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低浓度哇巴因对负鼠肾小管上皮细胞增殖的影响 *
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摘要 目的：用低血清培养液来模拟肾脏供血不足的营养不良状态，研究低浓度哇巴因对低血清培养下 OK细胞(负鼠肾小管上皮
细胞)增殖的影响。方法：用低浓度哇巴因（1-30nM）处理 0.2%血清培养下 OK细胞，MTT实验和 Brdu掺入法检测哇巴因对 OK
细胞增殖的影响；Western blot检测 Akt和 ERK1/2的磷酸化水平；用 LY294002和 PD98059分别抑制 PI3K/Akt和 ERK1/2蛋白
激酶活性，观察抑制 PI3K/Akt和 ERK1/2对哇巴因促进 OK细胞增殖的影响。结果：低浓度哇巴因（1-30nM）促进 OK细胞的增
值，上调 OK细胞中 Akt和 ERK1/2磷酸化水平。用 LY294002和 PD98059特异抑制 Akt和 ERK1/2的活化能够抑制哇巴因的促
增殖作用。结论：低浓度哇巴因（1-10nM）能够促进 OK细胞的增值，PI3K/Akt和 ERK1/2信号通路参与哇巴因对 OK细胞促增殖
作用的调节。
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Low Doses of Ouabain Stimulate Kidney Tubular Cell Proliferation under
Serum Deprivation Condition Via Activation of PI3K/Akt and ERK1/2*

To study the effect of physiologic concentration ouabain on OK cell proliferation and to analyze its
mechanism. OK cells cultured under 0.2% Low Serum Culture Medium were treated with 1-30nM ouabain. Brdu incorporation
assay and MTT methods were used to detect OK cell proliferation; Western blot was used to determine the phosphorylation of Akt and
ERK of OK cells; LY294002, the PI3K/Akt specific inhibitor, and PD98059, the ERK1/2 specific inhibitor, were used for interfering
PI3K/Akt and ERK1/2 signaling pathway and observed their effect on ouabain induced OK cell proliferation. Low dose ouabain
(1-30nM) stimulated OK cell growth. Ouabain could increase the phosphorylation of Akt and ERK in OK cells. The increase of OK cells
proliferation by ouabain was inhibited by PI3K inhibitor LY294002 or ERK1/2 inhibitor PD98059. Low dose ouabain
promoted OK cell growth. PI3K/Akt and ERK1/2 pathway have some effect on regulating this effect.

Ouabain; OK cell; Proliferation; PI3K/AKt; ERK1/2

前言

肾小管细胞的损伤是多种肾脏疾病的最终促成因素。生理

条件下，肾小管细胞保持低度增殖活性，可以维持正常坏死脱

落细胞的更新。当肾脏受损后，由于大量细胞坏死，肾小管细胞

必须提高增殖活性，才能尽快重建肾小管结构和功能[1-3]。深入

研究肾小管细胞增殖活性的调节机制，寻找加快肾小管细胞再

生、修复的药物，对于急性肾功能衰竭的治疗具有重要意义。

钠钾 ATP酶是一种存在于细胞膜上的载体蛋白,它通过水

解 ATP供能，实现钠离子的向外转运与钾离子的向内转运，从

而维持细胞膜电位，保持细胞内离子平衡[4]。然而，近年来研究

表明钠钾 ATP酶通过与哇巴因（ouabain）等强心苷甾固醇结
合，激活细胞内一系列信号级联反应，促进正常细胞肥大或增

殖，调节肿瘤细胞的凋亡[5-7]。本研究拟观察生理浓度的哇巴因

对低血清培养条件下 OK细胞(负鼠肾小管上皮细胞)的生长和

增殖的影响，探讨其机制，为寻找肾小管细胞再生药物提供实

验依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂
OK细胞系由本实验室保存。DMEM培养基、胰酶、胎牛血

