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摘 要：【目的】探讨上调 pellino-1在Kupffer细胞（KC）内毒素耐受时对肿瘤坏死因子受体相关因子 3（TRAF3）泛素化、

促分裂原活化蛋白激酶（MAPK）信号通路及下游细胞因子分泌情况的影响。【方法】分离、培养 C57BL/6小鼠 KC，随机分

为 2组：①空载对照组：转染空载质粒 48 h后，先给予小剂量 LPS（10 ng/mL）刺激 24 h，再给予大剂量 LPS（300 ng/mL）刺激。

②过表达组：过表达 pellino-1慢病毒转染 48 h后，先给予小剂量 LPS（10 ng/mL）刺激 24 h，再给予大剂量 LPS（300 ng/mL）刺

激。两组分别于处理后 0、5、10、30、60 min收获细胞，蛋白质免疫印迹试验（Western blot）检测 pellino-1、K48泛素化（K48
ubiquitin，K48-Ub）、TRAF3、JNK 、p-JNK、p38、p-p38蛋白水平表达变化；酶联免疫吸附法（ELISA）检测细胞培养上清液中

IL-1β、TNF-α及 IL-10的分泌情况。【结果】与空载对照组相比，过表达组 pellino-1蛋白表达量在各个时间点均明显升高；

K48-Ub水平明显升高；TRAF3蛋白表达量明显降低；JNK、p38蛋白表达量没有明显变化，但 p-JNK及 p-p38蛋白表达量显

著升高；过表达组细胞上清中 IL-1β及TNF-α的量明显升高（P < 0.05），而 IL-10的量则明显降低（P < 0.05）。【结论】过表达

pellino-1可促进 TRAF3蛋白K-48泛素化降解，导致 TRAF3蛋白表达量降低，激活下游的MAPK信号，从而抑制内毒素耐受

的形成。
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Abstract：【Objective】To investigate the effect of pellino-1 gene overexpression by lentivirus vector on the ubiquitin of tumor
necrosis factor receptor- associated factors 3（TRAF3）and the activation of mitogen-activated protein kinases（MAPK）signaling
pathway in endotoxin- tolerant kupffer cells（KCs）.【Methods】 Isolated KCs of C57BL/6 mouse were randomly divided into two
groups：control group，which transfected with control lentivirus vector for 48 h，then pretreated with 10 ng/mL lipopolysaccharide
（LPS）for 24 h，and next treated with 300 ng/mL LPS；overexpression group，which transfected with pellino-1 gene overexpression
lentivirus vector for 48 h，then pretreated with 10 ng/mL lipopolysaccharide（LPS）for 24 h，and next treated with 300 ng/mL LPS.
The protein expressions of pellino-1，K48-Ub，TRAF3，p38，p-p38，c-Jun N-terminal kinase（JNK）and p-JNK were analyzed
by Western blot. The level of interleukin-1β（IL-1β），tumor necrosis factor-α（TNF-α）and interleukin-10（IL-10）in superna⁃
tants were measured by enzyme linked immunosorbent assay（ELISA）.【Results】Compared with control group，the protein expres⁃
sions of pellino-1，K48-Ub，p-JNK and p-p38 and the levels of IL-1β（P < 0.05），TNF-α（P < 0.05）in supernatants was in⁃
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脓毒症是当今世界范围内严重威胁人类健

康、导致各类急危重症和创伤患者死亡的最主要

原因之一。脓毒症的发病率和病死率很高，据统

计，在美国，住院病人中约 2％患有严重脓毒症，

其中有一半住进了重症监护室（ICU），这些患者

占了 ICU患者的 10％［1-2］。全球每年有 1 900万人

患脓毒症，其中美国至少有 75 万人，且以每年

1.5％～8％的速度持续增长［3-4］。美国每年大约

有 25万例患者死于脓毒症，是各种重症患者的首

要死亡原因［5］。内毒素耐受（endotoxin tolerance，
ET）是指预先用小剂量的脂多糖（lipopolysaccha⁃
ride ，LPS）处理机体或者细胞后，机体或细胞对

