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Ｇ蛋白偶联受体激酶４对大鼠血管平滑肌细胞ＡＴ１受体的调节作用
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　　［摘要］　目的　应用ｓｉＲＮＡ干扰抑制大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞Ｇ蛋白偶联受体激酶４（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐ
ｔｏｒｋｉｎａｓｅ４，ＧＲＫ４）的表达，探讨ＧＲＫ４对血管紧张素Ⅱ１型（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ ｔｙｐｅ１，ＡＴ１）受体的调节作用。方法　 免疫组
化检测大鼠回结肠动脉血管平滑肌组织ＧＲＫ４蛋白表达；以大鼠胸主动脉平滑肌细胞株（Ａ１０细胞株）为研究对象，免疫
印迹检测ＧＲＫ４、ＡＴ１受体蛋白表达变化，免疫共沉淀检测ＧＲＫ４和ＡＴ１受体的相互作用和ＡＴ１受体磷酸化改变。结果　大
鼠动脉平滑肌组织ＧＲＫ４表达良好；ｓｉＲＮＡ干扰后，ＧＲＫ４蛋白表达明显下降（Ｐ＜０．０５）；ＡＴ１蛋白表达降低（Ｐ＜０．０５），
ＡＴ１受体磷酸化明显增强（Ｐ＜０．０５）；ＧＲＫ４和ＡＴ１受体存在共连接，抑制ＧＲＫ４表达后增加ＧＲＫ４与ＡＴ１受体之间的共连
接。结论 　 ＧＲＫ４能够调控大鼠胸主动脉平滑肌细胞ＡＴ１受体蛋白表达及其磷酸化状态，该调节作用可能与两者的共连
接有关。
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　　原发性高血压（ｅｓｓｅｎｔｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＥＨ）及其并
发症严重威胁着人类健康。高血压对血管的主要影响

表现为血管中层平滑肌细胞增殖、管壁增厚、管腔狭

窄。肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｓｙｓｔｅｍ，
ＲＡＳ）的激活参与动脉粥样硬化的形成，其中血管紧张
素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）尤为重要［１］。ＡＴ１受体是
ＡｎｇⅡ的主要受体，其介导的血管收缩、促血管平滑肌
细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）增殖等效应
在高血压发生、发展中发挥重要作用［２］。Ｇ蛋白偶联
受体激酶（Ｇｐｒｏｔｅｉｎｃｏｕｐｌｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒｋｉｎａｓｅｓ，ＧＲＫｓ）是
一种丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶，共有７个类型，在所有
的ＧＲＫｓ亚型中，只有ＧＲＫ４的功能改变先于ＥＨ发生
而发生［３－４］。既往有研究发现肾脏中 ＧＲＫ４对 ＡＴ１受
体具有调节作用［５］。但是，血管中 ＧＲＫ４是否能够调
节ＡＴ１受体并不清楚。因此，本研究利用大鼠胸主动
脉平滑肌细胞株（Ａ１０细胞株）为研究对象，观察抑制
Ａ１０细胞株ＧＲＫ４表达后，ＡＴ１受体的表达改变，并进
一步研究其作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
　　Ａ１０细胞株由美国 Ｇｅｏｒｇｅｔｏｗｎ大学 Ｄｒ．ＰｅｄｒｏＡ．Ｊｏｓｅ实
验室提供［６］。ＤＭＥＭ高糖培养基购自美国 ＧＩＢＣＯ公司；ＧＲＫ４
抗体、ＡＴ１受体抗体、βａｃｔｉｎ抗体、琼脂糖磁珠 Ａ均购自美国
ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；磷酸化苏氨酸抗体购自美国 Ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；大鼠ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ合成于广州锐博公司合成，
序列为 ５′ＣＣＡＡＧＡＧＡＧＵＡＣＡＵＡＣＵＡＵｄＴｄＴ３′；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
２０００购自美国ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司。
１．２　方法
１．２．１　免疫组织化学检测大鼠回结肠动脉中层平滑肌组织
ＧＲＫ４受体的表达　　采用过氧化物酶标记的链霉素卵白素免
疫组化染色法检测平滑肌组织 ＧＲＫ４蛋白表达。取３只１０周
龄２５０ｇ雄性ＳＤ大鼠回结肠动脉，迅速置于４％多聚甲醛溶液
中固定组织３０ｍｉｎ，以１％ＢＳＡ室温封闭１ｈ，１∶１００稀释ＧＲＫ４
一抗，３７℃孵育３０ｍｉｎ，ＰＢＳ缓冲液漂洗，最后使用ＤＡＢ显色剂
进行显色１～２ｍｉｎ。
１．２．２　细胞培养与转染　　Ａ１０细胞株来源于大鼠胚胎鼠的
胸主动脉，既往试验已证实Ａ１０胞株与活体胸主动脉平滑肌细
胞具有相同特征［７］。细胞培养基为含１０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
高糖培养基。转染前２４ｈ种板，待细胞生长达到５０％ ～６０％
融合时换无血清培养基 ２ｈ后转染。具体方法：①将 ５μｌ
ｓｉＲＮＡ加入２４５μｌ不含抗生素的无血清 ＤＭＥＭ稀释，室温孵
育５ｍｉｎ；②用２４０μｌ不含抗生素的无血清 ＤＭＥＭ稀释１０μｌ
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００并混匀后，室温孵育５ｍｉｎ；③将①和②中混
合液进行混合即转染混合液，室温孵育１５ｍｉｎ；④将６孔板中
培养基换用２ｍｌ不含抗生素的无菌无血清 ＤＭＥＭ，加入转染
混合液，轻柔混匀，置于 ＣＯ２培养箱中。转染６ｈ后更换为含
１０％胎牛血清培养基继续培养，培养４８ｈ提取蛋白。
１．２．３　免疫印迹检测ＧＲＫ４和 ＡＴ１受体表达　　提取细胞总
蛋白，采用考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。将５０μｇ变性好的
蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，利用半干转膜法将蛋白转移至硝酸

