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［摘　要］　为探究Ｉｌｋ对ＬＰＳ诱导小鼠乳腺上皮细胞（ＭＥＣｓ）分泌炎性因子 ＩＬ－８、ＴＮＦ－α的影

响，采用ｓｉＲＮＡ技术筛选最佳转染条件，ｑＰＣＲ法和ＥＬＩＳＡ法检测ｓｉＲＮＡ转染后下游蛋白Ａｋｔ１的表

达来评价Ｉｌｋ沉默，ＥＬＩＳＡ法检测Ｉｌｋ沉默后对小鼠ＭＥＣｓ分泌炎性因子ＩＬ－８、ＴＮＦ－α的影响。结

果显示：选用Ｉｌｋ－ｍｕｓ－５９５片段的２０ｎＭ转染组可极显著抑制Ｉｌｋ的ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０１），转染

效率最好，达 ８４．８３％；Ｉｌｋ转染后可显著减少 ＬＰＳ介导的 Ａｋｔ１ｍＲＮＡ的转录和蛋白表达（Ｐ＜

０．０５）；可显著减少ＬＰＳ介导的ＴＮＦ－α分泌（Ｐ＜０．０５），但各组ＩＬ－８的量无变化（Ｐ＞０．０５）。结

果提示：利用ｓｉＲＮＡ成功转染的Ｉｌｋ可以影响细胞内 Ａｋｔ１的表达，降低细胞分泌的 ＴＮＦ－α含量，

Ｉｌｋ可能与小鼠ＭＥＣｓ的抗炎有关，可作为靶基因进行更加深入的研究，以期为乳腺炎症的治疗提供

新的思路及数据参考。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＭＥＣｓ；Ｉｌｋ；ｃｙｔｏｋｉｎｅ

　　整合素连接激酶（ｉｎｔｅｇｒｉｎ－ｌｉｎｋｅｄｋｉｎａｓｅ，Ｉｌｋ）

是一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，在全身多种组织

均表达，可参与生物体内多种信号通路并发挥着关

键作用［１］。目前研究表明，Ｉｌｋ作为一种癌基因与

许多肿瘤的形成、凋亡、黏附、增殖、侵袭和转移密

切相关［２］，研究还表明 Ｉｌｋ与 ＬＰＳ介导肿瘤细胞高

表达炎性细胞因子 ＩＬ－６有关［３］。有文献报道乳

腺上皮细胞（ＭＥＣｓ）在病原微生物侵入乳腺时，能

分泌细胞炎性因子，如ＩＬ－１β、ＩＬ－６、ＩＬ－８和ＴＮＦ

－α［４］，进而趋化中性粒细胞进入乳腺感染区，抵抗

病原菌的感染［５］，产生炎性因子与 ＬＰＳ刺激有

关［６］。通过基因芯片技术发现，在ＬＰＳ刺激下小鼠

ＭＥＣｓ上ＩｌｋｍＲＮＡ的表达发生了显著变化［７］，然而，

Ｉｌｋ与ＬＰＳ诱导乳腺上皮细胞分泌细胞炎性因子

ＴＮＦ－α和ＩＬ－８是否相关却未见报道。本研究利

用ＩｌｋｓｉＲＮＡ转染小鼠乳腺上皮细胞沉默Ｉｌｋ基因，

探讨Ｉｌｋ的表达对ＬＰＳ诱导小鼠乳腺上皮细胞分泌

ＩＬ－８和ＴＮＦ－α的影响，以期找到与乳腺炎症相关

的关键靶点，这对乳腺炎症等相关疾病的治疗具有

重要的意义，也为新药的开发和应用提供理论依据。

１　材　料

１．１　实验动物　ＳＰＦ级３月龄的妊娠中期昆明小

白鼠，体重（３２±２）ｇ，购自解放军第三军医大学实

验动物中心（动物许可证号：ＳＣＸＫ（渝）２０１２－

０００３），由贵州大学贵州省生化工程中心 ＳＰＦ级动

物实验室（动物许可证号：ＳＹＸＫ（渝）２０１３－０００１）

饲养。

１．２　试剂　ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基、胎牛血清（ＦＣＳ），

Ｔｈｅｒｍｏｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司；小 鼠 表 皮 生 长 因 子

（ｒｈＥＧＦ），ＳＡＢ公司；胰岛素（Ｉｎｓｕｌｉｎ）、Ｌ－谷氨酰

胺、霍乱毒素（ＣＴ）、脂多糖（ＬＰＳ），Ｓｉｇｍａ公司；Ｉ型

胶原酶和 ＩＩ型胶原酶，Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；ＰｏｗｅｒＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，ＡＢ公司；动物组织／细胞

