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　　摘要：为了探讨泛素（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，简称Ｕｂ）对 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中关键分子表达的影响，通过脂质体将短发
夹ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）质粒转染猪小肠上皮细胞，使其泛素基因沉默，于转染后６、１２、２４、４８ｈ收集细胞及其上清。应用荧
光定量ＰＣＲ检测细胞内ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中关键分子ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ、ＭｙＤ８８、ＩκＢ－α的ｍＲＮＡ表达水平，应用
酶联免疫吸附测定法（ＥＬＩＳＡ）检测ＮＦ－κＢ、ＩκＢ－α及炎性因子ＴＮＦ－α、ＩＬ－１含量的变化。结果显示，ｓｈＲＮＡ质粒
有效地抑制了泛素基因的表达，转染 ｓｈＲＮＡ质粒后，ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中 ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ、ＭｙＤ８８和 ＩκＢ－α的
ｍＲＮＡ表达量及ＮＦ－κＢ、ＩκＢ－α、ＴＮＦ－α和ＩＬ－１含量均普遍呈下降的趋势，说明泛素在炎性因子的释放中起着至
关重要的作用，泛素基因的沉默能够抑制该通路的活化。
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　　泛素－蛋白酶体途径是一种广泛存在于真核细胞中的非
常重要的、依赖于腺嘌呤核苷三磷酸（ＡＴＰ）的蛋白质降解途
径，可以从多个环节参与调控 ＮＦ－κＢ信号通路［１－３］。泛素

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ，简称Ｕｂ）作为该途径的重要组成部分，可以降解
ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中的 ＩκＢ，使 ＮＦ－κＢ游离到细胞核
内参与炎性因子的合成，从而诱发炎症反应［４－６］。当该途径

受到抑制时，会导致活性ＮＦ－κＢ的产生量减少，抗凋亡蛋白
的水平随之降低，使细胞出现凋亡［７］。

短发夹ＲＮＡ（ｓｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｓ，简称ｓｈＲＮＡｓ）是能够形
成发夹结构的非编码小 ＲＮＡ分子，因其具有特殊的茎环结
构，在哺乳动物细胞中可以长期甚至稳定地发挥ＲＮＡ干扰作
用，而不引起非特异性反应。因此，目前 ｓｈＲＮＡ介导的 ＲＮＡ
干扰技术已经成为研究哺乳动物细胞内外基因功能强有力的

工具［８－１０］。为了研究泛素基因对ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路的
作用，本研究利用ｓｈＲＮＡ干扰技术对猪小肠上皮细胞的泛素
基因进行沉默，并对 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中关键分子的
表达情况进行检测，不仅可以为基因沉默的相关研究提供理

论依据，还可以为从蛋白降解角度寻找治疗炎症类疾病的新

思路奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

猪小肠上皮细胞（ＩＰＥＣ－Ｊ２），购自广州吉尼欧生物有限
公司；焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）、２×ＥａｓｙＴａｑＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ，购
自北京百泰克生物有限公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂，购
自Ｌｉｆｅｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；胎牛血清（ＦＢＳ）、胰蛋白酶溶液
［０２５％ 胰酶 －乙二胺四乙酸（ＥＤＴＡ）］，购自 Ｇｉｂｉｃｏ公司；
ＤＭＥＭ高糖培养基，购自 Ｈｙｃｌｏｎｅ公司。本试验于云南农业
大学动物医学院动物病理实验室完成。

