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ＰＡＲ１激活对小鼠内皮祖细胞ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达及
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　　摘　要：目的　研究蛋白酶激活受体１（ＰＡＲ１）活化后对小鼠内皮祖细胞（ＥＰＣｓ）ＣＸＣ型趋化因子受体４（ＣＸＣＲ４）ｍＲＮＡ

表达及细胞增殖、迁移的影响。方法　分离鉴定小鼠ＥＰＣｓ，分别以不同浓度ＰＡＲ１激活剂ＳＦＬＬＲＮ加入培养的ＥＰＣｓ中，以

ＰＡＲ１小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染ＥＰＣｓ，并设立空白对照组。采用荧光定量实时聚合酶链反应（ＲＴＰＣＲ）分析各组细胞ＰＡＲ１、

ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达；ＭＴＴ法检测各组ＥＰＣｓ增殖情况；Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培养分析各组ＥＰＣｓ的迁移能力。结果　ＳＦＬＬＲＮ激

活组ＥＰＣｓ增殖率、迁移率及ＰＡＲ１、ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达均较空白对照组、ＰＡＲ１特异ｓｉＲＮＡ转染组增高，差异有统计学意义

（犘＜０．０５）。ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ与ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达呈明显正相关（狉＝０．９９１）。结论　ＰＡＲ１可能通过促使ＣＸＣＲ４的表达增加，

从而促进ＥＰＣｓ的增殖和迁移。
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　　已有研究表明，干细胞来源的内皮祖细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ，ＥＰＣｓ）在血管内膜损伤后，可以被动员、募集

至受损部位，发育为成熟的内皮细胞，从而修复受损血管内膜

的功能［１］。但在这一过程中，ＥＰＣｓ受何种因素的驱动和调控，

目前并不完全清楚［２］。蛋白酶激活受体１（ｐｒｏｔｅａｓｅａｃｔｉｖａｔｅｄ

ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＰＡＲ１）是血管细胞上凝血酶的主要受体，由４２５

个氨基酸组成单链多肽分子，属于 Ｇ蛋白偶联受体超家族。

ＰＡＲ１表达于成熟血管内皮细胞膜上，与新生血管形成有

关［３］；也表达于肿瘤细胞膜上，与肿瘤侵袭、转移有关［４］。研究

还发现ＰＡＲ１也表达于ＥＰＣｓ膜上，ＰＡＲ１活化后是否作为

始动因素促进ＥＰＣｓ的迁移和增殖，值得进一步研究。细胞的

定向迁移受多种因素的调控，ＣＸＣ型趋化因子受体４（ＣＸＣｒｅ

ｃｅｐｔｏｒ４，ＣＸＣＲ４）无疑是其中最重要的分子之一；同时在ＥＰＣｓ

表面存在ＣＸＣＲ４的表达，推测ＣＸＣＲ４可能在ＥＰＣｓ迁移过程

中起着关键作用。本文旨在研究ＰＡＲ１活化后对小鼠ＥＰＣｓ

ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达及细胞增殖、迁移的影响，为进一步探讨

ＰＡＲ１在ＥＰＣｓ修复受损血管内膜过程中的作用及其机制研

究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　实验动物　ＢＡＬＢ／ｃ小鼠购自第三军医大学实验动物中心。

１．２　主要试剂和材料　小牛血清（Ｈｙｃｌｏｎｅ公司），密度梯度

１．０７７的淋巴细胞分离液（天津灏洋公司），纤维粘连蛋白（Ｓｉｇ

ｍａ公司），ＥＭＢ２培养基（Ｃａｍｂｒｅｘ公司），ＦＩＴＣＵＥＡ１（Ｖｅｃ

ｔｏｒ公司），ＤｉＩａｃＬＤＬ（ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司）。

１．２　方法

１．２．１　ＥＰＣｓ的分离、培养和鉴定　含２％小牛血清的ＰＢＳ冲

洗小鼠骨髓腔，收集离心后用含２％小牛血清的ＰＢＳ重悬细

胞，密度梯度１．０７７的淋巴细胞分离液分离出单个核细胞。然

后将收集的细胞悬浮于ＥＭＢ２内皮细胞培养基中，按１０７～

１０８ 个细胞接种于已包被纤维连接蛋白的培养瓶内，于３７℃，

５％ＣＯ２ 恒温培养。检测细胞摄取１．１′一二（十八烷基）３，３，

３′，３′四甲基吲哚羰花青高氯酸盐标记的乙酰化低密度脂蛋白

（ＤｉＩａｃＬＤＬ）和结合异硫氰酸荧光素标记的荆豆凝集素１

（ＦＩＴＣＵＥＡ１）功能。

１．２．２　实验分组　取处于增殖期的ＥＰＣｓ，换为含１％血清的

ＥＭＢ２培养基培养，实验分为空白对照组、ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ转染
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１组（转染１号ｓｉＲＮＡ序列）、ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ转染２组（转染２

