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高表达受体活性修饰蛋白１对血管紧张素Ⅱ和降钙素基因相关肽
诱导的 Ａ１０细胞降钙素受体样受体膜分布的影响

孙　飞１，２，唐江琼１，郑元斌１，秦又发１，陈临溪１，秦旭平１

（１．南华大学药物药理研究所，湖南 衡阳 ４２１００１；２．成都军区昆明总医院药剂科，云南 昆明 ６５００３２）

　　摘要：目的　探索受体活性修饰蛋白１（ＲＡＭＰ１）对血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）和（或）降钙素基因相关肽
（ＣＧＲＰ）诱导的降钙素受体样受体（ＣＲＬＲ）在血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）的表达和分布的影响，进一步揭示
ＣＧＲＰ抑制ＶＳＭＣ增殖的机制。方法　通过酶切、连接、转化等方法构建 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１真核表
达载体并稳定转染至鼠源性血管平滑肌细胞株 Ａ１０中，获得稳定高表达 ＲＡＭＰ１的细胞系。无转染细胞、
转染空载体〔ｐＣＤＮＡ３．１（＋）〕细胞和 ＲＡＭＰ１高表达组细胞〔ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１〕分别用 ＡｎｇⅡ
１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１、ＣＧＲＰ１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１和ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡ处理２４ｈ，用 ＭＴＴ法检测细胞存活；逆转录 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹和免疫荧光法分别检测ＣＲＬＲｍＲＮＡ含量、蛋白表达及细胞膜分布。结果　单纯转染空质粒
或ＲＡＭＰ１对细胞增殖无明显影响。ＡｎｇⅡ处理对３种细胞存活的影响无显著差异。ｐＣＤＮＡ３．１（＋）
ＲＡＭＰ１细胞经ＣＧＲＰ处理２４ｈ后，细胞存活明显高于其他两组细胞（Ｐ＜０．０５）；经ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡ处理，
细胞存活明显低于其他两组（Ｐ＜０．０５）。ＡｎｇⅡ，ＣＧＲＰ和 ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡ处理对３种细胞 ＣＲＬＲｍＲＮＡ
表达无明显影响，但 ＣＧＲＰ处理使 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１细胞中 ＣＲＬＲ蛋白明显高于其他两种细胞
（Ｐ＜０．０５），而ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡ处理使ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１细胞中ＣＲＬＲ蛋白明显低于其他两种细胞
（Ｐ＜０．０５）。免疫荧光结果显示，经无血清或 ＣＧＲＰ处理后，无转染细胞和 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）细胞中的
ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ主要分布在胞浆区域；经ＡｎｇⅡ或ＣＧＰＲ＋ＡｎｇⅡ处理后，ｐＣＤＮＡ３．１（＋）－ＲＡＭＰ１细
胞中ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ在细胞膜上的分布多于无转染细胞和ｐＣＤＮＡ３．１（＋）细胞。结论　高表达ＲＡＭＰ１
能增强ＣＧＲＰ抑制ＡｎｇⅡ诱导的血管平滑肌细胞增殖，其机制可能是通过 ＲＡＭＰ１增加 ＣＲＬＲ的膜分布，
从而增强ＣＧＲＰ受体对ＣＧＲＰ的敏感性有关。
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　　降钙素基因相关肽（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎｇｅｎｅｒｅｌａｔｅｄ
ｐｅｐｔｉｄｅ，ＣＧＲＰ）是辣椒素敏感性感觉神经末梢释放
的神经肽，在调节心血管功能方面发挥重要作用。前

期研究证实，一定浓度的ＣＧＲＰ能抑制血清或血管
紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）诱导大鼠血管平滑肌
细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＭＳＣ）的增
殖［１－２］。ＣＧＲＰ功能发挥是通过其受体而实现的。
ＣＧＲＰ受体是由降钙素受体样受体（ｃａｌｃｉｔｏｎｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＣＲＬＲ），受体活性修饰蛋白１
（ｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｍｏｄｉｆｙｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１，ＲＡＭＰ１），
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受体组分蛋白（ｒｅｃｅｐｔｏｒｃｏｍｐｏｎｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎ，ＲＣＰ）
３个组分组成。目前研究表明，对 ＣＧＲＰ的应答作
用主要是磷酸化 ＣＲＬＲ的过程，而 ＲＡＭＰ１的主要
作用是糖基化ＣＲＬＲ和作为一种分子伴侣蛋白，将
ＣＲＬＲ转运至胞膜上［３－４］。有实验证实，增加

