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硫酸吲哚酚通过芳香烃受体介导 p53 的表达
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摘 　 要 　 目的 　 探讨硫酸吲哚酚( indophenol sulfate,IS)通过芳香烃受体( aromatic hydrocarbon receptor,AHR)介导 p53 的表

达水平变化及其作用机制。 方法 　 体外培养人主动脉血管平滑肌细胞,分别以 250、500、1000μmol / L IS 干预细胞 48h,Western
blot 法分别检测 p53 的蛋白表达,观察不同浓度的 IS 对 p53 变化的影响。 以 500μmol / L IS 干预细胞 12、24、48h,Western blot 法
分别检测 p53 的蛋白表达,观察 IS 干预不同时间对 p53 变化的影响。 细胞分为对照组、IS 组(500μmol / L IS 处理 24h / 48h)、有机

阴离子转运体( organic anion transporter,OAT)抑制剂丙磺舒组(150μmol / L 丙磺舒处理 24h)、IS + 丙磺舒组(150μmol / L 丙磺舒干

预 24h 后加入 500μmol / L IS 干预 24h / 48h)、芳香烃受体 ( AHR) 抑制剂 CH223191 组 ( 10μmol / L CH223191 处理 24h)、 IS +
CH223191 组(10μmol / L CH223191 干预 24h 后加入 500μmol / L IS 干预 24h / 48h),实时荧光定量 PCR、Western blot 法分别检测

p53 的 mRNA 和蛋白表达,观察 IS 通过 AHR 介导 p53 的表达水平变化。 结果 　 IS 以时间依赖和浓度依赖的方式诱导 p53 的表

达,与对照组比较,IS 处理过的人主动脉血管平滑肌细胞上 p53 的蛋白的表达增加(P < 0. 05)。 与 IS 组比较,IS + CH - 223191
和 IS + 丙磺舒干预后的细胞上 p53 的表达均降低(P < 0. 05)。 结论 　 IS 可促进人主动脉血管平滑肌细胞上 p53 的表达,AHR 抑

制剂 CH223191 可拮抗 IS 对于 p53 表达的影响。
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Abstract　 Objective　 To investigate the expression level of p53mediated by indoxyl sulfate ( IS) through aromatic hydrocarbon re-
ceptor (AHR) and its mechanism. Methods　 Human aortic vascular smooth muscle cells were cultured in vitro and intervened with 250、
500 and 1000μmol / L for 48h. The protein expression of p53 was detected by Western blot, and the effects of different concentrations of IS
on the changes of p53 were observed. The cells were intervened with IS at a concentration of 500μmol / L for 12, 24 and 48h, and the pro-
tein expression of p53 was detected by Western blot, respectively, the effects of IS intervention at different times on the changes of p53
were observed. The cells were divided into control group, IS group ( treatment with 500μmol / L IS for 24h / 48h), organic anion transport-
er (OAT) inhibitor Probenecid group ( treatment with 150μmol / L Probenecid for 24h), IS + Probenecid group ( intervention with
500μmol / L IS for 24h / 48h after intervention with 150μmol / L Probenecid for 24h), AHR inhibitor CH223191 group ( treatment with
10μmol / L CH223191 for 24h), IS + CH223191 group ( intervention with 500mol / L IS for 24h / 48h after intervention with 10mol / L
CH223191 for 24h) . The mRNA and protein expression of p53 were detected by real - time fluorescence quantitative polymerase chain re-
action (RT - qPCR) and Western blot, and the changes of p53 expression level mediated by AHR were observed. Results　 IS induced
the expression of p53 in a time - dependent and concentration - dependent manner. Compared with the control group, the expression of
p53 protein in human aortic vascular smooth muscle cells treated with IS was increased (P < 0. 05) . Compared with IS group, the expres-
sions of p53 in cells of IS + CH223191 and IS + Probenecid intervention were decreased (P < 0. 05) . Conclusion　 IS can promote the
expression of p53 in human aortic vascular smooth muscle cells, and AHR inhibitor Probenecid can antagonize the effect of IS on the ex-
pression of p53.
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　 　 硫酸吲哚酚( indophenol sulfate,IS)是肾脏终末

