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■背景资料
TRAF6作为介导
NF-κB信号转导的
一个关键衔接蛋
白, 在内毒素信号
转导通路中起重
要作用, 如果能减
少TRAF6合成, 就
可以减少炎症因
子的释放, 既能一
定程度上有效阻
断内毒素炎症反
应, 又不干扰机体
防御细菌感染的
正常功能. RNAi技
术能高效、特异
地阻抑细胞内源
或外源性靶基因
的表达, 已应用于
基因功能、肿瘤
等的研究.
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Abstract
AIM: To investigate the impact of small hairpin 
RNA (shRNA)-mediated silencing of the tu-
mor necrosis factor receptor-associated factor 6 
(TRAF6) gene on the lipopolysaccharide (LPS)/
toll-like receptor (TLR) 4 signaling pathway in 

vitro.

METHODS: ShRNA sequences targeting the 
TRAF6 gene were designed, synthesized and 
used to construct eukaryotic expression plas-
mids. After transfection of the recombinant 
plasmids into RAW264.7 cells, cell proliferation 
was measured by methyl thiazolyl tetrazolium 
(MTT) assay. Inflammatory cellular models 
were established by LPS stimulation. Levels of 
tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-
1β (IL-1β) and transforming growth factor-β1 
(TGF-β1) in the supernatants, mRNA expression 
of TRAF6, interleukin-6 (IL-6) and cyclooxygen-
ase-2 (COX-2), protein expression of TRAF6, and 
translocation of NF-κB were assayed by ELISA, 
real-time quantitative PCR and Western blot, re-
spectively.

RESULTS: The mRNA and protein expression 
of TRAF6 was lower in cells transfected with 
TRAF6-shRNA1 or TRAF6-shRNA2 (79.17% and 
68.74%, respectively) compared to other groups. 
Therefore, cells transfected with pGCsi-TRAF6-
shRNA1 or 2 were used for subsequent experi-
ments. TRAF6 knockdown significantly inhib-
ited the proliferation of RAW264.7 cells within 
72 h after transfection, reduced the production 
of pro-inflammatory cytokines and mediators 
including TNF-α, IL-1β, IL-6 and COX-2, and in-
hibited NF-κB nuclear translocation. Moreover, 
TRAF6 knockdown could suppress the release 
of TGF-β1 at the protein level.

CONCLUSION: TRAF6 knockdown can, to some 
extent, inhibit early inflammatory response 
stimulated by LPS. TRAF6 may become a poten-
tial therapeutic target for many inflammation-
related diseases.

Key Words: Tumor necrosis factor receptor-asso-
ciated factor 6; RNA interference; Lipopolysaccha-
ride; Toll-like receptor 4; Nuclear factor-κB
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■研发前沿
多种信号通路参
与 炎 症 反 应 ,  其
分 子 机 制 复 杂 , 
T R A F 6 是 否 是
LPS/TLR4信号传
导通路中的关键
靶点有待进一步
的研究.

摘要
目的: 体外研究shRNA(short hairpin RNA)沉
默基因TRAF6的表达对RAW264.7细胞增殖
的影响, 初步探讨TRAF6-shRNA对LPS/TLR4
胞内信号转导的影响. 

方法: 构建靶向抑制小鼠TRAF6的shRNA的
真核表达载体, 转染RAW264.7细胞后培养48 
h, 予以终浓度为100 ng/mL的LPS刺激, 0、
4、8 h和16 h后收集细胞上清, 同时设空白
对照及地塞米松阳性对照组, ELISA法测定
上清液中TNF-α、IL-1β、TGF-β1, Real-time 
PCR方法检测TRAF6、IL-6、COX-2 mRNA, 
Western blot检测细胞核内NF-κB p65. 

结果: 转染TRAF6-shRNA 48 h后, TRAF6 
mRNA及蛋白表达明显受到抑制, 其抑制率
分别为79.17%、68.74%. MTT法检测结果显
示, 重组质粒转染72 h内对细胞增殖无明显的
抑制. LPS刺激后, TNF-α、IL-1β、TGF-β1表
达量都有明显变化(P <0.01), 其中TNF-α、IL-
1β在8 h达高峰, TGF-β1在16 h达高峰, TRAF6 
基因沉默后, 以上细胞因子增长率明都显下降
(P <0.01). 实验结果显示, TRAF6基因沉默明
显能下调IL-6、COX-2 mRNA表达, 并能抑制
LPS激活的NF-κB核转位.  

结论: 重组质粒TRAF6-shRNA能有效降低
RAW264.7细胞中基因TRAF6 mRNA及蛋白
的表达, 并对内毒素炎症反应具有明显的抑制
效应.

关键词: 肿瘤坏死因子受体相关因子6; RNA干扰; 

细菌脂多糖; Toll样受体4信号通路; 核因子-κB  
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0  引言

肿瘤坏死因子受体相关因子(tumour necrosis(tumour necrosis 
factor-receptor-associated factors, TRAFs)家族家族

成员是一类多功能的胞内衔接蛋白, TRAFs蛋, TRAFs蛋蛋
白交织于一系列信号传导网络中, 从而影响细, 从而影响细从而影响细

胞的生存、增殖、分化和死亡, 参与多个生物, 参与多个生物参与多个生物

学过程的调控. 在细菌脂多糖(lipopolysaccha-. 在细菌脂多糖(lipopolysaccha-在细菌脂多糖(lipopolysaccha-(lipopolysaccha-
ride, LPS)激活的信号核因子激活的信号核因子κB(nuclear factor-
κB, NF-κB)通路中, 肿瘤坏死因子受体相关因通路中, 肿瘤坏死因子受体相关因, 肿瘤坏死因子受体相关因肿瘤坏死因子受体相关因

子6(tumour necrosis factor-receptor-associated6(tumour necrosis factor-receptor-associated 

factor-6, TRAF6)作为LPS/TLR4下游信号通路作为LPS/TLR4下游信号通路LPS/TLR4下游信号通路下游信号通路

的调节子, 可介导多条信号通路(TNF-, 可介导多条信号通路(TNF-可介导多条信号通路(TNF-(TNF-α、IL-1
和RANKL通路)RANKL通路)通路))[1], 最终激活转录因子NF-最终激活转录因子NF-NF-κB、、
AP-1、PKB/Akt等, 介导病原体相关分子模式、PKB/Akt等, 介导病原体相关分子模式PKB/Akt等, 介导病原体相关分子模式等, 介导病原体相关分子模式, 介导病原体相关分子模式介导病原体相关分子模式

