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【实验研究】

17β雌二醇对脂多糖致炎性拮抗作用*

张莉莉1，解博红2，郭继强2，宋向凤2

摘 要: 目的 研究 17β 雌二醇( 17β-estradiol，E2) 对核转录因子( NF-кB) 转录活性及 Toll 样受体( TLR4) 表达的
影响。方法 采用脂多糖和 17β 雌二醇同时作用于单核巨噬细胞 RAW264． 7，采用逆转录 － 聚合酶链反应方法检测
细胞表面 TLR4 基因的表达; 用荧光素酶报告基因转染试验观察 NF-кB 转录活性变化。结果 对照组、LPS 单独刺激
组和 17β 雌二醇预作用组细胞 TLR4 mRNA 的相对表达分别为( 1. 23 ± 0. 21) 、( 1. 52 ± 0. 28) 和( 1. 11 ± 0. 27) ，NF-κB
转录活性的相对值分别为( 126 ± 32) 、( 306 ± 58) 和( 247 ± 37) ，LPS 刺激可使细胞 TLR4 mRNA 表达和 NF-кB 转录活
性增强，而 17β 雌二醇预作用可明显降低 TLR4 mRNA 的表达和 NF-кB 转录活性，组间比较差异具有统计学意义( P ＜
0. 05) 。结论 17β 雌二醇能通过调节 TLR4 及转录因子 NF-кB 的活性呈现一定的抗炎作用。

关键词: 雌激素; 巨噬细胞; 核转录因子( NF-кB) ; Toll 样受体( TLR4)
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Effects of 17β-estradiol on expression of NF-кB and TLR4 in LPS-stimulated RAW264． 7 cells ZHANG Li-li，XIE
Bo-hong，GUO Ji-qiang，et al． Department of Microbiology，Sanquan College，Xinxiang Medical University ( Xinxiang
453003，China)

Abstract: Objective To investigate the effects of 17β-estradiol on the expression of nuclear factor kappa B ( NF-кB)
and Toll-like receptor 4( TLR4) in lipoplysaccharide( LPS) -stimulated RAW264. 7 cells．Methods The expression of TLR4
mRNA in RAW264. 7 cells was detected with reverse-tanscription-PCR( RT-PCR) ． The activity of transcription factor NF-кB
was detected with method of luciferase reporter． Results The relative expression level of TLR4 mRNA was 1. 23 ± 0. 21，
1. 52 ±0. 28，and 1. 11 ±0. 27 in the control group，LPS stimulation group，and 17β-estradiol group，respectively． Meanwhile，
the relative value of NF-кB activity was 126 ± 32，306 ± 58，and 247 ± 37 in the control group，LPS stimulation group，and
17β-estradiol group，respectively． 17β-estradiol could decrease the expression of TLR4 mRNA and the transcription activity of
NF-кB in LPS-stimulated RAW264． 7 cells ( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion 17β-estradiol has anti-inflammatory effect via
regulation of TLR4 expression and NF-кB transcriptional activity．

