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Abstract
AIM: To explore the role of IRAK-M in the 
development of endotoxin tolerance by silencing 
the gene of interleukin-1 receptor associated 
kinase-M (IRAK-M) in RAW264.7 cells by the 
specific short hairpin RNA (shRNA).

METHODS: The recombinant plasmids ex-
pressing effective shRNA (pshIRAK-M-A) or 
invalidated shRNA (pshIRAK-M-B) target-
ing IRAK-M gene were constructed and were 

transfected into RAW264.7 cells. Cells were 
stimulated by 100 μg/L LPS with or without 
10 μg/L LPS pretreatment. At 3 h after LPS 
stimulation, the TNF-α level in culture medium 
was measured using ELISA, the expression of 
TNF-α mRNA was detected using RT-PCR, the 
expression of IRAK-M protein was detected by 
Western blotting and the activation of NF-κB 
was detected by electrophoretic mobility shift 
assay (EMSA). 

RESULTS: The gene expression of IRAK-M in 
RAW264.7 cells was reduced about 83% by pshI-
RAK-M-A transfection. pshIRAK-M-B transfec-
tion hardly inhibited IRAK-M gene expression. 
At 3 h after 100 μg/L LPS stimulation, the TNF-α 
level in culture medium, the TNF-α mRNA 
expression and the NF-κB activity in cells had 
no significant difference between two kinds of 
transfected cells without LPS pretreatment. Two 
kinds of transfected cells both showed obviously 
attenuated response to 100 μg/L LPS stimula-
tion after LPS pretreatment (P < 0.05), but this 
response was more intense in cells transfected 
by pshIRAK-M-A than in cells transfected by 
pshIRAK-M-B (P < 0.05). 

CONCLUSION: The inhibition of IRAK-M gene 
expression results in the attenuation of endo-
toxin tolerance in RAW264.7 cells, and IRAK-M 
plays an important role in the development of 
endotoxin tolerance. 

Key Words: RAW264.7 cells; Endotoxin tolerance; 
Interleukin-1 receptor associated kinase-M; Electro-
phoretic mobility shift assay
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摘要
目的: 观察白介素-1受体相关激酶-M(IRAK-M)基
因沉寂后RAW264.7细胞内毒素耐受性的改变, 进
而探讨IRAK-M在内毒素耐受形成中的作用. 

®

■背景资料
内毒素又名脂多
糖, 是G-细菌最重
要的致病物质, 能
激活单核-巨噬细
胞系统并引起大
量炎症介质释放, 
导致全身过度炎
症反应及器官损
害. 内毒素耐受是
生物在长期进化
过程中形成的一
种保守的负反馈
调节机制, 能避免
机体对脂多糖刺
激的持续过度反
应. 

■同行评议者
李胜, 研究员, 山
东省肿瘤防治研
究院肝胆外科 
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方法: 构建表达IRAK-M短发夹RNA(shRNA)
的阳性重组质粒(pshIRAK-M-A)和阴性重组
质粒(pshIRAK-M-B), 转染RAW264.7(小鼠单
核巨噬细胞系)细胞; 各组细胞经10 μg/L脂
多糖(LPS)预处理24 h后(或直接)用100 μg/L 
LPS刺激; 3 h后, 酶联免疫吸附法(ELISA)检
测培养液中TNF-α水平, 逆转录聚合酶链反
应(RT-PCR)检测细胞中的TNF-α mRNA表达
水平, 蛋白印迹法(Western blotting)检测细胞
中IRAK-M蛋白的表达, 凝胶电迁移率分析法
(EMSA)检测细胞中NF-κB的活性.  

结果: pshIRAK-M-A对IRAK-M蛋白表达抑
制率为83%左右, pshIRAK-M-B对IRAK-M
蛋白表达无明显抑制作用 ;  两种转染细胞
在用100 μg/L LPS直接刺激后, 其培养液中
TNF-α水平、细胞内TNF-α mRNA表达及
NF-κB活性无显著性差异; 两种转染细胞对
L P S的再次应答均明显弱于初次应答细胞
(P <0.05), 但pshIRAK-M-A转染组细胞对LPS
的再次应答明显强于pshIRAK-M-B转染组
细胞(P <0.05). 

结论: IRAK-M表达受抑导致细胞内毒素耐受
性减弱, IRAK-M在内毒素耐受形成中起重要
作用. 

