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摘要：目的：研究血管紧张素II 1型受体自身抗体（autoantibodies against angiotensin II type 1 receptor，AT1-AA）对人肾上腺皮质肿瘤细胞系(H295R细胞)分泌醛固酮（aldosterone，ALD）的影响及其机制。方法：利用杂交瘤技术制备AT1-AA，用不同浓度AT1-AA和血管紧张素（angiotensinII，AngII）分别作用于H295R细胞6/12/24/48/72h，用放射免疫法检测细胞上清中ALD含量；用Western Blot检测合成ALD的限速酶CYP11B2的表达变化；观察血管紧张素II 1型受体(angiotensin II type 1 receptor，AT1R)特异性阻断剂缬沙坦和人工合成的AT1R胞外第二环肽段（the second extracellular loop of angiotensin II type 1 receptor，AT1-ECII）对AT1-AA的阻断效应。结果：10-6mol/L、10-7mol/L（高浓度）AT1-AA在72h时可促进ALD分泌，10-8mol/L、10-9mol/L（低浓度）AT1-AA在72h时可抑制ALD分泌；缬沙坦和AT1-ECII可以阻断醛固酮分泌减少的效应；同时10-9mol/L AT1-AA在72h时可抑制CYP11B2表达。结论：高浓度和低浓度AT1-AA对醛固酮分泌的作用相反，低浓度AT1-AA长时间作用可通过H295R细胞上的AT1R抑制ALD分泌，这可能与AT1-AA抑制ALD合成酶CYP11B2的表达有关。
关键词：醛固酮，血管紧张素II1型受体，自身抗体，醛固酮合成酶，子痫前期
中图分类号：R33
 

SET bkTitleInfo "" \* MERGEFORMAT 
Low-concentration of Autoantibodies Against Angiotensin II Type 1 Receptor Inhibit the Aldosterone Secretion of Human Adrenocortical Cell Lines
Wang Pengli, Liao Yang, Lei Jinghui, Wu Ye, Zhang Suli, Liu Huirong
(Department of Physiology & Pathophysiology, School of Basic Medical Sciences, Capital Medical University, Beijing 100069, China)
Abstract: Objective: To explore the effect and mechanism of autoantibodies against angiotensin II type 1 receptor (AT1-AA) on aldosterone (ALD) secretion of human adrenocortical cell lines(H295R). Method: Hybridoma technology was used to prepare AT1-AA. Different concentration of AT1-AA and angiotensin II (AngII) were added into H295R cells for 6/12/24/48/72h, ALD levels in the supernatewere analyzed by radioimmunoassay,Western Blot was used to analyze the changes of the rate-limiting enzyme of ALD synthetase-CPY11B2, and the blocking effects of angiotensin II type 1 receptor (AT1R) specific blocker valsartan and synthetic second extracellular loop of angiotensin II type 1 receptor (AT1-ECII)antigen peptides were observed. Results:H295R cells treated with high concentration of AT1-AA in 10-6mol/L and10-7mol/L for 72h can increase the ALD secretion, whereas low concentration of AT1-AA in 10-8mol/Land10-9mol/L can decrease the ALD secretion by H295R cells after 72h incubation.After treatment with valsartan and AT1-ECII, the effect of AT1-AA-induced down-regulated ALD secretion can be blocked. Additionally, AT1-AA in 10-9mol/L can inhibit the expression of CYP11B2. Conclusion: AT1-AA in high concentration and low concentration have different effect on ALD secretion; low concentration of AT1-AA can inhibit the ALD secretion by H295R cells via AT1R, and this effect may be due to the inhibition of expression of ALD synthetase-CYP11B2 caused by AT1-AA.
