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摘

 

要

：

通过

LPS

(

li

p

o

p

ol

y

saccharide

)

刺激巨噬细胞

，

发现盐诱导激酶

(

SaltInducibleKinase1

，

SIK1

)

基因的表

达随着刺激时间呈现一定的变化趋势

。

提示

SIK1

在免疫系统中可能具有潜在的功能

。

实验构建了

Sik1

基因过表

达的腺病毒载体

Ad-Sik1

，

通过感染

RAW264.7

细胞过表达

Sik1

基因

，

采序荧光定量

PCR

﹑

ELISA

及

WesternBlot

等方法

，

分别从

mRNA

及蛋白质水平探讨

SIK1

与免疫炎症因子

IL-6

(

Interleukin-6

)

及

IL-12

(

Interleukin-12

)

之间的

关系

。

实验结果表唢

：

SIK1

能够上调免疫炎症因子

IL-6

﹑

IL-12

的表达

。

这将为免疫调节的研究及一些免疫相关疾

病的临床诊断与治疗提供一定的理论依据

。
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0

 

引

 

言

盐诱导激酶于

1999

年因其被克隆于高盐饮食大鼠的肾上腺而得名

[

1

]

。

盐诱导激酶蛋白家族包括三个

成员

：

SIK1

、

SIK2

、

SIK3

，

分别由

3

个不同的基因编码表达

。

盐诱导激酶是一种丝氨酸

/

苏氨酸激酶

，

因其氨

基酸序列与腺苷酸活化激酶

(

AMP-activated

p

roteinkinase

，

AMPK

)

异源三聚体的

α

亚基相似

，

而被归属于

AMPK

家族

。

但

3

种

SIK

蛋白均不能与

AMPK

的

β

，

γ

亚基形成异源三聚体

，

故

SIK

蛋白激酶不能直接被

AMP

所活化

[

2

]

。

SIK

蛋白家族的二级结构具有共同特征

：

N

端的激酶结构域

、

SNH

结构域

(

SNE1homo-

lo

g

，

SNE1

同源

)

和

C

端的蛋白激酶

A

(

p

roteinkinaseA

，

PKA

)

结构域

[

3

]

。

盐诱导激酶家族成员之一

SIK1

的氨基酸序列上含有三个可以被磷酸化的氨基酸位点

，

分别是

268

、

475

位的苏氨酸以及

577

位的丝氨酸

。

当细胞处于静息状态时

，

SIK1

既存在于细胞核也存在于细胞质

。

577

位的丝氨酸对

SIK1

从细胞核转移到

细胞质是非常重要的

。

当该位点被突变之后

，

SIK1

只能存在于细胞核

[

4

]

。

577

位的丝氨酸被磷酸化将导致

两个重要结果

：

一是使

SIK1

催化活性降低

，

二是使其从细胞核转移到细胞质

。

目前有关

SIK1

的研究主要包括以下匹个方面

：(

1

)

SIK1

能够调控

TORC

(

CREBactivit

y

coactivators

)

家族成员

，

如

SIK1

可以使

TORC2

的

171

位苏氨酸磷酸化

，

导致其从细胞核转移到细胞质

，

不能与

CREB

(

cAMP-res

p

onsiveelementbindin

gp

rotein

)

共同作用于

DNA

启动子上的

CRE

位点

，

从而抑制依赖于

CREB

转录因子的靶基因的转录

，

同时

SIK1

也是

CREB

下游的一个靶基因

，

形成了对

CREB

的一种负反

馈

，

SIK1

可以通过调控

CREB

来抑制相关基因的表达

，

在能量代谢途径中发挥重要作用

[

5

]

；(

2

)

SIK1

是一种

可以磷酸

Ⅱ

型

HDACs

(

Histonedeact

y

lases

)

家族的蛋白激酶

，

在骨骼肌细胞中

，

SIK1

通过磷酸化

HDAC5

，

使其出核与

MEE2

(

M

y

oc

y

teEnhancerEactor2

)

分离

，

正向调控依赖

MEE2

的靶基因表达

，

提高骨骼肌细胞

的存活

[

6

]

；(

3

)

胞内钙离子的变化引发

CaMK

Ⅰ

(

Calmodulinkinases

Ⅰ

)

磷酸化

SIK1

蛋白

SNH

结构域中的苏氨酸



位点

，

磷酸化的

SIK1

又可以通过调节

PME-1

(

p

hos

p

hatasemeth

y

lesterase-1

)/

PP2A

(

p

rotein

p

hos

p

hatase2A

)