１．２　试验方法
１．２．１　猪小肠上皮细胞的培养　于３７℃水浴，使ＩＰＥＣ－Ｊ２
尽量在１ｍｉｎ内完全融化，于 ４０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，加入
１ｍＬＤＭＥＭ培养液将底部细胞吹打均匀后，注入含有６ｍＬ
ＤＭＥＭ培养液和１０％胎牛血清的细胞培养瓶内，轻缓摇晃使
细胞均匀分布，然后置于３７℃、５％ ＣＯ２的温箱内培养。
１．２．２　ｓｈＲＮＡ质粒的设计及构建　根据美国国立生物技术
信息中心（ＮＣＢＩ）网站中的猪泛素基因的核苷酸序列，设计针
对猪泛素基因保守区的 ｓｈＲＮＡ序列 ＵＢＣ－ｓｕｓ－２６３（５′－
ＧＡＧＡＡＣＧＴＣＡＡＧＧＣＧＡＡＧＡＴＣ－３′），并 设 计 阴 性 对 照
ＵＢＣ－ｓｈＮＣ（５′－ＧＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ－３′），质粒载
体为Ｕ６／ＧＦＰ／Ｎｅｏ，带绿色荧光标记，由上海吉玛制药公司合
成。将质粒ＤＮＡ溶液于 －２０℃保存，对应的甘油菌液于
－８０℃ 保存。
１．２．３　泛素基因沉默　在六孔板中培养 ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞，当
汇合度达到８０％左右时将培养液换为２ｍＬ无血清、无抗生
素的ＤＭＥＭ培养基，开始转染。转染分为空白细胞对照组、
ｓｈＲＮＡ质粒转染组和空白质粒转染组，于３７℃、５％ ＣＯ２培
养箱中培养，分别在培养 ６、１２、２４、４８ｈ时收集细胞及其
上清。

１．２．４　引物设计　本试验选用 β－ａｃｔｉｎ作为内参基因，在
ＮＣＢＩ网站中查找公开发表的β－ａｃｔｉｎ、ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ、ＭｙＤ８８
和 ＩκＢ－α基因序列，遵循实时荧光定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ－Ｔｉｍｅ
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ＰＣＲ）的引物设计原则，利用 Ｐｒｉｍｅｒ６．０软件设计引物，并由 深圳华大基因股份有限公司合成，引物序列如表１所示。

表１　荧光定量ＰＣＲ引物序列

基因
引物序列

（５′→３′）
Ｔｍ
（℃）

产物长度

（ｂｐ）

β－ａｃｔｉｎ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ５５００６９．１） Ｆ：ＧＡＴＧＡＧＡＴＴＧＧＣＡＴＧＧＣＴＴＴ；Ｒ：ＣＡＣＣＴＴＣＡＣＣＧＴＴＣＣＡＧＴＴＴ ５５ １２２
ＴＬＲ４（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＢ２３２５２７） Ｆ：ＣＣＣＣＴＴＴＴＣＡＴＣＴＣＴＧＣＣＴＴＣ；Ｒ：ＧＧＧＡＣＡＣＣＡＣＧＡＣＡＡＴＡＡＣＣＴ ６１ １１４
ＮＦ－κＢ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＥＵ３９９８１７） Ｆ：ＣＧＧＧＧＡＣＴＡＣＧＡＣＣＴＧＡＡＴＧ；Ｒ：ＣＡＡＡＧＡＴＧＧＧＧＴＧＡＧＡＧＡＧＧＡ ５９ １０７
ＩκＢ－α（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＮＭ＿００１００５１５０．１） Ｆ：ＴＣＣＡＣＴＴＧＧＣＧＧＴＧＡＴＣＡ；Ｒ：ＡＴＣＡＣＡＧＣＣＡＧＣＴＴＣＣＡＧＡＡＧ ５７ ６５
ＭｙＤ８８（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＸＭ＿００５６６９３６２．１） Ｆ：ＴＧＣＧＴＣＴＧＧＴＣＣＡＴＴＧＣＴ；Ｒ：ＴＣＡＣＡＴＴＣＣＴＴＧＣＴＴＴＧＣ ５４ ９５

　　注：Ｔｍ为增色效应达到最大值的１／２时的温度，即ＤＮＡ的熔解温度（或熔点）。

１．２．５　Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ　提取细胞总ＲＮＡ，然后按照反转录
说明书于冰上配制反应液，反转录结束后按下列组分配制荧

