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白藜芦醇对细菌脂多糖耐受的 THP-1 细胞 TNF-α 启动子区

的影响
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摘   要	 目的：探讨白藜芦醇对细菌脂多糖（LPS）耐受的人原单核细胞 THP-1 细胞中 TNF-α 启动子区的影响。

方法：首先建立 LPS 耐受 THP-1 细胞模型后，然后用 LPS 分别刺激正常 THP-1 细胞（对照组）、LPS

耐受 THP-1 细胞（耐受组）、白藜芦醇处理的 LPS 耐受 THP-1 细胞（耐受 + 白藜芦醇组），检测各组

细胞 TNF-α mRNA 的表达及 TNF-α 启动子区各转录因子的结合情况。

结果：LPS 刺激后，TNF-α mRNA 表达在对照组细胞迅速升高，耐受组缓慢升高，而耐受 + 白藜芦

醇组略微升高，表达量明显低于前两组（均 P<0.05）。染色体免疫沉淀（ChIP）分析显示，LPS 刺激

前，耐受组与耐受 + 白藜芦醇组 p65 及乙酰化 p65（ace-p65）、RelB、G9a 对 TNF-p 启动子区的结合

量均明显高于对照组（均 P<0.05），而 p50 的结合量各组细胞间无统计学差异（P>0.05）；LPS 刺激

后，p65 和 ace-p65 对 TNF-α 启动子区的结合量在对照组明显增加，而在耐受 + 白藜芦醇组明显降低，

G9a 结合量在对照组量明显降低（均 P<0.05），其余转录因子较刺激前无明显改变（均 P>0.05）。

结论：白藜芦醇可以抑制 LPS 耐受的 THP-1 细胞中 TNF-α mRNA 的表达，可能部分通过抑制 p65/

ace-p65 对 TNF-α 启动子区的结合，因此可考虑将白藜芦醇用于治疗脓毒症的辅助治疗。
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Effect of resveratrol on TNF-α promoter region in THP-1 cells 
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Abstract	 Objective: To investigate the effect of resveratrol on TNF-α promoter region in human monocyte THP-1 cells 

tolerated to bacterial lipopolysaccharide (LPS). 

Methods: The LPS-tolerated THP-1 cells were induced, next the untreated THP-1 cells (control group), LPS-

tolerated THP-1 cells (tolerance group) and resveratrol treated LPS-tolerated THP-1 cells (tolerance plus 

resveratrol group) were stimulated with LPS respectively, and then, the TNF-α mRNA expression and the 
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脓毒症（sepsis）和脓毒性休克（sepsis shock）

是 机 体 对 感 染 的 系 统 性 炎 症 反 应 综 合 征 ， 是 临 床

上 急 性 感 染 性 疾 病 的 重 要 并 发 症 ， 尤 其 是 腹 部 外

科 术 后 感 染 ， 目 前 尚 无 有 效 治 疗 手 段 ， 病 死 率 高

达30%~70%。血液中单核细胞在外来病原微生物

及 其 组 分 如 细 菌 脂 多 糖 （ L P S ） 的 刺 激 下 ， 可 以

大量分泌包括IL -1β和TNF -α在内的炎症因子。

单 核 细 胞 对 L P S 的 高 反 应 性 甚 至 可 以 导 致 临 床 的

脓毒症和脓毒性休克 [1]。NF -κB转录因子家族是

调 节 免 疫 和 炎 症 反 应 的 主 要 细 胞 内 成 分 ， 能 调 节

包括TNF-α在内的各种炎症因子的表达。NF-κB

转录因子家族最常见的是由p65（RelA）和p50构

成的具有激活基因表达作用的二聚体。p65是具有

最强转录活性的Rel蛋白，p50则具有最强的DNA

结合活性[2]。p65 lys310乙酰化后活性增加，结合

于目标基因启动子区的NF -κB转录因子结合区，

激活炎症基因的表达 [3]。研究 [4]发现，沉默信息调

节 因 子 1 （ S I R T 1 ） 对 p 6 5 的 去 乙 酰 化 作 用 能 抑 制

NF -κB依赖的基因的转录；而笔者前期的研究 [5]

