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·基础研究·

瘦素对大鼠气道平滑肌细胞凋亡的影响
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　　摘　要：目的　探讨瘦素对大鼠气道平滑肌细胞（ＡＳＭＣｓ）凋亡的影响。方法　体外培养大鼠ＡＳＭＣｓ。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定

ＡＳＭＣｓ上瘦素受体的表达。不同浓度（０、２０、４０、６０、８０、１００μｇ／ｍＬ）的瘦素及１００μｇ／ｍＬ瘦素＋ＢＹ０９６１Ｒｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｌ）干

预培养的大鼠ＡＳＭＣｓ４８ｈ后，ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＣ测定细胞凋亡率，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定半胱氨酸天冬氨酸蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ３）

和Ｂ细胞淋巴瘤／白血病ｘｌ（Ｂｃｌｘｌ）蛋白表达。结果　ＡＳＭＣｓ上有瘦素受体的表达；细胞的凋亡率与瘦素浓度呈负相关；瘦素对

ＡＳＭＣｓ抗凋亡作用与浓度呈正相关，ｃａｓｐａｓｅ３表达减少，Ｂｃｌｘｌ表达增加。结论　大鼠ＡＳＭＣｓ表面有瘦素受体的表达。瘦素可

以抑制体外培养的大鼠ＡＳＭＣｓ的凋亡，且这种作用呈浓度依赖性。
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　　瘦素，为一种相对分子质量为１６×１０３ 的激素，主要由脂