(pathogen -associated molecular pattern, PAMP)引引
起的天然和获得性免疫及炎症反应[2,3]. 近年来近年来

研究证明, 单核巨噬细胞通过分泌表达多种炎, 单核巨噬细胞通过分泌表达多种炎单核巨噬细胞通过分泌表达多种炎

症相关因子, 在急性肝衰竭炎症反应中占有重, 在急性肝衰竭炎症反应中占有重在急性肝衰竭炎症反应中占有重

要地位. 在医学实验中, RAW264.7巨噬细胞经. 在医学实验中, RAW264.7巨噬细胞经在医学实验中, RAW264.7巨噬细胞经, RAW264.7巨噬细胞经巨噬细胞经

内毒素刺激被广泛用作炎症细胞模型, 用于抗, 用于抗用于抗

炎药物效果研究[4]. 因此, 本实验设计构建重组因此, 本实验设计构建重组, 本实验设计构建重组本实验设计构建重组

质粒pGCsi-TRAF6-shRNA, 利用RNA干扰(RNApGCsi-TRAF6-shRNA, 利用RNA干扰(RNA利用RNA干扰(RNARNA干扰(RNA干扰(RNA(RNA 
interference, RNAi)技术, 以小鼠RAW264.7单核技术, 以小鼠RAW264.7单核, 以小鼠RAW264.7单核以小鼠RAW264.7单核RAW264.7单核单核

巨噬细胞系为研究对象, 研究体外抑制TRAF6表, 研究体外抑制TRAF6表研究体外抑制TRAF6表TRAF6表表
达和功能对逆转或减慢内毒素炎症反应的影响..

1  材料和方法

1.1 材料材料 RAW264.7细胞由华中科技大学同济细胞由华中科技大学同济

医学院附属协和医院中心实验室董继华主任惠

赠; 重组质粒pGCsi-TRAF6-shRNA由本实验室; 重组质粒pGCsi-TRAF6-shRNA由本实验室重组质粒pGCsi-TRAF6-shRNA由本实验室pGCsi-TRAF6-shRNA由本实验室由本实验室

前期构建; 质粒中提试剂盒购自Omega公司; 胎; 质粒中提试剂盒购自Omega公司; 胎质粒中提试剂盒购自Omega公司; 胎Omega公司; 胎公司; 胎; 胎胎
牛血清(FCS)购自杭州四季青生物公司; DMEM(FCS)购自杭州四季青生物公司; DMEM购自杭州四季青生物公司; DMEM; DMEM
高糖培养基购自美国Gibco公司; 脂质体TransGibco公司; 脂质体Trans公司; 脂质体Trans; 脂质体Trans脂质体TransTrans 
Fectin购自美国Bio-Rad公司; TRIzol、MTT、购自美国Bio-Rad公司; TRIzol、MTT、Bio-Rad公司; TRIzol、MTT、公司; TRIzol、MTT、; TRIzol、MTT、、MTT、MTT、、
DMSO、LPS购自美国Invitrogen公司; 逆转录、LPS购自美国Invitrogen公司; 逆转录LPS购自美国Invitrogen公司; 逆转录购自美国Invitrogen公司; 逆转录Invitrogen公司; 逆转录公司; 逆转录; 逆转录逆转录

试剂盒、SYBR Green realtime PCR试剂盒购自SYBR Green realtime PCR试剂盒购自试剂盒购自

ToYoBo公司; ELISA试剂盒(TNF-公司; ELISA试剂盒(TNF-; ELISA试剂盒(TNF-试剂盒(TNF-(TNF-α、IL-1β、
TGF-β1)购自美国Cusabio公司; TRAF6多克隆抗购自美国Cusabio公司; TRAF6多克隆抗Cusabio公司; TRAF6多克隆抗公司; TRAF6多克隆抗; TRAF6多克隆抗多克隆抗

体购自Santa Cruz公司.Santa Cruz公司.公司.. 
1.2 方法方法

1.2.1 pGCsi-TRAF6-shRNA真核表达载体的真核表达载体的

构建及鉴定:: 以GenBank已公布的小鼠TRAF6以GenBank已公布的小鼠TRAF6GenBank已公布的小鼠TRAF6已公布的小鼠TRAF6TRAF6 
mRNA序列(NM009424)为参考序列, 用美国In-序列(NM009424)为参考序列, 用美国In-(NM009424)为参考序列, 用美国In-为参考序列, 用美国In-, 用美国In-用美国In-In-
vitrogen公司的在线设计软件BLOCK-iT公司的在线设计软件BLOCK-iTBLOCK-iTTM RNAi 
Designer, 筛选出4条理论上最佳s iRNA序列:筛选出4条理论上最佳s iRNA序列:4条理论上最佳s iRNA序列:条理论上最佳s iRNA序列:s iRNA序列:序列:: 
shRNA1(900-920)、shRNA2(1303-1323)、shR-、shRNA2(1303-1323)、shR-shRNA2(1303-1323)、shR-、shR-shR-
NA3(2324-2344)、shRNA4(3285-3305). LOOP、shRNA4(3285-3305). LOOPshRNA4(3285-3305). LOOP
结构选用了TCAA GAG, 末端以polyT作为RNATCAA GAG, 末端以polyT作为RNA末端以polyT作为RNApolyT作为RNA作为RNARNA
聚合酶Ⅲ终止信号, 两端设计有Ⅲ终止信号, 两端设计有终止信号, 两端设计有, 两端设计有两端设计有Bam HⅠ和和Hin d
Ⅲ酶切位点. shRNA寡核苷酸序列及Negative-酶切位点. shRNA寡核苷酸序列及Negative-. shRNA寡核苷酸序列及Negative-寡核苷酸序列及Negative-Negative-
shRNA表达载体由北京毅新兴业科技有限公司表达载体由北京毅新兴业科技有限公司

合成提供. 构建的真核表达载体进行酶切和测. 构建的真核表达载体进行酶切和测构建的真核表达载体进行酶切和测

序鉴定完全正确[5]. 
1.2.2 细胞培养及转染:细胞培养及转染:: 用高糖DMEM培养基用高糖DMEM培养基DMEM培养基培养基

(含100 mL/L FCS, 100 kU/L的青霉素/链霉素)含100 mL/L FCS, 100 kU/L的青霉素/链霉素)100 mL/L FCS, 100 kU/L的青霉素/链霉素)的青霉素/链霉素)/链霉素)链霉素))
在50 mL/L CO50 mL/L CO2, 37 ℃, 饱和湿度的条件下培养饱和湿度的条件下培养
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■相关报道
近 年 研 究 表 明 , 
T R A F 6 不 仅 是
L P S 信号转导的
关键调控分子, 还
在TLR/IL-1R介导
炎症反应和天然
免疫信号通路中
起重要作用, 2008
年Yang等研究发
现TRAF6缺失的
肥大细胞 IL-6、
CCL-9、IL-13合
成障碍并且细胞
表面的FcεRⅠ型
聚集障碍, NF-κB 
p65合成减少, 从
而抑制炎症反应. 

