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ＪＮＫ信号传导通路在赭曲毒素 Ａ体外诱导
人肾小管上皮细胞凋亡中的作用

李增宁，邢凌霄，崔晋峰，申海涛，丁　涛，严　霞，王俊灵，张祥宏

（河北医科大学病理学研究室，河北 石家庄　０５００１７）

摘要：目的　探讨赭曲毒素 Ａ（ＯＡ）诱导人肾小管
上皮细胞（ＨＫＣ）凋亡的作用机制。方法　体外培
养ＨＫＣ，随机分为空白对照组、溶剂（０．０４％乙醇）
对照组、ＯＡ１μｍｏｌ·Ｌ－１处理组及ｃＪｕｎ氨基端激酶
（ＪＮＫ）阻断剂 ＳＰ６００１２５０．５μｍｏｌ·Ｌ－１预处理 ＋ＯＡ
组。细胞处理２４ｈ后，分别采用流式细胞仪检测细
胞的凋亡率，免疫细胞化学染色和 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印
迹法检测凋亡相关蛋白天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶

（ｃａｓｐａｓｅ）３蛋白的表达以及 ＪＮＫ的磷酸化水平（ｐ
ＪＮＫ）。结果　ＯＡ组细胞凋亡率明显高于溶剂对照
组〔（４．２４±０．１７）％ ｖｓ（１．０６±０．１４）％〕，
ＳＰ６００１２５预处理 ＋ＯＡ组 ＨＫＣ凋亡率〔（２．４４±
０．３８）％ 〕明显低于 ＯＡ组。ＯＡ组 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白
的表达和ｐＪＮＫ水平明显升高，ＳＰ６００１２５预处理 ＋
ＯＡ组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达和 ｐＪＮＫ水平较 ＯＡ组
明显降低。结论　ＯＡ可能通过激活 ＪＮＫ，上调
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达而诱导ＨＫＣ凋亡。
关键词：赭曲毒素Ａ；ｃＪｕｎ氨基端激酶；细胞凋亡；
信号传导；丝裂原激活蛋白激酶类；细胞，培养的
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　　赭曲毒素 Ａ（ｏｃｈｒａｔｏｘｉｎＡ，ＯＡ）是自然界中的
一种真菌毒素，主要由赭孢类和青霉属的某些

菌株产生，广泛存在于谷物和食品中［１－２］。１９９３年
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国际癌症研究中心将 ＯＡ列为可能的人类致癌物。
研究发现，我国部分地区居民ＯＡ的日暴露量明显高
于国际标准［３］。许多报道显示，ＯＡ有广泛的细胞毒
性作用，肾脏是其主要的靶器官。目前，有关 ＯＡ肾
毒性机制的研究多集中在 ＯＡ和 ＤＮＡ形成 ＤＮＡ加
合物以及ＯＡ抑制线粒体的氧化呼吸链方面，而对于
其诱导细胞凋亡机制的研究较少。本研究通过体外

培养人肾小管上皮细胞（ｈｕｍａｎｋｉｄｎｅｙｔｕｂｕｌａｒｅｐｉｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＫＣ），采用流式细胞定量检测技术、免疫
细胞化学染色和Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法观察ＨＫＣ凋亡
率、天冬氨酸半胱氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）３蛋白的表达
以及 ｃＪｕｎ氨基端激酶（ｃＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，
ＪＮＫ）的磷酸化水平（ｐＪＮＫ），探讨 ＪＮＫ信号传导通
路在ＯＡ致ＨＫＣ凋亡中的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞和试剂
ＨＫＣ为解放军总医院陈香美教授惠赠；小鼠抗

人ｐＪＮＫ单克隆抗体（美国 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司）；小鼠
抗人 ｃａｓｐａｓｅ３单克隆抗体和辣根过氧化物酶
（ＨＲＰ）标记的羊抗鼠 ＩｇＧ抗体（北京中山试剂公
司）；ＯＡ购自德国Ａｌｆａ公司，乙醇溶解，生理盐水稀
释成终浓度为１μｍｏｌ·Ｌ－１的工作液，乙醇终浓度为
０．０４％，４℃保存；特异性ＪＮＫ阻断剂 ＳＰ６００１２５（美
国Ｓｉｇｍａ公司），二甲亚砜溶解，４℃保存，临用时
稀释至终浓度为０．５μｍｏｌ·Ｌ－１。
１．２　实验分组和处理

