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基础研究 ●

亚油酸对纤溶酶原激活物抑制剂一1表达的影晌及其机制

陈静 叶平 刘永学 贺艳丽

【摘要】 目的 探讨过氧化体增殖物激活型受体a(PPARa)的特异性激活物亚油酸对HepG2细胞1型纤溶酶

原激活物抑制剂(PAI_1)mRNA表达及其活性的影响和在该基因转录调控中的作用机制。方法 用不同浓度亚油

酸为诱导因素刺激HepG2细胞，采用半定量RT—PCR法检测PAI-lmRNA水平，发色底物法检测PAI-1的活性变

化。构建四个含PAI-1启动子序列从一804～+17间不同长度片段驱动的荧光素酶报告基因质粒，体外瞬时转染

HepG2细胞，检测荧光素酶的活性。结果与对照组相比，亚油酸组能使HepG2细胞PAI-lmRNA表达及蛋白活

性显著升高(P<o．05，P<O．01)，且呈一定剂量依赖性；亚油酸诱导可使PAI-1转录活性显著升高(P<o．01)；与转

染质粒PAI-pGL3-A(-804／+17)相比较，当转染质粒含有PAI-pGL3一B(一636／+17)、PAI-pGL3一C(一449／+17)时，荧

光素酶活性显著降低(P<o．01)；共转染PPARa表达质粒(PPARa-pSG5)的细胞在亚油酸诱导下PAI-1转录活性显

著升高(P<o．01)。结论 亚油酸可以增加HepG2细胞PAI—lmRNA表达及其蛋白活性，调节PAI-1的基因转录，

PPARa参与亚油酸对PAI_1基因的表达调控；在PAI一1启动子-804～一636、一449～-276区域内存在亚油酸作用的调

控PAI一1基因表达的序列。

【关键词】亚油酸；过氧化体增殖物激活型受体；纤溶酶原激活物抑制剂一1；HepG2细胞

Effect of linoleic acid on the expression of plasminogen

activator inhibitor type。·1 and its mechanism
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[Abstract]Objectives To observe the effect of linoleic acid which is the activator of peroxisome proliferator-activated

receptors alpha(PPARa)on plasminogen activator inhibitor type-1(PAI-1)expression in HepG2 cells，and to investigate the

mechanisms hoW the linoleic acid and PPARa influence and regulate PAI_1 gene． Methods HepG2 cells were exposed to

linoleic acid at various concentrations，RBPCR and ELISA were used to determine the expression of PAl-1 in HepG2 cells．

Four 1uciferase reporter gene plasmids containing different human PAI_1 gene promoter from一804 to+17 were constructed

and transfected into HepG2 cells．The transcriptional activity of PAI一1 was demonstrated by the luciferase activity． Results

Compared with the contr01．1inoleic acid could remarkably increase PAI-1 mRNA expression and protein activity in a con—

centration-dependent manner(P=0．038，P<O．001)，and enhance the level of PAI-1 transcription significantly(P<0．01)．

Compared with the PAI-pGL3一A(一804／+17)plasmid，when the plasmids PAI-pGL3一B(一636／+17)and PAI-pGL3一C(一449／

+17)were transfected，linoleic acid depressed the luciferase activity remarkably(P<0．01)．矾en co-transfected with
PPARa-pSG5，linoleic acid could increase the level of PAI-1 transcription further(P<0．01)． Conclusions Linoleic acid

could regulate PAI-1 mRNA expression and gene transcription．PPARn was involved in the regulation of PAI-1 gene expres—

sion．The sequences that could regulate the expression of PAI-1 gene induced by linoleic acid may exist in the areas from一804

to一636 and一449 to一276 of PAI_1 promoter．

[Key woros]linoleie acid；peroxisome proliferator-activated receptor；plasminogen activator inhibitor type-1；human
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1型纤溶酶原激活物抑制剂(plasminogen acti-

