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CYLD 在急性胰腺炎肺损伤中的表达及其与 NF-κB 通路

关系的体外研究

秦超，关磊，徐田磊，陈莹，程石

（首都医科大学附属北京天坛医院  普通外科，北京 100050）

摘   要 目 的： 探 讨 急 性 胰 腺 炎（AP） 致 急 性 肺 损 伤（ALI） 时 肺 泡 巨 噬 细 胞（AM） 中 肿 瘤 抑 制 因 子

cylindromatosis（CYLD）的表达及其与 NF-κB 炎症反应信号通路的关系。

方法：60 只成年 SD 大鼠随机均分为实验组与对照组；经支气管肺泡灌洗获取大鼠 AM 后，实验组给

予 TNF-α 刺激（AP 致 ALI 体外模拟），对照组给予等量生理盐水，每组 AM 分别在处理后 0、1、3、6、

12 h，行相关炎性因子，以及 CYLD、NF-κBp65、NF-κB 必须调节蛋白（NEMO）及 IκBα 蛋白表

达检测。

结果：对照组各时间点上，AM 中释放的各炎症因子、以及 CYLD、NF-κB 通路相关蛋白的表达水平

均无明显变化（均 P>0.05）。与对照组比较，实验组各项指标在 0 h 均无差异（均 P>0.05），但其后

时间点均有统计学差异（均 P<0.05）；TNF-α、IL-1β、IL-6、NO 的释放均在 1 h 明显升高，且达到

峰值，其后缓慢下降；从 1 h 开始，CYLD 蛋白表达明显下调、NF-κBp65 和 IκBα 蛋白表达明显上调，

其后均有所恢复；NEMO 蛋白表达从 1 h 明显上调，3 h 时表达降低，6、12 h 表达量再次回升。实验

组 AM 中 CYLD 与 NF-κBp65、NEMO 及 IκBα 的表达呈明显负相关（r=-0.759、-0.849、-0.813，

均 P<0.05）。

结论：AM 中 CYLD 的表达可能在 AP 致 ALI 时降低，进而其对 NF-κB 炎症反应信号通路的抑制减弱。

上调 CYLD 的表达可能是减轻 AP 致 ALI 的有效途径。
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急 性 肺 损 伤 （ A L I ） 是 急 性 胰 腺 炎 （ A P ）

早 期 出 现 的 胰 腺 外 并 发 症 [ 1 ]。 其 发 病 机 制 可 能 与

NF -κB信号通路过度活化导致大量炎症介质释放

有关 [2]。如能抑制NF -κB过度活化将有助于减轻

ALI。研究[3-5]表明，肿瘤抑制因子cylindromatosis

（ C Y L D ） 是 N F - κ B 活 化 的 负 性 调 节 因 子 。 笔 者

前期研究初步证实CYLD在AP导致ALI过程中可能

起负性调控作用 [6]，但其具体机制不清。研究 [7-8]

