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摘  要: 杀菌/通透性增加蛋白 (Bactericidal/permeability-increasing protein, BPI) 能结合并特异地中和来自革

兰氏阴性菌外膜的脂多糖 (Lipopolysaccharide, LPS)。为了研究牛源 BPI 蛋白及其 N 端结构域在 LPS 介导的

免疫应答中的作用，本文将 BPI 全长 1 449 bp 编码区序列 (BPI) 和其 N 端 714 bp 的编码区序列 (BPI714) 分

别导入 mHEK293 细胞，分析了稳定表达的 BPI 或 BPI714 对 LPS 介导的炎性细胞因子表达的影响。首先将构

建的 pLEX-BPI/pLEX-BPI714 载体分别转染 mHEK293 细胞，获得稳定表达牛源 BPI 或 BPI714 的 mHEK293

细胞；然后用 LPS 刺激上述细胞，分别收集刺激前、刺激后 1 h、3 h、6 h、12 h、24 h、36 h 和 48 h 的细胞，

并同时收集未表达 BPI 或 BPI714 的 mHEK293 细胞在各时间点的样品作为对照；采用定量 RT-PCR 检测上述

细胞中炎性细胞因子 IL-8、IL-1β、TNF-α、NF-κB-1、NF-κB-2的相对表达水平，比较 LPS刺激前后表达 BPI/BPI714

和对照细胞中上述基因转录水平的变化规律。研究表明，LPS 刺激后，对照细胞中 IL-8、IL-1β、TNF-α、NF-κB-2

表达水平在不同时间点均显著提高 (P<0.05)，并呈现规律性变化；而稳定表达 BPI/BPI714 的细胞在同样刺激

条件下，IL-8、IL-1β、TNF-α、NF-κB-2 基因的转录水平均未发生显著变化 (P>0.05)。根据我们的实验结果，

在 mHKE293 细胞模型中 BPI 或 BPI714 均能显著降低 LPS 介导的炎性细胞因子表达，抑制 LPS 介导的免疫应

答。这不仅为进一步研究 BPI 抑菌机制和利用其抑菌功能提供了可靠的实验依据，也为分析抗菌蛋白的抗菌

动物及兽医生物技术
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效果提供了一种可靠的实验方法。 

关键词: 杀菌 /通透性增加蛋白，脂多糖，免疫应答，炎性细胞因子  
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Abstract:  Bactericidal/permeability-increasing protein (BPI) can bind to and specifically neutralize lipopolysaccharide 

(LPS) from the outer membrane of Gram-negative bacteria. In order to evaluate potent LPS-neutralizing activity of bovine 

BPI, the full-length coding sequence (1 449bp) or 714 bp N-terminal coding sequence (BPI714) of bovine BPI was 

transfected into mHEK293 cells and the expression of LPS-induced inflammatory cytokines was studied. First, we 

constructed the lentiviral expression vectors and generated mHEK293 cells stably expressing recombinant bovine BPI or 

BPI714. Then, we detected the expression of IL-8, IL-1β, TNF-α, NF-κB-1 and NF-κB-2 genes by real-time PCR at 0, 1, 3, 

6, 12, 24, 36 and 48 h post of LPS induction in cells with or without recombinant bovine BPI or BPI714 ectopic expression, 

respectively. In response to LPS, the robust abundance of inflammatory cytokines including IL-8, IL-1β, TNF-α and 

NF-κB-2 was observed in wild type mHEK293 cells at eachtime point. On the contrary, mRNA abundance of IL-8, TNF-α 

and NF-κB-2 in transfected mHEK293 cells showed no significant changes at each indicated time point. Our results 

demonstrated that recombinant bovine full length BPI or BPI714 down-regulated the expression of inflammatory cytokines 

and revealed that either of bovine BPI or BPI714 was able to inhibit the immune respond stimulated by LPS. This study 

provides evidence for further investigating the mechanisms and application of BPI/LPS-neutralizing activity and also 

documents a reliable approach for analysis of the efficacy of antibacterial proteins. 