肪细胞分泌，在免疫系统和炎症中起着多方面的作用［１］。瘦素

与瘦素受体（ＯＢＲ）结合通过激活磷脂酰肌醇３ＯＨ激酶和分

裂素活化的蛋白激酶（ＭＡＰＫ）信号通路发挥其作用
［２］。瘦素

浓度在过敏性气道中是增加的，可能在肥胖和哮喘的关系中起

着作用［３］。但瘦素与瘦素受体的作用通路及发病机制在哮喘

患者的气道中的作用仍不清楚。最新研究证实瘦素可能在促

进气道炎症的同时，参与了哮喘的气道重构过程，瘦素失衡可

能是肥胖哮喘小鼠气道损伤和重建的重要因素［４］。本小组前

期研究表明瘦素可以促进体外培养的大鼠气道平滑肌细胞

（ａｉｒｗａｙｓｍｏｏｔｈｃｅｌｌｓ，ＡＳＭＣｓ）的增殖
［５］，但是瘦素对 ＡＳＭＣｓ

凋亡的影响尚无相关报道。本实验研究目的旨在探讨瘦素是

否可通过与ＡＳＭＣｓ上瘦素受体的结合来抑制细胞的凋亡，从

而可以进一步的了解瘦素对ＡＳＭＣｓ的作用。

１　材料与方法

１．１　材料　实验动物：１５０～２００ｇＳＤ雌性大鼠２只由徐州医

学院实验动物中心提供。主要试剂与仪器：细胞培养基

（ＤＭＥＭ）购自ＧＩｂＩｃｏ公司；瘦素购自Ａｌｅｘｉｓ公司；兔抗鼠瘦素

受体的抗体ＢＹ０９６１Ｒｌｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ（Ｌ）购自上海博华生物科

技有限公司；兔抗大鼠白血病ｘｌ（Ｂｃｌｘｌ）抗体、半胱氨酸天冬

氨酸蛋白酶３（ｃａｓｐａｓｅ３）抗体购自北京中杉公司；ＡｎｎｅｘｉｎＶ

ＦＩＴＣ／ＰＩ凋亡检测试剂盒购自北京宝赛生物技术有限公司。

１．２　方法

１．２．１　大鼠ＡＳＭＣｓ的培养　水合氯醛麻醉大鼠后，在无菌

下剖取气管约１．５ｃｍ放入超净台，将气管段剪成１ｍｍ×１

ｍｍ的组织块，贴于培养瓶的侧面，加入含２５％胎牛血清

（ＦＢＳ）的培养液２ｍＬ于瓶内，于３７℃含５％ＣＯ２ 培养箱静

置，３～４ｈ之后轻轻翻转培养瓶，半开放式于培养箱中培养。

３ｄ后，添加３ｍＬ的培养液于瓶内，培养约６ｄ可换液，此后每

３天换液１次。待细胞长满瓶壁后传代培养，选第４～６代的

细胞用于实验。

１．２．２　细胞鉴定　（１）细胞形态学：倒置显微镜观察细胞的大

小、形态及排列方式等；（２）免疫荧光染色法：把收集好的细胞

加入消毒好的６孔培养板内，ＤＭＥＭ补齐至２ｍＬ。倒置显微

镜下观察细胞融合约５０％～６０％时取出玻片，加３．７％甲醛液

在室温下固定３０ｍｉｎ，磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗２次，每次５

ｍｉｎ，用０．１％山羊血清封闭特异性抗原３０ｍｉｎ，抗ＳＭＣαａｃ

ｔｉｎ（１∶２００ＰＢＳ稀释）室温孵育细胞２ｈ后，加入荧光标记二

抗（１∶２００ＰＢＳ稀释）在４℃孵育过夜，第２天用荧光封片剂

封闭后在荧光显微镜下检测。
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１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测瘦素受体蛋白　（１）分别提取未

经瘦素干预和瘦素干预后的ＡＳＭＣｓ蛋白备用。（２）用啉甲酸

（ＢＣＡ）蛋白实验法测量蛋白的浓度，配胶后，在每个上样孔中

加入３０μＬ的蛋白提取液，电压８０Ｖ电泳，电流４０ｍＡ转膜。

然后把纤维膜取出，放入３０ｇ／Ｌ的封闭液中封闭３ｈ，按一

抗∶洗涤缓冲液（ＷａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ）∶３０ｇ／Ｌ 牛血清蛋白

（ＢＳＡ）＝３∶２∶１加入二抗，孵育２ｈ，配制显色液，缓冲液（ＡＰ

Ｂｕｆｆｅｒ）∶四氮唑蓝（ＮＢＴ）∶甲苯胺蓝（ＢＣＩＰ）＝１０ｍＬ∶

６６μＬ∶３３μＬ，加入显色液约２ｈ，用ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色后用Ｉｍ

ａｇｅＪ软件分析条带的灰度。

１．２．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法测定ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌｘｌ蛋白的表达　

方法同上。封闭后，用 ｗａｓｈｉｎｇＢｕｆｆｅｒ洗涤３次，分别放入含

１０％的ｃａｓｐａｓｅ３和Ｂｃｌｘｌ抗体孵育，２ｈ后配制显色液按上述

方法显色后观察结果。用 ＮＢＴ／ＢＣＩＰ显色后用ＩｍａｇｅＪ软件

分析条带的灰度值，计算Ｂｃｌｘｌ／βａｃｔｉｎ和ｃａｓｐａｓｅ３／βａｃｔｉｎ的

比值。

１．２．５　ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ／ＰＩ测定细胞凋亡率　将第四代的

ＡＳＭＣｓ按１×１０５／孔接种于４个６孔板培养２４ｈ，再加入纯的

ＤＭＥＭ培养２４ｈ，换１％含血清的ＤＭＥＭ，随机分为７组：空

白对照组（Ａ组）；２０μｇ／ｍＬ瘦素组（Ｂ组）；４０μｇ／ｍＬ瘦素组

（Ｃ组）；６０μｇ／ｍＬ瘦素组（Ｄ组）；８０μｇ／ｍＬ瘦素组（Ｅ组）；

１００μｇ／ｍＬ瘦素组（Ｆ组）；１００μｇ／ｍＬ瘦素＋ＢＹ０９６１ＲＬｅｐｔｉｎ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ组（Ｇ组）。将细胞置于培养箱中培养４８ｈ后，用胰酶