关键词: RAW264.7细胞; 内毒素耐受; 白介素-1受

体相关激酶-M; 凝胶电迁移率分析法
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0  引言

内毒素是G-细菌细胞壁上的脂多糖(lipopolysa-
ccharide, LPS)成分, 能激活单核-巨噬细胞系

统(mononuclear phagocytic system, MPS), 引起

TNF-α等大量炎症介质释放, 导致全身过度炎症

反应[1-3]. 针对内毒素性损害, 生物在长期进化过

程中形成了一种内源性保护机制, 即内毒素耐

受(endotoxin tolerance). 所谓内毒素耐受是指: 
机体或单核-巨噬细胞受LPS初次刺激后, 对LPS
的再次刺激呈低反应性[4-5]. 尽管该现象已被发

现多年, 其形成机制仍有待明确. 近来有研究表

明[6-8], 白介素-1受体相关激酶-M(interleukin-1 
receptor associated kinase-M, RAK-M)可能参与

内毒素耐受的形成, 但还需进一步证实. 本研究

通过构建表达IRAK-M短发夹RNA(short hairpin 

RNA, shRNA)的重组质粒, 并转染RAW264.7细
胞, 观察细胞内毒素耐受性的改变, 从而阐明

IRAK-M在内毒素耐受形成中的作用. 

1  材料和方法

1.1 材料 RAW264.7细胞株购自中国科学院上

海细胞生物研究所; JM109菌株及表达载体质

粒pGenesil-1由重庆医科大学肝病研究所唐琳

博士惠赠; 脂多糖(E.co l i . O111:B4)购自美国

Sigma公司; DMEM培养基及特级胎牛血清购

自美国Hyclone公司; 兔抗IRAK-M多克隆抗体

购自美国AnaSpec公司; 小鼠TNF-α ELISA试剂

盒及Western blot检测试剂盒购自武汉博士德

生物技术有限公司; 质粒抽提试剂盒WizardR 
PureFection Plasmid DNA Purification System购

自美国Promega公司; 转染试剂盒Lipofectamine 
2000为美国invitrogen公司产品; T4 DNA连接

酶、限制性内切酶Bam HⅠ、Hin dⅢ、XalⅠ及

RT-PCR试剂盒为TaKaRa公司产品; NF-κB双链

寡脱氧核苷酸探针由上海生工合成; 短发夹RNA
所需寡核苷酸序列合成及测序由上海鼎安生物

科技有限公司完成. 
1.2 方法 
1.2.1 重组表达载体的构建: (1)shRNA的设计及

合成: 获取GenBank中小鼠IRAK-M基因cDNA
序列(AJ440757), 经Dharmacon公司siRNA设计

软件设计出RNAi靶序列, 并通过BLAST检索

其特异性; 根据载体pGenesil-1的酶切位点, 合
成针对IRAK-M编码区285-303 bp的DNA片段; 
阳性序列(A)正义链为: 5'-TCA ACG AGC TAT 
CCA CTT A -3', 反义链为: 5'-TAA GTG GAT 
AGC TCG TTG A -3'; 阴性序列(B)正义链为: 
5'-TCA ACG AGC TAT CCA CTA T -3', 反义链

为: 5'-ATA GTG GAT AGC TCG TTG  A-3'; 茎
环结构为9个与IRAK-M不互补的非同源碱基

(TTCAAGACG), 末端终止子为TTTTTT, 在合

成DNA片段末端设计Bam H Ⅰ和Hin d Ⅲ酶切

位点, 合成IRAK-M的DNA片段如下: Bam HⅠ

+Sense+Loop+Antisense+终止信号+ Hin d Ⅲ. 将
合成的DNA片段及其带有相同酶切位点的互补

序列分别溶于灭菌水中, 浓度为100 μmol/L, 每
对互补链各取1 μL, 加入退火缓冲液, 95℃加热 
5 min后, 冷却至室温, 使之形成双链DNA片段. 
(2)质粒重组: pGenesil-1以Bam HⅠ和Hin d Ⅲ双

酶切, 经琼脂糖凝胶电泳证实酶切完全并回收, 
用T4 DNA连接酶将双链DNA片段与回收的线

■相关报道
IRAK-M主要在
单核-巨噬细胞中
表达, 尽管有文献
报道 IRAK-M可
能参与内毒素耐
受形成, 但也研究
得出不同的结论. 

