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蛋白结合硫酸吲哚酚对单核细胞趋化功能的影响

施正敏，周宝尚，陈　雨，龚　艺，袁发焕　　（４０００３７重庆，第三军医大学新桥医院肾内科）

　　［摘要］　目的　研究蛋白结合硫酸吲哚酚（ｉｎｄｏｘｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＩＳ）对单核细胞趋化功能的影响及其可
能机制。方法　以４％人血白蛋白（ｈｕｍａｎｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＨＳＡ）结合游离的ＩＳ制备蛋白结合ＩＳ，高效液
相色谱法（ＨＰＬＣ）检测其蛋白结合率。ＣＣＫ８法检测人单核细胞（ＴＨＰ１）经不同浓度的游离 ＩＳ和蛋白
结合ＩＳ分别作用２４ｈ后细胞增殖能力的变化。２００μｍｏｌ／Ｌ游离 ＩＳ和蛋白结合 ＩＳ分别孵育 ＴＨＰ１细
胞２４ｈ后，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室法检测 ＴＨＰ１细胞趋化能力；ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养上清中单核细胞趋化蛋
白１（ＭＣＰ１）浓度；流式细胞术检测ＴＨＰ１细胞上ＣＣ类趋化因子受体２（ＣＣＲ２）的表达水平。结果　
成功制备蛋白结合ＩＳ，其蛋白结合率约为９０％；蛋白结合ＩＳ和游离ＩＳ均可抑制ＴＨＰ１细胞增殖，且蛋
白结合ＩＳ对ＴＨＰ１细胞的增殖抑制作用具有浓度依赖性（Ｐ＜０．０５）；蛋白结合 ＩＳ和游离 ＩＳ均可增强
ＴＨＰ１细胞的趋化活性（Ｐ＜０．０５）；蛋白结合ＩＳ和游离ＩＳ均可使ＴＨＰ１细胞的ＭＣＰ１和ＣＣＲ２表达上
调（Ｐ＜０．０５）。结论　蛋白结合ＩＳ同游离ＩＳ一样，可通过上调ＭＣＰ１及ＣＣＲ２的表达增强单核细胞的
趋化功能。
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　　慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）患者体
内尿毒素蓄积，对机体的多个系统均可造成不良影响。

欧洲尿毒素研究组（Ｅｕｒｏｐｅａｎｕｒｅｍｉｃｔｏｘｉｎｗｏｒｋｇｒｏｕｐ，
ＥＵＴｏｘ）根据尿毒素的理化性质将其分为小分子水溶
性物质、中分子物质及蛋白结合毒素三类［１］。很多小

分子毒素，譬如硫酸吲哚酚（ｉｎｄｏｘｙｌｓｕｌｆａｔｅ，ＩＳ）可与血
浆白蛋白结合，导致常规透析难以将其清除［２］。研究

表明，ＣＫＤ患者体内ＩＳ的蓄积可促进心血管事件和感
染等并发症的发生，其发病机制至今尚未完全明确，可

能与氧化应激、炎症反应、免疫功能障碍等有关［３－６］。

新近研究发现，单核巨噬系统在上述机制中可能发挥

重要作用［７－８］。既往关于 ＩＳ的体外研究多以游离毒
素进行实验，忽略了ＩＳ的蛋白结合特性。本研究以人
单核细胞作为研究对象，观察蛋白结合 ＩＳ对单核细胞
趋化功能的影响，并初步探讨其机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　人单核细胞株ＴＨＰ１（美国 ＡＴＣＣ细胞库），ＲＰＭＩ
１６４０培养基、胎牛血清（美国 ＨｙＣｌｏｎｅ），硫酸吲哚酚、
人血白蛋白（美国Ｓｉｇｍａ），ＣＣＫ８试剂盒（日本同仁），
ＡｍｉｃｏｎＵｌｔｒａ１５离心过滤器（３０Ｋ，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ小室（８μｍ，２４孔，美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ），ＭＣＰ１ＥＬＩＳＡ
试剂盒（美国ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ），ＰＥ标记的抗人 ＣＣＲ２多克
隆抗体及其同型对照（美国 ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ），ＰＢＳ、多聚甲
醛、结晶紫（第三军医大学中心实验室）。