提示，NF -κB必须调节蛋白（NF -κB -essen t i a l  

modulator，NEMO）作为NF-κB上游调控因子在

其活化中起重要作用。本实验拟通过体外模拟AP

致ALI发生，观察肺泡巨噬细胞（AM）中CYLD、

NF-κB、NEMO、IκBα的表达情况，探索CYLD

调控NF-κB信号通路的可能机制，为临床治疗ALI

提供新思路。

1　材料与方法

1.1  实验动物及分组

成年健康SD大鼠60只（中国医学科学院实验动

物研究所提供），雌雄不拘，体质量250~300 g。动

物实验前喂养1周，普通饲料，随意饮水，规律昼夜

时间（各12 h），室温20~25 ℃，术前禁食12 h，不

禁饮水。随机分成实验组与对照组，每组30只。

1.2  支气管肺泡灌洗及细胞处理

采 用 腹 腔 放 血 的 方 法 分 批 处 死 各 组 动 物 ，

经肺泡灌洗获取AM，然后将灌洗液2  000  r /min离

心10  min获取细胞，用1640培养液悬浮细胞后于�

37  ℃、5%CO 2细胞培养箱中温育1  h。获得AM以

0.4%胎盘蓝染色，判定活性大于90%，Wright染色

判定纯度大于90%，且无污染。实验组给予10 µg/L

的TNF -α刺激，模拟AP致ALI [ 9-10 ]，对照组各时

相给予等量生理盐水，分别在处理后的0、1、3、

6、12  h，以2  000  r /min离心10  min收集上清液和

AM。

1.3  上清液中 AM 分泌的 TNF-α、IL-1β、IL-6
及 NO 水平测定

应 用 购 自 B i o s o u r e 公 司 的 酶 联 免 疫 吸 附 法

（ELISA）试剂盒测定TNF -α、IL -1β、IL -6含

量，应用化学比色法检测上清液中NO含量，试剂

盒 购 自 南 京 建 成 生 物 公 司 ， 所 有 步 骤 严 格 按 照 产

品说明书操作。

Methods: Sixty adult SD rats were equally randomized into experimental group and control group. AMs were 

harvested by bronchoalveolar lavage, which were treated with TNF-α (for simulation of AP-induced ALI in vitro) 

in experimental group, and treated with the same amount of normal saline in control group, respectively. In these 

AMs, the levels of inflammatory factors and the expressions of CYLD, NF-κBp65, NF-κB-essential modulator 

(NEMO) and IκBα were determined at 0, 1, 3, 6 and 12 h after treatment.

Results: At each time point, the releasing levels of all the determined inflammatory factors and expression levels 

of CYLD and NF-κB pathway-related proteins showed no significant change in control group (all P>0.05). In 

experimental group compared with control group, all parameters showed no significant difference at 0-h time 

point (all P>0.05), but had statistical difference at all the later time points (all P<0.05); the releasing levels of 

TNF-α, IL-1β, IL-6 and NO were all significantly increased and reached their peak values at 1-h time point and 

then gradually decreased; from 1-h time point, the CYLD expression was significantly down-regulated, while 

the expressions of NF-κBp65 and IκBα were significantly up-regulated, and then all were slightly recovered later; 

the NEMO expression was significantly up-regulated at 1-h time point, and declined at 3-h time point, and 

was elevated again at 6- and 12-h time point. CYLD expression had significantly negative correlation with the 

expressions of NF-κBp65, NEMO and IκBα in the AMs of experimental group (r=–0.759, –0.849, and –0.813, all 

P<0.05) respectively.

Conclusion: CYLD expression may be decreased in the AMs during ALI secondary to AP, thus its inhibition to 

NF-κB-dependent inflammatory signaling pathway is lessened. Up-regulating CYLD expression may probably be 

an effective approach for alleviating AP-induced ALI. 
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1.4  Western blot 法 测 定 各 组 AM 中 CYLD、

