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血管再狭窄发生过程中MM P-2基因表达与
胶原转换的动态变化3

周秀霞　温进坤3 3 　韩　梅
(河北医科大学基础医学研究所生化研究室,石家庄　050017)

摘要　建立主动脉内皮剥脱后血管再狭窄大鼠模型,用N o rthern 印迹分析、含明胶 SD S2PA GE、

羟脯氨酸含量测定及流式细胞术动态观察血管再狭窄发生过程中MM P22基因表达与胶原转换及

血管细胞增殖之间的关系Λ实验结果表明,血管内皮剥脱后,MM P22基因表达被显著诱导,MM P22

活性及胶原转换明显增高, 在第7 d,MM P22表达活性及胶原合成与降解均达到峰值; 第21 d,

MM P22表达恢复正常,胶原合成和降解仍维持在较高水平Λ流式细胞分析结果显示,血管内皮剥脱

后进入增殖状态及发生凋亡的细胞显著增加,增殖细胞所占比例高于凋亡细胞,且两者均随内皮损

伤后的时间延长而增加Λ
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The Change of MM P-2 Gene Express ion and Collagen Turnover

dur ing Va scular Restenosis D evelopm en t

ZHOU X iux ia,W EN J inkun, HAN M ei
(D ep artm en t of B iochem istry , Institu te of B asic M ed icine, H ebei M ed ica l U niversity , S h ij iaz huang 050017)

Abstract　A rat m odel of vascu lar resteno sis w as estab lished by balloon in ju ry. U sing N o rthern
b lo t ana lysis, SD S2PA GE con ta in ing gela t in, hydroxyp ro line concen tra t ion determ ina t ion and flow
cytom etry ana lysis,MM P22 gene exp ression, co llagen tu rnover and vascu lar cell p ro lifera t ion ac2
t ivity w ere ana lyzed du ring vascu lar resteno sis developm en t. T he resu lts show ed tha t MM P22
gene exp ression w as m arkedly induced by vascu lar de2endo thelia liza t ion, then MM P22 act ivity and
co llagen tu rnover increased obviou sly. O n day 7,MM P22 gene exp ression, the co llagen syn thesis
and degrada t ion reached the peak s; O n day 21,MM P22 exp ression retu rned to basic level. Cell cy2
cle ana lysis suggested tha t the num ber of p ro lifera t ing and apop to t ic cells increased rem arkab ly
du ring vascu lar resteno sis developm en t. W ith the ex ten sion of the t im e of endo thelia l in ju ry, bo th
the p ro lifera t ing cells and apop to t ic cells increased, bu t the p ropo rt ion of the fo rm er w as h igher
than tha t of the la t ter.
Key words　Balloon in ju ry,V ascu lar resteno sis,MM P22, Gene exp ression, Co llagen tu rnover, Cell
p ro lifera t ion, Cell apop to sis

　　细胞外基质 (ECM )异常积聚是球囊血管成形

术后血管再狭窄的重要原因1在病变部位, ECM 可

达组织总量的90% Λ胶原是 ECM 的主要成分,其过

度合成不仅是造成 ECM 异常积聚的原因, 而且还

影响血管平滑肌细胞 (V SM C)的增殖和迁移1因此,

胶原合成与降解平衡失调在血管再狭窄的发生发展

过程中发挥重要作用[ 1 ]Λ已经证明,胶原转换过程受

基质金属蛋白酶 (MM P)的调节,其中降解基底膜主

要结构成分的Ì 型胶原酶 (亦称MM P22或明胶酶



A ,以下称MM P22)可能担任着重要角色[ 2 ]Λ为进一
步探讨MM P22在血管成形术后再狭窄的发生过程

中的作用,本文建立大鼠主动脉内皮细胞剥脱模型,

在新生内膜形成及血管再狭窄的发生过程中,动态

观察MM P22基因表达与胶原转换及V SM C 增殖之

间的关系Λ

1　材料与方法

111　材料

S D 大鼠由河北省实验动物中心提供;MM P22

探针及大肠杆菌 JM 109为本室保存; 各种限制性内

切酶, 随机引物标记试剂盒为 P rom ega 公司产品;