号ｓｉＲＮＡ序列）、无关对照组（转染无关对照ｓｉＲＮＡ序列）及

ＳＦＬＬＲＮ激活组（２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ）。

１．２．３　ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ 序列的设计与合成 　 根据 ＮＣＢＩ

ＧＥＮＥｂａｎｋ中小鼠ＰＡＲ１基因序列（ＩＤ：１４０６２）选择目标序

列，设计的ｓｉＲＮＡ序列如下。１号：正义链５′ＣＣＣＵＧＣＵＣＧ

ＡＡＧＧＣＵＡＣＵＡｄＴｄＴ３′，反义链３′ｄＴｄＴＧＧＧＡＣＧＡＧＣ

ＵＵＣＣＧＡＵＧＡＵ５′；２号：正义链５′ＧＣＡＧＵＣＣＵＣＵＵＣ

ＡＡＡＡＡＣＡｄＴｄＴ３′，反义链３′ｄＴｄＴＣＧＵＣＡＧＧＡＧＡＡＧ

ＵＵＵＵＵＧＵ５′；无关对照序列：正义链５′ＣＧＧＵＵＣＡＧＧ

ＡＣＧＧＡＵＣＡＣＡｄＴｄＴ３′，反义链３′ｄＴｄＴＧＣＣＡＡＧＵＣＣ

ＵＧＣＣＵＡＧＵＧＵ５′。采用ＢＬＡＳＴ检索，确认设计ｓｉＲＮＡ

序列的特异性，再由上海生工生物公司合成。

１．２．４　细胞转染　按说明书使用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染增

殖期ＥＰＣｓ：首先将处于对数生长期的ＥＰＣｓ用细胞刮子刮下，

计数后接种于含１％小牛血清ＥＭＢ２培养基的６孔培养板中

（２×１０６／孔），３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中过夜；然后制备ｓｉＲＮＡ

Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染复合物，加入含ＥＰＣｓ的培养板中，轻

轻混匀，继续培养２４ｈ后更换为新鲜培养基。

１．２．５　ＰＡＲ１激活的处理　取增殖期ＥＰＣｓ用细胞，计数后

接种于含１％小牛血清ＥＢＭ２培养基的６孔培养板中（２×

１０６／孔），３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中过夜；然后添加ＰＡＲ１激动

剂ＳＦＬＬＲＮ，使其终浓度分别为２５、５０、１００μｍｏｌ／Ｌ，培养２４ｈ

后更换为新鲜培养基。

１．２．６　ＲＴＰＣＲ分析ＰＡＲ１和ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ水平　取不

同时相各组ＥＰＣｓ，采用Ｔｒｉｚｏｌ试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）抽提细胞

总ＲＮＡ，紫外分光光度计定量后置－７０℃保存备用。按 Ｍ

ＭＬＶ逆转录试剂盒（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）说明书进行操作，３７℃

１５ｍｉｎ，８５℃５ｓ，反转录成ｃＤＮＡ。然后在ＡＢＩＰＲＩＳＭ７０００

定量ＰＣＲ仪上扩增，总体系２０μＬ，包括ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＭｉｘ（上

海东洋纺公司）１０μＬ，ｃＤＮＡ模板２μＬ，上下游引物各０．５

μＬ；反应条件：９４℃预变性２ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５７℃退火