Keywords:  bactericidal/permeability-increasing protein, lipopolysaccharide, immune respond, inflammatory cytokines 

在人和动物生活的环境中存在着大量的革

兰氏阴性菌，脂多糖 (Lipopolysaccharide, LPS) 

是革兰氏阴性菌菌膜的组成部分。在革兰氏阴

性菌侵入动物机体后，LPS 被机体的天然免疫

系统 TLR 识别，当机体检测到 LPS 的入侵信号

后，在转录因子家族  (Nuclear factor-κ-gene 

binding, NF-κB) 的调控下，白介素 8 (Interleukin- 

8, IL-8)、白介素 1β (Interleukin-1β, IL-1β) 和肿

瘤坏死因子 α (Tumor necrosis factor-α, TNF-α) 

等促炎症因子的表达水平都急剧增加，产生清

除病原菌的免疫反应 [1-2]。杀菌/通透性增加蛋 

白  (Bactericidal/permeability-increasing protein, 

BPI) 是机体在免疫反应中释放的免疫分子，它

与 LPS 有很高的亲和能力，可以特异地中和 LPS，
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对革兰氏阴性菌有强烈的细胞毒性效应[3-4]。 

BPI 基因最初是在人中性粒细胞中发现[5]，

嗜酸性粒细胞也有低水平的表达[6]。随着研究的

深入，在人胃肠道上皮细胞 [7]、皮肤成纤维细  

胞 [8]、泪腺管上皮细胞 [9]、生殖道上皮细胞 [10]

中都检测到 BPI 的转录和表达。牛源 BPI 蛋白

研究相对较少，目前主要集中在基因多态性对

基因功能的影响及 BPI 体外表达后抑菌功能的

研究，对牛 BPI 抑菌机制的研究还未见报道。 

本实验将牛源的 BPI 基因转入到 mHEK293 

(该细胞系由白杰等[11]参考 Sauter 等[12]的方法，

将牛源的 CD14-MD2-TLR4 基因转染到 HEK293

细胞后，该细胞系具有了免疫应答能力，是研

究牛天然免疫反应的细胞模型) 细胞中进行表

达，期望了解 LPS 介导的炎症反应发生时，BPI

基因稳定表达对炎性细胞因子转录表达的影

响。此外，研究显示人源 BPI 与 LPS 结合的核

心区域位于 BPI 蛋白 N 端。因此，本研究克隆

获得了牛源 BPI 基因 CDS 全长及 BPI N 端的编

码序列，开展了二者对 LPS 介导的炎症反应影

响的研究。本研究有助于了解牛源 BPI 的抗菌

机理，为进一步利用其抗菌活性，降低奶牛乳

腺炎的发病率，提高牛奶食用的安全性提供理

论和实验依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  载体、菌种及细胞 

DH5α 感受态细胞购自北京天根公司；

pMD20-T 载体购自 TaKaRa 公司；pLEX-MCS

慢病毒表达载体及其包装质粒 pMD2G、pSPAX

购自 Openbiosystem 公司；用于生产重组慢病毒

的 293T 包装细胞购自 ATCC 公司。包含牛源

CD14-MD2-TLR4 基因的 mHEK293 细胞系由新

疆畜牧科学院动物生物技术中心提供。 

1.1.2  酶及主要试剂 

限 制 性 内 切 酶 BamH Ⅰ 、 Mlu Ⅰ 购 自

Fermentas 公司；T4 DNA 连接酶、PrimeSTAR® 

HS DNA Polymerase 购自宝生物工程  (大连) 

