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犅犅犐抑制犔犘犛诱导的肠道上皮细胞炎性因子的表达
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［摘　要］　目的　探讨大豆来源的胰蛋白酶抑制剂（ＢＢＩ）对ＬＰＳ诱导的肠道上皮细胞炎性因子表达的抑制作用

及其机制。方法　用 ＭＴＴ法检测ＬＰＳ和ＢＢＩ对肠道上皮细胞的毒性作用。先用ＢＢＩ预处理肠道上皮细胞，再用

ＬＰＳ刺激，采用实时荧光定量ＰＣＲ检测细胞内炎性因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８和 ＭＣＰ１）的表达，通过ＮＦκＢｌｕｃ荧

光素酶质粒和蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）检测ＮＦκＢ的活性。结果　ＬＰＳ最大浓度（１００００ｎｇ／ｍＬ）和ＢＢＩ最大

浓度（１０００μｇ／ｍＬ）对细胞均无毒性作用。ＬＰＳ处理可显著地上调肠道上皮细胞炎性因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８和

ＭＣＰ１）的表达，其上调作用和ＬＰＳ的浓度成正相关；ＬＰＳ处理肠道上皮细胞３ｈ后炎性因子表达最高，随时间延

长有所下降；ＬＰＳ对肠道上皮细胞炎性因子的上调作用具有剂量和时间效应；ＢＢＩ预处理肠道上皮细胞６ｈ时，ＢＢＩ

对ＬＰＳ诱导肠道上皮细胞炎性因子表达的抑制作用最明显，且具有剂量效应。结论　通过对肠道上皮细胞内ＮＦκＢ

的抑制，ＢＢＩ能够显著地抑制ＬＰＳ诱导炎症因子的表达。

［关　键　词］　胰蛋白酶抑制剂；ＢＢＩ；肠道上皮细胞；炎性反应；ＮＦκＢ
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　　慢性系统性炎症及免疫激活是促进人类免疫缺

陷病毒 （ｈｕｍａｎｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙｖｉｒｕｓｔｙｐｅ１，

ＨＩＶ１）感染和艾滋病（ａｃｑｕｉｒｅｄｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ

ｓｙｎｄｒｏｍｅ，ＡＩＤＳ）进展的主要因素之一。由于肠道

中存在大量被细菌及其产物激活的ＣＤ４＋Ｔ细胞—

ＨＩＶ１感染的主要靶细胞，肠道系统成为病毒进入

机体后的首要和主要场所［１］。由于受到 ＨＩＶ１的

攻击，肠道内大量的 ＣＤ４＋Ｔ细胞死亡，防御力降

低，菌群失调，细菌及其产物如内毒素（ＬＰＳ）大量增

加［２３］。上述变化引起肠道炎症，肠壁黏膜通透性增

加，细菌及其产物 ＬＰＳ易位（Ｍｉｃｒｏｂｉａｌｔｒａｎｓｌｏｃａ

ｔｉｏｎ），进入血液循环
［４］。ＬＰＳ能刺激单核巨噬细胞

产生和释放包括ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８和ＭＣＰ１在内

的炎性因子，造成全身性炎症和免疫激活（ｓｙｓｔｅｍｉｃ

ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄｉｍｍｕｎｅａｃｔｉｖａｔｉｏｎ）
［５６］。因此，机