４０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共４０个循环。分析得到阈值循环数

（Ｃｔ），采用相对定量法计算ＰＡＲ１或ＣＸＣＲ４的 ｍＲＮＡ表达

量（ＧＡＰＤＨ为内参照）。ＰＡＲ１上游引物：５′ＧＧＣＴＣＣＴＧＣ

ＡＧＴＣＴＧＴＴＣＧＴＡＴＣＧ３′，下游引物：５′ＣＡＡＴＣＧＣＴＣ

ＧＧＣＡＡＡＧＴＡＧＣＣＡ３′，扩增片段长度４２３ｂｐ；ＣＸＣＲ４上

游引物：５′ＧＡＡＡＴＧＧＡＧＧＣＣＡＴＣＡＧＴＡＴＡＴＡＣＡ３′，

下游引物：５′ＣＣＡＧＧＧＴＴＣＧＣＣＣＡＴＡＡＡＧＴＣＡ３′，扩

增片段长度３１７ｂｐ；ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＧＧＧＧＡＧＣＣＡＡＡＡ

ＧＧＧＴＣＡＴＣＡＴＣＴ３′，下游引物：５′ＧＡＧＧＧＧＣＣＡＴＣＣ

ＡＣＡＧＴＣＴＴＣＴ３′，扩增片段长度２３５ｂｐ。实验重复３次。

１．２．７　ＭＴＴ法检测各组ＥＰＣｓ增殖活性　将各组ＥＰＣｓ消

化离心后，以０．５×１０６／孔加入９６孔板中，每组设３个复孔。

分别培养２４、４８、７２和９６ｈ后，每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，

然后孵育４ｈ，吸弃上清，加入ＤＭＳＯ２００μＬ震荡１０ｍｉｎ，４９０

ｎｍ处读取吸光度（Ａ）值。取每次各浓度孔Ａ值的均值作为该

浓度的最终Ａ值。实验重复３次，绘制细胞生长曲线。

１．２．８　ＥＰＣｓ迁移测定　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室共培养的方法，

采用８．０μｍ孔径的聚碳酸酯膜分隔上下小室，上室加入各组

ＥＰＣｓ（２×１０４／孔），下室加入基质细胞衍生因子１（ｓｔｒｏｍａｌ

ｃｅｌｌｄｅｒｉｖｅｄｆａｃｔｏｒ１，ＳＤＦ１），作用浓度１００ｎｇ／ｍＬ，作用１６ｈ

后结晶紫染色，每孔计数５个视野。实验重复３次。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行数据处理，计量

资料均以狓±狊表示，组间比较采用狋检验或Ｐｅａｒｓｏｎ相关分

析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＰＣｓ培养及鉴定　接种后第７天，细胞集落逐渐增多，

细胞体积变大（图１Ａ），第１０天左右达８０％～９０％融合，细胞

伸展成纺锤状（图１Ｂ），第１４天细胞基本铺满瓶底，呈铺路石

样密集排列（图１Ｃ）。采用ＤｉｌａｃＬＤＬ和ＦＩＴＣＵＥＡＩ染色，

于荧光显微镜下观察，结合ＦＩＴＣＵＥＡＩ的贴壁细胞呈绿色

（图１Ｄ），摄取ＤｉｌａｃＬＤＬ的贴壁细胞呈红色（图１Ｅ），双阳性

标记细胞呈黄色（图１Ｆ），被认为是正在分化的ＥＰＣｓ。

　　Ａ、Ｂ、Ｃ：分别为培养第７、１０、１４天的ＥＰＣｓ，倒置相差显微镜（×２００）；Ｄ、Ｅ、Ｆ：分别为ＥＰＣｓ结合ＦＩＴＣＵＥＡＩ、摄取ＤｉｌａｃＬＤＬ、双标记叠加，

荧光显微镜 （×２００）。

图１　　ＥＰＣｓ形态学及荧光鉴定
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图２　　各组ＰＡＲ１ｍＲＮＡ和ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达及其相关性

