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CX3CL1介导人脐静脉内皮细胞骨架改变的功能研究
邹丽婷  谢树钦  钟  玲*

(重庆医科大学附属第二医院肾内科, 重庆 400010)

摘要      该研究探讨了趋化因子CX3CL1对人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial 
cells, HUVECs)骨架的影响及其作用机制。CX3CL1刺激HUVECs后, 采用免疫荧光染色技术检测

细胞骨架蛋白纤维状肌动蛋白(F-actin)的分布和形态改变, 采用Western blot技术检测胞质内F-actin
和磷酸化促分裂原活化蛋白激酶(mitogen activated protein kinases, MAPKs)的三种亚型[p38、细

胞外调节蛋白激酶1/2(extracellular regulated protein kinase 1/2, ERK1/2)和c-Jun氨基末端激酶(c-Jun 
N-terminal kinase, JNK)]的表达水平。结果显示, 10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs 30 min后, 细胞的致

密外周带逐渐被破坏, 胞质内有应力纤维形成; 120 min后, 外周带消失, 胞质内有大量的致密应力纤

维形成; 180 min后, 胞质内应力纤维减少, 少数细胞可见致密外周带。10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs 
30 min后, F-actin的表达水平逐渐升高, 并于120 min后达峰值; 10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs 1 min后, 
磷酸化p38、ERK1/2和JNK表达水平升高, 5 min后三者的表达水平达峰值; 5 μg/mL抗CX3CR1抗体抑

制10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs后, 磷酸化p38、ERK1/2和JNK的表达水平降低; 30 μmol/L p38的
特异性抑制剂SB203580和ERK1/2的特异性抑制剂PD98059抑制10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs后, 
胞质内应力纤维减少, 应力纤维变短, F-actin的表达水平降低。以上研究结果表明, CX3CL1能通过

p38和ERK1/2信号通路以时间依赖方式介导HUVECs细胞骨架的重构。
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Functional Characterization of CX3CL1 in Altering the Cytoskeleton of 
Human Umbilical Vein Endothelial Cells

Zou Liting, Xie Shuqin, Zhong Ling*
(Department of Nephrology, the Second Affiliated Hospital, Chongqing Medical University, Chongqing 400010, China)

Abstract       This research investigated the effect of CX3CL1 on cytoskeleton in human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs), and evaluated some possible mechanisms. HUVECs were stimulated with 
CX3CL1. Immunofluorescence staining technique was used to test changes in distribution and formation of 
F-actin in HUVECs. Western blot was used to detect expressions of cytoplasmic F-actin and phosphorylated 
mitogen-activated protein kinases (MAPKs): p38, extracellular regulated protein kinase (ERK1/2) and c-Jun 
N-terminal kinase (JNK). After 30 min stimulation with 10 nmol/L of CX3CL1 in HUVECs, dense peripheral 
band began to be destroyed and cytoplasmic stress fiber began to form. After 120 min stimulation with 10 nmol/L 
of CX3CL1 in HUVECs, peripheral band disappeared and massive cytoplasmic intense stress fiber formed. After 



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

邹丽婷等: CX3CL1介导人脐静脉内皮细胞骨架改变的功能研究 819

180 min stimulation with 10 nmol/L of CX3CL1 in HUVECs, cytoplasmic stress fiber decreased, and peripheral 
band could be seen in some cells. The prominent enhancement of cytoplasmic F-actin was detected starting after 30 
min and peaking after 120 min of stimulation with 10 nmol/L of CX3CL1 in HUVECs. The prominent enhancements 
of phosphorylated p38, ERK1/2 and JNK were detected starting after 1 min and peaking after 5 min of stimulation 
with 10 nmol/L of CX3CL1 in HUVECs. The up-regulation of phosphorylated p38, ERK1/2 and JNK induced by 
10 nmol/L of CX3CL1 could be decreased by 5 μg/mL of anti-CX3CR1 antibody in HUVECs. The reconstruction 
of F-actin, the formation of stree fiber and the up-regulation of cytoplasmic F-actin induced by CX3CL1 could be 
decreased by 30 μmol/L of SB203580 and PD98059 in HUVECs. SB203580 was used as standard inhibitor for 
p38. PD98059 was used as standard inhibitor for ERK1/2. In conclusion, CX3CL1 might induce a time-dependent 
reconstruction of the cytoskeleton through p38 and ERK1/2 signaling pathways in HUVECs.