期产生的一种尿毒症毒素。 它与白蛋白的结合率超

过 90% ,在血液透析时很难被滤过 [1] 。 因此大量 IS
在体内蓄积,对人体产生危害。 目前,越来越多的研

究证实慢性肾脏病终末期肾衰竭尿毒症毒素与心血
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管疾病存在相关性 [2 ~ 4] 。 其中,IS 是研究最广泛的尿

毒症毒素,它的相对分子质量是 251. 3,主要来源于

色氨酸代谢。 色氨酸在肠道细菌的作用下生成吲哚,
吲哚被吸收入血后经门静脉进入肝脏,在肝脏中经过

羟化、硫酸化以后生成 IS[5] 。 p53 是一种调节转录的

序列特异性 DNA 结合蛋白,p53 的功能集中在其促

进细胞周期停滞和细胞凋亡的能力上 [6,7] 。
血管平滑肌细胞的凋亡与心血管疾病的发病机

制密切相关,抑制血管平滑肌细胞凋亡是减缓心血管

疾病尤其是动脉粥样硬化发展的有效预防策略 [8] 。
有研究表明,p53 水平与亚临床动脉粥样硬化患者的

颈动脉内膜中层厚度呈正相关 [9] 。 芳香烃受体( aro-
matic hydrocarbon receptor,AHR) 是 IS 的天然配体,
硫酸吲哚酚通过 AHR 的转运进入细胞核内 [10] 。 笔

者采用 IS 刺激人主动脉血管平滑肌细胞,并给与

AHR 的特异性抑制剂( CH223191)进行干预处理,检
测 p53 的表达,探索 IS 是否能够通过 AHR 受体介导

p53 的表达。
材料与方法

1. 细胞和试剂:人主动脉血管平滑肌细胞(CP -
H081,武汉普诺赛公司);人主动脉血管平滑肌细胞

完全培养基( CM - H081,武汉普诺赛公司);吲苷钾

盐( I3875,美国 Sigma - Aldrich 公司);兔抗 p53 抗

体、鼠抗 GAPDH 单克隆抗体 ( 美国 Proteintech 公

司);辣根过氧化物酶标记山羊抗小鼠或兔 IgG 抗体

(美国 Proteintech 公司);BCA 蛋白定量试剂盒(北京

索莱宝公司); 高效 RIPA 组织 / 细胞裂解缓冲液(北

京索莱宝公司);蛋白酶抑制剂(北京索莱宝公司);
磷酸酶抑制剂(北京索莱宝公司);蛋白印迹法专用

发光液(美国 Affinity 公司);SDS - PAGE 凝胶配制试

剂盒(北京索莱宝公司);实时定量 PCR 试剂盒(美

国 Invitrogen 公司);RNA 提取试剂盒(美国 Omega 公

司);cDNA 第一链合成试剂盒 (中国 MCE 公司);
SYBR Green PCR Master Mix(美国 Sigma - Aldrich 公

司);Trizon Reagent、Ultrapure RNA 超纯 RNA 提取试

剂盒(江苏康为试剂公司); 反转录试剂盒 (北京全

式金公司)。
2. 细胞培养:人主动脉血管平滑细胞用完全培养

基,放置在 37℃ 、5% CO2 条件下恒温培养。 贴壁生

长至融合状态,用 0. 25% 的胰蛋白酶进行消化,选择

生长状态良好的细胞进行传代。 当细胞贴壁融合至

80% 以上时,更换为无血清培养基使细胞饥饿 24h。
每次实验均选取 4 代细胞,并重复实验 3 次。

3. Western blot 法检测相关蛋白表达:收集各组

细胞,加入 100μl 配制的细胞裂解液,冰上裂解 30min
后刮取细胞及裂解液,离心后取上清,选取 BCA 法测

定蛋白浓度。 取 30μg 总蛋白凝胶电泳分离,转膜,
5% 脱脂牛奶室温封闭 1h,加一抗 p53(浓度 1∶ 1000)
或 GAPDH(浓度 1 ∶ 10000),4℃ 下孵育过夜。 TBST
洗膜 3 次,每次 5min,加入相应二抗室温孵育 1h,洗
膜后用化学发光曝光显影,以 GAPDH 作为对照,分
析各组细胞目的蛋白的相对表达量。