２．２　各组ＰＡＲ１和ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ的表达及其相关性　不

同浓度ＳＦＬＬＲＮ激活ＰＡＲ１后，ＰＡＲ１、ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达

水平均较空白对照组、ＰＡＲ１特异ｓｉＲＮＡ转染组增高，差异有

统计学意义（犘＜０．０５），见图２Ａ、Ｂ。同时，ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ与

ＰＡＲ１ｍＲＮＡ表达呈明显正相关（狉＝０．９９１）。见图２Ｃ。

２．３　各组ＥＰＣｓ增殖情况　各处理组ＥＰＣｓ的生长曲线见图

３，不同浓度ＳＦＬＬＲＮ激活ＰＡＲ１情况下，ＥＰＣｓ生长明显加

快，而采用ｓｉＲＮＡ特异性阻断ＰＡＲ１，ＥＰＣｓ生长明显减慢。

图３　　各组ＥＰＣｓ增殖情况

２．４　各组ＥＰＣｓ迁移能力　在ＳＦＬＬＲＮ激活ＰＡＲ１作用下，

ＥＰＣｓ迁移较空白对照组明显增强（犘＜０．０５）；特异性阻断ＰＡＲ

１，则ＥＰＣｓ迁移能力减弱（犘＜０．０５）；与阻断ＰＡＲ１比较，激活

ＰＡＲ１可显著促进ＥＰＣｓ的迁移作用（犘＜０．０５），见图４。

图４　　各组ＥＰＣｓ迁移情况

３　讨　　论

Ｃａｂａｌｌｅｒｏ等
［５］研究发现血管内膜损伤后可以动员、募集

ＥＰＣｓ迁移至损伤部位，在体内局部微环境作用下能发育为适

宜局部生长的内皮细胞，从而修复受损内皮细胞功能。但

ＥＰＣｓ如何动员并募集至受损血管内皮附近，目前尚不完全

清楚［６］。

基质细胞衍生因子（ＳＤＦ１）／ＣＸＣＲ４轴可能在ＥＰＣｓ动员

和募集过程中起着重要作用。ＳＤＦ１主要在骨髓基质细胞及

骨髓内皮细胞表达，有研究表明在缺血组织和损伤血管的平滑

肌也有强表达［７］。ＳＤＦ１可促进小鼠内皮祖细胞扩增并阻止

其凋亡［８］，Ｈｕａｎｇ等
［９］用体外扩增的ＥＰＣ做ＳＤＦ１诱导的迁

移实验，发现ＳＤＦ１对ＥＰＣ有强大的趋化活性，这种趋化活性

呈浓度依赖性。ＳＤＦ１与ＣＸＣＲ４具有高度的亲和力，两者特

异性结合，形成ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴，启动细胞内信号转导系统，

诱导成熟或不成熟的祖细胞动员，并参与血管的生成，发挥多

种生物学功能，与胚胎发育、炎症反应、ＨＩＶ 感染、造血细胞调

控以及干细胞的迁移等有密切关系［１０］。

ＰＡＲ１是７次跨膜Ｇ蛋白偶联受体家族，含有其自身内

在配体ＳＦＬＬＲＮ。丝氨酸蛋白酶水解ＰＡＲｓ的Ｎ２末端，从而

显露一个新的“被限制的配体”，后者与受体本身第２个袢的细

胞外区结合而使其不可逆的激活，继而转导其他细胞信

号［１１１２］。研究发现用凝血酶作用前列腺癌细胞ＤＵ１４５可诱导

ＩＬ８和ＶＥＧＦ的分泌，敲除ＰＡＲ１基因后，检测到肿瘤缩小，

血管密度降低，肿瘤局部ＩＬ８、ＶＥＧＦ降低，提示ＰＡＲ１在前

列腺癌血管生成中的重要意义［１３］。ＰＡＲ１的基因表达在血管

生成中起关键作用，活化的ＰＡＲ１明显诱导 ＶＥＧＦｍＲＮＡ的

表达，增强ＶＥＧＦ的功能。研究表明ＰＡＲ１激活后可旁分泌

成纤维细胞生长因子、诱导原癌基因ｃｆｏｓ、ｃｍｙｃ和ｃｓｉｓ表

达，激活促有丝分裂蛋白酶和促进活性氧成，启动细胞的分裂

和增殖［１４］。

本研究结果显示，转染ＰＡＲ１小干扰ＲＮＡ可下调ＥＰＣｓ

ＰＡＲ１和ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达并抑制ＥＰＣｓ增殖及迁移能力。

与空白对照组、ＰＡＲ１ｓｉＲＮＡ转染组比较，ＳＦＬＬＲＮ激活组

ＥＰＣｓ增值率、迁移率增高，差异有显著性，其ＰＡＲ１与ＣＸ

ＣＲ４ｍＲＮＡ表达上调，且ＣＸＣＲ４ｍＲＮＡ表达与ＰＡＲ１ｍＲ

ＮＡ表达呈正相关。提示ＰＡＲ１可能通过ＳＤＦ１／ＣＸＣＲ４轴

促进ＥＰＣｓ的增殖、迁移，为进一步探讨ＰＡＲ１在ＥＰＣｓ增殖、

迁移中的作用及其机制提供实验基础。

参考文献：

［１］ＪｕｊｏＫ，ＬｉＭ，ＬｏｓｏｒｄｏＤＷ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓｉｎ

ｎｅｏｖａｓｃｕｌａｒｉｚａｔｉｏｎｏｆｉｎｆｒａｃｔｅｄｍｙｏｃａｒｄｉｕｍ［Ｊ］．ＪＭｏｌＣｅｌｌ

Ｃａｒｄｉｏｌ，２００８，４５（４）：５３０５４４．

［２］ ＡｌｅｖＣ，ＩｉＭ，ＡｓａｈａｒａＴ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｓ：ａ

ｎｏｖｅｌｔｏｏｌｆｏｒｔｈｅｔｈｅｒａｐｙｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃ（下转第４０６１页）
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多元醇，口服在肠道基本不吸收，在常温酸性条件下不与蒙脱