随后给予的更大剂量的LPS不产生反应或者低反

应［6］。内毒素耐受是针对脓毒症炎症反应的一种

十分重要的自身保护机制。Kupffer细胞（KC）是

定植于肝血窦内的肝脏巨噬细胞，占全身巨噬细

胞数量的 80% ~ 90%［7］。由于肠道血流会经门静

脉进入肝脏，KC会持续暴露于在来自肠道的细

菌、内毒素及微生物产物中。而内毒素耐受对KC
维持炎症反应的精密调控至关重要。因此，研究

KC潜在内毒素耐受机制可为临床脓毒症的防治

提供新思路。研究表明，内毒素耐受的形成被认

为与 TLR信号通路的多种负性调节因子表达上

调、多种促炎基因选择性的沉默、特异性针对NF-
κB途径产物的microRNA的产生以及染色质的修

饰和基因重组等因素密切相关［8-11］。Pellino-1是

近年来新发现的一种泛素连接酶，在固有免疫

细胞和获得性免疫细胞中参与蛋白降解等，与炎

症和自身免疫密切相关［12］。在 KC 内毒素耐受

中，pellino-1是否参与调节肿瘤坏死因子受体

相关因子 3（tumor necrosis factor receptor-associated
factors 3，TRAF3）的K48泛素化降解，目前还未见

报道。本研究旨在观察KC内毒素耐受时，过表达

pellino-1对TRAF3泛素化及促分裂原活化蛋白激

酶（mitogen-activated protein kinases，MAPK）信号

通路的影响，试图证明 pellino-1参与 TRAF3的泛

素化降解及MAPK信号通路的调控，以期进一步

阐明内毒素耐受形成的机制，从而为诱导内毒素

耐受治疗脓毒症提供新的思路。

1 材料与方法

1.1 材 料

健康雄性 C57BL/6小鼠，8 ~ 12周龄，体质量

（23 ± 1.8）g，共 12只，购自重庆医科大学实验动物

中心，实验符合关于重庆医科大学实验动物伦理

保护标准及国家相关法律规定。Ⅳ型胶原酶和

LPS购自购自美国 Sigma公司。DMEM培养基和

胎牛血清购自美国Hyclone公司。BCA蛋白浓度

测定试剂盒和细胞及 IP 裂解液购自碧云天试

剂公司。过表达 pellino-1的慢病毒购自上海吉凯

基因化学技术有限公司。小鼠 IL-1β、IL-10 及

TNF-α ELISA 检测试剂盒及兔抗β-actin 抗体

购自博士德公司。兔抗 pellino-1单克隆抗体购自

Cell Signaling Technology 公司。兔抗 TRAF3 单克

隆抗体、兔抗 JNK多克隆抗体、兔抗 p-JNK多克隆

抗体、兔抗 p38多克隆抗体及兔抗 p-p38多克隆抗

体购自Abcam公司。兔抗Anti-Ubiquitin，Lys48-
Specific单克隆抗体购自Millipore公司。

1.2 KC的分离、培养和鉴定

每次取 4只健康雄性 C57BL/6小鼠，乙醚吸

入麻醉，打开右侧胸腔及上腔静脉放血，PBS液灌

注肝脏，离断肝周韧带及肝门，分离肝脏，镊子快

速碎肝，0.1% Ⅳ型胶原酶消化，37 ℃水浴振荡反

应 30 min，200目金属滤网过滤获得单细胞悬液，

于 4℃、50 ×g离心 3 min，将肝实质细胞与非实质

细胞分开，获得的非实质细胞悬液，离心，弃上清，

重悬后接种于六孔板中，在 37 ℃、体积分数为

95％空气、5％CO2培养条件的孵箱中培养 2 h，换
液洗去非贴壁细胞，所得贴壁细胞即为KC［13］。流

式细胞仪检测 FITC-F4/80抗体阳性细胞数以检

测细胞纯度，吞墨实验检测细胞吞噬功能，台盼蓝

染色检测细胞活性。细胞纯度及活性均为 95%，

且吞噬功能良好。

creased in overexpression group，while the protein levels of TRAF3 and the levels of IL-10（P < 0.05）in supernatants were de⁃
creased.【Conclusion】Overexpression of pellino-1 can promote TRAF3 K48 ubiquitination degradation，decrease the protein expres⁃
sion of TRAF3，activate the downstream MAPK signaling pathway，and thus impair the formulation of endotoxin tolerance.

