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基于 NF-资B通路探讨 IRAK3基因表达对脂多糖诱导的
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摘要 目的：探讨白介素 1受体相关激酶 3（IRAK3）基因表达对脂多糖（LPS）诱导的心肌细胞损伤的作用及机制。方法：分离培养

SD乳鼠原代心肌细胞，随机分为对照组、LPS组、siIRAK3组和 siIRAK3+LPS组。siIRAK3组和 siIRAK3+LPS组心肌细胞转染

IRAK3 沉默核糖核酸（siRNA），对照组和 LPS组转染阴性对照 siRNA。转染 48 h 后 LPS 组和 siIRAK3+LPS 组分别用 LPS

（10 滋g/mL）处理心肌细胞 6 h，对照组和 siIRAK3组加入等量的 PBS溶液。采用免疫蛋白印迹法（Western blot）检测 LPS对心肌

细胞 IRAK3表达的影响，采用细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）法检测四组心肌细胞增殖，采用原位末端转移酶标记技术（TUNEL）检

测四组心肌细胞凋亡。采用酶联免疫吸附测定（ELISA）检测四组心肌细胞上清液中炎症因子白介素（IL）-6、肿瘤坏因子（TNF）-琢
的水平。Western blot检测核转录因子 -资B（NF-资B）蛋白和 NF-资B抑制蛋白 琢（I资B-琢）的表达。结果：Western bolt结果显示，LPS使

原代心肌细胞 IRAK3的蛋白表达升高（P<0.05），CCK-8和 TUNEL结果显示，与对照组相比，LPS组心肌细胞活力降低，心肌细

胞凋亡比例升高（P<0.05）；siIRAK3 组细胞活力和细胞凋亡比例与对照组相比均无明显差异（P>0.05）。与 LPS 组相比，

siIRAK3+LPS组心肌细胞活力升高，心肌细胞凋亡比例降低（P<0.05）。与对照组相比，LPS组心肌细胞分泌的 IL-6、TNF-琢升高，
NF-资B蛋白表达升高而 I资B-琢蛋白表达降低（P<0.05）。与 LPS组相比，siIRAK3+LPS组心肌细胞炎症因子分泌减少，NF-资B蛋白
表达降低，I资B-琢蛋白表达升高（P<0.05）。结论：干扰 IRAK3基因表达通过负向调控 NF-资B通路减轻 LPS诱导的大鼠原代心肌细

胞损伤。
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Based on NF-资B Pathway to Explore the Effect and Mechanism of IRAK3
Gene Expression on Lipopolysaccharide Induced Cardiomyocyte Injury*

To investigate the effect and mechanism of interleukin-1 receptor-associated kinase 3 (IRAK3) gene

expression on lipopolysaccharide (LPS)-induced cardiomyocyte injury. Primary cardiomyocyte of SD suckling mice were

isolated and cultured, and they were divided into the control group, LPS group, siIRAK3 group and siIRAK3 combined with LPS group.

The cardiomyocyte in the siIRAK3 group and siIRAK3 combined with LPS group were transfected with IRAK3 silencing ribonucleic

acid (siRNA). Control group and LPS group were transfected with negative control siRNA. 48 h after transfection, cardiomyocyte in the

LPS group and siIRAK3 combined with LPS group were treated with LPS (10 滋g/mL) for 6h respectively, and the control group and

siIRAK3 group were added with the same amount of PBS solution. The Western blot (Western bolt) was used to detect the effect of LPS

on cardiomyocyte IRAK3 expression, The Cell Counting Kit-8 (CCK-8) was used to detect the proliferation of four groups of

cardiomyocyte, and Terminal deoxynucleotidyl transferasedUTP nick end labeling (TUNEL) was used to detect the apoptosis of four

groups of cardiomyocyte. Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) was used to detect the inflammatory factors interleukin (IL)-6

and tumor necrosis factor (TNF) -琢 levels in the supernatant of the four groups of cardiomyocyte. The expressions of nuclear factor-资B
(NF-资B) protein and NF-资B inhibitor protein 琢 (I资B-琢) were detected by Western Blot. Western Blot results showed that LPS

increased the protein expression of IRAK3 in primary cardiomyocyte (P<0.05), CCK-8 and TUNEL results showed that compared with

the control group, the viability of cardiomyocyte in the LPS group was decreased, and the cardiomyocyte apoptosis ratio was increased