体内更多ＣＤ４＋Ｔ细胞被激活，成为 ＨＩＶ１的靶细

胞，病毒得以大量繁殖，ＣＤ４＋Ｔ细胞被逐渐消耗，疾

病进程加速［７］。尽管抗逆转录病毒治疗（ａｎｔｉｒｅｔｒｏ

ｖｉｒａｌｔｈｅｒａｐｙ，ＡＲＴ）能显著地抑制感染者体内

ＨＩＶ１的复制，降低发病率和病死率，但患者体内

的慢性炎症和免疫激活依然存在［８］，是导致 ＨＩＶ１

在感染者体内持续存在，ＣＤ４＋Ｔ细胞不断丢失的主

要原因［９］。因此，干预 ＨＩＶ１感染造成的肠道炎症

及免疫激活是目前ＡＩＤＳ研究的重点。

胰蛋白酶抑制剂（ｓｏｙｂｅａｎｄｅｒｉｖｅｄＢｏｗｍａｎ

Ｂｉｒｋｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ＢＢＩ）是大豆中富含的一类具有耐酸

性的胰蛋白酶抑制剂，存在于豆奶等许多豆制品中，

具有较好的抗炎功效［１０］。口服ＢＢＩ即显示出良好

的免疫调节作用，对自身免疫性疾病有较好的潜在

治疗效果［１１］。我们的前期工作显示，ＢＢＩ能显著地

激活巨噬细胞内抗病毒天然免疫，从而抑制 ＨＩＶ１

的感染和复制［１２］。本研究以抑制细菌内毒素ＬＰＳ

造成的肠道上皮细胞炎症为目的，选择既有抗炎作

用又能抑制ＨＩＶ１的天然产物ＢＢＩ，研究ＢＢＩ是否

能抑制ＬＰＳ诱导的肠道上皮细胞炎性因子的表达，

并探讨相关机制。

１　材料与方法

１．１　试剂　ＬＰＳ购于美国ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ公司，其效价

为１０６ＥＵ／ｍｇ（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｕｎｉｔ／ｍｇ），用无内毒素的水

溶解ＬＰＳ（１０μｇ／μＬ），保存于－８０℃；ＢＢＩ购于美国

ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，其纯度＞９０％，用高压灭菌双蒸

水溶解ＢＢＩ（１０ｍｇ／ｍＬ），保存于－８０℃；ＴＲＩｒｅａｇｅｎｔ

购于美国ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司；ＳｓｏＡｄｖａｎｃｅｄ
ＴＭ Ｕｎｉ

ｖｅｒｓａｌＩｎｈｉｂｉｔｏｒＴｏｌｅｒａｎｔＳＹＢＲ○
Ｒ
ＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ购

于美国ＢＩＯＲＡＤ公司；３（４，５二甲基噻唑２）２，

５二苯基四氮唑溴盐［３（４，５ｄｉｍｅｔｈｙｌ２ｔｈｉａｚｏｌｙｌ）

２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌ２Ｈｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ，噻 唑 蓝，