纤维素膜，封闭１ｈ，分别与 ＧＲＫ４抗体，ＡＴ１受体抗体 （１∶４００）
４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次×１０ｍｉｎ，羊抗兔 ＩｇＧ（１∶５０００）
室温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次 ×１０ｍｉｎ，利用增敏化学发光法，
经 Ｘ线片曝光、显影、定影。结果经光密度面积分析，与内参照
βａｃｔｉｎ产物条带的比值作为相对含量。
１．２．４　免疫共沉淀观察 ＧＲＫ４和 ＡＴ１受体的共连接以及 ＡＴ１
受体磷酸化程度　　常规方法提取细胞质总蛋白。实验样本
经裂解液处理１ｈ，４℃条件下离心３０ｍｉｎ，３００μｇ细胞质总蛋
白和ＡＴ１受体抗体４℃过夜，再与琼脂糖磁珠Ａ４℃作用２ｈ。
免疫沉淀物离心，裂解液洗涤３ｍｉｎ×３次，洗涤后的沉淀颗粒
在样本缓冲液中煮沸１０ｍｉｎ，进行免疫印迹，免疫印迹抗体为
ＧＲＫ４或磷酸化苏氨酸。为确定检查方法的特异性，正常的兔
ＩｇＧ，ＧＲＫ４抗体代替ＡＴ１受体抗体或磷酸化苏氨酸抗体代替作
为阴性和阳性对照［４］。

１．３　统计学方法
　　计量资料以 珋ｘ±ｓ表示，两组间使用ｔ检验，两组以上的比
较采用ＡＮＯＶＡ法进行统计分析。

２　结果

２．１　大鼠动脉中层平滑肌细胞ＧＲＫ４蛋白表达
　　我们以大鼠肾脏近曲小管作为阳性对照以未加 ＧＲＫ４抗
体的大鼠血管平滑肌组织染色为阴性对照，利用免疫组织化学

方法，我们观察到高倍镜下阳性细胞的细胞膜和细胞质染成黄

褐色，提示大鼠中层动脉平滑肌组织中具有 ＧＲＫ４蛋白的
表达。

! "