蛋

白复合体

，

进而影响到钠钾泵的功能

，

参与细胞渗透压平衡

[

7

]

；(

4

)

在

TGE-

β

(

Transformin

gg

roWthfactor-

β

)

信号

通路中

，

SIK1

可以与

Smad7

形成复合体共同下调

TGE-

β

的

Ⅰ

型受体

ALK5

(

Activinrece

p

tor-likeKinase5

)

的活

性

。

SIK1

是

TGE-

β

的信号通路中的一个负向调控因子

[

8

]

。

此外

，

SIK1

在细胞周期

G2

/

M

期的转化过程中也具

有重要作用

，

还能参与细胞的迁移

、

分化以及凋亡过程等

[

9-10

]

。

目前还没有关于

SIK1

在免疫系统中的研究报道

。

探索

SIK1

与免疫炎症因子

IL-6

、

IL-12

之间的关系

，

可

以进一步了解

SIK1

蛋白的功能

，

同时也为临床免疫诊断及研究提供更多有价值的信息

。

1

 

材料与方法

1.1

 

材

 

料

腺病毒包装质粒

p

AdTrack

，

p

AdEas

y

以及对照组病毒为本实验室所有

。

RAW264.7

、

HEK293

细胞为

本实验室所有

。

ReverseTranscri

p

taseM-MLV

、

SYBRPremixExTa

qⅡ

(

PerfectRealTime

)

以及相关限制

性内切酶购自

Takara

公司

。

MAPK

(

Erk1

/

2

)、

Phos

p

ho-MAPK

(

Erk1

/

2

)(

Thr202

/

T

y

r204

)、

Phos

p

ho-

Jnk1

/

2

(

Thr183

/

T

y

r185

)、

Phos

p

ho-

p

38MAPK

(

Thr180

/

T

y

r182

)

等抗体购自

CellSi

g

nalin

g

Technolo

gy

。

SIK1

、

β

-actin

抗体购自

SantaCruzBiotechnolo

gy

公司

。

LPS

购自

Si

g

ma

公司

，

硫羟乙酸盐肉汤购自

BD

公

司

。

MouseIL-6ELISARead

y

-Set-GoKit

、

MouseIL-12

p

70ELISARead

y

-Set-GoKit

购自

eBioscience

。

蛋白定量试剂盒

PierceBCAProteinAssa

y

Kit

购自

Thermo

。

4

～

6

周

C57

小鼠购自浙江大学动物中心

。

所有细胞都在

5% CO

2

，

37℃

培养条件下培养

，

培养液为

10% EBS

(

EoetalBovineSerum

)

的

DMEM

(

Dulhecco’sModifiedEa

g

le’sMedium

)。

1.2

 

方

 

法

1.2.1

 

巨噬细胞中

Sik1

基因表达水平的检测

1.2.1.1

 

小鼠腹腔巨噬细胞

M

ψ

(

macro

p

ha

g

e

)

的培养

实验前

3

夭

，

向每只小鼠腹腔内注入硫羟乙酸盐肉汤

1mL

。

动物处死后收集腹腔巨噬细胞并计数

，

以

2.5×10

6

个

/

mL

的细胞密度接种于

24

孔培养板

。

培养

12h

后

，

去除旧的培养液

，

用

DMEM

培养基冲洗

1

～

2

次

，

再加入新鲜的培养液

，

置于

5%CO

2

，

37℃

条件培养

。

继续培养

24h

后

，

用

2

μ

g

/

mL

的

LPS

分别刺

激细胞

0

、

3

、

6

、

12

、

24

、

48h

。

收集刺激后的细胞

，

按照

Takara

公司的

Trizol

使用说明书

、

ReverseTran-

scri

p

taseM-MLV

、

SYBRPremixExTa

qⅡ

(

PerfectRealTime

)

说明书提取

RNA

，

反转录成

cDNA

，

进行荧

光定量

PCR

分析

Sik1

基因的

mRNA

表达情况

。

相关引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成

。

荧光定量

PCR

引物如下

：

Sik1

：

上游

：

5＇-ACAGGTGCTAGGGATCATGC-3＇

；

下游

：

5＇-TGAGGAACCTC-

CAGACTGCT-3＇

；

IL-6

：

上游

：

5＇-AGTTGCCTTCTTGGGACTGA-3＇

；

下游

：

5＇-TCCACGATTTCCCAGAGAAC-

3＇

；

IL-12

：

上游

：

5＇-AGGTGCGTTCCTCGTAGAGA-3＇

；

下游

：

5＇-AAAGCCAACCAAGCAGAAGAG-3＇

；

β

-actin

：

上游

：

5＇-GTATGGAATCCTGTGGCATC-3＇

；

下游

：

5＇-AAGCACTTGCGGTGCACGAT-3＇

。

1.2.1.2

 