NF-κBp65、NEMO 及 IκBα 活性水平

应 用 购 自 北 京 普 利 莱 基 因 技 术 有 限 公 司 的 胞

核/胞质蛋白制备试剂盒提取AM胞质蛋白和核蛋白

并 测 定 浓 度 后 ， 行 聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 。 结 果 用

计算机扫描，用图像分析系统（GelPro  3.0）测定

目 的 条 带 与 内 参 的 光 密 度 值 ， 并 取 两 者 的 比 值 作

半定量分析。分别检测AM中CYLD、NF-κBp65、

NEMO及IκBα的活性水平。

1.5  统计学处理

数据以平均数±标准差（x±s）表示。组间差

异显著性的比较采用单因素方差分析。 P < 0 .05为

差 异 有 统 计 学 意 义 。 相 关 性 采 用 线 性 分 析 ， 数 据

处理均用SPSS  22.0软件完成。

2　结　果

2.1  AM 分泌 TNF-α、IL-1β、IL-6 及 NO 活性

变化

对照组可检测到低水平的TNF -α活性，且各

时间点无明显变化（P>0.05）；实验组AM分泌的

TNF-α活性0  h与对照组无明显差异（P>0.05），

自1  h即明显升高（P<0.05），且达到峰值，至3、

6 、 1 2  h 仍 维 持 高 水 平 ， 但 呈 逐 渐 降 低 的 趋 势 ， �

12  h时TNF -α活性仍高于0  h（P <0.05）；AM分

泌IL-1β、IL-6及NO活性各组变化情况与TNF-α

的变化趋势相似（表1-4）。

2.2  Western blot 检测 CYLD 和 NF-κBp65 表达

对 照 组 各 时 间 点 C Y L D 蛋 白 表 达 呈 高 水

平 ， 且 表 达 量 无 明 显 变 化 （ P > 0 . 0 5 ） ； 实 验 组

1  h 时 C Y L D 蛋 白 表 达 与 对 照 组 相 比 已 有 明 显 下

表 1　两组 AM 中 TNF-α 释放水平比较（n=6，pg/mL）
Table 1　Comparison of the TNF-α releasing levels in the AMs of the two groups (n=6, pg/mL)

组别 0 h 1 h 3 h 6 h 12 h
对照组 83.0±7.8      89.2±4.5   85.3±7.2   79.7±8.1   91.6±11.3
实验组 87.7±3.8 1 008.3±6.71) 410.9±10.61) 270.3±5.61) 204.7±14.81)

注：1）与对照组相同时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group at the same time point

表 2　两组 AM 中 IL-1β 释放水平比较（n=6，pg/mL）
Table 2　Comparison of the IL-1β releasing levels in the AMs of the two groups (n=6, pg/mL)

组别 0 h 1 h 3 h 6 h 12 h
对照组 9.0±1.3   11.4±2.6   13.5±4.1   10.2±1.7   9.7±1.8
实验组 8.6±2.3 218.5±16.41) 152.0±3.91) 101.6±2.91) 68.2±4.11)

注：1）与对照组相同时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group at the same time point

表 3　两组 AM 中 IL-6 释放水平比较（n=6，pg/mL）
Table 3　Comparison of the IL-6 releasing levels in the AMs of the two groups (n=6, pg/mL)

组别 0 h 1 h 3 h 6 h 12 h
对照组 68.3±2.3 75.4±5.3   72.7±6.8   66.7±6.0   70.8±4.9
实验组 72.8±2.6 512.6±6.11) 358.6±8.01) 241.2±9.41) 196.1±4.01)

注：1）与对照组相同时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group at the same time point

表 4　两组 AM 中 NO 释放水平比较（n=6，nmol/mL）
Table 4　Comparison of the NO releasing levels in the AMs of the two groups (n=6, nmol/mL)

组别 0 h 1 h 3 h 6 h 12 h
对照组 0.414±0.040 0.472±0.055 0.483±0.047 0.428±0.013 0.446±0.028
实验组 0.445±0.033 1.206±0.1131) 1.045±0.0771) 0.740±0.0721) 0.610±0.0471)

注：1）与对照组相同时间点比较，P<0.05
Note: 1) P<0.05 vs. control group at the same time point
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降 （ P < 0 . 0 5 ） ， 随 着 时 间 进 行 ， 其 后 各 时 相 较

