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摘要 目的  探讨细胞外信号调节激酶 ∞ 信号转导通路在血管平滑肌细胞内皮素 2 型受体

∞× 上调中的作用 ∀方法  用大鼠肠系膜上动脉离体培养模型 以敏感的离体小血管张力描记技术记录血管张力

变化 实时 °≤ 定量 ∞×
受体  °∞≥法测定细胞内磷酸化的 ∞ 蛋白水平 ∀结果  大鼠肠系膜

上动脉培养  细胞内 ∞ 蛋白磷酸化水平明显增高 培养   ∞×
受体  表达水平显著上调 选择性

∞×
受体激动剂蛇毒类似物 ¬ ≥引起的收缩增强 与特异性 ∞ 通路阻滞剂 ≥共同孵育

 ≥引起的最大收缩 Ε¬
明显下降 ∞×

受体  水平也显著降低 ∀结论  ∞ 信号转导通路参与大鼠

肠系膜上动脉离体平滑肌细胞 ∞×
受体上调过程 ∀

关键词 信号转导 细胞外信号调节激酶  ∞×
受体 血管平滑肌 蛋白磷酸化
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  内皮素 22∞×2是目前所知最强

的血管收缩剂 可激动 ∞×和 ∞×两个 蛋白耦联

受体 2 ∏ °≤ ∀生理状

态下 ∞×受体主要表达于血管内皮细胞 通过释放

一氧化氮 和前列环素 ° 而舒张血管
≈



少量表达于平滑肌细胞介导收缩 ≈ ∀但在高血压 !