(P<0.05). There were no significant differences in cell viability and cell apoptosis ratio between siIRAK3 group and control group (P>0.
05). Compared with the LPS group, the viability of cardiomyocyte in the siIRAK3 combined with LPS group was increased, and the

cardiomyocyte apoptosis ratio was decreased (P<0.05). Compared with the control group, the secretion of IL-6 and TNF-琢 in the
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前言

根据 1995年世界卫生组织对心肌病的定义和分类，心肌

病按病因可分为三类：特发性、自身免疫性和感染性[1]。心肌炎

是导致急性心力衰竭、慢性扩张型心肌病和猝死的原因之一[2]。

心肌炎大多数是由药物感染、细菌感染、病毒感染和自身免疫

性疾病引起[3]。持续的心肌炎症加重心肌细胞损伤，最终导致心

力衰竭或猝死。因此，寻找有效的抗炎药物对心肌炎的治疗具

有重要意义。脂多糖（LPS）可以诱导大量细胞因子的释放，例如

炎症细胞因子白细胞介素（IL）-6、肿瘤坏死因子（TNF）-琢等[4]。

有文献报道 IL-6、TNF-琢的分泌可引起心肌细胞收缩性损伤[5]。

因此，LPS经常被用作研究心肌细胞损伤的诱导剂。白介素 1

受体激酶（IRAK）家族蛋白介导固有免疫中的 toll 样受体

（TLR）和白介素 -1受体（IL-1R）家族的下游信号通路[6]。Kuo

CC[7]等人的报道称 IRAK3甲基化与肝癌患者不良预后及肿瘤

分期有关，提示白介素 1受体相关激酶 3（IRAK3）有可能成为

评估肝癌患者预后的指标。有研究发现 IRAK3的表达水平与

小鼠结肠炎相关的肿瘤发生相关，并有望成为预测结肠炎向癌

症发展的生物标志物[8]。此外，IRAK1作为 IRAK家族的一员，

有报道称其能够抑制 NF-资B抑制蛋白 琢（I资B-琢）的磷酸化[9]。核

转录因子 -资B（NF-资B）在炎症反应、免疫应答和细胞生长等过
程中发挥着重要的作用[10]。GE ZW[11]等人的报道指出 IRAK3基

因沉默通过负调控 NF-资B通路减轻了急性心肌梗死模型小鼠
心脏破裂和心脏炎症的发生。本研究利用 LPS诱导大鼠原代心

肌细胞损伤，探究 IRAK3基因在心肌损伤中的作用及其机制，

现作以下报道。

1 材料与方法

1.1主要材料

SD 乳鼠购自北京维通利华公司，IRAK3 沉默核糖核酸

（siRNA）由上海吉玛制药技术有限公司构建，胶原酶购自北京

索莱宝科技有限公司。胰酶购自美国 Gibco公司，DMEM培养

基、M199培养基、PBS溶液、HEPES溶液和青霉素链霉素溶液

均购自中科迈晨科技有限公司。Opti-mem培养基和胎牛血清

（FBS）均购自美国 Gibco公司。lipo2000购自美国 invitrogen公

司，细胞计数试剂盒 -8（CCK-8）试剂盒购自日本同仁化学研究

所，原位末端转移酶标记技术（TUNEL）试剂盒购自北京全式

金生物技术有限公司，蛋白质定量（BCA）试剂盒购自北京康为

世纪生物科技有限公司。大鼠 IL-6酶联免疫吸附测定（ELISA）

试剂盒和大鼠 TNF-琢 ELISA试剂盒购自均购自上海通蔚科技

有限公司。IRAK3、NF-资B、I资B-琢 抗体均购自美国 Abcam 公

司，GAPDH抗体购自武汉三鹰生物技术有限公司，辣根过氧化

物酶（HRP）标记的山羊抗兔二抗购自武汉三鹰生物技术有限

公司。

1.2 原代心肌细胞分离和培养

所有动物实验经我院动物伦理委员会批准。按照文献方

法[12]提取原代心肌细胞，选取 1-5天（最好是出生 72小时内）的