发现，SIRT1沉默导致IL-1β启动子区乙酰化增加

及IL -1β mRNA转录增加，而不影响细胞中总的

p65乙酰化水平。其它的转录因子如RelB、表观遗

传修饰子G9a也参与了对炎症因子启动子区的调节

作用 [6]，而它们与p65/ace-p65及p50之间的关系未

知。本研究用LPS长时间刺激THP-1细胞作为模拟

脓毒症的体外细胞模型，研究用SIRT1激活剂白藜

芦醇（resvera t ro l）刺激LPS耐受的THP -1细胞，

通过染色体免疫沉淀（ChIP）方法研究转录因子

p65、ace-p65、RelB、p50和G9a的结合情况，从

而阐明SIRT1对LPS耐受的THP -1细胞中炎症因子

TNF-α基因启动子区的影响，进一步揭示出SIRT1

对炎症因子调节的分子机制。

1　材料与方法

1.1  主要材料和试剂

人 原 单 核 细 胞 T H P - 1 购 自 美 国 标 准 物 培 养 库

（ A T C C ） ； 革 兰 阴 性 菌 L P S （ E s c h e r i c h i a  c o l i 

01ll：B4）、白藜芦醇购自美国Sigma；ChIP试剂

盒以及Ab-p65、Ab-ace-p65、Ab-RelB、Ab-G9a、

Ab -p50购自美国Upsta te  Bio technology；RNA提

取 试 剂 盒 购 自 美 国 Q I A G E N ； M u L V  反 转 录 酶 、

TNF -α或GAPDH predes igned  TaqMan  p r imer /

probe sets购自美国ABI公司。

1.2  LPS 耐受细胞的建立及白藜芦醇的处理

T H P - 1 细 胞 培 养 液 （ 添 加 了 1 0 % 的 胎 牛 血 清

的RPMI 1640）中添加1 μg/mL革兰阴性菌LPS培

养16 h造成LPS耐受 [6]（此时细胞产生的炎症因子

bindings of transcription factors to the promoter region of TNF-α were determined.

Results: After LPS stimulation, the TNF-α mRNA level was increased rapidly in control group, and increased 

slowly in tolerance group, but were slightly decreased in tolerance plus resveratrol group, which was significantly 

lower than that in either former group (both P<0.05). Results of chromatin immunoprecipitation (ChIP) showed 

that before LPS simulation, the levels of p65 along with acetylated p65 (ace-p65), RelB and G9a binding to the 

promoter region of TNF-α in both tolerance group and tolerance plus resveratrol group were significantly 

higher than those in control group (all P<0.05), while the binding level of p50 had no significant difference 

among the three groups (P>0.05); after LPS simulation, the levels of p65 and ace-p65 binding to the 

promoter region of TNF-α were significantly increased in control group, but significantly decreased in 

tolerance plus resveratrol group, and level of G9a binding to the promoter region of TNF-α was decreased in 

control group (all P<0.05), and all other factors had no significant change compared with those before LPS 

stimulation (all P>0.05).  

Conclusion: Resveratrol can inhibit TNF-α mRNA expression in LPS-tolered THP-1 cells, which may be 

partially associated with its inhibiting the bindings of p65/ace-p65 to TNF-α promoter. So, Resveratrol may 

potentially be used in supplementary treatment of sepsis.
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绝对水平是增加的，只是在LPS刺激下产生的炎症