动脉粥样硬化 !缺血性脑梗死和蛛网膜下腔出血 !急

性心肌梗死 !充血性心衰等病理状态下 平滑肌上

∞×受体表达水平明显上调 介导的收缩加强 对炎

性刺激因子反应性增高 ≈ ∗  ∀本研究室通过大鼠肠

系膜上动脉离体培养 !实验性脑缺血和蛛网膜下腔

出血等体外模型模拟出 ∞×受体病理状态下的上调

变化过程 ≈
但目前并不清楚引发上调确切的细

胞内机制 ∀细胞外信号调节激酶 ¬∏

2∏∞ 信号转导

通路普遍存在于真核细胞内 参与细胞的增生 !分

化 !运动和凋亡等过程 ≈ ∀ ∞ 信号转导通路

在上述病理状态下的作用以及 ∞ 通路是否参

与 ∞×受体上调 相关报道甚少 ∀

本研究采用大鼠肠系膜上动脉体外培养模型 

应用特异性 ∞ 通路阻滞剂 ≥和选择

性 ∞×受体激动剂 2蛇毒类似物 ¬ ≥

观察 ∞ 信号转导通路对 ∞×受体介导的收缩

及其  水平变化的影响 以揭示引起 ∞×受体

上调的细胞内机制 ∀

材料和方法

动物  雄性 ≥∏2⁄≥⁄大鼠 ≥°ƒ级 

体重  ∗  由瑞典 ∏大学动物中心提供 ∀

药品  ∞×2和 ≥为澳大利亚 ∏ °√

公司产品 ≥为 ≥公司产品 °∞≥

试剂盒由 ≥∏≤≥提供 ∀

蛋白酶抑制合剂 ≥∀

设备   × ± 2±≤≥产品 

°⁄ ∏产品 °2

∞ 2°≤ 仪 °∞ ∏

 产品 ƒ°仪 ± 2≤

≥产品 ∀

血管制备和培养  大鼠 ≤麻醉后处死 取肠

系膜上动脉主干 置于冷的钠盐缓冲液中 光镜下分

离血管周围组织 ∀ 1 × ÷ 2血管内灌注

 去除血管内皮 再用缓冲液冲洗  然后切

成长约  的血管段 ∀培养组血管段置于 孔

培养板内 每孔盛改良的 ⁄ ∞ 培养液 加青霉素

 ∏# 
和链霉素  Λ# 


  Λ于

 ε 恒温箱通湿化的含  ≤的  使 值保

持在 1左右 ≈ ∀ ∞ 通路阻滞剂 ≥

溶解于二甲基亚砜  ∏¬⁄ ≥ 

≥和 ⁄ ≥用 ⁄ ∞ 培养液稀释到所需浓

度  ≅ 


# 
后 加入培养孔中与离体血管

段共同培养  ∀操作规程经瑞典 ∏大学伦理

委员会批准 ∀

血管张力测定  新鲜的和培养的血管段置于含

钠盐缓冲液的  ε 恒温浴槽中 浴槽中持续通含

 ≤的  值保持在 1左右 ∀实验所用的

血管段套在两个 形的细金属丝上 其中一个与

ƒ×2型传感器相联 并接入 °以持续

记录血管收缩张力 每个血管段逐渐给予 1 ∗ 1

的初张力后并稳定至少  其间每  更换

次缓冲液 然后用高钾  # 

溶液检验

血管收缩活性 使血管收缩两次并以此作为血管活

性药物收缩强度的参照标准 高钾收缩血管张力超

过 1 的血管段用于实验 ∀ ∞×受体激动剂 ≥

溶于含牛血清 1 ω /ϖ的无菌蒸馏水中 浓度

累加法逐次加入 ≥后血管即刻收缩 数秒内即达

到最大收缩值 当收缩曲线达到最高不再继续上升 

保持稳定约数秒后即加入下一浓度的 ≥从而取

得累积浓度 2反应曲线 ≈ ∀钠盐缓冲液 #



 ≤ ≤  ≤1  ≤ 1

 ° 1 ≤≤ 1葡萄糖 1高钾缓冲液中

除 ≤换为  # 
以外 其他成分均相

同 ≈ ∀

实时定量 ΠΧΡ  新鲜或培养后离体血管在

 的  
×溶液中用 ƒ°仪磨碎 !匀浆 ∀

按 ƒ°程序提取总  按   ×试剂

盒说明书方法 用 °2∞ °≤ 仪逆转录

总  成 ⁄∀实时定量 °≤ 采用 

≥≠ °≤ 试剂盒 °2∞ 2°≤ 仪自

动检测 °≤ 每一扩增周期结合在 ⁄双链上的

≥荧光染料 ∀引物序列根据基因数据库 应

用引物表达 2软件设计 °∞ 所

有引物由 × ≤  ≥ ⁄公司合

成 ≈ ∀大鼠 ∞×受体序列为前引物  χ2×≤

≤≤××≤≤≤×≤≤2χ后引物 χ2×≤≤≤×

≤×2χ∀管家基因 ∏

∞ƒ2 2作为内对照 前引物 χ2

≤≤≤≤×××××2χ后引物 χ2××
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≤≤≤≤≤≤≤×2χ∀ °≤反应体系为  Λ