１．２　方法
１．２．１　ＴＨＰ１细胞培养、蛋白结合硫酸吲哚酚的配制
及鉴定　　ＴＨＰ１细胞用含 １０％胎牛血清的ＲＰＭＩ
１６４０培养基在３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养，２～３ｄ
换液１次。蛋白结合ＩＳ的配制：参考文献［１］中 ＣＫＤ
患者的血清总 ＩＳ水平，将不同浓度的 ＩＳ溶液（１００、
２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ）与 ４％ ＨＳＡ溶液混合均匀，
３７℃ 水浴作用２ｈ得蛋白结合 ＩＳ溶液。将蛋白结合
ＩＳ溶液４℃预冷２０ｍｉｎ，转入超滤膜为３０Ｋ的Ａｍｉｃｏｎ
Ｕｌｔｒａ１５离心过滤器，４℃、３５００×ｇ离心２０ｍｉｎ，收集
下层离心管中超滤液行高效液相色谱检测。计算蛋白

结合ＩＳ溶液中ＩＳ的蛋白结合率。蛋白结合率 ＝（１－
超滤液峰面积／标准品峰面积）×１００％。
１．２．２　ＣＣＫ８检测细胞增殖率　　收集对数生长期
的ＴＨＰ１细胞，１×１０５／ｍＬ，１００μＬ／孔接种于 ９６孔
板，完全培养基培养２４ｈ。向培养板中加入不同浓度
的游离 ＩＳ（１００、２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ）和蛋白结合 ＩＳ
（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ１００、２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ），游离组和
蛋白结合组的对照分别加入等量的 ＰＢＳ和４％ ＨＳＡ

溶液，同时设不含细胞只含完全培养基的空白调零组。

每组设置３个复孔，每孔反应体系总体积为１１０μＬ。
培养２４ｈ向每孔加入 １０μＬＣＣＫ８溶液继续培养
１．５ｈ，用酶标仪测定在 ４５０ｎｍ 处的光密度值
［Ｄ（４５０）］，实验重复３次。以空白调零组 Ｄ（４５０）值
均数调零，以平行孔的平均 Ｄ（４５０）值作为各实验组
的Ｄ（４５０）值，细胞增殖率 ＝［实验组 Ｄ（４５０）值 －调
零组 Ｄ（４５０）值］／［对照组 Ｄ（４５０）值 －调零组
Ｄ（４５０）值］×１００％。
１．２．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ趋化实验　　后续实验分组：空白对
照组（ＰＢＳ溶液），阴性对照组（４％ ＨＳＡ溶液），游离
ＩＳ组（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ），蛋白结合 ＩＳ组（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ
２００μｍｏｌ／Ｌ）。趋化实验采用 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室模型，下
室加入５００μＬ含１０％ ＦＢＳ的ＲＰＭＩ１６４０完全培养基；
收集无血清１６４０培养基孵育１２ｈ的ＴＨＰ１细胞，４×
１０５／ｍＬ，每室２００μＬ接种于上室，按实验分组孵育细
胞２４ｈ。取出小室，ＰＢＳ棉球擦拭上室，４％多聚甲醛
固定３０ｍｉｎ，０．１％结晶紫染色２０ｍｉｎ，ＰＢＳ漂洗后倒
置显微镜观察计数，随机取５个视野，取平均值为趋化
细胞数。