Key words：Kupffer cells；endotoxin tolerance；pellino-1；TRAF3
［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（5）：658-664］
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1.3 实验分组

分离、培养的 KC 随机分为两组：空载对照

组，转染空载慢病毒48 h后加入10 ng/mL LPS的含

100 mL/L胎牛血清的DMEM培养基中培养24 h，然
后改换加入 300 ng/mL LPS的DMEM培养基培养；

过表达组，过表达 Pellino-1的慢病毒转染 48 h后

给予 10 ng/mL LPS刺激 24 h，然后再给予 300 ng/
mL LPS刺激。

1.4 ELISA法检测IL-1β、TNF-α及IL-10

两组分别在处理后 0、1、6、12、24 h 收集细

胞上清，按照武汉博士德 ELISA 检测试剂盒

说明书进行检测上清中 IL-1β、IL-10 及 TNF-α
水平。

1.5 Western blot 检测 pellino-1、TRAF3、K48-

Ub、p38、p-p38、JNK及p-JNK蛋白表达

两组细胞分别作用 0、5、10、30、60 min 后，

PBS洗涤，每孔加入含 1% PMSF的细胞及 IP裂解

液 200 μL裂解细胞，4℃下 12 000 r/min（r = 8 cm）
离心 10 min获取细胞总蛋白，BCA法检测蛋白浓

度，制备蛋白样品，80 V恒定电压电泳 30 min后调

节为 120 V继续电泳 90 min，切胶、转膜，5%脱脂

奶粉封闭，孵育一抗、二抗，ECL显色，BioRad系统

曝光，Quantity one分析图片。

1.6 统计学分析

各实验均重复 3次，采用 SPSS 17.0统计软件

处理数据，计量资料以均数±标准差（x ± s）表示，

应用方差分析进行统计学检验，两两比较采用

LSD-t检验，P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果

2.1 两组KCs中Pellinio-1的蛋白表达变化

在 0 min时，过表达组KC内的 Pellino-1的蛋

白表达明显高于空载对照组（P＜0.05），表明慢病

毒转染成功。同时，两组KC内Pellino-1的蛋白表

达均随着时间的推移而逐渐降低，且过表达组的

蛋白水平在各个时间点均显著高于空载对照组

（P＜0.05；图 1）。

Western blot show that lentivirus infection can increase the protein levels of pellino-1 in endotoxin-tolerant KCs. n = 3，1）P＜
0.05 vs Control

图 1 两组KC内各时间点pellino-1的蛋白表达

Fig.1 Protein levels of pellino-1 in two groups
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2.2 两组KC中K48泛素化（K48-Ub）水平的变化

两组 KC内 K48-Ub水平随时间的推移均逐

渐降低，且在 0 min时无明显差异（P＞0.05）；而在

其余时间点时，过表达组 K48-Ub水平显著高于

空载对照组（P＜0.05；图 2）。

2.3 两组KC中TRAF3的蛋白表达变化

空载对照组KC中 TRAF3蛋白表达水平随时

间推移无明显变化；而过表达组 TRAF3的表达随
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着时间的推移逐渐降低。在 0 min 两组 TRAF3蛋

白水平无显著差异（P＞0.05），而在其余时间点，过

表达组则显著低于空载对照组（P＜0.05；图3）。
2.4 两组KC中MAPK信号通路的变化

两组 KC中 p38及 JNK的蛋白表达水平无显

著变化，而 p-p38及 p-JNK的蛋白表达量则随着

时间推移逐渐升高，且过表达组 p-p38及 p-JNK
的蛋白表达显著高于空载对照组（P＜0.05；图 4）。

2.5 两组细胞上清中炎症因子变化情况

随着时间的推移，空载对照组上清中 IL-1β、

Western blot show that over-expression of pellino-1 can increase the levels of K48-Ub in endotoxin-tolerant KCs. n = 3，
1）P＜0.05 vs Control

图 2 两组KC内各时间点K48泛素化水平

Fig.2 Protein expressions of K48-Ub in two groups
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Western blot show that over-expression of pellino-1 can decrease the levels of TRAF3 in endotoxin-tolerant KCs. n = 3, 1)P＜
0.05 vs Control.