光定量 ＰＣＲ反应液：１２．５μＬＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑⅡ（Ｔｌｉ
ＲｎａｓｅＨ Ｐｌｕｓ）（２×），各 ０．７ μＬ ＰＣＲ 上 下 游 引 物
（１０μｍｏｌ／Ｌ），２．０μＬ模板，９．１μＬｄＨ２Ｏ，将上述反应液加入
０．２ｍＬ八联排管中混匀，离心，在 Ｂｉｏ－ＲａｄＲｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲ
仪上进行反应，反应程序设置如下：９５℃ ３０ｓ；９５℃ ５ｓ，Ｔｍ
２０ｓ，７２℃ ３０ｓ，４０个循环；溶解曲线５５℃ ３０ｓ，８１个循环。
结束后保存数据，并计算各指标的ｍＲＮＡ相对表达量。
１．２．６　酶联免疫吸附试验（ＥＬＩＳＡ）检测　采集不同时期各
处理组的细胞培养上清液，用 ＥＬＩＳＡ试剂盒检测 ＩκＢ－α、
ＮＦ－κＢ及炎性因子 ＩＬ－１、ＴＮＦ－α的含量。
１．２．７　数据处理　本试验中的所有数据均用 ＳＰＳＳ１６．０进
行统计分析，试验结果以平均值±标准差（ｘ±ｓ）表示，用单因
素方差分析比较各组均值的差异显著性。

２　结果与分析

２．１　转染 ｓｈＲＮＡ质粒后 ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞中泛素基因的表达
情况

根据２４、４８ｈ的反应循环数（ＣＴ值），计算ｓｈＲＮＡ质粒转
染ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞后 Ｕｂ基因的 ｍＲＮＡ相对表达量。如图１
所示，ＵＢＣ－ｓｕｓ－２６３的ｓｈＲＮＡ质粒对泛素基因的沉默效果
较好，在２个时间点中，其表达量均仅为空白细胞组的２％，
表现出极显著差异（Ｐ＜０．０１）。

２．２　ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞中 ＴＬＲ４、ＮＦ－κＢ、ＩκＢ－α及 ＭｙＤ８８的
ｍＲＮＡ表达量

由图２－Ａ可以看出，ｓｈＲＮＡ质粒转染 ＩＰＥＣ－Ｊ２后，细
胞内的ＴＬＲ４表达量明显降低，相较于对照组显示出极显著
差异，在２４ｈ时降至最低值。而空白质粒组转染后细胞内的

ＴＬＲ４表达量较空白细胞组略微升高，６ｈ时差异极显著，２４ｈ
时差异显著，其他时间点差异不明显。由图２－Ｂ可以看出，
ｓｈＲＮＡ质粒表达载体转染ＩＰＥＣ－Ｊ２后，细胞内的 ＮＦ－κＢ表
达量明显降低，相较于对照组表现出极显著差异，在１２ｈ时
降至最低值。而空白质粒组转染后细胞内的ＮＦ－κＢ表达量
较空白细胞组升高，在６ｈ时与对照组相比差异显著，１２、４８ｈ
与空白对照组相比表现出极显著差异。由图 ２－Ｃ可以看
出，ｓｈＲＮＡ质粒转染 ＩＰＥＣ－Ｊ２后，细胞内的 ＩκＢ－α表达量
明显降低，相较于对照组表现出极显著差异，在２４ｈ时降至
最低值。而空白质粒组转染后细胞内的 ＩκＢ－α表达量较空
白细胞组呈上升趋势，１２、２４ｈ时与空白对照组差异显著，
４８ｈ时差异极显著。由图２－Ｄ可以看出，ｓｈＲＮＡ质粒转染
ＩＰＥＣ－Ｊ２后，细胞内的 ＭｙＤ８８表达量明显降低，相较于对照
组显示出极显著差异，在４８ｈ时降至最低值。而空白质粒组
在６、４８ｈ时细胞内的ＭｙＤ８８表达量较空白细胞组略微升高，
而１２、２４ｈ时的表达量略微降低，与空白对照组间差异不
显著。