小鼠巨噬细胞系

RAW264.7

的培养

RAW264.7

细胞以

1×10

5

个

/

孔铺于

24

孔培养板

，

待细胞生长至

60%

，

用

2

μ

g

/

mL

的

LPS

分别刺激

细胞

0

、

3

、

6

、

12

、

24

、

48h

，

收集不同刺激时间的细胞

，

提取

RNA

，

反转录成

cDNA

，

通过荧光定量

PCR

分析

Sik1

基因的

mRNA

表达情况

。

1.2.2

 

Sik1

过表达病毒载体的构建及病毒的包装纯化

1.2.2.1

 

建构

Sik1

过表达病毒载体

取小鼠淋巴结

，

提取

RNA

反转录成

cDNA

，

进行

PCR

获取

Sik1

基因

。

Sik1

基因

PCR

引物如下

：

上游

：

5＇-ATTGGTACCACCATGGTGATCATGTCGGAGTTCAG-3＇

；

下 游

：

5＇-ATAGCGGCCGCTCACTG-

TACCAGGACGAATGTCCCCCG-3＇

。

Sik1

基因

PCR

回收产物及载体

p

AdTrack

采用

K

p

n

Ⅰ

、

Not

Ⅰ

双酶

切

，

构建

p

AdTrack-Sik1

质粒

。

将构建好的

p

AdTrack-Sik1

用

Pme

Ⅰ

酶切过夜

，

乙醇沉淀回收后转化到含

有

p

AdEas

y

质粒的

BJ5183

感受态中

，

同源重组构建病毒包装质粒

p

AdEas

y

-Sik1

。

将

p

AdEas

y

-Sik1

用

Pac

Ⅰ

酶切回收后转染到

HEK293

中包装成含有

Sik1

基因的腺病毒

Ad-Sik1

。

所构建的质粒均经过上海生工

生物工程技术服务有限公司测序验证

。
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1.2.2.2

 

病毒扩增

、

纯化以及滴度测定

HEK293

细胞接种于

10cm

培养皿

，

待细胞生长至

80%

，

分别加入

Ad-Sik1

病毒及对照病毒

，

3

～

4d

细

胞全部病变后收集细胞

。

CsCl

密度梯度离心纯化病毒之后

，

接种

HEK293

细胞于

96

孔培养板

。

待细胞生

长至

60%

～

70%

，

感染经梯度稀释的纯化病毒

，

本实验病毒稀释范围为

10

7

～

10

12

倍

。

5%CO

2

，

37℃

培养

5d

开始观察记录空斑

，

至第

10d

止

，

采用

TCID50

(

tissuecultureinfectivedose

)

法计算病毒滴度

[

11

]

。

1.2.3

 

流式细胞术检测

Ad-Sik1

病毒感染细胞的效率

RAW264.7

细胞

1×10

6

个

/

孔铺于

6

孔培养板

，

待细胞生长至

60%

，

换成含

5%EBS

的

DMEM

培养

基

，

加入

200MOI

(

multi

p

licit

y

ofinfection

)

的对照组及

Ad-Sik1

病毒

。

5%CO

2

，

37℃

培养

24h

后

，

去除培

养基

，

用

PBS

洗

1

～

2

次

，

换成含

10%EBS

的

DMEM

培养基

。

继续培养

12h

后

，

加入胰酶消化细胞

，

3000r

/

min

离心

5min

收集细胞

，

用

PBS

重悬

，

各取部分用于流式细胞术检测病毒感染细胞的效率

。

剩余

细胞再次离心

，

加入

DMEM

培养基重悬

，

细胞计数后用于以下实验

。

1.2.4

 

定量

PCR

及

ELISA

分析

Sik1

过表达后

IL-6

及

IL-12

的变化

将上述对照组及

Ad-Sik1

病毒感染后的细胞铺于

12

孔培养板

。

待细胞生长至

80%

，

移去旧的培养基

，

每孔加入

1mL

的新鲜

DMEM

培养基

，

分别用

2

μ

g

/

mL

的

LPS

刺激细胞

0

、

3

、

6

、

12

、

24h

，

收集不同刺激时

间的细胞培养液及细胞

。

收集的细胞培养液

，

按照

MouseIL-6ELISARead

y

-Set-GoKit

、

MouseIL-12ELISA

Read

y

-Set-GoKit

说明书分析其中

IL-6

及

IL-12

的蛋白含量

。

收集的细胞按每孔

1mL

加入

Trizol

，

提取

RNA

，

反转录成

cDNA

，

进行半定量及荧光定量

PCR

检测

Sik1

、

IL-6

及

IL-12

的

mRNA

表达水平

。

1.2.5

 