4. 实时定量 PCR 检测相关 mRNA 表达:每组细

胞加入 400μl 的 Trizol,待细胞充分裂解后移入 1. 5ml
的 EP 管中,加入 80μl 的氯仿,离心后取上清,加入等

体积的异丙醇离心后弃上清,接着用 75% 的乙醇洗

涤沉淀。 用无菌无酶水溶解沉淀后测定 RNA 的浓度

和纯度。 将 RNA 反转录合成 cDNA,通过 PCR 扩增

cDNA。 反应体系包括:下游引物 0. 75μl,上游引物

0. 75μl,cDNA 2μl,ddH2O 6. 4μl,SYBR Green 10μl,
ROX 0. 1μl,总体积 20μl。 各基因引物序列详见表 1。

表 1　 各基因引物序列

基因名称 引物序列(5′→3′) 引物长度( bp)
p53 上游引物:GAGGTTGGCTCTGACTGTACC 21

下游引物:TCCGTCCCAGTAGATTACCAC 21
β - actin 上游引物:AGAAAATCTGGCACCACACC 20

下游引物:GTCTCAAACATGATCTGGG 20

　 　 5. 统计学方法:应用 SPSS 22. 0 软件学软件对数

据进行统计分析,符合正态分布的计量资料以均数 ±
标准差( x ± s)表示,两组间比较采用 t 检验,多组间

比较采用单因素方差分析,以 P < 0. 05 为差异有统

计学意义。
结 　 　 果

1. 不同浓度的 IS 对于 p53 表达的影响:Western
blot 法结果显示,不同浓度 IS(250、500、1000μmol / L)
作用于人主动脉血管平滑肌细胞 48h 后,p53 的表达

显著增多。 与对照组比较,差异有统计学意义(P <
0. 05,图 1)。

2. IS 作用于人主动脉血管平滑肌细胞不同时间

对于 p53 表达的影响:Western blot 法检测结果显示,
500μmol / L 的 IS 分别以 12、24、48h 作用于人主动脉

血管平滑肌细胞。 24h 时 p53 的表达量明显增多,与
对照组比较差异有统计学意义(P < 0. 05,图 2)。

3. AHR 抑制剂对于 p53 表达的影响:Western
blot 法结果显示,IS(500μmol / L 作用 48h)组,比较于

对照组 p53 表 达 增 多, 差 异 有 统 计 学 意 义 ( P <
·74·
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图 1　 不同浓度的 IS 对于 p53 表达的影响

A. p53 蛋白的表达的情况(Western blot 法) ;B. p53 蛋白的

表达的情况(柱形图) ,与对照组比较,∗ P < 0. 05( n = 3)

　

图 2　 IS 作用不同时间对 p53 表达的影响

A. p53 蛋白的表达的情况(Western blot 法) ;B. p53 蛋白的表达的

情况(柱形图) ,与对照组比较,∗ P < 0. 05( n = 3)

　

0. 05)。 但是在加入有机阴离子转运体( organic anion
transporter,OAT)抑制剂丙磺舒(150μmol / L)和 AHR
抑制剂 CH - 223191(10μmol / L),p53 的表达量明显

降低,与 IS 组比较差异有统计学意义 (P < 0. 05,图
3)。 实时荧光定量 PCR 的结果显示,IS(500μmol / L
作用 24h)会使得 p53mRNA 的表达量增多,在加入

OAT 抑制剂丙磺舒(150μmol / L)和芳香烃受体抑制

剂 CH - 223191 ( 10μmol / L ) 后, 与 IS 组 比 较

p53mRNA 的表达量明显下降,差异均有统计学意义。
(P 均 < 0. 05,图 4)。

讨 　 　 论

笔者采用 IS 刺激人主动脉血管平滑细胞,观察

p53 蛋白的表达情况,加入 AHR 抑制剂 CH223191,

图 3　 AHR 抑制剂对于 IS 诱导 p53 蛋白表达的影响

A. p53 蛋白的表达的情况(Western blot 法) ;B. p53 蛋白的

表达的情况(柱形图) ,与对照组比较,∗ P < 0. 05;

与 IS 组比较,#P < 0. 05( n = 3)

　

图 4　 AHR 抑制剂对于 IS 诱导 p53mRNA 表达的影响

与对照组比较,∗ P < 0. 05;与 IS 组比较,#P < 0. 05( n = 3)