清购于 Thermo Scientific (Thermo Scientific)公司。哇巴因、Br-

dU、BrdU抗体、四甲基偶氮唑盐(MTT)、LY294002和 PD98059

购于 Sigma-Aldrich (St. Louis, MO 63103, USA)。 p-AKT 抗

体、t-AKT抗体、p-ERK抗体和 t-ERK抗体购于 Cell Signaling

公司(Danvers, MA 01923, USA)。HPR标记的山羊抗鼠和山羊
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抗兔二抗购于 Santa Cruz(Santa Cruz, CA95060, USA)。
1.2 细胞的体外培养

OK细胞接种在含有 10%胎牛血清、100 IU /mL青霉素和
100 IU /mL链霉素的 DMEM培养基中，置于 37℃、5% CO2的

饱和湿度培养箱中培养。每 2-3天更换培养基，当细胞贴壁汇

合达 90 %时传代。药物处理细胞前 1小时，更换为含 0.2 %胎

牛血清的 DMEM培养液（低血清培养液）。
1.3 MTT法

将细胞按 1× 105/mL接种于 96孔培养板中，每孔 100 滋L，
CO2培养箱中培养过夜，血清饥饿 24小时。不同浓度哇巴因处

理后，每孔加入 10 滋L MTT溶液(5 滋g/mL)，继续孵育 4小时，

弃去培养板中的液体，每孔加入 150 滋L DMSO，振荡 10 min使

结晶物充分溶解后在酶联免疫检测仪(BIO-RAD，美国)上以
570 nm波长测定吸收值。
1.4 BrdU法检测细胞增殖

取对数生长期的细胞接种于铺有载玻片的 6孔板中培养

过夜，血清饥饿 24小时后，更换为含有哇巴因的细胞培养液继

续培养 24小时。加入 15 滋M BrdU继续培养 3小时,弃去培

养液，PBS洗涤 3次后，4% 多聚甲醛固定细胞。采用抗 BrdU

单克隆抗体，免疫组化染色，显示增殖细胞。

1.5 Western blot检测蛋白表达
PBS洗涤细胞 3次，加入预冷的 RIPA 细胞裂解液，冰上

裂解，12000× g离心 10 min，收集上清，取 20 滋g蛋白行聚丙烯

酰胺凝胶电泳，转膜，10 %脱脂奶粉封闭，4℃特异性单克隆抗

体孵育过夜，再用 HPR标记的相应二抗室温孵育 1小时，以上

各步骤间用 TBST洗膜 5 min，共 3次。增强 ECL显影液显影。

用 Image J分析软件测定图像条带灰度值，计算蛋白相对含量。
1.6 钠钾 ATP酶纯化及活性检测

钠钾 ATP酶纯化方法参考文献 11。简单步骤如下，将 OK

细胞悬浮在含有 25 mmol/L咪唑, 250 mmol/L蔗糖, 1 mmol/L

EDTA (pH 7.4 )的裂解液中，反复匀浆裂解。6000× g离心 15

min后，收集上清，再次进行离心，15 000× g离心 30 min，获

得的上清 148 000× g离心 90 min，收集沉淀。将沉淀溶解在含

有 0.4 mg/mL SDS，2 mM ATP的裂解液中，室温平衡 30min，

采用蔗糖密度梯度(15%，28.8%，37.3%)离心法，148 000× g离

心 120 min，沉淀中含有大量钠钾 ATP酶。在 pH7.4环境下，将

纯化的钠钾 ATP酶与不同浓度的哇巴因 37℃孵育 30min后，

加入 3mM MgATP，37℃孵育 30 min，钠钾 ATP酶水解 ATP产

生的 Pi用磷钼酸比色法进行检测。颜色深浅反映钠钾 ATP酶

活性大小。

1.7 统计学方法

计量资料用均数 x± s表示。采用 SPSS13.0统计软件进行
数据分析，组间比较采用两因素方差分析。以 P<0.05为有统计

学差异。

2 结果

2.1 低浓度哇巴因促进 OK细胞增殖
Peter Kometiani等人曾报道过低于 100 nM的哇巴因不引

起细胞内 Na+离子浓度的升高，高于 500 nM的哇巴因强烈抑
制钠钾 ATP酶的离子泵功能，改变细胞内 Na+离子浓度[8]。我

们检测哇巴因对钠钾 ATP酶活性影响发现，1-30 nM哇巴因能

够增强钠钾 ATP 酶，0.5-10 滋M 显著抑制钠钾 ATP 酶活性
（Fig.1A）。因此，在实验中，我们采用 1-30 nM低浓度哇巴因和
0.5-10 滋M高浓度哇巴因处理 OK细胞 24小时后，采用 MTT