WesternBlot

检测相关信号通路蛋白的变化

将上述对照组及

Ad-Sik1

病毒感染后的细胞铺于

12

孔培养板

。

待细胞生长至

80%

，

移去旧的培养基

，

加

入

1mL

的无血清

DMEM

培养基

。

继续培养

12h

后

，

分别用

2

μ

g

/

mL

的

LPS

刺激细胞

0

、

15

、

30

、

60min

，

收集

不同刺激时间的细胞

，

加入蛋白裂解液冰上裂解

30min

。

通过

BCA

法进行蛋白定量

，

以每管

50

μ

g

蛋白样品分

装于

1.5mL

的

EP

管中

，

加入

5×SDS

蛋白上样缓冲液

，

煮沸

10min

，

-80℃

保存备用

。

配制

10%

的

SDS-

PAGE

凝胶电泳板

，

每孔加入

50

μ

g

蛋白样品进行电泳

，

硝酸纤维膜

(

PVDE

)

转移

、

封闭后

，

再分别用抗

SIK1

、

β

-

actin

、

p

-Erk1

/

2

、

Erk1

/

2

、

p

-Jnk1

/

2

、

p

-P38

的抗体作为一抗

，

用相应的荧光二抗进行杂交

，

最后用红外线成像系统

(

Od

y

sse

y

)

检测

PVDE

膜上二抗的荧光信号

。

1.2.6

 

统计学处理

统计学软件采用

Exce12007

，

所有定量实验均重复

3

次

，

各组数据以

“

均值

±

标准差

”

表示

。

组间比较用

t

检测

，

P

＜

0.05

代表差异显著

，

P

＜

0.01

代表差异极显著

。

2

 

结

 

果

2.1

 

LPS

刺激

M

ψ

及

RAW264.7

细胞不同时间时

Sik1mRNA

表达情况

通过荧光定量

PCR

，

以

LPS

刺激对照组

0h

时目的基因

mRNA

相对

β

-actin

的光密度比值为

1

，

其他时

间段样品均与

0h

样品相比

。

结果表明在巨噬细胞系

RAW264.7

(

见图

1a

)

及腹腔巨噬细胞

(

见图

1b

)

中

，

Sik1

的

mRNA

变化趋势基本一致

，

在

LPS

刺激

0

～

24h

无明显变化

，

在

24

～

48h

有显著的升高

。

其中

，

在

小鼠腹腔巨噬细胞中

，

Sik1

的

mRNA

在

48h

较

0h

升高了

50

倍左右

(

见图

1b

)。

图

1

 

Sik1

在巨噬细胞中

mRNA

的表达情况
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2.2

 

流式细胞术及半定量

PCR

检测

Sik1

过表达效率

由于所构建的病毒质粒含有

GEP

基因

，

通过流式细胞术检测病毒感染细胞后的绿色荧光信号

。

结果表

明

，

以未感染病毒的细胞的荧光信号为参考

(

见图

2

(

a

))，

对照组病毒感染

RAW264.7

细胞的效率达到

92.88%

(

见图

2

(

b

))，

Ad-Sik1

组病毒感染效率达到

93.46%

(

见图

2

(

c

))。

半定量

PCR

结果也表明所构建

的

Ad-Sik1

病毒能够使

Sik1

基因在

RAW264.7

细胞中高效过表达

(

见图

2

(

d

))。

图

2

 

流式细胞术及半定量

PCR

检测

Sik1

基因过表达效率

2.3

 

Sik1

基因过表达后

IL-6

及

IL-12

的变化

通过荧光定量

PCR

，

结果表明

，

在

Sik1

基因过表达的情况下

，

IL-6

(

见图

3

(

a

))、

IL-12

(

见图

3

(

b

))

的

mRNA

表

达水平在

LPS

刺激

RAW264.7

细胞的不同时间较对照组均有显著升高

。

通过

ELISA

分析

LPS

刺激

RAW264.7

细胞不同时间的细胞上清

，

发现在

Sik1

基因过表达的情况下

，

细胞上清中

IL-6

的蛋白含量较对照组在

LPS

刺激

12

、

24h

均有明显的增加

(

见图

3

(

c

))，

IL-12

的蛋白含量较对照组在

LPS

刺激

24h

也有明显的增加

(

见图

3

(

d

))。

图

3

 