RAW264.7细胞. 转染前24 h, 胰酶消化细胞, 将细胞. 转染前24 h, 胰酶消化细胞, 将. 转染前24 h, 胰酶消化细胞, 将转染前24 h, 胰酶消化细胞, 将24 h, 胰酶消化细胞, 将胰酶消化细胞, 将, 将将
细胞接种于6孔板, 当细胞汇合度约70%-90%6孔板, 当细胞汇合度约70%-90%孔板, 当细胞汇合度约70%-90%, 当细胞汇合度约70%-90%当细胞汇合度约70%-90%70%-90%
时进行转染. 分别用250. 分别用250分别用250250 μL无血清培养基稀释无血清培养基稀释

DNA和Trans Fectin, 将DNA(g)/Trans Fectin(L)和Trans Fectin, 将DNA(g)/Trans Fectin(L)Trans Fectin, 将DNA(g)/Trans Fectin(L)将DNA(g)/Trans Fectin(L)DNA(g)/Trans Fectin(L)
按2∶5比例混合, 室温孵育20 min后, 将5002∶5比例混合, 室温孵育20 min后, 将500比例混合, 室温孵育20 min后, 将500, 室温孵育20 min后, 将500室温孵育20 min后, 将50020 min后, 将500后, 将500, 将500将500500 μL
混合物加入到含血清培养基的细胞中, 转染4 h, 转染4 h转染4 h4 h
后更换培养基, 第2天重复转染1次. 实验分为, 第2天重复转染1次. 实验分为第2天重复转染1次. 实验分为2天重复转染1次. 实验分为天重复转染1次. 实验分为. 实验分为实验分为

正常对照组(C组)、阴性对照组(转染Negative-(C组)、阴性对照组(转染Negative-组)、阴性对照组(转染Negative-)、阴性对照组(转染Negative-、阴性对照组(转染Negative-(转染Negative-转染Negative-Negative-
shRNA表达载体的细胞, 即Ni组)和重组质粒转表达载体的细胞, 即Ni组)和重组质粒转, 即Ni组)和重组质粒转即Ni组)和重组质粒转Ni组)和重组质粒转组)和重组质粒转)和重组质粒转和重组质粒转

染组(转染pGCsi-TRAF6-shRNA-1, 2, 3, 4表达载(转染pGCsi-TRAF6-shRNA-1, 2, 3, 4表达载转染pGCsi-TRAF6-shRNA-1, 2, 3, 4表达载pGCsi-TRAF6-shRNA-1, 2, 3, 4表达载表达载

体, 即T6i-1, 2, 3, 4组), 每组均设3个复孔. 在第2, 即T6i-1, 2, 3, 4组), 每组均设3个复孔. 在第2即T6i-1, 2, 3, 4组), 每组均设3个复孔. 在第2T6i-1, 2, 3, 4组), 每组均设3个复孔. 在第2组), 每组均设3个复孔. 在第2), 每组均设3个复孔. 在第2每组均设3个复孔. 在第23个复孔. 在第2个复孔. 在第2. 在第2在第22
次转染48 h后在荧光显微镜下观察表达绿色荧48 h后在荧光显微镜下观察表达绿色荧后在荧光显微镜下观察表达绿色荧

光的细胞, 以Western blot检测TRAF6(抗体1∶, 以Western blot检测TRAF6(抗体1∶以Western blot检测TRAF6(抗体1∶Western blot检测TRAF6(抗体1∶检测TRAF6(抗体1∶TRAF6(抗体1∶抗体1∶1∶
200)蛋白的表达, 通过预实验发现重组表达载体蛋白的表达, 通过预实验发现重组表达载体, 通过预实验发现重组表达载体通过预实验发现重组表达载体

pGCsi-TRAF6-shRNA1, 2的干扰作用较强, 故选的干扰作用较强, 故选, 故选故选

择pGCsi-TRAF6-shRNA1, 2进行后继实验.pGCsi-TRAF6-shRNA1, 2进行后继实验.进行后继实验.. 
1 . 2 . 3  M T T 法 检 测 :法 检 测 ::  将处于对数生长期的将处于对数生长期的

RAW264.7细胞以3×10细胞以3×103×104个/孔的密度接种于96/孔的密度接种于96孔的密度接种于9696
孔培养板, 37 ℃、50 mL/L CO, 37 ℃、50 mL/L CO2条件下培养24 h24 h
后进行转染, 分别于第二次转染后0、24、48、, 分别于第二次转染后0、24、48、分别于第二次转染后0、24、48、0、24、48、、24、48、24、48、、48、48、、
72 h, 每孔加入MTT(5 g/L)20每孔加入MTT(5 g/L)20MTT(5 g/L)20 μL, 4 h后吸弃孔内后吸弃孔内

培养上清, 每孔再加入二甲基亚砜(DMSO)150, 每孔再加入二甲基亚砜(DMSO)150每孔再加入二甲基亚砜(DMSO)150(DMSO)150 
μL, 振荡10 min, 在酶联免疫检测仪上用490 nm振荡10 min, 在酶联免疫检测仪上用490 nm10 min, 在酶联免疫检测仪上用490 nm在酶联免疫检测仪上用490 nm490 nm
波长检测吸光度((A ), 每组设6个复孔, 用只含培每组设6个复孔, 用只含培6个复孔, 用只含培个复孔, 用只含培, 用只含培用只含培

养液无细胞的空白孔调零, 计算抑制率, 比较各, 计算抑制率, 比较各计算抑制率, 比较各, 比较各比较各

组细胞的存活情况, 抑制率(%) = (1-, 抑制率(%) = (1-抑制率(%) = (1-(%) = (1-A实验组//A
对照组)×100%.)×100%. 
1.2.4 实验分组及处理:实验分组及处理:: 将细胞接种于培养板上将细胞接种于培养板上

培养24 h后, 转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、24 h后, 转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、后, 转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、, 转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、转染质粒pGCsi-TRAF6-shRNA1、pGCsi-TRAF6-shRNA1、、
2, 第2次转染48 h后, 予100第2次转染48 h后, 予1002次转染48 h后, 予100次转染48 h后, 予10048 h后, 予100后, 予100, 予100予100100 μg/L LPS刺激, 同时刺激, 同时, 同时同时

设4个对照组: (1)阳性对照组: 用LPS处理的同时4个对照组: (1)阳性对照组: 用LPS处理的同时个对照组: (1)阳性对照组: 用LPS处理的同时: (1)阳性对照组: 用LPS处理的同时阳性对照组: 用LPS处理的同时: 用LPS处理的同时用LPS处理的同时LPS处理的同时处理的同时