有限公司；Trizol 试剂和 Lipofectamine™ 2000

试剂购自 Invitrogen 公司；DMEM 培养基和胎

牛血清购自 GIBCO 公司；HA 抗体购自北京天

根公司；荧光二抗购自 LI-COR 公司；QuantiTect 

SYBR GreenⅠ试剂购自 QIAGEN 公司。其他试

剂为国产分析纯。 

1.2  牛 BPI/BPI714 基因表达载体的构建 

根据BPI基因的mRNA序列 (NM_173895.2)，

设计用于扩增牛 BPI 基因 N 端序列 (大小为 

714 bp) 的一对 PCR 引物，上、下游引物分别

引入 BamHⅠ和 MluⅠ酶切位点，下划线部分为

HA 标签序列。同时设计另一对引物用以扩增

BPI 全长 CDS 序列 (大小为 1 449 bp)，引物也分

别引入 BamHⅠ和 MluⅠ酶切位点，下划线部分

为 HA 标签序列 (序列详见表 1)。用荷斯坦牛血

样 2.5 mL 提取总 RNA，取 1 µg RNA 反转录成

cDNA。目的片段的 PCR 扩增体系为：cDNA    

2 μL，10×缓冲液 2 μL，25 mmol/L MgCl2 1.5 μL，

10 mmol/L dNTPs 2 μL，前述上下游引物各   

10 pmol/L，1.25 U PrimeSTAR® HS DNA 聚合

酶，超纯水补足到 20 μL。PCR 反应条件：95 ℃

预变性 5 min；95 ℃变性 30 s，65 ℃ (降低 2 ℃/2

循环) 退火 40 s 以及 72 ℃延伸 100 s，共 16 个

循环；然后 95 ℃变性 30 s，51 ℃退火 40 s 以及

72 ℃延伸 100 s 共 19 个循环；最后 72 ℃延伸

5min ，琼脂糖凝胶电泳检测。目的片段和
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pLEX-MCS 载体分别用 BamHⅠ和 MluⅠ双酶