开始  ε   ε  然后在  ε  和

 ε  循环 次 反应结束后采用分离曲线分

析法以确定 °≤ 反应产物的特异性 ∀数据定量分

析采用 °≤ 循环阈值 Χ× 比较法 以 ∞ƒ2的 Χ×值

为内对照 计算 ∞×受体  的相对表达量 ∀标

准曲线根据 Χ×  ≈浓度   Ε方程绘制 Ε代

表扩增效率 根据标准曲线的斜率计算而得 理想斜

率为 1扩增效率理想为  ∀标准曲线验证

∞×受体和 ∞ƒ2的 ⁄在 °≤ 反应体系中扩增

效率相同 ∀统计分析采用配对 τ检验 显著性概率

取 Π  1∀

ΕΡ Κ1 /2磷酸化水平测定  血管平滑肌置于提

取缓冲盐 1 中 加入  # 


° ≥ƒ2

∏∏和蛋白酶抑制合剂 用

ƒ°仪磨碎 !匀浆 按照 °∞≥试剂盒提

供的步骤进行 标本先煮沸  使蛋白变性 然后

取样本  Λ加入预先包被的 孔板中 室温下

孵育  后 吸除样本并用缓冲液清洗 然后在孔中

加磷酸化的 ∞ 抗体 一抗   Λ在室温下

孵育  ∀吸除一抗 缓冲液冲洗 在每孔中加入抗 2

兔 2  °2 2  °共轭的二抗 室温

下孵育  ∀吸除二抗后 再加入 

染料  Λ暗室中室温孵育  产

生蓝颜色 然后在每一孔中加入终止液  Λ终止

反应 在  的波长下比色读数 ≈ ∀总蛋白量

测定采用 . 法 ∀

统计分析  数据以 ξ ? σ表达 血管段的收缩反

应以相对于  # 
钾引起收缩的百分数表

达 Ε¬代表激动剂所引起的最大收缩 ⁄代表引

起 最大收缩所需激动剂浓度的负对数 显著性

概率取 Π 1∀

结果

1  血管培养后 Σ6χ引起的收缩和 ΕΤΒ受体 µ Ρ ΝΑ

变化

新鲜的大鼠肠系膜动脉血管环对 ≥不引起收

缩 培养  后 可见血管收缩明显增强 Ε¬为 

# 
钾引起收缩的  ?  图 表 ∀

新鲜的大鼠肠系膜动脉血管环 ∞×受体  相对

表达水平量为 ∞ƒ2的 1  ? 1  培养

 后 ∞×受体  相对表达水平量增高为

1  ? 1  Π  1见图 ∀

2  实时定量 ΠΧΡ的标准曲线和凝胶电泳

Φιγυρε 1  ≥2∏2
    ∏∏   



Φιγυρε 2  ∞×   ¬ √

∏∏2∏  

≥     ≤∏∏   ≥  

≤∏∏ ∏≥
3
Π 1 ϖσ


 
Π  1 ϖσ∏∏ 

Ταβλε 1  ×√ ≥2∏

  ∏∏ 

∏ ν

≤

∏

 

≤ ∏ ≥

Ε¬   ⁄

ƒ  1 ? 1  ?  

≤∏∏   1 ? 1  ?  1 ? 1

≤∏∏ ≥  1 ? 1  ? 3 1 ? 1

≤∏∏ ⁄ ≥  1 ? 1  ?  1 ? 1

ξ ? σ 3 Π  1 ϖσ∏∏ 

∞×受体  标准曲线上 ∞ƒ2的斜率为

1∞×的斜率为 1接近理想值 1两者的

相关系数分别为 1和 1图 ∀凝胶电泳显

示 °≤ 产物为单一带 无非特异性扩增产物出现 ∀

产物大小 ∞×为  ∞ƒ2为  值与设计
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值相符 图 ∀

3  血管培养后 ΕΡ Κ1 /2蛋白磷酸化水平的变化

新鲜血管 ∞ 蛋白磷酸化水平的吸收度

Α值为 1 ? 1大鼠肠系膜上动脉离体培养

 ∞ 蛋白磷酸化水平明显增高 Α值增高至

1 ? 1Π 1见图 ∀

Φιγυρε 3  ×∏√2°≤

Φιγυρε 4  ×

  2°≤

Φιγυρε 5  × √ ∞  2
   ∏

∏∏
3 3

Π 1 ϖσ 

4  ΣΒ386023对培养动脉 ΕΤΒ受体介导的收缩和

µ Ρ ΝΑ表达水平的影响

大鼠肠系膜上动脉与  ≅ 


# 


≥ 或 ⁄ ≥ 对照 共同培 育  后 

≥组 ≥产生的收缩显著降低 Ε¬由对照

的  ? 降至  ?  Π  1⁄

的变化无显著性 1 ? 1 ϖσ 1 ? 1Π 

1见图 和表 ∀ ≥不影响由 
引起的

收缩 两组分别为 1 ? 1 与 1 ?

1 ∀大鼠肠系膜上动脉与 ≥共培育

 后 ∞×受体的  相对表达水平量为 ∞ƒ2

的 1  ? 1  与不加 ≥共培养

的  相对表达水平 1  ? 1比较 

显著降低 Π 1∀

Φιγυρε 6  ×≥  ≥2∏
 ∏∏

讨论

生理状态下少量表达于血管平滑肌细胞膜上的

∞×受体 在高血压 !动脉粥样硬化 !缺血性心 !脑血

管疾病 !蛛网膜下腔出血以及充血性心衰等病理状

态下表达水平明显增高 介导的血管收缩明显增强 

但确切的细胞内变化机制并不清楚 ∀本研究室将血

管置于不含营养物质 !只含一些基本离子保持相对

稳定 值的无血清 ⁄ ∞ 培养液中 离体培养后

引发的 ∞×受体上调变化非常类似上述病理过程 

从而能够简便精确地探讨 ∞×受体表达变化的细胞

内信号转导机制 ≈ ∀

丝裂原激活的蛋白激酶  2√

  °信号转导通路广泛参与调节

真核细胞的分化 !增生 !分裂和凋亡等生命过程 在

哺乳动物细胞内有 条主要通路  ≠ 细胞外信号调

节激酶 ∞ 通路   信号通路  ≈ 通
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路 χ2∏22≈ ∀ ∞ 通路

