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·基础论著·

TOLL样受体信号转导通路在内质网

应激致炎症反应中的作用
杨思园 1  李辉 2  李鑫 2  蒋荣猛 2  马成杰 2  魏红山 3  李兴旺 2

【摘要】 目的   探讨TOLL样受体信号转导通路在衣霉素（TM）致人肝癌细胞系HpeG2和人正

常肝细胞系L02内质网应激及炎症反应过程中的作用。方法   利用实时荧光定量PCR检测衣霉素作用

后HepG2和L02细胞中细胞因子IRAK1、TAK1和NF-κB的基因表达水平，利用Western blot检测相应细

胞因子的表达水平。结果   两种细胞系经TM刺激后，内质网应激标志物GRP78蛋白表达增高；炎症

反应标志因子NF-κB在基因水平和蛋白水平表达均呈现增高趋势；TOLL样受体信号转导通路中关键

细胞因子IRAK1、TAK1在基因水平和蛋白水平表达呈现增高趋势，差异均具有统计学意义（P均＜ 
0.05）。结论  TM刺激HepG2和L02细胞系之后，可诱导出现内质网应激状态并引起细胞内的炎症反

应；在内质网应激致炎症反应过程中伴TOLL样受体信号转导通路的激活，TOLL样受体信号转导通路

对其发生、发展可能具有一定的调节作用。

【关键词】内质网应激；炎症反应；TOLL样受体信号转导通路；衣霉素
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 【Abstract】 Objective   To investigate the role of Toll-like receptor signal transduction pathway 
on the process of endoplasmic reticulum stress and inflammatory reaction induced by tunicamycin (TM). 
Methods The transcription levels of IRAK1, TAK1 and NF-κB genes in HepG2 and L02 cells treated by TM 
were detected by real-time reverse transcription PCR, and the expression level of protein related cytokines 
was detected by Western blot. Results The levels of GRP78 (marker of endoplasmic reticulum stress) in 
HepG2 cells and L02 cells significantly increased after treated by TM. The gene transcription and protein 
expression level of NF-κB (marker of inflammatory response) were both significantly increased in accordance 
with the concentration and action time compared with those untreated by TM. In Toll-like receptor signal 
transduction pathway, the expression of key cytokines like IRAK1 and TAK1 showed an increasing trend at 
gene and protein levels, all with significant differences (all P < 0.05). Conclusions After the stimulation of 
TM, endoplasmic reticulum stress and inflammatory reaction were induced in HepG2 and L02 cell lines. In 
the endoplasmic reticulum stress induced activation inflammatory reaction associated with Toll-like receptor 
signaling pathway, Toll-like receptor signal transduction pathway in the occurrence and development may 
have a regulatory role.  

【Key words】 Endoplasmic reticulum stress; Inflammatory reaction; Toll-like receptor signal 
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Toll样受体（Toll-like receptors，TLRs）家

族在哺乳动物中已发现13个成员，其中人类基因

组中发现10个，TLRs属于模式识别受体（pattern 
recognition receptors，PRRs）家族，识别高度保

守的微生物组分-病原相关分子模式（pathogen-
associated molecular patterns，PAMPs）[1-2]。目前，

对TLRs及其介导的信号转导通路具有广泛研究，

其主要作用包括：促进细胞因子的合成及释放，引

发炎症反应[3]；活化免疫细胞，介导机体天然性免

疫向获得性免疫转化[4]。内质网应激（endoplasmic 
reticulum stress，ERS）是指在各种刺激因素的作用

下，内质网功能紊乱出现Ca2+分布失衡及未折叠蛋

白集聚，相关信号转导通路被激活的状态[5]。ERS
可诱导葡萄糖调节蛋白78（glucose regular protein 
78，GRP78）的表达[6]，激活GRP78基因转录使其

