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低氧对复合培养的平滑肌细胞中白细胞介素-6表达的影响
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　　提　要:目的　研究低氧对复合培养的平滑肌细胞中白细胞介素 6(IL-6)表达的影响。方法　低氧处理与肺微血管

内皮细胞复合培养的鼠肺动脉平滑肌细胞 ,采用 RT-PCR方法检测常氧组 、低氧 2 、6、12 h组 IL-6 基因的表达水平 , 并测定

细胞培养上清中 IL-6 的活性。结果　低氧复合培养 2 h 组肺动脉平滑肌细胞中 IL-6 mRNA表达水平升高 , 在低氧 6h 组达

最高 ,低氧 12 h 组有所降低 , 但与常氧组比较有明显差别。低氧复合培养 2 h 组肺动脉平滑肌细胞上清中 IL-6 的活性明

显升高 , 6 h 组细胞上清中 IL-6 的活性水平最高 , 12 h 组的活性降低 , 24 h组的水平低于2 h组。 IL-6 活性水平与其基因表

达的水平一致。结论　低氧可以增强复合培养的肺动脉平滑肌细胞中 IL-6基因的表达 , 使细胞培养上清中 IL-6 活性升

高 ,进而有可能激活其它一些信号转导相关基因调节细胞的低氧反应。
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Enhancement of interleukin-6 expression in cocultured pulmonary arterial smooth mus-
cle cells in hypoxia
HUANG Chun-ji , ZHOU De-shan , ZHANG Yu , QIAN Gui-sheng(Institute of Respiratory Diseases , Xinqiao Hospital , Third Military

Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effect of hypoxia on the expression of interleukin-6(IL-6)in cocultured

pulmonary arterial smooth muscle cells(PASMC).Methods　Rat PASMC were cocultured with rat lung microvascu-

lar endothelial cells , and randomly divided into 5 groups:normal group(N), 2 h hypoxia(H2), 6 h hypoxia(H6),

12 h hypoxia(H12), and 24 h hypoxia (H24).The expression level of IL-6 mRNA in PASMC was detected with

RT-PCR , and the activity of IL-6 in the supernatant with radioimmunoassay.Results　The expression level of IL-6

mRNA increased in PASMC in H2 , reached the highest in H6 , and decreased in H12 , but still higher than that of

N.The changes of the IL-6 activity in the supernatant as well as IL-6mRNA expression in the cells were in a time-

dependent manner.Conclusion　Hypoxia can enhance the expression of IL-6 in cocultured PASMC.And it may ac-

tivate others genes which regulate the hypoxic response of PASMC and signal transduction.

　　Key words:hypoxia;coculture;pulmonary artery;smooth muscle cells;interleukin-6

　　肺动脉平滑肌细胞(Pulmonary arterial smooth mus-

cle cells , PASMC)的异常增生 、迁移和凋亡是肺血管重

建 、肺动脉高压和慢性阻塞性肺病等的肺动脉改变的

主要细胞学基础
[ 1]
。既往研究表明 ,低氧通过调节

[Ca
2+
] 、cGMP 系统影响细胞的生长状况 ,参与这些疾

病的病理进展
[ 2]
。白细胞介素-6(Interleukin-6 , IL-6)

是功能最为广泛的细胞因子之一 ,它可以促进多种细
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胞的增殖和分化 ,在神经 、呼吸 、内分泌等多种系统中

发挥一定的生物学效应。本研究观察低氧状况下肺动

脉平滑肌细胞中 IL-6基因表达状况 ,为探讨 IL-6等细

胞因子及其相关信号系统在细胞低氧损伤中的作用奠

定基础。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂
　　胶原酶 Ⅰ 型 , 弹性蛋白酶Ⅳ型 , 牛血清白蛋白(Sigma 公

司), DMEM 培养基 , 胎牛血清 , 胰蛋白酶 ,HBSS(Hyclone 公司),

Tripure分离试剂 , PCR产物纯化试剂盒(Roche 公司),MMLV 逆

转录酶 , Oligo(dT)15 , RNA 酶抑制剂(Promega 公司), Taq DNA

酶 , dNTPX(上海博亚公司),抗人 IL-6 试剂盒(北京东亚免疫公
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司)。PTC-200 DNA扩增仪(MT Research 公司 , USA), SX-100 凝