ＲＡＭＰ１表达可以加强 ＶＳＭＣ对 ＣＧＲＰ的应答作
用［５－６］。本实验观察高表达 ＲＡＭＰ１后，ＣＧＲＰ对
ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣ增殖及ＣＲＬＲ蛋白表达的影响。

１　材料与方法

１．１　菌株和质粒
大肠杆菌Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α由南华大学生物化学教

研室胡小波博士馈赠；ｐＣＤＮＡ３．１／＋质粒由本实验
室保存。

１．２　主要试剂
ＣＧＲＰ，ＡｎｇⅡ和 ＭＴＴ，购自 Ｓｉｇｍａ公司；
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ＤＭＥＭ培养基和胎牛血清，购自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＢＣＡ
ＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙＫｉｔ，购自 ＨｙＣｌｏｎｅＰＩＥＲＣＥ Ｂｉｏ
ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；ＲＡＭＰ１（兔多克隆抗体）、ＣＲＬＲ
（山羊多克隆抗体）一抗及 ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇＬｕｍｉ
ｎｏｌＲｅａｇｅｎｔ，均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；β肌动蛋白
一抗（兔多克隆抗体）及二抗（ＨＲＰ兔抗山羊和
ＨＲＰ山羊抗兔），购自博士德公司；无内毒素质粒
小提试剂盒，购自百泰克；ＧｅｎＣｌｅａｎ琼脂糖凝胶
ＤＮＡ回收试剂盒和ＤＮＡ快速连接试剂盒，均购自
上海捷瑞生物公司；ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００转染液和
Ｔｒｉｚｏｌ试剂，购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＥｃｏＲＩ和ＢａｍＨＩ
内切酶、ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓ
Ｋｉｔ，购自 ＦｅｒｍｅｎｔａｓＬＩＦＥＳＣＩＥＮＣＥＳ公司；通用
ＰＣＲ试剂，购自上海生工生物工程有限公司；其他
实验所需试剂均为分析纯。

１．３　主要仪器
ＭｉｎｉＰＲＯＴＥＡＮＲ３ｃｅｌｌ，美国；凝胶成像系统

（ＡｌｐｈａｌｍａｇｅｒＴＭ２２００，美国），Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８１０／
５８１０Ｒ型离心机，德国；ＩＸ７０型荧光倒置显微镜，
日本；ＴＲＡＮＳＢＬＯＴＲＳＤＳＥＭＩＤＲＹＴＲＡＮＳＦＥＲ
ＣＥＬＬ，美国；ＭｙＣｙｃｌｅｒＴＭＴｈｅｒｍａｌｃｙｃｌｅｒ，美国。
１．４　大鼠血管平滑肌细胞株Ａ１０细胞培养

Ａ１０购自 ＡＴＣＣ。常规培养于含１０％胎牛血
清的ＤＭＥＭ培养液中，置于３７℃ ５％ＣＯ２恒湿恒
温培养箱中培养。待细胞长满后进行传代培养用于

实验。

１．５　ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１载体构建
从Ａ１０细胞中提取总 ＲＮＡ进行 ＲＴＰＣＲ，获

取带有酶切位点（ＥｃｏＲⅠ和 ＢａｍＨⅠ）的 ＲＡＭＰ１
的开放阅读框，再经过酶切、连接、转化至 Ｅ．ｃｏｌｉ
ＤＨ５α中，挑单克隆经初步鉴定后，送北京诺赛生物
公司测序。

１．６　细胞转染
将对数生长期的Ａ１０细胞消化接种于 ２４孔板

中，每孔１×１０５个细胞，待细胞长至８０％融合时，换
成完全培养基进行转染。转染前１ｈ用ＰＢＳ洗２次，
每孔加上５００μｌｏｐｔｉＭＥＭ培养基。按转染试剂产品
说明书提供的方法，用脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
介导将带有ＲＡＭＰ１的基因载体转染入Ａ１０细胞，转
染４ｈ后换成１０％ ＦＢＳ培养基，２４ｈ后按１∶１０比
例进行传代，再常规培养 ２４ｈ后各组加入５００μｌ
Ｇ４１８５００ｍｇ·Ｌ－１进行筛选，３ｄ更换１次筛选培
养基。２周后可见克隆形成，将单克隆胰酶消化移
至２５ｍｌ培养瓶中扩大培养（Ｇ４１８２５０ｍｇ·Ｌ－１），
冻存细胞。