表达增高，因此，对GRP78蛋白的检测常被用作检

测ERS状态的出现。而ERS和炎症反应间存在着广

泛的联系，已有研究表明ERS可通过未/错误折叠

蛋白反应（unfolded protein response，UPR）诱导

NF-κB的活化从而参与炎症反应，最终导致炎症因

子的表达及细胞凋亡的发生[7-8]。但ERS参与及引起

炎症反应的精确分子机制仍缺乏准确的报导。本研

究对TOLL样受体信号转导通路在内质网应激偶联

炎症反应过程中的变化及其可能发挥的作用进行了

实验性探究，现报道如下。

材料和方法

一、实验试剂

衣霉素（tunicamycin，TM）购自美国Sigma
公司（货号：T0652）。HepG2和L02细胞系为本

研究所保存细胞系，置于胎牛血清－180 ℃液氮长

期保存。RPMI 1640培养基（货号：21875）和胎

牛血清为Gibco公司产品（美国，货号：10099）。

Total RNA 提取试剂盒E.Z.N.A.® Total RNA Kit Ⅰ
购自美国Omega Bio-Tek公司（货号：R6834）。

一步法逆转录试剂盒为Thermo Scientific公司产

品（美国，货号：K1622）。GRP78、IRAK1、
TAK1、pp65单克隆抗体均购自美国Abcom公司

（货号依次为：ab21685、ab67841、ab109526、
ab6503），GAPDH一抗（货号：sc-25778）及荧

光二抗（货号：ZDJ-5306/5307）为北京中杉金桥

生物技术有限公司产品。本研究引物合成由生工生

物有限公司（上海）完成，详见表1。
二、实验方法

1. 细胞株培养：HepG2和L02细胞系由本实验室于

液氮中长期保存，于使用前取出，经预热水浴锅37 ℃
快速复苏，1 200 r/min离心（离心半径r = 13.5 cm）、

5 min，弃上清液，加适量培养基重悬移入培养瓶。放

入37 ℃、5% CO2、饱和湿度细胞培养箱中培养，每日

观察1次，每2天根据细胞培养情况选择更换培养基。

给细胞更换培养基或传代前，以清洗用PBS和培养基

37 ℃预热10 min。
2.  细胞系使用：显微镜下观察细胞生长情

况，选择对数期生长细胞进行衣霉素的分组刺激。

分别用5 mg/ml和10 mg/ml浓度衣霉素刺激HepG2
和L02细胞，药物刺激12 h和24 h后收取细胞。弃

去培养瓶内培养基，预热后PBS清洗3次，加入

胰酶在细胞培养箱内消化2 min，加入1 ml培养基

终止胰酶消化。离心机1 200 r/min离心、5 min，
弃上清液，留取细胞分别为提取总RNA或蛋白备

用，－80 ℃保存。

3. 实时荧光定量PCR法检测IRAK1、TAK1、
NF-κB mRNA表达：采用E.Z.N.A Total RNA Kit试剂

盒分离和纯化各组细胞总RNA，分光光度计测定提

取的总RNA浓度和含量。按照逆转录试剂盒说明书

步骤进行RT-PCR操作，总反应体系50 μl，反应体系

具体如下，5× OneStep RT-PCR buffer 10.0 μl，Dntp 
Mix 2.0 μl，OneStep RT-PCR Enzyme Mix 2.0 μl, 5× 
Q-Solution 10.0 μl，RNase inhibitor 10 μl，RNA模板

1.0 μg，引物浓度为0.6 μmol/L。
PCR反应条件：Tm值分别为52 ℃、58 ℃以及

52 ℃，β-actin作为内参基因。使用ABI 7500实时荧

光定量PCR仪，7500 system SDS 软件进行数据分

析。

4. Western blot检测IRAK1、TAK1、GRP78、pp65

表 1  引物序列

引物名称 引物序列（5´→3´）

β-actin
F：attggcaatgagcggttc

R：cgtggatgccacaggact

IRAK1
F：tgccaggaccaagtatctga

R：gtgcttctcaaagccactcc

TAK1
F：agctttatggagcctgcttg

R：agagcccccttcagcatatt

NF-κB
F：atgcgcttccgctacaagt

R：tggtggtatctgtgctccttc
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蛋白表达：不同浓度衣霉素刺激HepG2和L02细胞

