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　　摘要:目的　研究高温和内毒素 (LPS)双重因素对巨噬细胞 IL-1β mRNA表达的影响。 方法　采用体外培养的

巨噬细胞系 RAW264.7细胞 , 分为常温 (37℃)对照组 , 高温 (40℃)对照组 , 37℃ +LPS组 , 38℃ +LPS组 , 39℃

+LPS组和 40℃+LPS组。在含 95%O2和 5%CO2条件下培养 1、 2、 3 h后 , TRIZOL提取细胞总 RNA, 核酸蛋白分

析仪检测 RNA的浓度和纯度 , 琼脂糖凝胶电泳分析 RNA的完整性 , RT-PCR方法检测巨噬细胞 IL-1β mRNA的表达。

结果　在提取的总RNA无降解 、 无蛋白质污染的前提下 , 温度升高和内毒素都能引起 IL-1β mRNA表达上调 , 内毒素

在 38℃时对 IL-1β mRNA表达的上调作用最大 , 但高温和内毒素复合影响可下调 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表达。

结论　单纯的高温或内毒素均能上调 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表达 , 但高温复合内毒素却下调 IL-1β mRNA表达。
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EffectofhightemperaturecombinedwithendotoxinontheexpressionofIL-1β mRNAinmacrophages
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Abstract:Objective　TostudytheeffectofhightemperaturecombinedwithendotoxinontheexpressionofIL-1β mRNA

inmacrophages.Methods　TheculturedRAW264.7 macrophagicsysteminvitrowasdividedintodifferentexperimental

groups:normaltemperature(37℃)controlgroup, hightemperature(40℃)controlgroup, 37℃+LPSgroup, the38℃ +

LPSgroupandthe39℃+LPSgroup.Afterone, twoorthreehourcultureundertheconditionof95% O2and5%CO2 , extrac-

tingtheRNAofthecellswithTRIZOLandcheckingitsconcentrationandpuritywithnucleicacidproteinanalyzer;thenanaly-

zingtheintegralityofRNAbyagarosegelelectrophoresisandcheckingtheexpressionofIL-1β mRNAinmacrophagesbyRT-

PCR.Results　TheexperimentalconditionofallamountoftheextractedRNAwasnotdegradatedandnotpollutedbyproteins,

bothhightemperatureandendotoxincouldinduceIL-1β mRNAexpressionup-regulated, andthebesteffectofendotoxintoup-

regulateIL-1β mRNAexpressionisat38℃;buthightemperaturecombinedwithendotoxincouldmakeRAW264.7cellIL-1β

mRNAexpressiondown-regulated.Conclusion　TheresultsshowedthathightemperatureorendotoxincancauseRAW264.7

cellIL-1β mRNAexpressionup-regulated, butthecombinedofhightemperatureandendotoxinwoulddown-regulateIL-1β mR-

NAexpression.
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　　中暑是环境高温和或剧烈体力活动时 , 因热的作

用而引起的一组急性热致疾病 。 Shapiro及 Gathiram

等研究表明 , 内毒素在中暑的发病机制中起着重要作

用 。IL-1是主要的内源性致热原之一 , 与中暑的发生

关系密切 , 巨噬细胞则是 IL-1的主要来源之一。本

实验旨在探讨高温和内毒素双重因素对巨噬细胞

IL-1β mRNA表达的影响 , 以期进一步探讨中暑内毒

素血症的发生机制。

1　材料与方法

1.1　材料

RAW264.7细胞为小鼠来源的巨噬细胞系 , 用

RPMI-1640完全培养基 (含 10%灭活小牛血清 、

100μg/ml青霉素和 100μg/ml链霉素 , pH7.1 ～ 7.2)

传代培养 。细菌内毒素 (LPS, 美国 Sigma公司),

用 RPMI-1640配成 100μg/ml的储存液置于 -70℃冰

箱保存 , 临用前稀释成 20μg/ml的工作液 。 RPMI-

1640 (美 Gibco公司生产 Cat.No.31800-022 , LotNo.

1120708), 按说明书配成所需溶液。小牛血清 (杭

州四季青公司生产), 灭活后分装 , 于 -20℃保存。

胰 酶 (上 海 生 工 , AMRESCO 分 装 , LotNo.

0182b97),用 D-hanks液配成 0.25%溶液 , 4℃冰箱保
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存 , One-StepRT-PCRkit(大连宝生生物有限责任公

