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摘　要:【目的】探讨 IL-12 、LPS 对肾小管上皮细胞中 lck基因表达及活性改变的影响 ,明确 lck/P38信号传递途径在炎症过

程的作用。【方法】用原位杂交 、放射自显影分别检测 lck 基因表达及 lck 活性 , 用免疫印迹法对肾小管上皮细胞在 IL-12、LPS

刺激下其 P38磷酸化进行测定。【结果】肾小管上皮细胞经 IL-12 , LPS 刺激后 lck mRNA表达水平增高 , lck 活性在刺激后 5 min

时最强 ,加入 lck 抑制剂 PP1 , IL-12刺激 lck 活性明显减弱。 IL-12及 LPS 可以促进肾小管上皮细胞中 P38活化 、磷酸化 ,在 15 min

时最强 ,加入 lck 抑制剂后则抑制 IL-12 刺激时的 P38磷酸化 ,而 LPS 刺激组不明显。【结论】IL-12 , LPS 可通过促进肾小管上皮

细胞中 lck/P38活化 ,参与炎症过程。
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Abstract:【Objective】In order to investigate IL-12 and LPS on Lck gene expression and its activity in renal tubular

epithelial cells(TEC)and clarify roles of IL-12 and P38 signalling pathways involved in inflammation.【Methods】mRNA

expression of lck and lck activity were determined by in situ hybridization and autoradiography respectively.P38 phospho-

rylation upon IL-12 and LPS stimulations was detected by Western blot analysis.【Results】Increased mRNA expression

of lck was observed after stimulation of TEC with IL-12 and LPS .The maximal effect on lck activity was present at 5 min

after stimulation and the activity of lck was martly decreased upon IL-12 treatment in the presence of lck selective in-

hibitor PP1.Moreover , IL-12 and LPS may induce the phosphorylation of P38 in TEC , maximal phosphorylation occurred

at 15 min after stimulation.In addition , PP1 inhibited the phosphorylation of P38 induced by IL-12.【Conclusion】IL-12

and LPS are involved in inflammation via the activation of lck/P38 in TEC.
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　　最近报道狼疮肾炎肾小管上皮细胞异常合成

白细胞介素 12(IL-12)[ 1] ,它与肾间质病理改变密

切相关 ,但对它发挥生物学作用的细胞内信号传递

机制尚不清楚。目前发现 IL-12在 T 淋巴细胞可以

促进 lck表达及活化 ,而 lck又可调节 P38活化 ,发挥

生物学作用[ 2] 。本实验目的是探讨肾小管上皮细

胞是否存在 lck及 IL-12 、LPS对肾小管上皮细胞作

用时 lck/P38信号传递途径的变化 ,寻找它们对肾小

管上皮细胞作用的内在机制。

1　材料与方法

1.1　细胞来源

取BALB/C小鼠 ,雌性 , 5 ～ 6周 ,参照文献[ 3]

分离培养肾小管上皮细胞 ,经形态学及酶学鉴定 ,
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取2 ～ 3代细胞进行实验 。