因子的反应性降低）。每次试验前，LPS耐受细胞

和 L P S 反 应 正 常 细 胞 均 用 少 量 培 养 液 洗 涤 ， 调 整

到l×106个/mL，并用1 μg/mL的LPS刺激相应的时

间。而白藜芦醇处理的LPS耐受细胞则在LPS刺激

前用（10 µmol/L）白藜芦醇处理30 min[7]。

1.3  ChIP 分析

为 了 定 量 分 析 p 6 5 、 ace -p65、 R e l B 、 G 9 a 、

p50在TNF -α启动子区的结合情况，根据ChIP试

剂 盒 说 明 书 进 行 核 酸 免 疫 沉 淀 分 析 。 溶 液 中 添 加

1%甲醛室温孵育10 min固定细胞，加入裂解缓冲

液后，超声破碎产生0.5~1  kb的染色体片段。每

个样品分成两部分，其中1份作为免疫沉淀前的对

照，不与特异性抗体反应（Input），而加入特异

抗体（Ab-p65、Ab-ace-p65、Ab-RelB、Ab-G9a、

A b - p 5 0 ） 的 样 品 在 4  ℃ 下 孵 育 过 夜 。 非 特 异 性

IgG抗体作为阴性对照。通过酚氯仿抽提和乙醇沉

淀，最后用20 μL双蒸水溶解沉淀DNA。

普通PCR分析：用Primer  ExpressR 1 .0软件

设计TNF -α启动子区位于转录起始位点-98bp的

κB3位点引物[8]（F：5'-TAC CGC TTC CTC CAG 

ATG AG-3'；R：5'-TGC TGG CTG GGT GTG CCA 

A-3'），普通PCR（总体积25 μL）包含2 μL ChIP 

DNA或Input，1 μM引物，用AmpliTaq Gold DNA 

polymerase（Applied Biosystems）扩增免疫沉淀

的DNA或Input DNA。PCR产物用1.5%琼脂糖凝胶

电泳检测并用凝胶成像仪（Bio-Rad，Hercules，

CA）成像。

C h I P  D N A  r e a l - t i m e  P C R 分 析 ： 用 r e a l -

t i m e  P C R 对 免 疫 沉 淀 的 D N A 进 行 定 量 分 析 。

引 物 同 普 通 P C R 引 物 ， 荧 光 探 针 为 5 ' - 6 - F A M 

CTTGGTGGAGAAACC-TAMRA-3'（生工生物工程

公司，上海，中国）。使用ABI Prism 7500荧光定

量PCR仪持续检测40个循环中的PCR荧光产物。所

得的结果用免疫沉淀前的DNA对照进行校正，用

与正常细胞LPS刺激前（0 h）的值相比改变的倍

数表示。

1.4  mRNA 提取、反转录和 real-time PCR 分析

根据试剂盒说明书提取细胞总RNA。取1 mg RNA

加入20 μL体系进行反转录，包括5 mM MgCl 2，

1  m M  d N T P ， 2 . 5  μM  O l i g o  d （ T ） ， 2 . 5  U / μ L 

 M u L V 反 转 录 酶 。 r e a l - t i m e  P C R 反 应 包 括 3  μ L 

cDNA和TNF -α或GAPDH predes i gned  TaqMan 

primer/probe sets。PCR反应条件同上，样品结果

用GAPDH值校正，用与正常细胞LPS刺激前(0 h)

的值相比改变的倍数表示。

1.5  统计学处理

用 S P S S  1 3 . 0 软 件 进 行 统 计 学 分 析 ， 3 次 独

立 的 实 验 结 果 以 均 数 ± 标 准 差 （ x ± s ） 表 示 ，

Student 's  t检验计算组间P值。P<0.05为差异有统

计学意义。

2　结　果

2.1  白藜芦醇对 TNF-α mRNA 表达的影响

对照组细胞随着LPS刺激，TNF-α mRNA表达

逐渐升高，在1 h左右达到高峰，随后逐渐降低；耐

受组细胞在LPS刺激下产生的TNF-α mRNA表达虽

然也增加，但增加幅度明显低于对照组，在1 h时

间点上差异有统计学意义（P<0.05），符合LPS耐

受的特点（此时耐受组细胞产生的TNF -α mRNA

的量并没有绝对降低）；耐受+白藜芦醇组在LPS

刺激下，TNF -α mRNA表达升高不明显，在1、 

3 h点均明显低于前两组（均P<0.05）（图1）。
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图 1　各组细胞 TNF-α mRNA 的表达
Figure 1　TNF-α mRNA expression in each group of cells

2.2  白藜芦醇对 LPS 耐受细胞中 TNF-α 启动子

区 p65 和 ace-p65 结合的影响

L P S 刺 激 前 ， 耐 受 组 与 耐 受 + 白 藜 芦 醇 组 p 6 5

和ace-p65对TNF -α启动子区的结合量明显高于对

照 组 （ 均P<0 . 0 5 ） ； 对 照 组 细 胞 随 着 L P S 刺 激 ，

TNF -α启动子区p65和 ace -p65均增加；耐受组细
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胞 L P S 刺 激 并 不 影 响 p 6 5 和 ace -p65对 T N F - α 启 动