１．２．４　ＥＬＩＳＡ法检测 ＭＣＰ１浓度　　收集对数生长
期的ＴＨＰ１细胞，４×１０５／ｍＬ，２ｍＬ／孔接种于６孔板，
无血清１６４０培养基孵育１２ｈ，按实验分组条件孵育
２４ｈ。收集各组 ＴＨＰ１细胞培养上清液，用稀释液将
各组样品稀释１０倍后，按ＥＬＩＳＡ试剂盒说明书进行实
验，用多功能酶标仪测定 ４５０ｎｍ处的光密度值及
ＭＣＰ１浓度。
１．２．５　流式细胞术检测ＣＣＲ２　　ＴＨＰ１细胞在相应
的实验条件下孵育２４ｈ后，收集１×１０６个细胞加ＰＢＳ
定容至１００μＬ，分别向细胞悬液中加入 ＰＥ标记的抗
人ＣＣＲ２抗体与相应的同型对照抗体５μＬ，４℃避光
孵育１．５ｈ，冷 ＰＢＳ洗涤２次，离心去上清，每管细胞
加入２％多聚甲醛３００μＬ，流式细胞仪检测 ＴＨＰ１细
胞表面ＣＣＲ２的表达情况。
１．３　统计学分析
　　采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件，计量资料以珋ｘ±ｓ表示，
多组间差异比较采用单因素方差分析，组间两两比较

采用ＬＳＤ检验（方差齐时）或采用Ｔａｍｈａｎｅ’ｓＴ２检验
（方差不齐时）。两组间差异比较使用成组ｔ检验。

２　结果

２．１　蛋白结合硫酸吲哚酚的鉴定
　　高效液相色谱法结果显示，不同浓度蛋白结合 ＩＳ
（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ１００、２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ）的蛋白结合
率分别为８８．５％，８７．２％，９０．８％和９２．１５％。与文献
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［２］中硫酸吲哚酚蛋白结合率约为９０％相符，表明蛋
白结合 ＩＳ制备成功，可用于后续实验。图 １为 ４％
ＨＳＡ＋ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ浓度组的高效液相色谱图。
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Ａ：硫酸吲哚酚标准品（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）；Ｂ：蛋白结合硫酸
吲哚酚（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）超滤液

图１　高效液相色谱法检测ＩＳ的蛋白结合率

２．２　硫酸吲哚酚对ＴＨＰ１细胞的增殖抑制作用
　　ＣＣＫ８结果（图２）显示，游离 ＩＳ组：与对照组比
较，２００、４００、８００μｍｏｌ／Ｌ浓度组细胞增殖出现不同程
度抑制（Ｐ＜０．０５），但这３组间比较差异无统计学意
义（Ｐ＞０．０５）。蛋白结合 ＩＳ组：与对照组比较，２００、
４００、８００μｍｏｌ／Ｌ浓度组细胞增殖出现不同程度抑制
（Ｐ＜０．０５），且随着药物浓度升高，细胞增殖抑制作用
逐渐增强，呈浓度依赖性。同一浓度组间比较，蛋白结

合ＩＳ对ＴＨＰ１细胞的增殖抑制作用大于游离组（Ｐ＜
０．０５）。根据 ＣＣＫ８结果，选取２００μｍｏｌ／Ｌ作为后续
实验浓度。

２．３　对ＴＨＰ１细胞趋化活性的影响
　　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ趋化实验结果（图３）显示，空白对照组
（ＰＢＳ溶液）穿膜细胞数为（１４．４±７．５）个／视野；阴性
对照组（４％ ＨＳＡ溶液）穿膜细胞数为（１４．１±６．４）
个／视野；游离 ＩＳ组（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）穿膜细胞数为
（１１９．９±４５．７）个／视野；蛋白结合ＩＳ组（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ

２００μｍｏｌ／Ｌ）穿膜细胞数为（７８．６±２６．４）个／视野。
空白对照组和阴性对照组之间差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５）；与两对照组比较，游离 ＩＳ组和蛋白结合
ＩＳ组趋化细胞数明显增多，且具有统计学差异（Ｐ＜
００１）；游离ＩＳ组趋化细胞数较蛋白结合 ＩＳ组明显增
多，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。说明 ＩＳ可增强单
核细胞的趋化活性，但蛋白结合ＩＳ增强单核细胞趋化
的作用低于游离ＩＳ。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０μｍｏｌ／Ｌ比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与游离硫酸吲
哚酚比较