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0 引言
子痫前期是妊娠期特发的可严重危及母婴健康的疾病，主要的临床表现为恶性高血压，蛋白尿和多脏器衰竭，是导致母婴死亡的主要原因之一[1]。子痫前期发病机制复杂，受多因素影响，其中，水钠调节紊乱，全身血容量升高不足，进而导致胎盘缺血和恶性高血压，被认为是子痫前期发生发展的重要原因之一。水钠调节紊乱主要表现在醛固酮（aldosterone，ALD）水平异常降低，但血管紧张素II（angiotensin II，AngII）1型受体（angiotensin II type 1 receptor，AT1R）表达和活性增加，肾素-血管紧张素-醛固酮系统功能失调[2]。AngII是机体调节ALD合成分泌的主要激素，但是子痫前期中其异常改变并不能完全解释ALD的降低，提示还有其他机制参与了ALD的改变。近年来研究发现，子痫前期患者体内存在一种高滴度的血管紧张素II 1型受体自身抗体（autoantibodies against angiotensin II type 1 receptor，AT1-AA），该自身抗体特异性识别结合AT1R细胞外第二环（second extracellular loop of angiotensin II type 1 receptor，AT1-ECII），发挥类受体激动剂样作用[3]；同时也有研究发现子痫前期患者体内AT1-AA的滴度与ALD的水平成明显的负相关[4]，以上研究均提示AT1-AA可能抑制ALD分泌，但具体机制尚不清楚。由于醛固酮由肾上腺皮质细胞分泌且有AT1R的分布[5]，于是我们提出如下假说：AT1-AA可能通过直接作用于肾上腺皮质细胞上的AT1R，干扰ALD合成限速酶的表达，从而参与ALD分泌减少。
1  材料和方法
1.1 AT1-AA纯化和鉴定
1.1.1利用MAb Trap Kit试剂盒，提纯小鼠腹水中的单克隆AT1-AA

与公司合作制备可分泌AT1-AA的杂交瘤细胞，扩增培养后，用PBS重悬细胞107个/ml，注射入12周雌性Balb/C小鼠腹腔，14天后收集小鼠腹水，并依照MAb Trap Kit试剂盒说明书所提供的实验步骤，对腹水进行纯化。
1.1.2 BCA试剂盒测定样品蛋白浓度
根据BCA试剂盒的步骤检测经亲和柱提纯的样品蛋白含量。首先配制工作液，通过梯度稀释配制蛋白标准品。向96孔板中每孔加入200μl工作液和25μl蛋白样品或标准品，混匀37°C孵育30分钟。用酶标仪测定562nm处的吸光度值。以蛋白标准品的浓度为横坐标，吸光度值为纵坐标绘制标准曲线，并根据待测样品的吸光度值求出其蛋白浓度。
1.1.3 SDS-PAGE电泳检测样品纯度
提纯后抗体的蛋白定量后，取等量的蛋白上样10%SDS-PAGE胶，电泳分离。将分离胶放入考马斯亮蓝染液室温过夜。将凝胶用纯水漂洗至背景透明后，放入发光仪内拍射。
1.1.4 ELISA法检测AT1-AA特异性

将人工合成的抗原肽段包被96孔板，4°C过夜。用封闭液37°C孵育1h，弃去封闭液，用洗涤缓冲液室温摇床洗三遍，5min/遍。将阳性对照、阴性对照和待测样品，加入96孔板37°C孵育2h，弃去样品，同上用洗涤缓冲液洗涤。加入生物素标记马抗小鼠IgG37°C孵育1h，同上用洗涤缓冲液洗涤。加入辣根酶标记亲和素37°C孵育1h，同上用洗涤缓冲液洗涤。加底物液37°C孵育30min显色。最后用酶标仪测定405nm处各孔的吸光度值。
1.1.5 微血管环技术检测AT1-AA活性
急性分离大鼠肠系膜三级动脉分支，并固定在张力检测仪上。完成血管的标准化后，用60mmol/L的高钾溶液激活血管，然后更换HEPES液使血管张力回到基线后平衡30分钟。向浴槽内加入终浓度为10-6mol/L的Ang II，待血管达到最大收缩并稳定后，用HEPES平衡三次，待血管张力回到基线30分钟后，再加入终浓度为10-7mol/L的提纯AT1-AA，记录收缩情况。
1.2 H295R人肾上腺皮质肿瘤细胞的培养
H295R人肾上腺皮质肿瘤细胞（北京协和细胞资源中心），用DMEM/F12培养基添加2.5%胎牛血清和1% ITS培养，放置于37°C、5%CO2细胞孵育箱中。
1.3放射免疫检测细胞上清中ALD的含量
将细胞接种在96孔板内，接种24h后更换为无血清培养基12h以达到同步化，分别更换为含有终浓度为1×10-6/10-7/10-8/10-9mol/L AT1-AA、1×10-6mol/L Ang II、1×10-9mol/L AT1-AA加1×10-9mol/L VST、1×10-9mol/L AT1-AA加1×10-9mol/L AT1-ECII的培养基，分别培养6h、12h、24h、48h和72h后，收集上清，交由北京北方生物所并用碘[I125]醛固酮放射性分析试剂盒检测。
