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摘要  目的 研究曲匹地尔 × 对培养大鼠主动脉血管平滑肌细胞的细胞增殖周期及对有丝分裂素激活蛋白

激酶 ° 和 ° 激酶的表达及活性的影响 ∀方法 以流式细胞术测定细胞周期 免疫印迹法测定 ° 和

° 的表达 免疫沉淀后测定 ° 和 ° 对其特异性底物髓脂质碱性蛋白 ° 和 的磷酸化活

性 ∀结果 × 降低细胞周期中 ≥期比例和细胞分裂增殖指数 能明显抑制给血清刺激后 ° 的表达和活性 明

显抑制 ° 激酶活性而对其表达无明显影响 ∀结论 × 对细胞周期的影响与其抑制 ° 和 ° 激酶活性和

° 的蛋白表达有关 ∀

关键词  曲匹地尔 血管平滑肌 免疫印迹 蛋白激酶类 免疫沉淀

  血管平滑肌细胞 ∂ ≥ ≤ 是动脉粥样硬化斑块

病变组织和动脉损伤后增厚的肌性内膜中的主要成

分 其增殖的调节是动脉粥样硬化及经皮冠状动脉

成形术 °× ≤ 后再狭窄的研究焦点之一≈ ∀细

胞增殖与细胞周期密切相关 ∀在细胞周期的调控

中 有丝分裂素激活蛋白激酶 ° 和细胞分裂周

期基因 编码产物 ° 有重要作用 前者控制

细胞周期的启动 2 期 后者控制 ⁄ 复制和

有丝分裂的诱发 2≥ 2 ≈ ∀

曲匹地尔 × × 作为一种血管扩张药

物用于治疗缺血性心肌病 ∀ 年代初 ∏ ∏等发

现其能抑制培养的胶质瘤细胞的增生≈ ∀我们以

前的工作已证实 × 能浓度依赖性阻抑内皮素2

诱导的培养大鼠 ∂ ≥ ≤ 的增生≈ ∀本研究拟进一

步探讨去血清细胞周期同步化后 × 对血清刺激

诱导 ∂ ≥ ≤ 增殖细胞周期的影响及其对控制细胞

周期的两个关键酶 ° 和 ° 的表达及活性

的影响 ∀

材 料 和 方 法

药品与试剂  ° 胰蛋白酶 °

∂ 苯甲基磺酰氟 ° ≥ƒ 二硫苏糖醇

收稿日期 2 2
3联系人  × ƒ ¬ ∞2

∏ ∏

⁄× × °° ° ° ° 抑肽酶 亮肽酶

∏ × ÷2 髓脂质碱性蛋白 °

×°二钠盐 ∞°∞≥ 牛血清白蛋白 ≥ 蛋白酶

抑 制 剂 ° 多 克 隆 抗 体

∏ ° 等均购自 ≥ 公司 胎牛血

清 ƒ≤≥ ° ∏ 滤纸 ° 多克隆

抗体等购自 公司 ≥⁄≥2° ∞低分子量标准

蛋白质购自上海丽珠东风生物技术有限公司 硝酸

纤维素膜 购自 2 碱性磷酸酶

标记羊抗兔多克隆抗体购自华美公司 ×

为武 汉 市 第 二 制 药 厂 馈 赠 白 色 粉 末 纯

度 1 新鲜配制于生理盐水中 终浓度为

Λ # ∀

动物  ? • ⎯ 大鼠购自北京医

科大学试验动物中心 清洁级 2 ∀

仪器  流式细胞仪 美国 ⁄ 液

闪计数仪 瑞典 ° • 型 ∞ ≤

± • 图像分析系统 美国 ∞ ≤ 公司 恒压恒

流电泳仪与电泳槽 转移电泳槽 !垂直板电泳槽 北

京六一厂 紫外 可见分光光度仪 岛津公司 低温高

速离心机 美国 ⁄∏ 公司 ƒ ≥≥ 型流式细胞

仪 美国 ⁄ 公司 ∀

大鼠主动脉 ς ΣΜΧ培养  取大鼠胸主动脉 按

方法分离并传代培养 ∂ ≥ ≤≈ 培养液为含

胎牛血清的 ° 培养液 实验采用第

代细胞 ∀

实验分组  分 组 ≤ 组无血清培养后细胞培
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养液中不加血清刺激 ≥组无血清培养后细胞培养

