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人胚肺成纤维细胞 WI-38 中 AngII 信号转导途径的研究
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摘要本文采用免疫荧光染色、凝肢阻滞也泳(EMSA)和 W臼tern blot 等方法，观察AngIl
剌激人胚肺二倍体成纤维细胞 WI-38 细胞前后，细胞中信号转导子和转录激活子 STAT3、STATl
的活化状态，进而了解AngIl的信号转导通路。 结果显示AngIl通过其 ATt 受体诱导 WI-38 细胞

中 STAT3、STATl 的磷酸化，形成以磷酸化的 STAT3同源二聚体 SIF-A 为主的复合物，并转位入
核与 DNA 结合，参与调拉基因的表达;AngIl的作用存在量效及时效效应， 10.3 mmol/L 的AngII 剌
激 60min 能最强诱导 WI-38 细胞 STA白、STATl 的活化。 因此 JAK/STAT 途径参与介导了An­
gIl在 WI-38 中的信号转导。

关键词:人胚肺成纤维细胞 WI-38 血管紧张素 11 信号转导

血管紧张素 II (Angiotensin 11 , AngIl)是肾素.

血管紧张素系统(Renal-Angiotensin-System ， RAS) 

的主要效应因子，通过 G-蛋白偶联的跨膜受体，即

血管紧张素 I 型和 11 型 (ATt 和 AT2 )受体参与调

节血管舒缩、水盐平衡，对血管平滑肌细胞、心肌成

纤维细胞等直接或间接作为一种生长因子来发挥作

用。其中大部分生物学反应都是通过其 AT. 受体

介导的。 AngIl诱导活化的基因包括原癌基因。

fos、c-jun ， c-myc 和哩r-l ， 编码胞外基质如胶原、纤

连蛋白 、肌臆蛋白的基因 ，及 TGF-ß. ，P∞F 等生长

因子的基因等。 AngIl作用多样性的原因是其活化

了多种第二信使，协同诱导基因的表达。 已阐明的

信号途径有磷脂酶 c/ûr 、磷脂酶 A、D 及 MAPK

途径[ ..3] 。 已有不少研究显示细胞因子 IL-6 、 INF-γ

和生长因子 PDGF、 EGF 都可经一直接通道 JAKs

(just another kinase ,JAK)/STATs(signal transclucers 

and activators of transcription ， STAT)途径将信号从

细胞表面受体转导至核，调控基因的转录，这一过程

主要包括胞浆 JAKs、 STATs 先后磷酸化， SIF(si任

inducing factor)复合物的形成、核转位及与 c-f，臼启

动区 SIE(sis-inducing element) 的结合[4 . 5 ] 。人胚肺

二倍体成纤维细胞 WI-38 细胞株是目前国际上公

认的用于体外研究细胞复制衰老的模型，有证据表

明衰老时心肌AngIl合成增加，老年大鼠心肌 AT.

受体mRNA上调，左室心肌 AT. 、AT2 受体密度增

加，提示 AngIl的作用与衰老有关[6] 。而有关An­

gIl是否能够诱导 WI-38 细胞 JAK/STAT 信号途径

的报道较少，因此，本研究采用人胚肺二倍体成纤维

细胞 WI-38 细胞，观察 AngIl诱导活化 STATs 信号

通路的作用及意义。

材料和方法

1.主要试剂

均19II ，A'飞受体措抗1fIJ ∞P42112A 购自 Sigma 公司，

AT1 受体措抗1fIJVal皿此m 由 Merck Sharp & llihme 公司惠
赠;抗 STAT3、 STAT1多克隆抗体、抗p-STAT3 、 p-STAT1

单克隆抗体和 Supershift 抗体购自臼nta Cruz 公司 。 γ，_32 p_ 

ATP购自北京亚辉生物医学工程公司;用于凝胶阻涕电泳

(EMSA)实验的寡核背酸引物由上海生工生物工程公司合

成;EMSA试剂盒购自Promega公司。

2. 细胞培养

人胚肺二倍体成纤维细胞株 WI-38 购自 A古工 公司 ，

用含有 10%胎牛血清、L5gJL N社1m 、0 . 1mmoVU~必需

氨基酸及 LOmmoVL丙酣酸铀的 EMEM 培养基传代培养。

所用细胞为第 20-22 代。

3. Westem blot 

实验前将正常培养的 WI-38 细胞在无血清 EMEM培养

基中饥饿 12h，加入AngII 后子 37'C孵箱中剌激不同时间，

本文 2002 年 5 月 6 日收到， 11 月 18 日接受。
基金项目:国家 973 重点基础研究发展规划资助项目

(臼O侧57∞2) 。
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用 1XSDS加样缓冲液(50mmol/L Tris-CI pH6. 8 , 100mmoVL 

