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SIRT 1抑制细菌脂多糖耐受THP一1

细胞中IL一1p mRNA的转录

陈小萍李明慧从美丽康雁君郭文平张永振
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·实验室研究·

【摘要】 目的研究细菌脂多糖(LPS)耐受的THP一1细胞中沉默信息调节因子1(SIRTI)对

IL一1B转录的调节作用。方法使用LPS耐受的人单核细胞THP一1模型，染色体免疫沉淀和

real．time PeR定量研究1L一1 B启动子区SIRTl结合情况和组蛋白H3lys9／H4lysl6的乙酰化情

况。结果在LPS耐受的THP一1细胞中，SIRTI对IL一1D启动子区的结合增加约5倍左右(P<

0 05)，同时伴随着组蛋白H3lys9／H4lysl6乙酰化的低水平状态(与正常细胞相比P<0 05)。

SIRTI沉默使IL一1B的转录恢复到正常细胞的68％(P<0 05)，同时伴随着组蛋白H3 lys9／H4

lysl6乙酰化的增加(P<0．05)。然而，正常细胞和耐受细胞p65 lys310乙酰化水平无明显差异。

结论SIRTl抑制LPS耐受的THP一1细胞中IL一113mRNA的转录，其作用与p65lys310乙酰化无

关，但是与IL～1B启动子区乙酰化有关。
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【Abstract】 Objective To explore the role of silent information regulation 2 homolog 1

(SIRTl)inthe regulation ofIL一1BmRNAtranscriptioninlipopolysaccharide(LPS)tolerantTHP一1

cells Methods THP一1 human promonocyte model of endotoxin tolerance that simulates the sepsis

leukocyte phenotypewasused．Chromatinimmunoprecipitation assay(ChiP)and real．time PCRwere

applied to quantify the binding ofSIRTl and histone H3 lys9／H4 lysl6 acetylation to IL一113 promoter．

IL—l B mRNA transcription was studied after knocking down the S1RTl Results The binding of

SIRTl to IL一1 B promoter increased about 5 times in tolerant THP—l cells(P<0 05)．which was

accompanied by the low level of histone H3 lys9／H4 lysl6 acetylation(P<0 05．compared with

normal cells)Knocking-down ofSIRTl increased the transcription ofIL—113 mRNAup to the level

of 68％ofnormal cells(P<O．05)，which was accompanied by the increase ofhistone H3 1ys9／H4

lysl6 acelylation(P<0 05)．HoweveT．therewas no significant di．fiefence ofp65lys310 aeetylation

between normal and tolerant cells Conelusion SIRTl 1nhibited the IL—l B tuRNA transcription itl

tolerant THP一1 ceils but had not related to p65 lys310 acetylation．However．it was related to IL一1 13

promoter acetylation

【Keywords】Silentinformation regulation 2homolog 1；IL—113 promoter；Histone acetylation

细菌脂多糖(LPS)长时间刺激THP一1细胞可导

致炎症因子表达下调，这种免疫抑制状态被称为

LPS耐受⋯。调节免疫和炎症反应的NF．rB转录因

子家族最常见的是由p65(RelA)和p50构成的具有

激活基因表达作用的二聚体。p65 lys310乙酰化后

活性增加，结合于目标基因启动子区的NF．KB转录
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因子结合区，激活包括各种炎症基因的表达”1。而

沉默信息调节因子1(SIRTl)对p65的去乙酰化作

用则能抑制NF。KB依赖的基因转录”1。在LPS耐受

的THP一1细胞中，SIRTI是否也起到了抑制炎症基

因转录的作用，是否也是通过对p65的去乙酰化实

现的还不清楚。本研究则通过对LPS耐受的THP一1

细胞进行研究以揭示这一问题。

材料与方法

1试剂来源：革兰阴性菌LPS(Escherichin coli
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0111：B4)购自美国Sigma公司；SIRTl一Ab、Ac—H3

