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晚期氧化蛋白产物诱导血管平滑肌细胞表达!"#$% 及其信号转导通路的研究
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))摘)要! 目的)研究 *(’ 有丝分裂素激活蛋白激酶"*(’ +,-./01#23-,42-05 *6.-0,1 7,1280$ 9:;<#在晚期氧化蛋白产物
"25421305 .=,52-,.1 *6.-0,1 *6.5>3-8$ :?;;# 诱导的鼠血管平滑肌细胞单核细胞趋化蛋白#! 表达中的作用% 方法)使用
&"" 和 %"" !+.@AB:?;;分别以不同时间刺激培养的鼠血管平滑肌细胞$在阻断实验中加入特异性 *(’9:;<阻断剂
CD&"($’"阻断 *(’9:;<信号转导通路% 采用免疫印迹法"E08-061 F@.-#检测细胞中 9G;#! 和磷酸化 *(’9:;<的表达情
况% 结果)用特异性 *(’9:;<阻断剂 CD&"($’" 预处理后$%"" !+.@AB:?;;刺激 % H 的鼠血管平滑肌细胞 9G;#! 表达
"平均灰度值#从 %&I"" J"IK$ 降至 KI($ J!I($ 受到显著抑制"!L"M"!#% 结论)"*(’9:;<信号转导途径参与了
:?;;诱导的鼠血管平滑肌细胞9G;#! 的表达% #晚期氧化蛋白产物促进平滑肌细胞 9G;#! +NO:和蛋白表达可能是
其致动脉粥样硬化机制之一%
))关键词! 晚期氧化蛋白产物&单核细胞趋化蛋白#!&有丝分裂素激活蛋白激酶类&鼠血管平滑肌细胞&动脉粥样硬化
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))晚期氧化蛋白产物 "25421305 .=,52-,.1 *6.-0,1
*6.5>3-8$ :?;;#是 !KK‘ 年 E,-7.#C2682-等’!(发现的

新尿毒症毒素% 有研究报道’&( $:?;;参与了尿毒症
患者加速性动脉粥样硬化"2-H06.83@06.8,8$ :C#的形
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成$通过氧化应激引起内皮细胞损伤可能是其参与:C
发生)发展的机制之一’%( % 我们研究发现:?;;通过促
进单核细胞趋化蛋白#!"+.1.3\-03H0+.-23-,3*6.-0,1#!$
9G;#!#的表达而可能参与了动脉粥样硬化的晚期病
变% *(’ 丝裂素活化蛋白激酶" *(’ +,-./01#23-,42-05
*6.-0,1 7,1280$ *(’#9:;<#信号转导途径是 ! 条应激敏
感的通路$但:?;;促进9G;#!表达是否是 *(’信号通
路$国内外少见报道% 本实验旨在研究 *(’9:;<信号
传导通路在:?;;对9G;#! 表达这一生物学过程中的
地位和作用进行了研究$为阻断这一途径寻找理论依
据%
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%?材料与方法

!I!)材料
))人血清白蛋白 TC:"!"" +/A+@$C,/+2#&抗平滑肌细胞
$#23-,1 单克隆抗体"中山生物技术有限公司#$逆转录聚合酶
链反应"N]#;GN#试剂盒"日本生物工程有限公司#$9G;#! 引
物"北京奥科生物公司#$兔抗鼠9G;#! 抗体"济南赛恩斯科技
有限公司#$9:;<试剂盒"美国 C21-2G6>e公司#$*(’9:;<特
异性阻断剂 CD&"($’""美国 ;6.+0/2公司#% 倒置相差显微镜
"日本O,7.1公司#$;:G(""" 型电泳仪)电泳槽及转印电泳槽
"美国D,.#N25公司#$;]G#!""#‘" 型[O:扩增仪)EbT#&"& 型
聚合酶链反应紫外透射仪)紫外分光光度计)W_d凝胶成像分
析系统%
!I&)血管平滑肌细胞的原代培养与鉴定
))选用 ‘ 周龄雄性 C[大鼠"第三军医大学实验动物中心提
供#断头处死$取胸主动脉中膜以贴块法培养于含 !"f胎牛血
清的[9P9培养基中$置于 (a g)$f G?& 孵箱中培养$! 周后
可见细胞从组织块边缘爬出$& h( 周出现致密细胞层$此时即
可传代$传代细胞呈典型的*峰与谷+样生长$细胞经抗 $#23-,1
抗体鉴定为平滑肌细胞% 实验所用的血管平滑肌细胞均为第 (
h‘ 代传代细胞%
!I()T?Gd孵育法体外制备:?;;#TC:标准品
))T?Gd溶液以;DC新鲜配制$分光光度计测定浓度"%i($"
9j!,3+j!$&K" 1+$*T!&#% 人血清白蛋白TC:"!"" +/A+@$
C,/+2#与T?Gd"!"" ++.@AB#室温下共孵育 (" +,1$透析过夜$
除去;DC$即得到:?;;#TC:’(( %
))以氯胺#]"在碘化钾存在下$最大吸收波长与 :?;;#TC:
相同$为 (%" 1+#为参照标准$:?;;#TC:的浓度以相同吸光度
的氯胺#]浓度来代表% 吸取 &"" !@氯胺#]"" h!"" !+.@AB#)制
备的:?;;#TC:及;DC"空白管#$依次加入 &" !@冰醋酸)!"
!@碘化钾"!I!‘ +.@AB#$摇匀后静置 & +,1$紫外分光光度计在
(%" 1+测定吸光度$制作氯胺#]的标准曲线$计算出其摩尔吸
光系数$以:?;;#TC:的吸光度除以此吸光系数$即为 :?;;#
TC:的浓度"!+.@AB#%
!I%)_C9G的干预
))将同步化的细胞 "& k!"‘ #按 :?;;#TC:$")!"")&"")
%"" !+.@AB及对应浓度的 TC:% H$:?;;#TC:"!"" !+.@AB#
!)%)!& H和 &% H分组进行干预$每个点重复 (次% 以不加刺激
的细胞为正常对照组$以高温处理"%& g)(" +,1#的细胞为阳
性对照者% 在阻断实验中$分别给予不同浓度"$)!")!$ !+.@A
B#特异性 *(’9:;<阻断剂 CD&"($’" 预孵育细胞 % H$再给予
&"")%"" !+.@AB:?;;刺激 % H后检测相关指标%
!I$)9G;#! +NO:表达水平测定’%(