１．７　细胞分组处理
取生长良好的对数生长期的正常细胞（无质粒

转染）、仅转染 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）细胞〔ｐＣＤＮＡ３．１
（＋）〕及转染 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１质粒的细
胞〔ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１〕，ＰＢＳ洗２次，胰蛋白
酶消化后，用含 １０％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ制成细胞悬
液，接种于９６孔板，置于３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中
培养２４ｈ后，更换为含０．１％ ＦＢＳ的 ＤＭＥＭ培养
２４ｈ使细胞同步化，按照分组，３种细胞分别用
ＡｎｇⅡ １００ｎｍｏｌ·Ｌ－１、ＣＧＲＰ１００ｎｍｏｌ·Ｌ－１和
ＣＧＲＰ（预处理３０ｍｉｎ）＋ＡｎｇⅡ处理２４ｈ。
１．８　ＭＴＴ法检测Ａ１０细胞存活率

取１．７处理的细胞，ＰＢＳ洗３次，加２０μｌＭＴＴ
５ｇ·Ｌ－１处理４ｈ后，加ＤＭＳＯ振荡１０ｍｉｎ，用酶联
免疫仪在波长５７０ｎｍ处读取吸光度（ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，
Ａ）值，根据公式计算细胞存活率，存活率（％）＝
Ａ处理组／Ａ对照组 ×１００％。
１．９　逆转录 ＰＣＲ检测 ＲＡＭＰ１和 ＣＲＬＲｍＲＮＡ
水平

取１．７处理的细胞，提取细胞总 ＲＮＡ。细胞总
ＲＮＡ的提取按Ｔｒｉｚｏｌ抽提试剂说明书进行。逆转录
反应按ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭＦｉｒｓｔＳｔａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ
说明书进行。ＰＣＲ反应体系组成：９．５μｌｄｄＨ２Ｏ，
１２．５μｌ２×ＰＣＲＭａｓｔｅｒ，１μｌｃＤＮＡ，上下游引物分
别是：ＲＡＭＰ１为 ５′ＣＧＧＧＡＴＣＣＡＣＧＧＧＧＣＴＣＴ
ＧＣＴＴＧＣＣＡＴＧ３′和 ５′ＣＣＣＧＧＡＡＴＴＣＣＴＡＣＡＣＧ
ＡＴＧＣＣＣＴＣＴＧＴＧＣＧ３′；ＣＲＬＲ 为 ５′ＣＡＧＣＡＧ
ＧＡＡＣＣＧＡＧＴＣＡＡ３′和 ５′ＡＧＧＣＡＧＧＡＡＧＣＡＧＡ
ＧＧＡＡ３′；β肌动 蛋 白 为 ５′ＣＡＣＣＣＧＣＧＡＧＴＡ
ＣＡＡＣＣＴＴＣ３′和 ５′ＣＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴＣＡＣＡ
ＣＣ３′。取各引物１μｌ（１０μｍｏｌ·Ｌ－１），混匀后，短速
离心，按以下条件进行反应：预变性９４℃ ５ｍｉｎ，变
性 ９４℃ ４０ ｓ，退 火 ４０ ｓ（ＲＡＭＰ１：６５℃，
β肌动蛋白：６２℃，ＣＲＬＲ：６２℃），延伸 ７２℃ ４０ｓ，
进行３０个循环，最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。结束后，取
产物５μｌ，１．０％琼脂糖凝胶电泳（８０Ｖ，４０ｍｉｎ），用
灰度扫描目标条带的积分吸光度值（ｉｎｔｅｇｒａｔｅｄ
ａｂｓｏｒｂａｎｃｅ，ＩＡ）与内标ＩＡ比值的半定量法分析目
的基因的表达变化。

１．１０　Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹法检测 ＲＡＭＰ１和 ＣＲＬＲ蛋
白水的水平