vator inhibitor type一1，PAl一1)是体内纤溶酶原激活

物(plasminogen activator，PA)主要的生理抑制物，

能够抑制纤维蛋白降解、促进纤维蛋白沉积于血管

壁和刺激平滑肌细胞增生，是重要的纤溶活性调节

者，维持机体凝血和纤溶功能的平衡[1]。血浆PAl—

l水平的升高是动脉粥样硬化(artherosclerosis，

AS)、冠心病形成的重要危险因素，PAl一1与血栓性

疾病密切相关，是判断血栓性疾病相关的标志物之

一[2]。过氧化体增殖物激活型受体(peroxisome

prolliferators—activated receptors，PPARs)是一类

由配体激活的核转录因子，属于核受体超家族，具有

多种生物学效应。PPARa是其中的一个亚型，主要

表达于肝脏、心脏、肾脏、骨骼肌等器官与组织，参与

对脂质代谢、糖代谢、炎症反应有关的多个环节的调

节，在AS的发生、发展中发挥重要作用。亚油酸是

PPARa的特异性天然配基。本文通过研究亚油酸

对PAl一1基因表达调控的影响，旨在探讨亚油酸和

PPARa参与PAI一1基因表达调控的可能机制。

1材料与方法

1．1材料(1)人肝瘤(human hepatoma HepG2)

细胞株、PPARa—pSG5表达质粒由北京军事医学科

学院放射医学研究所药理毒理室保存。(2)主要试

剂和仪器：高糖DMEM培养基粉剂、优级胎牛血清

购自Gibco BRL公司，总RNA提取试剂Trizol、Li-

pofectamineTM 2000(0．759／L)购自Invitrogen公

司，RT—PCR试剂盒、DNA Marker DL 2000购自

TaKaRa大连宝生物工程有限公司，亚油酸购自

Sigma公司，pGL3一Basic—Vector荧光素酶报告基因

载体、转染内参照pSVp-gal和相应的荧光素酶报告

基因检测试剂盒及p—gal检测试剂盒均为Promega

公司产品，PCR扩增仪为Perkin—Elmer公司产品，

DU(r)一640核酸蛋白分析仪为Backman产品，凝

胶成像分析系统为Tanon Gis一2008产品。(3)引

物：分别设计PAI一1及内参照GAPDH基因的扩增

引物。PAI_l上游：5，_GAGGTGCCTCTCTCTGC—

CCTCACCAACATT一3’， 下游：5’一AGCCTGA—

AACTGTCTGAACATGTCG一3’；GAPDH上游：

5’一ACGGATTTGGTCGTATTGGG一3’，下游：5 L

TGATTTTGGAGGGATCTCGC一3’ 。 以上引物

均由北京赛百胜生物工程公司合成。

1．2方法 (1)细胞培养：HepG2细胞以2×104／lnl

密度接种于6孔板中，用含10％胎牛血清的DMEM

培养液进行培养，37℃、5％CO。温箱孵育2～3d，至

60％～70％单层融合状态，更换为无血清DMEM

培养液饥饿12h；PBS洗涤3次，加入诱导液继续培

养24h，收集上清，4℃、90009离心10min，一20℃保

存，用于PAI一1活性检测；PBS冲洗细胞，应用Tr-

izol试剂提取细胞总RNA，用于RT-PCR分析。诱

导液使用前新鲜配制，于无血清DMEM培养液中

加入亚油酸，使其终浓度为0(空白对照组)、50、

100／1mol／L，37℃温育30min后用于诱导细胞。(2)