ＭＴＴ］购于上海生物工程有限公司，用ＰＢＳ溶解

ＭＴＴ（５ｍｇ／ｍＬ），保存于－２０℃。

１．２　毒性实验　用ＭＴＴ法检测ＬＰＳ和ＢＢＩ对肠道

上皮细胞（ＨＴ２９细胞，人直结肠癌细胞系）的毒性作

用。在９６孔细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ，ＵＳＡ）中按１０
４

个／孔培养肠道上皮细胞，１２ｈ后用不同浓度的ＬＰＳ

（０、０．１、１、１０、１００、１０００、１００００ｎｇ／ｍＬ）或ＢＢＩ（０、２５、

５０、１００、２００、４００、６００、１０００μｇ／ｍＬ）处理细胞７２ｈ。

按体积比１∶１０混合 ＭＴＴ溶液和ＤＭＥＭ（Ｇｉｂｉｃｏ，

ＵＳＡ）培养基，每孔加入１００μＬ，４ｈ后弃上清，加入

１５０μＬＤＭＳＯ，７００ｒ／ｍｉｎ震荡１０ｍｉｎ，用全自动多功

能酶标仪（在波长４９０ｎｍ处）检测吸光度值。

１．３　细胞培养　用ＤＭＥＭ 完全培养基 ［含１０％

胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ，ＵＳＡ）、１％青链霉素双抗、和１％

谷氨酰胺］培养肠道上皮细胞，置于３７℃５％ ＣＯ２

细胞培养箱中培养。在４８孔细胞培养板（Ｃｏｒｎｉｎｇ，

ＵＳＡ）中按１０５ 个／孔培养肠道上皮细胞２４ｈ后，用

ＬＰＳ（１０ｎｇ／ｍＬ）处理细胞０、３、６、１２或２４ｈ，此外

用不同浓度的ＬＰＳ（０、０．１、１、１０ｎｇ／ｍＬ）处理细胞

３ｈ。在ＢＢＩ抑制实验中，先用１００μｇ／ｍｌＢＢＩ处理

细胞不同时间（０、１、３、６、１２ｈ），或不同浓度ＢＢＩ

（２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）预处理细胞６ｈ，再用 ＬＰＳ

（１０ｎｇ／ｍＬ）处理细胞３ｈ。

１．４　逆转录和实时定量ＰＣＲ检测炎性因子 ｍＲ

ＮＡ　用Ｔｒｉｒｅａｇｅｎｔ提取细胞总ＲＮＡ，并用ＮＡＮ

ＯＤＲＯＰ２０００超微量分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆ

ｉｃ）检测ＲＮＡ浓度。根据厂家（Ｐｒｏｍｅｇａ公司）说明

书方法，用ＡＭＶ逆转录酶、ＲＮＡ酶抑制剂和随机

引物对ＲＮＡ进行逆转录。逆转录反应条件为３７℃

１ｈ，然后９５℃５ｍｉｎ终止反应，反应产物４℃保存。

实时荧光定量ＰＣＲ用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＳｕｐｅｒｍｉｘ（Ｂｉｏ

Ｒａｄ公司）试剂盒，反应条件为９５℃１ｍｉｎ，９５℃

５ｓ→６０℃１０ｓ，４０个循环。所使用的引物见表１。

Ｃｔ值相对ＣＡＰＤＨ进行均一化，采用２－△△Ｃｔ法计算

ｍＲＮＡ的表达水平。

·４９８· 中国感染控制杂志２０１７年１０月第１６卷第１０期　ＣｈｉｎＪＩｎｆｅｃｔＣｏｎｔｒｏｌＶｏｌ１６Ｎｏ１０Ｏｃｔ２０１７



表１　实时荧光定量ＰＣＲ引物序列

犜犪犫犾犲１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｆｏｒｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