Α232P2dCT P 购自北京亚辉生物医学公司Λ其它试剂
均为国产或进口分析纯Λ
112　方法

11211　大鼠主动脉内皮细胞剥脱模型的建立:参照

Bendeck 等人的方法[ 3 ] , 选用体重310～ 350 g 雄性

SD 大鼠, 20%乌来糖腹腔麻醉 (013 m lökg 体重)

后,将球囊导管经左颈总动脉插入至腹主动脉,注入

适量生理盐水充盈球囊,回拉导管至主动脉弓处,重

复6次,移出球囊导管,结扎左颈总动脉,分别于术后

3、7、14及21 d 取损伤部位血管段进行形态学观察,

提取RNA 和蛋白质Λ对照组行左颈总动脉结扎术Λ
11212　形态学观察样品制备:按光镜样品制备方法

常规固定、脱水、包埋、切片、染色, 光镜下观察、照

相Λ
11213　蛋白提取液的制备: 取损伤部位血管,加适

量组织提取液 ( 20 mm o löL N aC l, 100 mm o löL
T ris2HC l, pH 718) ,冰浴下匀浆,补加1ö10体积10%

SD S, 充分裂解细胞后, 4℃, 12 000 röm in 离心10

m in,取上清,用改良酚试剂法测定蛋白质含量Λ
11214　N o rthern 印迹分析: 用异硫氰酸胍一步

法[ 4 ]分别从对照及主动脉内皮剥脱后不同时间的大

鼠血管中提取RNA ,各取30 Λg,进行1%琼脂糖2甲
醛变性凝胶电泳,转移至尼龙膜上后,按文献[ 5 ]方

法与用随机引物法标记的MM P22 cDNA 进行杂交

及放射自显影Λ
11215　MM P22活性的检测: 用含明胶的 SD S2
PA GE 检测MM P22活性的方法按文献[ 6 ]进行,分

离胶浓度为8% (含012%明胶) ,浓缩胶为5% Λ取球
囊损伤后不同时间及对照血管提取液 (各含15 Λg

蛋白) , 120 V 恒压电泳2 h. 电泳结束后, 凝胶经

215% T riton X2100漂洗两次, 15 m inö次,使胶原酶

复性,随后加入反应缓冲液 (50 mm o löL T ris2HC l,

50 mm o löL N aC l, 10 mm o löL CaC l2, 1% T riton X2
100) , 37℃温育9 h, 015%考马斯亮蓝染色115～ 2