■研发前沿
近来的研究表明, 
白介素1受体相关
激酶-M(IRAK-M) 
对脂多糖信号通
路起负性调节作
用, 可能参与内毒
素耐受的形成机
制. 
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性化载体进行连接, 即得重组表达载体. (3)重组

表达载体的扩增及鉴定: 将重组质粒转化JM109
感受态细菌后, 接种于含卡那霉素的LB琼脂糖

平板, 挑取单菌落放入含卡那霉素的LB液体培

养基中振荡扩增; 用Promega公司质粒抽提试剂

盒WizardR PureFection Plasmid DNA Purification 
System提取重组质粒; 重组质粒通过Bam HⅠ、

Hin d Ⅲ及XalⅠ酶切鉴定后选出阳性克隆, 经测

序进一步证实重组表达载体构建成功. 
1.2.2 细胞转染及实验分组: (1)细胞转染: 将
RAW264.7细胞以108/L的密度接种至24孔培养

板中; 48 h后, 细胞融合达80%-90%, 换用不含抗

菌素的DMEM培养基培养过夜; 按说明书分别

进行pshIRAK-M-A和pshIRAK-M-B转染; 24 h
后, 在荧光显微镜下观察见胞质内有大量绿色

荧光蛋白(EGFP)表达, 转染率达85%左右, 符合

实验需要. (2)实验分组及处理: 转染细胞分组

前处理: 分别用pshIRAK-M-A和pshIRAK-M-B
转染RAW264.7细胞, 转染48 h后用1.25 g/L胰
酶和0.1 mol/L EDTA消化细胞, 调整细胞浓度

为108/L, 接种至24孔培养板, 每孔1 mL, 常规

培育12 h. IRAK-M蛋白表达检测: 实验分为

pshIRAK-M-A转染组, pshIRAK-M-B转染组及

非转染组; 各组细胞先经10 μg/L LPS预处理24 
h后, 再用100 μg/L LPS刺激3 h. 其他指标检测: 
两种转染细胞各自分为非耐受组和耐受组; 非
耐受组细胞常规培养24 h后, 用100 μg/L LPS刺
激3 h; 耐受组细胞先经10 μg/L LPS预处理24 h
后, 再用100 μg/L LPS刺激3 h. 
1.2.3 指标检测: (1)培养液中TNF-α含量: 各组

分别在相应时间收集培养上清液, 于-70℃保

存备用; 采用武汉博士德生物技术有限公司的

小鼠TNF-α ELISA试剂盒检测, 具体方法参见

试剂盒说明书. (2)细胞中TNF-α的mRNA表达: 
采用美国Life Technologies公司的TRIzol试剂

盒提取Kupffer细胞总RNA; 用TaKaRa公司两

步法逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)试剂盒检

测细胞中的mRNA表达; PCR引物由上海鼎安

生物科技有限公司设计并合成. TNF-α引物: 上
游5'-TCT ACT GAA CTT CGG GGT GA-3', 下
游5'-AGT AGA CCT GCC CGG ACT C-3', 扩
增产物大小为542 bp; 内参照β-act in引物: 上
游5'-CAT TGT GAT GGA CTC CGG AG-3', 下
游5'-ATA GTG ATG ACC TGG CCG TC-3',  扩
增产物大小为300 b p. P C R条件为: 94℃ 45 
s, 55℃ 1 min, 72℃ 1 min, 30个循环, 72℃延

伸5 min. 扩增产物经15 g/L琼脂糖凝胶电泳

后, 采用Gel Doc 2000凝胶成像系统成像进行

结果分析, 结果以相对吸光度值 (RA )×面积

(mm2)表示. mRNA相对含量 = (目的基因条带

RA×mm2) /(β-actin条带RA×mm2). (3) EMSA
检测细胞中NF-κB活性: 提取细胞核蛋白; 用
[γ-32P]ATP标记NF-κB双链寡脱氧核苷酸探针

(P1: 5'-AGT TGA GGG GAC TTT CCC AGG 
C-3'; P2: 5'-GCC TGG GAA AGT CCC CTC 
AAC T-3', 上海生工合成); 标记探针与核蛋白

进行结合反应; 结合反应产物经70 g/L非解离

聚丙烯酰胺凝胶电泳 ;  凝胶经固定及真空干

燥后, 于-70℃放射自显影48 h; 采用Gel Doc 
2000凝胶成像系统成像进行结果分析, NF-κB
活性以相对吸光度值(RA )×面积(m m2)表示. 
(4)Western blot检测细胞中IRAK-M蛋白表达: 
提取胞质蛋白并定量; 将蛋白经100 g/L SDS-
聚丙烯酰胺凝胶电泳进行分离并电转印至硝

酸纤维素(NC)膜; 将NC膜用含50 g/L脱脂奶

粉的PBS-Tween液室温封闭1 h; 洗涤后, 与兔

抗IRAK-M多克隆抗体溶液在37℃孵育2 h; 洗
涤后, 再与辣根过氧化酶标记的羊抗兔IgG在

37℃孵育1 h; 洗涤后, NC膜用二氨基联苯胺

显色. 用Gel Doc 2000凝胶成像系统进行结果

分析 ,  蛋白含量以相对吸光度值(RA )×面积

(mm2) 表示. 
统计学处理 实验数据以mean±SD表示, 组

间比较采用SPSS10.0软件进行方差分析, P <0.05
表示差异有显著性. 

