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白细胞介素 10 抑制大鼠血管平滑肌细胞增殖的信号途径
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[摘 　要 ] 　为探讨白细胞介素 10 抑制血管紧张素 Ⅱ诱导的大鼠血管平滑肌细胞增殖的细胞信号机制 ,采用3 H -

TdR 掺入的方法检测血管平滑肌细胞 DNA 合成 ,32 P2A TP 掺入检测丝裂素活化蛋白激酶和蛋白激酶 C 活性 ,蛋白

免疫印迹杂交及免疫沉淀方法检测粘着斑激酶蛋白表达及其活性变化。结果显示 ,白细胞介素 10 呈浓度依赖性

抑制血管紧张素 Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞增殖 ,同时下调血管紧张素 Ⅱ引起的丝裂素活化蛋白激酶、蛋白激酶 C

和粘着斑激酶信号的激活 ( P < 0 . 05 或 P < 0. 01) 。因此白细胞介素 10 可能通过下调血管紧张素 Ⅱ刺激的丝裂素

活化蛋白激酶、蛋白激酶 C 和粘着斑激酶等增殖相关信号的激活而抑制其刺激的血管平滑肌细胞增殖。
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ABSTRACT　　Aim　To investigate the possible signal transduction pathway by which IL210 inhibits the proliferation of

vascular smooth muscle cells (VSMC) induced by angiotensin Ⅱ (Ang Ⅱ) . 　　Methods 　3H2TdR and 32P2A TP incorpo2
ration were used to detect the proliferation of VSMC and the activity of mitogen activity proteinkinase(MAPK) and pro2
tein kinase C ( PKC) , respectively. 　Western blot and immunoprecipitation were applied to assay the expression and ac2
tivity of focal adhesion kinase ( FA K) , respectively. 　　Results 　 IL210 inhibited VSMC proliferation induced by Ang

Ⅱ, and down2regulated Ang Ⅱinduced activition of MAPK , PKC and FA K( P < 0. 05 or P < 0. 01) . 　　Conclusions

　The results suggest that the inhibiting effect of IL 210 on Ang Ⅱ2stimulated VSMC proliferation may be mediated by

down2regulating MAPK , PKC and FA K activity stimulated by Ang Ⅱ.

　　血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle cell ,

VSMC)增殖和炎症反应是动脉粥样硬化 (atheroscle2
rosis , As) 、血管成形术后再狭窄 ( restenosis ,RS) 等血

管损伤性疾病的重要病理特征[1～3 ] 。白细胞介素 10

(interleukin 10 , IL210)是一种多功能细胞因子 ,具有

抑制炎症反应 ,抑制细胞因子、生长因子等生物活性

因子生成的效应[4 ] 。近来在培养的人 VSMC 上观察

到 IL210 抑制碱性成纤维细胞生长因子及肿瘤坏死

因子α等诱导的 VSMC 增殖[5 , 6 ] ,我们曾报道 IL210

可明显抑制血管紧张素 Ⅱ(angiotensin Ⅱ, Ang Ⅱ) 及

尾加压素 Ⅱ(urotensin Ⅱ,U Ⅱ) 等丝裂原的促 VSMC

增殖作用[7 ] 。IL210 抑制 VSMC增殖的机制尚未完全

阐明 ,本实验对 IL210 抑制 VSMC增殖的可能细胞信
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号转导机制进行了探讨。

1 　材料与方法

1. 1 　材 料

白细胞介素 10 购自 Strathmann 公司 ,Ang Ⅱ购

自 Sigma 公司 ,抗 FA K多抗及 P Y99 抗体购自 Santa

Cruz 公司 ,二抗购自中山生物公司 ,3 H2TdR 及γ232 P2
A TP 购自北京原子能研究所 ,亮抑酶肽、蛋白激酶 C

(protein kinase C , P KC) 底物肽、P KA 抑制剂为 Sig2
ma 公司产品 ,其余试剂为国产分析纯。

1. 2 　大鼠主动脉平滑肌细胞培养

采用贴块法。Wistar 大鼠 (150～180 g) 麻醉后 ,

无菌摘取胸主动脉 ,Hanks 液洗涤 3 遍 ,纵行剖开 ,剥

离出中膜 ,在含 20 %小牛血清的 RPM I 1640 培养液

中剪碎 ,均匀平铺于培养瓶底 ,37 ℃ 5 %CO2 条件下
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培养及传代。经形态学及α2actin 免疫组化染色显示