))采用半定量N]#;GN法$参照试剂盒说明书进行%
!I‘)E08-061 F@.-法检测9G;#! 和9:;<的变化
))参见文献’%(%
!Ia)处理
))数据均以!"J#表示$用 C;CC !"I"软件进行单因素方差分析%

@?结果

&I!):?;;对 *(’9:;<表达的影响
))E08-061 F@.-检测结果显示$&"" 和 %"" !+.@AB:?;;对细

胞外调节蛋白激酶"0=-6230@@>@268,/12@60/>@2-05 7,1280$ PN<#
的表达无影响"图 !#% 磷酸化 *(’9:;<在 &"" 和 %"" !+.@AB
:?;;诱导下$活性增强早且明显"!L"I"!#$呈时间依赖性%
在 &"" !+.@AB:?;;刺激下$磷酸化 *(’9:;<活性的持续时
间短于 %"" !+.@AB:?;;刺激% &"" !+.@AB:?;;刺激约 % H$
磷酸化 *(’9:;<活性达到峰值$&% H 回复至基线水平% 在
%"" !+.@AB:?;;刺激下$磷酸化 *(’9:;<的活性可持续至
!& H"图 &#%

! " # $ % & ’ ( )

*+,!

O!正常对照组&&)%)‘)’!分别是 !)%)!&)&% H :?;;&"" !+.@AB&
!)()$)a!分别是 !)%)!&)&% H :?;;%"" !+.@AB
图 %?A5.,5-);+2,检测不同浓度:B##诱导血管平滑肌
细胞CD<的影响

! " # $ % & ’ ( )

*#(+,-.!

O!正常对照组&&)%)‘)’!分别是 !)%)!&)&% H :?;;&"" !+.@AB&
!)()$)a!分别是 !)%)!&)&% H :?;;%"" !+.@AB
图 @?A5.,5-);+2,检测不同浓度:B##诱导血管平滑肌
细胞磷酸化7EF!:#<的影响

&I&)阻断 *(’9:;<信息转导通路对 :?;;诱导
9G;#! 表达的影响

))基础状态下9G;#! +NO:和蛋白质在未被干预的血管平
滑肌细胞中有表达$:?;;刺激 % H 后可刺激 9G;#! 表达明显
上调"!L"I"!# ’%( % 特异性 *(’9:;<阻断剂 CD&"($’" 对鼠
血管平滑肌细胞的 9G;#! +NO:基础表达具有明显抑制作用
"图 (#$同时可呈浓度依赖性抑制 :?;;刺激 % H 鼠血管平滑
肌细胞9G;#! 的表达"图 %$表 !#

! " # $ % & ’

!!()*+,-
（’#& ./）
!!01("
（" $’2 ./）

233 ./"
433 ./"
’33 ./"
&33 ./"
%33 ./"

9!标准&!!正常对照&&! CD&"($’" 作用组&(! &"" !+.@AB:?;;&
%! & l( 作用者&$! %"" !+.@AB:?;;&‘!& l$ 作用者
图 E ? DG$#"D检测 %H !82+IJ特异性 7EF!:#< 阻断剂

&K@LEHFL 对不同浓度 :B##刺激 M 9的血管平滑肌细胞
!"#$% 8DN:表达的影响

! " # $ % & ’ ( )

!*+,-./!