Ａ：平滑肌细胞ＧＲＫ４阳性表达（ＳＰ×２００）；Ｂ：平滑肌细胞 ＧＲＫ４
阴性对照（ＳＰ×１００）
图１　倒置相差显微镜下观察大鼠动脉中层平滑肌细胞ＧＲＫ４蛋白

免疫组化染色阳性表达

２．２　ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ干扰Ａ１０细胞后，其蛋白表达的改变
　　我们利用ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ（５０ｎｍｏｌ／Ｌ）转染Ａ１０细胞后，观察
其对ＧＲＫ４表达的抑制效应。免疫印迹结果显示 ｓｉＲＮＡ干扰
后，干扰组的 ＧＲＫ４蛋白表达量明显低于对照组［空白对照：
（０．８７±０．０６），阴性 ｓｉＲＮＡ组：（０．８３±０．０５），阳性 ｓｉＲＮＡ组：
（０．２８±０．０７），Ｐ＜０．０５，ｎ＝６］，提示 ｓｉＲＮＡ发挥了良好阻断
作用，能够有效抑制ＧＲＫ４的蛋白表达 （图２）。
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１：空白对照；２：阴性ｓｉＲＮＡ组；３：阳性ｓｉＲＮＡ组
图２　ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ干扰Ａ１０细胞后的ＧＲＫ４蛋白表达

２．３　ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ干扰 Ａ１０细胞后，ＡＴ１受体蛋白和
ＡＴ１受体磷酸化的改变

　　我们进一步研究了Ａ１０细胞中ＧＲＫ４蛋白表达被抑制后，
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ＡＴ１受体蛋白表达和ＡＴ１受体磷酸化水平的改变。免疫印迹结
果显示：ｓｉＲＮＡ干扰ＧＲＫ４蛋白表达后，ＡＴ１受体的蛋白表达也
明显降低［空白对照：（０．８２±０．０８），阴性 ｓｉＲＮＡ组：（０．７８±
００８），阳性ｓｉＲＮＡ组：（０．３８±０．１０），Ｐ＜０．０５，ｎ＝６］（图３）。
同时，免疫沉淀方法观察ＧＲＫ４表达被阻断后，ＡＴ１受体磷酸化
水平有所增强［空白对照：（２８．９９±３．５６），阴性 ｓｉＲＮＡ组：
（２９．０９±１．９１），阳性 ｓｉＲＮＡ组：（４０．４４±５．２０），ｎ＝３，Ｐ＜
００５］（图４）。
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１：空白对照；２：阴性ｓｉＲＮＡ组；３：阳性ｓｉＲＮＡ组
图３　ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ干扰Ａ１０细胞，ＡＴ１受体表达的变化
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１：空白对照；２：阴性ｓｉＲＮＡ组；３：阳性ｓｉＲＮＡ组
图４　ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ干扰Ａ１０细胞，ＡＴ１受体磷酸化程度的改变

２．４　ＧＲＫ４和ＡＴ１受体之间在Ａ１０细胞内的相互作用
　　我们提取 Ａ１０细胞的细胞质总蛋白，分别用 ＩｇＧ抗体、
ＧＲＫ４抗体、ＡＴ１抗体进行免疫沉淀，并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测。
结果显示ＩｇＧ进行免疫沉淀后，未检测到 ＧＲＫ４表达（阴性对
照）；用ＧＲＫ４和ＡＴ１受体进行免疫沉淀后检测到 ＧＲＫ４表达
（ＩｇＧ抗体：２．４６，ＧＲＫ４抗体：８０．３８，ＡＴ１抗体：１７．０７）（图５），
这种连接作用有可能参与了ＧＲＫ４对ＡＴ１受体的调控。
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１：ＩｇＧ抗体；２：ＧＲＫ４抗体；３：ＡＴ１抗体
图５　Ａ１０细胞上ＧＲＫ４和ＡＴ１受体的免疫共沉淀

３　讨论

　　ＥＨ的形成受到神经系统和体液调节系统等多种
因素的调节，ＲＡＳ系统是体液调节系统中的重要因
素。ＡｎｇⅡ是 ＲＡＳ系统的最主要效应因子，据报道
ＡｎｇⅡ受体分为ＡＴ１、ＡＴ２、ＡＴ３和ＡＴ４四种亚型