ＲＮＡ提取试剂盒，２×ＥｓＴａｑＭａｓｔｅｒＭｉｘ，北京康为世

纪生物科技有限公司；ｍｏｕｓｅＴＮＦ－αＥＬＩＳＡｋｉｔ、

ｍｏｕｓｅＩＬ－８ＥＬＩＳＡｋｉｔ，武汉基因美生物公司；

１．３　实验仪器　ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ８０００储水型 ＣＯ２细

胞培养箱、ＭｕｌｔｉｓｋａｎＧｏ型全波段酶标仪，Ｔｈｅｒｍｏ公

司；ｑＴＯＷＥＲ实时荧光定量 ＲＴ－ＰＣＲ仪，德国 ｊｅｎａ

公司；Ｔ１００ＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒ温度梯度 ＰＣＲ仪、Ｇｅｌ

ＤｏｃＸＲ＋凝胶成像系统，ＢＩＯ－ＲＡＤ公司。

２　方　法

２．１　细胞的制备　参照文献方法［４］，选用３月龄

的妊娠中期昆明小鼠１只，压颈处死小鼠，解剖并

分离小鼠乳腺组织，用眼科剪将乳腺组织剪为

１ｍｍ×１ｍｍ×１ｍｍ大小的组织块。用混合酶消

化液８ｍＬ将乳腺组织转移到２５ｍＬ的三角锥形瓶

中，密封放入３７℃水浴锅中消化１ｈ，终止消化后

将细胞消化液用细胞筛（１６０目）过滤，收集滤液，

１０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清，在离心管中加入适

量含１０％ＦＣＳ／ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养液悬浮细胞团。采

用差速贴壁法纯化细胞后，将细胞悬液重新转移入

细胞培养瓶中，置入３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中静置

培养，隔２４ｈ换液１次，培养４ｄ。

２．２　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ筛选Ｉｌｋ的ｓｉＲＮＡ最

佳转染条件　按２．１项方法制备小鼠ＭＥＣｓ，将１００

·０６·



　２０１７，５１（２）：５９～６３／王玉坤，等 中国兽药杂志

μＬ５×１０５个／ｍＬ的细胞悬液加入２４孔细胞培养

板中，另加培养液４００μＬ，在５％ ＣＯ２，３７℃培养箱

培养２４ｈ，使用动物组织／细胞ＲＮＡ提取试剂盒提

取细胞的 ＲＮＡ，尽快用 ＴＩＡＮＳｃｒｉｐｔｃＤＮＡ第一链合

成试剂盒将提取的 ＲＮＡ逆转录，并于 －８０℃保存

备用。从ＧｅｎｅＢａｎｋ获得Ｉｌｋ基因序列，使用 Ｐｒｉｍｅｒ

５．０设计引物，以 Ｇａｐｄｈ为内参基因，采用梯度

ＰＣＲ技术检测基因的最佳退火温度（表１）。
表１　ｑＰＣＲ的引物序列及退火温度

基因 引物序列（５′→３′） 退火温度／℃ 基因序列号

Ｉｌｋ
上游ＴＧＴＴＧＴＧＡＡＧＧＴＧＣＴＧＡＡＧＧ
下游ＣＣＡＧＴＧＴＧＴＧＡＴＧＡＧＧＧＴＴＧ

５６ ＮＭ＿０１０５６２

Ａｋｔ１
上游 ＴＡＣＴＣＡＴＴＣＣＡＧＡＣＣＣＡＣＧＡＣＣ
下游 ＣＡＧＡＣＡＣＡＡＴＣＴＣＣＧＣＡＣＣＡＴＡ

５６ ＮＭ＿００１１６５８９４

Ｇａｐｄｈ
上游ＧＣＡＡＣＴＣＣＣＡＣＴＣＴＴＣＣＡ
下游ＧＴＣＣＡＧＧＧＴＴＴＣＴＴＡＣＴＣＣ

－ ＮＭ＿００８０８４

表２　ｓｉＲＮＡ序列
ｓｉＲＮＡ片段名称 ｓｉＲＮＡ序列（５′→３′）

Ｉｌｋ－ｍｕｓ－５９５
正义链ＧＣＣＡＧＡＡＵＣＵＣＡＡＣＣＧＵＡＵＴＴ