Keywords       CX3CL1; human umbilical vein endothelial cells; mitogen-activated protein kinases; F-actin; 
stress fiber

抗中性粒细胞胞质抗体 (anti-neutrophil cyto-
plasmic antibody, ANCA)相关性血管炎是一组以小

血管壁的炎症和纤维素样坏死、血清中存在针对

靶抗原蛋白酶3(protease 3, PR3)或髓过氧化物酶

(myeloperoxidase, MPO)的ANCA为主要特征的系

统性自身免疫性疾病, 肾、肺和皮肤为主要累及部

位[1], 它包括肉芽肿性多血管炎(granulomatosis with 
polyngiitis, GPA)、显微镜下多血管炎(microscopic 
polyangiitis, MPA)和嗜酸性肉芽肿性多血管炎(eosino-
philic granulomatosis with polyangiitis, EGPA)[1]。在血

管壁炎症期间, 内皮细胞作为直接受损的靶器官, 发
生纤维化、坏死, 导致血管壁处肉芽肿形成; 同时作

为效应细胞被肿瘤坏死因子-α(tumor necrosis factor-
alpha, TNF-α)、白介素-γ(interleukin-gamma, INF-γ)
和白介素-1β(interleukin-1beta, IL-1β)等炎症因子激

活, 表达细胞因子, 细胞因子促进内皮细胞骨架重

构, 继而其通透性增高, 白细胞和大分子物质跨越

内皮细胞迁移至炎症靶部位[2]。趋化因子CX3CL1
是内皮细胞表达的具有黏附和趋化的双重活性的

细胞因子。越来越多的研究表明, ANCA-相关性血

管炎患者血清中CX3CL1表达水平与伯明翰血管炎

活动性分数、C反应蛋白、红细胞沉降率和血清免

疫复合物等疾病活动性指标呈正相关[3-5]。但目前

对CX3CL1在ANCA相关性血管炎活动期的具体作

用机制尚不清楚, 因此本实验用CX3CL1刺激内皮

细胞后, 观察细胞骨架蛋白F-acitn的改变和检测磷

酸化MAPKs的表达水平, 从而初步探讨CX3CL1在
ANCA相关性血管炎活动期的作用及其可能的机

制。

1   材料与方法 
1.1   试剂与细胞

人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endo-
thelial cells, HUVECs)由重庆医科大学附属第二医

院病毒性肝炎研究所提供与保存。高糖达尔伯克

氏改良伊格尔氏培养基(dulbecco's modified eagle's 
medium, DMEM)购自Hyclone公司; 胎牛血清购自

Gibco公司, 人重组CX3CL1购自PeproTech公司, 抗
CX3CR1抗体购自R&D Systems公司, 磷酸化蛋白

提取试剂盒购自南京凯基生物科技发展有限公司, 
BCA法蛋白定量试剂盒购自北京百泰克生物技术

有限公司, SDS-PAGE凝胶配制试剂盒购自上海碧

云天生物技术有限公司, 加强型ECL检测试剂盒购

自南京凯基生物技术发展有限公司, 抗P-p38、p38、
P-ERK1/2、ERK1/2、P-SAPK/JNK和SAPK/JNK抗

体购自Cell Signaling Technology公司, 抗F-actin抗体

购自Gene Tex公司, 抗GAPDH抗体购自华安生物药

业有限公司, goat anti rabbit lgG HRP购自北京索莱

宝科技有限公司, SB203580、PD98059、SP600125
购自Millipore公司, AF488®-phalloidin购自Invitrogen
公司, Hoechst 33342购自Sigma公司。