RT—PCR分析：用Trizol试剂提取细胞总RNA，测

定其浓度。在20肛l逆转录体系中加入2弘g总mR—

NA为模板，反应条件：42℃，30min；99℃，5rain。

逆转录产物于一20℃保存。以25弘lPCR反应体系，

分别加入2弘g模板的逆转录产物用于扩增PAI一1

和内参照GAPDH。扩增条件为：95℃预变性

5min，继续94℃变性45s、52℃退火30s、72℃延伸

lmin为1个循环，共35个循环，最后72℃延伸

5min，取PCR产物琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像分析

系统扫描并记录电泳结果。各待测基因mRNA相

对表达量以其电泳条带与相应内参照电泳条带的吸

光度比值表示。(3)PAl一1活性测定：采用STA—

CHROM PAI Kit测定PAI一1活性，具体操作按说

明书进行。(4)质粒构建：构建含PAI-1启动子全

长序列(一804+17bp)控制表达的荧光素酶报告

基因质粒，及从PAI一1启动子一804～+17bp间不

同长度片段驱动的荧光素酶报告基因质粒。设计

5’端和3’端分别含有Mlu I(CGACGCGT)、Bgl II

(GAAGATCT)限制性酶切位点及相应保护性碱基

的多对引物，上游引物(5’～3’)PAI—pGL3-A

(一804～+17bp)：CGACGCGTGCTTTTACCAT

GGT；PAI—pGL3一B(一636～+17bp)：CGACGCG

TGGCAGGCGCGTGGCAGGGATGAGGGAAAG

AC；PAI-pGL3一C(一449～+17bp)：CGACGCGT—

GTTTTG√气TGGAGGTTATCTTTG：PAI-pGL3一D

(一276～+17bp)：CGACGCGTACAGGCAGAG

GGCAGAAAG，共同下游引物(5’～3’)：GAAG

ATCTCAGCCAAACACAGCTGTGCTCCTCT。

以人基因组DNA为模板，扩增PAI一1启动子区一

804+17区域不同长度的片段，与荧光素酶报告

基因载体pGL3一Basic-Vector连接获得重组质粒，

DNA测序鉴定正确。(5)实验分组：转染细胞分为

非共转染和共转染两大组，每大组分别设立正常细

胞组、空白对照组、亚油酸组和阳性对照组(转染空

pGL3一Basic质粒)。(6)HepG2细胞瞬时转染：转染

前细胞常规传代，以1×105／ml密度接种于24孔

板，当细胞生长至80％～90％融合时以脂质体转染

法转染构建质粒PAl一1一pGL3X0．5弘g、内参照质粒

pSVf3一gal 0．1pg，共转染组另加表达质粒PPARa—

pSG5 0．2tLg，转染5h后，更换为新鲜无血清

DMEM培养液继续培养12h，更换为分别含溶剂
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(空白对照)、100／zmol／L亚油酸的诱导液，作用24h

后收集细胞。(7)转染细胞的裂解和荧光素酶活性

检测：严格按照Promega公司荧光素酶报告基因及

8-gal检测试剂盒说明操作，检测荧光素酶活性和p

gal活性。各组荧光素酶活性的相对表达量以其荧

光素酶活性与相应内参照p-gal活性的比值表示。

1．3统计学处理 本实验每组数据均为3次独立

重复实验测定数值的平均值，结果以均数±标准差

表示，采用SPSSll．0统计软件One way ANOVA

分析。Pd0．05为差异有显著性。

2 结果

2．1不同浓度亚油酸对n心1 mRNA表达的影响
与空白对照组(0弘mol／L)相比，亚油酸组在50／-mol／L、

100／zmo[／L浓度诱导下PAI-1 mRNA表达分别增加

43．o％(P一0．038)，129．0％(P<0．001，图1)。

300
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詈 2∞
蒸 150
警 loo

毒 50

0
0Pm01]L 50pmoYL 100pmol／L

图1不同浓度亚油酸对PAl-1 mRNA

表达的影响的统计图及电泳图

与对照组比较，’P<O．05，8 P<O．001

2．3不同诱导因素对转染PAI-1启动子全长序列驱

动的重组质粒的HepG2细胞P舡1转录活性的影响
瞬时转染分析结果提示，正常细胞组和阳性对照组中

均未检测到荧光素酶的表达。转染PAI-1启动子全

长序列驱动的重组质粒后，与溶剂对照组相比，亚油

酸可以显著升高PAI-1转录活性(P<o．01)；共转染

PPARa-pSG5表达质粒的细胞在亚油酸诱导下PAI-1

转录活性进一步显著升高(P<O．01，图3)。

，、4
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图3不同诱导因素对转染PAI-1启动子全长序列驱动

的重组质粒的I鲫G2细胞PAl-1转录活性的影响

与对照组比较，’P<o．01，与亚油酸组比较，”P<O．01

2．4转染PAI-1 启动子序列不同长度片段驱动

的重组质粒的HepG2细胞在亚油酸诱导下PALl

转录活性的变化在亚油酸诱导下，与转染PAI-1启

动子全长序列(一804～+17bp)重组质粒A组相

比，当转染质粒为B(一636～+17bp)、C(一449～

+17bp)时，细胞PAI一1转录活性显著降低(P<

0．01)，转染质粒B(一636～+17bp)、C(一449～+

17bp)组与D(一276～+17bp)组相比，PAI-1转录

活性显著降低(P<o．01，图4)。

‘=：!：，厂五r]A
2．2 不同浓度亚油酸对PALl蛋白活性的影响 ⋯。 =
与空白对照组相比，亚油酸组在50／-mol／L、+——叫_=竺_J

D

100／-mol／L浓度诱导下PAI一1蛋白活性分别升高+—札竺l
L

37．5％(P<o．01)，112．6％(P<o．01，图2)。挪o$匹冒]D

奁
靛
弓

蓑
蔷
_
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图2不同浓度亚油酸对PAI-1蛋白活性的影响