1.2　方　法

1.2.1　试　剂　单抗(Neomarkers公司 ,英国), P38

试剂盒(Newlab ,英国);IL-12(Propo Tech ,美国),

LPS(军事医学科学院);lck 探针参照基因库(Gene

Bank U19834)由上海生物工程研究所合成 , 3′末端

标记检测试剂盒(Roche ,德国)地高辛原位杂交试

剂盒(博士德公司 ,武汉);γ-32P ATP 由北京原子能

研究所提供。

1.2.2　肾小管上皮细胞中 lck mRNA 检测　肾小

管上皮细胞分别经 IL-12 、LPS刺激培养 16 h ,用原

位杂交方法检测 lck基因表达。

1.2.3　肾小管上皮细胞中 lck活性检测　肾小管

上皮细胞分别经 IL-12 、LPS 、IL-12+PP1和LPS+PP1

刺激 5 min 、30 min ,并设空白对照 ,然后提取蛋白 ,

进行SDS-PAGE电泳后放射自显影(-20 ℃暗盒中

曝光 24 h)检测其活性。

1.2.4　肾小管上皮细胞中 P38磷酸化检测　设 LPS ,

IL-12 、IL-12+PP1和 IL-12+SB203580刺激 15 min ,并

设空白对照组 ,用 2×SDS 加样缓冲液提取蛋白 ,

SDS-PAGE电转后免疫化学发光检测其蛋白磷酸化。

1.3　资料分析处理

在200倍视野下随机选取 10 个细胞 ,用 Kon-

tron IBAS2.0全自动图象分析系统测定细胞内杂交

产物的平均吸光值 ,在 IBM PC/XT486 计算机 SAS

软件中进行 t检验统计处理 。

2　结　果

如图 1A 、B ,肾小管上皮细胞经 IL-12和 LPS 分

别刺激培养 16 h后进行 lck原位杂交 ,在肾小管上

皮细胞胞膜可见深棕色的致密颗粒 , IL-12和 LPS

组较正常对照组增加 ,LPS 组最明显 。细胞内杂交

产物的平均 A 值 , IL-12(0.293 ±0.026)和 LPS

(0.364 ±0.012)组均显著高于对照组(0.267 ±

0.021), P <0.05或<0.01。而 lck 活性在肾小管

上皮细胞经 IL-12 、LPS刺激后 , 5min时最强 , 30 min

时开始强度减弱 ,对照组则未发生磷酸化;而加入

lck 抑制剂 PP1 后 , IL-12 或 LPS刺激 lck 活性的作

用均明显受抑制(见图 2 ,参照 Hanke方法[ 4])。

肾小管上皮细胞经 IL-12或 LPS刺激后均可发

生P38磷酸化 ,后者作用较强 ,而加入 PP1或 SB203

580后 ,除 LPS+PP1 组仍有 P38磷酸化外 ,其余均未

发生磷酸化(见图 3 ,按照 Trevillyan方法[ 4])。

图 1　肾小管上皮细胞 Lck mRNA 表达

Fig.1　mRNA expression of lck in renal epithelial cells

(ln situ hybridiazation ×400)

A:IL-2 , B:LPS;The positive brown particles were found in the cellu-

lar membrane

图 2　IL-12、LPS分别刺激肾小管上皮细胞时 Lck活性

Fig.2　Lck activity in TEC stimulated with IL-12

　 and LPS , respectively(Radiography)

A:5 min , B:30 min ;1.Blank , 2.LPS , 3.IL-12 , 4.IL-12+PP1 ,

5.LPS+PP1;The lanes marked 56 ku of 2 ,3 were the most obvious in A ,

B graphs

3　讨　论

肾小管上皮细胞的异常抗原递呈及炎症因子

的自分泌 、旁分泌是多种小管间质病理改变的重要

环节。许多研究证实肾小管上皮细胞具有抗原递

呈功能 ,可表达 HLA I、II 类抗原 ,合成补体 C2 、C3 、

C4 ,分泌IL-1 、IL-6 、IL-8 、IL-12等多种细胞因子 ,参
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图 3　IL-12、LPS 分别刺激肾小管上皮细胞 15 min的

P38磷酸化

Fig.3　Phosphorylation of P38 in TEC was stimulated for

15 min with IL-12 or LPS(Westers blot)

A:Phosphorylation of P38B:Nonphosphorylation of P38 1.Marker , 2.

IL-12 , 3.Blank , 4.LPS+SB203580, 5.IL-12+PP1 , 6.LPS+PP1

与小管炎症过程 ,然而这些细胞因子影响肾小管上

皮细胞生物学活性的细胞内信号传递途径至今尚

未完全明确。

在酪氨酸激酶家族中 , lck是非受体蛋白酪氨

酸激酶丝氨酸家族成员之一 , lck主要存在于 T 和

NK细胞。其对 T 细胞抗原———受体信号传递途径

很重要[ 5] 。Claudio 等发现 IL-12可促进 Jurkat3 细

胞的 lck表达及发生活化 ,近期还发现 lck 并非限

于淋巴细胞 ,在乳腺上皮细胞中亦存在[ 6] 。我们的

研究发现肾小管上皮细胞中存在 lck基因表达 ,并

且经 IL-12和 LPS 刺激后 lck激酶可被激活 ,应用

lck抑制剂封闭其酶活性位点后 , IL-12和 LPS 不能

激活 lck ,与国外报道相一致[ 5] 。这提示 IL-12 和

LPS可作用于 lck的某些位点而激活 lck ,发挥其生

物学作用 。

P38是一种分裂原蛋白激酶(MAPK),有学者发

现抑制 lck活性会阻抑 P38激酶
[ 5] 。我们在实验中

亦证实应用 lck抑制剂后 , IL-12刺激的 P38磷酸化

明显受抑制 ,而 LPS 则仍使 P38磷酸化。这提示 IL-

12对 P38的磷酸化是唯一通过 lck激活后实现的 ,

lck激活促使P38磷酸化 , 而 LPS 可能还通过除 lck

外的途径活化 P38 。应用 SB203580直接抑制了 P38

磷酸化 ,使 P38不能作用于下游信号传导分子 ,这与

Trevillyan等
[ 6]
的报道结论是一致的 。现在研究发

现 ,P38的激活可磷酸化多种转录因子 ,如活化转录

因子 ELK(丝氨酸383/389),使其和血清反应元体SRE

结合;它也能活化转录因子 ATF2(丝氨酸89171),介

导ATF2和 cAMP 反应元体(CRE)的结合;它还能磷

酸化转录因子 Max(丝氨酸
82
),致使 Max 和 myc 转

录因子形成复合物 ,从而发挥多种生物学作用 。

我们的实验发现 , IL-12 ,LPS 可以通过激活 lck

诱使 P38磷酸化 ,亦证实了在肾小管上皮细胞 , IL-12

作用时 P38活化可受 lck调节 ,而 LPS 亦可通过 lck

途经激活 P38 ,发挥 P38的多种信号传递作用 。
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