
中华老年多器官疾病杂志2008年6月第7卷第3期Chin J Muh Organ Dis Elderly Jun 2008 Vol 7 No 3 ·215·

·基础研究·

急性肺栓塞后富半胱氨酸蛋白1的表达变化及其机制研究

李圣青 李树钧 刘阿茹 赵峰 简文 遣新宇 欧阳海峰

【摘要】 目的研究大鼠急性肺栓塞模型肺组织中富半胱氨酸蛋白1(CRPl)的表达变化以及内皮素-1(ET-1)

和血小板源性生长因子(PDGF)对肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)中CRPl表达的影响。方法建立大鼠急性肺栓塞

模型，分别在急性肺栓塞后1，8，24，48h开胸取出肺组织。常规提取肺组织的总RNA和总蛋白，以正常组为对照，

采取半定量RT-PCR和Western blot方法研究CRPl在mRNA水平和蛋白水平的表达变化，采用免疫组织化学的

方法检测大鼠肺组织中CRPI在肺栓塞前后表达的变化及其组织分布情况。分离培养PASMCs。在培养液中分别加

入ltJmol／L ET-1和10pg／L PDGF，分别采用半定量RT-PCR、Western blot和免疫荧光染色的方法研究不同时间点

CRPl在PASMCs中的表达。采用Western blot方法研究SRF-CRPl屯ATA6转录蛋白复合体中SRF和GATA6

蛋白在不同时间点的表达。结果在大鼠急性肺栓塞后的不同时间点，CRPl的mRNA水平和蛋白水平均逐渐升

高，免疫组化研究表明CRPl主要分布在PASMCs，在急性肺栓塞后表达显著升高。PASMCs在ET-I和PDGF的

作用下CRPl的表达随着时间的延长均显著升高。Western blot检测发现PASMCs内SRF和GATA6蛋白在不同

时问点的表达均明显升高。结论大鼠急性肺栓塞后肺组织内PASMCs的CRPI表达明显升高。离体实验表明

ET-I和PDGF显著促进了PASMCs内CRPl的表达。CRPl可能通过SRF-CRPI—GATA6转录蛋白复合体参与

PASMCs特异性基因表达的调控。

【关键词】肺栓塞；肺动脉；平滑肌细胞；富半胱氨酸蛋白1，血小板源性生长因子，内皮素一1
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[Abstract]Objective To study the expression changes of cysteine-rich protein 1(CRPI)in the lung tissues of

acute rat pulmonary embolism(PE)model and the effects of endothelin-1(ET一1)and platelet-derived growth factor

(PDGF)on the expression of CRPl in pulmonary artery smooth muscle cells(PASMCa)．Methods Acute rat PE

model was established．The samples of lung tissues were collected at different time points：lh，8h，24h and 48h after

PE．The normal rats were used as controls．The mRNA level changes of CRPl were identified by semi-quantitative

RT-PCR。and the protein level changes of it were identified by Western blot method．The immunohistochemical

method was employed to study the distribution and expression changes of CRPl in the lung tissues after acute PE．

PASMCs were isolated and cultured with ltumol／L ET-1 and 10tlg／L PDGF．Semi-quantitative RT-PCR．Western

blot and immunofluorescent staining were employed tO study the expression changes in PASMCs at different time

points．The expression ehanges of SRF and GATA6 in PASMCs。the components of the transeriptosome SRF二CRPl一

GATA6，were studied by the methods of Western blot．Results At different time points after PE，the mRNA levels

and protein 1evels of CRPl increased in the 1ung tissues of acute rat PE models．The immunohistochemical study indi-

eated that CRPl was mainly expressed in PASMCs of the fumica media of the pulmonary arteries，and the expression

of it was up-regulated after acute PE．The expression of CRPl in PASMCs stimulated by ET-1 or PDGF increased

gradually at different time points and∞did the expression of SRF and GATA6．Conclusion The expression of

CRPl in PASMCs was up-regulated after acute PE．ET一1 and PDGF could significantly increase the expression of

CRPl in PASMCs in vitro．The protein CRPl might activate expression of PASMCs-specifie gene through the SRF．
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CRPl一GATA6 transcriptosome．
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肺栓塞(pulmonary embolism，PE)是血栓性或