加用地塞米松(DM)0.5 mg/L干预; (2)阴性对照(DM)0.5 mg/L干预; (2)阴性对照干预; (2)阴性对照; (2)阴性对照阴性对照

组: 转染Negative-shRNA质粒后用LPS处理; (3): 转染Negative-shRNA质粒后用LPS处理; (3)转染Negative-shRNA质粒后用LPS处理; (3)Negative-shRNA质粒后用LPS处理; (3)质粒后用LPS处理; (3)LPS处理; (3)处理; (3); (3)
空白对照组: 用100: 用100用100100 μg/L LPS处理而不用质粒转处理而不用质粒转

染; (4)正常对照组: 不用质粒转染也不用LPS处; (4)正常对照组: 不用质粒转染也不用LPS处正常对照组: 不用质粒转染也不用LPS处: 不用质粒转染也不用LPS处不用质粒转染也不用LPS处LPS处处
理. 每组3个复孔.. 每组3个复孔.每组3个复孔.3个复孔.个复孔.. 
1.2.5 细胞因子TNF-细胞因子TNF-TNF-α、IL-1β、TGF-β1检测:检测:: 
LPS刺激0、4、8、16 h后, 分别收集各组细胞刺激0、4、8、16 h后, 分别收集各组细胞0、4、8、16 h后, 分别收集各组细胞、4、8、16 h后, 分别收集各组细胞4、8、16 h后, 分别收集各组细胞、8、16 h后, 分别收集各组细胞8、16 h后, 分别收集各组细胞、16 h后, 分别收集各组细胞16 h后, 分别收集各组细胞后, 分别收集各组细胞, 分别收集各组细胞分别收集各组细胞

上清, -70 ℃贮存待检, 酶联免疫吸附法测定, -70 ℃贮存待检, 酶联免疫吸附法测定酶联免疫吸附法测定

TNF-α、IL-1β及TGF-β1, 按试剂盒说明书要求按试剂盒说明书要求

操作.. 
1.2.6 荧光定量PCR检测TRAF6、IL-6、COX-2荧光定量PCR检测TRAF6、IL-6、COX-2PCR检测TRAF6、IL-6、COX-2检测TRAF6、IL-6、COX-2TRAF6、IL-6、COX-2、IL-6、COX-2IL-6、COX-2、COX-2COX-2 
mRNA表达:表达:: LPS刺激24 h后, 分别收集各组细刺激24 h后, 分别收集各组细24 h后, 分别收集各组细后, 分别收集各组细, 分别收集各组细分别收集各组细

胞, 提取总RNA, 测定, 提取总RNA, 测定提取总RNA, 测定RNA, 测定测定A 260/A 280为1.75-1.95. 取21.75-1.95. 取2取22 
μg RNA, 应用逆转录试剂盒按20应用逆转录试剂盒按2020 μL逆转录体系逆转录体系

合成cDNA. PCR引物由应用软件Prima5.0设计cDNA. PCR引物由应用软件Prima5.0设计引物由应用软件Prima5.0设计Prima5.0设计设计

(表1), 由上海生工合成. 荧光定量PCR反应体系表1), 由上海生工合成. 荧光定量PCR反应体系1), 由上海生工合成. 荧光定量PCR反应体系由上海生工合成. 荧光定量PCR反应体系. 荧光定量PCR反应体系荧光定量PCR反应体系PCR反应体系反应体系

为2525 μL, 内含500 ng cDNA模板, 终浓度为250内含500 ng cDNA模板, 终浓度为250500 ng cDNA模板, 终浓度为250模板, 终浓度为250, 终浓度为250终浓度为250250 
nmol/L的上下游引物及SYBR Green Realtime的上下游引物及SYBR Green RealtimeSYBR Green Realtime 
PCR Master Mix 12.5 μL. 反应条件为95 ℃ 60 s;反应条件为95 ℃ 60 s;95 ℃ 60 s; 
95 ℃ 15 s; 退火 15 s; 72 ℃ 45 s, 荧光收集, 40个退火 15 s; 72 ℃ 45 s, 荧光收集, 40个15 s; 72 ℃ 45 s, 荧光收集, 40个荧光收集, 40个, 40个个
循环. 每个样本重复3次. 以相对CT值(即2. 每个样本重复3次. 以相对CT值(即2每个样本重复3次. 以相对CT值(即23次. 以相对CT值(即2次. 以相对CT值(即2. 以相对CT值(即2以相对CT值(即2CT值(即2值(即2(即2即22-ΔΔCt)表表
示目的基因的相对表达量[6], 以空白细胞为对照.以空白细胞为对照.. 
1.2.7 Western blot检测细胞核内NF-检测细胞核内NF-NF-κB p65的表的表

达:: LPS刺激24 h后, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次,刺激24 h后, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次,24 h后, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次,后, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次,, 4 ℃ PBS溶液洗涤细胞3次,溶液洗涤细胞3次,3次,次,, 
按试剂盒说明提取核蛋白, -70 ℃保存, 考马斯, -70 ℃保存, 考马斯考马斯

亮蓝法检测样品蛋白浓度. 取20. 取20取2020 μg总蛋白, 上样总蛋白, 上样, 上样上样

于10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶, 电泳后转膜, 5%10% SDS-聚丙烯酰胺凝胶, 电泳后转膜, 5%聚丙烯酰胺凝胶, 电泳后转膜, 5%, 电泳后转膜, 5%电泳后转膜, 5%, 5%
脱脂奶粉封闭液室温孵育45 min, 分别加入NF-45 min, 分别加入NF-分别加入NF-NF-
κB p65抗体(1∶500)和抗体(1∶500)和(1∶500)和和β-actin蛋白抗体, 4℃过蛋白抗体, 4℃过, 4℃过

夜, 辣根过氧化物酶二抗(1∶3 000)室温孵育1 h,辣根过氧化物酶二抗(1∶3 000)室温孵育1 h,(1∶3 000)室温孵育1 h,室温孵育1 h,1 h, 
显色后以β-actin为内参照, 用AlphaEaseFC 4.0图为内参照, 用AlphaEaseFC 4.0图, 用AlphaEaseFC 4.0图用AlphaEaseFC 4.0图AlphaEaseFC 4.0图图
像分析软件进行灰度分析.. 

统计学处理 数据整理后, 所有计量资料均, 所有计量资料均所有计量资料均

用mean±SD表示, 应用SPSS15.0统计软件处理mean±SD表示, 应用SPSS15.0统计软件处理表示, 应用SPSS15.0统计软件处理, 应用SPSS15.0统计软件处理应用SPSS15.0统计软件处理SPSS15.0统计软件处理统计软件处理

数据, 两组数据间比较采用配对资料, 两组数据间比较采用配对资料两组数据间比较采用配对资料t检验, 多, 多多
组数据间比较采用单因素方差分析(One-way(One-way 
ANOVA), P <0.05为差异有统计学意义.为差异有统计学意义.. 