切，回收酶切产物进行克隆，经酶切和测序鉴

定正确的重组质粒分别命名为 pLEX-BPI 和

pLEX-BPI714。 

1.3  稳 定 表 达 牛 BPI 和 BPI N 端 的

mHEK293 细胞的获得 

1.3.1  BPI、BPI714 重组慢病毒的制备 

采 用 磷 酸 钙 方 法 分 别 将 pLEX-BPI 

/pLEX-BPI714 质粒、包装质粒和包膜质粒共转

染到 293T 细胞中，分别获得携带 BPI 和 BPI714

基因的重组病毒。步骤如下：293T 细胞于 10 cm

培养皿培养，细胞汇合度达到 70%−80%时进行

转染。转染试剂包括 pLEX-BPI/pLEX-BPI714

质粒 20 µg，包装质粒 pSPAX 15 µg、pMD2G 6 µg，

去离子水补足 500 μL，加入 2 × HBS (0.273 mol/L 

NaCl，10 µmol/L KCl，1.4 µmol/L Na2HPO4，   

42 µmol/L 4-羟乙基哌嗪乙磺酸及 10 µmol/L 葡

萄糖，pH 7.05) 500 μL，2.5 mol/L CaCl2 溶液

50 µL。室温孵育 20 min 后，将混合液均匀滴加

至生长 293T 细胞培养基中。12−14 h 后更换新

鲜培养基，48 h 后收获含病毒颗粒的细胞培养

液，分装保存于−70℃备用。 

1.3.2 稳定表达 BPI/BPI714 mHEK293 细胞的

构建及鉴定 

将 pLEX-BPI/pLEX-BPI714 重组慢病毒感

染 mHEK293 细胞。步骤如下，在 6 孔板每孔各

铺 3×105 个 mHEK293 细胞。当细胞汇合度达到

70%时，将 pLEX-BPI/pLEX-BPI714 重组慢病毒

0.5 mL 和 DMEM 培养液 0.5 mL 混合，同时加

入聚凝胺 (Polybrene) 10 µg，16 h 换液后继续培

养 48 h，在培养基中添加 600 ng/mL 的嘌呤霉素

进行筛选，获得表达牛源 BPI/BPI714 基因的细

胞系 mHEK293-BPI 和 mHEK293-BPI714。 

BPI/BPI714基因在mHEK293中的表达鉴定。

分别收集 mHEK293-BPI 和 mHEK293-BPI714 细

胞，裂解后取 40 µg 总蛋白按文献 [13]进行

Western blotting 分析，其中一抗为 1∶5 000 小

鼠抗 HA 抗体。 

1.4  稳定表达 BPI 基因对 LPS 介导的炎性细

胞因子表达的影响 

6 孔板中分别培养 3×105 个 /孔稳定表达

BPI/BPI714 和未表达 BPI/BPI714 的 mHEK293

细胞，当细胞汇合度达到 70%时，添加 LPS (终

浓度 100 ng/mL)，分别收集实验组和对照组 0、

1、3、6、12、24、36 和 48 h 共 8 个时间点的

细胞。为保证实验结果准确，每个时间点均设

平行样品。通过定量 RT-PCR 检测上述细胞中相

关炎性细胞因子相对表达量的变化。 

1.5  实时定量 RT-PCR 检测细胞炎性细胞因

子的转录水平 

1.5.1  标准曲线的制备 

使用标准曲线相对定量法对基因 mRNA 水

平进行定量 RT-PCR 分析。首先分别制备目的基

因的标准品。针对人 IL-8、 IL-1β、TNF-α、

NF-κB-1、NF-κB-2 和 GAPDH 基因，设计相应

的跨内含子引物 (表 1)。将 PCR 获得的目的片

段克隆至 pMD-20-T 载体，使用 EcoRⅠ内切酶

获 得 线 性 化 质 粒 。 经 DNA 纯 化 试 剂 盒  

(QIAGEN) 纯化线性化质粒 DNA，梯度稀释至

1 ng/μL、100 pg/μL、10 pg/μL、1 pg/μL、100 fg/μL、

10 fg/μL、1 fg/μL 共 7 个浓度作为标准品。使用

QuantiTect SYBR Green Ⅰ 试 剂 进 行 定 量

RT-PCR，生成标准曲线。 
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表 1  基因克隆及定量 RT-PCR 检测的引物序列 

Table 1  Amplification primers for real-time RT-PCR and gene cloning 

Primer name Forward primer (5′–3′) Reverse primer (5′–3′) Size (bp)

BPI 
CTGGGATCCGAAGACATGGCCAG
AGGCCCTGAC 

CTTACGCGTTCAAGCGTAGTCTGGGA
CGTCGTATGGGTAGCTGTAGTGGACA
TCTGCACCG 

1 449 

BPI714 
CTGGGATCCGAAGACATGGCCAG
AGGCCCTGAC 

CTTACGCGTTCAAGCGTAGTCTGGGA
CGTCATATGGGTAAGGTGCCACCAGT
GAGTAATCG 

714 

IL-8 ACTGGGTGCAGAGGGTTGTG AACCAGGAATCTTGTATTGCATC 187 

IL-1β CGAATCTCCGACCACCACTACAG TCCCATGTGTCGAAGAAGATAGG 156 

TNF-α CCTCTTCTCCTTCCTGATCGTGG ACATGGGCTACAGGCTTGTCACT 174 

NF-κB-1 ATGAAAGACGAGGAGTACGAGC CTTTTCTTCATGGATGATGGC 153 

NF-κB-2 ACATGGAGAGTTGCTACAACCC GCCTTCACAGCCATATCGAAAT 179 

GAPDH CACGGCATCGTCACCAACTG CAGGGGTGTTGAAGGTCTCGAAC 183 

The underlined sequences are the HA peptide tag sequences. 

 

