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目的
!

探讨重组
d,G'H

蛋白对大鼠血管平滑肌细胞"

c6CV+

#迁移和黏附的影响及相关机制$方法
!

原代培养大

鼠
c6CV+

!实验分为
d,G'H

组和对照组!通过
@OH,+MFLL

实验检测
c6CV+

的迁移能力!细胞基质黏附实验检测
c6CV+

黏附细

胞外基质的能力!

dF+GFO,PL"G

检测
c6CV+

中
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.

连环蛋白"
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#%磷酸化
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.KHGF,#,

"

6FO)-5

#%糖原合成激酶
'

'
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A6U.'

'

#!磷

酸化
A6U.'

'

"

6FO(

#%整合素连接激酶"

XWU

#的蛋白表达水平$结果
!

d,G'H

组中
c6CV+

迁移的数量明显高于对照组"

!
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%&%5

#$与对照组相比!

d,G'H

组中
c6CV+

黏附于胶原
(

的数量和光密度值均显著增加"
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#!且
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组中磷酸化
'

.KHGF.
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#%磷酸化
A6U.'
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6FO(

#和
XWU

蛋白的表达水平均显著上调"
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#$结论
!

d,G'H

可以通过
XWU

调节
c6CV+

迁

移和黏附$
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d,G

蛋白通过分泌作用与位于细胞膜上的受体相结合#

激活细胞内信号通路#调节靶基因的表达#控制细胞的生理行

为和生物进程#包括细胞黏附*迁移*分化*增殖*极性与凋亡

等&

$

'

+

d,G

信号传导通路分为经典
d,G

信号通路和非经典

d,G

信号通路#其中经典
d,G

信号通路#即
d,G

"
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.

连环蛋白

$

'

.KHGF,#,

%通路是
d,G

信号中研究最清楚的一条通路#在整个

进化过程中高度保守#

d,G'H

可以激活经典
d,G

信号通路+

当经典
d,G

信号通路活化时#

d,G

与受体
8Q!

结合#引起
'

.

KHGF,#,

在细胞内累积#并进入细胞核与淋巴细胞增强因子*

@

细胞因子形成复合物#激活下游靶基因的转录&

$.'
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.KHGF,#,

的活性也受到整合素连接激酶$

#,GF

9

O#,.L#,:F!:#,H+F

#

XWU

%的

调节#

XWU

是一种丝氨酸"苏氨酸蛋白激酶#它可以与胞质区的

'

$

和
'

'

整合素结合#控制细胞外基质与细胞骨架的连接#从

而调节细胞迁移和黏附&

0.5

'

+研究发现
XWU

磷酸化后可以促

进
'

.KHGF,#,

核易位并与淋巴细胞增强因子形成复合物&

)
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+本

研究采用重组
d,G'H

蛋白激活
d,G

"
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.KHGF,#,

通路#观察其对

大鼠血管平滑肌细胞$

EH+KTLHO+<""GI<T+KLFKFLL+

#

c6CV+

%

迁移和黏附的影响并探讨相关的作用机制+

B
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材料与方法

B&B

!

材料与试剂
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+重组
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蛋白购自美国
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'
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公司#胶原
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和抗
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方法

B&C&B
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原代培养
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无菌条件下分离
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大鼠胸主动脉#小心去除外膜和内膜#将中层平滑肌切成
$
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1 左右的组织块#用含
1%\ 826

的
3C4C

培养液行组织

块贴壁法原代培养
c6CV+

)在
'-^

*

5\ VB

1

条件下静置培

养#

'!

后更换培养液+待单层细胞覆盖细胞培养皿约
/%\

时#取出组织块进行传代+用
%&15\

胰蛋白酶消化细胞#含

$%\ 826
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谷氨酰胺*
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链霉素*
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青霉素的
3C4C

培养液行传代培养+实验采用融合度
(%\

左右的第
'

#

0

代
c6CV+

+细胞鉴定采用
%

.HKG#,

免疫荧光染

色+实验分两组#对照组&无菌磷酸盐缓冲液$
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!对照组)

2

!

d,G'H

组)

V

!

@OH,+MFLL

实验分析图)

H

!

