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ＩＬ１β诱导支气管上皮细胞高迁移率族蛋白１主动释放


谭小玉，侯长春，陈俊健，黎　雨，刘唐娟，周鸿江△

（广西医科大学第一附属医院西院呼吸内科，南宁５３０００７）

　　摘　要：目的　研究ＩＬ１β对健康人支气管上皮细胞（ＨＢＥ）高迁移率族蛋白１（ＨＭＧＢ１）表达和释放的影响。方法　培养

ＨＢＥ１３５Ｅ６Ｅ７，四唑盐（ＭＴＴ）法检测不同浓度ＩＬ１β对支气管上皮细胞活力的影响，荧光定量ＰＣＲ检测ＩＬ１β刺激 ＨＢＥ后

ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达，双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中 ＨＭＧＢ１水平，蛋白免疫印迹方法检测ＩＬ１β刺激 ＨＢＥ总蛋白、

胞核、胞质 ＨＭＧＢ１表达。免疫荧光观察ＩＬ１β刺激后对 ＨＢＥＨＭＧＢ１的移位的影响。结果　０．１、１．０、１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激

ＨＢＥ２４ｈ对其活力无影响。ＩＬ１β以浓度和时间依赖性方式刺激ＨＢＥ的ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ水平升高，ＩＬ１β增加ＨＢＥ的ＨＭＧＢ１

蛋白表达水平。在浓度依赖性实验，与对照组比较，１．０、１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激 ＨＢＥ２４ｈ后培养上清液 ＨＭＧＢ１水平显著增

加；在时间依赖性实验中，与对照组比较，１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激 ＨＢＥ１２ｈ、２４ｈ后细胞上清液中的 ＨＭＧＢ１显著升高（犘＜０．

０５）；１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激 ＨＢＥ２４ｈ后，ＨＢＥ胞质蛋白明显增加，胞核蛋白减少。免疫荧光检测显示，ＨＭＧＢ１主要表达正常

ＨＢＥ的细胞核内，少量分布于细胞质，ＩＬ１β（１０．０ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＨＢＥ２４ｈ，ＨＭＧＢ１明显从 ＨＢＥ胞核向胞质转位。结论　ＩＬ１β
可以显著诱导支气管上皮细胞 ＨＭＧＢ１的表达和主动释放，提示 ＨＭＧＢ１可能参与了ＩＬ１β介导慢性气道炎症过程。
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　　慢性气道炎症是支气管哮喘、慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）

等慢性气道疾病的核心病理生理学改变，ＩＬ１β是已发现的启

动和维持炎症最主要的因子之一［１］。研究发现，ＩＬ１β在哮喘

患者的肺泡灌洗液和肺活检标本中显著增高，支气管上皮细胞

是主要来源［２］，但ＩＬ１参与气道炎症机制未完全明了。气道

上皮细胞在气道及肺部固有免疫和获得性免疫过程中扮演着

重要角色，研究表明气道上皮细胞可通过释放肿瘤坏死因子α

（ＴＮＦα）、胸腺基质淋巴细胞生成素（ＴＳＬＰ）等炎症因子参与

哮喘、ＣＯＰＤ等慢性气道疾病炎症过程
［３］。高迁移率族蛋白１

（ｈｉｇｈｍｏｂｉｌｉｔｙｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎＢ１，ＨＭＧＢ１）在内毒素血症作为

晚期炎症介质发挥促炎作用，众多研究也表明ＨＭＧＢ１参与多

种局部性和全身性炎症性疾病的炎症过程［４５］。有研究证明，

ＨＭＧＢ１在哮喘和ＣＯＰＤ患者诱导痰、肺活检标本中显著增

加，与肺功能严重程度呈显著正相关，表明 ＨＭＧＢ１是参与慢

性气道炎症发生、发展一种重要炎症介质［６７］。本研究探讨ＩＬ

１β能否诱导支气管上皮细胞的 ＨＭＧＢ１表达和释放，以增加

对ＩＬ１β参与慢性气道疾病发病机制的理解，现报道如下。

１　材料与方法

１．１　材料选用　健康人支气管上皮细胞（ＨＢＥ）１３５Ｅ６Ｅ７（美

国ＡＴＣＣ，ＣＲＬ２７４１ＴＭ）；胞核蛋白提取试剂盒（武汉博士德公

司）；ＨｕｍａｎＨＭＧＢ１ＥＬＩＳＡｋｉｔ（ｇｒｏｕｎｄｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙｄｉａｇ

ｎｏｓｔｉｃａｔｅ，ＵＳＡ）。
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１．２　方法

１．２．１　培养 ＨＢＥ１３５Ｅ６Ｅ７　用含１０％胎牛血清，１００Ｕ／ｍＬ

青霉素，１００μｇ／ｍＬ 的链霉素的 ＲＰＭＩ１６４０培养基，３７℃、

５％ＣＯ２培养箱培养，８０％～９０％融合后，２～３ｄ 传一代。

ＨＢＥ细胞胰酶消化后，按２．５×１０４ 个／ｃｍ２的密度传至６孔

板、２４孔板、９６孔板，继续培养，细胞刺激前２４ｈ换成角质化

无血清培养基培养。分别加入不同浓度ＩＬ１β。

１．２．２　四唑盐（ＭＴＴ）比色法检测细胞活力　传至９６孔板的

ＨＢＥ，加入０．１、１．０、１０．０ｎｇ／ｍＬ不同浓度的ＩＬ１β，同时以未

加任何处理因素的 ＨＢＥ作为对照组，每个浓度设８个复孔。

培养２４ｈ后，每孔加入浓度为５ｍｇ／ｍＬ的２０μＬ ＭＴＴ，３７

℃、５％ＣＯ２培养箱内孵育４ｈ，弃培养液，加入１５０μＬ二甲基

亚砜（ＤＭＳＯ）振荡仪振荡至晶体颗粒溶解，在酶标仪上测定

４９０ｎｍ的吸光度值（犃值），细胞活力＝（加ＩＬ１β组犃 值－不

加细胞组犃 值）／（不加ＩＬ１β对照组犃 值－不加细胞组 犃

值）×１００％。

１．２．３　实时荧光定量ＰＣＲ（ＲＴＰＣＲ）　采用异硫氰酸胍法提

取总ＲＮＡ。将ＩＬ１β处理或对照的 ＨＢＥ（６孔板）加入ＴＲＩｚｏｌ

（ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）１ｍＬ吹匀，然后经过氯仿萃取，异丙醇沉淀，７０％

乙醇冲洗沉淀后，以焦碳酸二乙酯（ＤＥＰＣ）水溶解。用分光光

度计测量ＲＮＡ浓度，以１μｇ总ＲＮＡ为底物，加入２０μＬＲＴ

反应体系中进行反转录合成ｃＤＮＡ（按ｆｏｒｍａｔ；ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆ

ｉｃ说明书进行），－２０℃冻存备用。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ反应中所

用的引物：ＨＭＧＢ１引物：上游：５′ＴＧＴＣＣＡＣＡＣＡＣＣＣＴＧ

ＣＡＴＡＴＴＧ３′，下游：５′ＡＡＴＣＣＣＡＴＧＧＴＧＴＧＡＣＡＧ

ＡＡＴＧＧＡ３′，序列长度为４４６ｂｐ；βａｃｔｉｎ：上游５′ＡＡＧＡＧＡ

ＧＧＣＡＴＣＣＴＣＡＣＣＣＴ３′和下游５′ＴＡＣＡＴＧＧＣＴＧＧＧ

ＧＴＧＴＴＧＡＡ３′，序列长度为３２４ｂｐ。ＲＴＰＣＲ反应条件：９５

℃变性５ｍｉｎ，９５℃１５ｓ，６０℃４５ｓ，７２℃３０ｓ，共４０个循环。

采用ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥＸＴａｑ（Ｔａｋａｎａ）荧光，整个ＲＴＰＣＲ过程

在ＡＢＩ７９００荧光定量ＰＣＲ仪上完成，荧光信号使用ＳＤＳ软件

分析。每组实验重复３次。

１．２．４　免疫蛋白印迹检测ＩＬ１β刺激 ＨＢＥ总蛋白、胞核、胞

浆ＨＭＧＢ１表达　按胞质和胞核蛋白提取试剂盒（武汉博士德

公司）说明书步骤提取胞质胞核蛋白，简述如下：收集处理后的

细胞，加入１００μＬ预冷的缓冲液Ａ［１０ｍｍｏｌ／Ｌ４羟乙基哌嗉

乙磺酸（ＨＥＰＥＳ），ｐＨ７．９；１０ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ；０．１ｍｍｏｌ／ＬＥＤ