1.5.2  样本的制备及实时定量 PCR 检测 

用 Trizol 提取实验组和对照组的不同时间

点细胞样品总 RNA，取 1 µg 总 RNA 反转录成

cDNA，取 2 µL cDNA 进行定量 RT-PCR，选择

GAPDH 作为内参基因。反应程序均为：95 ℃  

15 min，55 个循环：95 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，72 ℃ 

30 s。溶解曲线：99 ℃ 10 s，40 ℃ 15 s，99 ℃ 

0.1 ℃/s，降温至40 ℃ 30 s。反应体系：2×Master mix 

10 µL；上下游引物 (10 pmol/L) 1 µL；cDNA 2 µL；

无 RNA 酶超纯水 7 µL。每个样本重复 3 次。 

1.5.3  统计分析 

使用 SPSS13.0 软件进行数据的方差分析。

当结果显示表达差异显著时 (P<0.05)，在图上

用不同字母 a、b、c 表示；当结果显示表达差异

不显著时 (P>0.05)，在图上用相同字母表示。 

2  结果与分析 

2.1  BPI/BPI714 慢病毒表达载体的构建 

以荷斯坦牛血样总 RNA 的反转录产物

cDNA 为模板进行 PCR 扩增，分别获得 1 449 bp

和 714 bp 的 BPI CDS 全长和 N 端目的片段。随

即分别将目的片段克隆到 pLEX-MCS 表达载

体，经双酶切鉴定后，对重组质粒测序。测序

结果显示，获得的目的片段序列正确，且基因

序列准确插入载体的预定位置。 

2.2  获得稳定表达 BPI 的 mHEK293 细胞系 

将携带牛源 BPI/BPI714 的重组病毒感染

mHEK293 细胞，获得稳定表达 BPI/BPI714 的

mHEK293 细胞，Western blotting 检测 BPI/BPI714

在细胞中的表达情况。结果显示，在 55 kDa 和

25 kDa 标准分子量附近有特异的目的蛋白，说

明 BPI/BPI714 在 mHEK293 细胞中表达 (图 1)。 

2.3  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

炎性细胞因子表达的影响 

为了研究重组 BPI/BPI714 蛋白对 LPS 介导

的 炎 性 细 胞 因 子 的 影 响 ， 以 稳 定 表 达

BPI/BPI714 mHEK239 细胞为细胞模型，用 LPS

分别刺激 BPI/BPI714 mHEK239 的实验组细胞

和不表达 BPI/BPI714 的 mHEK239 对照组细胞，
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分析不同细胞经 LPS 诱导后炎症因子表达的变

化。分别收集 LPS 刺激前、刺激后不同时间点

的实验组和对照组细胞，制备细胞总 RNA 进

行反转录，获得相应 cDNA。通过实时定量

RT-PCR 检测实验组和对照组各个时间点细胞

的炎症因子 IL-8、IL-1β 和 TNF-α 以及转录因

子 NF-κB-1 和 NF-κB-2 共 5 个基因转录水平的

相对表达量。 

2.3.1  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

IL-1β 基因表达水平的影响 

对于没有表达 BPI 或 BPI714mHEK293 细胞，

LPS 刺激 6 h 后，IL-1β基因的相对转录水平升高 

(P<0.05)，随后下降至与对照差异不显著，之后的

时间点其表达量虽有小幅波动，但均与刺激前差

异不显著。相比，无论表达 BPI 或 BPI714，LPS

刺激 1 h 后表达 BPI/BPI714 的细胞中 IL-1β基因

的相对转录水平均显著升高 (P>0.05)，随后下降，

之后各时间点 IL-1β 基因表达量和刺激前相比，

差异均不显著 (P>0.05) (图 2)。 
 

 
 

图 1  Western blotting 检测重组蛋白 BPI /BPI714

的表达 

Fig. 1  Western blotting analysis of recombinant BPI 
/BPI714 expression. (A) Western blotting analysis of 
BPI N-terminal domain. (B) Western blotting analysis 
of β-actin, the samples were the same as A. (C) Western 
blotting analysis of full-length BPI. (D) Western 
blotting analysis of β-actin, the samples were the same 
as C. 

 
 

图 2  LPS 刺激前后稳定表达 BPI/BPI714 和未表达

BPI/BPI714 的 mHEK293 细胞中 IL-1β 基因的相对

表达水平 

Fig. 2  IL-1β gene responses to LPS (100 ng/mL) 
stimulation in mHEK293 cells transfected with BPI/BPI714 
and non-transfected mHEK293 cells. Con: control. 
 