1.2   细胞培养

HUVECs在含有10%胎牛血清、100 μg/mL链霉

素和100 U/mL青霉素的高糖DMEM培养基中, 37 °C、
5% CO2条件下常规培养。细胞长至90%融合时进行

传代。

1.3   FITC标记的鬼笔环肽检测HUVECs骨架蛋

白的变化

HUVECs以5×104/孔的密度接种于24孔板, 待细
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胞融合率达90%后, 无血清高糖DMEM培养基继续

培养12 h, 使细胞同步生长并处于静止期。10 nmol/L 
CX3CL1分别刺激HUVECs 0, 30, 60, 120, 180 min
后, 预热的磷酸盐缓冲液盐水(phosphate buffered 
saline, PBS)洗涤细胞三次, 4%多聚甲醛室温下孵育

15 min, PBS洗涤细胞两次, 加入5 U/mL FITC标记的

鬼笔环肽(Alexa fluor® 488 phalloidin), 室温下避光

孵育1 h, 染色完毕后, PBS漂洗两次, 加入Hoechest 
33342(10 μg/mL), 室温下避光孵育20 min, 染色完毕

后, PBS漂洗两次。最后24孔板直接置于荧光显微

镜上, 观察细胞骨架蛋白F-actin的分布与形态学改

变并拍照。

30 μmol/L SB203580(p38的特异性抑制剂)、
PD98059(ERK1/2的特异性抑制剂)和SP600125(JNK
的 特 异 性 抑 制 剂)提 前 干 预60 min, 10 nmol/L 
CX3CL1刺激HUVECs 120 min后, 按照上述方法对

细胞进行荧光染色, 显微镜下观察F-actin的变化并

拍照。   
1.4   Western blot检测HUVECs中MAPKs磷酸化

和F-actin的表达水平

HUVECs以5×104/孔的密度接种于24孔板, 待
细胞融合率达90%后, 无血清DMEM培养基继续培

养12 h, 使细胞同步生长并处于静止期。10 nmol/L 
CX3CL1分别刺激HUVECs 0, 1, 5, 15, 30 min后, 冷
的PBS洗涤细胞两次, 胰酶消化细胞, 再次用冷的

PBS洗涤细胞两次, 加入裂解液, 4 °C摇床上缓慢震

荡15 min, 4 °C下14 000 r/min离心15 min, 取上清, 按
照BCA法蛋白定量试剂盒测定蛋白浓度后, 往蛋白

上清中加入等量1×蛋白上样缓冲液, 沸水中煮5 min
使蛋白变性, 取上清分装于EP管中并置于–20 °C保
存。取20 μg蛋白, 用5%积层胶和8%分离胶以80 V恒
压于室温下电泳3 h, 电泳结束后, 以360 mA恒电流于

冰上转膜60 min, 转膜完毕后, 5%牛血清蛋白封闭液

于4 °C摇床上封闭1.5 h, 加入抗phospho-p38、p38、
phospho-ERK1/2、ERK1/2、phospho-SAPK/JNK和

SAPK/JNK抗体(抗体浓度按照说明书稀释), 4 °C孵
育过夜。次日, 用含0.1%吐温-20(Tween-20)的三乙

醇胺缓冲盐(triethanolamine-buffered saline, TBS)漂
洗三次, 每次10 min, 加入辣根过氧化物酶偶联的

二抗(1:5 000), 室温下孵育1 h, TBST漂洗三次, 每
次10 min, 用加强型ECL检测试剂盒显影, 图像使用

Quantity One 4.0软件进行条带灰度分析。

5 μg/mL的anti-CX3CR1抗体封闭CX3CR1 60 min
后, 10 nmol/L CX3CL1分别刺激细胞1 min和5 min, 
按照上述方法提取总蛋白, 检测p38、ERK1/2和JNK
磷酸化蛋白和总蛋白的表达水平。