胶成像分析系统(上海四星公司)。其它试剂为国产分析纯。

1.2　细胞培养
　　大鼠 PASMC 系的培养和鉴定 , 采用复合胶原酶法[ 4] 。 大

鼠肺微血管内皮细胞(Pulmonary microvascular endothelial cells ,

PMVEC)系的培养 ,见文献[ 5] 。

1.3　细胞的复合培养和低氧培养
　　采用套皿法进行复合培养 , 即先将 PMVEC 种植于滤膜上 ,

PASMC培养在 6 孔板上 , 然后将二者套接在一起进行培养[ 6] 。

利用自制的缺氧小室 , 将已配好的低氧气体置换进容器内[ 7] 。

并间断抽气后用血气分析仪监测容器内的氧分压 , 保持在 3%

左右。

1.4　实验分组
　　当两种细胞传代至 5 ～ 8 代时 , 用 0.25%胰蛋白酶(含

0.02%EDTA)将满瓶的细胞消化传代。分成以下组:常氧组

(N)、低氧 2 h 组(H2)、6 h 组(H6)、12 h 组(H12)及 24 h 组

(H24)。每组 4瓶(n =4), 再以上述方法进行复合培养。

1.5　逆转录PCR

　　采用 Tripure试剂一步法提取细胞总 RNA , 1%甲醛变性琼

脂糖凝胶电泳鉴定 , 紫外分光光度计测定纯度并定量。根据

Genebank 提供的 mRNA 序列 ,应用引物设计软件自行设计 IL-6 ,

上游序列为 5′-GAC TGA TGT TGT TGA CAG CCA CTG C-3′, 下游

序列为 5′-TAG CCA CTC CTT CTG TGA CTC TAA CT-3′, 阳性对

照HPRT引物参见文献[ 8] , 上游序列为 5′-GCT GGT GAA AAG

GAC CTC TCG-3′, 下游序列为 5′-GCA GAT GGC CAC AGG ACT

AGA-3′。先将 RNA逆转录为 cDNA ,再进行 PCR 扩增。扩增条

件为 95 ℃ 2 min , 1 循环 ;94 ℃1 min , 55 ℃1 min , 72 ℃ 2 min , 进

行 35循环;再 72 ℃延伸 10 min。最后取 4μl产物电泳后 , 保存

在计算机里 ,进行图像分析 ,与阳性对照 HPRT比较 , 进行半定

量分析。 以目的片段与 HPRT 的光密度比值作为目的片段

mRNA的相对含量。

1.6　IL-6活性测定
　　根据试剂盒的要求操作 , 加水或 PBS 溶解试剂 , 取出预先

准备好的细胞上清液标本(5 倍浓缩), 依次加入相关试剂 , 最

后用γ计数仪测定。

1.7　统计学分析
　　所有结果以 x±s表示 , 采用 SPSS10.0 程序进行 F 检验和

q 检验。

2　结果

2.1　低氧时复合培养的肺动脉平滑肌细胞 IL-6基因

的表达状况
　　复合培养的PASMC 在正常状况下表达 IL-6基因, 低氧2 h 时

明显升高 ,低氧 6 h 时表达至高峰, 12 h 已有降低 ,仍明显高于低氧

2 h的表达水平。单独培养组高于复合培养组。见表 1,图 1。

表 1　低氧对 PASMC 表达 IL-6 mRNA 的影响(n=4 , x±s)

Tab 1　Effect of hypoxia on IL-6 mRNA expression in cocultured

PASMC under hypoxia(n=4 , x±s)

N H2 H6 H12

Homotypic 0.67±0.07■ 1.75±0.09＊ ■ 2.25±0.12＊■ 1.86±0.10＊ ■

Coculture 0.37±0.07 0.84±0.08＊ 1.18±0.11＊ 0.95±0.09＊ 

＊:P<0.01 vs N group; :P<0.01 vsH6 group;■:P<0.01 vs Coculture g roup

1-3:Hypoxia for 2, 6 and 12 h respeotively;N:Normal control;M:PCR marker

图 1　低氧对PASMC 表达 IL-6 mRNA的影响

Fig 1　Effect of hypoxia on IL-6 mRNA expression

2.2　低氧时复合培养的肺动脉平滑肌细胞 IL-6活性

的变化
　　低氧处理单独培养和复合培养的 PASMC 后 IL-6 活性的变

化情况见表 2。

　　表 2示 , 复合培养的 PASMC 在低氧 2 h 时 IL-6 活性升高 ,

低氧6 h 时 IL-6 活性表达最高 , 24 h 明显降低 ,但高于常氧的水

平。单独培养组的水平高于复合培养组。

表 2　低氧时 PASMC 上清液中 IL-6活性的变化(n=4 , x±s)