|ys9一Ab和Ac—H4 lysl6一Ab，对照siRNA(非特异

siRNA)和SIRTI siRNA购自美国Santa Cruz

Bioteehnology公司；ChIP试剂盒购自美国Upstate

Biotechnology公司；Primer Express R 1．0软件、鼠白

血病反转录酶、IL一1 B和GAPDH predesigned

TaqMan primer／probe试剂盒购自美国ABI公司；
RNA STAT-60购自美国Friendswood公司；

Nacleofector购自美国Gaithersburg公司。

2细胞培养和LPS耐受的建立：人原单核细胞

THP一1购自美国标准物培养库(ATCC)。培养液(添

加了10％胎牛血清的RPMI 1640)中添加1 ttg／ml

Eseherichia coli 0111：B4培养16 h造成LPS耐受“1。

每次实验前，LPS耐受细胞(T)和LPS反应正常细胞

(N)均用少量培养液洗涤，调整至1×106 cell／ml，并

用1¨g／ml的LPS刺激相应的时间。

3 Western blotting：收集1．5×106个细胞用PBS

洗2次，细胞重新悬浮于100 ul的RIPAl缓冲液[含

O．45％NaCI，0．5％deoxycholate，0．5％Triton X一100，

O．05％sodium dodecyl sulfate(SDS)，0．005 mol／L

Tris]，冰上孵育20 min，此为细胞总蛋白。收集5×

106个细胞重悬于50“J缓冲液A(10 rmnol／L HEPES，

1．5 mmol／L MgCl2，10 mmol／L KCI，O．25 mmol／L

EDTA)中冰上孵育15 min，加入1 ml缓冲液B(10¨l

Sigma 100×inhibitor cocktail，20 U1 1 mol／L NaF，

2 B1 0．5 mol／L Na4P207，1 ul 1 mol／L DTT)及0．8 H1

25％的Triton X一100。涡旋10 s后离心(10 000 r／min，

5 min)，上清为细胞质蛋白提取液。沉淀重新悬浮于

100 pl RIPA2(1％NP-40，0．5％sodium deoxycholate，

0．1％SDS in PBS)，离心后取上清为细胞核蛋白提

取液。20 mg全细胞蛋白提取液或30 mg核蛋白、细

胞质蛋白用SDS．PAGE分离并转膜，SIRTl一Ab检测

转膜后蛋白中SIRTl的量并进行x线曝光分析。

4．染色体免疫沉淀(cllIP)分析：为了定量分析

SIRTl和H3 lys9／H4 lysl6乙酰化在IL—16启动子区

的结合情况，根据ChiP试剂盒说明书进行。溶液中

添加1％甲醛室温孵育10min固定细胞，加人裂解缓

冲液后，超声破碎产生o 5～1 kb的染色体片段。每

个样品分成两份，其中一份作为免疫沉淀前的对照，

不与特异性抗体反应，另一份分别加入特异抗体

(Ab—SIRTl．Ac．H3 lys9和Ac．H4 lysl6抗体)，然后

置4℃冰箱孵育过夜。非特异性IgG抗体作为阴性

对照。通过酚氯仿抽提和乙醇沉淀，最后用20 u1双

蒸水溶解沉淀的DNA。

5．ChIP DNA real．time PCR分析：用real．time

PCR对免疫沉淀的DNA进行定量分析。用Primer

ExpressR 1 0软件设计IL一1 B启动子区引物：FP：

5’一CGTGGGAAAATCCAGTATTTTAATG一3’和

RP：5 7一CAAATG TAT CAC CAT GCAAAT ATG

C一3 7，荧光探针为5，_6-FAM—ACA TCA ACT GCA

CAACGATTGTCAGGAAAA—TAMRA一3’。使用

ABIPrism 7000荧光定量PCR仪持续检测40个循环

中的PCR荧光产物。所得的结果用免疫沉淀前的

DNA对照进行校正，用与正常细胞LPS刺激前(0 h)