表  1  荧光定量PCR引物序列

     
基因                                        引物序列 退火温度(℃)

TRAF6  forward 5'-AAGATTGGCAACTTTGGGATG-3'

reverse 5'-GTGGGATTGTGGGTCGCTG-3'          59

IL-6 forward5'- CCACGGCCTTCCCTACTTC-3'

reverse 5'- CTCATTTCCACGATTTCCCAG-3'          58

COX-2 forward5'-GAAGTCTTTGGTCTGGTGCCTG-3'

reverse 5'-GTCTGCTGGTTTGGAATAGTTGC-3'          58 

β-actin forward 5'-CCGTGAAAAGATGACCCAG-3' 

reverse 5'-TAGCCACGCTCGGTCAGG-3'          60 
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2  结果

2.1 不同质粒转染细胞TRAF6蛋白表达不同质粒转染细胞TRAF6蛋白表达TRAF6蛋白表达蛋白表达 T6i-1, 
2组与C组、Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显组与C组、Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显C组、Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显组、Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显Ni组相比, TRAF6蛋白表达均显组相比, TRAF6蛋白表达均显, TRAF6蛋白表达均显蛋白表达均显

著下降((P <0.01), 实验结果表明pGCsi-TRAF6-实验结果表明pGCsi-TRAF6-pGCsi-TRAF6-
shRNA1, 2在蛋白水平上显著地抑制TRAF6的在蛋白水平上显著地抑制TRAF6的TRAF6的的
表达(图1A, B), 其抑制率(以空白对照组的AVG(图1A, B), 其抑制率(以空白对照组的AVG图1A, B), 其抑制率(以空白对照组的AVG1A, B), 其抑制率(以空白对照组的AVG其抑制率(以空白对照组的AVG(以空白对照组的AVG以空白对照组的AVGAVG
值为100%)分别为79.17%、68.74%. T6i-3, 4组与100%)分别为79.17%、68.74%. T6i-3, 4组与分别为79.17%、68.74%. T6i-3, 4组与79.17%、68.74%. T6i-3, 4组与、68.74%. T6i-3, 4组与68.74%. T6i-3, 4组与组与

C组、Ni组之间的差异均无显著性意义(组、Ni组之间的差异均无显著性意义(Ni组之间的差异均无显著性意义(组之间的差异均无显著性意义((P >0.05). 
2.2 MTT法检测重组质粒对细胞增殖的影响法检测重组质粒对细胞增殖的影响 转
染特异性shRNA重组质粒0、24、48和72 h后,shRNA重组质粒0、24、48和72 h后,重组质粒0、24、48和72 h后,0、24、48和72 h后,、24、48和72 h后,24、48和72 h后,、48和72 h后,48和72 h后,和72 h后,72 h后,后,, 
同时间点Ni组与C组比较, 差异无显著性意义,Ni组与C组比较, 差异无显著性意义,组与C组比较, 差异无显著性意义,C组比较, 差异无显著性意义,组比较, 差异无显著性意义,, 差异无显著性意义,差异无显著性意义,, 
同时间点T6i-1, 2组与Ni组比较, 差异也无统计T6i-1, 2组与Ni组比较, 差异也无统计组与Ni组比较, 差异也无统计Ni组比较, 差异也无统计组比较, 差异也无统计, 差异也无统计差异也无统计

学意义, 表明抑制TRAF6表达的shRNA对体外, 表明抑制TRAF6表达的shRNA对体外表明抑制TRAF6表达的shRNA对体外TRAF6表达的shRNA对体外表达的shRNA对体外shRNA对体外对体外

培养的RAW 264.7的增殖无明显抑制作用(表2,RAW 264.7的增殖无明显抑制作用(表2,的增殖无明显抑制作用(表2,(表2,表2,2, 
图1D).1D). 
2.4 TRAF6 siRNA对LPS诱导的促炎细胞因子的

影响 LPS刺激后, TNF-刺激后, TNF-, TNF-α、IL-1β分泌量显著增

高, 二者均于8 h达高峰. 由于各组细胞在LPS刺二者均于8 h达高峰. 由于各组细胞在LPS刺8 h达高峰. 由于各组细胞在LPS刺达高峰. 由于各组细胞在LPS刺. 由于各组细胞在LPS刺由于各组细胞在LPS刺LPS刺刺
激时存在细胞数不同, 数据经转换成增长率后,, 数据经转换成增长率后,数据经转换成增长率后,, 
即增长率 = (样品含量/对照组含量-1)×100%,= (样品含量/对照组含量-1)×100%,样品含量/对照组含量-1)×100%,/对照组含量-1)×100%,对照组含量-1)×100%,1)×100%, 
可见T6i-1, 2组经LPS刺激后, 其TNF-T6i-1, 2组经LPS刺激后, 其TNF-组经LPS刺激后, 其TNF-LPS刺激后, 其TNF-刺激后, 其TNF-, 其TNF-其TNF-TNF-α、IL-1β
的增长速度明显低于空白对照(LPS)组(组((P <0.01, 
增长率数据未显示 ) , 说明重组质粒p G C s i-) ,  说明重组质粒p G C s i-说明重组质粒p G C s i-p G C s i-
TRAF6-shRNA-1, 2转染入RAW264.7细胞后可明转染入RAW264.7细胞后可明RAW264.7细胞后可明细胞后可明

显抑制促炎细胞因子TNF-TNF-α、IL-1β的分泌(图2).图2).2). 
2.5 TRAF6 siRNA对LPS诱导的TGF-β1的影响 
LPS刺激后, 各组细胞TGF-刺激后, 各组细胞TGF-, 各组细胞TGF-各组细胞TGF-TGF-β1表达变化呈上调趋表达变化呈上调趋

势, 8 h内与TNF-, 8 h内与TNF-内与TNF-TNF-α、IL-1β比较, 其表达变化趋势其表达变化趋势

相对较缓, 并且TGF-, 并且TGF-并且TGF-TGF-β1表达量于16 h达高峰, 迟表达量于16 h达高峰, 迟16 h达高峰, 迟达高峰, 迟, 迟迟
于TNF-TNF-α、IL-1β. Ni组和LPS组的增长率在8 h组和LPS组的增长率在8 hLPS组的增长率在8 h组的增长率在8 h8 h
和16 h时明显高于T6i-1, 2组(均16 h时明显高于T6i-1, 2组(均时明显高于T6i-1, 2组(均T6i-1, 2组(均组(均(均均P <0.01, 增长率增长率

数据未显示), 说明TRAF6-shRNA也可明显抑制), 说明TRAF6-shRNA也可明显抑制说明TRAF6-shRNA也可明显抑制TRAF6-shRNA也可明显抑制也可明显抑制