２．３　ＩＰＥＣ－Ｊ２细胞中细胞因子的ＥＬＩＳＡ检测结果
由图３－Ａ可以看出，在各时间点，ｓｈＲＮＡ质粒转染组细

胞中的ＮＦ－κＢ含量明显低于空白细胞组、空白质粒转染组，
６ｈ时与空白组间差异极显著，其余时间均显示出显著差异。
由图３－Ｂ可以看出，在转染１２～４８ｈ，ｓｈＲＮＡ质粒转染组细
胞中的ＩκＢ－α含量明显低于空白细胞组、空白质粒转染组，
并在１２、４８ｈ时与空白对照间显示出显著差异，２４ｈ时差异
极显著。由图３－Ｃ可以看出，在各时间点，ｓｈＲＮＡ质粒转染
组细胞中的ＴＮＦ－α含量明显低于空白细胞组、空白质粒转
染组，并在６、２４、４８ｈ时与空白对照组间显示出极显著差异，
１２ｈ时差异显著。由图３－Ｄ可以看出，在各时间点，ｓｈＲＮＡ
质粒转染组细胞中的 ＩＬ－１含量明显低于空白细胞组、空白
质粒转染组，并在２４、４８ｈ时与对照组显示出极显著差异，在
６、１２ｈ时与空白对照组间差异显著。

３　讨论

　　在ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通路中，泛素扮演着重要的角色，
研究认为，很多泛素化抑制因子可以作为治疗许多疾病的新

靶点［１１－１４］。Ｍａｒｆｅｌｌａ等的研究表明，通过免疫组织化学方法
和酶联免疫分析的方法，应用罗格列酮抑制泛素 －蛋白酶体
途径，可以通过减少ＩκＢ（转录核因子 κＢ抑制子）的降解，从
而抑制与ＮＦ－κＢ相关的炎症过程［１５］。目前，针对泛素蛋白

酶体系统的生物学靶点已经在蛋白酶体抑制剂与Ｅ１（泛素活
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化酶）、Ｅ２（泛素结合酶）、Ｅ３（泛素连接酶）方面得到扩展。
在大多数肿瘤细胞中，泛素分子都呈高表达状态［１６］。

Ｃｈｏｏｎｇｓｅｏｂ等通过降低泛素 ＵＢＢ基因的表达量而成功抑制
了体内、外肿瘤细胞的生长，其机制是通过促进细胞凋亡及调

节ＮＦ－κＢ分子通路实现的［１７－１８］。因此可见，泛素化是调节

ＮＦ－κＢ活化的一种重要机制。
在本试验中，通过构建 ｓｈＲＮＡ质粒对泛素基因进行沉

默，下调或终止其表达，可以达到抑制泛素蛋白合成的目的，

研究转染该质粒后对猪小肠上皮细胞中 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号
通路的作用。结果显示，细胞内 ＴＬＲ４的 ｍＲＮＡ表达量比空
白对照组和空白质粒转染组低，随着转染时间增加，表达量逐

渐降低，并在２４ｈ时降至最低值；ＮＦ－κＢ的ｍＲＮＡ表达量也
明显低于空白细胞组和空白质粒转染组，在１２ｈ时降至最低
值后逐渐升高，但仍低于空白细胞组中的 ＮＦ－κＢ含量；
ＩκＢ－α、ＭｙＤ８８的ｍＲＮＡ表达量也都低于同组的空白细胞组
和空白质粒转染组，并且随着转染时间的增加，ｍＲＮＡ的表达
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量逐渐降低，均在２４ｈ时出现最小值。试验结果表明，泛素
基因沉默以及泛素的表达量下调，对 ＴＬＲ４／ＮＦ－κＢ信号通
路起到了抑制作用，各下游分子的表达量均出现降低，其抑制

作用很可能是通过抑制泛素化降解ＩκＢ而实现的。
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