10 nmol/L CX3CL1分别刺激HUVECs 0, 30, 60, 
120, 180 min后, 裂解细胞, 漩涡震荡30 s后, 置于冰

上1 min, 反复五次, 4 °C下3 000 r/min离心10 min, 取
上清, 即胞质蛋白, BCA法测定蛋白浓度, 蛋白变性, 
分转后, –20 °C保存, 检测胞质内F-actin和GAPDH的

表达水平。

用30 μmol/L的SB203580、PD98059和SP600125
分别提前干预 60 min, 10 nmol/L CX3CL1刺激

HUVECs 120 min后, 按照上述方法提取胞质蛋白, 
检测F-actin和GAPDH的表达水平。

1.5   统计方法

所有实验都重复三次, 数据以均数±标准差

(x
_
±s)表示, 采用SPSS 17.0软件对实验数据进行统计

分析, 组间采用单向方差分析(One-Way ANOVA), 
P<0.05为差异具有统计学意义。

2   结果
2.1   CX3CL1介导HUVECs骨架蛋白F-actin的重构

在荧光倒置显微镜下观察F-actin的染色结果

发现, 空白对照的内皮细胞的F-actin(绿色荧光)主要

分布于细胞周边, 形成连续而光滑的外周致密带, 细
胞呈现出典型“鹅卵石样”外观。少数内皮细胞的

胞质内纤细的F-actin隐约可见(图1A)。在10 nmol/L 
CX3CL1的刺激下, 细胞内的F-actin的分布和形态发

生改变, 且呈时间依赖性。10 nmol/L CX3CL1刺激

HUVECs 30 min后, 胞质内出现少量应力纤维, 细胞

外周的F-actin成锯齿状, 形成的外周致密带被破坏(图
1B); 60 min后, 细胞质内出现细长的应力纤维, 细胞变

形, 总体上失去“鹅卵石样”外观(图1C), 120 min后, 外
周致密带消失, 细胞质内出现大量密集的应力纤维, 
且应力纤维贯穿整个细胞(图1D), 180 min后在胞质内

应力纤维减少, 少数细胞可见外周致密带(图1E)。
2.2   CX3CL1对HUVECs胞质内F-actin表达的影响

10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs后 , Western 
blot结 果 发 现, CX3CL1以 时 间 依 赖 方 式 上 调

HUVECs胞质内F-actin的表达水平, 与空白对照

组相比有显著性差异(P<0.05)。空白对照组的细

胞能检测到胞质内F-actin的基础水平, 10 nmol/L 
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CX3CL1刺激HUVECs 30 min后, 胞质内F-actin的
表达水平升高; 当作用时间延长至60, 120, 180 min, 
F-actin的表达水平在120 min达峰值, 随后逐渐降低; 
但180 min时, 仍高于基础水平(图2)。
2.3   CX3CL1对HUVECs中MAPKs磷酸化的影响

10 nmol/L CX3CL1刺 激HUVECs后 , Western 
blot结 果 发 现, CX3CL1以 时 间 依 赖 方 式 上 调

HUVECs中的MAPKs磷酸化p38、ERK1/2和JNK的

表达水平, 与空白对照组的细胞相比均有显著差异

(P<0.05)。空白对照组的HUVECs能检测到磷酸化

p38、ERK1/2、JNK的基础水平; 10 nmol/L CX3CL1

刺激HUVECs 1 min后, 磷酸化p38、ERK1/2、JNK
的表达水平均升高, 当作用时间延长至5, 15, 30 min, 
磷酸化p38、ERK1/2和JNK的表达水平在5 min后
达最高峰, 随后三者的表达水平均逐渐降低, 但在