确定为平滑肌细胞 ,实验用第 2～6 代细胞。

1. 3 　3 H2TdR 掺入实验[8 ]

将汇合的血管平滑肌细胞经 0. 125 %胰酶消化

后以 5 ⅹ107 个细胞/ L 浓度接种于 24 孔板上。贴壁

24 h 后换无血清 RPM I 1640 培养液培养 24 h ,使细

胞统一至 G0 期 ,按如下分组加入刺激因素培养 12 h

( n = 12) : ①对照组继续培养 ,不加干预因素 ; ② IL2
10 组加入 1025 g/ L IL210 ; ③Ang Ⅱ组含 1027 mol/ L

Ang Ⅱ; ④Ang Ⅱ+ IL210 组含 1027 mol/ L Ang Ⅱ并加

入 10 - 8～10 - 5 g/ L 不同浓度的 IL210。先给予 IL2
10 ,20 min 后加入 Ang Ⅱ再孵育 20 min ,收集每组中

6 孔细胞 ,进行丝裂素活化蛋白激酶 ( mitogen activity

protein kinase ,MAP K) 及 P KC 活性测定。其余继续

培养 12 h 后加入 3. 7 ×107Bq/ L 的3 H2TdR ,继续孵育

12 h ,终止反应。经微孔滤膜收集细胞 ,冲洗并烘干

滤膜后 ,在β液闪计数仪上测定3 H 放射活性 (cpm) 。

VSMC 台盼蓝染色 ,镜下计数 ,非染色细胞与总

细胞数的比值为细胞活力 ,并取细胞培养上清 ,用一

步法测定乳酸脱氢酶 (LDH)活性。

1. 4 　免疫印迹杂交 (Western Blot) [9 ]

将培养的 VSMC 经胰酶消化后以 3 ⅹ108 个细胞

/ L 浓度接种于 6 孔板上。贴壁 24 h 后换无血清 RP2
M I 1640 培养液培养 24 h ,使细胞统一至 G0 期 ,每 3

孔合为一个样本 ,分组同3 H2TdR 掺入实验 ( n = 3) ,

给予 IL210 20 min 后 ,加入 Ang Ⅱ反应 20 min ,弃培

养液 ,4 ℃预冷的 PBS 洗涤 2 次 ,加入 1 mL 预冷 RI2
PA 裂解缓冲液 (50 mmol/ L Tris2HCl p H 7. 4 , 150

mmol/ L NaCl , 5 mmol/ L ED TA , 1 % NP240 , 1 %脱

氧胆酸钠 ,1 %SDS , 1 % aprotinin , 50 mmol/ L NaF ,

0. 1 mmol/ L Na3VO4)裂解细胞 , 4 ℃12 000 ⅹg 离心

10 min ,吸取上清 ,Lowry 法测定蛋白浓度 ,分装备

用。按文献[8 ]的方法进行免疫印迹杂交 :取样本进

行 SDS2PA GE 电泳 ,转膜 ,封闭 , 1∶1 000 稀释的抗

FA K多抗杂交 ,1∶2 000稀释的二抗 - 辣根过氧化酶

( HRP)交联物反应 2 h ,增强化学发光试剂进行显色 ,

计算机灰度扫描处理。

1. 5 　免疫沉淀[9 ]