ＴＡ；０．１ ｍｍｏｌ／Ｌ 乙 二 酸 醇 双 （２氨 基 乙 基 醚）四 乙 醉

（ＥＧＴＡ）；１ｍｍｏｌ／Ｌ二硫苏糖醇（ＤＴＴ）；０．５ｍｍｏｌ／Ｌ苯甲基

磺酰氟（ＰＭＳＦ）］剧烈震荡３０ｓ后，冰上静置１５ｍｉｎ破坏细胞

膜，２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，上清液部分即为胞质蛋白，沉淀，加

入１５μＬ预冷的缓冲液Ｂ（２０ｍｍｏｌ／ＬＨＥＰＥＳ，ｐＨ７．９；０．４

ｍｏｌ／ＬＮａＣｌ；１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ；１ｍｍｏｌ／ＬＥＧＴＡ；１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ；１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ）冰上静置３０ｍｉｎ，每隔５ｍｉｎ剧烈振

荡１次，破坏核膜，４℃下１５０００×ｇ离心５ｍｉｎ，上清液含核蛋

白组分。ＢＣＡ 法蛋白质定量置－８０ ℃冰箱保存备用。经

１０％十二烷基聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）电泳分离

１．５ｈ、转膜１．５ｈ到硝酸纤维素膜（Ｐａｌｌ公司）和５％脱脂奶粉

室温封闭１ｈ后，依次加入兔抗 ＨＭＧＢ１，βａｃｔｉｎ单克隆抗体

（Ａｂｃａｍ１∶１０００）１％ＴＢＳＴ４℃过夜、辣根过氧化酶耦联的

兔抗羊 （中衫金桥，１∶６０００），ＥＣＬ化学发光法显影，Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｏｎｅ凝胶成像系统观察分析条带灰度值。

１．２．５　双抗体夹心ＥＬＩＳＡ法检测培养基中 ＨＭＧＢ１　严格

按照 ＨｕｍａｎＨＭＧＢ１ＥＬＩＳＡＫｉｔ的说明书操作。将５０μＬ标

准品和上清液加入抗体包被的９６孔板内，在上清液样本孔中

分别加入５０μＬ酶标记溶液后充分混匀；置于温箱内３７℃孵

育６０ｍｉｎ；用１×ＰＢＳ手工洗板清洗５次；每孔各加５０μＬ反应

液 Ａ和Ｂ；盖起微孔板３７℃孵育１５ｍｉｎ，每孔加５０μＬ终止液

终止反应，３０ｍｉｎ后用酶标仪测定每孔的吸光度值（４５０ｎｍ），

依据标准曲线计算上清液样本蛋白浓度。实验重复３次。

１．２．６　免疫荧光观察ＩＬ１β刺激后对 ＨＢＥＨＭＧＢ１的移位

的影响　在支气管上皮细胞爬片后，４％多聚甲醛固定１５ｍｉｎ，

０．１％Ｔｒｉｔｏｎ１００处理１０ｍｉｎ，每片滴５０μＬ５％ ＢＳＡ封闭，３７

℃，３０ｍｉｎ；滴加 ＨＭＧＢ１一抗（１∶１００稀释）３７℃，９０ｍｉｎ，

ＰＢＳ冲洗３次；避光滴加荧光二抗，３７℃，６０ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗；５０

％甘油封片，荧光显微镜下观察、照相。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行处理，计量

资料用狓±狊表示，组间比较采用单因素方差分析，多组间比较

采用ＳＮＫ法，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＭＴＴ比色法检测不同浓度ＩＬ１β对细胞活力的影响　

分别用０、０．１、１．０、１０．０ｎｇ／ｍＬ浓度ＩＬ１β刺激 ＨＢＥ２４ｈ，各

组细胞活力分别为１００．０％、９５．６％、１００．３％、１０５．２％（图１）。

与对照组比较，各浓度的ＩＬ１β对 ＨＢＥ活力影响差异无统计

学意义（犘＞０．０５）。

图１　　不同浓度ＩＬ１β对 ＨＢＥ细胞活力影响（狀＝８）

　　
：犘＜０．０５，：犘＜０．０１，与对照组比较。

图２　　ＩＬ１β上调了 ＨＢＥ的 ＨＭＧＢ１的ｍＲＮＡ表达水平

２．２　ＩＬ１β对支气管上皮细胞 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ和蛋白表达影

响　支气管上皮细胞组成性表达 ＨＭＧＢ１，对照组 ＨＢＥ的
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ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平在１８ｈ最高（图２）。ＩＬ１β以浓度和