液中加 ƒ≤≥ × 组无血清培养后加入 ×

Λ # 但不加血清刺激 ≥ × 组培养液

中加 ƒ≤≥ 和不同浓度 × 和

Λ # ∀

ς ΣΜΧ细胞周期的测定[ 8]  将细胞浓度为 ≅

# 接种于 孔板 孵育 贴壁后换无血

清 ° 培养液 再孵育 按上述分组分

别加入不同的试剂 再孵育 以胰酶消化后 于

冷乙醇固定 离心并以冷磷酸盐缓冲液

° ≥ 洗涤 次 细胞悬液的终体积为 1 ∀加

入 终浓度为 # ε 孵育

再以 ° # 染色 流式细胞仪

分析细胞周期 ∀

细胞周期同步化和培养组织细胞粗提液制

备[ 9 ,10]  将 ≅ # ∂ ≥ ≤ 接种于 孔板 孵

育 贴壁后换无血清 ° 培养液孵育

使细胞同步化到 期 ∀按上述分组分别加入不

同的试剂 再孵育 测 ° 表达及活性 或

测 ° 表达及活性 后 将培养的 ∂ ≥ ≤ 加

入适量 ° ≥停止孵育 用 的胰蛋白酶将贴壁生

长的细胞消化制成细胞悬液 离心 ≅ 弃

上清液 将沉淀溶于 1 细胞裂解液 ∞°∞≥

# 1 ≤ # ∂

# ƒ # ° #

⁄× × # ° ≥ƒ # 抑肽酶

# 亮肽酶 Λ # × ÷2

冰上孵育 超声破碎细胞 离心

≅ ε 去除沉淀 取上清少量以

法蛋白定量 余留作蛋白激酶活性测定和免

疫印迹 • 2 ∀

Σ∆Σ2ΠΑΓΕ电泳及免疫印迹  上述细胞粗提液

分别取蛋白 Λ 以 ≥⁄≥2° ∞电泳分离后

在 ∂ 下转移 以 ° 多克隆抗体或

° 多克隆抗体与转移到硝酸纤维素膜上的蛋白

免疫印迹反应过夜 ∀加入碱性磷酸酶标记的羊抗兔

的二抗后显色反应检测蛋白的表达量 ∀

免疫沉淀及激酶活性检测[ 11 ,12]  取细胞溶解

液 1 与 ° 多克隆抗体 Λ 或 ° 的

多克隆抗体 Λ 在 ε 共同振荡孵育 收集免

疫复合物 在相同条件下进一步与预先吸附有抗鼠

的 孵育 再以细胞裂解液

ε 下洗涤沉淀两次 以 1 # 的牛血清白蛋

白结合抗原后离心 取上清加入激酶缓冲液

∞°∞≥ # 1 ≤ #

≤ # ⁄× × #

∂ 1 # ≥ 1 # °

# 或 1 # ×°二钠盐

Λ # 蛋白激酶 抑制剂 Λ # Χ2

°2 ×° Λ≤ # 1 ε 孵育 加入

冷 ° ≥ 终止反应 ∀ 每孔取 Λ 点在 °

∏ 滤纸上 用 1 磷酸缓冲液彻底

清洗 吹干 加闪烁液静息过夜 在 Β液闪计数仪上

测定 °放射活性 同时作空白对照 即免疫沉淀时

不加细胞溶解液 其余操作同上 ∀取 Λ Χ2 °2

×° 1 点在 ° ∏ 滤纸上

加闪烁液测其放射强度作为标准管 ∀以 实验管

空白管 标准管的数值表示 ° 及 ° 活性

° # # ∀

结 果

1  Τρα对培养大鼠 ς ΣΜΧ细胞周期的影响

以流式细胞仪分析细胞周期的结果表明 与 ≤

组比较 以 血清刺激细胞后 其 ≥期 期

和 ≥ 期 细胞有丝分裂增殖指数 比例分别

增加 1 和 1 Π均 1 ∀以

× 和 Λ # 处理后 ≥期比例分别较

单纯血清刺激组减少 1 Π 1 1 Π

1 和 1 Π 1 细胞分裂增殖指数

分别减少 1 Π 1 1 Π 1 和

1 Π 1 ∀ 期比例仅 × Λ #

组较单纯血清刺激组减少 1 Π 1 ∀

× Λ # 对未给血清刺激的 ∂ ≥ ≤ 细胞周

期无明显影响 表 ∀

2  Τρα对 ΜΑΠΚ和 Π34χδχ2蛋白表达的影响

分别用 ° 和 ° 的多克隆抗体作免疫

印迹分析 ∀结果显示 在去血清细胞周期同步化后

再给血清刺激 此时 ° 蛋白表达量明显

增加 后 ° 表达亦升高 × Λ #

能明显抑制 ° 的表达而对 ° 的表达无明

显影响 图 图 ∀
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Ταβ 2  Εφφεχτσ οφ τραπιδιλ(Τρα) ον αχτιϖιτιεσ οφ µιτογεν2αχτιϖατεδ προτειν κινασε (ΜΑΠΚ)

ανδ Π34χδχ2 ιν χυλτυρεδ ρατ αορτιχ σµ οοτη µ υσχλε χελλσ

∏
×

Λ #
ƒ≤≥

√ °

° # #
√ °

° # #

≤         ?     ?