用于检测 FA K磷酸化的蛋白表达量。另取 100

μg 细胞裂解蛋白 ,加入 10μg P Y99 抗体 ,4 ℃反应 1

h ,后加入 50μL A 蛋白 - 琼脂糖凝胶珠进行沉淀 ,裂

解缓冲液洗 3 次 ,加上样缓冲液 ,100 ℃加热 3 min ,

进行 Western blot 分析。

1. 6 　MAP K及 P KC 活性测定

将 VSMC 用冷 PBS 液洗涤三次 ,每孔加入 0. 3

mL 细胞裂解液 (mmol/ L : 50 HEPES , 150 NaCl , 10

Na4 P2O7 , 100 NaF , 1 PMSF , 2 D TT , 0. 01 抑肽酶 ,

0. 02 亮抑酶肽 , 1 % Triton2X2100 , 2 Na3VO4) ,冰上

孵育 30 min ,超声破碎 ,4 ℃13 000g 离心 10 min , 取

上清备用。

丝裂素活化蛋白激酶活性测定[10 ] :取上清 0. 15

mL ,加入 50μL 激酶缓冲液 (mmol/ L : 20 HEPES、10

MgCl2、2 MnCl2 、2 D TT、0. 5 Na3VO4 、1 EGTA、0. 1

g/ L BSA、2 亮抑酶肽、0. 05 A TP2Na2 、0. 05 P KA 抑

制剂、1 g/ L MBP、37 Bq/ Lγ232 P2A TP)混匀 ,30 ℃反

应 15 min ,取 80μL 反应液点于 P81 磷酸纤维素滤纸

上 ,干燥后 0. 5 %磷酸液冲洗 5 次 ,加闪烁液 ,于β液

闪仪上测定32 P 放射活性 ,同时作不加样本的空白对

照。以实验管和空白管32 P 掺入量的差值表示

MAP K活性。

蛋白激酶 C 活性测定[10 ] :取已裂解样本 100μL ,

悬浮于 50μL 激酶缓冲液中 ( mmol/ L : 20 HEPES ,

10 MgCl2 , 2 MnCl2 , 2 D TT , 0. 1 g/ L BSA , 2 亮抑酶

肽 , 0. 05 A TP , 1. 25 CaCl2 , 0. 5 g/ L PS , 1 g/ L P KC

底物肽 ,37 Bq/ Lγ232 P2A TP) ,混匀 ,余步骤同 MAP K

测定。

1. 7 　统计学分析

实验数据以均数 ±标准差 ( x ±s) 表示。两组间

的差异应用 t 检验 ,多组间比较采用方差分析和组间

q 检验作统计学处理。P < 0. 05 为差异具有显著性。

2 　结 　果

2. 1 　白细胞介素 10 对血管紧张素 Ⅱ刺激的血管平

滑肌细胞增殖的影响

从图 1 ( Figure 1) 可见 ,单纯白细胞介素 10 (1025

g/ L)对细胞3 H2TdR 掺入并无明显影响 (与对照组比

较 P > 0. 05) 。10 - 7 mol/ L Ang Ⅱ孵育的 VSMC ,3 H2
TdR 掺入较对照组高 44 % ( P < 0. 05) 。白细胞介素

10 (10 - 7～10 - 5 g/ L ) 呈显著抑制 Ang Ⅱ刺激的 3H2
TdR 掺入 ,较单纯 Ang Ⅱ组低 31 %～37 % ( P < 0.

05) 。低浓度 IL210 对 Ang Ⅱ效应的抑制作用无统计

学意义 ( P > 0. 05) 。

　　10 - 5g/ L 白细胞介素 10 对细胞 LDH 漏出和染

料排斥实验的影响与对照组相近 (LDH : 59. 1 ±8. 7

比 62. 6 ±10. 3 IU/ L , P > 0. 05 ; 染料排斥实验中非

染色细胞数/ 总细胞数 97. 2 ±7. 3 %比 95. 6 ±6. 7 % ,

P > 0. 05) 。
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图 1. 　白细胞介素 10 对血管紧张素 Ⅱ诱导的血管平滑肌细

胞增殖的影响 ( x ±s , n = 6)

Figure 1. 　The effect of IL210 on Ang Ⅱ induced cultured rat

VSMC proliferation. 　# : P < 0. 05 , compared with control ( - /

- ) ; 3 : P < 0. 05 , compared with Ang Ⅱgroup ( - / + )

图 2. 　白细胞介素 10 对 Ang Ⅱ刺激的 FA K的表达及活力上

调的影响 ( x ±s , n = 3)

Figure 2 . 　The effect of IL210 on Ang Ⅱ stimulated FAK ex2
pression and activity in rat VSMC. 　# : P < 0. 01 , compared with