反义链ＡＵＡＣＧＧＵＵＧＡＧＡＵＵＣＵＧＧＣＴＴ

Ｉｌｋ－ｍｕｓ－７６３
正义链ＧＧＣＡＧＧＧＣＡＡＵＧＡＵＡＵＵＧＵＴＴ
反义链ＡＣＡＡＵＡＵＣＡＵＵＧＣＣＣＵＧＣＣＴＴ

　　根据ＮＣＢＩ数据库中小鼠 Ｉｌｋ的 ｍＲＮＡ序列设
计了２条ｓｉＲＮＡ片段（表２）。于转染前２４ｈ，接种
适当数量的小鼠 ＭＥＣｓ至２４孔细胞培养板中，待
细胞生长至３０％～５０％融合时，分别将转染片段加
入细胞，使其各组终浓度分别为 ５０ｎＭ、３０ｎＭ、
２０ｎＭ，另设空白对照组，转染培养 ２４ｈ后，按照
２．２项方法提取各孔细胞总 ＲＮＡ，将获得的总 ＲＮＡ
反转录成ｃＤＮＡ，并于－８０℃保存备用。
１０μＬ反应体系中，加入 ５μＬＳＹＢＲＧｒｅｅｎ，

２μＬ模板 ｃＤＮＡ，０．８μＬ引物，用无 ＲＮａｓｅ的水补
充体积至１０μＬ。然后进行ＰＣＲ反应和荧光测定。
荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ反应程序为：９５℃预热５ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，自
变性开始三步为一个循环，共设４０个循环；７２℃延
伸２ｍｉｎ，使产物延伸完全。反应结束后自 ５０～
９５℃绘制溶解曲线。测定结果使用２－△△Ｃｔ法进行
相对定量，计算转染效率，根据转染率筛选最佳转

染条件。其中：（１）△△Ｃｔ＝（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内
参）转染后－（Ｃｔ目的基因 －Ｃｔ内参）转染前；（２）
转染率＝１－２－△△Ｃｔ。
２．３　Ｉｌｋ转染效果评价
２．３．１　实时荧光定量ＲＴ－ＰＣＲ检测Ｉｌｋ转染后下
游蛋白 Ａｋｔ１ｍＲＮＡ表达量　将适当浓度的小鼠
ＭＥＣｓ细胞接于１２孔细胞培养板（共接２块板），待
其生长至５０％融合，设置４个实验组：转染组、ＮＣ

组、脂质体组、正常对照组，转染组选用 ＲＴ－ＰＣＲ
结果筛选出的最佳有效ｓｉＲＮＡ的浓度，ＮＣ组（阴性
对照组）选用 ＮＣ片段，脂质体组只选用转染的质
粒。转染２４ｈ后，抽去各孔中的培养基，加入终浓
度为１０μｇ／ｍＬ含ＬＰＳ生长培养液，继续培养２４ｈ。
按２．２项抽提各孔的总 ＲＮＡ，反转录，采用实时荧
光定量ＲＴ－ＰＣＲ测定Ａｋｔ１ｍＲＮＡ的转录量。
２．３．２　ＥＬＩＳＡ法检测 Ｉｌｋ转染后细胞内 Ａｋｔ１蛋白
量　按２．３．１项方法对小鼠 ＭＥＣｓ采用相同处理，
培养完成后，每孔取上清液，按照 ＥＬＩＳＡ试剂盒说
明书的方法，分别测定细胞内Ａｋｔ１的蛋白量。
２．４　ＥＬＩＳＡ法检测 Ｉｌｋ转染后细胞分泌 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－８量　按２．３．１项方法对小鼠 ＭＥＣｓ采用相同
处理，培养完成后，每孔取上清液，按照ＥＬＩＳＡ试剂
盒说明书的方法，分别测定细胞分泌的 ＴＮＦ－α、
ＩＬ－８的含量。
２．５　统计学处理　数据以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）
表示，采用ＳＰＳＳ１７．０统计分析软件进行处理，组间
数据比较采用单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ），以 Ｐ＜
０．０５表示差异显著，Ｐ＜０．０１表示差异极显著，具
有统计学意义。