对 照 组 均 呈 现 低 表 达 （ P < 0 . 0 5 ） 。 对 照 组 各 时

相 N F - κ B p 6 5 蛋 白 表 达 呈 低 水 平 ， 实 验 组 1  h

时 N F - κ B p 6 5 蛋 白 表 达 与 对 照 组 相 比 明 显 上 升

（ P < 0 .05），且达到峰值，其后各时相较对照组

相比亦呈高表达，但趋势逐渐降低（图1-2）。

2.3  Western blot 检测 NEMO 和 IκBα 表达

对 照 组 各 时 相 N E M O 蛋 白 表 达 呈 低 水 平 ， 实

验组1  h时NEMO蛋白表达与对照组相比明显升高

（ P < 0 . 0 5 ） ， 3  h 时 表 达 降 低 ， 但 仍 高 于 对 照 组

（ P <  0 .05），6、12  h时又回升，呈现高表达。

对 照 组 各 时 相 I κ B α 蛋 白 表 达 呈 低 水 平 ， 实 验

组 1  h 时 I κ B α 蛋 白 表 达 与 对 照 组 相 比 明 显 升 高

（ P < 0 .05），随着时间进行，其后各时相较对照

组均呈现高表达（图3-4）。

2.4  相关性分析

实 验 组 A M 中 C Y L D 与 N F - κ B p 6 5 、 N E M O 及

IκBα的表达呈高度负相关（r=-0.759、r=-0.849、

r=-0.813，均P<0.05）。

图 1　Western blot 检测 CYLD 蛋白表达　　A：电泳图；B：定量比较
Figure 1　CYLD protein expression determination by Western blot analysis　　A: Electrophoretic diagram; B: Quantitative comparison
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图 2　Western blot 检测 NF-κBp65 蛋白表达　　A：电泳图；B：定量比较
Figure 2　NF-κBp65 protein expression determination by Western blot analysis　　A: Electrophoretic diagram; B: Quantitative comparison
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3　讨　论

A P 引 起 A L I 的 实 质 就 是 多 种 炎 症 细 胞 参 与 的

肺 脏 局 部 炎 症 反 应 和 炎 症 反 应 失 控 所 致 的 肺 毛 细

血管膜损伤[11]，是导致早期死亡的主因。研究[2,  12]

认为NF-κB信号通路活化在ALI中起关键作用，抑

制其活化可能是治疗ALI的新靶点。

研究 [13-14]表明NF -κB活化可引起多种炎症介

质 的 过 量 释 放 ， 导 致 炎 症 反 应 。 本 实 验 对 正 常 大

鼠 A M 行 体 外 刺 激 以 模 拟 A P 致 A L I 模 型 。 结 果 显

示：实验组AM分泌的炎症介质TNF-α、IL-1β、

IL-6和NO较对照组相比均在1  h即明显升高，且达

到 峰 值 ， 其 后 各 时 相 仍 维 持 较 高 水 平 ， 但 呈 逐 渐

下降的趋势。证实AP时由于NF-κB的活化导致炎

症 介 质 的 释 放 ， 引 起 炎 症 反 应 级 联 扩 大 ， 进 而 加

重肺损伤。该结果与我们前期研究 [ 15]相符，但炎

症 介 质 分 泌 的 峰 值 有 所 提 前 ， 可 能 由 于 体 外 直 接

刺激AM，反应比较迅速且充分，且由于培养基消

耗等因素，导致分泌峰值提前。

研究[16-17]证实，CYLD是NF-κB的负性调控因

子。同时也在炎症性疾病中起关键性作用[18-19]。笔

者前期大鼠体内研究[20-21]也表明，CYLD表达可能

与AP致ALI相关，但其具体机制尚不清。

本 研 究 结 果 显 示 ， 对 照 组 各 时 间 点 C Y L D 表

达 水 平 均 较 高 ， 而 实 验 组 从 1  h 即 明 显 下 降 ， 且

表 达 量 最 低 ， 此 后 各 时 相 较 对 照 组 比 较 均 维 持 低

水平，表明CYLD在正常的AM中有一定的表达，

而 A P 时 其 表 达 降 低 。 推 测 可 能 与 C Y L D 能 抑 制

NF-κB活化的上游调控因子有关。

N E M O 作 为 N F - κ B 信 号 通 路 的 上 游 调 控 因

子，是IKK复合物激活唯一绝对必需的亚单位 [7]。�

CYLD能抑制IKK复合物的形成，进而抑制NF-κB

活 化 [ 2 2 ] 。 故 本 研 究 进 一 步 检 测 各 组 A M 中 N F -
κ B p 6 5 及 其 上 游 调 控 因 子 N E M O 和 I κ B α 的 表