多是由细胞外促有丝分裂原刺激而活化 和

通路多是由各种应激刺激如细胞因子而活化 

也称为应激激活的蛋白激酶 2√

≥°
≈ ∀本研究选用外周阻力血管肠系

膜上动脉 与 ∞ 通路特异性阻滞剂 ≥

体外共同培养  后 ∞×受体  表达水平明

显降低 介导的收缩减弱 而对 
使细胞膜去极化

产生的收缩过程没有影响 说明 ∞ 信号转导

通路参与了 ∞×受体上调的细胞内调控 并通过上

调的 ∞×受体介导收缩加强 ∀相关研究报道 只有

∞ 通路特异性的阻滞剂能降低 ∞×受体

 表达水平和介导的收缩反应 而 和 

通路阻滞剂对 ∞×受体上调没有影响
≈

这与本研

究结果一致 ∀本研究室已经证实大鼠大脑中动脉 !

基底动脉离体培养后 细胞内 ∞ 蛋白磷酸化

即明显升高 ≈
本试验进一步证实 大鼠肠系膜上

动脉体外培养后细胞内 ∞ 信号通路很快被激

活 ∞ 蛋白在离体培养后  磷酸化水平就显

著增高 ∀然而特异性的 ∞ 通路阻滞剂并不能

完全阻断 ∞×受体的上调和收缩加强 可能细胞内

 激酶 !激酶或蛋白激酶 等信号转导机制

也参与了 ∞×受体的表达调控
≈ ∀

从细胞外信号分子的刺激到细胞核内转录因子

的变化 整个细胞内信号转导过程实质上就是细胞

内一系列关键酶磷酸化引起的级联反应 ∀高血压 !

动脉粥样硬化 !脑梗死 !蛛网膜下腔出血 !心肌梗死

等多种疾病进程中 血管内皮细胞层受损 病理性损

害因子如内皮源性 !血小板源性 !成纤维细胞源性等

生长因子直接作用于平滑肌细胞酪氨酸激酶受体 

活化 ≥激酶和  2×°≈
进一步磷酸化下游

因子  家族而激活  ∞ °激酶 再进

一步使 ∞ 蛋白磷酸化后引起细胞核内 ƒ2ϑ

°22 和 ∞2等转录因子 ×ƒ活化 使 ∞×

受体  转录水平 !蛋白翻译过程增强 表达在

平滑肌细胞上的受体密度增大 介导的收缩反应显

著增强 ∀可见 ∞×受体上调是循着 ≥2 2 2

 ∞2∞ 2×ƒ这条重要的细胞内信号转导通路

进行 ≈
≥正是该通路下游关键激酶  

家族中 2的特异性阻滞剂 ∀本研究中 当

≥阻断 2的磷酸化过程 ∞ 通路下

游的核转录因子不能被激活 ∞×受体的转录 !翻译

水平也随之降低 介导的收缩反应自然减弱 ∀

同步研究还显示 ∞ 通路直接加强平滑

肌细胞收缩反应 可见 ∞ 信号转导通路在多

个水平参与血管疾病的病理过程 ∀如果以特异性的

∞ 通路拮抗剂阻断 ∞×受体的进一步上调和

收缩加强 而用于治疗脑血管疾病 将得到多重收

益 ∀事实上 动物实验和前期临床试验都已显示

∞ 通路阻滞剂明显的神经元保护作用 能明

显减小脑梗死面积 ≈ ∀

Ρ εφερενχεσ

≈ ≥ ⁄ 2≥  ∞√   

   

     ≈  ∏

  

≈  ∞  ≥    ≤∏

∞× 2 ≈ ∞∏

°   

≈ 2≥  ≥ ⁄ ∞√  ∞¬ 

∞×   ∞×     ∏ 

≈ ∏∏   

≈ •   ∞      

∏∏∏ 

   ∏  ≈ ∞∏

°   

≈ °   ƒ    ∞

√ 22∏2
    ≈   ≤√

° ≥  ≥

≈ ≥ ƒ  ≥×  ∏2
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