与对照组比较，’P<O．01

0 02 0．4 0．6 o．8 1 1．2

图4 转染PAl-1启动子序列不同长度片段驱动的重组质

粒的}lepG2细胞在亚油酸诱导下PAI-1转录活性的变化

与A组比较，+P<O．01；与D组比较，8P<O．01

3讨论

亚油酸属于不饱和脂肪酸，是PPARa特异的

内源性激活物，研究证实亚油酸能降低总胆固醇、甘

油三酯，具有抗动脉粥样硬化的作用。血浆PAI一1

水平升高导致的纤溶活性受损与动脉粥样硬化、血
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栓的形成及进一步的急性缺血性心脑血管疾病的发

生、发展密切相关[3]。既往研究资料有关亚油酸对

PAI一1的影响的结论并不一致。

本实验结果显示在亚油酸诱导下，HepG2细胞

PAI—lmRNA表达和蛋白活性显著增加，且呈一定

的剂量依赖性。为探讨亚油酸与PPARa是否参与

对PAI一1基因的表达调控，本研究构建了PAI—l启

动子全长序列(一804 +17bp)控制表达的荧光素

酶报告基因重组质粒转染HepG2细胞，以亚油酸

作为诱导因素，同时设立PPARa～pSG5表达质粒共

转染组。结果显示，与空白对照组相比，亚油酸可以

显著增加PAI一1转录活性，共转染PPARa—pSG5表

达质粒后，亚油酸使PAI一1转录活性的升高更加明

显。提示增加外源性PPARa在HepG2细胞中的

表达，亚油酸对PAI一1转录的影响进一步增强，

PPARa参与亚油酸对PAI-I基因的表达调控。这

与文献报道在血管内皮细胞中，亚油酸激活PPARa

后诱导PAI一1表达的作用一致H叫]。

为进一步探讨亚油酸调节PAI一1基因表达的

作用机制，本研究又分别构建了三个含PAI-1启动

子序列一804 +17bp间不同长度片段的荧光素酶

报告基因重组质粒，与前述重组质粒分别转染

HepG2细胞。结果显示在亚油酸作用下，与转染启

动子全长序列(一804～+17bp)质粒的细胞比较，

含有PAI-1启动子序列一636～+17bp、一449～

+17bp的质粒转染细胞后，PAI一1转录活性明显降

低；当转染质粒为一276～+17bp时，转染细胞的

PAI-1转录活性又得以恢复，提示在PAI-1启动子一804---一636和⋯449 276区域内存在亚油酸
调控PAI-1转录并且方向相反的作用序列。

PPARa由配基激活后，可以DNA结合方式直

接同位于目的基因上的PPAR反应元件(PPAR re—

sponse elements，PPRE)结合而发挥转录调控的作

用，也可通过非DNA结合方式，作用于相关的信号

传导途径，间接实现对靶基因的调控。研究证实

PAI-1基因的转录调控十分复杂，在PAI-1 5’端启

动子序列并不含有典型的PPRE，但含有其他多个

作用元件，如VLDL／脂肪酸反应元件、FFA反应区

域、NF—KB样蛋白结合序列、smad3／4结合序列以及

AP-1、SP-1、NF一1等，VLDL／脂肪酸反应元件与

PPRE还具确一定的同源性[2,7,83。其中Smads蛋

白家族是近年来发现的新的细胞内信号转导蛋白，

在TGF—p超家族成员的信号转导中发挥重要作用。

研究表明Smads蛋白还参与多个信号通路的调控，

如PPARs激活后能够通过影响TGF一|3／smads信号

途径发挥对靶基因的调控作用[9’1 0|。而在PAI一1启

动子一804～-276bp区域内含有三个能与smad3／4

特异性结合的序列[11|。Smads是否参与亚油酸激

活PPARa后对PAI一1基因转录的调控，还需要通

过对PAI-1启动子序列上smads结合位点进行突

变或缺失的方法进行深入的研究。
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