Sik1

过表达后

IL-6

及

IL-12

的变化情况

注

：“

**

”

代表

P

＜

0.01
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2.4

 

WesternBlot

检测相关信号通路蛋白的变化结果

图

4

 

WesternBlot

检测相关信号通路蛋白磷酸化变化情况

WesternBlot

实验结果表明

Sik1

基因在

RAW264.7

细胞中过表达成功

(

见图

4

)。

MAPK

(

mito

g

enactiva-

ted

p

rotainkinase

)

信号通路中的相关蛋白

ERK1

/

2

、

JNK1

/

2

、

P38

的磷酸化水平在

LPS

刺激

0

～

60min

的过程中有明显的变化

，

在

LPS

刺激

30min

时其磷

酸化水平最高

。

过表达

Sik1

基因之后

，

MAPK

信号

通路中的相关蛋白

ERK1

/

2

、

JNK1

/

2

、

P38

的磷酸化

水平较对照组在

30min

均有一定程度的上升

，

相关

内参

β

-Actin

及

ERK1

/

2

总蛋白显示各样品中蛋白总

量基本一致

(

见图

4

)。

3

 

讨

 

论

细菌脂多糖

LPS

是革兰氏阴性菌细胞壁的成分

，

能够被

TLR4

所识别

。

LPS

能够与

LBP

(

LPSbindin

g

p

rotein

)

及受体蛋白

CD14

分子形成复合物

，

当

TLR4

与该复合物结合时

，

能激活下游的多条信号途径

，

如

MAPK

、

NE-

к

B

途径等

，

进而将信号传递至核内

[

12

]

。

MAPK

家族是一组重要的丝

/

苏氨酸蛋白激酶

，

通过调

节下游底物的磷酸化水平来激活细胞内的多种转录因子

。

部分被激活的转录因子能够作用于多种免疫炎症

因子如

IL-6

、

IL-12

等基因启动子序列上的重要位点

，

调节免疫应答

[

13

]

。

实验结果表明

，

Sik1

基因的过表达能够通过增强

LPS-TLR4

诱导的

MAPK

家族的

ERK

、

JNK

、

p

38

三

条信号途径

，

促进免疫炎症因子

IL-6

、

IL-12

的表达

。

其具体机制可能是

SIK1

通过调控

HDACs

来实现这

一过程

。

已有研究表明

，

HDACs

可以与多种转录相关蛋白形成复合体

，

共同作用于

DNA

转录调控区

[

14

]

。

HDACs

在免疫炎症因子及抗炎因子的基因表达调控中发挥重要的作用

。

如

HDAC1

、

2

能够调控

IL-4

，

HDAC5

调控

IL-8

，

HDAC7

、

9

调控

IL-2

，

HDAC6

、

11

调控

IL-10

等

[

15-16

]

。

HDACs

家族根据其结构特征可

以被分为匹大类

Ⅰ

、

Ⅱ

、

Ⅲ

、

Ⅳ

型

，

其中

SIK1

主要能够作用于

Ⅱ

型的

HDACs

(

包括

Ⅱ

a

型的

HDAC4

、

5

、

7

、

9

及

Ⅱ

b

型的

HDAC6

、

10

)。

研究表明

，

与

Ⅱ

型

HDACs

形成复合物的分子有很多

，

如

MAPK2

/

3

、

Erk1

/

2

、

I

к

Ba

、

CREB2

、

MEE2

等

[

17

]

，

这些都是

LPS-TLR4

诱导信号通路中的重要分子

。

Ⅱ

型的

HDACs

与其家族其

它成员之间也可以形成复合体共同作用于

MAPK

及

NE-

к

B

信号通路

[

18

]

。

SIK1

可能参与

Ⅱ

型

HDACs

与

MAPKs

家族及

HDACs

家族成员之间的作用来实现对转录因子的调控

，

进而影响免疫炎症因子的表达

。

Sik1

基因在免疫系统中的潜在作用及其具体作用机制还有待继续探索研究

，

如

Sik1

在

LPS

刺激

48h

时

，

其

表达量较

LPS

刺激

0

～

24h

增加了几十倍

，

Sik1

基因在

LPS-TLR4

诱导的其他信号途径中是否也具有重要

的作用等

。

这些结果将为免疫炎症因子表达调控的研究提供一定的参考价值

。
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