３　结果与分析
３．１　Ｉｌｋ的 ｓｉＲＮＡ最佳转染条件筛选结果　结果
如图１、图 ２显示，与空白组比较，各转染组 Ｉｌｋ
ｍＲＮＡ的表达量均显著下降（Ｐ＜０．０５）。其中 Ｉｌｋ
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－ｍｕｓ－５９５片段在５０ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ浓度下的
转染效率分别为７６．９７％、６３．５２％、８４．８３％，与空
白组相比 Ｉｌｋ的 ｍＲＮＡ表达均被极显著抑制（Ｐ＜
０．０１）；Ｉｌｋ－ｍｕｓ－７６３片段在５０ｎＭ、３０ｎＭ、２０ｎＭ
的转染效率分别为５１．２９％、５３．９０％、３７．８８％，其
中５０ｎＭ和 ３０ｎＭ浓度下与空白组相比 Ｉｌｋ的
ｍＲＮＡ表达均被极显著抑制（Ｐ＜０．０１），２０ｎＭ浓
度下Ｉｌｋ的ｍＲＮＡ表达被显著抑制（Ｐ＜０．０５）。比
较各组转染率，Ｉｌｋ－ｍｕｓ－５９５片段的２０ｎＭ浓度
下转染率最高。

图１　ＲＴ－ＰＣＲ法检测Ｉｌｋ相对转录水平

图２　Ｉｌｋ－ｍｕｓ－５９５和Ｉｌｋ－ｍｕｓ－７６３片段
各组小鼠ＭＥＣｓ转染率

（与空白组相比，Ｐ＜０．０１；与空白组相比，Ｐ＜０．０５）

３．２　Ｉｌｋ转染后对下游蛋白Ａｋｔ１影响的结果
３．２．１　Ｉｌｋ转染后Ａｋｔ１ｍＲＮＡ表达量结果　如图３
所示，与对照组相比，转染组中 Ａｋｔ１的 ｍＲＮＡ表达
量降低了２０．２％，且差异显著（Ｐ＜０．０５），而 ＮＣ组
和脂质体组的表达量与对照组相比基本没有变化。

３．２．２　Ｉｌｋ转染后细胞内 Ａｋｔ１蛋白量结果　如图
４显示，同对照组相比，转染组 Ａｋｔ１的含量显著性
降低（Ｐ＜０．０５），而 ＮＣ组和脂质体组的蛋白量与
对照组相比基本没有变化。

３．３　Ｉｌｋ转染后细胞分泌ＴＮＦ－α、ＩＬ－８量的结果

图３　ＲＴ－ＰＣＲ法检测Ａｋｔ１相对转录水平
（ 与对照组相比，Ｐ＜０．０１； 与对照组相比，Ｐ＜０．０５）

图４　ＥＬＩＳＡ法检测细胞分泌Ａｋｔ１的水平

　如图５显示，同对照组相比，转染组 ＴＮＦ－α的
含量显著性降低（Ｐ＜０．０５），而 ＮＣ组和脂质体组
与对照组相比基本无变化；图６结果显示，同对照
组相比，转染组 ＩＬ－８的含量无显著性降低（Ｐ＞
０．０５），不具有统计学意义，ＮＣ组和脂质体组与对
照组相比基本无变化。

图５　各组ＴＮＦ－α含量

４　讨论与小结
整合素连接激酶在全身的多种组织广泛表达，

尤其在骨骼肌和心脏中高表达，因其自身三个结构

域作用，使得Ｉｌｋ成为整合素信号通路中的关键激
酶，介导细胞外基质（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｍａｔｒｉｘ，ＥＣＭ）对
细胞的调控，从而参与细胞的增殖、迁移、葡萄糖代
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图６　各组ＩＬ－８含量
（与对照组相比，Ｐ＜０．０５）