的值相比改变的倍数表示。

6．mRNA提取、反转录和real．time PCR分析：

根据试剂盒说明书，用RNA STAT-60提取细胞总

RNA。取2 mg RNA加入25 ul体系进行反转录，

包括0．2 lamol／L dNTPs，2．5 I_tmol／L oligo d(T)，

5 rnmol／LMgCl：和O．25 U／ttl鼠白血病反转录酶。

real．time PCR反应包括5¨l eDNA和IL一1 B或

GAPDH predesigned TaqMan primer／probe sets(美国

ABI公司)。PCR反应条件同上，样品结果用

GAPDH值校正，用与正常细胞LPS刺激前(0 h)的

值相比改变的倍数表示。

7．RNA干扰：收集指数生长期细胞，用PBS洗

涤。取对照siRNA、SIRTl siRNA 5 u1(0．5 Itmol／L)

于100 plNucleofector进行电转染后，LPS耐受组加

人l pg／ml LPS。24 h后收集细胞，用少量培养液洗

涤，LPS刺激至相应时间。

8．统计学分析：用SPSS 13．0软件进行统计学分

析，3次独立的实验结果以i±S表示，Studentt检验

计算组间P值。P<O．05为差异有统计学意义。

结 果

1．SIRTl对耐受细胞中IL一16转录的影响：LPS

耐受细胞核存在丰富的SIRTl蛋白，SIRTl沉默的耐

受细胞IL一1B转录恢复至一定水平。正常细胞随着

LPS刺激，细胞核中的SIRTl逐渐减少，而细胞质中

的SIRTl逐渐增加，总量基本保持不变。而在LPS

耐受细胞中，细胞核和细胞质中的SIRTl均保持不

变，且以细胞核中存在大量恒定的SIRTl为主要特

点(图1)。为了研究SIRTl在耐受细胞中对IL一1B

转录的影响，对耐受细胞中的SIRTl基因进行沉默

后，Westem blot显示耐受细胞中SIRTl沉默导致细

胞内SIRTl蛋白含量降低(图2A)。正常细胞随着

LPS刺激，IL一1B mRNA逐渐升高，在1 h左右达到

高峰，随后降低，约3 h还高于LPS刺激前水平；在耐
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受细胞(T+对照siRNA)中．LPS刺激并没有引起

lL-l B转录的高峰反应．在刺激后的0．5、l、3 h．

IL-lB转录水平未出现显著增高(在3个时间点差异

均有统计学意义．P<005)，符合LPS耐受的特点；

而SIRTI沉默的耐受细胞(T+SIRTI siRNA)在LPS

刺激下，lL—lB转录又出现明显上升的趋势．在I h左

右达到高峰(约达到正常细胞的68％)．虽然并没有

完全恢复到正常水平，但是与耐受细胞相比，差异有
统计学意义(图2B)。
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田2 SIRTI沉耿对LPST细胞IL—l B转录的影响

2 SIRTI对IL—l蹒々录的抑制作用：

(1)LPS刺激对THp—l细胞中p6S—lys310一Ace

表达的影响：THP—l细胞用LPS刺激16 h造成细

胞耐受后并未引起p65一lys310一Ace的明显改变

(图3)。

＆：刺澈16 he＆造成LIPS酣受

田3"fHP—I细胞在LPS刺激不同时问衍对细胞内

p酷一lys310一Ace褒选调节的作Ⅲ

(2)LPS刺激对SIRTI与IL—lB启动子区结合的

影响：在正常细胞中．随着LPS刺激．SIRTI对IL一1B

启动子区结合逐渐降低．约在l h左右达到低谷，随

后又逐渐上升。而在耐受细胞中，SIRTI持续地结

合于IL—lB启动子区．在无LPS刺激时，在耐受细胞

巾的结合量是正常细胞的5倍左右，随着LPS刺激

结合增加，结合的量显著高于正常细胞(在3个时间
点的差异均有统计学意义．P<0 05)．见图4。
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圈4 LIPS N和T细胞巾SIRTI在LPS刺激下

与IL—lB启动子区结合情况

(3)SIRTI沉默对耐受细胞中IL-I B启动子区

H3lys9和戚H4lysl6乙酰化的影响：正常细胞巾．
随着LPS刺激，IL—l B启动子区H3 lys9和戚H4
lysl6乙酰化逐渐增加．在1 h左右达到高峰，随后逐