Key words: estrogen; macrophage; NF-кB; TLR4

雌激素是女性生殖系统生长发育所必需的类固醇激素，

主要包括雌酮、雌二醇和雌三醇，其中以雌二醇的生理功能最

强。一般认为雌激素可作为体液免疫的增强子〔1〕，参与细胞

的生长、分化、免疫应答和炎症反应等，影响自身免疫性疾病

的发生与发展，但是具体的作用机制还未完全阐明。本课题

前期观察到 17β 雌二醇能以剂量依赖的方式影响 T 淋巴细

胞和 B 淋巴细胞的功能〔2 － 3〕，本研究进一步探讨了 17β 雌二

醇( 17β-estradiol，E2) 对单核巨噬细胞 Toll 样受体( TLR4) 表

达的影响及可能的作用机制。
1 材料与方法

1． 1 材料 小鼠单核巨噬细胞系 RAW264. 7( 本实验中心保

存) ; 脂质体、报告基因检测试剂( 碧云天生物技术公司) ; RP-

MI 1640 培养液( 美国 Gibco 公司) ; 胎牛血清( 杭州四季青公

司) ; 核转录因子( NF-кB) -Luc 质粒( 美国国立卫生研究院栾

好江博士惠赠) ; 17β 雌二醇、脂多糖( 美国 Sigma 公司) 。莫

洛尼鼠 白 血 病 病 毒 ( M-MLV) 逆 转 录 酶、pGL3-Basic、pGL3-
Control、Trizol 试剂( TaKaRa 公司) ; T196 普通 PCR 仪( 德国

Biometra 公司) ; 荧光分析仪( 德国 Biometra 公司) 。
1． 2 方法

1. 2. 1 细胞培养 RAW264. 7 细胞接种于含有体积比为

10%灭活胎牛血清的新鲜 RPMI 培养液中，内含 100 U /mL 青

霉素、100 U /mL 链霉素、羟乙基哌嗪乙磺酸( Hepes) 缓冲液、

谷氨酰胺，在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中培养 2 ～ 3 d

传代 1 次，调整细胞密度不超过 5 × 105 /mL。
1. 2. 2 17β 雌二醇刺激 将处于对数生长期的 RAW264. 7

细胞分装于 24 孔培养板中，数量为 1 × 105 /孔，用于 TLR4

mRNA 表达检测; 2 × 105 /孔，用于 NF-кB 转录活性检测。实

验分组为: 无刺激对照组; 脂多糖( 终浓度为 1 μg /mL) 刺激

组; 脂多糖 + 17β 雌二醇( 终浓度为 10 －9 mol /L) 刺激组; 每组
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设 3 个复孔。在 37 ℃、5% CO2、饱和湿度培养箱中继续培养

48 h，收获细胞，分别进行各项检测。
1. 2． 3 TLR4 mRNA 表达检测 用 Trizol 试剂提取细胞总

RNA，取 1 μg 总 RNA 用于逆转录，逆转录按照 M － MLV 逆转

录酶试剂说明书操作。采用逆转录 － 聚合酶链反应技术检测

TLR4 mRNA 的表达。引物序列如下: TLR4: 上游 5'-ACCTG-
GCTGGTTTACACGTC-3'， 下 游 5'-CTGCCAGAGACATTG-
CAGAA-3'，产物 201 bp; 内参甘油醛-3-磷酸脱氢酶( GAPDH)

上游 5'- CTCATGACCACAGTCCATGC -3'，下游 5'- CACATT-
GGGGGTAGGAACAC-3'，产物 201 bp。引物由 Introvigen 公司

合成。PCR 反应条件为: 95 ℃变性 30 s，56 ℃退火 30 s，72 ℃
延伸 30 s，循环 30 次，最后再 72 ℃ 延伸 5 min。实验重复 3
次。取扩增产物 10 μL 电泳并在紫外灯下观察。
1． 2． 4 NF-кB 转录活性检测 采用荧光素酶报告基因转染

试验检测 NF-кB 的转录活性。按照 TfxTM － 50 脂质体试剂说

明书进行操作，将荧光素酶报告基因质粒 NF-кB-Luc、阴性对

照 pGL3-Basic 和阳性对照 pGL3-Control 各转染 RAW264． 7 细

胞，转染 36 h 后，各转染组加入 LPS 和 /或 17β 雌二醇。转染

42 h 后收集细胞，转入 1． 5 mL EP 管，1 000 r /min 离心 5 min，

弃上清，磷酸盐缓冲液洗涤 2 次，每管加入 200 μL 报告基因

细胞裂解液，振荡 30 s，置室温 5 min，12 000 r /min 离心 30 s，
取 20 μL 上清液加入 100 μL 荧光素混合后，立即用荧光分析