2.3.2  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

TNF-α 基因表达水平的影响 

LPS 刺激 1 h 后，没有表达 BPI 或 BPI714

的 mHEK293 细胞中 TNF-α 基因的相对转录水

平迅速升高 (P<0.05)，随后的时间点逐渐下降，

并在 36 h 后降到与对照差异不显著。而表达 BPI

和 BPI714 的细胞在 LPS 刺激后，TNF-α基因的

相对转录水平相比 LPS 刺激前没有显著变化 

(P>0.05) (图 3)。 
 

 
 

图 3  LPS 刺激前后稳定表达 BPI/BPI714 和未表达

BPI/BPI714 的 mHEK293 细胞中 TNF-α基因的相对

表达水平 

Fig. 3  TNF-α responses to LPS (100 ng/mL) stimulation 
in mHEK293 cells transfected with BPI/BPI714 and 
non-transfected mHEK293 cells. 
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2.3.3  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

IL-8基因表达水平的影响 

LPS 刺激 1 h 后，没有表达 BPI 或 BPI714

的 mHEK293 细胞中 IL-8 基因的相对转录水平

即显著升高 (P<0.05)，到 3 h 达到最高点，而后

逐渐下降，刺激 36 和 48 h 后 IL-8 基因转录表

达与刺激前相比无显著变化 (P>0.05)。与表达

BPI 或 BPI714 的细胞相比，IL-8 基因的相对转

录水平在 LPS 刺激前后没有显著变化 (P>0.05) 

(图 4)。 

2.3.4  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

NF-κB-2基因表达水平的影响 

没有表达 BPI 或 BPI714 的 mHEK293 细胞

在 LPS 刺激后 1 h、3 h 和 6 h，NF-κB-2 基因的

相对转录水平迅速、持续升高，维持较高的转

录 表 达 水 平 ， 与 刺 激 前 相 比 ， 差 异 显 著 

(P<0.05)。LPS 刺激 12 h 时，NF-κB-2 基因表达

水平下降至刺激前水平 (P>0.05)，刺激 24 h 时

其表达水平再次升高，较 LPS 刺激前的表达水

平差异显著，随后在 36 h 和 48 h 又恢复到刺激

前的表达水平 (P>0.05)。与此同时，表达 BPI

和 BPI714 的 mHEK293 细胞，其 NF-κB-2 基因

相对转录水平 LPS 刺激前和刺激后没有显著变

化 (P>0.05) (图 5)。 

2.3.5  稳定表达的 BPI/BPI714 对 LPS 诱导的

NF-κB-1基因表达水平的影响 

在没有表达 BPI 或 BPI714 的 mHEK293 细

胞中，LPS 刺激后 NF-κB-1 基因的转录表达升

高，在刺激后 3 h 的表达量与刺激前相比差异显

著，然后逐渐下降，并在刺激 12 h 后表达水平

降低至刺激前的表达水平。在表达 BPI 和

BPI714 的细胞中，NF-κB-1 的相对转录水平在

LPS 刺激 1 h 时升高，与刺激前显著差异；随后

下降，刺激 3 h、6 h 后 NF-κB-1 基因转录水平

降至刺激前的表达水平；之后 NF-κB-1 表达量

持续下降，显著低于刺激前的表达水平 (图 6)。 

 

 
 

图 4  LPS 刺激前后稳定表达 BPI/BPI714 和未表达

BPI/BPI714 的 mHEK293 细胞中 IL-8基因的相对表

达水平 

Fig. 4  IL-8 gene responsesto LPS (100 ng/mL) 
stimulation in mHEK293 cells transfected with 
BPI/BPI714 and non-transfected mHEK293 cells. 
 
 

 
 

图 5  LPS 刺激前后稳定表达 BPI/BPI714 和未表达

BPI/BPI714 的 mHEK293 细胞中 NF-κB-2基因的相

对表达水平 

Fig. 5 NF-κB-2 gene responses to LPS (100 ng/mL) 
stimulation in mHEK293 cells transfected with 
BPI/BPI714 and non-transfected mHEK293 cells. 
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图 6  LP S 刺激前后稳定表达 BPI/BPI714 和未表达

BPI/BPI714 的 mHEK293 细胞中 NF-κB-1基因的相

对表达水平 

Fig. 6 NF-κB-1 gene responses to LPS (100 ng/mL) 
stimulation in mHEK293 cells transfected with 
BPI/BPI714 and non-transfected mHEK293 cells. 
 