子区的结合，ChIP显示结合于TNF -α启动子区的

p65和ace-p65的量与正常细胞刺激2 h相当，因为

L P S 耐 受 并 不 是 炎 症 因 子 产 生 的 量 的 绝 对 降 低 ，

而是对LPS刺激的反应性下降；当用SIRT1激活剂

白藜芦醇处理LPS耐受细胞后，结合于TNF -α启

动 子 区 的 p 6 5 和 ace -p65均 明 显 降 低 （ 均P<0 . 0 5 ）

（图2）。

2.3  白藜芦醇对 LPS 耐受细胞中 TNF-α 启动子

区 p50 结合的影响

LPS刺激前，各组细胞p50对TNF-α启动子区

结合量无明显差异（P>0 .05）；对照组细胞随着

LPS刺激，TNF-α启动子区p50结合并未发生明显

改 变 ， 同 样 ， 耐 受 组 细 胞 中 L P S 刺 激 也 并 不 影 响

p50对TNF-α启动子区的结合，而白藜芦醇也没有

影响LPS耐受细胞中p50对TNF-α启动子区结合的

量（均P>0.05）（图3）。

2.4  白藜芦醇对 LPS 耐受细胞中 TNF-α 启动子

区 RelB 结合的影响

LPS刺激前，耐受组与耐受+白藜芦醇组RelB

对TNF -α启动子区的结合量明显高于对照组（均

P<0 .05）；对照组细胞随着LPS刺激，TNF -α启

动子区RelB结合并未发生明显改变，耐受组细胞

中LPS刺激也并不影响RelB对TNF -α启动子区的

结合（均P>0.05）（图4）。

2.5  白藜芦醇对 LPS 耐受细胞中 TNF-α 启动子

区 G9a 结合的影响

LPS刺激前，耐受组与耐受+白藜芦醇组G9a

对TNF -α启动子区的结合量明显高于对照组（均

P<0 .05）；对照组随着LPS刺激，TNF -α启动子

区G9a结合在2 h明显降低（P<0.05）；而LPS耐受

组中LPS刺激并不影响G9a对TNF-α启动子区的结

合，白藜芦醇处理也没有影响LPS耐受细胞中G9a对

TNF-α启动子区结合的量（均P>0.05）（图5）。
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3　讨　论

关 于 脓 毒 症 的 治 疗 ， 目 前 还 没 有 很 好 的 方

法，如何降低TNF -α的产生是目前研究的重点。

临床上抑制TNF-α产生的研究，如TNF-α抗体和

激素疗法均显示出了明显的副作用[9-10]，因而亟需

找到新的治疗方法。本研究结果显示，SIRT1激活

剂 白 藜 芦 醇 抑 制 L P S 耐 受 的 T H P - 1 细 胞 中 T N F - α

的 转 录 ， 说 明 白 藜 芦 醇 可 能 对 脓 毒 症 的 治 疗 有 一

定作用。SIRTl是哺乳动物中氨基酸序列最接近酵

母基因沉默信息调节因子2(S i r2 )的同源蛋白，具

有强大的依赖NAD+的脱乙酰基酶活性，其对诸多

底物如p53、FOXO、Ku70、NF-κB、PGC-1α、

p300、PCAF等均具有强大的去乙酰化作用[11-13]。

人 S I R T 1 由 7 4 7 个 氨 基 酸 构 成 ， 分 为 4 个 主 要 的 区

域：N端区域（由氨基酸残基1-182构成）、变构

位 点 （ 由 氨 基 酸 残 基 1 8 3 - 2 4 3 构 成 ） 、 催 化 核 心

（由氨基酸残基244-498构成）、C端区域（由氨

基酸残基499-747构成）[14]。SIRT1的催化核心催

化 蛋 白 质 的 去 乙 酰 化 ， 催 化 核 心 由 2 个 子 区 域 构

成，包括NAD+结合域和底物结合域。SIRT1激活

剂白藜芦醇结合于紧邻N端催化核心区，从而激活

sirtuin活性[15]。SIRT1广泛参与各种细胞的功能调

节 ， 包 括 细 胞 凋 亡 、 细 胞 周 期 调 控 、 基 因 转 录 、

物 质 代 谢 和 一 些 其 它 的 细 胞 调 节 通 路 。 S I R T 1 活

性 的 降 低 与 许 多 疾 病 的 发 生 有 关 ， 如 糖 尿 病 、 癌

症、老化等[16-18]。而SIRT1与炎症的关系也越来越

受 到 关 注 ， 研 究 [ 1 9 ]显 示 ， S I R T 1 蛋 白 水 平 降 低 与

某些疾病中TNF -α的增加有关，以LPS刺激巨噬

细胞发现SIRTl转录、翻译和蛋白活性均降低，而

抑 制 或 沉 默 S I R T l 则 导 致 T N F - α 产 生 增 加 ， 说 明

SIRTl抑制巨噬细胞中TNF-α的生成。老年鼠大动

脉血管中NF -κB活性及TNF -α增加，而SIRT1激

活剂SRT1720则可导致NF -κB活性回复到正常水

平，并降低TNF -α水平 [20]。我们以前用LPS耐受

THP-1细胞研究显示，SIRT1沉默导致IL-1β转录
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部分回复，说明SIRT1抑制LPS耐受细胞中IL -1β