DTT ,2% SDS，lO%甘泊)裂解细胞提取总蛋白，核蛋白提取

参见文献[71 ， Micro BCA Protein Kit(Pierce) ì9l!J蛋白浓度。取

等量样品经煮沸 5min 后进行 8% SDS-PAGE 电泳，采用电

转印方法将凝股上的蛋白转移至硝酸纤维素膜，膜在含 5%

脱脂奶粉或含 1%脱脂奶粉和 1 %BSA(测磷酸化蛋白时用)

的 τ13ST(0 . 05% Tw民n-20) 中 37'C封闭 1h ， 加 1 : 100 一抗

4'C过夜，T自T 充分洗涤后加 1 :100m但P标记的二抗室温

作用 45min，洗膜后 ECL 系统显色。

4. 免疫荧光染色

将 WI-38 细胞接种子 8 孔板上，待细胞生长融合达

80% ，无血清饥饿 12h，加AnglI剌激 30min ， PBS 洗 2 次 ，用

4%甲怪固定 10min ， PBS洗 3 X 5min 后，在含 1%BSA、0 . 3 %

Triton X-lQO 的 PBS 中室温封闭 20min，按 1/lg/ 1rrù 加抗 p

STATs单克隆抗体(用含 0.1% BSA、 0.3% Triton X-100 的

PBS稀释) ， 37'1:孵育屿， PBS(含 0 . 3%Triton X-100)洗 3 X

5min，加 FITC标记的二抗(稀释方法同一抗)37'C孵育血，

PBS洗后在激光共聚焦显微镜(Bio-Rad Radiance 2000)下观

察免疫荧光染色的细胞[81 。

5. 凝胶阻滞电泳(EMSA)

1)探针 用于本实验的 DNA 寡核背酸探针为能够

特异的与磷酸化的 STAη 和 STATl 形成的同源、或异源二

聚体 SIF复合物结合的 sis 基序(M67 ) [9 1 。 上游引物的核背

酸序列为 :5'CAγITα兀GTAAAl巳3' ，下游引物与上游引

物互补。 探针按 EMSA试剂盒说明掺入 γ_32 p_ATP标记，终

浓度为1. 75mmol/L。

2) 结合反应 根据蛋白浓度，在同一实验中取等量

的核蛋白样品。 结合反应体系中包括:核蛋白 10阅;5 x 结

合缓冲液 (20% 甘泊， 5mmoVL MgCI2 , 2. 5mmol/L EDTA , 

2. 5mmoVL DTT,250mmoVL NaCI,50mmol/L Tris-HCI pH7. 