图 3 两组各时间点TRAF3的蛋白表达

Fig.3 Protein expressions of TRAF3 in two groups
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TNF-α均增加不明显，IL-10显著增加；而过表达

组上清中 IL-1β、TNF-α显著增加，而 IL-10增加

不明显。在 0 h时间点，两组细胞上清中 IL-1β水
平无统计学差异（P＞0.05），在 1、6、12及 24 h时

间点，过表达组显著高于空载对照组（P＜0.05）。

对于 TNF-α，在 0及 1 h，两组无统计学差异（P＞

0.05），在 6、12及 24 h，过表达组明显高于空载对

照组（P＜0.05）。IL-10水平在 0、1、6、12及 24 h
均具有统计学差异，过表达组显著低于空载对照

组（P＜0.05；图 5）。

3 讨 论

目前许多在内毒素耐受中扮演重要角色的

关键蛋白逐渐被发现。同时，大量研究表明，内毒

素耐受与蛋白的泛素化修饰密切相关。Lee 等［14］

的研究发现：革兰阳性菌细胞壁成分胞壁酰二肽

（muramyl dipeptide，MDP）诱导的内毒素耐受可导

致 Nod2 蛋白的降解，该过程与其多聚泛素化有

关。Perkins 等［15］的研究发现：直接 LPS刺激可导

Western blot show that over-expression of pellino-1 can increase the levels of p-JNK and p-P38 in endotoxin-tolerant KCs.
n = 3，1）P＜0.05 vs Control.

图 4 两组各时间点MAPK信号通路的蛋白表达

Fig.4 Protein expressions of MAPK signaling pathway in two groups at different times
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致蛋白激酶 R（protein kinase R，PKR）先后发生

K63及K48泛素化；而在内毒素耐受状态下，PKR
则以K48泛素化占主导。Chang等［16］的研究则发

现：内毒素耐受树突状细胞中 IL-10的产生依赖

于 髓 样 分 化 因 子 88（myeloid differentiation fac⁃
tor88，MyD88）途径，该过程与MyD88的泛素化降

解有关。

Pellino-1 是近年来新发现的一种泛素连接

酶，在固有免疫细胞和获得性免疫细胞中参与蛋

白的泛素化调控，且与炎症的调控及肿瘤的发生

密切相关。Jeon等［17］研究发现：pellino-1通过调

控 Slug 及 Snail 蛋白的 K63 多聚泛素化，从而促

进肺部肿瘤的发生。同时，pellino-1也可通过促

进 BCL6蛋白的K63多聚泛素化从而促进淋巴瘤

的产生［18］。在实验性自身免疫性脑脊髓炎中，

pellino-1参与小神经胶质细胞中 toll样受体（toll-
like receptor，TLR）信号通路的调控，从而促进

TRAF3的K48泛素化降解［19］。单次大剂量内毒素

刺激时，pellino-1的mRNA及蛋白表达升高。而

在单核-巨噬细胞内毒素耐受时 pellino-1的表达

则明显受到抑制，同时 pellino-1可促进 IRAK-1、
TBK-1、TAK-1及TRAF6的K63多聚泛素化，从而

正性调控TLR2及TLR4信号通路［20］。本课题组前

期研究发现［21］：一次性大剂量 LPS刺激Raw264.7
细胞时，利用 shRNA下调 pellino-1的表达可减少

TRAF3的 K48泛素化降解，从而抑制MAPK信号

通路的激活，使细胞形成类似内毒素耐受的状

态。然而，内毒素耐受时，上调 pellino-1的表达能

否逆转耐受状态，目前还不得而知。

本研究通过分离 KCs，利用过表达 pellino-1
慢病毒转染进行转染，再诱导其发生内毒素耐受，

进而检测 pellino-1、K48-Ub、TRAF3、MAPK 蛋白

水平变化以及 IL-1β、TNF-α及 IL-10 的分泌情

况，结果发现：利用慢病毒可成功上调 pellino-1的
表达，且在内毒素耐受时其表达逐渐降低。过表

达内毒素耐受 KCs 内 pellino-1 水平后，细胞内

K48-Ub的表达显著增加，TRAF3水平明显下降，

p-p38及p-JNK蛋白水平明显上调，促炎因子 IL-1
和 TNF-α分泌显著增加，抗炎因子 IL-10的分泌

显著降低。上述结果提示：KCs 内毒素耐受时，

pellino-1可促进 TRAF3的泛素化降解，从而正性

调节MAPK信号通路激活。
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