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白细胞介素一1p在人肾小管上皮细胞转分化中的作用

及]anus激酶2抑制剂AG490的影响

刘青娟 史永红 刘淑霞 郝军 曹延萍 李航 韦金英段惠军

【摘要】 目的探讨Janus激酶2抑制剂AG490对白细胞介素一16(IL一16)诱导人肾小管上皮细胞转分

化的影响。方法将体外培养人肾近曲小管上皮细胞株(HKCs)分为空白对照组、IL一1B(5 ng／m1)刺激组及

AG490干预组(IL一1p 5 ng／ml+AG490 10}|mol／L)。分别于处理后24、48、72 h收集细胞，采用免疫细胞化学

染色和蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测细胞角蛋白一18(CK一18)、a一平滑肌肌动蛋白(a—SMA)蛋白

表达。结果正常肾小管上皮细胞内其自身标志物CK一18高表达(1．25士0．08)，而a—SMA表达很少(o．17土

0．01)。IL一1B刺激组随刺激时间延长CK一18表达逐渐减少(24 h：0．69士0．04，48 h：0．52士0．03，72 h：0．30土

0．01)，而a—SMA蛋白合成逐渐增加(24 h：0．56土0．04，48 h：1．05士0．07，72 h：1．43士0．07)，与空白对照组

比较差异均有统计学意义(均P<0．05)。AG490干预能使CK一18的表达逐渐恢复(24 h：1．07士0．07，48 h：

0．93±0．06，72 h：0．83±0．06)，并减弱IL一1B对肾小管上皮细胞a—sMA蛋白的诱导作用(24 h：0．33士0．01，

48 h：0．52士0．01，72 h：0．61土0．04)，且作用显著(均P<O．05)。免疫细胞化学染色观察结果与其一致。结论

炎症因子IL一1B通过降低肾小管上皮细胞CK一18表达，上调n—SMA表达，促使肾小管上皮细胞转分化为肌成

纤维细胞IJanus激酶2抑制剂AG490能部分阻断IL一1p对肾小管上皮细胞的促转分化作用。
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蛋白一18；a一平滑肌肌动蛋白
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[Abstract]Objective To investigate the effect of AG490，a Janus kinase 2 inhibitor，on epithelial—

myofibroblast transdifferentiation induced by interleukin一1p(IL一18)．Methods Cultured human renal

tubular epithelial cell line(HKCs)were divided into three groups：blank control group，IL—lB(5 ng／m1)

group and AG490 group(IL一16 5 ng／ml+AG490 10 p．mol／L)．The cells in all groups were collected at 24，

48，72 hours after intervention．Immunocytochemistry and Western blotting analysis were used to determine

the expressions of cytokeratin一18(CK一18)and a—smooth muscle actin(a—SMA)．Results The higher

expression of CK一18(1．25士0．08)and mild expression of a—SMA(O．17士0．01)were found in blank control

group．In IL-16 group，the protein level of CK-18 was gradually decreased with prolongation of stimulus

(24 hours：0．69土O．04，48 hours：0．52土0．03，72 hours：0．30±O．01)，while the expression level of

a—SMA was gradually increased(24 hours：0．56土O．04，48 hours：1．05士0．07，72 hours：1．43士0．07)，

and the difference between blank control group and IL一16 group was statiscally significant(all尸<O．05)．
The administration of AG490 could restore the expression of CK一18(24 hours：1．07士0．07，48 hours：

0．93士0．06，72 hours：0．83土O．06)，and inhibit the expression of a-SMA indueed by IL一19(24 hours：

O．33士O．01，48 hours：0．52士0。01，72 hours：0．61士O．04)．There was significant difference between

AG490 group and IL一1B group(all尸<O．05)．The results of immunocytochemistry and that of Western

blotting were identical．Conclusion IL一18 can induce the transdifferentiation of renal tubular epithelial cells，

up—regulate the expression of口一SMA．induce the renal tubular epitheliaI cells to transform to myofibroblast，

while AG490 can inhibit the effect of IL一16．

[Key words】 Interleukin一16； Renal tubular epithelial cell；Phenotype transdifferentiation；

Janus kinase 2 inhibitor AG490； Cytokeratin．18} a-smooth muscle actin
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·论著·

慢性肾脏疾病发展至终末期肾衰竭时均可表现

出肾小管间质纤维化(TIF)，且TIF的程度与肾功

能的相关性比肾小球硬化与肾功能的相关性更为密

切Ⅲ。TIF本质上是细胞外基质(ECM)的过量堆

积，肌成纤维细胞(Myof)分泌的I、I、Ⅳ型胶原和
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纤维连接蛋白是ECM的主要成分。大量的实验研