取１．７处理的细胞，提取细胞总蛋白。用细胞裂
解液裂解细胞，收集蛋白质，采用ＢＣＡ法测定细胞蛋
白质含量。蛋白质变性后每孔上样 ６５ｇ，经
ＳＤＳＰＡＧＥ（ＲＡＭＰ１：１２％；ＣＲＬＲ：１０％，β肌动蛋

·０１２· 中国药理学与毒理学杂志２０１３年４月第２７卷第２期　ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ，Ｖｏｌ２７，Ｎｏ２，Ａｐｒ２０１３



白：１０％）电泳后，１０Ｖ，４００ｍＡ半干式电转至ＰＶＤＦ
膜上（ＲＡＭＰ１：１０Ｖ，２０ｍｉｎ；ＣＲＬＲ：１０Ｖ，４０ｍｉｎ；β肌
动蛋白：１０Ｖ，２５ｍｉｎ）。ＴＢＳＴ（Ｔｒｉｓ·Ｃｌ５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，
ｐＨ７．６，ＮａＣｌ１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１，０．１％ Ｔｗｅｅｎ２０）配
制的 ５％脱脂牛奶室温摇床封闭 １ｈ，加入一抗
（ＲＡＭＰ１效价为１∶１００；ＣＲＬＲ为１∶２００；β肌动蛋
白为１∶１０００）４℃孵育过夜，ＴＢＳＴ洗膜４次（每次
１０ｍｉｎ）后加入辣根过氧化物酶标记的山羊抗兔二
抗（效价为１∶１０００）或兔抗山羊二抗（１∶１０００），室
温下摇床孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜４次（每次１５ｍｉｎ），
暗室中加发光剂 Ａ、Ｂ混液各２００μｌ于 ＰＶＤＦ膜上
激发荧光后压片３０ｍｉｎ后显影、定影，洗片晾干后，
用灰度扫描目标条带与内标 ＩＡ比值的半定量法来
分析靶蛋白表达的变化。

１．１１　免疫荧光检测ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ的膜分布
取１．７处理的细胞，ＰＢＳ洗３次（５ｍｉｎ×３）；

４％多聚甲醛室温固定 ３０ｍｉｎ后，ＰＢＳ洗 ３次
（５ｍｉｎ×３）；０．１％ ＴｒｉｔｏｎＸ１００处理 １０ｍｉｎ后，
ＰＢＳ洗３次（５ｍｉｎ×３）；５％ ＢＳＡ封闭１ｈ后，加
入一抗〔ＲＡＭＰ１（１∶３０）；ＣＲＬＲ（１∶６０）〕４℃过夜，
ＰＢＳ洗３次（５ｍｉｎ×３），避光加入荧光标记的荧光

二抗〔ＦＩＴＣ标记的驴抗兔 ＩｇＧ（１∶２０）；ＴＲＩＴＣ标
记的驴抗山羊（１∶６０）〕室温下２ｈ后，ＰＢＳ避光洗
３次（５ｍｉｎ×３）。倒置荧光显微镜下观察，ＲＡＭＰ１
带表现为绿色荧光，ＣＲＬＲ带表现为红色荧光。
１．１２　统计学处理

结果数据均采用ｘ±ｓ表示。均采用ＳＰＳＳ１４．０
软件进行分析，组间差异比较用单因素方差分析

（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ）检验，用 Ｐ＜０．０５判断统计差
异有无显著性。

２　结果

２．１　转染ＲＡＭＰ１细胞的鉴定
图１Ａ结果显示，ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１转

染组细胞中 ＲＡＭＰ１ｍＲＮＡ水平明显高于无转染
的正常细胞和 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）转染组细胞（Ｐ＜
０．０５）。图１Ｂ结果显示，ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１
组细胞中 ＲＡＭＰ１蛋白水平高于正常细胞和
ｐＣＤＮＡ３．１（＋）组（Ｐ＜０．０５）。这表明用脂质体
能成功地将 ＲＡＭＰ１基因转染于 Ａ１０细胞并能正
常表达。

Ｆｉｇ．１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｒｅｃｅｐｔｏｒａｃｔｉｖｉｔｙｍｏｄｉｆｙｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１（ＲＡＭＰ１）ｇｅｎｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＲＴＰＣＲ（Ａ）ａｎｄ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）ｉｎＡ１０ｃｅｌｌｓ．Ａ２ａｎｄＢ２ｗｅｒｅｔｈｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ１ａｎｄＢ１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ
ｌｙ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ；ｌａｎｅ２：ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ｃｅｌｌｓ；ｌａｎｅ３：ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１ｃｅｌｌｓ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈ
ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐＣＤＮＡ３．１（＋）ｃｅｌｌｓ．
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２．２　高表达ＲＡＭＰ１对ＣＧＲＰ抑制ＡｎｇⅡ诱导的
Ａ１０细胞存活的影响