Tab 2　Changes of IL-6 activity in the supernatant fluid of cocultured PASMC under hypoxia(n=4 , x±s)

N H2 H6 H12 H24

　　　　Homotypic 91.34±15.22■ 226.86±26.31＊ ■ 613.52±43.37＊■ 389.91±29.64＊ ■ 243.52±23.18＊ ■

　　　　Coculture 78.49±16.37 200.68±23.55＊ 485.32±39.91＊ 342.26±33.25＊ 176.53±19.64＊ 

＊:P<0.01 vs N group; :P<0.01 vs H group;■:P<0.01 vs Coculture group

3　讨论

　　IL-6是由 184个氨基酸残基构成的糖蛋白 ,分子

量为 21×10
3
,人和鼠 IL-6氨基酸序列有 65%的同源

性 ,人 IL-6基因定位于第 7号染色体上 。IL-6 在体内

可由多种细胞产生 ,是属于促红细胞生成素超家族成

员 ,其分布无严格的细胞特异性 ,广泛表达于淋巴细胞

和非淋巴细胞 ,如T 细胞 、成纤维细胞 、单核细胞 、巨核
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细胞和内皮细胞等表面。其广泛分布提示 IL-6作用

的靶细胞种类繁多 ,因而在细胞因子网络中发挥多种

生物学效应 ,如免疫调节 、刺激生血 、防御作用 、急性期

反应等 。1988年 IL-6受体的 cDNA被克隆 , 其全长约

5.0 kb ,编码 467个氨基酸的跨膜糖蛋白。其中有 6个

N-糖基化位点 , 1个在胞浆内 ,另 5个在胞膜外 。跨膜

区和胞浆内区分别由 28个和 82个氨基酸组成 。胞膜

外区由两个串联的纤维连接蛋白 3型结构区 、IG样区

和疏水肽组成 。IL-6受体系统由 80×10
3
的 IL-6R和

一个不能与 IL-6 结合的 130 ×10
3
的信号传导子

(gp130)组成。应该说 IL-6及其受体的结构已经清楚 ,

需要深入研究其功能 。

　　目前缺氧对复合培养的平滑肌细胞作用后 ,研究

IL-6基因表达及其变化的文献还甚少 ,我们首次报道

缺氧作用 2 h后 IL-6基因在复合培养的 PASMC 中就

有明显升高 ,6 h达高峰 ,12 h有所降低 ,但仍明显高于

正常水平。表明缺氧可以明确促进 IL-6 基因在

PASMC的表达。既往有文献研究 ,在动物模型中 ,低

氧诱导不同的生长因子 、细胞因子和前炎症介质的表

达 ,包括血小板源性生长因子(Platelet-derived growth

factor , PDGF)的表达 、IL-6 、IL-8 和血小板活化因子

(Platelet-activating factor , PAF)。低氧处理人肺成纤维

细胞和VSMC后 ,可使细胞表达 IL-6升高 4 ～ 5倍 , IL8

升高 5 ～ 6倍
[ 9]
。在常氧条件下 ,PAF 和 PDGF 诱导人

肺成纤维细胞和 VSMC表达 IL-6和 IL-8 ,低氧作用时 ,

PAF和 PDGF 仍发挥调节作用
[ 9]
。VSMC 可自身分泌

IL-6 ,精氨酸加压素对其分泌物有明显的抑制作用 ,且

作用时间愈长 ,抑制作用愈显著
[ 10]
。此外文献[ 11]报

道提示 ,低密度脂蛋白刺激人 VSMC 表达 gp130 ,从而

分泌 IL-6。5-羟色胺促进人血管平滑肌细胞表达 IL-

6
[ 12]
。补体复合物 C5b-9 刺激人平滑肌细胞表达 IL-

6
[ 13]
。抗氧化剂抑制血管内皮生长因子(Vascular endo-

thelial growth factor ,VEGF)诱导的 NF-KB 的激活 、IL-6

的表达和细胞迁移
[ 14]
。过氧化物酶体增生物激活受

体在血管内皮细胞 、平滑肌细胞 、单核细胞和巨噬细胞

中抑制 IL-6 、COX2 、ET1的表达
[ 15]
。说明 , IL-6的分泌

和抑制是复杂的 ,细胞因子之间 、细胞因子与其它因子

之间存在相互作用。

　　低氧状况下 PASMC中 IL-6明显升高 ,有可能通过

激活MAPK 、信号传导与转录活化因子等多种信号途

径 ,参与低氧肺动脉高压 、血管性疾病的发病机制 。详

细作用途径在进一步研究之中 。
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