!
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#与对照组比较

图
$
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@OH,+MF,

实验检测
d,G'H

对
c6CV+

迁移能力的影响

dPG'H

组$终浓度为
$%%,

9

"

<W

的重组
d,G'H

处理%+

B&C&C

!

@OH,+MFLL

检测
!

采用
@OH,+MFLL

小室法检测
c6CV+

迁移#在
10

孔培养板插入直径
)&5<<

*硝酸纤维素滤膜孔径

为
/

"

<

的小室#上室加入无血清培养液的
c6CV+

$

'g$%

5

个"
<W

%

$%%

"

W

#下室加入含
$%\ 826

的培养液
)%%

"

W

#于培

养箱中作用
10I

后取出滤膜#棉签小心去除上层未迁移细胞#

常温下无水甲醇固定
1%<#,

#

%&$\

结晶紫染色
$5<#,

#双蒸水

冲洗后#取下滤膜#下室朝上于显微镜下照相+每组设
0

个小

室#每个滤膜上选择
5

个视野计数取平均值#实验重复
'

次+

B&C&D

!

细胞基质黏附检测
!

()

孔板包被胶原
(

$

1%

"

9

"

<W

%#

在
0^

下过夜#

726

冲洗后用
$\

牛血清清蛋白$

26?

%在室温

下阻断
$I

#再用无血清的
3C4C

培养基冲洗#每孔接种
'g

$%

0 个
c6CV+

#

'-^

孵育
$I

#

726

冲洗后#

0\

多聚甲醛室温

下固定
'%<#,

#

%&5\

甲苯胺蓝染色
$5<#,

#双蒸水冲洗后在显

微镜下照相#每孔随机选取
5

个视野并计数+最后经
$\

十二

烷基硫酸钠$
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%裂解细胞后#酶标仪$

X,J#,#GFC1%%7O"

%
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测光密度$
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G#KHL!F,+#G
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#

.A

%值+

B&C&E

!

dF+GFO,PL"G

分析
!

c6CV+

用
$%%,

9

"

<W

的重组

d,G'H

蛋白或无菌
726

处理
'!

后收集
c6CV+

#加入含苯甲

基磺酰$

7C68

%的
=X7?

裂解液#冰上放置
'%<#,

#

0 ^

下

$1%%%O

"

<#,

离心
0%<#,

#取上清+以
26?

为标准#用
2OH!.

J"O!

比色法对上清进行蛋白定量+取
1%

"

9

蛋白样品#

$%\

636.

聚丙烯酰胺凝胶$

7?A4

%电泳#

$%%c

转移约
$I

#溴酚蓝

到达分离胶的底端即可停止电泳+再将蛋白电泳转移至硝酸

纤维素薄膜$

7c34

%上#放入封闭液中
'-^

封闭
$I

)加入抗

'

.KHGF,#,

*磷酸化
'

.KHGF,#,

$

6FO)-5

%*

A6U.'

'

#磷酸化
A6U.'

'

$

6FO(

%*

XWU

抗体#

0^

过夜#反复洗膜后#将膜与二抗孵育#室

温轻摇
$I

#洗膜后采用增强化学发光检测系统进行观察+

B&D

!

统计学处理
!

采用
6766$'&%

软件对所有数据进行统计

学处理#计量资料采用
2]<

表示#比较采用
8

检验#以
!

$

%&%5

为差异有统计学意义+

C

!

结
!!

果

C&B

!

d,G'H

促进
c6CV+

迁移
!

@OH,+MFLL

实验显示
d,G'H

组
c6CV+

迁移的数量明显高于对照组$

!

$

%&%5

%#提示

d,G'H

刺激后可以显著增加
c6CV+

的迁移能力#见图
$

+

C&C

!

细胞基质黏附检测
!

结果显示
d,G'H

组中
c6CV+

黏附

于胶原
(

的数量较对照组明显增加$

!

$

%&%5

%+另外#

d,G'H

组的
.A

值也明显增加$

!

$

%&%5

%#见图
1

+提示
d,G'H

具有

提高
c6CV+

黏附胶原
(

的能力+

C&D

!

dF+GFO,PL"G

分析结果
!

为了检测
d,G'H

影响
c6CV+

迁移和黏附的相关机制#笔者使用
dF+GFO,PL"G

技术检测

c6CV+

中
'

.KHGF,#,

#磷酸化
'

.KHGF,#,

$

6FO.A-5

%#

A6U.'