图２结果显示，转染对３种细胞的存活率无影
响。但单独用 ＣＧＲＰ、ＡｎｇⅡ处理细胞或两者合并
则能显著增加３组细胞的存活率（Ｐ＜０．０５）。
ＣＧＲＰ处理使 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１细胞存活
率明显高于其他两组细胞，差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０５），提示高表达 ＲＡＭＰ１能增加 ＣＧＲＰ对静止
期细胞的增殖活性；ＡｎｇⅡ能增加３组细胞的存活
率，但组间无明显差异，说明 ＲＡＭＰ１高表达对
ＡｎｇⅡ引起的细胞存活率无影响；高表达 ＲＡＭＰ１
用ＣＧＲＰ预处理细胞３０ｍｉｎ，再加入ＡｎｇⅡ培养作
用２４ｈ，细胞存活率明显低于单纯 ＡｎｇⅡ处理组
（Ｐ＜０．０５），说明高表达 ＲＡＭＰ１能增强 ＣＧＲＰ抑
制ＡｎｇⅡ诱导的Ａ１０细胞增殖作用。
２．３　高表达ＲＡＭＰ１对ＣＲＬＲ表达的影响

图３结果显示，正常细胞、ｐＣＤＮＡ３．１（＋）细
胞和 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１细胞经 ＡｎｇⅡ和
（或）ＣＧＲＰ处理２４ｈ后，ＣＲＬＲｍＲＮＡ水平无统
计学意义（图３Ａ）；无血清或 ＡｎｇⅡ对３种细胞的
ＣＲＬＲ蛋白表达无差异，单独使用ＣＧＲＰ处理使

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＡＭＰ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡ１０ｐｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎｂｙＭＴＴ．ＴｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＡｎｇⅡ，
ＣＧＲＰｏｒＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡｆｏｒ２４ｈ．ｘ±ｓ，ｎ＝５．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｏｆｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍ
ｐａｒｅｄｗｉｔｈｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐＣＤＮＡ３．１（＋）ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｃｅｌｌｓｏｆＡｎｇⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．

ＲＡＭＰ１高表达组细胞中 ＣＲＬＲ蛋白表达增加
（Ｐ＜０．０５），而 ＲＡＭＰ１高表达组细胞用 ＣＧＲＰ
预 先 处 理３０ｍｉｎ再加入 ＡｎｇⅡ处理 ２４ｈ后，
细胞ＣＲＬＲ蛋白表达低于其他两组（Ｐ＜０．０５）
（图３Ｂ）。

Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＲＡＭＰ１ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＣＲＬＲｇｅｎｅ（Ａ）ａｎｄｐｒｏｔｅｉｎ（Ｂ）ｉｎＡ１０ｃｅｌｌｂｙＲＴＰＣＲ
（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ（Ｂ）．Ａ２ａｎｄＢ２ｗｅｒｅｓｅｍｉｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｒｅｓｕｌｔｏｆＡ１ａｎｄＢ１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．ａ：ｎｏｒｍａｌｃｅｌｌｓ；ｂ：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ；ｃ：ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１ｃｅｌｌｓ．Ｌａｎｅ１：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅ２：ＣＧＲＰｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅ３：ＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ；ｌａｎｅ４：
ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡｇｒｏｕｐ．ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｐＣＤＮＡ３．１（＋）
ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｔｈｅｓａｍｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ；△Ｐ＜０．０５，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＡｎｇⅡ ｇｒｏｕｐ．
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２．４　高表达ＲＡＭＰ１对 ＣＲＬＲ在细胞膜上分布的
影响