012*!!

!!正常对照&& j%!分别为 $)!")!$ !+.@ABCD&"($’" 作用正常对
照组&$!阳性对照组&‘!%"" !+.@AB:?;;刺激组&a jK!分别为 $)
!")!$ !+.@ABCD&"($’" 和 %"" !+.@AB:?;;作用组
图 M?A5.,5-);+2,检测不同浓度特异性 7EF!:#<阻断剂

&K@LEHFL 对 MLL !82+IJ:B##刺激 M 9诱导血管平滑肌
!"#$% 表达的影响
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第 &期) 彭侃夫$等I晚期氧化蛋白产物诱导血管平滑肌细胞表达9G;#! 及其信号转导通路的研究)

表 %?不同浓度特异性7EF!:#<阻断剂&K@LEHFL 对正常对照和
MLL !82+IJ:B##刺激 M 9的血管平滑肌!"#$% 表达平均
灰度值的影响"!OM$ ""P##

CD&"($’" 浓度"!+.@AB# 正常对照组 %"" !+.@AB:?;;刺激 % H))
" KI$" J"I’K %&I"" J"IK$
$ KI&$ J"IK‘ ("I&$ J!I&a
!" KI"" J!I&‘ !$I$" J&I!$
!$ !"I&$ J!I$" KI($ J!I($
$值 "I‘&$ &(‘I‘%a
!值 "I‘a& "I"""

阳性对照组$血管平滑肌细胞9G;#! 表达平均灰度值为"%!I($ J!Ia$#

E?讨论

)):?;;是新的尿毒症毒素$其参与动脉粥样硬化
的研究已有报道$我们前期研究发现 :?;;呈浓度和
时间依赖方式增加 C9G8的9G;#! 表达’%( % 推测此途
径可能参与了动脉粥样硬化的晚期发病过程% 如何预
防乃是研究的关键$所以了解其信号转导通路对临床
具有积极意义%
))丝裂原活化的蛋白激酶"9:;<#是细胞内的一类
丝氨酸A苏氨酸蛋白激酶$是细胞将胞外信号转导至核
内的重要信号转导系统’$( % 9:;<家族主要包括胞外
信号调节激酶"PN<# )3#Y>1 氨基末端激酶"YO<#以
及 *(’9:;<% 其中 *(’9:;<信号通路参与了细胞的
生长发育及细胞间功能同步等多种生理过程$ 并可调
节多种细胞dB#‘ )]Ob#$)]Qb#&等细胞因子的表达$
介导炎症)应激等多种细胞反应$ 被认为参与了炎症
和纤维化过程’‘ jK( %
))*(’9:;<是参与炎症反应的细胞内的重要通路$
可被多种细胞外刺激激活$导致细胞生长)增殖)分化
和调控某些因子表达% 9:;<至少具有 ‘ 个亚家族$
其中针对PN<)应激活化蛋白激酶及 *(’A高渗透性甘
油反应激酶的研究较多% 这些 9:;<亚家族的信号
通路具有高度保守性$即经 ( 个关键激酶通过级联信
号将细胞外刺激传递至细胞核后$再通过磷酸化转录
因子调节细胞功能% 不同的 9:;<亚家族具有相对
独立的信号通路$作用于不同底物$从而介导不同细胞
的不同生物学效应% 一般认为 PN<激活与细胞增殖
有关$*(’9:;<激活与炎症和应激反应的调控密切相
关’!"$!!( $*(’9:;<通路还参与细胞的存活)分化及发
育过程’!&( %
))本研究探讨了 :?;;对于 9:;<的影响$结果显
示:?;;对PN<的激活无影响&:?;;可首先激活鼠
血管平滑肌细胞 *(’9:;<% 为了进一步证实在鼠血
管平滑肌细胞中由 :?;;激活的 9:;<对9G;#!
+NO:及其蛋白水平的影响$我们在研究中探讨了特

异性 *(’9:;<阻断剂 CD&"($’" 的作用$结果显示
CD&"($’" 可阻碍由:?;;引起的9G;#! 表达增加$这
说明 :?;;诱 导 的 9G;#! +NO: 表 达 是 依 赖
*(’9:;<信号转导途径实现的% 综上所述$本研究证
实了:?;;可诱导鼠血管平滑肌细胞9G;#! +NO:及
其蛋白表达水平增加% :?;;首先激活 *(’9:;<$其
特异性阻断剂 CD&"($’" 在基因和蛋白水平均可抑制
由:?;;所引起的 9G;#! 表达增加% 以上结果说明
*(’9:;<参与了 :?;;引起的 9G;#! 增加过程%
:?;;诱导_C9G的9G;#! 表达表明 :?;;通过促进
单核细胞向血管内迁移而参与致动脉粥样硬化这一过

程$有效地阻止这一过程在预防尿毒症患者心血管并
发症的发生)发展中可能有重要意义%
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