30 min时, 三者的表达水平仍高于其基础水平(图3)。
实验中, 我们检测到HUVECs磷酸化p38和JNK的表

达水平在120 min后达基础水平, 而磷酸化ERK1/2的
表达水平在60 min后达基础水平(未显示数据)。

5 μg/mL抗CX3CR1抗体明显抑制由10 nmol/L 
CX3CL1分别刺激HUVECs 1 min和5 min后引起的

p38、ERK1/2和JNK磷酸化蛋白表达水平的升高(图4)。
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A: 空白对照; B~E: 10 nmol/L CX3CL1分别刺激HUVECs 30, 60, 120, 180 min。
A: the blank control; B~E: HUVECs were stimulated with 10 nmol/L of CX3CL1 for  30, 60, 120, 180 min, respectively.

图1   CX3CL1对HUVECs的F-actin的影响

Fig.1   Effects of CX3CL1 on F-actin in HUVECs

A: 10 nmol/L CX3CL1分别刺激HUVECs 0, 30, 60, 120, 180 min后, 胞质内F-actin的表达水平; B: F-actin和GAPDH的比值。*P<0.05, 与空白对

照组(0 min组)比较。

A: the expression of cytoplasmic F-actin in HUVECs stimulated with 10 nmol/L of CX3CL1 for 0, 30, 60, 120, 180 min, respectively; B: the ratio of 
F-actin to GAPDH. *P<0.05 vs the blank control group (0 min group).

图2   CX3CL1刺激HUVECs后胞质内F-actin的表达水平

Fig.2   Expression of cytoplasmic F-actin in HUVECs stimulated with CX3CL1
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2.4   CX3CL1通过p38和ERK1/2信号通路介导

F-actin的重构

如图5所示, 空白对照组HUVECs的F-actin(绿色

荧光)主要分布于细胞周边, 形成外周致密带, 少数

细胞的胞质内纤细的F-actin隐约可见, 细胞核周围

见有少量F-actin纤维(图5A), 10 nmol/L CX3CL1刺激

HUVECs 120 min后, 外周致密带消失, 胞质内有大量

的致密应力纤维形成(图5B)。30 μmol/L SB203580
和PD98059分别提前干预60 min, 10 nmol/L CX3CL1
刺激HUVECs 120 min后, 胞质内应力纤维减少, 应
力纤维变短(图5C和图5D); 而30 μmol/L SP600125对
10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs后, F-actin的重排和

胞质内应力纤维的形成无明显影响(图5E)。
2.5   CX3CL1通过p38和ERK1/2信号通路促进

F-actin的表达

如图6所示, 10 nmol/L CX3CL1刺激了HUVECs 

120 min后, 胞质内F-actin的表达水平显著升高

(P<0.05); 而30 μmol/L SB203580和PD98059明显抑

制10 nmol/L CX3CL1刺激HUVECs 120 min后引起

的胞质内F-actin表达水平的升高。但SP600125对
CX3CL1刺激HUVECs 120 min后, 胞质内F-actin的
表达量无明显变化(P>0.05)。

3   讨论
在ANCA相关性血管炎的发生与发展过程

中, 细胞因子激活中性粒细胞, 被激活的中性粒细

胞脱颗粒释放蛋白酶3(protease 3, PR3)和氧化物

酶(myeloperoxidase, MPO)等抗原至细胞表面与

ANCA发生交联免疫反应, 致使中性粒细胞进入脱

颗粒和氧爆发状态, 释放大量的蛋白水解酶和活性

氧, 导致内皮细胞凋亡和坏死, 血管壁发生纤维样

坏死[7]。Guillevin等[8]对ANCA相关性血管炎患者肾

(A) (B)

CX3CL1 (10 nmol/L)