［８］，其中

ＡＴ１受体亚型介导了 ＡｎｇⅡ主要经典效应，其中对
ＶＳＭＣｓ的短期作用表现为血管收缩，长期作用则促进
ＶＳＭＣｓ增殖和肥厚，这些机制被认为参与了血管增厚
和硬化等病理生理过程［８］。此外，ＡｎｇⅡ通过ＡＴ１受体
还可以诱导原癌基因表达，增强心肌收缩力、促醛固酮

及儿茶酚胺释放等［９］。

　　ＧＲＫｓ是一类丝氨酸／苏氨酸激酶，共有 ７个类
型。人的 ＧＲＫ４在睾丸、肾脏和脑组织中均有表
达［１０］，但是血管中是否存在并不清楚。本实验通过免

疫组化证实大鼠血管平滑肌中存在 ＧＲＫ４蛋白表达。
既往研究发现 ＧＲＫ４功能改变先于 ＥＨ发生而发生，

与高血压密切关联。ＧＲＫ４基因所在的染色体部位
（４ｐ１６．３）与ＥＨ的发生关系密切［１１］；ＥＨ状态下，肾脏
ＧＲＫ４活性明显升高［５］。ＧＲＫ４作为一种激酶，主要生
理功能是磷酸化 ＧＰＣＲｓ，如肾脏中，ＡＴ１受体、多巴胺
受体、内皮素受体同属于 ＧＰＣＲｓ，当 ＧＲＫ４活性升高
时，这些受体功能都发生相应改变［３，１２］。

　　Ｊｏｓｅ等［６］发现高血压大鼠中 ＧＲＫ４和 ＡＴ１受体的
表达均升高；给予 ＧＲＫ４或 ＡＴ１受体反义寡核苷酸可
以增加尿钠排泄量和尿量。我们实验室以往研究发现

血管平滑肌细胞有 ＧＲＫ４蛋白的表达，我们猜想血管
上ＧＲＫ４对ＡＴ１受体也有类似的调控作用。实验中我
们用ｓｉＲＮＡ技术抑制ＧＲＫ４蛋白表后达观察ＡＴ１受体
表达的变化，我们将ＧＲＫ４ｓｉＲＮＡ转染Ａ１０细胞，观察
到干扰组 ＧＲＫ４蛋白表达量明显低于对照组，证实
ｓｉＲＮＡ发挥了良好阻断作用。进一步，我们发现 ｓｉＲ
ＮＡ阻断ＧＲＫ４蛋白表达后，Ａ１０细胞中 ＡＴ１受体蛋白
表达也得到明显降低，这提示在血管中沉默了 ＧＲＫ４
后，同样也很可能通过降低了 ＡＴ１受体的表达从而减
轻其介导的病理生理功能。我们既往实验已经证实当

ＧＲＫ４表达量增高时，ＡＴ１受体的表达同时也升高，这在
另一方面证实了ＧＲＫ４和ＡＴ１受体表达呈正相关性。
　　据报道ＡＴ１受体有自发活性，当 ＡｎｇⅡ刺激后其
活性明显增强，被活化的 ＡＴ１受体被 ＰＫＣ等激酶磷酸
化，使其所介导的信号通路失敏［１３－１４］。假设ＧＲＫ４影
响ＡＴ１受体活性状态介导的生理功能，那么 ＧＲＫ４是
否也会影响ＡＴ１受体的磷酸化状态呢？我们既往在肾
脏的研究发现，ＧＲＫ４活性增加后ＡＴ１受体磷酸化状态
却降低，从而增加了 ＡＴ１受体的敏感性

［１５］。同肾脏的

研究结果一致，本研究发现抑制 ＧＲＫ４表达后 ＡＴ１受
体的磷酸化程度增加，ＡＴ１受体的表达量下降。ＧＲＫ４
和ＡＴ１受体之间存在连接（免疫沉淀证实），该连接是
ＧＲＫ４发挥对ＡＴ１受体磷酸化影响的基础。我们既往
研究发现增加ＧＲＫ４表达可减少 ＧＲＫ４与 ＡＴ１受体的
连接，因而，减弱了ＡＴ１受体的磷酸化。本实验从反义
核苷酸角度对该结论进行了验证，同样发现，降低