图２　硫酸吲哚酚对ＴＨＰ１细胞的增殖抑制作用
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Ａ：空白对照组（ＰＢＳ）；Ｂ：阴性对照组（４％ ＨＳＡ）；Ｃ：蛋白
结合硫酸吲哚酚组（４％ ＨＳＡ＋ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：游离ＩＳ
组（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）
图３　硫酸吲哚酚对ＴＨＰ１细胞趋化活性的影响

（结晶紫染色 ×２００）

２．４　对ＴＨＰ１细胞分泌ＭＣＰ１的影响
　　ＥＬＩＳＡ检测结果显示，空白对照组和阴性对照组
差异无统计学意义（Ｐ＞０．０５）；与空白对照组比较，游
离ＩＳ组 ＭＣＰ１浓度明显升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；与阴性对照组比较，游离 ＩＳ组和蛋白结
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合ＩＳ组ＭＣＰ１浓度均明显升高，差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）；游离 ＩＳ组 ＭＣＰ１浓度高于蛋白结合 ＩＳ
组，但差异无统计学意义。见表１。

表１　硫酸吲哚酚对ＴＨＰ１细胞ＭＣＰ１、ＣＣＲ２
表达的影响（珋ｘ±ｓ）

组别 ＭＣＰ１（ｐｇ／ｍＬ） ＣＣＲ２（％）
空白对照组（ＰＢＳ） ３９６．２６±４５．６９ 　０．２０±０．１９
阴性对照组（４％ＨＳＡ） ３５８．８０±３８．３３ ０．１３±０．０７
游离ＩＳ组（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ） ５９３．８９±１３３．４７ａｂ５４．５８±２０．１３ａｂ

蛋白结合ＩＳ（４％ＨＳＡ＋ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）组４７５．６４±６３．３５ｂ ２１．６５±２．１７ａｂｃ

ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与阴性对照组
比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，与游离ＩＳ组比较

２．５　对ＴＨＰ１细胞表面ＣＣＲ２表达的影响
　　流式细胞仪检测 ＴＨＰ１细胞表面 ＣＣＲ２的表达，
空白对照组和阴性对照组之间差异无统计学意义；与

两对照组比较，游离ＩＳ组和蛋白结合ＩＳ组ＣＣＲ２表达
明显升高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；游离 ＩＳ组
ＣＣＲ２表达阳性率高于蛋白结合 ＩＳ组，差异具有统计
学意义（Ｐ＜０．０５）。见表１，图４。
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Ａ：空白对照组（ＰＢＳ）；Ｂ：阴性对照组（４％ ＨＳＡ）；Ｃ：游
离ＩＳ组（ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）；Ｄ：蛋白结合ＩＳ组（４％ ＨＳＡ＋
ＩＳ２００μｍｏｌ／Ｌ）
图４　流式细胞术检测ＴＨＰ１细胞表面ＣＣＲ２的表达

３　讨论

　　ＣＫＤ患者体内 ＩＳ蓄积，其血清浓度较健康人高
４３～８８倍［１－２］。循环中９０％以上的 ＩＳ与血浆白蛋白
ＳｕｄｌｏｗｓｉｔｅⅡ位点非共价结合，现有的透析手段难以
将其清除［９－１０］。既往研究中，多以游离的ＩＳ进行体外
实验，ＩＳ与血浆白蛋白结合后是否仍有毒性尚不清楚。

本研究参考欧洲尿毒素研究组（ＥＵＴｏｘ）建议［１－２］，以蛋

白结合ＩＳ进行体外实验，更符合临床实际。
　　心血管事件和感染是 ＣＫＤ患者的主要死因。既
往研究表明，ＩＳ可以通过损伤血管内皮细胞、促进血
管平滑肌细胞增殖、诱导心肌细胞肥大等增加心血管

事件的发生［１１－１３］；通过使 Ｔ细胞亚群分布异常、炎症
细胞因子释放失调等增加ＣＫＤ患者的感染风险［５，１４］。

新近研究发现，ＩＳ可激活单核巨噬系统，使外周血中
单核／巨噬细胞向损伤的血管内皮细胞迁移、黏附，促
进血管炎症反应及组织因子释放，加速动脉粥样硬化

和血栓形成［１５－１６］。本课题组前期研究也发现，蛋白结

合毒素可激活单核细胞，使促炎症细胞因子 ＴＮＦα释
放增加，抑炎症细胞因子 ＩＬ１０释放减少，从而导致炎
症状态［１７］。前述研究均提示 ＩＳ可通过激活单核巨噬
系统增加ＣＫＤ患者心血管事件及其他炎症相关并发
症的风险，但其具体机制尚不清楚。因此，本研究通过