1.4 Western Blot检测AT1-AA对H295R细胞内CYP11B2表达的影响
将给药72h后的细胞加入细胞裂解液（含1%PMSF）收取蛋白，蛋白定量后，取等量的蛋白上样10%SDS-PAGE胶，电泳分离，然后转印至PVDF膜上。将膜浸入封闭液内，室温摇床孵育1h后，与目的蛋白的抗体于4°C孵育过夜。洗去未结合的一抗，与二抗室温孵育1h，最后用发光仪检测蛋白条带。
1.5 数据分析
所有数据均用均数±标准误表示。数据分析采用SPSS16.0统计软件。两组间比较运用t检验。多组间均数比较，采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。P< 0.05被认为有统计学差异。
2结果
2.1 AT1-AA制备成功
用考马斯亮蓝染色法检测了经过特异性亲和层析柱提纯后的抗体纯度，IgG是经提纯过的抗体，染色结果中清晰可见52kD和25kD两个条带，正是IgG经过变性后产生的重链和轻链所在的条带，而其他杂带不明显，表明提纯的IgG具有很高的纯度（图1）。用ELISA法检测经提纯后的IgG中AT1-AA的含量，AT1-AA单克隆腹水经过提纯后的含量，明显高于正常小鼠血清用同样方法提纯后的IgG（阴性对照）中AT1-AA的含量（OD值，0.498±0.008 vs. 0.199±0.002，n=10/组，P<0.05），提示经腹水提纯获得特异性的AT1-AA（图2）。利用微血管环技术检测提纯后AT1-AA的生物学活性，在加入Ang II和提纯的AT1-AA后，血管均呈现明显收缩（图3），说明提纯后的AT1-AA具有很强的生物学活性，能够发挥类似于AngII的AT1R激动作用，使血管收缩。
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图1 考马斯亮蓝染色鉴定提纯IgG的纯度
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图2 ELISA检测提纯的AT1-AA特异性，与阴性对照组相比，*P<0.05
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图3 血管环检测AT1-AA活性
2.2 不同浓度的AT1-AA对ALD分泌作用不同
用不同浓度的AT1-AA刺激人肾上腺皮质H295R细胞，观察ALD分泌情况。在高浓度AT1-AA的作用下，随着其作用时间的不断增加，ALD的分泌也表现出逐渐增多的趋势。在72h时，10-6mol/L AT1-AA、10-7mol/L AT1-AA能明显促进ALD的分泌（2.238±0.210，1.316±0.158 vs. 1.000±0.146，n=6，和对照组相比，P<0.05）；但在较低浓度AT1-AA（10-8mol/L、10-9mol/L）的作用下，随着作用时间的不断增加，ALD分泌呈现一种先增加，后减少的趋势。在12h时，10-8mol/L AT1-AA、10-9mol/L AT1-AA能促进ALD的分泌（1.216±0.136，1.139±0.119 vs. 1.000±0.109，n=6，和对照组相比，P<0.05）；但在72h时，10-8mol/L AT1-AA、10-9mol/L AT1-AA却能降低ALD的分泌（0.822±0.093，0.830±0.083 vs. 1.000±0.146，n=6，和对照组相比，P<0.05）（图4）。说明AT1-AA在特定情况下，即低浓度长时间，可以抑制H295R细胞分泌ALD。这与临床子痫前期患者体内的ALD水平降低的情况相符。
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图4 AT1-AA对ALD分泌的影响，与Vehicle组相比，*P<0.05

为了进一步探究10-9mol/L的AT1-AA在72h抑制H295R细胞醛固酮分泌的机制，以Ang II为阳性对照组在给予AT1-AA的同时，分别加入AT1R阻断剂缬沙坦（valsartan，VST）和人工合成的AT1R胞外第二环肽段（the second extracellular loop of angiotensin II type 1 receptor，AT1-ECII），观察72h后细胞上清中ALD的含量变化。在加入VST和AT1-ECII后，AT1-AA使醛固酮分泌减少的作用被抑制（0.962±0.092，1.090±0.103 vs. 0.729±0.073，n=6，和AT1-AA组相比，P<0.05）（图5）。这提示AT1-AA对醛固酮的抑制作用是通过AT1R介导的。