消化收集细胞离心５ｍｉｎ。弃上清液后转移至标记好的ＥＰ管

中。每管中加入ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ轻轻重悬细胞，加入ＰＩ避光

反应１０ｍｉｎ，随即用流式细胞仪检测细胞凋亡率。

１．３　统计学处理　数据采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件分析，实验

结果以狓±狊表示。组间比较采用单因素方差分析和狇检验。

相关性分析采用Ｐｅａｒｓｏｎ等级相关进行统计分析，以犘＜０．０５

为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＡＳＭＣｓ的鉴定　倒置显微镜放大１００倍，细胞呈长梭

形，贴壁平行生长，束状排列，密集与稀疏处相互交错（封４图

１Ａ）。免疫荧光染色法证明：抗平滑肌肌动蛋白抗体呈阳性染

色的细胞内可见大量的绿色荧光，说明所培养的细胞为

ＡＳＭＣｓ（封４图１Ｂ）。

２．２　瘦素受体的鉴定　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法显示在相对分子质量

（９５～１３０）×１０３ 之间有明显的条带。见封４图２。

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｆ组比较。

图３　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组裂解的ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达

２．３　瘦素对ＡＳＭＣｓ凋亡的影响　瘦素分别作用于 ＡＳＭＣｓ

４８ｈ后，用流式细胞仪检测各组的凋亡率，Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ组细胞

的凋亡率分别为（５．１６±０．９９）％、（３．４５±０．８２）％、（２．９０±

０．１８）％、（１．６８±０．８７）％、（１．０８±０．２６）％均低于 Ａ 组

（６．４８±０．７６）％（犘＜０．０５），且各组细胞凋亡率与瘦素浓度呈

负相关（狉＝－０．９９２，犘＜０．０１），加入瘦素受体抗体的 Ｇ组细

胞的凋亡率为（３．１２±０．７６）％，较Ｆ组明显升高（犘＜０．０５）。

２．４　瘦素对ｃａｓｐａｓｅ３表达的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ表明不同浓

度瘦素处理后，ＡＳＭＣｓ内裂解的ｃａｓｐａｓｅ３表达减少，并与浓

度呈负相关（狉＝－０．９３２，犘＜０．０１），见图３。

２．５　瘦素对ＡＳＭＣｓ内Ｂｃｌｘｌ蛋白的影响　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结

果示随着瘦素浓度的增加，对抑制细胞凋亡的Ｂｃｌｘｌ蛋白的表

达逐渐增多，且与浓度呈正相关（狉＝０．９７４，犘＜０．０１），见图４。

　　：犘＜０．０５，与Ａ组比较；＃：犘＜０．０５，与Ｆ组比较。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组Ｂｃｌｘｌ蛋白的表达