5 ,0. 25mg/rrù poly(dI-dC) . poly(dI-dC))o Supershift 体系中

取核蛋白 2.5 - 5阔，按年dμl 加入抗体，提前冰浴作用

60min。以上反应体系于室温 10min 后加入同位素标记的寡

核背酸探针 1μ1( 1. 75pmoI) /10μ1 ，室温作用 20min 后上样。

3) 电泳 制备 5%甘汹.聚丙烯肮胶凝胶用于 EMSA

分析，电泳缓冲液为 0.5 XTBE，电压 300V、 4'C电泳 2 - 3h 

后干胶仪(Bid-Rad)干胶，压片， -70'C曝光 24-72h后显影。

兰士
-μ 果

1. AngII 对 WI孤细胞 STAT3、STAT1磷酸化

的诱导作用

Westem blot 显示基础状态下 STAT3以非磷酸

化(STAT3表示)和磷酸化(p-STAT3)两种形式存

在，AngII 剌激细胞后，p-STAT3明显增多，随 An­

gIl作用时间延长胞浆及胞核中p-STAη 逐渐增多

(图 1 ) 0 Westem blot 检测p-STATl 表达较弱，提

示AngIl诱导 WI-38 细胞 STAT 活化以 STA'η 为

主(每次实验重复三次)。

2 . AngII 对 STAT1和 STAT3活化后核转位的

诱导作用

为了证实AngIl剌激细胞后，活化的 STATs 转

位人核。 我们用抗 p-STATl 、p-STAT3单克隆抗

体，采用免疫荧光染色，观察 p-STATl 、p-STA'η 在

细胞内的分布。结果显示对照组细胞，荧光强度弱，

胞浆 、胞核分布基本一致(图 2A、3A) ;AngII 剌激细

胞 30min，细胞核中荧光强度增加，核聚集现象明

显，且 STA'η 组荧光强于 STATl 组，提示 SIF 复

合物中可能p-STAT3占优势，即以p-STAτ3 形成

的同源二聚体 SIF-A 为主( 图 2B、 3B);在刺激前加

人 AT，受体阻断剂 Valsartan ，核中荧光强度明显减

弱(图 2C、 3C) ，而与 AT2 受体阻断剂 CGP42112A

共同孵育对荧光强弱和分布影响不大(图 2D~3D) , 

表明 AngIl诱导 WI-38 细胞 STATl 、 STA'η 核转

位是通过其 AT，受体介导的。

3. AngII 诱导 WI-38 细胞 SIF-DNA 结合的量.

效作用 、时·效作用及特异性

EMSA 结果显示剌激前 ， WI-38 细胞中 SIF­

DNA结合活性处于基础状态，刺激后 SIF-DNA 结

合明显增加，并且随着AngIl 剂量的增加，诱导活化

信号逐渐增强，但当AngIl 浓度高于 10.3 mmol/L 
后， SIF-DNA 活化信号不再增强。选择能够最强诱

导 SIF 活化的 10.3 mmol/L A吨II 剌激细胞，观察其

时-效作用，结果 AngIl作用 15min 后， SIF 已开始

活化 ， 60min 左右时活化达高峰， 120rr.in 后渐减弱。

由于细胞核蛋白中所含有的转录因子只能与它所对

如19 II 10-_1儿 - 3伽吐n

p-STAT3 
STAT3 

却19II 町、四l/L -

p-STAT3 

y盯'AT3

actin 

3阳in 45min 

A 

He1a 

图 1 AngII 诱导 WI-38 细胞SfA'四磷酸化

B 

C 

A.样品为细胞总蛋白 (50μg) ，一抗为 STAT3多克隆
抗体。 B. 样品为细胞总蛋白 (50μg) ，一抗为抗 p-STAT3
单克隆抗体。 C. 样品为细胞核蛋白 (20μg) ，一抗为抗 p

STAη 单克隆抗体。 Hela . 阳性对照，为 INF 剌激 Hela
细胞后提取的样品。
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图 2 AngII 诱导 WI-38 细胞盯'AT1的核转位，用抗 p-盯'AT1 的单克隆抗体进行免瘦荧光染色

A. 对照;B. AngII10.3 mmol/L 剌激 30min;C. V;;阳rtan10-2 mmol/L 作用 30min 后 ; AngII10-3 mmo!/L 剌激 30min;D.
CGP42112A10-3 mmol/L作用 3到Omin 后 ;An鸣1嗯回gI川1l 0-3 mmo!/L 刺激 30min。

图 3 AngII 诱导 WI-38 细胞盯'AT3 的核转位(用抗p-STAη 的单克隆抗体进行免疫荧光染色)

人对照;B. AngII10-3 mmol/L 剌激 30min ; C. Va1sartanlO-2 mmol/L 作用 30min 后， AngIllO-3 mmo1/L 剌激 30min;D.
CGP42112A10-3 mmol/L作用 30min 后，AngI 110-3 mmo!/L刺激 30min。

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 

SIF 一"

游离探针→

因 4 EMSA 捡泯~ AngII 诱导 WI-38 细胞 SIF-DNA 综合的量·效作用、时·效作用及特异性

不同浓度的AnglI 1) Ommol/L，对照; 2) w-5 mmo!/L; 3) 10-4 mmo!/L; 4) 10-3 nunol/L; 5) 10-2 mmol/L 作用于细胞
30min; 10-3 mmol/L 的AnglI剌激细胞不同时间 ;6)Omin，对照; 7) 15min; 8)30min; 9)45min; 1O)60min; 1l )90min; 12) 

120min; 13) 1O-2 mmo!/L 的 AT1 受体阻断剂 Valsartan 先作用于细胞 30min 后，1O-3 mmol儿的AnglI再剌激细胞 30min;

14) 1O-3 mmol/L 的 A飞受体阻断剂∞P42112A 先作用于细胞 30min 后， 10-3 mmol/L AnglI再剌激细胞 30min; 15)50 