免疫荧光检测ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ的膜分布结果
（图４）显示，使用无血清或 ＣＧＲＰ后，正常细胞和
ｐＣＤＮＡ３．１（＋）细胞中的两种蛋白主要分布于胞
核周围的胞浆区域（图４Ａ，Ｂ：ａ１～ａ３，ｂ１～ｂ３），
而高表达ＲＡＭＰ１组细胞中ＲＡＭＰ１与ＣＲＬＲ在膜
上分布增加（图４Ａ，Ｂ：ｃ１～ｃ３）；单独使用 ＡｎｇⅡ
或联合使用 ＣＧＲＰ和 ＡｎｇⅡ处理的 ３种细胞，其
ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ在膜上都有分布（图４Ｃ，Ｄ），且
高表达组细胞中 ＲＡＭＰ１与 ＣＲＬＲ在膜上分布
（图４Ｃ，Ｄ：ｃ１～ｃ３）多于正常细胞和空载体转染组
细胞，说明细胞高表达 ＲＡＭＰ１能促进 ＣＲＬＲ向膜
转移。

３　讨论

本实验结果表明，高表达 ＲＡＭＰ１能增强

ＣＧＲＰ抑制ＡｎｇⅡ诱导的Ａ１０细胞增殖作用，其作
用可能是通过增加 ＣＲＬＲ的膜分布从而增强
ＣＧＲＰ敏感性来实现。从本实验可以看出，静止期
细胞无论是否高表达 ＲＡＭＰ１，细胞的存活率均无
改变，但给予ＣＧＲＰ和（或）ＡｎｇⅡ均能促使细胞增
殖（存活率增加），ＡｎｇⅡ对未转染的正常细胞、
ｐＣＤＮＡ３．１（＋）质粒转染细胞或 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）
ＲＡＭＰ１细胞的增殖作用最强，但３种细胞增殖率无
差异；而在ＣＧＲＰ处理组细胞，高表达ＲＡＭＰ１组细
胞的存活率却显著高于未转染组和空载体组，这说明

高表达ＲＡＭＰ１能增加对ＣＧＲＰ的应答作用。
目前已明确 ＣＧＲＰ受体活化是由 ＲＡＭＰ１和

ＣＲＬＲ介导的。ＣＲＬＲ主要以 ３种形式存在：即
５０ｋｕ，６６ｋｕ和１１０ｋｕ。但是，本实验只检测到了
ＣＲＬＲ的６６ｋｕ和５０ｋｕ形式，而并没有检测到１１０ｋｕ
的二聚体形式。本实验结果显示，无论是在正常细胞、

ｐＣＤＮＡ３．１（＋）质粒转染细胞或 ｐＣＤＮＡ３．１（＋）
ＲＡＭＰ１细胞，无论有无ＣＧＲＰ和（或）ＡｎｇⅡ处理，

Ｆｉｇ．４　ＤｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆＲＡＭＰ１ａｎｄＣＲＬＲｏｎｎｏｒｍａｌＡ１０ｃｅｌｌｍｅｍｂｒａｎｅ（ａ１－ａ３），ｐＣＤＮＡ３．１（＋）ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ
（ｂ１－ｂ３）ａｎｄｐＣＤＮＡ３．１（＋）ＲＡＭＰ１ｃｅｌｌｓ（ｃ１－ｃ３）．Ａ：ｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＣＧＲＰｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＡｎｇⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ；
Ｄ：ＣＧＲＰ＋ＡｎｇⅡｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ．
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各组细胞的中ＣＲＬＲｍＲＮＡ水平没有变化，但是经
ＣＧＲＰ和（或）ＡｎｇⅡ处理的 ３种细胞 ＣＲＬＲ（６６
ｋｕ）的蛋白表达水平与未经 ＣＧＲＰ或 ＡｎｇⅡ处理的
细胞却显著增加，说明 ＣＧＲＰ或 ＡｎｇⅡ能增加细胞
ＣＲＬＲ的表达。但是 ＣＲＬＲ蛋白之间的变化并不
是因为高表达 ＲＡＭＰ１所引起的，而可能是由于
ＣＧＲＰ或ＡｎｇⅡ引起细胞增殖导致的，这一推测已
在其他研究中得到证实［７］。本实验室前期结果也