石散发生任何化学反应，但有促进口服毒物从肠道排除的作

用。本研究也发现采用蒙脱石甘露醇溶液进行灌胃，能减轻百

草枯急性中毒导致的肺间质纤维化的程度。

经口染毒４ｈ与１ｈ后给予蒙脱石甘露醇溶液的研究比较

发现，在第１５天对大鼠的运动能力及耐力方面的影响区别不

明显，但１ｈ后给药与４ｈ后给药两组肺纤维化程度无明显差

异。可能与百草枯在大鼠胃肠道吸收速度及吸收率较低有关。

本研究中没有进一步探讨更长时间的给药对其结果的影响，也

没有进一步观察给药后更长时间各组大鼠运动功能、耐力及肺

间质纤维化程度的变化，另外，如果能动态观察各组大鼠动脉

血气的变化情况，将更有助于判断该治疗方案的疗效。但可以

提示，积极的消化道毒物处理可在一定程度上减轻百草枯急性

中毒所致的肺间质纤维化，而不要因为中毒时间稍长，放弃消

化道毒物的清除。

综上所述，从运动能力及耐力、肺组织羟脯氨酸含量及病

理切片均提示蒙脱石甘露醇溶液对百草枯中毒大鼠肺间质纤

维化及由此可能影响的运动功能及耐力有一定的改善作用，对

肺损伤有一定的保护作用，虽不能完全阻止肺纤维化的发生和

发展，但可延缓肺间质纤维化的进程，减轻纤维化的程度，对百

草枯急性中毒救治有积极作用。可以作为百草枯急性中毒综

合救治一项有效的早期干预措施。

参考文献：

［１］ 王伯良，涂艳阳，仲月霞，等．百草枯致大鼠多脏器损害的

观察［Ｊ］．中华急诊医学杂志，２０１０，１９（１２）：１２９６１２９９．

［２］ＣｏｒｙＳｌｅｃｈｔａＤＡ．Ｓｔｕｄｙｉｎｇｔｏｘｉｃａｎｔｓａｓｓｉｎｇｌｅｃｈｅｍｉｃａｌｓ：

ｄｏｅｓｔｈｉｓｓｔｒａｔｅｇｙａｄｅｑｕａｔｅｌｙｉｄｅｎｔｉｆｙｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｒｉｓｋ［Ｊ］．

Ｎｅｕｒｏｔｏｘｉｃｏｌｏｇｙ，２００５，２６（４）：４９１５１０．

［３］ 李国强，魏路清，刘阳，等．持续血浆灌流清除百草枯中毒

患者血中百草枯的临床研究［Ｊ］．中国危重病急救医学，

２０１１，２３（１０）：５８８５９２．

［４］ＬｉｎＪＬ，ＣｈｅｎＫＨ，ＨｕａｎｇＷＨ，ｅｔａｌ．Ｉｍｐｒｏｖｅｄｓｕｒｖｉｖａｌｉｎ

ｓｅｖｅｒｅｐａｒａｑｕａｔｐｏｉｓｏｎｉｎｇｗｉｔｈｒｅｐｅａｔｅｄｐｕｌｓｅｔｈｅｒａｐｙｏｆ
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ｐｏｉｓｏｎｉｎｇ：ｃｌｉｎｉｃａｌａｎｄｒａｄｉｏｌｏｇｉｃａｌｆｉｎｄｉｎｇｓｉｎａｓｕｒｖｉｖｏｒ

［Ｊ］．ＪＢｒａＤｎｅｕｍｏｌ，２０１０，３６（４）：５１３５１６．

［１１］刘瑞，李成刚，梁欣，等．博莱霉素诱导大鼠肺纤维化过程

中羟脯氨酸及氧化应激指标的变化［Ｊ］．第四军医大学学
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［１２］张朝贤，钱益新，付仲文，等．百草枯生产工艺改进及应用
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