选择对数生长期的ＨＫＣ（传代２４ｈ后）随机分
为空白（生理盐水）对照组、溶剂（０．０４％乙醇）对照
组、ＯＡ１μｍｏｌ·Ｌ－１处理组和 ＳＰ６００１２５０．５μｍｏｌ·
Ｌ－１预处理３０ｍｉｎ＋ＯＡ１μｍｏｌ·Ｌ－１组。继续培养
２４ｈ后收集细胞进行检测。
１．３　流式细胞仪检测ＨＫＣ凋亡率

按文献［４］方法离心收集 ＨＫＣ，于７０％乙醇固
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定，ＰＢＳ洗涤，调整细胞密度为１×１０９Ｌ－１，溴化乙
啶染色。用 ＥｐｉｃｓＸＬⅡ型流式细胞仪（美国 Ｂｅｃｋ
ｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司）进行 ＤＮＡ测量，以二倍体峰前出
现亚二倍体峰判定细胞凋亡并计算凋亡率。激发光

源为１５ｍＷ氩离子激光器，激发波长为４８０ｎｍ，工
作功率３００ｍＷ，所获数据输入 ＨＰ３００Ｃｏｎｓｏｒｔ３０计
算机，应用ＢｅｃｋｍａｎＣｏｕｌｔｅｒ公司的相应软件程序进
行数据处理。

１．４　免疫细胞化学方法检测ｃａｓｐａｓｅ３的表达和ｐ
ＪＮＫ的水平

取ＨＫＣ，消化，按每孔１×１０４接种于事先放入
灭菌盖玻片的６孔板中，更换培养基后，按上述分组
处理。继续培养２４ｈ，生理盐水洗涤，４％多聚甲醛
固定３０ｍｉｎ。按常规 ＳＰ方法进行免疫细胞化学染
色。以细胞浆内出现棕黄色颗粒为 ｃａｓｐａｓｅ３免疫
阳性的判定标准，以胞浆及胞核内出现棕黄色颗粒

为ｐＪＮＫ免疫阳性的判定标准。在３～４张爬片中
随机选取１０个高倍视野，计数每个视野阳性细胞百
分数（阳性细胞数／总细胞数×１００％），取平均值。
１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹法测定 ｃａｓｐａｓｅ３的表达和
ｐＪＮＫ的水平

将收集的细胞用 ＰＢＳ洗涤，加入预冷的细胞总
蛋白裂解液，提取细胞总蛋白，考马斯亮蓝方法蛋白

定量。经１５％ＳＤＳＰＡＧＥ，电转移于ＰＶＤＦ膜上，５％
脱脂奶封闭过夜。小鼠抗人 ｐＪＮＫ或 ｃａｓｐａｓｅ３单
克隆抗体（１∶１００）３７℃孵育４ｈ，ＨＲＰ标记的羊抗鼠
ＩｇＧ抗体（１∶２０００）３７℃孵育 ２ｈ，ＤＡＢ显色。Ｓｎｙ
ｇｅｎｅ全自动凝胶成像分析系统分析 ｃａｓｐａｓｅ３的表
达以及ｐＪＮＫ的水平。
１．６　统计学处理

结果数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１２．０统计软

件进行多组均数间比较，方差齐性检验后进行单因

素方差分析。

２　结果

２．１　赭曲毒素Ａ对ＨＫＣ凋亡率的影响
图１结果显示，与空白对照组的凋亡率（０．９８±

０．０５）％和溶剂对照组的凋亡率（１．０６±０．１４）％相
比，ＯＡ处理组 ＨＫＣ凋亡率明显增高〔（４．２４±
０．１７）％，ｎ＝３，Ｐ＜０．０５〕。ＳＰ６００１２５预处理＋ＯＡ
组ＨＫＣ的凋亡率为（２．４４±０．３８）％，高于空白对
照组和溶剂对照组（Ｐ＜０．０５），但较 ＯＡ组有所降
低（Ｐ＜０．０５）。提示 ＯＡ促进 ＨＫＣ凋亡，ＳＰ６００１２５
预处理可以部分抑制ＯＡ引起的ＨＫＣ凋亡。
２．２　赭曲毒素Ａ对ＨＫＣｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达的影响