3 讨论 

LPS 是革兰氏阴性菌菌膜的组成部分，可以

导致急性炎症反应，清除 LPS 或对 LPS 的脱毒

是机体免疫反应的最重要目标。激活免疫反应

首先需要把单个 LPS 分子转移到宿主细胞的表

面识别受体 TLR4，这个过程需要 LBP 和革兰

氏阴性菌菌膜上的 LPS 结合，由 LBP 把内毒素

单体转移给可溶的 CD14 (或细胞膜上的 CD14) 

形成复合物，该复合物的结合底物是 MD2 或

MD2-TLR4，然后由 MD2 将内毒素和 TLR4 结

合起来，通过激活 NF-κB 途径，使巨噬细胞释

放促炎性细胞因子，如 TNF-α、IL-1β和 IL-6 等，

诱导巨噬细胞介导的免疫应答，从而清除细菌[14]。 

IL-8 可由多种细胞产生，包括单核细胞、

巨噬细胞、内皮细胞、成纤维细胞和表皮细胞

等。IL-lα、IL-1β 和 LPS 是刺激 IL-8 分泌的主

要诱导剂。IL-8 主要生物学功能是趋化和激活

中性粒细胞，使其产生处理细胞毒素的吞噬小

泡[4]。吞噬小泡中包括大量的抗菌肽、活性氧以

及骨髓分化的蛋白，能够消灭病原菌，清除 LPS

或对 LPS 进行脱毒化处理，其中 BPI 是抗菌肽

处理 LPS 的主要成分之一。 

自 1978 年 Weiss 等提取天然 BPI 分子后，

人们已经对兔、鼠、猪、牛和鸡等多种生物的

BPI 基因进行研究，大部分研究主要集中在 BPI

基因多态性对其功能的影响[15-17]，以及不同组

织的 BPI 表达分布以及其对革兰氏阴性菌的杀

菌能力方面。徐俊杰等[18]从细菌培养和平板计

数上，都证实 BPI 有极强的抑菌效果。在全血

实验中，5 nmol/L 浓度的 nBPl55 或 rBPl23 就可

使对血清和吞噬作用具有抵抗力的有荚膜粗糙

型大肠杆菌发生损伤[1]。Eckert 等[19]通过表达

TLR4 信号通路的 HEK293 细胞研究小鼠 BPI 的

功能，发现鼠源 BPI 能特异的抑制 IL-8 和 NF-κB

基因的表达。Wittmann 等[20]在稳定表达 NF-κB

基因的 RAW 细胞系 (RAW-κB) 中研究 BPI 对

LPS 诱导的炎性反应的影响，发现鼠源 BPI 可

以抑制 NF-κB，IL-8 和 TNF 基因的表达。综上

所述，LPS 刺激后，炎性细胞因子 TNF-α、IL-1β、

IL-8 和转录因子 NF-κB 表达水平均显著增加。

因此，我们认为通过分析这些基因的表达水平

变化能够判断 BPI 对 LPS 介导的免疫应答的影

响作用。为此本实验选择了上述炎性细胞因子/

转 录 因 子 ， 利 用 具 有 TLR4 信 号 通 路 的

mHEK293 细胞系，将牛源 BPI/BPI N 端基因分

别转染到上述 mHEK293 细胞中，在相同 LPS

刺激条件下，通过比较稳定表达 BPI/BPI714 实

验组细胞和没有表达 BPI/BPI714 对照组细胞中

这些因子的相对转录水平变化情况，评价牛源

BPI 对 LPS 介导的免疫应答的影响。 

不同剂量的 LPS刺激不同物种的免疫细胞、

炎性细胞因子的转录水平变化并不完全相同。

Strandberg 等[21]采用 50 μg/mL 的 LPS 刺激牛乳



姚楠 等/牛杀菌/通透性增加蛋白对脂多糖介导的炎性细胞因子表达的影响 

cjb@im.ac.cn 

203

腺上皮细胞，炎性细胞因子的转录水平均迅速

提高，其中 IL-8 和 TNF-α的转录水平在 2 h 后

最高，而 IL-1β在刺激 8 h 后达到最高转录水平。

而 Hadley 等[22]采用 1 ng/mL 的 LPS 刺激人的血