法检测哇巴因对细胞的作用。结果显示，1-30 nM低浓度哇巴

因显著促进 OK 细胞增殖，其处理组 OD 值同对照组 (0

nMol/L)相比，有显著性差异(P<0.01)，其中 10 nM哇巴因干预

后，OK细胞增值率大约为 155% (图 1B)，因此，我们后续实验

中选择 10 nM为最佳实验浓度。与低浓度哇巴因刺激细胞增殖

的作用恰恰相反，高浓度哇巴因（0.5-10 滋M）处理组 OD 值显

著降低，显示其对 OK细胞具有毒性(图 1A)。BrdU免疫染色再

次证实，经 10 nM哇巴因处理 24、48和 72 h后，哇巴因促进了
OK细胞的增殖，其 BrdU阳性细胞数目明显高于对照组 (P <

0.01)(图 1C，图 1D)。

图 1 哇巴因促进 OK细胞增殖
注：（A）MTT法测定哇巴因对 OK细胞的作用；(B)哇巴因处理细胞
24 h后 BrdU免疫染色结果；(C)哇巴因处理不同时间对 OK细胞的

促增殖作用。
Fig. 1 Ouabain promoted OK cell proliferation

Note: (A) Phosphomolybdic acid colorime assay for Na+-K+-ATPase
activity.（B）MTT assay was used detecting the effects of ouabain on OK
cells. (C) BrdU staining of cells treated by 10nM ouabain for 24 h. (D)

Proliferative effects of ouabain treated OK cells for 24, 48 and 72 h.
Mean ± SEM, n = 8, **P<0.01 vs 0 nmol/L.
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2.2 低浓度哇巴因上调 OK细胞中 Akt和 ERK1/2磷酸化水平
Khundmiri SJ和 Choi IJ分别报道过哇巴因处理 15 min能