SD乳鼠 6只，用碘伏浸泡后在剑突处剪开胸腔，取出心脏。立

即放入含有 10%双抗的预冷的无菌 PBS中剪开心脏，用含 7%

双抗的 PBS冲洗一遍心脏，再放入不含双抗的 PBS溶液中冲

洗两次。将心肌组织放入离心管中剪碎，加入 5 mL消化酶（含

胶原酶 0.4 mg/mL、胰酶 0.6 mg/mL、5.4 mM KCl 和 0.8 mM

MgSO4的 20 mM HEPES溶液）消化。800 rpm离心 5分钟，用

细胞完全培养液（70% DMEM，15% M199，15% FBS 和 100

U/mL青霉素和链霉素）重悬细胞，将心肌细胞在提前包被 1%

明胶(37℃，30 min)的 60 mm原代培养皿上培养。18 h后，更换

无血清维持培养基（80% DMEM，20% M199，100 U/mL青霉素

和链霉素）继续培养，细胞生长至 70-80%融合时进行传代。

1.3 分组和细胞转染

分离培养 SD乳鼠原代心肌细胞，随机分为对照组、LPS

组 、siIRAK3 组 和 siIRAK3+LPS 组 。 siIRAK3 组 和 si-

IRAK3+LPS组心肌细胞转染 IRAK3 siRNA，对照组和 LPS组

转染阴性对照 siRNA。转染 48 h后 LPS组和 siIRAK3+LPS组

分别用 LPS（10 滋g/mL）处理心肌细胞 6 h，对照组和 siIRAK3

组加入等量的 PBS溶液。将处于对数生长期的第 3-4代原代心

肌细胞接种于 24孔板中，细胞生长至 50-60%融合时进行转

染。首先取管 1将 20 pmol siRNA与 50 滋L opti-mem培养基混

合，再取管 2将 1 滋L lipo2000与 50 滋L opti-mem培养基混合，

室温放置 5分钟。将管 1和管 2混合，室温放置 20分钟。将细

胞培养液弃去，加入 400 滋L无血清培养基。将混合的 siRNA和

转染试剂加入孔中。4-6小时更换维持培养基。对照组和 LPS

组转染阴性对照 siRNA，siIRAK3组和 siIRAK3+LPS组转染 I-

RAK3 siRNA。

1.4 Western blot检测心肌细胞 IRAK3的蛋白表达

收集 4组稳定转染的心肌细胞，加入蛋白裂解液充分裂

解，用 BCA试剂盒测蛋白浓度，加入适量蛋白上样缓冲液

100℃煮 5 min使蛋白变性。根据蛋白浓度定量 40 滋g蛋白加入
上样孔中进行 SDS-PAGE凝胶电泳，结束后依次进行转膜封

闭，将膜充分浸入 IRAK3一抗溶液中 4℃孵育过夜，第二天孵

育相对应的 HRP标记的二抗，洗膜后滴加 ECL发光液用凝胶

成像系统进行发光。保存图像用 Image J进行灰度值计算，用

GAPDH作为内参，对目的基因进行半定量统计分析。

1.5 CCK-8法检测细胞活力

将处于对数生长期的第 3-4代原代心肌细胞接种于 96孔

cardiomyocyte of LPS group was increased, the protein expression of NF-资B was increased, and the protein expression of I资B-琢 was

decreased (P<0.05). Compared with the LPS group, siIRAK3combined with LPS group showed decreased secretion of inflammatory

cytokines, decreased expression of NF-资B protein, and increased expression of I资B-琢 protein (P<0.05). Interference of

IRAK3 gene expression attenuates LPS-induced injury of primary rat cardiomyocyte by negatively regulating NF-资B pathway.