免疫细胞化学检测结果显示，ＯＡ处理组细胞
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性表达率较溶剂对照组明显增加，
ＳＰ６００１２５预处理＋ＯＡ组细胞ｃａｓｐａｓｅ３蛋白阳性表达
率高于溶剂对照组，但较ＯＡ处理组有所降低（图２）。
Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测结果显示，各组在３２ｋｕ位置均
出现了ｃａｓｐａｓｅ３蛋白免疫反应阳性条带。定量分析表
明，ＯＡ处理组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达高于溶剂对照组，而
ＳＰ６００１２５预处理＋ＯＡ组ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的相对含量低
于ＯＡ处理组（图３）。提示，ＯＡ处理可以促进体外培
养ＨＫＣ中ｃａｓｐａｓｅ３的表达，而ＳＰ６００１２５可以部分抑
制ＯＡ引起的ｃａｓｐａｓｅ３表达。
２．３　赭曲毒素Ａ对ＨＫＣＪＮＫ磷酸化的影响

免疫细胞化学检测结果显示（图４），ＯＡ处理组
细胞ｐＪＮＫ水平高于溶剂对照组，而ＳＰ６００１２５预处
理＋ＯＡ组细胞ｐＪＮＫ水平低于 ＯＡ处理组。Ｗｅｓｔ
ｅｒｎ蛋白印迹结果显示（图５），ＳＰ６００１２５预处理后
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ｐＪＮＫ水平低于 ＯＡ处理组。结果表明，ＯＡ处理
ＨＫＣ可以激活ＪＮＫ，使ｐＪＮＫ水平增加。

３　讨论

ＯＡ在自然界中广泛存在，其肾脏毒性与严重
肾脏疾病的发生发展密切相关。短期动物实验结果

表明，ＯＡ可引起肾小管萎缩、坏死、间质纤维化和
肾小球透明变性［５］；长期动物实验结果表明，ＯＡ可
以引起肾脏肿瘤的发生［６］。所以，探讨其肾毒性对

进一步认识其致病机制，有效预防 ＯＡ的肾毒性具
有重要意义。

细胞凋亡是生命活动过程中不可缺少的组成部

分，多种刺激因素启动的信号通路最终通过激活

ｃａｓｐａｓｅ３而诱导细胞凋亡。本研究结果表明，１
μｍｏｌ·Ｌ－１ＯＡ处理２４ｈ可以使体外培养的 ＨＫＣ凋
亡率增加，并见ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达增强。提示 ＯＡ
是通过 ｃａｓｐａｓｅ３启动 ＨＫＣ凋亡。这与 Ａｓｓａｆ等［７］

报道的ＯＡ对体外培养人淋巴细胞凋亡影响的结果
相一致。

ＪＮＫ家族是丝裂原激活蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉ
ｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）超家族成员之一，以
ＪＮＫ为中心的 ＪＮＫ信号传导通路可被多种因素激
活。大量研究证实，ＪＮＫ激活可促进或引起细胞凋
亡［８－９］，特异地阻断 ＪＮＫ激活则可抑制细胞凋
亡［１０］。有研究认为，一些真菌毒素如伏马菌素（ｆｕ
ｍｏｎｉｓｉｎ）Ｂ１

［１１］、沙曲毒素类（ｓａｔｒａｔｏｘｉｎｓ）［１２］等都可
以通过激活 ＪＮＫ信号传导通路诱导细胞的凋亡。
已有报道，ＪＮＫ在促使 ｃＪｕｎ磷酸化后可激活凋亡
相关蛋白激酶ｃａｓｐａｓｅ家族的级联反应，启动细胞凋
亡［１３］。因此作者推测，ＪＮＫ信号传导通路可能会在
ＯＡ致 ＨＫＣ凋亡中起作用。本研究表明，ＯＡ使
ＨＫＣ的ＪＮＫ活性增强；而应用特异性 ＪＮＫ阻断剂
ＳＰ６００１２５预处理则明显抑制ＪＮＫ的活化。这提示，
ＯＡ可以激活 ＪＮＫ信号传导通路。本研究还发现，
ＳＰ６００１２５预处理在一定程度上抑制了 ＯＡ诱导的
ＨＫＣ凋亡和ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达，表明ＯＡ可通过活
化ＪＮＫ而激活 ｃａｓｐａｓｅ３，进而诱导 ＨＫＣ凋亡。但
值得注意的是，ＳＰ６００１２５预处理只能部分抑制 ＯＡ
诱导的 ＨＫＣ凋亡，这可能是由于在 ＪＮＫ信号传导
通路之外还有其他并行的信号通路参与凋亡的诱

导，这有待于进一步研究。

综合以上结果，ＯＡ可以诱导ＨＫＣ凋亡，其机制

可能与激活ＪＮＫ，进而上调 ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达有
关。
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