ＧＲＫ４表达后可增加ＧＲＫ４与ＡＴ１受体的连接，从而增
加ＡＴ１受体的磷酸化。ＧＲＫ４对ＡＴ１受体表达（间接机
制）和磷酸化（直接机制）的影响机制不一样，因此，得

出了看似矛盾却又合理的结果。

　　综上所述，在ＶＳＭＣｓ中，当ＧＲＫ４表达降低时，伴
随ＡＴ１受体表达的降低和磷酸化 ＡＴ１受体水平的升
高，从另一个方面证实了 ＧＲＫ４对 ＡＴ１受体的正向调
节作用，提示ＧＲＫ４对ＡＴ１受体表达和功能的调节在心
血管系统疾病的病理生理过程中可能具有重要意义。
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综合征、溶血性贫血。治疗经过：予冷沉淀补充纤维蛋白原，抗

纤溶，控制血压、心室率等处理后，血红蛋白、纤维蛋白原升高，

皮肤黏膜出血表现明显改善。患者高龄，手术治疗风险大，家

属要求保守治疗。随访至今患者多次因纤维蛋白溶解综合征

致牙龈出血住院，经抗纤溶、补充纤维蛋白原治疗，病情均缓

解。目前继续门诊随访，病情稳定。

２　讨论

　　患者存在皮肤黏膜出血、血浆纤维蛋白原含量明显减低、
ＦＤＰ水平升高、纤维蛋白碎片 Ｄ二聚体增高，结合血小板正常
以及３Ｐ试验阴性，符合原发型纤维蛋白溶解综合征诊断标
准［１］。患者皮肤黏膜有出血表现，存在发热，网织红细胞比例

增多、间接胆红素增高，骨髓象提示红细胞系统增生明显，其贫

血原因考虑溶血性贫血，Ｃｏｏｍｂｓ试验阴性，自身抗体谱正常，
免疫相关性溶血性贫血证据不足；结合存在纤溶亢进，考虑微

血管病性溶血性贫血（ＭＨＡ）可能性较大，但缺少外周血破碎
红细胞证据，ＭＨＡ尚不能明确。为进一步确定引起纤维蛋白
溶解综合征的基础病因，因患者有高血压病，Ｘ线胸片示主动
脉型心影增宽，予查胸部ＣＴ平扫提示：主动脉弓及以下胸主动
脉腔内线状高密度影分隔：动脉夹层可能；肺纵膈胸膜ＣＴ平扫＋
增强示：（主动脉弓至双肾上极水平）胸腹主动脉腔可见内膜片

分隔呈真假双腔：主动脉弓、胸腹主动脉夹层。该患者最后诊

断为主动脉夹层并发原发性纤维蛋白溶解综合征、溶血性

贫血。

　　主动脉夹层是主动脉内膜撕裂，循环中的血液渗入主动脉
壁中层形成夹层血肿并沿主动脉壁延伸剥离的严重心血管急

症。当中层平滑肌细胞发退变，弹力纤维产生减少和弹力纤维

发生囊性坏死时，中层结构受到破坏，其顺应性降低，减弱了主

动脉壁对血流切应力的抵抗力，易发生夹层。主动脉壁中层结

构的异常，特别是弹力纤维成分的异常，是夹层产生的病理基

础［２］。其常见病因包括高血压、遗传疾病、创伤、妊娠、梅毒、血

管炎和系统性红斑狼疮等，男性较女性多见。临床表现多以突

发剧烈胸、腹、背刀割或撕裂样痛，高血压、心血管症状和神经

症状以及压迫症状常见［３］。本例主动脉夹层以原发性纤维蛋

白溶解综合征为主要表现较为罕见，且存在皮肤黏膜出血表

现，血常规见血小板减少，血浆纤维蛋白原减低，易误诊为弥散

性血管内凝血功能障碍（ＤＩＣ）等血液系统病症。关于主动脉
夹层并发原发性纤维蛋白溶解综合征机制尚不清楚，可能与主

动脉内膜撕裂形成假腔诱发血栓形成以及组织损伤引发纤维

蛋白原等凝血物质消耗有关［４］。因此，对于纤维蛋白溶解综合

征且有高血压病患者，应注意主动脉夹层可能。
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