液，发现 TNF-α 在 6 h 后表达水平达到最高，

IL-1β在 12 h 达到最高水平，IL-8 则在 24 h 时

达到最高水平。Guillermo 等[23]对人的单核细胞

系 THP-1 用 LPS (100 ng/mL) 进行刺激，发现

TNF-α表达量迅速升高，并在 4 h 后达到最高水

平，随后缓慢下降。Lee 等[24]用大肠杆菌刺激奶

牛个体，采集牛奶中的细胞，检测炎性细胞因

子转录水平的变化，发现 TNF-α 转录水平没有

显著升高，而 IL-8 在 16 h 后转录水平显著升高  

(P<0.05)，而后逐渐下降。总体上，在 LPS 刺激

的各种实验模型中，尽管炎性细胞因子表达在

变化强度和时间上存在差异，但是炎性细胞因

子表达水平都会显著高于其刺激前的转录水

平。本研究结果也显示，没有 BPI/BPI714 表达

时，LPS 刺激 mHEK293 细胞后，IL-8、IL-1β

和 TNF-α 以及转录因子 NF-κB-2 的转录水平均

显著提高，说明 LPS 可以诱导 mHEK293 产生

炎 性 细 胞 因 子 应 答 。 然 而 ， 当 稳 定 表 达

BPI/BPI714 mHEK293 细胞受到相同 LPS 刺激

细胞后，其 IL-8、TNF-α 和 NF-κB-2 的转录水

平均接近刺激前的转录水平，都未发生显著变

化，说明 BPI 能强烈抑制以上基因的转录表达。

这一结果与 Eckert等[19]和 Wittmann等[20]的研究

结果相似，说明不同物种的 BPI 抗菌机理是相

似的。然而，本实验检测到表达 BPI/BPI714 的

细胞在 LPS 刺激后 6 h，其中 IL-1β 的表达与对

照组细胞相比也显著降低，但该基因在 LPS 刺

激后 1 h 的转录表达水平却比刺激前显著升高

了，提示在 LPS 诱导的炎性细胞因子应答中

IL-1β 基因的转录调节与 IL-8 和 TNF-α 可能不

完全相同。此外，不表达 BPI/BPI714 的细胞经

LPS 刺激后 NF-κB-1 基因转录水平并没有显著

提高，而稳定表达 BPI/BPI714 的细胞在 LPS 刺

激后 1 h，NF-κB-1 基因转录水平却显著升高，

说明 NF-κB-1 基因在 LPS 刺激的炎性反应中不

起主要作用。 

本研究分别构建了牛 BPI 和 BPI N 端编码

序列的表达载体并导入 mHEK293 细胞中使其

成功表达，收集 LPS 刺激前后不同时间点细胞

样品，利用实时定量 RT-PCR 方法检测 IL-8、

IL-1β、TNF-α、NF-κB-1 和 NF-κB-2 基因的表达

变化规律。结果表明，LPS 刺激后，没有表达

BPI/BPI714 的细胞中 IL-8、 IL-1β、TNF-α、

NF-κB-2 表达水平在不同时间点均显著提高 

(P<0.05)，并呈现规律性变化；而稳定表达

BPI/BPI714 细胞在同样刺激条件下， IL-8、

IL-1β、TNF-α、NF-κB-2 基因在 LPS 刺激前后

的转录水平均没有显著变化 (P>0.05)。说明在

mHKE293 细胞模型中，稳定表达 BPI/BPI714

的细胞能强烈抑制 LPS 介导的炎性细胞因子的

表达。该实验结果证明了 BPI/BPI714 均能抑制

LPS 介导的免疫应答，这为将来研究抗菌蛋白

的抗菌效果提供了一种可靠的方法，也为进一

步研究其抑菌机制、开发利用其抑菌功能提供

了可靠的实验依据。 
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