倍非标记特异探针竞争拮抗 ; 16)非特异探针 NF

应的 DNA反应成分特异性的结合，茬在结合反应体

系中预先加人 50 倍过量的非标记的 S臼IE 双链寡核

昔酸J孵晖育 2却O口ml让m 后再加人同位素标记的探针可完

SIF 复合物与 DNA 探针之间的结合是特异的。 并

且AngII 诱导的 SIF 活化，可被 AT1 受体阻断剂

Valsartan 所阻断，但并不受 AT2 受体阻断剂
全拮抗活化的 SIF 与标记探针的结合，而加同样数 CGP42112A 的影响，说明AngII 诱导 WI-38 细胞
量的非特异的探针 NF-KB 并无此影响，说明形成的 STAT 的活化是通过其 AT1 受体介导的(图的 。
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图 5 Angll 诱导 WI-38 细胞 SIF 复
合物形成的 Super百hift 实验

为了进一步证实AngII 诱导的 SIF 复合物的组

成，进行的 Supershift 实验结果显示在结合反应体

系中提前加人抗 STATl 、STA:η 多克隆抗体， SIF­

DNA结合信号减弱，在相应的泳道中出现滞后带，

并且以加 STAT3抗体组 SIF-DNA 信号更弱 、滞后

带信号更强，表明 SIF复合物中以p-STAT3形成的

同源二聚体即 SIF-A 为主，其次为p-STAT3和?

STATl 形成的异源二聚体 SIF-B 及p-STATl 同源

二聚体 SIF-C。

讨 论

目前已知的生长因子和细胞因子，虽然其受体

结构不同，也不管有无内源性酶氨酸激酶活性，都可

通过一共同的通路即 lAKs/STATs途径将信号转导

人核。这是迄今信号转导通路中最直接的一种，不

同于 MAPK途径。我们的研究表明AngII 以受体

特异性的方式诱导 WI-38 细胞中 STA:η、 STATl

醋氨酸磷酸化、SIF 复合物核转位、与高度特异性的

DNA寡核昔酸 M67 结合，直接活化细胞因子/生长

因子典型的信号通道，诱导与生长相关基因的表达、

促进与其他有丝分裂原或抗有丝分裂因子的协同作

用。AngII 不同的生理和病理作用都是通过特异的

核转录因子活性的变化介导的，不同类型的细胞

AngII 诱导活化的 STAT 蛋白不同，形成的 SIF 复

合物也不同。在培养的人胚肾系膜细胞中AngII 通

过不同的受体亚型分别诱导 STAT1~ STAT5 活

化[剖，本文中AngII 通过其 ATl 受体诱导 WI-38 细

胞 STAT3 ~STATl 活化。 SJF 复合物的组成是配体

特异性的，典型的生长因子 P∞F、EGF诱导形成 3

种 SJF，即 SJF-A、B 和 C，而 JFN-γ 主要诱导 SIF-C。

相反， IL-6 主要引起 SIF-A 的形成[9.10] 。在 WI-38

细胞中AngII 诱导形成的主要是 SIF-A，与在心肌

成纤维细胞、 T3CHO/ATl 细胞中一致。生长因子

和细胞因子诱导 SJF 活化的高峰时间多在 30min

内 ，而AngII 诱导 SJF 活化的达峰时间在心肌成纤

维细胞、τ3CHO/ATl 细胞为 2-3h[ lI] , WI-38 细胞

中为 lh 左右。AngII 诱导延迟活化的原因仍不清

楚，但有研究表明这与AngII 剌激细胞后是否有新

蛋白的合成及受体的数目无关[凶。这可能一方面

提示AngII 与 lAK 或其他激酶的亲和力较低，另一

方面从AngIl受体活化到 STATs 蛋白磷酸化的过

程中可能有其他中间途径。 由于AngII 刺激 SJF 活

化，STAT通路对 c-f，值的诱导起一定作用。但是，

除了 STAls 调节目E 活性外 ， c-fos 启动区还包含

另外两个重要的调节基序:血清反应基序和cAMP/

ea2 + 反应基序，前者经 MAPK 级联活化，后者有蛋

白激酶 A参与。在AngII 诱导 c-fos 或其他基因调

控中 ，这三个基序之间的相互作用还有待进一步研

究。

AngII 是调节血流动力学的主要因子之一，参

与高血压、心肌肥大、心衰及肾小球疾病的发生发

展，因此在高血压等心血管疾病和肾脏疾病中，选择

性抑制AngJI 作用的益处可能至少部分是通过作用

于AngII 的 STAT信号通路来实现的。
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W ANG Xiao Dan. . ..αiENG Xiang Mei . . FEN zh♂ FU 130. ZHOU Feng. HONG Quan. FAN Dai Ming 