时间依赖方式增加了 ＨＢＥ的 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达水平，最显

著的差异性发生在ＩＬ１β１０ｎｇ／ｍＬ刺激ＨＢＥ１８ｈ时，约为对

照组２．５倍（２．７８±０．０８狏狊．１．３５±０．０４）。ＩＬ１β０．１ｎｇ／ｍＬ

只是在１８ｈ轻度增加了 ＨＭＧＢ１ｍＲＮＡ表达。ＩＬ１β１．０、

１０．０ｎｇ／ｍＬ刺激 ＨＢＥ２４ｈ，ＨＢＥ的 ＨＭＧＢ１蛋白表达水平

升高，ＩＬ１β１０ｎｇ／ｍＬ更明显，见图３。

　　
：犘＜０．０１，与对照组比较。

图３　　ＩＬ１β上调了 ＨＢＥ的 ＨＭＧＢ１的蛋白表达水平

　　
：犘＜０．０１，与对照组比较。

图４　　ＥＬＩＳＡ检测不同剂量ＩＬ１β对 ＨＢＥ释放

ＨＭＧＢ１的影响

２．３　ＩＬ１β对支气管上皮细胞 ＨＭＧＢ１释放的影响　０、０．１、

１．０、１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激 ＨＢＥ２４ｈ后上清液 ＨＭＧＢ１蛋

白含量分别为（９．７７±１．０３）ｎｇ／ｍＬ及（１８．９０±１．３４）ｎｇ／ｍＬ，

统计分析发现对照组和０．１ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激组细胞上清液

ＨＭＧＢ１含量低于试剂盒检测下限。１．０ｎｇ／ｍＬ和１０．０ｎｇ／

ｍＬＩＬ１β刺激 ＨＢＥ２４ｈ后 ＨＭＧＢ１蛋白含量明显增加，１０．０

ｎｇ／ｍＬＩＬ１β更加显著（犘＜０．０５），ＩＬ１β对 ＨＢＥＨＭＧＢ１的

释放有剂量依赖性（图４）。本研究也观察了ＩＬ１β影响

ＨＭＧＢ１分泌释放有时间依赖性，１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激

ＨＢＥ０、６、１２ｈ及２４ｈ后上清液中 ＨＭＧＢ１蛋白含量分别为

（１１．６０±０．８３）ｎｇ／ｍＬ、（１９．８０±０．８９）ｎｇ／ｍＬ，统计学分析后

发现：１０．０ｎｇ／ｍＬＩＬ１β刺激支气管上皮细胞６ｈ后，细胞上

清液中 ＨＭＧＢ１含量无变化，而当刺激时间延长至１２ｈ和２４

ｈ，上清液中 ＨＭＧＢ１含量明显增加（犘＜０．０５），见图５。

　　
：犘＜０．０１，与０、６ｈ比较。

图５　　在不同时间点ＩＬ１β（１０．０ｎｇ／ｍＬ）对 ＨＢＥ细胞培养

上清液 ＨＭＧＢ１水平的影响

２．４　ＩＬ１β对 ＨＢＥ胞质和胞核 ＨＭＧＢ１含量影响　通过蛋

白免疫印迹方法检测发现ＩＬ１β（１０．０ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＨＢＥ２４ｈ

后，发现胞核蛋白有减少，而细胞胞质蛋白相应明显增加，这进

一步印证了ＩＬ１β诱导了 ＨＢＥ的 ＨＭＧＢ１的释放（图６）。免

疫荧光发现 ＨＭＧＢ１高丰度表达于未受刺激 ＨＢＥ的细胞核，

少量表达于细胞质，免疫荧光进一步证实ＩＬ１β刺激 ＨＢＥ，

ＨＭＧＢ１从胞核中转位出来，见图７。

　　１：对照组；２：ＩＬ１β（１０．０ｎｇ／ｍＬ）组；ａ：细胞质；ｂ：细胞核。

图６　　ＩＬ１β（１０．０ｎｇ／ｍＬ）对 ＨＢＥ细胞质和细胞核

ＨＭＧＢ１表达的影响

　　Ａ：在正常的 ＨＢＥ上 ＨＭＧＢ１的定位和表达；Ｂ：ＩＬ１β（１０．０

ｎｇ／ｍＬ）刺激 ＨＢＥ２４ｈ后 ＨＭＧＢ１向胞质移位。

图７　　免疫荧光观察ＩＬ１β对 ＨＢＥＨＭＧＢ１

表达及移位的影响

３　讨　　论

ＨＭＧＢ１在非应激状态下主要定位细胞核内，在细胞因

子、损伤等应激状态下，ＨＭＧＢ１可以被主动释放到胞外，发挥

其胞外促炎症等效应［５］。研究发现 Ｈ２Ｏ２ 可以诱导支气管上
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皮细胞 ＨＭＧＢ１的主动释放
［８］。本研究在体外研究发现，ＩＬ