究表明，肾小管上皮细胞一肌成纤维细胞转分化

(TEMT)是Myof的主要来源[2]，在TIF中发挥了

重要作用。

TIF是慢性炎症反应，有研究表明，尿中炎症细

胞因子的测定是判断肾损伤的重要指标[3]。肾小管

上皮细胞转分化常与肾间质炎症反应同时出现，考

虑这种微环境的改变可能与肾小管上皮细胞转分化

有关[4j。已知细胞因子受体超家族信号传递的必经

途径是Janus激酶／信号转导和转录激活因子

(JAK／STAT)信号通路，由此推测阻断该通路能特

异性阻断细胞因子的作用。本研究中拟通过体外细

胞培养的方法，观察白细胞素一Ip(IL一113)对肾小管

上皮细胞的促转分化作用，同时应用JAK2抑制剂

AG490处理细胞，观察其对IL一1p刺激后肾小管上

皮细胞的影响。

1材料与方法

1．1材料：人肾近曲小管上皮细胞株(HKCs，由解

放军总医院陈香美教授惠赠)；鼠抗细胞角蛋白一18

(CK一18)单克隆抗体(单抗)购自北京博奥森生物技

术有限公司，兔抗a一平滑肌肌动蛋白(a—SMA)多克

隆抗体(多抗)购自美国Abcam公司，IL一1p购自美

国Peprotech公司，AG490购自美国Calbiochem公

司；二步法免疫组化试剂盒购自北京中杉金桥公司。

1．2细胞培养及分组：使用含有10％胎牛血清的

DMEM培养基常规培养HKCs，待细胞贴壁

60％～80％融合时，改用无血清培养基同步培养

12 h，然后分为空白对照组、IL一1p刺激组(IL一1p

5 ng／m1)、AG490干预组(IL一1p 5 ng／ml+AG490

10 pmol／L)，各组分别刺激24、48、72 h。

1．3蛋白质免疫印迹法(Western blotting)检测

CK一18、Q—SMA蛋白表达：刺激24、48、72 h收集细

胞，加入蛋白裂解液200 p．1提取蛋白，用考马斯亮

蓝法测定蛋白浓度，--70℃保存。每个样品取50 pg

总蛋白，10％十二烷基硫酸钠一聚丙烯酰胺凝胶电泳

(SDS—PAGE)后电转移至聚偏二氟乙烯(PVDF)

膜，5％脱脂奶粉37℃封闭2 h，再分别加入鼠抗

CK-18单抗和兔抗a—SMA多抗，抗体均1：400稀

释，4℃过夜。免疫化学发光法(ECL)显色，以p肌

动蛋白(肛actin)作为内参照。Westernblotting条带

信号强度应用Labwork 45图像分析软件进行定量

分析，测定各条带的吸光度(A)值。

1·4免疫细胞化学检测CK一18、a—SMA蛋白表达：

采用6孔板，置无菌盖玻片爬片，每组6个复孔，采

用二步法检测CK一18、a—SMA表达。70％乙醇固定

细胞30 min；3％H202甲醇室温孵育10 min灭活内

源性过氧化物酶；一抗1：100稀释，4℃过夜(以磷

酸盐缓冲液代替一抗作为阴性对照)；生物紊化二

抗，3 7r℃孵育30 min；辣根过氧化物酶标记链霉卵

白素工作液，37℃孵育20 min；3，3'-二氨基联苯胺

(DAB)显色，光镜下观察阳性信号。

1．5 统计学方法：数据以均数士标准差(z士s)表

示，用SPSS 13．0行单因变量多因素方差分析，P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 Western blotting检测CK一18、a—SMA蛋白表

达(图1；表1)：空白对照组CK一18蛋白高表达，很

少有a—SMA蛋白表达；IL—lp刺激组CK一18表达逐

渐减少，而a—SMA表达逐渐增多，呈时间依赖性；

AG490干预后IL一1p的作用减弱。

CK一18：细胞角蛋白一18)a-SMA：a一平滑肌肌动蛋白，p-actin：p肌动

蛋白，1：空白对照组，2～4：白细胞介素一1B刺激组刺激24、48、72 h，

5～7：Janus激酶2抑制剂AG490干预组刺激24、48、72 h

田1 蛋白质免疫印迹法检测人肾小管上皮细胞

CK一18、a—SMA蛋白表达

表1各组肾小管上皮细胞CK一18、U—SMA

蛋白表达比较Cr士s)