IRAK3; LPS; Myocardial cell injury; NF-资B pathway
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图 1各组心肌细胞 IRAK3蛋白的表达

Fig.1 Expression of IRAK3 protein in cardiomyocyte of each group

Note: A: protein expression map of IRAK3 detected by Western blot. B: Statistical analysis protein expression of IRAK3 in cardiomyocyte of each group.

Compared with the control group, *P<0.05. Compared with the LPS group, &P<0.05.

板中，细胞生长至 50-60%融合时进行转染，转染步骤同 1.3（体

系同比例减少）。转染 24小时后，LPS组和 siIRAK3+LPS组加

入 10 滋g/mL LPS，对照组和 siIRAK3组加入等量 PBS。6小时

后弃去培养液按照 CCK-8说明书，加入 10 滋L CCK-8溶液和

100 滋L维持培养基。置于 37℃、5%CO2培养箱中 2-4小时，用

酶标仪读取 450nm处的吸光度，每个孔的吸光度代表细胞活力。

1.6 TUNEL法检测细胞凋亡

在 24孔板中放入细胞爬片，细胞进行转染和 LPS处理后，

将细胞用 0.5-1 mL甲醛室温固定 30分钟。用 PBS洗涤 3次，

每次 5分钟。向爬片上滴加 100 滋L细胞通透液，5分钟。将
Labeling Solution和 TdT以 25:1的比例混匀滴加在爬片上，放

于湿盒中，与 37℃避光孵育 1小时。向爬片上滴加 100 滋L细胞
通透液，室温静置 5分钟，重复 3次。滴加适量抗荧光淬灭封片

剂，在荧光显微镜下计数阳性细胞。

1.7 ELISA检测心肌细胞上清液中 IL-6、TNF-琢的水平
取细胞培养上清液转移至新的离心管中。用 ELISA试剂

盒测定 IL-6、TNF-琢的水平。在 ELISA 96孔板中加入样品和标

准品，置于 37℃反应 30分钟。用洗涤液洗板 5次，加入酶标试

剂，置于 37℃反应 30分钟。再次用洗涤液洗板 5次，加入显色

液 A、B置于 37℃反应 10分钟。加入终止液，15分钟内用酶标

仪读取 450 nm波长处的吸光值。根据标准品的浓度计算待测

样品的浓度。

1.8 Western blot检测 NF-资B、I资B-琢的表达
将处理完的心肌细胞用含蛋白酶抑制剂和磷酸酶抑制剂

的蛋白裂解液充分裂解，用 BCA试剂盒测蛋白浓度，加入适量

蛋白上样缓冲液 100℃煮 5min使蛋白变性。根据蛋白浓度定

量 40 滋g蛋白加入上样孔中进行 SDS-PAGE凝胶电泳，结束后

依次进行转膜封闭，将膜充分浸入 NF-资B、I资B-琢 一抗溶液中
4℃孵育过夜，第二天孵育相对应的 HRP 标记的二抗，洗膜

后滴加 ECL发光液用凝胶成像系统进行发光。保存图像用

Image J进行灰度值计算，用 GAPDH作为内参，对目的基因进

行半定量统计分析。

1.9 统计学处理

采用 Graphpad 8.0软件进行制图及统计学分析，计量资料

符合正态分布以算数平均值依标准差（mean± SD）表示，两组间

比较采用 t 检验，三组或以上整体比较使用单向方差分析

（ANOVA），P <0.05时被认为有统计学意义。

2 结果

2.1 LPS使心肌细胞中 IRAK3表达升高

与对照组相比，LPS组 IRAK3的蛋白表达升高（P<0.05），
siIRAK3 组 IRAK3 蛋白表达明显降低（P<0.05）；与 LPS组相

比，siIRAK3+LPS组 IRAK3 蛋白表达有所降低（P<0.05）。见
图 1。

2.2 干扰 IRAK3对 LPS诱导的心肌细胞活力的影响

LPS组心肌细胞活力与对照组相比明显降低（P<0.05），
siIRAK3组心肌细胞活力与对照组无明显差异（P>0.05）。与
