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小鼠脏器核转录因子NF～KB活性观察

鲍国强李素波张永祥章扬培王士雯

【摘要】目的为了研究核转录因子(NF．1出)在老化小鼠各脏器中的表达及其活性的改变，以期探讨其在老

化及多器官功能不全发生过程中的作用。方法用免疫组化法检测NF-出在小鼠各脏器中的表达情况，同时用凝

胶阻滞分析法观察NF一出的活性。结果在老化小鼠的各脏器中，NF-ed3的表达量及活性均有不同程度的增加．

尤以肺脏的改变最为显著。结论NF-，d3可能是老化及肺启动舶老年多器官功能不全过程中的一个非常关键的

转录因子。

【关键词】棱转录因子一店；细胞衰老；多器官功能衰竭
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【Abstract】Objective The nuclear factor r．B(NF-K．B)is a ubiquitous transcription factor in mammalian eelk．It

was reported that NF-·d3 regulated the expression of genes responsible for mtdtiple biological processes including immune

responses．inflammatory reaction，cell pmliieration and珥均pto卣s．The current study w鹅to嵇【觚血e chang瞄in the expres-

s[on and activity of the NF-KB in the aged IllOL№0Igm in order tO study the role of NF-KB in age；ag and muhiple organ

dysfunction syndrome in the elderly(MODSE)Metkxts The expression and activity of NF-d3 in aged ra003e organs

were examined with immunohistochemistry and eloztrophoretic mobility shift a≈ay(EMSA)resmetivdy．Rmdts The

expmssion and DNAbinding activity of NF-·*．B increased rermarkably in orgarm of aged mice，espeoally in the lung Con—

dus；mas NF vd3 racy be an important transcription factor in ageing processes and MODSE．

【Keyw畦】Nuclearfactor-r．B(NF-xB)；Cell ageing；Multipleorganfailure

核转录因子(nuclear factor出，NF-KB)是广泛

存在于哺乳动物细胞中的转录因子，以其为核心的

信号转导系统是目前真核细胞基因表达调控研究的

热点之一。它涉及机体的免疫反应、急性炎症反应、

细胞粘附、细胞生长分化、氧化还原代谢、肿瘤发生
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及细胞凋亡等多种重要的病理、生理过程。近年来，