N
or

m
al

iz
ed

P-
p3

8/
p3

8
N

or
m

al
iz

ed
P-

ER
K

/E
R

K
N

or
m

al
iz

ed
P-

JN
K

/J
N

K

*
*

*

*

*

*
*

*

*

*

*

*

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

4

3

2

1

0

0 min 1 min 5 min 15 min 30 min

0 min 1 min 5 min 15 min 30 min

0 min 1 min 5 min 15 min 30 min

0 1 5 15 30 (min)

P-p38

P-ERK1/2

P-SAPK

SAPK

JNK

P-JNK

ERK1/2

p38

A: 10 nmol/L CX3CL1分别刺激HUVECs 0, 1, 5, 15, 30 min后, 磷酸化MAPKs(P-p38、P-ERK1/2和P-JNK)的表达水平; B: 磷酸化MAPKs(P-p38、
P-ERK1/2和P-JNK)和总MAPKs(p38、ERK1/2和JNK)的比值。*P<0.05, 与空白对照组比较(0 min组)。
A: the expressions of phosphorylated p38、ERK1/2 and JNK in HUVECs stimulation with 10 nmol/L of CX3CL1 for 0, 1,5, 15, 30 min, 
respectively; B: the ratio of the phosphorylated MAPKs (P-p38、P-ERK1/2 and P-JNK) to total MAPKs (p38、ERK1/2 and JNK). *P<0.05 vs the 
blank control group (0 min group).

图3   CX3CL1对HUVECs的MAPKs磷酸化水平的影响

Fig.3   Effects of CX3CL1 on MAPKs phosphorylation in HUVECs
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进行穿刺活检的结果显示, 在患者病变微小血管周

围和肾组织内, 存在大量与疾病的严重程度正相关

的激活状态的中性粒细胞。CX3CL1具有独特的黏

蛋白样杆状结构, 该结构特点决定了CX3CL1具有

游离型和膜结合型两种存在方式, 兼有黏附和趋化

的双重活性[9]。在免疫性疾病的发生和发展过程中, 
CX3CL1参与中性粒细胞的黏附与趋化, 促进中性

粒细胞跨过内皮细胞迁移至靶部位[9]。有研究表明, 
ANCA相关性血管炎患者血清中CX3CL1表达水平

与疾病的活动程度呈正相关[3-5]。Bjerkeli等[4]研究发

现, CX3CL1与抗凝血酶Ⅲ、纤维二聚体和血浆血栓

调节蛋白等内皮细胞损伤标记物的水平正相关。因

此, CX3CL1在ANCA相关性血管炎的疾病活动期起

着重要作用。

细胞骨架是真核细胞中的蛋白纤维网络结构, 
是由微管、微丝和中间纤维三种成分构成的复杂

网状结构, 决定细胞形态并与多种细胞功能有关。

微丝, 又称肌动蛋白纤维, 由真核细胞内含量极为

丰富的肌动蛋白组成。肌动蛋白以两种形式存在, 
即单体和多聚体。单体的肌动蛋白是由一条多肽

链构成的球形分子, 又称球状肌动蛋白(globular 
actin, G-actin)。多聚体的肌动蛋白形成肌动蛋白

丝, 称为纤维状肌动蛋白(F-actin)[10-11]。F-actin是
维持内皮细胞形态与功能的基本骨架蛋白, 显微镜

下呈现致密外周带、应力纤维和中央短纤维三种

形态, 它们之间可以相互转化。外周致密带所介导
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A: 5 μg/mL抗CX3CR1抗体提前刺激细胞30 min, 10 nmol/L CX3CL1刺激细胞0, 1, 5 min后磷酸化MAPKs(P-p38、P-ERK1/2和P-JNK)的表达水

平; B: 磷酸化MAPKs(P-p38、P-ERK1/2和P-JNK)和总MAPKs(p38、ERK1/2和JNK)的比值。*P<0.05, 与空白对照组比较; ##P<0.01, 与对应的

CX3CL1组比较。

A: the expressions of phosphorylated p38、ERK1/2 and JNK induced by CX3CL1 within 0, 1, 5 min respectively in HUVECs pretreated with 5 μg/mL 
of anti-CX3CR1 antibody for 30 min; B: the ratio of the phosphorylated MAPKs (P-p38、P-ERK1/2 and P-JNK) to total MAPKs (p38, ERK1/2 and 
JNK). *P<0.05 vs the blank control group; ##P<0.01 vs the counterpart of CX3CL1 group.