LPS组相比，siIRAK3+LPS组心肌细胞活力升高（P<0.05）。见
图 2。

2.3 干扰 IRAK3降低 LPS引起的心肌细胞凋亡

与对照组相比，LPS组心肌细胞凋亡比例明显升高（P<0.
05），siIRAK3 组心肌细胞凋亡比例无明显差异（P>0.05）；与
LPS 组相比，siIRAK3+LPS 组心肌细胞凋亡比例降低（P<0.
05）。见图 3。

2.4 干扰 IRAK3减少 LPS引起的心肌细胞炎症因子分泌

与对照组相比，LPS组心肌细胞上清液中炎症因子 IL-6和

TNF-琢水平均升高（P<0.05），siIRAK3 组心肌细胞上清液中

IL-6和 TNF-琢水平无明显差异（P>0.05）；与 LPS组相比，si-

IRAK3+LPS 组心肌细胞上清液中 IL-6 和 TNF-琢 水平降低
（P<0.05）。见图 4。

2.5 干扰 IRAK3基因表达负向调控 NF-资B通路
LPS组 NF-资B的蛋白表达较对照组升高（P<0.05），I资B-琢

的蛋白表达较对照组降低（P<0.05），siIRAK3组与对照组比较
无显著差异（P>0.05）；与 LPS组相比，siIRAK3+LPS组 NF-资B
的蛋白表达降低（P<0.05），siIRAK3+LPS组 I资B-琢的蛋白表达
升高（P<0.05）。见图 5。

3 讨论

炎症反应是心脏疾病最常见的发病机制[13，14]。临床研究显

示，TNF-琢、IL-6等炎症因子参与了心肌炎中心肌细胞损伤的
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图 5各组心肌细胞 NF-资B、I资B-琢蛋白表达
Fig. 5 The protein expression of NF-资B and I资B-琢 in cardiomyocyte of each group

Note: A: Protein expression map of NF-资B and I资B-琢 detected by Western Bolt. B: Statistical analysis protein expression of I资B-琢 in cardiomyocyte of

each group. C: Statistical analysis protein expression of NF-资B in cardiomyocyte of each group.

Compared with the control group, *P<0.05. Compared with the LPS group, &P<0.05.

图 3各组心肌细胞凋亡比例比较

Fig. 3 Comparison of cardiomyocyte apoptosis ratio in each group

Note: Compared with the control group, *P<0.05.
Compared with the LPS group, &P<0.05.

图 2各组心肌细胞活力比较

Fig. 2 Comparison of cardiomyocyte viability in each group

Note: Compared with the control group, *P<0.05.
Compared with the LPS group, &P<0.05.

图 4各组心肌细胞上清液中炎症因子 IL-6和 TNF-琢水平比较
Fig.4 Comparison of the levels of inflammatory cytokines IL-6 and TNF-琢 in the supernatant of cardiomyocyte in each group

Note: Compared with the control group, *P<0.05. Compared with the LPS group, &P<0.05.
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发病机制[15]。LPS作为脓毒症心肌炎的体内外模型已在许多研