2  结果

2.1 重组质粒对IRAK-M蛋白表达的抑制作用 
Western blot及其半定量分析显示, pshIRAK-

■应用要点
本 研 究 证 实
IRAK-M对内毒
素耐受的形成起
重要作用, 为内毒
素血症的临床治
疗提供了潜在的
干预靶点. 

■创新盘点
本 研 究 利 用
IRAK-M短发夹
R N A 抑 制 小 鼠
单核巨噬细胞系
R AW 2 6 4 . 7细胞
的 IRAK-M基因
表达, 深入研究了
IRAK-M与内毒
素耐受的关系. 

图  1  RAW264.7细胞中的IRAK-M蛋白表达. A: Western 

blot检测; 1: pshIRAK-M-A转染组; 2: pshIRAK-M-B转

染组; 3: 非转染组; B: 半定量分析结果(n  = 3); aP <0.05 vs  

pshIRAK-M-B转染组; cP<0.05 vs  非转染组.
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M-A对IRAK-M蛋白表达的抑制率为83%左右, 
而pshIRAK-M-B则对IRAK-M蛋白表达无明显

抑制作用, 两者间有显著性差异(P <0.05, 图1).
2.2 培养液中的TNF-α含量 两组非耐受细胞在

LPS刺激3 h后, 其培养液中的TNF-α水平无显著

性差异(P >0.05). 两组耐受细胞在LPS刺激3 h后, 
其培养液中的TNF-α水平均明显低于非耐受组

细胞(P <0.05); 其中, pshIRAK-M-B组的TNF-α水
平又明显低于pshIRAK-M-A组(P <0.05, 图2) .
2.3 细胞中的TNF-α mRNA表达 pshIRAK-M-A和

pshIRAK-M-B两组非耐受细胞在LPS刺激3 h后, 
细胞中TNF-α mRNA的表达水平相近(P >0.05). 
两组耐受细胞在LPS刺激相同时间后, 细胞中的

TNF-α mRNA表达水平分别为其非耐受细胞的

72%和46%(P<0.05), pshIRAK-M-B组的表达水平

明显低于pshIRAK-M-A组(P<0.05, 图3).
2.4 细胞中的N F-κ B活性  p s h I R A K-M-A和

pshIRAK-M-B两组非耐受细胞在LPS刺激3 h
后, 细胞中的NF-κB活性无显著性差异(P >0.05). 
两组耐受细胞在LPS刺激相同时间后, 细胞中

的NF-κB活性分别为其非耐受组细胞的63%和

37%(P <0.05), pshIRAK-M-B组的NF-κB活性显

著低于pshIRAK-M-A组(P <0.05, 图4) .