许多学者研究发现在衰老过程中，心⋯、肝“j、脑”o

等器官均出现NF-r。B的激活的现象，提示NF一出信

号转导系统在机体老化过程中起重要作用。

王士雯等“1根据多年的临床观察提出了老年多

器官功能不全综合征(muhiple organ dysfunction

syndrome in the elderly，MO璐E)的肺启动机制假
说，指出肺脏在MODSE及多器官衰竭过程中起先

导作用。为了研究NF-td3与衰老的关系及验证肺

衰老在MODSE中的作用，本研究以自然衰老的小

鼠为对象，检测了NF．出在小鼠各个脏器中的表达

水平，为阐明器官衰老的分子机理，寻求保护器官衰

竭的有效措施提供依据。
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1材料与方法

1．1材料实验动物：NIH品系自然老化小鼠(16

月龄)及对照年轻小鼠(2月龄)各10只，购自解放

军总医院小动物中心。SAM—P8(促衰老型)小鼠

(14月龄和1．5月龄)各10只由军事医学科学院毒

物药物研究所张永祥教授提供。试剂：矽抗体购自

Merck公司。二抗购自华美生物工程公司。蛋白浓

度测定试剂盒购自Pierce公司。超氧化物歧化酶

(superoxide dismutase，soD)和丙二醛(malondialde。

hyde，MDA)检测试剂盒购自南京建成生物制品研

究所。7-”PATP购自亚辉公司。寡聚核苷酸由大

连宝生物工程公司合成。仪器：分光光度计为

Beckman DU 640型。图像分析软件：北京航空航天

大学医学图像分析系统。

1．2方法

1．2 1石蜡切片的制作取各组小鼠的脏器(心脏、

肝脏和肺脏)，按常规石蜡切片制作方法制作”]。

1．2 2 NF-KB的免疫组化分析”o 基本步骤如下：

①切片脱蜡：将石蜡切片浸入二甲苯中5min，然后

转入另一装有二甲苯的容器中，继续脱蜡5min。②

切片的水化：取出切片接顺序置于浓度为100％、

95％、85％、75％、70％的乙醇溶液中，各3min，最后

放入水中。③微波修复切片：将切片放人抗原修复

液中，在微波炉中修复10nfin。取出冷却到室温。

④利用H2q灭活内源性辣根过氧化物酶(Ⅷ心)。

⑤封闭非特异性抗原一加∥的抗体，37"C反应

60rnin-一洗涤一加与生物素偶连的通用二抗，37℃

反应30111in一洗涤一加与亲和素偶连的HRP，37℃

反应30min一洗涤一加显色底物二甲基联苯胺

(DAB)，室温反应5rnin一核复染一封片。⑥切片经

扫描后使用北京航空航天大学医学图像分析系统分

析。

1．2．3组织匀浆取小鼠的脏器，置于冰浴的生理

盐水(生理盐水的量为脏器质量的9倍)中剪碎，倒

入玻璃匀浆器中进行匀浆，左手持匀浆管将下端插

入盛有冰水混合物的器皿中，右手将捣杆垂直插入

套管中，上下转动研磨数十次(约10rain)，充分研

碎，使组织匀浆化。

1．2．4组织蛋白浓度的测定按试剂盒内说明书进

行。

1．2．5 SOD及MI)A水平测定按试剂盒说明书进

行。SOD活性单位(每毫克组织蛋白在lml反应液
中SOD抑制率达50％时所对应的SOD量为一个亚

硝酸盐单位)及MDA的含量(tanol／g蛋白)按说明

书方法计算。

1．2 6组织核蛋白的提取取各脏器组织块置于10

倍体积的冰上预冷的匀浆缓冲液(0．25mol／L蔗糖，

15rnrnol／LTris-C1，pH 7．9，60mmol／LKCI，15mmol／
L NaCl，5mmogL EDTA，0．1mmol／L PMSF，2mg／L

胃蛋白酶抑制素A，0，15mmol／L精胺)中，在冰上匀

浆10rain。4"C下2000 o g离心10min，沉淀重悬于

洗液(10mmol／L HEPES，pill 7．9，1．5mmol／L

MgCl2，10rarnol／L Ka，lrmnol／L巯基乙醇，0

lmmol／L PMSF，2mg／L胃蛋白酶抑制素A)中，室

温下40000 g离心5rain，核沉淀再溶于50脚高盐

核裂解液(500rranol／LliEPES，pH 7．9。0．75retool／L

MgClz，0．5mol／LKCI，12 5％甘油，lmmollL巯基

乙醇，O．1mmoffl。PMSF，2mg／L胃蛋白酶抑制素

A)中，在冰上裂解30min，期间温和震荡。4℃下14

00009离心10rain，收集上清，分装成小份冷存于．

80℃冰柜中。

1 2．7凝胶阻滞分析(eleetrophoretic mobility shift

assay，EMSA)①按参考文献[6]合成探针序列：

+5’一AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC一3’

3’一TCA ACT CCC CTGAAA GGGTCC G一3’：

②标记寡核苷酸。取寡核苷酸(2tanol／L)2#l，

与5t4的7-”P ATP(1llPP}q／md)混合，用T4多聚

核苷酸激酶(polynucleotide Kinase)进行标记，反应

体系为20,i，在37℃下反应10rain。

③取4／tg细胞核蛋白与标记好的探针进行温

浴，条件为室温，2thTtin。

④4％聚丙烯酰胺凝胶电泳，缓冲液为O．5×的

TBE，300V，10rain。

⑤放射自显影。取下凝胶，用保鲜膜包裹，覆

盖两张X线片，两侧加增感屏，放置于暗盒中

于一70℃白显影2d。

2结果

2．1小鼠脏器内的氧化水平为了衡量老化小鼠体

内的氧化水平，作者测定了小鼠各脏器的SOD活性

和MDA的含量，SOD活性表明动物机体清除氧化

自由基的能力，MDA的含量则表明了动物机体内的

氧化水平。

2．1 1 soD活性水平由表1可知，sOD活性在老
化小鼠和年轻小鼠的心脏、肝脏和肺脏之间有显著

性差异(P<0．01)。老化小鼠心脏、肝脏和肺脏中

SOD活性较年轻小鼠的脏器分别降低12．7％，
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18．0％，37．2％，说明老化小鼠体内的清除自由基的

能力下降。另外，值得注意的是SOD活力在肺脏中

下降的幅度最大，高达37．2％，提示小鼠在衰老过

程中肺脏细胞清除自由基能力减弱最强，对肺脏的

威胁最大。

表1老化及年轻小鼠各脏器中SOD活性

(王±5，亚硝酸盐kU／g蛋白)