达，结果显示，实验组上述指标均于1  h即明显升

高，提示AM经过TNF-α刺激后，NEMO和IκBα

图 3　Western blot 检测 NEMO 蛋白表达　　A：电泳图；B：定量比较
Figure 3　NEMO protein expression determination by Western blot analysis　　A: Electrophoretic diagram; B: Quantitative comparison
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图 4　Western blotting 检测 IκBα 蛋白表达　　A：电泳图；B：定量比较
Figure 4　IκBα protein expression determination by Western blot analysis　　A: Electrophoretic diagram; B: Quantitative comparison
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表 达 增 强 ， 进 而 导 致 N F - κ B 信 号 通 路 被 迅 速 激

活。相关性分析也显示实验组上述指标与CYLD表

达呈负相关，表明CYLD可能通过抑制NF-κB活化

和 上 游 调 控 因 子 的 表 达 而 大 量 消 耗 ， 从 而 导 致 实

验组CYLD表达较对照组降低。

综上，本研究结果提示，AM中CYLD在AP所

致ALI时呈低表达，使其对NF-κB信号通路活性的

抑 制 减 弱 ， 从 而 导 致 大 量 炎 症 因 子 的 释 放 。 增 强

CYLD表达可能是减轻AP致ALI的有效途径。

参考文献

[1] Landahl P, Ansari D, Andersson R. Severe Acute Pancreatitis: Gut 

Barrier Failure, Systemic Inflammatory Response, Acute Lung 

Injury, and the Role of the Mesenteric Lymph[J]. Surg Infect 

(Larchmt), 2015, 16(6):651-656.

[2] Rakonczay Z Jr, Hegyi P, Takács T, et al. The role of NF-kappaB 

activation in the pathogenesis of acute pancreatitis[J]. Gut, 2008, 

57(2):259-267. 

[3] Trompouki E, Hatzivassiliou E, Tsichritzis T, et al. CYLD 

is a deubiquitinating enzyme that negatively regulates NF-

kappaB activation by TNFR family members[J]. Nature, 2003, 

424(6950):793-796.

[4] Kovalenko A, Chable-Bessia C, Cantarella G, et al. The tumour 

suppressor CYLD negatively regulates NF-kappaB signalling by 

deubiquitination[J]. Nature, 2003, 424(6950):801-805. 

[5] Sun SC. CYLD: a tumor suppressor deubiquitinase regulating NF-

kappaB activation and diverse biological processes[J]. Cell Death 

Differ, 2010, 17(1):25-34.

[6] 靳杯, 刘立民, 闫文貌, 等. 肿瘤抑制蛋白CYLD在急性坏死性胰腺

炎大鼠肺损伤中的作用[J]. 中华肝胆外科杂志, 2013, 19(1):58-61.

Jin B, Liu LM, Yan WM, et al. The role of tumor suppressor 

factor CYLD in lung injury associated with acute necrotizing 

pancreatitis[J]. Chinese Journal of Hepatobiliary Surgery, 2013, 

19(1):58-61. 

[7] Niu J, Shi Y, Iwai K, et al. LUBAC regulates NF-kappaB activation 

upon genotoxic stress by promoting linear ubiquitination of 

NEMO[J]. EMBO J, 2011, 30(18):3741-3753.

[8] Zhao Y, Ma CA, Wu L, et al. CYLD and the NEMO Zinc 

Finger Regulate Tumor Necrosis Factor Signaling and Early  

Embryogenesis[J]. J Biol Chem, 2015, 290(36):22076-22084.

[9] Li KC, Ho YL, Huang GJ, et al. Anti-oxidative and anti-

inflammatory effects of Lobelia chinensis in vitro and in vivo[J]. 

Am J Chin Med, 2015, 43(2):269-287.

[10] Lv H, Yu Z, Zheng Y, et al. Isovitexin Exerts Anti-Inflammatory and 

Anti-Oxidant Activities on Lipopolysaccharide-Induced Acute Lung 

Injury by Inhibiting MAPK and NF-kappaB and Activating HO-1/

Nrf2 Pathways[J]. Int J Biol Sci, 2016, 12(1):72-86.