图4   封闭CX3CR1后, CX3CL1对内皮细胞MAPKs磷酸化的作用

Fig.4   Effects of blocking CX3CR1 on MAPKs phosphorylation in HUVECs stimulated with CX3CL1
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A: 空白对照组; B: 10 nmol/L CX3CL1; C: 30 μmol/L SB203580+10 nmol/L CX3CL1; D: 30 μmol/L PD98059+10 nmol/L CX3CL1; E: 30 μmol/L 
SP600125+10 nmol/L CX3CL1。 
A: the blank control group; B: 10 nmol/L of CX3CL1 HUVECs; C: 30 μmol/L of SB203580+10 nmol/L of CX3CL1; D: 30 μmol/L of PD98059+10 nmol/L 
of CX3CL1; E: 30 μmol/L of SP600125+10 nmol/L of CX3CL1.

图5   MAPKs的特异性抑制剂对CX3CL1介导HUVECs的F-actin重构的影响

Fig.5   Effects of specific inhibitors for MAPKs on reconstitution of F-actin in HUVECs stimulated with CX3CL1
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图6   MAPKs抑制剂对CX3CL1介导HUVECs胞质内F-actin表达的影响

Fig.6   Effects of inhibitors for MAPKs on cytoplasmic F-actin in HUVECs stimulated with CX3CL1
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的拴缚力和应力纤维所介导的中心张力是一对维

持内皮细胞间隙和通透性正常的方向相反的作用

力。 当内皮细胞受到外界刺激时, F-actin发生重排, 
应力纤维形成, 中心张力增加, 细胞间隙增大, 细胞

屏障功能受损, 继而炎症细胞和炎症因子跨过血管

内皮细胞迁移至靶部位, 促进免疫性疾病的发生与

发展[12-13]。因此在本实验中, 我们用CX3CL1刺激

HUVECs后, 观察F-actin的改变。结果显示, 细胞周

边由F-actin组成的外周致密带在30 min开始逐渐崩

解, 至120 min时完全消失; 细胞质内在30 min开始

出现少量的应力纤维, 120 min时出现大量的贯穿

整个细胞的致密应力纤维。在本实验的预实验中, 
我们发现10 nmol/L CX3CL1是引起HUVECs骨架

重构的最适浓度。CX3CL1的特异性受体CX3CR1
是一种7次跨膜的G蛋白偶联受体, 主要表达于白

细胞和内皮细胞表面[14-16]。CX3CL1与CX3CR1
结合后, 可以激发许多蛋白激酶, 例如酪氨酸蛋白

激酶、蛋白激酶B和MAPKs等[17-18]。MAPKs是一

组丝氨酸/苏氨酸特异性蛋白激酶, 是多种信号转

导通路的交汇点, 几乎表达于所有细胞; 在哺乳动

物 中MAPKs被 分 为7类, 即p38、ERK1/2、JNK、

ERK5、 ERK3/4、ERK7和Nemo样激酶 (Nemo like 
kinase, NLK)[19]。至今为止, 研究最多的MAPKs是
p38、ERK1/2和JNK。为 了 解CX3CL1是 否 能 激

活HUVECs的MAPK信号通路, 我们采用Western 
blot检测了CX3CL1不同时间点对HUVECs的磷酸

化p38、ERK1/2和JNK表达水平的影响。结果表

明, CX3CL1刺 激HUVECs 1 min后, 磷 酸 化p38、
ERK1/2和JNK表达水平升高; 5 min后, 三者的表

达水平达峰值。Cambien等[20]研究发现, CX3CL1
体外刺激单核细胞可以促进p38、ERK1/2和JNK
的磷酸化; Park等[21]研究发现, CX3CL1可以促进