注：CK一18：细胞角蛋白一18，a—SMA：a一平滑肌肌动蛋白，IL一1B；

白细胞介素一1p。AG490：Janus激酶2抑制荆；与空白对照组

比较，‘P<0．05；与IL一1B刺激组比较，6P<O．05

2．2免疫细胞化学检测CK一18蛋白表达(彩色插

页图2)：CK一18表达于肾小管上皮细胞胞质内。空

白对照组肾小管上皮细胞CK一18呈强阳性表达；

IL-Ip刺激组72 h CK-18表达明显减弱；AG490干
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预组72 h的表达强度又有所恢复。

2．3免疫细胞化学检测a—SMA蛋白表达(彩色插

页图3)：空白对照组肾小管上皮细胞未见a—SMA

阳性表达；而IL一1B刺激组72 h肾小管上皮细胞胞

质内a—SMA表达呈阳性；AG490干预组的表达又

有所减弱。

3讨论

肾小球硬化和肾小管间质纤维化是慢性肾脏疾

病晚期的特征性病理变化，其中TIF的程度与肾功

能的关系更加密切。以往研究表明a—SMA阳性的

Myof在TIF的发生发展过程中起关键作用，是产

生ECM的主要细胞。近年来大量研究证实肾小管

上皮细胞转分化是Myof的主要来源“]。正常肾组

织中几乎无Myof，但在多种病理状态下，肾组织中

可出现较多Myof。Myof可来源于成纤维细胞的分

化，血管外周细胞的迁移，也可来自于肾小管上皮细

胞。其中肾小管上皮细胞通过表型转分化转变为

Myof越来越引起人们的关注。1wano等心。利用

DNA示踪技术发现在慢性肾间质纤维化疾病中，

36％左右的Myof来自于肾小管上皮细胞表型转分

化。在此基础上，亦有研究显示，抑制肾小管上皮细

胞转分化可明显减轻肾间质纤维化[5]。

炎症损伤是导致TIF的关键因素。肾脏固有细

胞在病理状态下可以产生各种炎症因子，可这些因

子又可通过旁分泌和自分泌方式使炎症效应不断扩

大，引起炎症级联反应，从而参与肾脏疾病的发生发

展，最终导致肾小球硬化及肾小管间质纤维化[6]。

ILs是强有力的炎症细胞因子。有研究表明IL一1B可

损伤肾小管上皮细胞，促使肾小管上皮细胞转分化，

从而上调ECM的合成，参与TIF的发生发展[7。8]。

本实验中利用5 ng／ml IL一1p刺激细胞，结果证实，

IL一1p可降低肾小管上皮细胞自身标志物CK一18的

表达，同时上调a—SMA的表达，表明IL一1口可刺激

人肾近曲小管上皮细胞发生表型转分化，转分化为

Myof，且随刺激时间的延长，其促转分化作用增强。

炎症因子属于细胞因子，细胞因子作用的发挥

必须通过细胞内的信号转导，JAK／STAT信号通路

是细胞因子受体超家族信号传递的必经途径，推测

阻断该通路能特异性抑制炎症效应。AG490是一种

人工合成的苯亚甲基丙二腈脂类衍生物，结构类似

于酪氨酸，可以和受体酪氨酸激酶竞争结合位置，特

异性阻滞各种细胞因子引起的JAK／STAT信号通

路，目前尚未应用于临床。本实验中在IL一1p刺激细

胞的同时加入AG490干预，结果显示，CK一18的表

达多于IL一1B刺激组，Myof的标志物a-SMA少于

IL一1p刺激组。表明IL一1p对肾小管上皮细胞具有促

转分化作用，该作用能被JAK2抑制剂AG490阻

断，提示AG490可通过抑制炎症反应来延缓TIF，

为临床治疗慢性肾脏疾病奠定了理论基础。
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线粒体损伤是重症休克时血管平滑肌收缩功能障碍的基础

·科研新闻速递·

以往研究表明，小动脉平滑肌上的ATP依赖性钾通道激活在休克血管收缩中发挥巨大作用，即使有足够的氧供给，但由

于ATP水平较低，血管收缩物质依然存在。我国学者为了研究重症休克时线粒体的变化，把大鼠平滑肌细胞分为4组处理：对

照组、失血性休克组、环孢素+休克组、ATP+环孢素+休克组。研究结果显示：失血性休克组线粒体肿胀，嵴不清；在休克组，

线粒体膜电位提高了49．7％，细胞内ATP水平降低了82．1％，由此导致ATP依赖性钾通道的激活，但这些变化在环孢素+

休克组有所减少；而由ATP引起的线粒体损伤不能被环孢素所改善。研究人员认为在休克引起的低血压状态，线粒体保护治

疗可能成为治疗重症休克的一种新方法。 韩晓春，编译自(Am J Hypertens》，2010—09—09(电子版)；胡森，审校
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