[11] Bhatia M. Acute pancreatitis as a model of SIRS[J]. Front Biosci 

(Landmark Ed), 2009, 14:2042-2050.

[12] Sailai Y, Yu X, Baiheti P, et al. Influence of nuclear factor kappaB 

activation on inflammatory mediators of alveolar macrophages in rats with 

acute necrotizing pancreatitis[J]. J Investig Med, 2010, 58(1):38-42.

[13] Ghosh S, Hayden MS. New regulators of NF-kappaB in 

inflammation[J]. Nat Rev Immunol, 2008, 8(11):837-848.

[14] Baker RG, Hayden MS, Ghosh S. NF-kappaB, inflammation, and 

metabolic disease[J]. Cell Metab, 2011, 13(1):11-22.

[15] 程石, 宋茂民, 史敬东. 氯化钆对急性坏死性胰腺炎肺泡巨噬细胞

分泌炎症介质的影响[J]. 中国普通外科杂志, 2006, 15(11):836-839.

Cheng S, Song MM, Shi JD. The effect of gadolinium chloride on 

inflammatory mediators secreted by alveolar macrophages in acute 

necrotizing pancreatitis rats[J]. Chinese Journal of General Surgery, 

2006, 15(11):836-839.

[16] Urbanik T, Koehler BC, Wolpert L, et al. CYLD deletion 

triggers nuclear factor-kappaB-signaling and increases cell death 

resistance in murine hepatocytes[J]. World J Gastroenterol, 2014, 

20(45):17049-17064.

[17] Jono H, Lim JH, Chen LF, et al. NF-kappaB is essential for 

induction of CYLD, the negative regulator of NF-kappaB: evidence 

for a novel inducible autoregulatory feedback pathway[J]. J Biol 

Chem, 2004, 279(35):36171-36174.

[18] Wang WY, Lim JH, Li JD. Synergistic and feedback signaling 

mechanisms in the regulation of inflammation in respiratory 

infections[J]. Cell Mol Immunol, 2012, 9(2):131-135.

[19] Lim JH, Ha UH, Woo CH, et al. CYLD is a crucial negative 

regulator of innate immune response in Escherichia coli 

pneumonia[J]. Cell Microbiol, 2008, 10(11):2247-2256.

[20] 刘立民, 马瑞卿, 闫文貌, 等. 氯化钆预处理对ANP肺损伤大鼠

肺泡巨噬细胞中CYLD及NF-KB的影响[J]. 中国普通外科杂志, 

2012, 21(3):267-271.

Liu LM, Ma RQ, Yan WM, et al. Effect of GdCl3 pretreatment on 

CYLD and NF-κB in alveolar macrophages of rats with lung injury 

secondary to acute pancreatitis[J]. Chinese Journal of General 

Surgery, 2012, 21(3):267-271.

[21] 马瑞卿, 刘立民, 闫文貌, 等. PDTC对急性坏死性胰腺炎大鼠急

性肺损伤的影响[J]. 中国普通外科杂志, 2012, 21(3):272-276.

Ma RQ, Liu LM, Yan WM, et al. Effect of PDTC on acute lung 

injury secondary to acute necrotizing pancreatitis in rats[J]. Chinese 

Journal of General Surgery, 2012, 21(3):272-276.

[22] Sun SC, Ley SC. New insights into NF-kappaB regulation and 

function[J]. Trends Immunol, 2008, 29(10):469-478.

（本文编辑　姜晖）

本文引用格式：秦超, 关磊, 徐田磊, 等. CYLD在急性胰腺炎肺损

伤中的表达及其与NF-κB通路关系的体外研究[J]. 中国普通外科杂

志, 2016, 25(3):357-362. doi:10.3978/j.issn.1005-6947.2016.03.009

Cite this article as: Qin C, Guan L, Xu TL, et al. CYLD expression 
during acute lung injury caused by acute pancreatitis and its relation 
with NF-κB pathway: an in vitro study[J]. Chin J Gen Surg, 2016, 
25(3):357-362. doi:10.3978/j.issn.1005-6947.2016.03.009