１β可以浓度和时间依赖性地增加支气管上皮细胞 ＨＭＧＢ１表

达，并促进 ＨＭＧＢ１从胞核向胞浆转位和主动释放到胞外。

研究证明ＩＬ１β是启动和维持机体内炎性反应最重要的

细胞因子之一［１］，是一种典型的多功能细胞因子。ＩＬ１β可以

促进单核细胞、中性粒细胞等多种免疫细胞和组织细胞炎症因

子释放，亦可以促进骨髓修复，有利于癌症治疗。ＩＬ１β在稳定

期ＣＯＰＤ患者中产生增多，在 ＣＯＰＤ急性加重期进一步升

高［９］，ＩＬ１β在哮喘患者支气管上皮细胞、巨噬细胞和肺泡灌洗

液中表达也增加［２］。Ｌａｐｐａｌａｉｎｅｎ等
［１０］通过ＩＬ１β转基因动物

模型证明高表达ＩＬ１β可以引起肺泡间隔扩大、气管壁增厚、

黏液分泌增加、肺间质纤维化等，这些符合支气管哮喘和

ＣＯＰＤ病理学改变。初步揭示ＩＬ１β诱导肺部这些病变与增

加中性粒细胞趋化因子 ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２和基质金属蛋白酶

（ＭＭＰ９和 ＭＭＰ１２）有关，但是否存在其他机制尚不明确。

ＨＭＧＢ１是细胞核内非组蛋白染色质蛋白，核内主要参与

稳定染色质结构与功能并协调基因转录调控。ＨＭＧＢ１作为

损伤相关分子模式（ＤＡＭＰｓ）分子通过释放到胞外发挥促炎症

作用成为近年来该分子研究的热点［１１］。单核细胞、巨噬细胞、

中性粒细胞等炎症细胞在各种外界刺激因素或应激下

ＨＭＧＢ１可以从细胞中释放出来，促进炎性反应。在脓毒血症

和关节炎等炎症过程中，ＨＭＧＢ１可以通过募集中性粒细胞，

促进内皮细胞表达黏附分子，促进树突状细胞成熟等途径参与

促炎反应［１１］。

ＨＭＧＢ１在真核生物细胞核中广泛高丰度表达，在肺部

ＨＭＧＢ１被发现主要高表达于支气管上皮细胞和肺泡巨噬细

胞［１２］，ＯＶＡ致敏哮喘小鼠模型进一步被证实 ＨＭＧＢ１主要定

位于支气管上皮细胞［１３］。这些结果高度提示支气管上皮细胞

是肺部ＨＭＧＢ１主要来源，这也是本研究选择支气管上皮细胞

作为研究靶点的主要原因。本研究首先通过 ＭＴＴ法证实实

验选用浓度的ＩＬ１β对支气管上皮细胞无毒性，而且ＩＬ１β的

剂量也接近于体内生理量和哮喘、ＣＯＰＤ患者肺内表达量。本

研究发现ＩＬ１β不仅能诱导 ＨＭＧＢ１表达，还可促进 ＨＭＧＢ１

的转位和主动释放，进一步验证了气道上皮细胞是作为

ＤＡＭＰｓ分子 ＨＭＧＢ１的重要来源。本研究发现的ＩＬ１β促进

ＨＭＧＢ１的主动释放类似于既往的研究，均具有一定时间和浓

度依赖性［８］。更重要的是，大量的研究证实ＨＭＧＢ１在哮喘和

ＣＯＰＤ、慢性肺源性心脏病发病中起作用，因而被诱导释放

ＨＭＧＢ１可 能 是 ＩＬβ 介 导 慢 性 气 道 炎 症 的 新 机 制 之

一［６８，１３１５］。ＩＬβ不仅可以通过增加ＣＸＣＬ１、ＣＸＣＬ２和基质金

属蛋白酶来加剧气道炎症，通过诱导释放ＨＭＧＢ１也可能是另

一条重要途径。

目前气道上皮细胞 ＨＭＧＢ１释放的机制涉及相关的信号

通路的活化尚不清楚，而释放到局部气道腔能否与ＩＬ１β形成

复合物也是值得探讨的问题，因为 ＨＭＧＢ１ＩＬ１β复合物促炎

症功能远大于单一的ＨＭＧＢ１或ＩＬ１β。这些是本研究课题组

接下来探讨的方向，将进一步研究。
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