3  讨论

内毒素是G-细菌细胞壁上的LPS成分, 也是G-细

菌最主要的致病物质. 通过激活单核-巨噬细胞

系统, LPS能诱导大量炎症介质释放, 引起全身

过度炎症反应, 从而造成机体损害[1-3]. 然而, 生
物在长期进化过程中形成了内毒素耐受这种

保护机制, 能抑制机体或细胞对LPS刺激产生

持续过度的炎症应答, 从而对机体具有保护作

用. 所谓内毒素耐受是指: 机体或单核-巨噬细

胞经LPS初次刺激后, 对LPS的再次刺激呈低

反应性[4-5]. 尽管内毒素耐受这一现象已被发现

多年, 但对其发生机制至今仍未完全明确. 最近

有研究表明, RAK-M主要在单核-巨噬细胞中表

达, 对LPS信号通路起负性调节作用, 可能与内

毒素耐受的形成有关[6-8]. 但也有研究发现, 通过

转基因手段使IRAK缺陷型细胞表达IRAK-M后, 
能在一定程度上恢复细胞对LPS的应答[9-10]. 因
此, IRAK-M与内毒素耐受的关系还有待进一步

阐明. RNA干扰(RNAi)机制主要是通过细胞内

的Dicer酶将外源性dsRNA切割成21-23 nt的小

干扰性RNA(short interfering RNA, siRNA), 后者

介导与之同源的靶mRNA发生特异性降解, 从
而阻断目的基因的表达[11-13]. 本研究利用转录载

体pGenesil-1构建了能在哺乳动物细胞中产生针

对IRAK-M的短发夹RNA(shRNA)的阳性重组

质粒(pshIRAK-M-A)及阴性重组质粒(pshIRAK-
M-B), 并得到限制性内切酶筛选和测序证实, 且
能有效转染小鼠来源的巨噬细胞株RAW264.7
细胞. pshIRAK-M-A对RAW264.7细胞IRAK-M
基因表达的抑制强度为83%左右, 而pshIRAK-
M-B对RAW264.7细胞的IRAK-M基因表达无抑

制作用. 在此基础上, 本实验用pshIRAK-M-A沉

寂RAW264.7细胞的IRAK-M基因, 观察细胞内

毒素耐受性的改变, pshIRAK-M-B转染则作为
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图  2  LPS刺激3 h后培养液中的TNF-α水平(n = 6). aP <0.05 

vs  pshIRAK-M-B非耐受组; cP<0.05 vs  pshIRAK-M-A非耐

受组; eP<0.05 vs  pshIRAK-M-B耐受组.

图  4  各组细胞中的NF-κB活性. A: EMSA检测结果; 1: 

pshIRAK-M-B非耐受组; 2: pshIRAK-M-A非耐受组; 3: 

pshIRAK-M-A耐受组; 4: pshIRAK-M-B耐受组; B: 相

对吸光度值(n  = 3); aP <0.05 vs  pshIRAK-M-B非耐受组, 
cP<0.05 vs  pshIRAK-M-A非耐受组; eP<0.05 vs  pshIRAK-

M-B耐受组.
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图  3  各组细胞中TNF-α mRNA的表达. A: RT-PCR检测结

果; 1: pshIRAK-M-B非耐受组; 2: pshIRAK-M-A非耐受

组; 3: pshIRAK-M-A耐受组; 4: pshIRAK-M-B耐受组; B: 

TNF-α mRNA相对含量(n  = 3); aP<0.05 vs  pshIRAK-M-B

非耐受组; cP <0.05 vs  pshIRAK-M-A非耐受组; eP <0.05 vs  

pshIRAK-M-B耐受组. 

■名词解释
内毒素耐受: 指机
体或单核-巨噬细
胞受脂多糖初次
刺激后, 对脂多糖
的再次刺激呈低
反应性. 
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阴性对照. 
我们的研究发现, 经两种质粒转染的非耐受

细胞受100 μg/L LPS刺激3 h后, 细胞中NF-κB活
化、TNF-α mRNA表达以及培养液中的TNF-α
水平均无显著性差异, 表明抑制IRAK-M基因

表达对LPS初次刺激诱导的细胞炎症应答无明

显影响, 其原因可能与细胞在对LPS初次应答

时IRAK-M表达水平过低有关. 尽管如此, RNAi
对RAW264.7细胞内毒素耐受性的影响却显而

易见. 经pshIRAK-M-A转染的耐受细胞受100 
μg/L LPS刺激3 h后, 细胞中NF-κB活性、TNF-α 
mRNA表达以及培养液中的TNF-α水平明显高

于pshIRAK-M-B转染组, 表明抑制IRAK-M基

因表达可减弱细胞的内毒素耐受性, 从而证实

IRAK-M对内毒素耐受形成起重要作用. 值得注

意的是, 经pshIRAK-M-A转染的耐受细胞对LPS
的应答仍明显低于非耐受细胞, 表明RNAi并未

完全消除LPS诱导的内毒素耐受现象. 对此, 我
们考虑有以下两个原因: (1)RNAi并未能完全抑

制IRAK-M的基因表达; (2)除IRAK-M之外, 内
毒素耐受还有其它机制参与. 总之, 我们认为

IRAK-M在内毒素耐受的形成中起重要作用, 其
具体作用机制还有待深入研究. 
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中国科技期刊引证报告 ( 核心版 ) 发布世界华人消化杂志
2007 年影响因子 0.568   

本刊讯 2007年世界华人消化杂志的总被引频次为2353, 位居全部1723种中国科技论文统计源期刊的第86位, 

内科医学类28中期刊的第5位. 2007年世界华人消化杂志的影响因子为0.568, 内科医学类28中期刊的第15位. 

即年指标0.082, 他引率0.69, 引用刊数372种, 扩散因子15.81, 学科影响指标0.54. (编辑: 程剑侠 2009-02-18)