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图5 10-9mol/L AT1-AA处理72h对醛固酮分泌的影响，
与Vehicle组相比，*P<0.05；与AT1-AA组相比，#P<0.05
2.3 AT1-AA可抑制醛固酮合成酶CYP11B2的表达
为了探究AT1-AA抑制ALD合成的机制，本研究用Western Blot方法检测了AT1-AA刺激72h后，H295R细胞内醛固酮合成酶CYP11B2的表达变化。在给予低浓度（10-9mol/L）AT1-AA的条件下，CYP11B2的表达量明显减少（0.454±0.039 vs. 1.000±0.083，n=6，和对照组相比，P<0.05），并且此作用能够被VST和AT1-ECII阻断（1.046±0.093，1.208±0.103 vs. 0.454±0.039，n=6，和AT1-AA组相比，P<0.05）（图6）。提示在此情况下（10-9mol/L，72h），AT1-AA可能是通过AT1R抑制CYP11B2的表达，抑制ALD的合成，从而使ALD分泌减少。

图6 CYP11B2的表达检测，与Vehicle组相比，*P<0.05；与AT1-AA（L）组相比，#P<0.05
3讨论

本研究通过自主制备、提纯单克隆AT1-AA，作用于人肾上腺皮质细胞，主要发现，AT1-AA能够直接作用于肾上腺皮质H295R细胞，并通过AT1R影响ALD的分泌，具体表现为：高浓度AT1-AA发挥类似于AngII的受体激动剂样作用，促进肾上腺皮质细胞分泌ALD；低浓度AT1-AA长时间作用对肾上腺皮质分泌ALD的影响则是先增加、后减少，提示子痫前期患者ALD水平降低的可能机制之一为体内低浓度AT1-AA长时间作用于肾上腺皮质细胞上。AT1-AA对肾上腺皮质分泌ALD的影响效应与以往研究中AT1-AA表现出的受体激动作用不符。在接下来对其机制的初步探讨当中，本研究提示AT1-AA可能是通过抑制ALD合成酶（CYP11B2）的表达，从而使ALD的分泌减少。
自1999年，高阳性率的AT1-AA首次在子痫前期中报道后[6]，大量的基础研究已证实，该自身抗体同子痫前期的发病密切相关[7]，但其参与子痫前期的机制尚不完全清楚。Siddiqui等最近发现，AT1-AA引起的血管病变与子痫前期发生发展过程中ALD的减少密切相关。AT1-AA通过升高孕鼠体内可溶性血管内皮生长因子受体-1（sFlt-1）的水平，损伤肾上腺皮质球状带处血管的生成和血流的供应，间接导致ALD分泌的下降。但是当给予该因子阻断剂血管内皮生长因子（VEGF）后，ALD的下降并未完全恢复，提示可能还有其他机制参与ALD下降[8]。
正常情况下，醛固酮是在肾上腺皮质球状带（ZG）细胞内，由胆固醇经过一系列特异性酶促反应产生的。首先，胆固醇必须穿过线粒体外膜，到达第一种酶所在的内膜。类固醇激素合成急性调节蛋白（StAR）是众多胆固醇载体蛋白中最重要的一个蛋白分子[9]，它能使胆固醇通过其中心的通道穿过膜[10]。经过一系列酶的催化合成后[11]，最终从18-羟皮质酮（18-hydroxycorticosterone）由CYP11B2催化合成为ALD。生理情况下，肾上腺对血管紧张素II的反应发生在几分钟之内，这么短的时间意味着不需要新蛋白的合成。这个急性的过程表明AngII介导ALD释放增加，可能仅仅涉及到从ALD合成某个中间产物到ALD的快速合成，或者是StAR激活，导致胆固醇向线粒体内膜运输增加的结果。然而在一些病理情况下，AngII的长时间刺激作用下，ZG出现肥大和增生，并且主要是由CYP11B2的表达增加导致ALD分泌增加。在本研究中发现，低浓度的（10-9mol/L）AT1-AA在长时间作用下，下调CYP11B2的表达，抑制ALD合成，这与AngII长期激活AT1R，促进CYP11B2的表达，促进ALD分泌的效应相反。提示在低浓度的AT1-AA长时间作用下，可能通过不同的机制，对ALD分泌产生了不同于内源性受体激动剂的影响，而CYP11B2在其中可能起着至关重要的作用。
长期以来，AT1-AA被认为主要表现出类受体激动样的效应。本研究首次发现，高/低浓度的AT1-AA作用于肾上腺皮质细胞，对ALD分泌的作用相反，而不同浓度的AngII均可以促进ALD的合成及分泌。提示与内源性受体激活剂不完全相同，AT1-AA在子痫前期的发病过程中有其独特的作用及机制，为阐明疾病中AT1-AA引起某些异常病理改变提供了一个新的思考角度。同时提示，对于含有不同浓度AT1-AA的子痫前期患者其病理机制应区别对待。
4  结论
低浓度 AT1-AA长时间作用于H295R细胞时，可能会通过H295R细胞上的AT1R，抑制ALD合成酶CYP11B2表达，从而参与ALD分泌减少。
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