基因名称 正向引物 反向引物

ＧＡＰＤＨ ＧＧＴＧＧＴＣＴＣＣＴＣＴＧＡＣＴＴＣＡＡＣＡ ＧＴＴＧＣＴＧＴＡＧＣＣＡＡＡＴＴＣＧＴＴＧＴ

ＴＮＦα ＴＧＴＡＧＣＣＣＡＴＧＴＴＧＴＡＧＣＡＡＡＣＣ ＧＡＧＧＡＣＣＴＧＧＧＡＧＴＡＧＡＴＧＡＧＧＴＡ

ＩＬ１β ＣＣＴＧＴＣＣＴＧＣＧＴＧＴＴＧＡＡＡＧＡ ＧＧＧＡＡＣＴＧＧＧＣＡＧＡＣＴＣＡＡＡ

ＩＬ８ ＧＧＣＡＣＡＡＡＣＴＴＴＣＡＧＡＧＡＣＡＧ ＡＣＡＣＡＧＡＧＣＴＧＣＡＧＡＡＡＴＣＡＧＧ

ＭＣＰ１ ＣＡＴＡＧＣＡＧＣＣＡＣＣＴＴＣＡＴＴＣＣ ＴＣＴＧＣＡＣＴＧＡＧＡＴＣＴＴＣＣＴＡＴＴＧＧ

１．５　荧光素酶实验　ｐＮＦκＢＬｕｃ质粒含有ＮＦκＢ

启动子，启动子下游连接荧光素酶基因。用１２孔细

胞培养板培养肠道上皮细胞（３×１０５ 个／孔），待细胞

长满孔底８０％后转染质粒。按照厂家说明书用ｌｉ

ｐｏ３０００转染试剂（ＩｎｖｉｖｏＧｅｎ，ＵＳＡ）转染质粒，转染

６ｈ后用１×ＰＢＳ洗２次，ＢＢＩ（２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）预

处理细胞６ｈ后，再用ＬＰＳ（１０ｎｇ／ｍＬ）处理细胞，

１２ｈ后用１×ＰＢＳ洗涤细胞２次，加入１００μＬ的

１×ｃｅｌｌｌｙｓｉｓｂｕｆｆｅｒ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）裂解细胞。通

过检测细胞中ｐＮＦκＢＬｕｃ质粒表达的荧光素酶活

性检测细胞中 ＮＦκＢ的激活情况。荧光素酶活性

用荧光素酶试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）在全自动多功

能酶标仪上检测。荧光素酶活性检测结果用处理组

和未处理组检测值的比值，即相对光单位表示。

１．６　蛋白质印迹法（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ）　在６孔板中按

１×１０６ 个／孔培养 ＨＴ２９细胞，进行处理后按照说

明书用ＲＩＰＡ 裂解液（碧云天）提取细胞蛋白。用

１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ胶分离２０μｇ蛋白，然后转移至

ＰＶＤＦ膜，用稀释后的ＰｈｏｓｐｈｏＮＫκＢ（Ｓｅｒ５３６）抗

体（１∶１０００）（碧云天）４℃孵育过夜，充分洗涤后用

辣根过氧化物酶标记的羊抗兔二抗孵育，再用增强

型化学发光剂ＥＣＬ（碧云天）在化学发光成像仪上显

影。用ＩｍａｇｅＪ图像分析软件进行分析。

２　结果

２．１　ＬＰＳ和ＢＢＩ对肠道上皮细胞无毒性作用　用

不同浓度的ＬＰＳ或ＢＢＩ处理肠道上皮细胞７２ｈ，

ＭＴＴ法检测细胞活性，将未处理的细胞在波长

４９０ｎｍ 处的吸光度值定为１．０，以此计算处理细胞

和未处理细胞的百分比值，重复３次实验，每次实验

的三个复孔取均值±标准差，见图１。处理的细胞和

未处理细胞的活性相比，差异无统计学意义（犘＞

０．０５），ＬＰＳ最大浓度（１００００ｎｇ／ｍＬ）和ＢＢＩ最大浓

度（１０００μｇ／ｍＬ）对细胞均无毒性作用。
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　　Ａ：不同浓度ＬＰＳ处理肠道上皮细胞７２ｈ；Ｂ：不同浓度ＢＢＩ处理肠道上皮细胞７２ｈ

图１　ＬＰＳ和ＢＢＩ对肠道上皮细胞细胞的毒性作用

犉犻犵狌狉犲１　ＣｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｅｆｆｅｃｔｏｆＬＰＳａｎｄＢＢＩｏｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ

２．２　ＢＢＩ抑制ＬＰＳ诱导的炎性因子的表达　提取

细胞总ＲＮＡ，实时荧光定量ＰＣＲ检测细胞ＴＮＦα、

ＩＬ１β、ＩＬ８、ＭＣＰ１和内参ＧＡＰＤＨ的ｍＲＮＡ表达

水平，数据采用２－△△Ｃｔ法计算，重复３次实验，取均

值±标准差。见图２。ＬＰＳ处理可显著地上调肠道

上皮细胞炎性因子（ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８和 ＭＣＰ１）

的表达，其上调作用和 ＬＰＳ的浓度成正相关（图

２Ａ）。ＬＰＳ处理肠道上皮细胞３ｈ后炎性因子表达
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最高，随时间延长有所下降（图２Ｂ）。ＬＰＳ对肠道上

皮细胞炎性因子的上调作用具有剂量和时间效应。

ＢＢＩ预处理肠道上皮细胞６ｈ时，ＢＢＩ对ＬＰＳ诱导

肠道上皮细胞炎性因子表达的抑制作用最明显，且

具有剂量效应（图２Ｄ）。

２．３　ＢＢＩ抑制ＬＰＳ对ＮＦκＢ的活化　用１０ｎｇ／ｍＬ

ＬＰＳ处理肠道上皮细胞，ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ分别检测细

胞中ｐＮＦκＢ、总ＮＦκＢ，以及内参βａｃｔｉｎ，ＬＰＳ可

激活肠道上皮细胞ＮＦκＢ，ＬＰＳ对ＮＦκＢ的激活在

１ｈ内达到峰值（见图３Ａ）。ＮＦκＢ的激活水平和

ＬＰＳ的剂量成正相关，ＢＢＩ可显著地抑制 ＬＰＳ对

ＮＦκＢ的激活（见图３Ｂ）。
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　　Ａ：不同浓度ＬＰＳ处理肠道上皮细胞３ｈ；Ｂ：用１０ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理肠道上皮细胞不同时间；Ｃ：先用１００μｇ／ｍＬＢＢＩ预处