(四e岳阳rtment 0/ Nephrology ，山 PLA General Hcωpi，ω ，Beijing 100853 ， αina} 

(. . The De.μrtment 0/ Digestion ，如 Forth Militaη Medical Sc，缸划 ， Xian 710032 ， αina) 

ABS1RACf To investigate the angiotensin 11 signal transduction pathway in cultured human fetal lung 
diploid fibroblast cell strain-WI -38 , immunoflur岱cent staining and ∞nfα:al micros∞py ， the electrophoretic mo­
bility slùft assay(EMSA)and w<臼tern blot were used ωdet配t the activities of signal transducers and activators 
of transcription-SfAT3 and SfATl in WI-38 cells stimulated by AngII. Results showed that AngII indu四d
the phosphorylation of SfAT3 and SfATl by AT1 receptor and the resulting complex dominated with SIF-A 

was formed , translocated to the nucleus and bound to ONAωr唔ulate the transcription of related genes. It is 
su回ested that the JAK/SfAT pathway mediate AngII signal transduction in WI-38. 

Keywo时S: 辆也38 cells AngiotensinII Signal 衍组副Juction

自 细胞介素-2 对心肌负性肌力作用机制的探讨 祷

曹春梅. 夏强张雄张 Z书陈君柱

(浙江大学医学院杭州 310031 ) 

摘要 为研究白细胞介素-2 (IL-2)对心肌的负性肌力作用的可能机制，本文采用酶解分离
成年大鼠心室肌细胞，用细胞内双波长荧光系统和膜片钳全细胞记录检测细胞膜钙离子通道和细

胞内政碱皮(pHi)及钙水平的变化 ，分别以 fura-2/AM 和 BCECF/AM 作为细胞内钙离子和氢离子
荧光指示剂 。 结果: ( l) IL-2(2 . 5 - 200U/ml)浓度依赖性地降低羊个心室肌细胞也剌激诱导的钙瞬
变幅度，使舒张末钙水平升高 ，选择性 κ-阿片受体阻断剂 nor-BNI(lOnmol/L)可阻断 IL-2 对心肌细

胞内钙的作用 ; (2 ) 用 200U/ml 的 IL-2 灌流 10min 后，与对照纽相比膜片钳全细胞记录的 L型钙
电流元明显改变 ;(3)用 200V/ml 的 IL-2 灌流后，与对照纽相比 Mn2 + 对 fura-2/AM 的淳灭率元明
显改变。 (4)IL-2(200U/ml)使大鼠心室肌细胞 pHi 降低，其作用可被选择性 κ·阿片受体阻断剂
nor-BNI( 10nmol/L)所减弱 。 结论 : IL-2 引起的心室肌细胞 pHi 降低可能是其负性肌力作用机制之

一 ，细胞膜上 L型钙离子通道可能不参与 IL-2 降低心肌收缩力的作用;细胞膜上的 κ-阿片受体可
能介导 IL-2 对心肌的负性肌力作用 。

关键词:白细胞介素-2 心室肌细胞钙通道细胞内酸碱度细胞内钙

本实验室发现，白细胞介素-2( interleukin-2 , IL-

2)可以抑制大鼠心室肌细胞收缩和降低心肌细胞内

的游离钙离子浓度[ 1.3] 。 为了探明与心肌负性肌力

作用相伴的细胞内游离钙浓度的改变是否是通过影

响细胞膜上的钙离子通道而引起的，在本研究中我

们使用膜片钳全细胞记录和光学方法研究了 IL-2

对心肌细胞膜上钙离子通道的影响。

另一方面，有研究报道表明，细胞内的酸化可能

是心肌细胞产生负性肌力效应的因素之一[4 ] 。 如在

缺血发生的最初几分钟内，细胞内酸化的程度就足

以降低心肌收缩力[S] 。目前，有关细胞因子 IL-2 对
细胞内酸碱度(pH; )的研究未见报道。 本文选用成

年 Sprague-Oawley( SO)大鼠，酶解分离心室肌细胞 ，

以细胞内双波长荧光检测技术，研究 IL-2 对大鼠心

肌细胞 pHi 的影响，以探讨 IL-2 的负性肌力作用的

可能机制。

材料和方法

1.药品与溶液
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