渐降低；而在耐受细胞(T+对照siRNA)中，IL一1B启

动子区H3 lys9和威H4 lysl6乙酰化始终保持在非

常低的状态，并不随着LPS刺激而改变；而SIRTI

(T+SIRTI)沉默后．随着LPS刺激，IL-lB启动子区

乙酰化又再次升高，虽然峰值并未达到正常细胞水
平(图5)。
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围s SIRTI沉默对T细胞儿一lB启动子隧己酰化的影响 
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SIRTl是哺乳动物中氨基酸序列最接近酵母基

因沉默信息调节因子2(Sir2)的同源蛋白，具有强大

的依赖NAD+的脱乙酰基酶活性，其对诸多底物如

p53、FOXO、Ku70、NF—KB、PGC-1Ⅱ、TAFl68、p300、

PCAF等均具有强大的去乙酰化作用，可能参与细

胞凋亡、细胞周期调控、基因转录、物质代谢和一些

其他细胞调节通路”。81。SIRTl对炎症因子转录水平

的调控研究较少，SIRTl的减少被认为是某些疾病

中TNFa转录增加的原因o]。以LPS刺激巨噬细胞

发现SIRTl转录、翻译和蛋白活性均降低，而抑制或

沉默SIRTl则导致TNFa产生增加，说明SIRTl抑制

巨噬细胞中TNFa的生成“⋯。本研究结果显示，随着

LPS刺激，正常THP一1细胞总的SIRTl蛋白量并未

改变，细胞核中的SIRTl减少，逐渐向细胞质转移，

同时IL一1B转录增加提示SIRTI从细胞核转移到细

胞质中，而解除了对IL一1B转录的抑制作用。而在

LPS耐受的THP一1细胞中，细胞质中的S1RTl蛋白

可能是LPS造成耐受之前从细胞核转移到细胞质中

的；耐受细胞核存在大量恒定的S1RTl蛋白，似乎表

明耐受细胞核中的SIRTl蛋白起到抑制IL一1B转录

的作用，这种作用有可能与IL一1 B基因启动子区有

关。进一步沉默耐受细胞的SIRTl导致耐受细胞

IL一1 B转录部分恢复，进一步说明，耐受细胞中

SIRTl抑制IL一1BmRNA的转录。

CBP／p300催化的NF．vd3 p65 lys310乙酰化与其

细胞核内转移，并结合到IL一1B基因启动子区，激活

基因转录活性有密切关系”“”3。SIRTl可以导致

p65 lys310去乙酰化从而抑制其向细胞核转移，降低
NF．KB p65的转录活性“⋯。而在LPS耐受的THP一1

细胞中。p65能像正常细胞一样从细胞质向胞核转

移，然而不能结合到炎症因子启动子区“⋯。而且在

本研究中，并未发现耐受细胞和正常细胞p65 lys310

乙酰化程度有明显差异，说明LPS耐受的THP～1细

胞中，p65不能结合到IL一1B启动子区并不是由于

1vs3lO去乙酰化造成的。研究表明，SIRTl还可以对

组蛋白去乙酰化，通过对H1 lys26、H3 lys9和H4

lysl6去乙酰化而降低基因转录活性““。由于本研

究并未确定具体发生去乙酰化作用的位点，所以使

用了H3 lys9和H4 lysl6的混合抗体进行ChIP分

析。对IL一1B启动子区研究发现，LPS耐受THP一1

细胞中H3 lys9和戚H4lysl6乙酰化降低，正常细胞
中随着LPS刺激乙酰化逐渐增加。SIRTl沉默后，

H3 lys9和／或H4 lysl6乙酰化部分恢复到正常细胞

水平，说明耐受细胞中SIRTl抑制H3和／或H4乙酰

化，从而导致染色体的紧密结构和基因转录活性的

降低“6’”1。SIRTl是否导致p65其他位点乙酰化改

变，或者影响其他组蛋白位点的乙酰化状态还有待

进一步研究。

综上所述，SIRTl通过对H3 lvs9和／或H4 lysl6

去乙酰化，抑制了LPS耐受的THP—I细胞中IL—IB

转录。
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