h,脱色液 (10%乙酸240%甲醇)脱色至蓝色背景下

白色条带清晰Λ
11216　羟脯氨酸含量测定:按文献[7 ]方法,将损伤

部位血管经丙酮2乙醚 (1÷ 1)脱脂、干燥后称取3～ 5

m g,加019%N aC l制成匀浆,用2 m o löL HC l调 pH

至2～ 215, 胃蛋白酶消化72 h, 加50 Λl 1 m o löL
pH 810的 T ris2HC l 终止反应后, 加入 200 Λl 112

m o löL 高氯酸沉淀大分子胶原, 4 000 röm in 离心10

m in,将其与降解的小分子胶原分开. 沉淀与上清分

别收集,置110℃烤箱干燥后, 6 m o löL HC l 110℃水

解24 h, 4 m o löL N aOH 调 pH 至510～ 710,定容,过

滤Λ取滤液012 m l,加入015 m l 015 m o löL 氯胺 T 溶

液混匀,室温氧化6 m in,高氯酸终止反应Λ加入015

m l 10%对二甲氨基苯甲醛, 75～ 80℃显色20 m in,

冷却后于波长560 nm 比色测定羟脯氨酸含量Λ
11217　流式细胞术检测:按文献[8 ]方法,取内皮剥

脱后不同时间的血管 (每个时间点的标本均来自3只

大鼠)固定于70%乙醇,采用匀浆法分散细胞, PBS

洗涤后, P I 染色 30 m in, 300目尼龙网过滤,

FA CS420型流式细胞仪测定Λ

2　结　　果

211　形态学变化

光镜下观察,主动脉内皮剥脱后7 d,新生内膜

中可见局灶性细胞增殖,中膜V SM C 核排列紊乱,

腔内无内皮细胞Λ术后14～ 21d,内膜呈弥漫性增厚,

增厚的内膜中以细胞 (V SM C)成分为主Λ提示本研
究所建立的内皮剥脱后血管再狭窄动物模型是成功

的Λ
212　MM P-2基因表达水平的改变

如 F ig. 1所示, 从对照和内皮剥脱后不同时间

的主动脉提取的 RNA 与MM P22 cDNA 探针杂交

后, 在大致311 kb 的位置上出现一条杂交带, 其长

度与文献报道的大鼠MM P22 m RNA 相一致[ 9 ]Λ从
杂交信号的强度可知, 在对照血管中MM P22基因

表达水平很低,主动脉内皮剥脱后,该基因的表达被

显著诱导,在第3 d 时比对照血管增加417倍,第7 d,

其表达活性达到高峰,比对照增加1815倍1此后,随

内皮剥脱时间的延长,MM P22基因的表达逐渐下

降, 21 d 时恢复到正常水平Λ
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F ig. 1　mRNA exp ression of MM P22 gene in no rm al and