仪检测荧光光量值。
1． 3 统计分析 采用 SPSS 13. 0 软件进行统计分析，结果以
珋x ± s 表示，采用单因素方差分析，独立样本 t 检验，P ＜ 0． 05
为差异有统计学意义。
2 结 果

2． 1 17β 雌二醇对 TLR4 mRNA 表达影响( 图 1) 结果如图

1 所示，对照组、脂多糖单独刺激组和 17β 雌二醇预作用组细

胞 TLR4 mRNA 的相对表达分别为( 1. 23 ± 0. 21 ) 、( 1. 52 ±
0. 28) 和( 1. 11 ± 0. 27) 。脂多糖刺激可使细胞表达 TLR4 mR-
NA 增强，而 17β 雌二醇预作用可明显降低 TLR4 mRNA 的表

达，组间比较具有统计学意义( 两两比较 t = 3. 978，t = 5. 463，

均 P ＜ 0. 05) 。

图 1 17β雌二醇对 RAW264. 7 细胞 TLR4 的影响

2. 2 17β 雌二醇对 NF-κB 转录活性影响 对照组、脂多糖单

独刺激组和 17β 雌二醇预作用组细胞 NF-κB 转录活性的相

对值分别为( 126 ± 32 ) 、( 306 ± 58 ) 和( 247 ± 37 ) 。LPS 刺激

可使细胞 NF-κB 转录活性增强，而 17β 雌二醇预作用可明显

降低 NF-κB 转录活性，组间比较具有统计学意义( 两两比较 t
= 4. 939，t = 12. 496，均 P ＜ 0. 05) 。
3 讨 论

许多研究和临床观察发现，进入青春期以后的女性比男

性对抗原刺激具有更强的免疫应答，性激素受体在多种免疫

器官和免疫细胞上均有表达〔4〕，这提示性激素对免疫功能有

着重要的调节作用，但确切的机制尚不清楚。前期研究显示，

雌激素能抑制 T 淋巴细胞的增殖，但促进 B 淋巴细胞产生抗

体〔2 － 3〕。
单核巨噬细胞是体内重要的吞噬细胞和抗原提呈细胞，

它通过表面的模式识别受体去识别病原相关分子模式，引起

细胞内信号转导，最终导致细胞活化并分泌一些细胞因子以

影响免疫功能。Toll 样受体是单核巨噬细胞表面重要的模式

识别受体，在机体固有免疫对病原体的识别方面发挥着非常

重要的作用，但关于雌激素对单核巨噬细胞的 Toll 样受体的

影响报道极少，结果还存在很大争议〔5 － 7〕。本研究探讨 17β
雌二醇对 LPS 刺 激 下 的 单 核 巨 噬 细 胞 系 RAW264. 7 细 胞

TLR4 表达 的 影 响。结 果 显 示，脂 多 糖 的 刺 激 使 细 胞 表 面

TLR4 mRNA 表达增强，但预先用 17β 雌二醇作用后，则 TLR4
mRNA 表达明显降低，这提示雌激素能降低 LPS 引起的炎症

反应，从而对机体有一定的保护作用。
NF-кB 是一种重要的细胞核转录因子，NF-кB 活化后可

以调控的靶基因包括免疫相关受体、细胞因子、炎症因子、黏
附分子、急性期蛋白等〔8〕，在调控免疫细胞的激活、淋巴细胞

的发育、细胞凋亡、肿瘤形成、病毒复制、炎症反应〔9〕及多种

自身免疫性疾病方面发挥重要作用。本研究结果显示，17β
雌二醇能明显降低 LPS 刺激下的 NF-κB 转录因子的活性，减

轻许多炎症性靶基因的表达。
本研究结果提示，17β 雌二醇能明显降低 LPS 诱导下的

TLR4 的表达，并通过 NF-κB 信号途径降低单核巨噬细胞对

细菌感染的敏感性。
志谢 此研究在新乡医学院免疫学研究中心完成，感谢王辉教授给予

的指导和帮助
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