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摘  要 

目的：探讨IL6诱导平滑肌细胞钙化及成骨样分化的机制。方法：体外培养平滑肌细胞，分别给予IL6、
IL6 + CP690550干预细胞，设空白对照。免疫印迹法(Western blot)检测钙化相关分子TNAP、转录因

子Runx2、Jak2的表达，邻甲酚酞法(O-cresolphthalein)检测不同时间的钙盐含量。结果：IL6组较空

白组，钙盐含量明显高于对照组，同时TNAP、Runx2、Jak2的表达明显上调。给予Jak2抑制剂后，较

空白组TNAP、Runx2表达明显下调。结论：IL6可能通过Jak2诱导平滑肌细胞成骨样分化及钙化。 
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Abstract 
Objective: To investigate the mechanism of IL6 inducing calcification and osteogenic differentia-
tion of vascular smooth muscle cells. Methods: Vascular smooth muscle cells were cultured in vitro, 
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IL6 and IL6 + CP690550 were given to the intervention cells respectively, and a blank control was 
set. Western blotting was used to detect the expression of calcification-related molecules TNAP, 
transcription factor Runx2 and Jak2, and the o-cresolphthalein method was used to detect the cal-
cium salt content at different times. Results: Compared with the blank group, the IL6 group had 
significantly higher calcium content than the control group, and the expressions of TNAP, Runx2 
and Jak2 were significantly up-regulated. After adding Jak2 inhibitor, the expressions of TNAP 
and Runx2 were significantly down-regulated compared with the blank group. Conclusion: IL6 
may induce osteogenic differentiation and calcification of vascular smooth muscle cells through 
Jak2. 
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1. 引言 

血管钙化(Vascular Calcification, VC)常见于高血压、慢性肾脏病、糖尿病、类风湿性关节炎等疾病，

是血管病变的风险因素和预后不良的指标[1] [2]。血管平滑肌细胞(Vascular Smooth Muscle Cell, VSMC)
在炎症或氧化应激等因素的刺激下会出现成骨样分化的特征，如骨相关因子 runt 相关转录因子(Runt-related 
Transcription Factor 2, Runx2)以及组织非特异性碱性磷酸酶(Tissue Nonspecific Alkaline Phosphatase, TNAP)
的上升从而诱导血管钙化[3]。慢性肾脏病(Chronic Kidney Disease, CKD)的患者和接受慢性透析的患者中，

高磷酸盐血症是血管钙化的最重要病因之一，而高水平的氧化应激，血清 C 反应蛋白(CRP)，炎性细胞

因子等被称为心血管疾病的危险因素[4] [5] [6]。 
研究表明，血清白细胞介素 6 (Interleukin 6, IL6)的血清水平随肾功能障碍的恶化而增加，血清 IL6

较高的患者心血管死亡率较高[7]。Caselli 等证实血清 IL6 升高可能是冠状动脉疾病导致死亡的危险因素，

而 IL-6 是开始透析治疗的患者死亡率的独立预测因子[8]。Hénaut L 等发现 IL6 是 VSMC 成骨转化和矿

化的著名诱导剂[9]，在慢性肾脏病患者中，IL6 较其他炎症标记物(如 C 反应蛋白，白蛋白或 TNF-α)能更

好地预测死亡风险。同时，体外研究已经证明 IL6 增强钙化相关基因的表达和钙化血管平滑肌细胞[10] 
[11]。但是，IL-6 对 VSMCs 转录调控的机制仍不清楚。 

本文通过体外培养平滑肌细胞，重组人 IL6 体外诱导细胞钙化，探讨 IL6 诱导平滑肌细胞钙化及成

骨样分化的机制。 

2. 实验材料与方法 

2.1. 材料 

DMEM、胎牛血清、胰胰蛋白酶(美国 Gibco 公司)，IL6 (美国 RD Systems)，成骨诱导剂(50 μM抗环血

酸、10 μM β-甘油磷酸钠、0.1 μM地塞米松，广州赛业生物科技有限公司)，一抗 β-actin (美国 Cell Signal
公司)、Runx2 (美国 Abcam 公司)，Jak2 (美国 Cell Signal 公司)组织非特异性碱性磷酸酶(TNAP，美国 Santa 
Cruz Biotechnology 公司)，二抗羊抗兔 IgG、羊抗鼠 IgG (美国 Abbkine 公司)，FITC 羊抗兔(Elabscience 公
司)，钙含量检测试剂盒(碧云天生物技术有限公司)，Triton X-100、DAPI 溶液、山羊封闭血清、青–链霉素。 
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2.2. 平滑肌细胞的培养及干预条件 