够明显刺激 AKT和 ERK1/2蛋白磷酸化[9,10]。因此，我们采用 1

nM和 10 nM哇巴因处理 OK细胞 20 min，Western blot检测显
示 Akt和 ERK1/2的磷酸化水平。Image J软件分析图像条带灰

度值，计算蛋白相对含量。结果显示 Akt的磷酸化水平与对照

组相比显著增高 (P<0.01)，ERK1/2的磷酸化水平与与对照组

相比显著上调 (P<0.05) (图 2)。

2.3 LY294002 和 PD98059 抑制哇巴因对 OK 细胞的促增殖

效应

参考文献 [11]的方法，用 LY294002 和 PD98059 分别特异
PI3K/Akt和 ERK1/2激酶活性。OK细胞加入 LY294002（15

滋M）处理 15 min或者加入 PD98059（30 滋M）处理 30 min后，

加入 10 nM哇巴因继续培养 24 h，采用 MTT 检测哇巴因对
OK细胞增殖的作用。结果显示，加入哇巴因刺激了 OK细胞的

增殖，但 LY294002 抑制哇巴因的促增殖作用。同未加入
LY294002的哇巴因处理组相比，LY294002抑制哇巴因的促增

殖作用(P<0.01)；同样，30 滋M PD98059也显著抑制了哇巴因的

促增殖作用(P< 0.05)(图 3)。

3 讨论

肾小管上皮细胞增殖抑制在慢性肾功能衰竭发病中发挥

重要作用[12]。肾脏损伤时，肌酐等代谢产物聚积，通过诱导肾小

管上皮细胞增殖抑制，促进肾小管萎缩，加剧肾功能衰竭[13]。寻

找加快肾小管细胞再生、修复的药物，对于急性肾功能衰竭的

治疗可能具有重要意义。

强心苷是一类具选择性强心作用的药物。近年来的研究结

果显示，除了经典的抑制 Na+-K+-ATP酶、增强心肌收缩力的功

能之外，强心苷类药物还通过结合钠钾 ATP酶，激活细胞内一
系列信号级联反应，促进正常细胞肥大或增殖[14, 15]。哇巴因是一

种代表性的内源性强心苷类固醇。实验证实哇巴因能够促进多

种正常细胞增殖，包括肾小管来源上皮细胞的增值[16,17]。本研究

结果显示，高浓度的哇巴因（1-10 滋M）具有细胞毒性作用，抑制

细胞增殖，降低细胞活性。这可能与高浓度哇巴因抑制

Na+-K+-ATP酶活性，干扰细胞内离子平衡有关系。因为 Peter

Kometiani 等人曾证实 500 nM 以上的哇巴因具有明显的
Na+-K+-ATP酶活性的抑制作用，10 nM的哇巴因没有明显的酶

活性抑制作用[8]。与高浓度哇巴因的细胞毒性作用相反，低浓度

哇巴因（1-10 nM）能够促进 OK细胞的增值。我们用低血清培

养液来模拟肾脏供血不足的营养不良状态，MTT和 Brdu掺入

试验均证实哇巴因对 OK细胞显示促增殖作用。哇巴因除过抑

制 Na+-K+-ATP酶的离子泵功能之外，还可以激活 Na+-K+-ATP

酶信号通路，活化 Akt、ERK1/2等多种蛋白激酶[18]。PI3K/AKT、
ERK1/2在调节多种细胞增殖中发挥作用[19]。本研究中结果显

示，哇巴因也上调 OK细胞中 Akt和ERK1/2磷酸化水平，抑制
Akt和 ERK1/2的活化同时抑制了哇巴因的促增殖作用，说明

图 2 哇巴因处理后 OK细胞中 ERK和 Akt磷酸化水平

Fig. 2 Effects of ouabain on phosphorylation levels of ERK and Akt

Mean± SEM, n=6. *P<0.05 vs control, **P<0.01 vs control

图 3 LY294002和 PD98059抑制哇巴因对 OK细胞增殖的促进作用

Fig. 3 Proliferative effect of ouabain on OK cell proliferation was

inhibited by LY294002 and PD98059

Mean ± SEM, n = 8. *P<0.05 , *** P<0.001 vs control;

+P<0.05, ++P<0.01 vs ouabain treated group
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PI3K/Akt和 ERK1/2 信号通路调控哇巴因对 OK 细胞的促增

殖作用。细胞增殖是通过细胞周期运转来实现的，细胞周期又

受到细胞周期蛋白、细胞周期蛋白依赖性激酶（CDK)和 CDK

抑制剂(CDIs)的协同调节。其中，细胞周期素 D1对细胞周期G1/S

的转换至关重要。目前已知，细胞周期素 D1转录依赖于 ERK

的持续激活和核内滞留，ERK 过度活化加速了细胞有丝分裂

进程,促进细胞增殖[20]。而 Akt通过直接磷酸化抑制 GSK3茁的
激酶活性从而阻止 Cyclin D1的降解，从而增进 Cyclin D1在

细胞中的表达，促进细胞增殖[21]。哇巴因对 OK细胞的增殖作
用，有可能通过激活 Akt和 ERK1/2，从而干预细胞周期，促进

细胞增殖。

本研究用低血清培养液模拟肾脏供血不足的营养不良状

态，观察生理剂量的哇巴因对肾小管上皮细胞增殖的影响，探

索其作用机制。从研究结果显示，低浓度哇巴因（1-10 nM）促进
OK细胞的增值。低浓度哇巴因促进 OK细胞增殖与激活 Akt

和 ERK1/2磷酸激酶有关。抑制 Akt和 ERK1/2的活化能够抑

制哇巴因的促增殖作用。PI3K/Akt和 ERK1/2信号通路参与调

控哇巴因对 OK细胞的促增殖效应。
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