且随作用时间的延长而

增强; 但如果预先将IKKα及IKKγ基因沉默再给

予LPS刺激时, 则仅出现转录水平的低表达. 正
常生理状态下, NF-κB蛋白二聚体主要以失活的

形式存在于细胞质中, 其核定位信号区域被抑

制蛋白IκBs遮蔽. 当各种细胞外刺激因素与膜表

面受体结合后, 炎症信号传入细胞内, 进而启动

一系列炎症相关的连锁反应, NF-κB蛋白二聚体

被激活并发生核易位进入细胞核, 与多种炎症

效应基因启动子区域的特定κB序列结合, 加速

多种细胞因子和炎症介质的转录[11]. 
研究已经证明, 经LPS刺激活化后, 巨噬细

胞内能通过NF-κB信号通路启动大量炎症细胞

因子及炎症介质, 如: TNF-α、iNOS、IL-10等的

合成和释放[3]. 因此设想, 如果将NF-κB信号通

路上的两个关键酶IKKα和IKKγ进行基因沉默, 
就极有可能使多种炎症效应基因的转录和释放

发生一系列的变化. 为验证上述假设, 首先应用

LPS刺激RAW264.7巨噬细胞使其过度活化, 随之

检测到炎症因子TNF-α、iNOS、IL-10的大量表

达, 且与作用时间呈正相关性. Aupperle et al [12]的

研究亦证实TNF-α、IL-10等刺激因子可以活化

蛋白激酶IKK家族, 后者能促使抑制蛋白IκBα发

生磷酸化降解, 进而促进NF-κB二聚体核易位. 
研究普遍认为, TNF-α不仅为一类炎症效应因

子, 具有促炎作用; 同时还是巨噬细胞活化的炎

症诱导因子, 在炎症的“级联瀑布”过程发挥

着至关重要的作用[13]. iNOS是NO合成的关键酶, 
主要存在于过度活化的炎症细胞中, 经其催化生

成的NO作用持久、不易被机体代谢降解, 参与

机体不同器官的损害过程[14]. IL-10是一种内源性

的抗炎因子, 能抑制机体内炎症细胞的过度活

化状态, 在炎症的负反馈调节中扮演着重要角

色[15]. 另据报道, 将IKKα和IKK-β的基因敲除后, 
会引起IκBα、IL-10等多种NF-κB依赖的炎性因

子表达改变[16].  
实验结果表明, 蛋白激酶IKKα及IKKγ在

IκBα、IL-10、iNOS基因转录和表达方面具有

重要的调节作用. 预先对巨噬细胞中IKKα及

IKKγ的基因进行RNA干扰处理后, 再给予LPS
刺激细胞时, TNF-α在mRNA水平的抑制效果

明显; 而在蛋白水平受到了部分的抑制. 结果提

示可能的原因: 一方面IKKα和IKKγ能够介导

TNF-α的转录合成; 另一方面, 除转录因子NF-
κB外, 可能有其他调节因子对其转录后水平发

挥了一定程度的调节作用. 在研究IKKα及IKKγ

基因沉默的影响时发现, iNOS在si-IKKγ及si-
IKK(α&γ)处理组的表达被显著抑制, 说明蛋白

激酶IKKγ可能对iNOS基因转录具有更为直接

的调节作用. 另外, 预先将IKKα及IKKγ的基因

沉默后再给予LPS刺激, 巨噬细胞中IL-10处于

较低表达水平, 即使延长刺激时间亦无明显改

变. 鉴于本实验结果, 可以推断蛋白激酶IKKα及

IKKγ对炎症反应过程中巨噬细胞合成释放一些

抗炎因子和炎症的负反馈调节方面具有重要的

作用, 二者功能上的持续表达对于IL-10的合成

量及发挥抗炎作用时维持稳定的功能状态都是

不可或缺的. 新近研究报道, IL-10还能通过抑制

IκB激酶的活性、削弱NF-κB与DNA特定位点

的结合能力等环节进一步实现对NF-κB通路的

调控[17]. 
本研究进一步明确了蛋白激酶 I K K α及

IKKγ对NF-κB信号通路活化和相关炎症细胞因

子表达调节的分子机制. 
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