取青岛大学附属医院健康新生胎儿脐带，无菌分离脐动脉，用眼科剪将血管中膜剪成约 0.5~1 mm3

的小块，用弯头吸管，将血管小块移入 25 cm2塑料培养瓶内，以 5 块/cm2密度均匀种植于培养瓶底部，

加入 4 ml 含双抗 DMEM (20% FBS)，将培养瓶于 37℃、5% CO2培养箱(湿度 100%)内静置培养，待组织

块贴附后，将培养瓶缓慢翻转平放培养。3 d 后换新鲜培养液，以后每 3 d 换液 1 次，每次只换 2/3 量，

保留 1/3 的原液，待细胞融合到 80%，加入 0.25%胰蛋白酶消化 1:3 传代。取第 3~5 代细胞进行实验 

2.3. 蛋白质印迹法检测钙化及成骨分化相关蛋白以及 Jak2 表达水平 

采用常规培养、100 ng/ml IL6、IL6 + CP690550 干预细胞，裂解实验干预后的细胞，每个样本每孔

加入 20 μg蛋白液，经十二烷基碘酸钠–聚丙烯酰胺(SDS-PAGE)胶电泳后转膜，以 5% BSA 溶液室温封

闭 1 h，β-actin、Runx2、Jak2 (1:1000)、TNAP (1:500)一抗工作液 4℃孵育过夜，TBST 洗涤 10 min × 3
次，分别加入羊抗兔或鼠 IgG (H + L)抗体(1:10,000)室温下摇床孵育 60 min，TBST 洗涤 10 min × 3 次，

ECL 显色、曝光、显影、定影。凝胶成像系统分析并拍照，以蛋白条带的强度代表蛋白的表达量。 

2.4. 钙盐含量的测定 

采用常规培养、100 ng/ml IL6 干预细胞 24 h、48 h、72 h，裂解实验干预后的细胞，取其上清用钙含

量检测试剂盒检测钙含量，并用 BCA 法检测其蛋白含量。用蛋白浓度校正钙浓度。 

2.5. 统计学处理 

数据采用 SPSS 23.0 统计软件进行分析，计量资料以 x s± 表示，组间比较采用单因素方差分析，两

两比较采用 LSD-t 检验，以 P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 实验结果 

3.1. IL6 诱导平滑肌细胞钙化 

将细胞以 5 × 104/L 接种于 6 孔细胞培养板中，常规给予 DMEM + 成骨诱导培养。用 100 ng/ml IL6
干预细胞 24 h、48 h、72 h，检测钙盐含量，结果显示，较空白对照组 IL6 组钙盐含量明显升高，差异具

有统计学意义(*P < 0.05)，见图 1。 
 

 
Figure 1. IL6 induces smooth muscle cell calcification 
图 1. IL6 诱导平滑肌细胞钙化 
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3.2. IL6 通过上调 Runx2 诱导平滑肌细胞成骨样分化及钙化 

将细胞以 5 × 104/L 接种于 6 孔细胞培养板中，常规给予 DMEM + 成骨诱导培养。用 100 ng/ml IL6
干预细胞 24 h，检测钙化相关蛋白 NATP、Runx2 的表达，结果显示，较空白对照组 IL6 组 NATP、Runx2
蛋白的表达明显升高，见图 2。 
 

 
Figure 2. IL6 induces osteogenic differentiation of smooth muscle cells by up-regulating Runx2 
图 2. IL6 通过上调 Runx2 诱导平滑肌细胞成骨样分化 

3.3. IL6 可以上调平滑肌细胞 Jak2 的表达 

将细胞以 5 × 104/L 接种于 6 孔细胞培养板中，常规给予 DMEM + 成骨诱导培养。用 100 ng/ml IL6
干预细胞 24 h，检测 Jak2 的表达，结果显示，较空白对照组 IL6 组 Jak2 的表达明显升高，见图 3。 
 

 
Figure 3. IL6 can up-regulate the expression of smooth muscle cells Jak2 
图 3. IL6 可以上调平滑肌细胞 Jak2 的表达 

3.4. 抑制 Jak2 的表达可以下调平滑肌细胞成骨样分化 

将细胞以 5 × 104/L 接种于 6 孔细胞培养板中，常规给予 DMEM + 成骨诱导培养。用 100 ng/ml IL6、
IL6 + CP690550 干预细胞 24 h，检测钙化相关蛋白 NATP、Runx2 的表达，结果显示，较空白对照组 IL6
组 NATP、Runx2 蛋白的表达明显降低，见图 4。 
 