的转录[5]。

S I R T 1 对 炎 症 因 子 转 录 的 抑 制 的 分 子 机 理 还

不完全清楚。NF-κB通路激活后，CBP/p300催化

N F - κ B  p 6 5  l y s 3 1 0 乙 酰 化 而 活 性 增 加 ， 向 细 胞

核 内 转 移 并 结 合 到 炎 症 基 因 启 动 子 区 ， 激 活 基 因

转 录 。 S I R T l 可 以 导 致 p 6 5  l y s 3 1 0 去 乙 酰 化 从 而

抑 制 其 向 细 胞 核 转 移 ， 降 低 N F - κ B  p 6 5 的 转 录

活 性 [ 2 1 ]。 研究发现在LPS耐受的THP-1细胞中，虽

然 此 时 细 胞 产 生 的 炎 症 因 子 的 绝 对 量 很 高 ， 但 是

在 L P S 再 次 刺 激 下 ， p 6 5 结 合 到 炎 症 因 子 启 动 子

区的增加明显低于正常细胞 [ 22]。而在笔者前期研

究 [ 5 ]中，并未发现耐受细胞和正常细胞p65 lys310

乙酰化程度有明显差异，说明LPS耐受的THP -1细

胞中，p65结合到IL-1β启动子区的降低并不是由

于 p 6 5  1 y s 3 l 0 去 乙 酰 化 造 成 的 ， 可 能 是 由 于 耐 受

细 胞 中 I L - 1 β 启 动 子 区 组 蛋 白 乙 酰 化 水 平 降 低 有

关。而在本研究中进一步发现，SIRT1激活剂可以

降低TNF -α启动子区p65和 ace -p65水平，从而降

低TNF -α的转录。这些研究结果表明，LPS耐受

的THP-1细胞中，SIRT1活性增加一方面通过抑制

ace -p65与炎症基因启动子的结合，另一方面降低

炎 症 基 因 启 动 子 区 组 蛋 白 乙 酰 化 水 平 而 降 低 炎 症

因 子 的 转 录 。 而 炎 症 基 因 启 动 子 区 乙 酰 化 水 平 与

ace-p65结合之间的相互关系不很清楚。

笔者前期研究 [23]发现，LPS耐受细胞在LPS再

次 刺 激 下 ， 虽 然 p 6 5 与 炎 症 因 子 启 动 子 区 结 合 降

低，但其它的转录因子如RelB与IL -1β启动子区

的结合增加，敲除RelB可使耐受细胞中IL -1β转

录 增 加 。 进 一 步 研 究 发 现 ， R e l B 可 以 募 集 G 9 a 对

染色体组蛋白进行甲基化修饰而抑制基因转录[6]。

G9a是一种组蛋白甲基化酶（methyltransferases，

H M T s ） ， 可 以 导 致 染 色 体 组 蛋 白 H 3  l y s i n e 甲 基

化的形成（H3K9me2/3），从而使染色体由松弛

型 常 染 色 体 向 紧 密 型 异 染 色 体 转 变 和 基 因 转 录 抑

制 [24]。本研究中，SIRT1激活剂虽然降低了耐受细

胞中ace-p65对TNF -α启动子的结合，但是并未影

响RelB和G9a的结合情况，也没有影响p65与DNA

结合的锚定蛋白p50的结合情况，而p50也可以与

其它的转录因子如RelB在炎症因子启动子区形成

具有抑制功能的二聚体。因此，SIRT1激活剂作用

下，p65/ace-p65结合虽然降低，但是由于其它转录

因子如RelB的结合不变，锚定蛋白p50的结合并未

出现明显的改变。

综 上 所 述 ， S I R T 1 激 活 剂 白 藜 芦 醇 可 以 降 低

LPS耐受细胞中TNF-α的转录，部分通过降低p65/

ace-p65对TNF -α启动子区的结合导致的，白藜芦

醇可能作为临床治疗脓毒症的辅助疗法。
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