? 3 3 ? 3

≥ ? 3 3 ? 3 3

≥ ? ?

≥ ? ?

≥ ? ?

3 Π 1 3 3 Π 1 √ ∏ Π 1 √ ≥ ∏ ξ ? σ ν ≥ ≥ ∏

∏ × ∏ √

ƒ≤≥ ƒ ∏

讨 论

平滑肌细胞增生是动脉粥样硬化和血管成形术

后管腔再狭窄的发生发展中的重要事件 ∀寻找有效

药物拮抗这种病理性细胞增生已成为当前心血管药

理学研究的热点之一 ∀

本实验发现 × 和 Λ # 能抑制

血清刺激后培养的 ∂ ≥ ≤ 的 ≥期细胞所占的比例

并呈剂量依赖性 这说明 × 能抑制 ∂ ≥ ≤ 的 ⁄

的合成 高剂量的 × 能减小 细胞的比例

这揭示高剂量 × 能抑制细胞的有丝分裂 ∀ 个剂

量的 × 能剂量依赖性地抑制血清刺激后培养细胞

的有丝分裂增殖指数 ∀上述作用在未给血清刺激的

细胞中消失 提示 × 对 ∂ ≥ ≤ 的作用并非细胞毒

性 ¬ 而是抑制细胞生长的作用

∀

研究细胞周期调控模式揭示 在不同期相之间

转换中 若干关卡 的调控有特殊的生物

学意义≈ ∀其中以 2 2≥ 2 期相间的转

换最为重要 ∀ 2 为进入细胞周期的启动时期

2≥位于 期末 此刻 ⁄ 合成开始 2 为

期初始 此时染色体开始凝集 ∀ ° 是一编码分

子量 ⁄的丝氨酸 苏氨酸的蛋白激酶 在 2≥

和 2 的 转换中起重要作用 其底物

以细胞周期依赖的方式进行磷酸化≈ ∀

本研究发现细胞周期同步化后 血清刺激 后

° 的表达及酶活性明显增高 × Λ #

对 ° 表达无明显影响 但 × 和

Λ # 能明显抑制 ° 的活性 这表明 × 对

° 的影响是一种磷酸化调节的短时酶失活的过

程 不涉及该酶基因翻译 另外 × Λ # 能

明显抑制未给血清刺激的细胞的基础 ° 激酶

活性 但 × Λ # 不影响未给血清刺激的

∂ ≥ ≤ 的细胞周期 这说明在细胞周期的调节中

° 并非唯一的调控细胞周期的细胞周期基因编

码的蛋白激酶 其它如 其在 2≥的转换中也

有重要地位 我们的初步预试验发现 × 能抑制

的表达 但其对 蛋白激酶的活性的影响

还不清楚 需进一步实验方能明确 ∀

与 ° 相似 ° 也是一类丝氨酸 苏氨

酸蛋白激酶 其中一个重要的亚型 ° 与

° 有 氨基酸同源性 ∀它接收上游信号 如

生长因子等 被激活后 磷酸化下游底物如转录因子

2 ∏ 2 和 ∞ 2 等 后者作用于一些次级翻译

基因 χ端的调控元件 如 °2 °2 ƒ °

等 启动和促进蛋白质基因的转录和表达 促使细胞

由静止的 期进入 期 引起细胞增殖≈ ∀本实

验发现细胞周期同步化后 血清刺激 就能诱

发 ° 的表达和活性的明显升高 ∀ ×

Λ # 能抑制其蛋白的表达和活性的升高 而且

对未给血清刺激的 ∂ ≥ ≤ 的 ° 活性也有明显

抑制作用 ∀提示 × 能直接抑制 ° 活性 而不

是仅作用于 ° 信号转导的上游 ∀× 的这种作

用作用不仅在于影响 ° 的翻译过程 而且影响

° 的 翻译后的苏氨酸和酪氨酸残基的

磷酸化 ∀

本工作对 × 对培养的大鼠血管平滑肌细胞的

细胞周期的影响及其可能的机制进行了初步研究

从细胞周期方面阐述了 × 抑制 ∂ ≥ ≤ 增殖的可

能机制 为将 × 用于临床防治动脉粥样硬化和再

狭窄提供理论基础 ∀当然 其中很多环节有待于进

一步研究 如 × 对众多 的作用 对 ° °

等细胞周期蛋白抑制因子的作用等等 ∀
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