control ( - / - ) , 3 : P < 0. 05 , compared with AN GⅡgroup

2. 2 　白细胞介素 10 对 FA K活性的影响

从图 2 ( Figure 2) 可见 ,单纯 IL210 (10 - 5 g/ L) 组

与对照组比较 FA K活性的差异无显著性。10 - 7 mol/

L Ang Ⅱ刺激细胞 30 min 后 , FA K 活性较对照组增

加 1. 3 倍 ( P < 0. 01) , IL210 (10 - 7～10 - 5 g/ L) 显著抑

制 Ang Ⅱ刺激的 FA K激活 ,较单纯 Ang Ⅱ组低 18 %

～52 %( P < 0. 05) ,低浓度 IL210 (10 - 8g/ L) 对 Ang Ⅱ

激活 FA K无明显抑制作用 ( P > 0. 05) 。本实验 Ang

Ⅱ孵育 30 min 后 ,VSMC 的 FA K 活性增加 ,不是由

于 FA K蛋白表达增加所致 ,各组间 FA K蛋白的表达

相近 ,差异无显著性 ( P < 0. 05) 。

2. 3 　白细胞介素 10 对 MAP K及蛋白激酶 C 激活的

影响

Ang Ⅱ(10 - 7 mol/ L) 刺激 MAP K和 P KC 活性分

别增高 22 %( P < 0. 01) 和 244 %( P < 0. 01) ,10 - 7～

10 - 5g/ L IL210 明显减弱 Ang Ⅱ的这一作用 ( P < 0.

05 或 P < 0. 01) 。单纯 IL210 (10 - 5 g/ L) 可上调 P KC

活性达 150 %( P < 0. 05) ,但对 MAP K活性无明显影

响 ( P > 0. 05) (图 3 ,Figure 3) 。

图 3. 　白细胞介素 10 对 Ang Ⅱ刺激的 MAPK、PKC的活性的

影响

Figure 3. 　The effects of IL210 on the activity of MAPK and

PKC induced by Ang Ⅱ in cultured VSMC ( x ±s , n = 6) . 　# :

P < 0. 01 , compared with control group , 3 : P < 0. 05 , 3 3 : P < 0. 01 ,

compared with Ang Ⅱgroup

3 　讨 　论

动脉粥样硬化及再狭窄的发生中 VSMC 增殖与

多种血管活性肽及细胞因子的介导密切相关[11 ] ,其

中血管局部的肾素 - 血管紧张素系统的作用尤为突
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出 ,如在血管成形术后 3 天 ,血管紧张素和血管紧张

素转换酶基因表达即开始增加 ,动物实验发现血管球

囊损伤后 Ang Ⅱ受体 A T1 在新生内膜中表达升高 4

倍[12 ] 。Ang Ⅱ刺激 VSMC 增殖 ,促进血管再狭窄的

发生。最近文献[13 ]报道 ,在 As 斑块中 IL - 10 出现

表达 ,动物实验显示外源性给予 IL210 可减轻家兔 As

斑块损伤[14 ]以及球囊拉伤或支架置入导致的管腔狭

窄[15 ] 。我们也曾报告正常血管无 IL210 的明显表

达 ,而在球囊损伤后的大鼠主动脉中则出现高表

达[16 ] ,表明 IL210 具有潜在的抗 As 及再狭窄作用。

本工作在培养的大鼠 VSMC 上 ,3 H2TdR 作为

DNA 合成标志 ,在 Ang Ⅱ刺激下 VSMC 3H2TdR 掺入

增加 ,与文献报道一致。IL210 (10 - 7～10 - 5g/ L) 显著

抑制 Ang Ⅱ引起的3 H2TdR 掺入增加 ,但对 VSMC 的

细胞活力并无影响 ,表明 IL210 抑制 VSMC 增殖并非

通过细胞毒性作用实现的。Ang Ⅱ与细胞上血管紧

张素 Ⅱ1 型受体结合后 ,激活 G蛋白 ,随之激活其下

游多 个 信 号 通 路 , 包 括 MAP K、P KC 及 FA K

等[17～19 ] ,从而引起细胞增殖。IL210 本身对 VSMC

增殖并无影响 ,但下调 Ang Ⅱ诱导 MAP K、P KC 及

FA K的激活 ,提示 IL210 可能作用于这些酶的上游 ,

IL210 仅下调 FA K活性 ,但对其表达无影响 ,更证明

IL210 是通过调节 FA K 上游信号来调节 Ang Ⅱ的作

用。高浓度 IL210 可上调 P KC 活性 ,其机制尚待进

一步探讨。

在再狭窄和 As 的发生过程中 IL210 出现高表

达 ,除拮抗炎症外 , IL210 还抑制 Ang Ⅱ的促丝裂增殖

作用 ,因此 IL210 可能通过多种作用途径而在 As 与

再狭窄中发挥保护作用。本工作探讨了 IL210 拮抗

丝裂原促增殖作用的可能信号途径 ,为 IL210 成为一

种新的血管重塑调节因子提供依据。
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