 
Figure 4. Inhibition of Jak2 expression can down-regulate osteogenic differentiation of smooth muscle cells 
图 4. 抑制 Jak2 的表达可以下调平滑肌细胞成骨样分化 
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4. 讨论 

研究结果显示，IL6 刺激细胞可以诱导平滑肌细胞钙化，较空白组 IL6 组钙盐含量明显升高，同时

TNAP 的表达明显升高，TNAP 是成骨细胞表型和成骨细胞分化的典型蛋白产物，其活性增加代表成骨

细胞生成的早期典型标志，是血管钙化的关键酶。研究显示 TNAP 可能作为血管钙化治疗的潜在靶标[12]。
在此基础上我们发现 IL6 上调重要信号通路分子 Runx2 的蛋白表达。加入 CP690550 抑制 Jak2 的表达，

可以抑制平滑肌细胞 TNAP 的表达，同时抑制 Runx2 的表达。 
IL6 是 VSMC 成骨样分化及钙化的重要诱导剂。在体外实验中发现，IL-6 通过诱导热休克蛋白

70(HSP70)表达减少 MGP 对骨形态发生蛋白 2 (Bone Morphogenic Protein 2, BMP2)活性的抑制作用，从而

促进了 VSMC 钙化[13]。有趣的是，IL-6 可以直接诱导在非钙化条件下培养的 VSMC 表达 BMP2，TNAP
和骨桥蛋白(Osteopontin, OPN)，从而引起血管钙化[11]。IL-6 是核因子 κ-B 配体(RANKL)受体激活剂的

强诱导剂，抑制 IL-6 的表达从而减少 RANKL 诱导的 TNAP、Runx2 的表达，并且在体外抑制了 Pi 诱导

的 VSMCs 钙化的 RANKL 依赖性扩增[14]。 
IL6 介导的信号通路主要有三种：1) Jak2/Stat3 途径。IL6/IL6R/mgp130 复合物使 Jak2 磷酸化，然后

使 Stat3 发生磷酸化，从而将信号传递到细胞核，在肝细胞内启动 CRP 急性相关蛋白的表达，同时还参

与 MSCs 和淋巴细胞的增殖。2) Ras-MAPK 途径，gp130 的同源二聚化反应，使含有 SH2 结构域的蛋白

酪氨酸发生磷酸化，从而激活 Ras/Raf/MAPK 信号通路，参与细胞的生长调节。3) PI3K/AKT 途径，该途

径主要发挥抗细胞凋亡的作用[15]。 
Jak/Stat 途径主要是干扰素(Interferon, IFN)-γ和 IL-6 家族成员的受体激活途径 ，在免疫调节、免疫

细胞增殖方面发挥关键的作用。IL6 通过与 IL6 受体结合，诱导 gp130 的同源二聚化反应，从而激活 Jak2
并使其磷酸化，磷酸化的 Jak2 活化 Stat3 并使其磷酸化，p-Stat3 与 SH2 结合形成二聚体，并将其转运至

细胞核内与 DNA 的特定反应原件结合从而激活靶基因的转录[16] [17]。IL6/Jak2/Stat3 信号通路参与许多

重要的生物学过程，其中包括细胞增殖、分化、凋亡、免疫调节和造血作用等过程[18]。最新研究发现，

Jak/2Stat3 信号通路在骨骼的发育、代谢和愈合过程中发挥重要作用，炎症细胞因子可以通过激活

Jak2/Stat3 信号通路对关节内外的破骨细胞和成骨细胞发挥作用干扰正常的骨骼重塑[19] [20]。CP690550 
(Tofacitinib，托法替尼)是美国 FDA 在 2012 年批准的首个 Jak 抑制剂，用于治疗对甲氨蝶呤反应不佳的

患者的中度至重度活动性 RA ，研究显示托法替尼抑制 JAK3，JAK2，JAK1 的 IC 50 值分别为 1 nM，

20 nM 和 112 nM，而 Jak3 主要在造血细胞、平滑肌细胞表达，并不参与骨代谢[21] [22]。所以我们用

CP690550 抑制 Jak2 的表达，可以抑制平滑肌细胞 TNAP 的表达，同时抑制 Runx2 的表达。 

5. 结论 

综上所述，IL6 可能是通过 Jak2 信号转导通路诱导人平滑肌细胞成骨样分化及钙化。 
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