表明，ＲＡＭＰ１高表达可延长 ＣＧＲＰ和 ＡｎｇⅡ诱导
的 ＶＳＭＣ的倍增时间［８］。对上述现象的解释，

Ｃｕｅｉｌｌｅ等［９］认为可能与 ＣＲＬＲ基因启动子序列中
的一个反式作用元件低氧诱导因子１α（ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１ａｌｐｈａ，ＨＩＦ１α）表达增加有关，认
为ＨＩＦ１α表达增加加强了 ＣＲＬＲ的转录后调节，
进而使ＣＲＬＲ蛋白表达水平升高，ＣＲＬＲ的启动子
序列中除了包含 ＨＩＦ１α的顺式作用元件外，还有
Ｓｐ１、Ｐｉｔ１和糖皮质激素结合位点［１０］。所以猜想

该实验结果很有可能是 ＣＧＲＰ或 ＡｎｇⅡ增加了
ＣＲＬＲ启动子序列中某个调节元件的表达，从而加
强了ＣＲＬＲ的转录后调节，使 ＣＲＬＲ蛋白表达水平
升高。另外，在本实验中需要说明的是，在联合使用

ＣＧＲＰ和 ＡｎｇⅡ后，ＲＡＭＰ１高表达细胞的 ＣＲＬＲ
（６６ｋｕ）蛋白表达水平低于未转染的正常细胞和空
载体转染细胞；而单独使用 ＣＧＲＰ处理后，高表达
ＲＡＭＰ１细胞的 ＣＲＬＲ（６６ｋｕ）蛋白表达水平高于
未转染组和空载体组；这表明在静止期细胞，ＣＧＲＰ
能通过增加ＣＲＬＲ的表达增加细胞的生存率，而在
ＣＧＲＰ预处理细胞能抑制细胞的增殖，使单位体积
细胞的数量减少，从而高表达 ＲＡＭＰ１细胞的
ＣＲＬＲ（６６ｋｕ）蛋白总体水平降低，但这并不能说明
单个细胞ＣＲＬＲ的表达降低。

本实验的免疫荧光结果显示，在无血清和

ＣＧＲＰ处理因素的条件下，未转染组和空载体组细
胞中的ＲＡＭＰ１和ＣＲＬＲ大多分布于胞核周围的胞
浆区域，而高表达组中的这两个蛋白在膜上的分布

增加；单独使用ＡｎｇⅡ或联合使用ＣＧＲＰ的３种细
胞，其两种蛋白都趋向于膜上分布，尤其在高表达组

中，这种趋势更加明显。这一结果表明高表达

ＲＡＭＰ１增强ＣＧＲＰ的抗增殖作用可能是通过增加
ＣＲＬＲ膜分布，从而增强 ＣＧＲＰ受体对 ＣＧＲＰ的
敏感性起作用。

ＲＡＭＰ１促进ＣＲＬＲ的膜分布的机制还不完全
清楚。已证实，血管平滑肌细胞中存在 ＣＲＬＲ和３
种ＲＡＭＰ［１１］，即ＲＡＭＰ１，ＲＡＭＰ２和ＲＡＭＰ３，３种
亚型之间与ＣＲＬＲ结合存在竞争。所以当 ＲＡＭＰ１

表达增加时，可能增加了 ＲＡＭＰ１与 ＣＲＬＲ结合的
竞争力，加强了对 ＣＧＲＰ的应答作用。除此之外，
Ｈéｒｏｕｘ等［１２］用双分子荧光互补和化学发光共振能

量转移等技术证实：ＲＡＭＰ１和 ＣＲＬＲ都能形成同
源二聚体存在与内质网上。但是，只有当一分子的

ＲＡＭＰ１与ＣＲＬＲ的同源二聚体形成异源三聚体
时，才能被转运至胞膜上。另外，ＲＡＭＰ１也存在同
源二聚体形式，其功能不清。推测ＲＡＭＰ１·ＲＡＭＰ１
在调节功能型ＣＧＲＰ受体形成方面起重要作用；其
次，ＲＡＭＰ１同源二聚体主要分布于内质网中。研
究发现内质网分泌蛋白，如 ＶＩＰ３６和ＥＲＧＩＣ５３，能
以同源二聚体的形式转运其他蛋白，ＲＡＭＰ１与这
些分泌蛋白有着相同的膜拓扑结构［１３－１４］，提示同

源二聚体 ＲＡＭＰ１可能与转运 ＣＲＬＲ到细胞膜有
关。总之，弄清 ＲＡＭＰ１调节 ＣＧＲＰ受体活化机制
对发现心血管药物的作用靶点有重要意义。
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