司),引物 (上海博亚生物技术有限公司合成并经

HPLC纯化)。

1.2　方法

1.2.1　RAW264.7细胞培养　用完全培养基传代培

养 。实验时用 0.25%胰酶消化细胞后收集细胞 , 细

胞浓度调制为 1×10μg/ml分装入 6个培养瓶中 , 在

95%O2、 5%CO2 、 37℃条件下培养 12 ～ 18 h后用于

实验。

1.2.2　高温和内毒素复合因素对巨噬细胞 IL-1β

mRNA表达的调节作用 　1 ～ 6号培养瓶中分别装

15ml培养液 , 向 3、 4、 5、 6号培养瓶中各加入

LPS15μl(使 LPS终浓度为 0.1μg/ml)。将 1、 3号培

养瓶放入 37℃含 95%O2、 5%CO2的细胞培养箱中 ,

将 2、 6号培养瓶放入 40℃含 95%O2 、 5%CO2的细

胞培养箱中 , 将 4、 5号培养瓶分别放入 38℃和 39℃

含 95%O2、 5%CO2的细胞培养箱中 , 于 1、 2、 3 h

后取出 , TRIZOL提取总 RNA, 用核酸蛋白分析仪

260nm和 280 nm处检测 RNA的浓度和纯度 , 1%琼

脂糖凝胶电泳证实其完整性 , RT-PCR方法检测巨噬

细胞 IL-1β mRNA的表达 , 设定 RT-PCR的循环次数

分别为 26、 28、 30、 32、 34, 取平台期的前一个循

环次数作为实验所用的循环次数 。管家基因 hptr

(hypoxanthine-guaninephosphoribosyltransferase次黄嘌

呤鸟嘌呤磷酸核糖核酸转移酶)作为内源性对照物 。

1.2.3　统计学处理 　计量资料数据均用 SPSS10.0

进行方差分析。

2　结果

2.1　高温和内毒素复合因素对巨噬细胞 IL-1β

mRNA表达的影响

温度与内毒素对 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表

达均有影响 , 温度升高能引起 IL-1β mRNA表达上

调 , 内毒素在 37℃条件下能够上调 RAW264.7细胞

IL-1β mRNA的表达 , 但高温内毒素复合因素则会下

调 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA的表达 (图 1)。以

hprt为内对照 , 采用 Gel-Prosystem3.1分析 RT-PCR

结果 , 半定量结果:37℃条件下 , LPS组随着时间的

不断延长 , IL-1β mRNA的表达不断增强 , 至 2 h时

与空白对照组差异已有统计学意义 (P<0.05), 3 h

时差异有统计学意义 (P<0.01);40℃不加 LPS组

IL-1β mRNA表达亦表现出不断增强 , 其中 3 h、 2 h

与 1 h比较差异均有统计学意义 (P<0.05), 与

37℃的空白对照组比增高更加显著 (P<0.01);

40℃条件下 LPS组 IL-1β mRNA的表达表现为先增强

后下降 , 其中 LPS处理 3 h后 IL-1β mRNA的表达较

LPS处理 2 h减弱 , 两组比较差异有统计学意义 (P

<0.05), 与 37℃条件下的 LPS组相比减弱更加明显

(P<0.01)(图 2)。

2.2　不同温度下内毒素对 RAW264.7细胞 IL-1β

mRNA表达的影响

将 RAW264.7细胞加入 LPS后放入 37℃、38℃、

39℃、40℃培养箱中处理 3 h后 , IL-1β mRNA的表达

随温度的不断升高呈现出先上调后下调的趋势 ,其中

以 38℃时表达最高 , 40℃表达最低(图 3)。说明温度

对 LPS刺激 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表达作用在

38℃时最强 ,而更高温度则会下调 RAW264.7细胞在

LPS刺激下的 IL-1β mRNA表达(图 4)。
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3　讨论

内毒素刺激单核巨噬细胞释放大量白细胞介素 -1

(interleukin-1 , IL-1), IL-1是主要的内源性致热

原
[ 1]
。IL-1β mRNA的表达及生物作用在多个水平上

可被其他因素调整 , 包括 IL-1β的转录激活 , IL-1β

mRNA的稳定性 , pro-IL-1β转录后蛋白水解酶对其

的加工 , IL-1β受体的天然拮抗物与其结合后产生的

抑制作用
[ 2]
。 JASchmidt等的实验结果显示 , 提高温

度能够诱导 HSP70和 HSP90的产生而下调 IL-1β的

生物合成
[ 3]
。近年来的研究证实 HSF-1抑制内毒素

引起的 IL-1β启动子的转录是通过直接与 IL-6核因子

相互作用而实现的
[ 4]
。 RAW264.7细胞热应激后热休

克蛋白 mRNA的表达及蛋白合成均随时间延长而增

加 , 在 6 h时达到最高峰 , 24h时回复到应激前的水

平
[ 5]
。本实验结果提示 , 随着高温作用时间的延长 ,

40℃条件下 Blank组 IL-1β mRNA表现出增强的趋势 ,

其中 3 h、 2 h与 1 h比较差异均有统计学意义 (P<

0.05), 但 3h与 2 h之间差异无统计学意义 , 表现

出表达稳定的趋势 (图 2)。可见短时间的热应激并

未使 IL-1β mRNA表达下降 , 只是随着热应激作用时

间的延长才使得 IL-1β mRNA表达下降。同时我们也

观察到 40℃条件下 LPS组 IL-1β mRNA表达出现了先

上调而后下调的变化趋势 , 3 h与 2 h组比较差异有

统计学意义 (P<0.01)(见图 1、 图 2), 这与 Susa-

naVelasco在相同条件下用 U-373 (astrocytomacell

lines)所观察到的结果类似
[ 6]
。由此得出这样一个事

实:高温内毒素复合因素刺激比单纯热应激更能抑制

IL-1β mRNA表达 。高温对热休克蛋白表达的影响是

显而易见的 , 至于在热休克蛋白的合成与分泌中内毒

素产生的影响则有待更深入的探讨。

另一方面 , 实验中我们也观察到 RAW264.7细

胞在不同温度下 IL-1β mRNA的表达以 38℃时表达最

高 , 40℃表达最低 (图 3、 图 4), 究其原因可能是

在 38℃条件下热休克蛋白并未发挥作用 , 但适当地

升高温度却能够引起基因表达及蛋白合成的增加 , 而

38℃恰好是 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表达的最适

温度 , 于是出现了实验中见到的 38℃条件下 IL-1β

mRNA表达较 37℃时和 40℃时要高的情况。但是否

HSP70、 HSP90、 NF-IL-6或 HSF-1的活性或某一因

子的作用也受温度变化的影响 , 是否在 38℃时的作

用活性最弱而最终导致了 IL-1β mRNA表达在不同温

度条件下的差异则有待进一步探讨。

总之 , 单纯高温或内毒素均能上调 RAW264.7

细胞 IL-1β mRNA的表达 , 但高温内毒素复合因素却

能够下调 RAW264.7细胞 IL-1β mRNA表达 , 其表达

作用在 38℃时最强 。
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