TGF-β1的分泌(图3).的分泌(图3).(图3).图3).3). 
2.6 TRAF6基因沉默对TRAF6、IL-6、COX-2基因沉默对TRAF6、IL-6、COX-2TRAF6、IL-6、COX-2、IL-6、COX-2IL-6、COX-2、COX-2COX-2 
mRNA的影响的影响 野生型RAW264.7细胞中TRAF6RAW264.7细胞中TRAF6细胞中TRAF6TRAF6 
mRNA的表达量相对较低, 以LPS刺激后TRAF6的表达量相对较低, 以LPS刺激后TRAF6, 以LPS刺激后TRAF6以LPS刺激后TRAF6LPS刺激后TRAF6刺激后TRAF6TRAF6 
mRNA的表达明显增加(的表达明显增加((P <0.01), T6i-1组转染后组转染后

细胞, 其TRAF6 mRNA表达与正常对照组比较, 其TRAF6 mRNA表达与正常对照组比较其TRAF6 mRNA表达与正常对照组比较TRAF6 mRNA表达与正常对照组比较表达与正常对照组比较

明显下降, 证明TRAF6-shRNA1的沉默效应最为, 证明TRAF6-shRNA1的沉默效应最为证明TRAF6-shRNA1的沉默效应最为TRAF6-shRNA1的沉默效应最为的沉默效应最为

表  2  特异性shRNA重组质粒对细胞增殖的影响 (mean±SD, n  = 6)

     
时间 正常对照(C)组              阴性对照(Ni)组                 T6i-1组                 T6i-2组

(h)     (A 490值)      A490值     抑制率     A490值   抑制率(%)     A490值   抑制率(%)

0 0.23±0.06 0.22±0.02 4.35±0.06 0.23±0.11 1.53±0.57 0.21±0.13 8.69±0.72

24 0.39±0.02 0.40±0.08 2.26±0.05 0.38±0.06 2.56±0.14 0.40±0.10 2.08±0.56

48 0.61±0.07 0.57±0.03 6.56±0.13 0.58±0.07 4.92±0.55 0.58±0.04 4.71±0.17

72 0.98±0.04 0.96±0.03 2.04±0.07 0.94±0.05 4.08±0.23 0.97±0.08 1.02±0.23
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图� �� �������������������  1 不同 质粒转染细胞TRAF6蛋白表达. A: Western blot

检测pGCsi-TRAF6-shRNA对TRAF6蛋白表达的影响; B: 

pGCsi-TRAF6-shRNA对TRAF6蛋白抑制率比较(bP <0.01 

vs  C组、Ni组); C: pGCsi-TRAF6-shRNA质粒转染48 h后

荧光显微镜观察RAW264.7细胞(×400); D: MTT法检测特

异性shRNA重组质粒转染后各组细胞的增殖抑制率.
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显著, 与其蛋白检测结果相似(图1A, B). TRAF6, 与其蛋白检测结果相似(图1A, B). TRAF6与其蛋白检测结果相似(图1A, B). TRAF6(图1A, B). TRAF6图1A, B). TRAF61A, B). TRAF6
基因沉默可明显下调LPS刺激后IL-6和COX-2LPS刺激后IL-6和COX-2刺激后IL-6和COX-2IL-6和COX-2和COX-2COX-2 
mRNA的表达(的表达((P <0.05或0.01, 图4).或0.01, 图4).0.01, 图4).图4).). 
2.7 TRAF6基因沉默对细胞核内NF-基因沉默对细胞核内NF-NF-κB p65的表的表

达影响 RAW264.7细胞在无LPS刺激时, 细胞核细胞在无LPS刺激时, 细胞核LPS刺激时, 细胞核刺激时, 细胞核, 细胞核细胞核

NF-κB p65表达量很少, LPS刺激后NF-表达量很少, LPS刺激后NF-, LPS刺激后NF-刺激后NF-NF-κB p65表表
达显著增高, 阴性对照组和空白对照组的NF-, 阴性对照组和空白对照组的NF-阴性对照组和空白对照组的NF-NF-κB 
p65表达条带明显大于T6i-1和T6i-2组(图5), 提表达条带明显大于T6i-1和T6i-2组(图5), 提T6i-1和T6i-2组(图5), 提和T6i-2组(图5), 提T6i-2组(图5), 提组(图5), 提(图5), 提图5), 提5), 提提
示转染TRAF6-shRNA后, 能明显降低NF-TRAF6-shRNA后, 能明显降低NF-后, 能明显降低NF-, 能明显降低NF-能明显降低NF-NF-κB p65
核转位.. 

3  讨论

LPS是革兰氏阴性杆菌生长时释放或死亡时裂是革兰氏阴性杆菌生长时释放或死亡时裂

解出来的细胞壁脂多糖成分, 是最常见的炎症, 是最常见的炎症是最常见的炎症

反应激活因子, 主要通过与单核-巨噬细胞系统, 主要通过与单核-巨噬细胞系统主要通过与单核-巨噬细胞系统-巨噬细胞系统巨噬细胞系统

的TLR4相结合而诱导相应的生物效应. LPS信TLR4相结合而诱导相应的生物效应. LPS信相结合而诱导相应的生物效应. LPS信. LPS信信
号首先经TLR4胞内段与髓性分化蛋白88(my-TLR4胞内段与髓性分化蛋白88(my-胞内段与髓性分化蛋白88(my-88(my-
eloid differentiation factor 88, MyD88)的TLR结的TLR结TLR结结
构域相作用[7], 进而寡聚白介素-1受体相关激酶进而寡聚白介素-1受体相关激酶-1受体相关激酶受体相关激酶

(interleukin-1 receptor associated kinase, IRAK), 
导致IRAK-1磷酸化, 活化后的IRAK-1与TRAF6IRAK-1磷酸化, 活化后的IRAK-1与TRAF6磷酸化, 活化后的IRAK-1与TRAF6, 活化后的IRAK-1与TRAF6活化后的IRAK-1与TRAF6IRAK-1与TRAF6与TRAF6TRAF6
形成复合物 , 最终激活N F-, 最终激活N F-最终激活N F-N F-κB和A P-1, 导致和A P-1, 导致A P-1, 导致导致

TNF-α、IL-1、IL-6等一系列炎症细胞因子的大、IL-6等一系列炎症细胞因子的大IL-6等一系列炎症细胞因子的大等一系列炎症细胞因子的大

量表达, 引起组织损伤, 引起组织损伤引起组织损伤[8-10]. 从LPS导致炎症反应从LPS导致炎症反应LPS导致炎症反应导致炎症反应

的多条途径看, 阻断MyD88到TRAF6段, 既能一, 阻断MyD88到TRAF6段, 既能一阻断MyD88到TRAF6段, 既能一MyD88到TRAF6段, 既能一到TRAF6段, 既能一TRAF6段, 既能一段, 既能一, 既能一既能一