体外实验观察蛋白结合ＩＳ和游离 ＩＳ对单核细胞趋化
功能的影响，进一步揭示单核／巨噬细胞趋化功能的改
变在ＣＫＤ相关并发症中的作用。
　　既往研究发现，尿毒症患者体内平均ＩＳ浓度约为
２１１μｍｏｌ／Ｌ［１］。本研究参考尿毒症患者体内平均 ＩＳ
浓度，以不同浓度的蛋白结合 ＩＳ和游离 ＩＳ进行实验，
发现浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的蛋白结合ＩＳ和游离ＩＳ均可
抑制单核细胞增殖，提示 ＣＫＤ患者体内 ＩＳ的蓄积可
抑制单核细胞增殖，损伤单核细胞功能。同时，本研究

发现蛋白结合ＩＳ对单核细胞的增殖抑制作用具有浓
度依赖性，而游离组大于２００μｍｏｌ／Ｌ的３组间比较差
异无统计学意义；且同一浓度的蛋白结合 ＩＳ对单核细
胞的增殖抑制作用比游离 ＩＳ更明显。表明蛋白结合
ＩＳ和游离ＩＳ抑制单核细胞增殖的作用不同，可能为ＩＳ
与白蛋白结合后理化性质改变，抑制细胞增殖毒性增

强所致；但需考虑白蛋白是否对单核细胞有抑制作用

（蛋白结合组加入４％ ＨＳＡ后胶体渗透压改变、实验
所用白蛋白来自植物重组等），以及白蛋白所含共轭

双键干扰光密度值的检测等因素，其具体原因有待于

进一步研究。本研究选取接近尿毒症患者体内平均

ＩＳ浓度的２００μｍｏｌ／Ｌ浓度组进行后续实验。
　　本研究发现ＩＳ总浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的蛋白结合
ＩＳ和游离ＩＳ均可增强单核细胞的趋化功能，使单核细
胞ＭＣＰ１及 ＣＣＲ２的表达上调。提示 ＣＫＤ患者体内
ＩＳ蓄积可激活单核细胞，使ＭＣＰ１表达上调，而ＭＣＰ１
可进一步诱导单核／巨噬细胞趋化和激活单核／巨噬细
胞至炎症部位；单核细胞ＣＣＲ２表达的上调，可增强单
核细胞的趋化活性，使单核细胞向受损的血管内皮及

其他炎症部位迁移。既往研究也发现 ＭＣＰ１与 ＣＣＲ２
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结合后产生的细胞信号通路可促进外周血中单核细胞

泡沫化，并向损伤的血管内皮细胞迁移、黏附，使粥样

斑块发生炎症反应，加速动脉粥样硬化［８，１６］，与本研究

结果相一致。此外，本研究发现蛋白结合 ＩＳ对单核细
胞的趋化作用低于游离ＩＳ，可能是ＩＳ与白蛋白结合后
诱导单核细胞趋化的毒性减小所致。本实验表明，ＩＳ
与白蛋白结合后，对单核细胞仍有毒性，说明如果设法

解离与白蛋白结合的ＩＳ并加以清除，可改善尿毒症患
者的炎症状态，对降低心脑血管事件及感染等炎症相

关并发症的发生有重要意义。

　　综上所述，蛋白结合 ＩＳ可激活单核细胞，通过上
调ＭＣＰ１及ＣＣＲ２表达增强单核细胞的趋化活性，增
加ＣＫＤ患者发生动脉粥样硬化及其他炎症相关并发
症的风险；如能清除体内与白蛋白结合的 ＩＳ，对于改
善ＣＫＤ患者的长期预后，可能有益。
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