谢等多个方面的调控［８］，还与血管发育、肿瘤血管

生成、神经系统发育、心肌肥厚以及细胞免疫等相

关［９］。研究还表明Ｉｌｋ与ＬＰＳ介导肿瘤细胞高表达
炎性细胞因子ＩＬ－６有关。ＬＰＳ是存在于革兰氏阴
性菌上的ＰＡＭＰ，它能与免疫细胞膜上的模式受体
相互作用，激活胞内 ＴＬＲ４信号通路相关分子的活
化。通过基因芯片技术，发现 ＬＰＳ可引起 ＰＩ３Ｋ／
Ａｋｔ信号通路的活化［７］，提示 ＴＬＲ４信号通路与
ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路可能会相互影响，调节机体免疫
应答。因此猜测，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路也可能会调控
细胞因子的分泌，因 Ｉｌｋ分子是该通路的主要参与
者，为此尝试探究 Ｉｌｋ能否成为调控关键炎性细胞
因子分泌的新靶向基因。

研究发现，Ａｋｔ１作为 Ｉｌｋ重要的作用底物，其
上游基因 Ｉｌｋ的激活能直接引起 Ａｋｔ１的磷酸化。
据报道，肿瘤抑制因子 ＰＴＥＮ突变的人前列腺癌细
胞中Ｉｌｋ活化可引起 Ａｋｔ１的磷酸化；而抑制 Ｉｌｋ可
以抑制Ａｋｔ１的磷酸化，并诱导细胞周期停滞进而
发生凋亡［１０］。有报道 ＰＩ３Ｋ异性抑制剂可以显著
的抑制ＬＰＳ刺激后肝脏内 Ａｋｔ１活化，并降低肝细
胞核ＳＲＥＢＰ－１ｃ的活化，说明 ＬＰＳ可以通过 ＴＬＲ４
和ＰＩ３Ｋ信号通路介导肝脏Ａｋｔ１的磷酸化［１１］；另有

研究表明ＬＰＳ刺激过表达ＩＬＫ的Ａ５４９细胞后，细胞
因子的表达也呈现显著的增高，提示外源性炎症因

子ＬＰＳ与Ａ５４９细胞表面ＴＬＲ４结合后，促进了Ａ５４９
细胞产生炎性细胞因子ＩＬ－６［１２］。这一系列研究都
表明ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路与ＬＰＳ刺激信号通路的活
化关系密切，也为本试验研究奠定了理论基础。

为了明确Ｉｌｋ基因的沉默是否会影响ＬＰＳ刺激
下小鼠ＭＥＣｓ中ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的活化，本试验
利用ｓｉＲＮＡ转染技术抑制了基因Ｉｌｋ的表达，结果显
示与ＬＰＳ刺激组相比，转染组显著下调了 Ａｋｔ１的

ｍＲＮＡ的转录水平，这说明Ｉｌｋ表达被抑制之后影响
了下游Ａｋｔ１的表达；通过检测转染后的蛋白水平，
结果显示其表达量有所下降，说明Ｉｌｋ的表达抑制，
会对其下游的靶点Ａｋｔ１产生一定的影响，这与肿瘤
细胞的报道一致［９］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路会受到干
扰，是否会影响炎性因子的表达？本研究进一步测

定了ＴＮＦ－α和ＩＬ－８的含量，结果发现基因Ｉｌｋ表
达被抑制后，上清液中ＩＬ－８含量几乎没有变化；而
ＴＮＦ－α含量显著降低 （Ｐ＜０．０５）。结果说明，抑制
基因Ｉｌｋ的表达，从而抑制了其下游基因 Ａｋｔ１的活
性，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路的下调对 ＴＬＲ４信号通路的
持续活化有一定的干扰作用，进而抑制ＮＦ－κＢ的活
化，最终降低细胞分泌细胞因子ＴＮＦ－α的减少，进
而可减轻ＬＰＳ引起小鼠ＭＥＣｓ炎性反应时对细胞的
损伤。然而其为何只影响ＴＮＦ－α的分泌，对ＩＬ－８
分泌没有影响的现象有待进一步深入研究。
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