定程度上有效阻断内毒素效应, 又不干扰机体, 又不干扰机体又不干扰机体

防御细菌感染的正常功能.. 
TRAF6是LPS/TLR4信号转导通路中的重要是LPS/TLR4信号转导通路中的重要LPS/TLR4信号转导通路中的重要信号转导通路中的重要

衔接蛋白, 他既可激活NF-, 他既可激活NF-他既可激活NF-NF-κB诱导激酶(NF-诱导激酶(NF-(NF-κB-
inducing kinase, NIK), 又可激活Toll信号进化保又可激活Toll信号进化保Toll信号进化保信号进化保

守中介分子进而激活丝裂素活化蛋白激酶/ERK/ERK 

激酶激酶(mitogen-activated protein kinase/ERK(mitogen-activated protein kinase/ERK 
kinase kinase-1, MEKK-1), 是MyD88依赖性信是MyD88依赖性信MyD88依赖性信依赖性信

号转导途径主要蛋白分子[11]. Loniewski等等[12]发

现TRAF6基因沉默显著降低LPS诱导的c-Jun氨TRAF6基因沉默显著降低LPS诱导的c-Jun氨基因沉默显著降低LPS诱导的c-Jun氨LPS诱导的c-Jun氨诱导的c-Jun氨c-Jun氨氨
基末端激酶(c-Jun amino terminal kinase, JNK)和(c-Jun amino terminal kinase, JNK)和和
I-κB磷酸化. Yang等磷酸化. Yang等. Yang等等[13]研究发现TRAF6缺失的肥TRAF6缺失的肥缺失的肥

大细胞IL-6、CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞IL-6、CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞、CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞CCL-9、IL-13合成障碍并且细胞、IL-13合成障碍并且细胞IL-13合成障碍并且细胞合成障碍并且细胞

表面的FcFcεRⅠ型聚集障碍, 从而抑制炎症反应以从而抑制炎症反应以

及肥大细胞脱颗粒释放活性介质. Machado等. Machado等等[14]

研究证实脂氧素介导的TRAF6降解可显著抑制TRAF6降解可显著抑制降解可显著抑制

树突状细胞产生炎症因子. 因此, TRAF6作为一. 因此, TRAF6作为一因此, TRAF6作为一, TRAF6作为一作为一

种重要的NF-NF-κB调节因素, 是LPS信号转导的关调节因素, 是LPS信号转导的关, 是LPS信号转导的关是LPS信号转导的关LPS信号转导的关信号转导的关

键调控分子.. 
本实验结果显示, 重组质粒pGCsi-TRAF6-, 重组质粒pGCsi-TRAF6-重组质粒pGCsi-TRAF6-pGCsi-TRAF6-

shRNA-1, 2能有效抑制TRAF6 mRNA和蛋白表能有效抑制TRAF6 mRNA和蛋白表TRAF6 mRNA和蛋白表和蛋白表

达, 说明重组质粒有效地抑制了TRAF6基因的, 说明重组质粒有效地抑制了TRAF6基因的说明重组质粒有效地抑制了TRAF6基因的TRAF6基因的基因的

表达. 有研究发现, TRAF6基因敲除可导致多种. 有研究发现, TRAF6基因敲除可导致多种有研究发现, TRAF6基因敲除可导致多种, TRAF6基因敲除可导致多种基因敲除可导致多种

组织器官生理功能紊乱, 甚至早亡, Lomaga等, 甚至早亡, Lomaga等甚至早亡, Lomaga等, Lomaga等等[15]

发现TRAF6-/-小鼠常在胚胎期或出生后立即死TRAF6-/-小鼠常在胚胎期或出生后立即死小鼠常在胚胎期或出生后立即死

亡, 因此, 分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一, 因此, 分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一因此, 分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一, 分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一分析研究TRAF6基因敲除小鼠存在一TRAF6基因敲除小鼠存在一基因敲除小鼠存在一

定困难. 从本实验MTT检测来看, 重组质粒转染. 从本实验MTT检测来看, 重组质粒转染从本实验MTT检测来看, 重组质粒转染MTT检测来看, 重组质粒转染检测来看, 重组质粒转染, 重组质粒转染重组质粒转染

72h内对细胞增殖无明显的抑制, 说明TRAF6沉内对细胞增殖无明显的抑制, 说明TRAF6沉, 说明TRAF6沉说明TRAF6沉TRAF6沉沉
默基因在短时间内对细胞生存无明显影响.. 

RNAi是通过双链RNA(dsRNA)在细胞内是通过双链RNA(dsRNA)在细胞内RNA(dsRNA)在细胞内在细胞内

特异性地诱导与之同源互补的mRNA降解, 从mRNA降解, 从降解, 从, 从从
而引发基因转录后水平沉默的现象[16]. RNAi技技
术可以快速, 方便, 廉价地的提供相关基因的作, 方便, 廉价地的提供相关基因的作方便, 廉价地的提供相关基因的作, 廉价地的提供相关基因的作廉价地的提供相关基因的作

用功能[17-20]. 因此, 本实验利用RNAi 技术, 观察因此, 本实验利用RNAi 技术, 观察, 本实验利用RNAi 技术, 观察本实验利用RNAi 技术, 观察RNAi 技术, 观察技术, 观察, 观察观察

TRAF6 siRNA对炎症反应的干预作用. 实验发对炎症反应的干预作用. 实验发. 实验发实验发

现, 正常RAW264.7细胞中TRAF6 mRNA表达的, 正常RAW264.7细胞中TRAF6 mRNA表达的正常RAW264.7细胞中TRAF6 mRNA表达的RAW264.7细胞中TRAF6 mRNA表达的细胞中TRAF6 mRNA表达的TRAF6 mRNA表达的表达的

量相对较低, LPS刺激后, TRAF6 mRNA的表达, LPS刺激后, TRAF6 mRNA的表达刺激后, TRAF6 mRNA的表达, TRAF6 mRNA的表达的表达

量明显增加, 说明TRAF6 mRNA表达与LPS刺激, 说明TRAF6 mRNA表达与LPS刺激说明TRAF6 mRNA表达与LPS刺激TRAF6 mRNA表达与LPS刺激表达与LPS刺激LPS刺激刺激