究中被广泛应用[16-18]。腹腔注射 LPS可显著增加心肌组织中炎

症因子的表达和心脏功能障碍[19]，LPS可诱导炎症细胞因子的

产生和影响心脏输出功能[20]。本研究中利用 LPS诱导心肌细胞

炎症损伤建立体外心肌炎模型，本研究结果显示：LPS组心肌

细胞活力与对照组相比明显降低（P<0.05），LPS组心肌细胞凋
亡比例与对照组相比明显升高（P<0.05），证实 LPS显著抑制了

乳鼠原代心肌细胞的活力，增加了凋亡细胞比例。

有研究显示[11]，在体内沉默 IRAK3基因能减轻急性心肌

梗死模型小鼠心脏破裂和心室重构，提示 IRAK3基因可能在

心脏疾病发病机制中发挥重要作用。IRAK3 蛋白通过调控

TLR/NF -资B信号转导间接参与致病因素的固有免疫反应[21-23]。

本研究在细胞水平探究 IRAK3基因在 LPS诱导的乳鼠原代心

肌细胞损伤中的作用，LPS处理后的原代心肌细胞中 IRAK3

的表达升高，提示 IRAK3的表达可能参与 LPS诱导的心肌细

胞损伤。本研究用 siRNA技术敲低心肌细胞中 IRAK3基因的

表达，发现干扰 IRAK3基因表达后，LPS引起的心肌细胞活力

降低和凋亡比例增加都有所减轻，表明 IRAK3在心肌细胞生

存和凋亡发挥重要作用。

LPS能通过激活 Toll样受体（TLR）进而激活 NF-资B[24，25]。

活化的 NF-资B进入细胞核通过上调一氧化氮、环氧化酶 2和

前列环素 2等表达介导炎症因子（如 TNF-琢、IL-6和 IL-18）的

分泌 [26-28]。本研究也证实了 LPS诱导心肌细胞炎症因子 IL-6、

TNF-琢的分泌增加。此外，LPS也上调了 NF-资B的蛋白表达，
同时抑制了 NF-资B抑制蛋白 I资B-琢的表达。为了探究 IRAK3

对细胞凋亡的影响是否通过调控 NF-资B的表达而发挥作用，
本研究干扰 IRAK3基因表达后检测 LPS诱导心肌细胞炎症因

子 IL-6、TNF-琢的分泌，结果显示：与 LPS组相比，siIRAK3+

LPS组心肌细胞上清液中 IL-6 和 TNF-琢 水平降低（P<0.05）。
同时，本研究检测了 NF-资B 及 I资B-琢 的蛋白表达，结果显
示：与 LPS组相比，siIRAK3+LPS组 NF-资B的蛋白表达降低
（P<0.05），siIRAK3+LPS 组 I资B-琢 的蛋白表达升高（P<0.05），
相比于单纯 LPS刺激，干扰 IRAK3基因表达后 LPS刺激能使

心肌细胞中 I资B-琢的蛋白表达增加，NF-资B的表达降低，提示
干扰 IRAK3基因表达通过负调控 NF-资B 的表达减少心肌细
胞炎症因子的分泌。

干扰 IRAK3基因表达后，LPS诱导的 IL-6和 TNF-琢的分
泌减少，脂多糖诱导的乳鼠原代心肌细胞凋亡比例降低。进一

步的实验表明，IRAK3 基因沉默减轻了 LPS 诱导的心肌细

胞凋亡和心肌细胞的炎症，NF-资B 蛋白表达降低，表明干扰
IRAK3基因表达通过负调控 NF-资B的表达减轻 LPS诱导的心

肌细胞损伤。因此，抑制 IRAK3基因表达可能成为治疗心肌炎

的一种潜在的治疗方法。

综上所述，本研究证明了干扰 IRAK3基因表达可以减轻

LPS 引起的心肌细胞凋亡和炎症反应，进一步研究发现 I-

RAK3基因表达降低负调控 NF-资B蛋白表达，揭示了 IRAK3

在心肌细胞炎症反应中的分子机制，为临床治疗提供了一个

新的靶点。
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