　

探讨 AHR 抑制剂对于 IS 诱导的 p53 的表达情况。
本研究结果表明,IS 会促进 p53 蛋白的表达,并且随

着时间的延长和浓度的升高,其表达量越来越高。
AhR 抑制剂会拮抗 IS 对于 p53 表达的影响。

心血管疾病是慢性肾脏病患者 ( chronic kidney
disease,CKD)死亡的重要原因。 近年来研究证实,
CKD 诱发心血管疾病的发生与 IS 的蓄积密切相

关 [11] 。 IS 是目前研究最广泛的尿毒症毒素,在肾衰

竭时常积聚在血液中,给人体带来很大危害 [12,13] 。
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Barreto 等 [14] 研究表明,在 CKD 患者中,心血管死亡

风险与 IS 水平升高密切相关。 IS 可诱导 CKD 患者

的靶器官损伤,并引起心血管疾病、肾性骨营养不良、
肌肉萎缩和贫血等并发症 [15,16] 。 IS 刺激 CKD 中活

性氧( reactive oxygen species,ROS)的产生,从而引发

心血管风险,并且通过对系膜细胞的直接细胞毒性作

用损害肾小球滤过,进一步加重 IS 的积累 [17] 。 研究

表明升高的 IS 诱导氧化应激、促炎反应和增强的内

皮细胞中黏附分子的表达,并且 IS 对内皮细胞的毒

性作用导致 CKD 患者心血管疾病的发生、发展 [18] 。
IS 通过 OAT 转运体进入细胞,发挥其功能。 先前有

研究表明,AHR 是尿毒症毒素的激动剂 [19] 。 如今已

被证实 IS 是 AHR 的配体,它可通过芳香烃受体的介

导转运进入细胞核内 [20] 。 AHR 是一种转录因子,通
过与特定配体结合来调节广泛的生物学和毒理学效

应。 AHR 配体广泛存在于各种内部和外部环境中,
不同的配体会表现出不同的反应 [21] 。 据报道,AHR
与 CKD 的整个过程都密切相关 [21] 。 　

p53 是一种转录因子,通过反式激活和反式抑制

参与调节多种基因以及功能,包括 DNA 损伤、癌基因

表达、核糖体功能障碍和氧化应激 [22] 。 p53 表达的

升高促进了细胞凋亡、细胞周期停滞和代谢改变 [23] 。
因此,长期以来 p53 主要被认为是一个重要的肿瘤抑

制因子。 然而,它在其他病理过程中也发挥作用,其
在各种心血管疾病中的作用受到关注 [23] 。 越来越多

的研究表明,p53 在包括心肌在内的心血管疾病中发

挥重要的调节作用。 Annarosa 等 [24] 研究确定在心脏

功能障碍的狗模型中,p53 的表达和活性增加,伴随

着程序性细胞死亡增加。 在病理性心血管环境中,
p53 在患者样本和动物模型中的表达都升高,在晚期

心力衰竭患者中检测到 p53 表达增加 [25] 。 升高的

p53 通过抑制血管生成、细胞程序性死亡、代谢调节

和细胞周期停滞调节发挥调节作用。 这在很大程度上

促进了心血管疾病的发展,特别是心肌梗死、肥厚性心

肌病、扩张型心肌病和糖尿病心肌病的心脏重构。 p53
在动脉粥样硬化的中的作用也被发现。 动脉粥样硬化

的病理过程涉及 p53 对动脉粥样硬化相关细胞增殖和

衰老的调节。 巨噬细胞是动脉硬化斑块中的重要细

胞,在斑块形成过程中发挥着重要作用。 p53 可通过

增加巨噬细胞的增殖来促进动脉粥样硬化斑块的形

成[26,27] 。
综上所述,IS 和 p53 都与心血管疾病的发生密

切相关。 本研究通过时间依赖和剂量依赖两种方式

证实了 IS 会促进人主动脉血管平滑肌细胞上 p53 的

表达。 在加入了 AHR 抑制剂 CH223191 之后,p53 的

表达又降低。 这表明 IS 可能会通过 AHR 的介导转

运进入细胞核内,然后促进 p53 的表达。
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