12 h或24 h后，细胞经胰酶消化后离心并于－80 ℃冻

存。取4.5 × 106/ml细胞转移到1.5 ml离心管加入蛋白

抽提裂解液（RIPA） 50 μl，振荡器充分震荡，冰浴

30 min。4 ℃、12000 r/min离心15 min，取上清液后

加入新的1.5 ml离心管。提取的蛋白经BCA试剂盒检

测浓度后判定上样体积，取20 μg蛋白上样量至10% 
SDS-聚丙烯酰氨凝胶，220 V恒压电泳至最小蛋白

Marker完全分开，常规转膜。转膜后使用含5 % BSA
的封闭液摇床室温封闭1 h。按适量一抗浓度于4 ℃冰

箱内孵育过夜，TBST洗膜3次后适宜浓度二抗室温摇

床孵育1 h。应用全自动化学发光仪拍照，留存曝光

图。

三、统计学处理

使用SPSS 16.0软件进行数据分析。RT-PCR检
测衣霉素作用后HepG2和L02细胞中各基因表达相对

量以及Western blot检测各蛋白表达的相对量，均为

计数资料且呈正态分布，以 x ± s表示，各组分别与

空白对照组进行方差分析。以P ＜ 0.05为差异具有

统计学意义。

结    果

一、实时荧光定量PCR检测  
使用不同衣霉素浓度和时间刺激HepG2和L02

细胞后，IRAK1、TAK1和NF-κB基因表达具有统

计学差异，各实验组同空白对照组相比较基因表达

升高（P 均＜ 0.001），且10 mg/ml刺激24 h组水平

升高最为显著，见表2；各实验组及空白对照组各

基因表达趋势见图1。
二、GRP78、IRAK1、TAK1和pp65蛋白表达 
与空白对照组相比，GRP78、IRAK1、TAK1

和pp65蛋白在实验组中的表达呈增高趋势，与空白

对照组差异均具有统计学意义（P ＜ 0.05），其中

TM 10 mg/ml浓度刺激24 h组各蛋白表达量最高，

各组灰度分析值详见表3～4；GRP78、IRAK1、

表 2  各组细胞因子 mRNA 相对表达水平（ x  ± s）

组别

目的基因相对表达量

IRAK1 TAK1 NF-Κb

HepG2 L02 HepG2 L02 HepG2 L02

空白对照组 0.111 ± 0.113 0.130 ± 0.027 0.197 ± 0.007 0.213 ± 0.036 0.129 ± 0.028 0.090 ± 0.013

5 mg/ml 刺激12 h组 0.527 ± 0.190 0.346 ± 0.101 0.412 ± 0.061 0.452 ± 0.100 0.401 ± 0.032 0.415 ± 0.059

5 mg/ml 刺激24 h组 1.106 ± 0.215 0.903 ± 0.081 0.894 ± 0.081 0.824 ± 0.052 0.766 ± 0.048 0.756 ± 0.060

10 mg/ml 刺激24 h组 1.263 ± 0.249 1.073 ± 0.189 0.983 ± 0.115 0.994 ± 0.112 1.007 ± 0.122 0.920 ± 0.029

P1 0.003 0.010 0.068 0.545 0.631 0.051

P2 0.015 0.002 0.016 0.020 0.033 0.018

P3     ＜ 0.001    ＜ 0.001      ＜ 0.001    ＜ 0.001    ＜ 0.001    ＜ 0.001 

注：P1：5 mg/ml 刺激 12 h 组 vs. 空白组，P2：5 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组，P3：10 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组

注：将 HepG2 细胞和 L02 细胞分为 4 组，分别是 0 mg/ml 刺激 12 h 组、5 mg/ml 刺激 12 h 组、5 mg/ml 刺激 24 h 组、10 mg/ml 刺激 24 h 组。

各实验组同 0 mg/ml 12h 组相比较，※ 表示 P ＜ 0.05 

图1  HepG2和L02细胞经不同浓度、衣霉素处理不同时间后mRNA的表达
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TAK1和pp65蛋白表达曝光图，参见图2～3。