理肠道上皮细胞不同时间（０、１、３、６、１２ｈ），再用１０ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理３ｈ；Ｄ：不同浓度ＢＢＩ预处理肠道上皮细胞６ｈ，再用

１０ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理３ｈ；：犘＜０．０５；：犘＜０．０１；：犘＜０．００１；：犘＜０．０００１

图２　ＢＢＩ抑制ＬＰＳ诱导肠道上皮细胞炎性因子表达

犉犻犵狌狉犲２　ＢＢＩｉｎｈｉｂｉｔｓＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎｉｎｔｅｓｔｉｎａｌｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
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　　Ａ：用１０ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理肠道上皮细胞不同时间；Ｂ：将ｐＮＦ

κＢｌｕｃ质粒转入肠道上皮细胞后，按图中所示剂量ＬＰＳ刺激１２ｈ，或

按图中所示ＢＢＩ剂量预处理６ｈ，再用１０ｎｇ／ｍＬＬＰＳ刺激１２ｈ，检

测荧光素酶活性；：犘＜０．０１；：犘＜０．００１

图３　ＢＢＩ抑制ＬＰＳ诱导的ＮＦκＢ活化

犉犻犵狌狉犲３　ＢＢＩｉｎｈｉｂｉｔｓＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＮＦκＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎ

３　讨论

肠道黏膜炎症是 ＨＩＶ１感染的主要特症之一。

肠道炎症会导致肠道菌群失调，肠壁通透性增加和

微生物易位，细菌产物如ＬＰＳ进入血循环
［１３１４］。通

过结合到单核巨噬细胞表面ＴＬＲ４和ＣＤ１４受体，

ＬＰＳ可激活细胞ＮＦκＢ信号通路，刺激细胞产生大

量炎性因子［１５］，包括ＴＮＦα、ＩＬ１β、ＩＬ８和ＭＣＰ１，

这些炎性因子被释放到血循环中［１６］。持续性的炎

性反应会导致肠道黏膜组织、免疫结构以及天然屏

障破坏，进一步促使肠道微生物易位［１７］，形成恶性

循环。除免疫细胞外，肠道内非免疫细胞也可产生

炎性因子［１８１９］。本组数据显示，ＬＰＳ可诱导肠道上

皮细胞产生大量的炎性因子，ＬＰＳ诱导炎症具有剂

量和时间效应。与我们先前研究ＬＰＳ诱导脑微血

管内皮细胞炎性因子表达结果一致，炎症因子表达

随着时间逐渐降低［２０］，可能是由于ＬＰＳ随时间效

价降低，以及ｍＲＮＡ翻译完成后发生降解导致的。

ＬＰＳ通过ＮＦκＢ通路诱导炎性因子的表达，且ＬＰＳ

的促炎作用急促，在１５ｍｉｎ时便能显著激活肠道上

皮细胞 ＮＦκＢ。ＢＢＩ预处理能有效地抑制细胞内

ＮＦκＢ的激活以及炎性因子的表达。我们推断ＢＢＩ

通过抑制ＬＰＳ对 ＮＦκＢ的激活，从而抑制ＬＰＳ诱

导的肠道上皮细胞炎性因子表达。

本研究发现，ＬＰＳ能明显地激活肠道上皮细胞

内ＮＦκＢ，上调肠道上皮细胞表达 ＴＮＦα、ＩＬ１β、

ＩＬ８和 ＭＣＰ１，此种激活和上调具有剂量和时间效

应。天然制剂大豆来源的胰蛋白酶抑制剂ＢＢＩ能

抑制ＬＰＳ诱导的肠道上皮细胞 ＮＦκＢ的激活，以

及炎性因子的表达。高浓度ＢＢＩ（１０００μｇ／ｍＬ）对

肠道 上 皮 细 胞 无 毒 性 作 用，而 低 浓 度 ＢＢＩ

（２５μｇ／ｍＬ）预处理肠道上皮细胞可显著抑制ＬＰＳ

诱导的炎性因子的表达，ＢＢＩ对ＬＰＳ的抑制作用具

有剂量效应。上述结果为ＢＢＩ抑制ＬＰＳ诱导肠道

上皮细胞炎性反应机制提供了实验依据。
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