３　讨　　论

在过去的几年中，许多的研究证实了瘦素在呼吸系统中潜

在作用。基于这样的研究，研究者们试图证明瘦素在特殊的呼

吸系统紊乱中的作用，包括慢性阻塞性肺疾病（ＣＯＰＤ）、哮喘、

肺癌。本研究证明了瘦素与瘦素受体结合抑制了大鼠ＡＳＭＣｓ

的凋亡，瘦素可以使参与细胞凋亡的蛋白ｃａｓｐａｓｅ３表达减少，

使抑制细胞凋亡的蛋白 Ｂｃｌｘｌ表达减少。其中瘦素抑制

ＡＳＭＣｓ凋亡的作用机制尚在研究之中。

瘦素可以通过ＳＴＡＴ３的活化途径体外刺激人的单核细

胞增殖［６］。而且最近一篇文献已经证明了瘦素受体在大鼠

ＡＳＭＣｓ上有表达，瘦素与瘦素受体结合可体外刺激大鼠

ＡＳＭＣｓ的增殖
［５］，这说明它可能在哮喘 ＡＳＭＣｓ增殖中起着

一定的作用。本实验也证实了瘦素受体在大鼠 ＡＳＭＣｓ中有

表达。而且肺组织中有瘦素受体基因的表达；在一些动物模型

实验中也发现了肺组织上的瘦素受体［７］，更重要的是，有研究

发现了肺组织细胞中有瘦素受体ｂ型（ＯＢＲｂ）的表达
［８］，本

实验 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示在９５×１０３ 与１３０×１０３ 之间有明显条

带，与瘦素受体ＯＢＲｂ１２０×１０３ 的相对分子质量相符。说明

ＡＳＭＣｓ上有长型瘦素受体的表达。

有研究表明瘦素可以避免Ｔ淋巴细胞凋亡，调节 ＴＣｅｌｌ

的增殖和活化，并促进血管的生成［９］。哮喘是以气道重塑为主

的慢性气道炎症，主要表现为气道内上皮细胞的脱落、基底膜

的增厚等，且有研究证实了瘦素本身不促进平滑肌的增殖、迁

移或细胞因子的合成，这说明了肥胖对哮喘的影响不能归因于

瘦素直接对ＡＳＭＣｓ的作用
［１０］。

有研究证实了瘦素可以通过激活ｐＥＲＫ和ＰＩ３Ｋ的机制

体外促进大鼠ＡＳＭＣｓ细胞的增殖
［５］，而对大鼠 ＡＳＭＣｓ细胞
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的凋亡率的影响却没有相关的研究。本实验用不同浓度的瘦

素体外刺激大鼠 ＡＳＭＣｓ４８ｈ后，用流式细胞仪检测法和

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法来观察瘦素对细胞凋亡的影响；结果显示了瘦

素可与ＡＳＭ细胞膜上的瘦素受体结合通过相应的作用机制

及相应的信号转导体系而实现抑制细胞的凋亡，导致裂解的

ｃａｓｐａｓｅ３的减少，Ｂｃｌｘｌ的增加，并具有明显的浓度依赖性，于

１００μｇ／ｍＬ时达到高峰，当在Ｆ组中加入ＢＹ０９６１ＲＬｅｐｔｉｎｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ后，实验发现 ＡＳＭＣｓ的凋亡率明显升高，从而证实了

ＢＹ０９６１ＲＬｅｐｔｉｎｒｅｃｅｐｔｏｒ可通过与受体结合抑制瘦素对细胞

的抗凋亡作用。瘦素也可以保护心肌细胞免受缺氧再灌注或

是过氧化氢诱导的凋亡［１１］，说明瘦素在细胞保护中可能起着

重要的作用。

ｃａｓｐａｓｅ家族在细胞凋亡中起着至关重要的作用，ｃａｓｐａｓｅ

３在凋亡过程中起着重要的作用，细胞凋亡的过程是ｃａｓｐａｓｅ３

不可逆水解底物的级联放大反应过程［１２］，它可直接破坏细胞

结构，在细胞发生凋亡时，核纤层蛋白可被ｃａｓｐａｓｅ３在一个近

中部的固定部位所裂解，使核纤层蛋白崩解，导致细胞凋亡。

本研究发现，与对照组相比，不同浓度的瘦素干预 ＡＳＭＣｓ后，

可使裂解的ｃａｓｐａｓｅ３蛋白表达明显增多，且与瘦素浓度呈负

相关，说明ｃａｓｐａｓｅ３参与瘦素对ＡＳＭＣｓ的凋亡作用。

Ｂｃｌｘｌ蛋白是ＢＣＬ蛋白家族的成员之一，是细胞中抑制细

胞凋亡的重要分子之一，Ｂｃｌｘｌ是结构上与Ｂｃｌ２具有４３％同

源性的蛋白与Ｂｃｌ２的作用相同，可抑制细胞凋亡。Ｂｃｌｘｌ的

过度表达可引起细胞核谷胱苷肽（ＧＳＨ）的积聚，导致核内氧

化还原平衡的改变，从而降低ｃａｓｐａｓｅ３酶的活性。本研究发

现不同浓度的瘦素可以通过增加Ｂｃｌｘｌ蛋白的表达使ｃａｓｐａｓｅ

３蛋白减少且与瘦素浓度呈正相关（犘＜０．０１）。当加入瘦素受

体抑制剂时，ｃａｓｐａｓｅ３蛋白的表达明显增多，Ｂｃｌｘｌ蛋白表达

明显减少。这说明了二者在瘦素对 ＡＳＭＣｓ的抑制凋亡作用

中发挥重要的作用，共同参与细胞的凋亡过程。

总之，瘦素可以在体外与大鼠 ＡＳＭＣｓ的瘦素受体结合，

增加Ｂｃｌｘｌ的表达，抑制裂解ｃａｓｐａｓｅ３的表达，从而实现了对

ＡＳＭＣｓ的保护。其中的作用机制尚不清楚，可能是ＰＩ３Ｋ和

ＭＡＰＫ通路发挥其作用，这有待进一步的研究来证实。
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