塑型 ：坚壁 墅壁 堕壁
老化小鼠408 6±45．3 395．7±40 6 130 5±15 8

年轻小鼠469，5±39 2 482 6 4-35．2 207 5±26．3

注：P<0叭．#=20，有显著性差异

2 1．2MDA含量见表2。

表2老化及年轻小鼠各脏器中MDA的含量

(f4-s，t,m01／g蛋白)

组别 心脏 肝脏 肺脏

老化小鼠6．26±l 27 10．77±2 13 12 254-2 54

年轻小鼠5．57±1 02 9 14±2 01 10 574-1 89

注：P<0 05，n=20。有显著性差异

老化小鼠各脏器中MDA含量较年轻小鼠均有

所上升(P<0．05)，说明随着小鼠体内清除氧化自

由基能力的下降，其氧化压力水平随之上升，这是引

起细胞组织老化的因素之一，因为细胞内的过氧化

物会破坏细胞正常的结构，使其丧失正常的功能，直

到死亡。

2．2 NF-x．B的免疫组化分析结果细胞内的氧化压

力会激活以NF一出为核心的信号转导通路，引起一

系列与细胞氧化还原状态相关基因的表达，这些基

因的产物或是使细胞回复到正常的状态，或是引起

细胞的凋亡。NF—KB在细胞中的含量是否与细胞的

氧化水平相关，作者用免疫组化分析方法来检测

NF-出在细胞内的含量。结果如图1所示。在老化

小鼠心脏、肝脏和肺脏中，NF-td3的表达量有显著性

增加(P<0．01)，分别上升了17．9％，11．9 96，

59．4％，这与细胞清除自由基能力的变化幅度是呈

正相关的，提示在氧化压力下，NF-tc．B转录因子表达

水平的上升可能会为后续的老化进程起调节作用。

2．3EMSA结果为了明确NF-KB在老化过程中是

否具有调节基因表达的能力，我们用EMSA方法检

测了各器官细胞核蛋白是否存在具有DNA结合活

性的NF-xB。放射自显影结果显示，在老化小鼠各

脏器中(图2之2、4、6)确有NF-xB转录因子与特异

的寡核苷酸相结合，在肺脏中的结合活性最高；而在

年轻小鼠的脏器中则没有激活的NF—xB存在(图2

之1、3、5)。提示在老化过程中，NF-KB可能会启动

一些与老化有关的基因，其中所涉及到的基因目前

还不清楚，有待于进一步研究。

：
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围1 NF-xB在老化小鼠脏器中较年轻小鼠上增加示意图

图2年轻小鼠与老化小鼠脏器核蛋白的EMSA结果

注：1、3、5显示．年轻小鼠心脏、肝脏和肺脏；2、4、6显示，老化小鼠-L

脏、肝脏和肺脏

3讨论

由表1，2可知老化小鼠的体内氧化水平较年轻

小鼠要高，同时清除自由基水平下降。在机体衰老

的几大理论中，其中之一就是自由基学说。这一理

论认为随着年龄的增长，机体内有害的自由基及其

脂质过氧化产物H益增多，同时抗氧化酶和抗氧化

剂则日趋下降，结果导致细胞膜结构的破坏、DNA

突变、蛋白质变性而最终使细胞溃破。近年来的研

究表明，由自由基而引起的老化机制可能并不是原

来所提出的那样简单。在机体的老化过程中，存在

着细胞的凋亡过程。在这一过程中有与老化相关基

因的表达。NF-rd3可能在自由基与老化之间起信号

转导的作用。它将细胞内的氧化压力传递到细胞内

并调节基因的表达。最终的结果有两种：一种是抗

氧化压力基因的表达，抑制凋亡；一种是启动凋亡相

关基因的表达”J。本工作在老化小鼠中的心脏、肝
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·消 息·

第七届全国心力衰竭学术交流会征文通知

由中国心力衰竭学会、《中国心脏病学杂志》编委会、中国心电信息学分会共同主办的第七届全国心力衰

竭学术交流会，拟定于2003年4月下旬在山东省泰安市召开。会间邀请著名专家讲学。

征文内容：(1)心力衰竭的基础研究、诊断技术、各种治疗的新进展、预防措施研究等；(2)心电信息学研

究新进展；(3)征文形式：论著、综述、讲座、经验交流、病例报告、译文等。

征文要求：未发表的论文全文和800字以内摘要各1份，寄至山东省泰安市泰山医学院附属医院内心力

衰竭学会秘书处，邮编271000。请在信封上注明“会议征文”字样，截止日期：2003年4月10日。联系电话：

0538—8428157。符合要求的论文可在我会主办及协办的杂志上正式发表，酌收版面费。
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