讨    论

内质网（endoplasmic reticulum，ER）是广泛

存在于真核细胞的细胞器，具有对蛋白质的合成、

折叠、组装和修饰的功能，同也具有合成脂肪和

甾体、储存胞内游离钙离子的作用[9]。内质网应激

（endoplasmic reticulum stress，ERS）一般指细胞内

质网生物学功能受损时，其功能、稳态被打破的状

态[10]。细胞ERS状态形成的过程中可激活以未/错误

折叠蛋白反应（unfold protein response，UPR）为

主以及其他细胞内信号转导通路[11]。有文献报道，

ERS状态下破坏细胞内稳态使UPR活化，可以引发

炎症反应，该信号转导通路的激活与许多慢性疾病

的发病机制有关。ERS关联炎症反应的报道见于病

毒性感染[12]、2型糖尿病[13]、动脉粥样硬化[14]、阿尔

茨海默病[15]及某些肿瘤[16]等疾病。有研究指出，炎

症和ERS之间存在着复杂而广泛的关联，由LPS、
白细胞介素-1β、白细胞介素-6和补体等其他细胞活

表 3  HepG2 细胞系 GRP78、IRAK1、TAK1 和 pp65 蛋白相对表达水平（ x ± s）

组别
灰度分值比较

IRAK1 TAK1 pp65 GRP78

空白对照组 1.000 1.000 1.000 1.000

5 mg/ml 12 h组 1.033 ± 0.023 1.432 ± 0.372 1.020 ± 0.012 1.038 ± 0.033

5 mg/ml 24 h组 1.925 ± 0.073 2.095 ± 0.481 1.236 ± 0.048 1.326 ± 0.271

10 mg/ml 24 h组 2.016 ± 0.049 2.882 ± 0.715 1.507 ± 0.092 1.926 ± 0.249

P1值 0.007 0.015 0.399 0.001

P2值        ＜ 0.001 0.010 0.001 0.005

P3值        ＜ 0.001 0.019        ＜ 0.001        ＜ 0.001

注：P1：5 mg/ml 刺激 12 h 组 vs. 空白组，P2：5 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组，P3：10 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组

表 4  L02 细胞系 GRP78、IRAK1、TAK1、pp65 蛋白相对表达水平（ x ± s）

组别
灰度分值

IRAK1 TAK1 pp65 GRP78

空白对照组 1.000 1.000 1.000 1.000

5 mg/ml 12 h组 1.844 ± 0.115 1.952 ± 0.090 1.015 ± 0.029 1.140 ± 0.114

5 mg/ml 24 h组 2.038 ± 0.145 2.523 ± 0.052 1.952 ± 0.063 1.483 ± 0.341

10 mg/ml 24 h组 2.227 ± 0.089 2.934 ± 0.102 2.002 ± 0.049 1.873 ± 0.189

P1值 0.002 0.001 0.059 0.041

P2值        ＜ 0.001 0.001        ＜ 0.001        ＜ 0.001

P3值        ＜ 0.001        ＜ 0.001 0.001        ＜ 0.001

注：P1：5 mg/ml 刺激 12 h 组 vs. 空白组，P2：5 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组，P3：10 mg/ml 刺激 24 h 组 vs. 空白组

注：泳道1为空白对照组0 mg/ml刺激12 h；泳道2为衣霉素5 mg/ml刺激12 h；泳道3为衣霉素5 mg/ml刺激24 h；泳道4为衣霉素10 mg/ml刺激24 h

图2  HepG2和L02细胞内GRP78表达
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性因子引起的炎症反应可导致ERS[17-20]。相反，炎

症反应引起ERS的同时，内质网应激也是导致炎症

反应的作用机制之一。在UPR细胞信号转导通路被

激活的状态下，参与炎症反应的作用机制主要有激

活核转录因子NF-κB、内质网钙离子的释放、对细

胞内蛋白激酶JNK的激活、诱导急性期反应和促进

产生活性氧分子等，不同信号转导通路可引起炎症

反应及疾病的发生[21]。炎症反应过程中，NF-κB在
其中发挥了主要作用，NF-κB激活后入核并促进炎

性细胞因子基因大量转录。目前研究证实，ERS状
态下NF-κB激活及其调节与钙离子浓度和ROS的调

节有关[22]；除此之外，ERS导致的IRE1α和PERK信

号转导通路活化均可激活NF-κB，使炎症反应信号

转导通路得以活化[23]。但内质网应激偶联炎症反应

的精确分子机制目前尚未得到充分解释，而本研究

希望可以通过对TOLL样受体信号转导通路在该反

应过程中作用的探究来解释上述反应过程。

本研究通过衣霉素刺激HepG2和L02细胞系，

两种细胞系均会出现内质网应激状态，该结果同

其他相关文献在大鼠肝细胞上的研究结果一致[24]；

pp65细胞因子作为炎症反应的标志因子，在细胞内

的表达增高被看作是细胞出现炎症反应的表现[25]，

经过实验数据分析得出，HepG2和L02细胞系在出

现内质网应激后伴有炎症反应。但内质网应激诱

导、参与炎症反应的精确调控机制目前尚未有准确

而全面的报道，目前已有研究主要针对参与内质网

应激或炎症反应的信号转导通路进行单一研究，故

两者之间存在的关联、作用机制尚需进一步研究。

TOLL样受体信号转导通路在机体内具有多种调节

作用，TLRs激活后通过相应的下游传导途径，激

活下游相关效应的相关细胞因子的表达[26]。本实验

中，TOLL样受体信号转导通路中的关键信号分子

TAK1、IRAK1在基因和蛋白表达水平均呈现增高

趋势，因此，推测内质网应激及炎症反应过程中，

TOLL样受体信号转导通路对其发生和发展具有一

定激活作用。以上结论是基于细胞实验得出的结

果，但在动物体内的具体表现尚不明确，故在动物

模型进行相关实验研究为本课题组需要进一步开展

的工作。
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