存在明确的量效关系.. 
近年来研究证明, TNF-, TNF-α作为早期炎症细

胞因子, 可通过其他炎症细胞因子(IL-1可通过其他炎症细胞因子(IL-1(IL-1β、IL-6

■应用要点
在 L P S / T L R 4 信
号 传 导 通 路 中 , 
TRAF6基因沉默
明显下调炎性细
胞因子(TNF-α、
IL-1β、TGF-β1、
IL-6、COX-2)和
NF-κB p65蛋白
和/或mRNA表达, 
从而抑制内毒素
炎症反应, 为临床
治疗多种全身炎
症反应性疾病, 寻
求更为合适的作
用靶点提供新的
实验佐证. 
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等)扩大其生物学作用)扩大其生物学作用扩大其生物学作用[21], IL-1β和IL-6自分泌或自分泌或

旁分泌方式影响其他细胞因子和炎症介质的分

泌, 诱导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达, 从, 诱导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达, 从诱导抗原递呈细胞表面免疫分子的表达, 从, 从从
而作为T细胞和B细胞的激活和分化因子, 可介T细胞和B细胞的激活和分化因子, 可介细胞和B细胞的激活和分化因子, 可介B细胞的激活和分化因子, 可介细胞的激活和分化因子, 可介, 可介可介

导免疫球蛋白的分泌, 激活补体、杀伤细胞和, 激活补体、杀伤细胞和激活补体、杀伤细胞和

吞噬细胞, 增强免疫反应介导的组织损伤, 增强免疫反应介导的组织损伤增强免疫反应介导的组织损伤[22]. 虽虽
然, 上调这些细胞因子是机体防御细菌感染的, 上调这些细胞因子是机体防御细菌感染的上调这些细胞因子是机体防御细菌感染的

主要机制, 但其过度表达可以造成机体免疫紊, 但其过度表达可以造成机体免疫紊但其过度表达可以造成机体免疫紊

乱和炎症损伤. 实验结果显示, 炎症发生过程中,. 实验结果显示, 炎症发生过程中,实验结果显示, 炎症发生过程中,, 炎症发生过程中,炎症发生过程中,, 
TNF-α、IL-1β表达量都有明显变化, 并在短时并在短时

间内达高峰. 阻断TRAF6后, TNF-. 阻断TRAF6后, TNF-阻断TRAF6后, TNF-TRAF6后, TNF-后, TNF-, TNF-α、IL-1β表达

量明显减少, 其增长率也明显下降, 并且LPS刺其增长率也明显下降, 并且LPS刺, 并且LPS刺并且LPS刺LPS刺刺
激后IL-6 mRNA的表达量明显下调.IL-6 mRNA的表达量明显下调.的表达量明显下调.. 

TGF-β1是重要的免疫调节性细胞因子, 能是重要的免疫调节性细胞因子, 能, 能能
抑制巨噬细胞激活, 参与炎症组织修复、免疫, 参与炎症组织修复、免疫参与炎症组织修复、免疫

抑制等[23,24]. 因此, 为了证实阻断TRAF6具有对因此, 为了证实阻断TRAF6具有对, 为了证实阻断TRAF6具有对为了证实阻断TRAF6具有对TRAF6具有对具有对

致炎和抗炎细胞因子的双重调节作用, 本实验, 本实验本实验

选择同时检测TGF-TGF-β1水平. 研究发现, 细胞上水平. 研究发现, 细胞上. 研究发现, 细胞上研究发现, 细胞上, 细胞上细胞上

清中, 正常细胞TGF-, 正常细胞TGF-正常细胞TGF-TGF-β1表达量极少, 随着LPS刺表达量极少, 随着LPS刺, 随着LPS刺随着LPS刺LPS刺刺
激时间延长, 其分泌量升高, 但升高趋势较缓., 其分泌量升高, 但升高趋势较缓.其分泌量升高, 但升高趋势较缓., 但升高趋势较缓.但升高趋势较缓.. 
TRAF6基因沉默后, TGF-基因沉默后, TGF-, TGF-β1增长率明显下降. 结增长率明显下降. 结. 结结
果表明, 部分阻断LPS/TLR4信号通路不仅能抑, 部分阻断LPS/TLR4信号通路不仅能抑部分阻断LPS/TLR4信号通路不仅能抑LPS/TLR4信号通路不仅能抑信号通路不仅能抑

制促炎症细胞因子(TNF-(TNF-α、IL-1β、IL-6)增长,增长,, 
也能抑制抗炎症细胞因子(TGF-(TGF-β1)的分泌.的分泌.. 

NF-κB是参与炎症反应的一类重要转录因是参与炎症反应的一类重要转录因

子, 在炎症反应中起重要的枢纽作用, 参与调控, 在炎症反应中起重要的枢纽作用, 参与调控在炎症反应中起重要的枢纽作用, 参与调控, 参与调控参与调控

一系列介导炎症反应的基因表达[25-27], 其中包其中包

括诱导型COX-2基因的表达COX-2基因的表达基因的表达[28,29]. 作为调节前列作为调节前列

腺素合成的关键酶, COX-2是病理状态下过度, COX-2是病理状态下过度是病理状态下过度

炎症反应的诱导酶类之一[30,31]. 实验结果显示,实验结果显示,, 

TRAF6基因沉默能抑制LPS激活的NF-基因沉默能抑制LPS激活的NF-LPS激活的NF-激活的NF-NF-κB核转核转

位, 并能明显下调LPS刺激后COX-2 mRNA的表, 并能明显下调LPS刺激后COX-2 mRNA的表并能明显下调LPS刺激后COX-2 mRNA的表LPS刺激后COX-2 mRNA的表刺激后COX-2 mRNA的表COX-2 mRNA的表的表

达, 可见TRAF6可调控炎症反应中的限速酶, 对, 可见TRAF6可调控炎症反应中的限速酶, 对可见TRAF6可调控炎症反应中的限速酶, 对TRAF6可调控炎症反应中的限速酶, 对可调控炎症反应中的限速酶, 对, 对对
炎症起控制作用.. 

由此可见, TRAF6 siRNA对内毒素炎症反, TRAF6 siRNA对内毒素炎症反对内毒素炎症反

应的初始阶段具有明显的抑制效应. 但实验结. 但实验结但实验结

果显示TRAF6 siRNA对细胞因子(TNF-TRAF6 siRNA对细胞因子(TNF-对细胞因子(TNF-(TNF-α、IL-
1β)的抑制效应低于地塞米松, 其机制还需进的抑制效应低于地塞米松, 其机制还需进, 其机制还需进其机制还需进

一步探讨, 以期进一步揭示细胞自身对抗炎反, 以期进一步揭示细胞自身对抗炎反以期进一步揭示细胞自身对抗炎反

应的调控机制. 下一步实验拟在动物体内证实. 下一步实验拟在动物体内证实下一步实验拟在动物体内证实

TRAF6 siRNA对内毒素炎症反应的治疗作用,对内毒素炎症反应的治疗作用,, 
为深化炎症相关研究提供新思路.. 
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图� �� ��������� 5 各  组细胞核内NF-κB P65蛋白表达变化.
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