肾脏系膜细胞p38和ERK1/2的磷酸化; Nevo等[22]研

究发现, CX3CL1以ERK1/2依赖的方式增加神经母

细胞瘤细胞迁移和侵袭力[20]; 这些文献支持本实验

的结果。在该实验中, 我们用抗CX3CR1抗体封闭

CX3CR1, 然后检测CX3CL1刺激HUVEC后, 磷酸

化MAPKs的表达水平。 实验结果显示, CX3CL1刺
激HUVECs后, 磷酸化p38、ERK1/2和JNK表达水

平的上调被抗CX3CR1抗体明显抑制。这进一步说

明了CX3CL1能通过与CX3CR1结合促进HUVECs
磷酸化MAPKs的表达水平。

Klosowska等[23]研究发现, 在纤维母细胞中, 
CX3CL1上调p38、ERK1/2和JNK的磷酸化水平, 导
致纤维母细胞的F-actin重排, 促进纤维母细胞的迁

移。Maciejewski-Lenoir等[24]研究发现, 在小胶质细

胞中, CX3CL1以时间和剂量依赖方式激活ERK1/2, 
促进细胞增殖、迁移、细胞骨架蛋白重排和细胞变

形。但目前CX3CL1引起的MAPK信号通路的激活

是否参与其介导的内皮细胞骨架蛋白重构还未有报

道。因此在本实验中, 我们采用MAPKs特异性抑制

剂分别进行干预, 观察CX3CL1刺激HUVECs后细

胞骨架蛋白的变化。结果表明, p38的特异性抑制剂

SB203580和ERK1/2的特异性抑制剂PD98059能够

抑制CX3CL1介导的HUVECs骨架重构, 而JNK的特

异性抑制剂SP600125对CX3CL1介导的细胞骨架重

构无明显影响。 MAPKs的三种亚型(p38、ERK1/2
和JNK)可以被不同的细胞外刺激激活, 并且它们的

下游作用靶点也不完全相同, 因此它们在细胞反应

中有着不同的作用。Wu等[25]研究发现, 在烧伤血

清介导的内皮细胞F-actin重排和应力纤维形成过程

中, p38发挥了关键作用, ERK1/2部分参与其中; Lu
等[18]和Mohammad等[26]研究发现, p38和ERK1/2参
与内皮细胞形态改变和通透性增加。本实验结果

与上述文献的报道相符。在本实验中, 我们还发现, 
10 nmol/L CX3CL1能以时间依赖性促进HUVECs
胞质内F-actin的表达, 而该效应被p38的特异性抑制

剂SB203580和ERK1/2的特异性抑制剂PD98059抑
制。肌动蛋白由单体的G-actin和多聚体的F-actin组
成, 而且肌动蛋白仅存在于细胞质中[10-11]。因此, 我
们推测CX3CL1刺激内皮细胞后, 胞质内G-actin可
能通过p38和ERK1/2信号通路聚合形成F-actin。在

本实验中还发现, CX3CL1能引起JNK磷酸化水平增

高, 但JNK信号通路却并未参与HUNECs骨架的重

排, 这提示除了破坏内皮细胞屏障功能外, CX3CL1
可能还介导了其他功能的改变, 我们将在以后的研

究中对其进行进一步的探讨。

CX3CL1能通过激活p38和ERK1/2信号通路以

时间依赖方式介导HUVECs骨架蛋白重构: 细胞致

密外周带破坏和胞质内应力纤维形成。CX3CL与
ANCA相关性血管炎的各项疾病活动指标呈正相

关。本实验研究为进一步研究ANCA相关性血管炎

及其并发症的发生机制提供实验基础, 可能为治疗

ANCA相关性血管炎提供新的靶点。
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