'

*磷

酸化
A6U.'

'

$

6FO

%和
XWU

蛋白水平的表达+结果显示使用

d,G'H

蛋白刺激后#

c6CV+

中磷酸化
'

.KHGF,#,

$

6FO)-5

%*磷酸

化
A6U.'

'

$

6FO(

%和
XWU

蛋白的表达水平均显著上调$

!

$

%&%5

%#但是两组中总的
'

.KHGF,#,

和总的
A6U.'

'

的蛋白水平

表达没有明显变化$

!

%

%&%5

%#见图
'
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!对照组)

2

!

d,G'H

组)

V

!细胞黏附实验分析图$细胞计数%#

3

!

细胞黏附实验分析图$

.A

值%)

H

!

!

$
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#与对照组比较

图
1

!!

两组大鼠
c6CV+

基质黏附能力比较

!!

?

!

dF+GFO,PL"G

)

2

!

dF+GFO,PL"G

分析图

图
'

!!

两组
c6CV+

细胞中
d,G

相关蛋白表达水平比较

D

!

讨
!!

论

目前研究发现
d,G

信号传导通路可以经下游信号调节细

胞骨架结构并影响细胞迁移和黏附#一些
d,G

信号通路分子

是调节细胞迁移和黏附的重要成分+

'

.KHGF,#,

是经典的
d,G

信号通路必不可少的调节蛋白&

-.(

'

+

d,G'H

是
d,G

家族研究

较多的成员之一#它可以激活经典的
d,G

信号通路并诱导细

胞增殖&

)

'

#但
d,G'H

对细胞迁移和黏附的影响还未进一步阐

明+激活的
d,G

"

'

.KHGF,#,

信号可以被
A6U.'

'

抑制#

A6U.'

'

使
'

.KHGF,#,>

末端磷酸化导致
'

.KHGF,#,

降解+但是当
'

.KHGF.

,#,V

末端
6FO)-5

位点磷酸化时却可以激活
'

.KHGF,#,

#使
'

.

KHGF,#,

更易进入细胞核与淋巴细胞增强因子*

@

细胞因子结
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合增强转录活性&

$%.$1

'

+本研究发现重组的
d,G'H

蛋白刺激大

鼠
c6CV+

后可以增强
'

.KHGF,#,6FO)-5

位点和
A6U.'

'

6FO(

$抑制
A6U.'

'

的活性%位点的磷酸化#提示
d,G'H

刺激可以激

活
d,G

"

'

.KHGF,#,

信号通路+

c6CV+

迁移和增殖可以导致损伤的动脉内膜增生引起动

脉粥样硬化加重和血管内再狭窄+这一系列过程受到细胞外

基质*黏附分子及细胞表面的整合素家族等许多蛋白及信号通

路的调节&

(

#

$1

'

+

XWU

是整合素受体下游信号一个重要的分子#

它可以通过磷酸化使
A6U.'

'

失活#

A6U.'

'

失活又可以导致

d,G

信号传导通路靶基因的激活#从而调节细胞的增殖*分化

及存活+

XWU

还可以作为分子桥接蛋白与整合素结合#调节肌

动蛋白和细胞骨架结构#影响细胞迁移和黏附&

$'.$)

'

+研究还

发现
XWU

可以通过磷酸化使
A6U.'

'

失活#促进
'

.KHGF,#,

核易

位并激活经典的
d,G

信号通路&

$0.$-

'

+本研究在大鼠
c6CV+

中研究发现
d,G'H

不仅可以激活经典的
d,G

信号通路#还可

以增加
XWU

蛋白水平的表达#并促进
c6CV+

迁移和黏附#提

示
d,G'H

可以通过
XWU

调节
c6CV+

迁移和黏附+

本研究得出
d,G'H

可以通过
XWU

调节
c6CV+

迁移和黏

附#这有可能成为治疗血管疾病和评估预后一个重要的靶点#

然而#血管疾病的发生机制复杂并涉及许多信号传导通路#将

来还应该在其他的细胞中和动物模型中进一步探讨
d,G'H

信

号及
XWU

的机制和作用+
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