de2endo thelialized rat ao rtas

(A )A uto radiogram; (B)D ensitom etric scanning

1: contro l; 2: 21 d; 3: 14 d; 4: 7 d; 5: 3 d

213　MM P-2活性的变化

用含明胶 SD S2PA GE 对MM P22活性进行检测

的结果表明,对照及内皮剥脱不同时间主动脉组织

提取液均可在95 kD、72 kD 和68 kD 的位置使明胶

发生降解. 根据已知MM P 的分子量, 95 kD 处的明

胶降解区带为MM P29 (明胶酶B )的明胶降解活性

所导致, 72 kD 和68 kD 的区带分别是MM P22原及

其活性形式所造成 (F ig. 2) ΛF ig. 2显示,主动脉内皮

剥脱后第7 d,MM P22和MM P29活性最高, 前者活

性升高更为明显,其它时间点的活性与对照无显著

差别Λ

F ig. 2　M easurem ent of MM P22 activity in tissue ex tracts

by SD S2PA GE contain ing gelatin

1: contro l; 2: 3 d; 3: 7 d; 4: 14 d; 5: 21 d

214　羟脯氨酸含量测定结果

在所观察的时间范围内,大鼠主动脉内皮剥脱

后胶原合成和降解均显著增加,虽两者变化的谱型

相类似 (F ig. 3 A ,B ) ,但在内皮损伤后的第7 d,胶原

合成所增加的幅度远高于降解所增加的幅度Λ内皮
剥脱7 d 时,胶原合成和降解达到峰值,分别达对照

的419倍和116倍Λ之后胶原合成与降解都逐渐下降,

但直至21 d 时仍显著高于对照血管Λ

F ig. 3　M easurem ent of hydroxyp ro line concentration in the

balloon2in ju red ao rtas

(A ) Synthesis of co llagen; (B)D egradation of co llagen

● T he experim ent; ▲ T he contro l

215　细胞周期分析

F ig. 4显示, 从对照大鼠主动脉分离的细胞有

8619%处于 G0öG1期,随血管内皮损伤后时间的延

长,进入 G2öM 期及发生凋亡的细胞数逐渐增多,至

第21 d, G2öM 期细胞达细胞总数的1415% ,凋亡细

胞达1118% Λ

3　讨　　论

V SM C 增殖及其从动脉中层向内膜迁移是动

脉粥样硬化斑块形成和血管成形术后再狭窄的主要

原因Λ近年证明, V SM C 的迁移和增殖与 ECM 的降

解密切相关,因而降解 ECM 的MM P 在V SM C 迁

移过程中起着重要作用Λ晚近,人们对MM P 表达调

节机制进行了一些研究[ 2 ] ,但是用整体动物动态观

察血管再狭窄发生过程中MM P22基因表达与胶原

转换及V SM C 增殖之间关系的报道尚不多见Λ本研
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F ig. 4　F low cytom etry analysis of rat vascu lar cells from the balloon2in ju red ao rtas

(A ) contro l　G0öG1: 8619% , S: 619% , G2öM : 612% , apop to sis rate: 1. 8%

(B) 3 d　G0öG1: 8614% , S: 419% , G2öM : 817% , apop to sis rate: 611%

(C) 7 d　G0öG1: 8711% , S: 513% , G2öM : 715% , apop to sis rate: 814%

(D ) 14 d　G0öG1: 8216% , S: 616% , G2öM : 1019% , apop to sis rate: 9. 7%

(E) 21 d　G0öG1: 7812% , S: 713% , G2öM : 1415% , apop to sis rate: 11. 8%

究结果表明,在对照大鼠主动脉血管中,MM P22基

因表达水平及MM P22活性均很低, 胶原合成与降

解较慢, V SM C 处于静止状态Λ血管内皮细胞剥脱
后,MM P22基因表达被显著诱导,MM P22活性及胶

原转换均明显增高Λ至第7 d, MM P22基因表达、

MM P22活性及胶原合成与降解均达到峰值Λ但在该
时间点,胶原合成所增加的幅度 (对照血管的419倍)

远大于降解所增加的幅度 (对照的116倍) ,这可能是

造成血管再狭窄部位 ECM 异常积聚的主要原因Λ
之后,MM P22基因表达活性、胶原转换逐渐降低,至

第21 d 时,MM P22 m RNA 水平及MM P22活性均恢

复到对照水平,但胶原合成与降解仍显著高于对照

血管, 这可能与此时V SM C 的增殖活性仍居高不

下、而处于增殖状态的V SM C 不断分泌MM P 与胶

原合成酶有关Λ因为细胞周期分析结果显示,随血管

内皮剥脱后时间的延长,进入增殖状态的V SM C 数

量不断增多,直至21 d 时,仍呈进一步上升的趋势Λ
另外,在进行增殖的V SM C 不断增加的同时,发生

凋亡的细胞也在增加,但处于增殖状态的细胞所占

百分比远高于凋亡细胞的百分比,这可能也是导致

血管内膜增厚、管腔狭窄的原因之一Λ

用体外培养的V SM C 对MM P22表达调控机制

进行研究的结果提示,一些生长因子或细胞因子,如

bFGF、PD GF 等能显著刺激MM P22表达[ 10 ]Λ已经
证明,血管内皮受到损伤时,受损部位的细胞合成与

分泌这些因子增加, 在在体血管, 它们也可能作为

MM P22基因表达的诱导因子,促进MM P22基因表

达,并分解 ECM ,进而引发V SM C 迁移与增殖, 导

致内膜增厚、管腔狭窄Λ
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分离提纯、主要物质代谢、生物膜及遗传信息代谢等新内容Λ
第二版的作者除第一版的作者吴显荣外,又增加了焦鸿俊、叶茂炳、陈珈,并邀请徐朗莱编写第八章,全

书由阎隆飞、李明启两教授主审Λ
本书可作高等农业院校教材,也可供有关院校生物化学与分子生物学专业有关教师、学生及有关科研人
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本书定价22170元,需要者可与中国农业出版社发行部联系Λ地址: 北京市朝阳区农展馆北路2号Λ邮编:

100026Λ
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