其他性质的栓子(如气体、羊水、脂肪)顺着血流方向

堵塞肺动脉的结果。PE的血栓性栓子主要来源于

下肢或盆腔静脉，少部分来自其他体静脉和右心。

老年人因为合并较多的PE易患因素，如肥胖、糖尿

病、肿瘤及心肺疾病等，使老年PE的临床表现更为

复杂而不易识别，误诊率更高[1】。随着PE诊断水

平的提高和人口老龄化的进展，老年PE的患者人

数呈逐年增加趋势，因此PE的研究在老年心血管

病的研究中占有越来越重要的地位。笔者研究发

现，大鼠急性PE后出现了一系列的蛋白表达变化，

其中富半胱氨酸蛋白1(cysteine-rich protein 1，

CRPl)在急性PE后出现了明显的表达上调[2】。
‘

CRP家族包括CRPl，CRP2和CRP3三种蛋白，它

们都共同含有两个LIM结构域。CRPl主要表达

于脉管系统的平滑肌细胞和内脏的平滑肌细胞，是

平滑肌细胞的特异性标记蛋白。CRP2除了表达于

平滑肌细胞外，还表达于成纤维细胞，能够促进成纤

维细胞向平滑肌细胞的转化[3]。CRP3则主要表达

于横纹肌细胞。目前研究发现CRPl基因上游有一

个含CArG盒的增强子，血清反应因子(serum reac-

tion factor，SRF)与CArG盒相结合可以激活

CRPl基因的表达[4]。CRPl主要有两大功能，一方

面CRPl可以与a一辅肌动蛋白和斑联蛋白结合，参

与细胞骨架的重构；另一方面CRPl能够与SRF和

GATA蛋白相结合，形成转录复合体蛋白，激活平

滑肌细胞特异性基因如SMaA，SM22a和SM-cal-

ponin等的表达[5]。内皮素-1(endothelin-1，ET-1)

和血小板源性生长因子(platelet-derived growth

factor，PDGF)是急性PE后活化的血小板释放的

主要生物活性因子口]。它们一方面有强烈的缩血管

作用，还能够促进肺动脉平滑肌细胞(pulmonary

artery smooth muscle cells，PASMCs)的增殖，促

进成纤维细胞向平滑肌细胞的转化，从而导致肺血

管系统的重构E7,8]。为了深入研究CRPl分子与急

性PE的关系，本研究进一步探讨了CRPl在急性

PE后的表达变化以及ET-1和PDGF对PASMCs

中CRPl表达的影响。

1材料和方法

1．1材料TRIzol Reagent和SuperScript 111均购

自Invitrogen公司。rTaq酶购自Takara公司。

CRPl鼠单抗和SRF鼠单抗均购自Biocompare公

司，GATA6兔多抗购自Santa Cruz公司。ET-1和

PDGF均购自Sigma公司。紫外分光光度计

UV330购自英国Unicam公司，PE 9700 PCR仪和

Image Master TotalLab v1．11软件均购自Amer—

sham Pharmacia公司。雄性Wistar大鼠购自第四

军医大学实验动物中心。

1．2 大鼠急性PE模型的建立 在Clozel等[91的

模型基础上做如下改进：首先制备体外血栓，取

Wistar大鼠1只，心脏穿刺取血，注入医用输液器

的前段塑料管(内径约2 mm)。每毫升全血中加入

33 nkat凝血酶，室温下静置过夜，制备直径2 mm、

长10 mm的自体血栓。取40只Wistar大鼠，随机

分5组(即正常对照组、1h组、8h组、24h组和48h

组)，每组8只。将大鼠用109／L戊巴比妥1．2 ml

麻醉，经大鼠颈总静脉插管注入栓子，3个／只。以

正常组为对照。分别在1，8，24，48h开胸取肺组织，

用于提取总RNA和总蛋白，剩余部分肺组织用于

石蜡包埋切片。

1．3大鼠PASMCs的分离培养将大鼠麻醉后在

无菌条件下，分离2～3级肺动脉平滑肌组织，按照

组织贴块法培养PASMCs，用含20％小牛血清的

DMEM培养液培养，每周换液2次。培养的细胞用

相差显微镜观察形态学特征，采用抗肌动蛋白单克

隆抗体免疫细胞化学染色证实为平滑肌细胞，无内

皮细胞、成纤维细胞污染。0．25％胰蛋白酶消化传

代培养，取其第3---5代作为实验用细胞。在培养液

中分别加入ltL￡mol／L ET-1或10／19／L PDGF孵育，

分别在1，8，24，48h收集PASMCs，用于半定量

RT—PCR，Western blot和细胞免疫荧光检查。

1．4 半定量RT-PCR 采用TRIzol试剂提取大

鼠肺组织和PASMCs的总RNA。采用琼脂糖凝胶

电泳验证总RNA的质量，采用紫外分光光度计进

行RNA定量。采用SuperScriptll合成cDNA第一

链，总反应体系达20弘l，反应物一20℃保存或直接

用于PCR。采用Primer Premier 5．0 PCR引物设

计软件分别设计CRPl和p-actin的引物。同时采

用Sequencher序列比对软件对CRPl和内参p

actin的引物序列做了特异性验证。CRPl引物序

列：上游5，-GGG CAA CAG CTT CCA CAA-3"，下

游5，．CGG CAC CGA TCA CCT TCT一3’，扩增长

度329bp。内参pactin引物序列：上游5，_GAT
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GAC CCA GAT CAT GTT TG-3’，下游5。TAG

GAG CCA GGG CAG TAA-37，扩增长度614bp。

采用PE 9700 PCR仪，反应体系25pl。PCR反应条

件：94℃变性2min，94℃变性lOs，55℃退火15s，

72℃延伸lmin，72℃延伸7min，4℃保存。分别在

20、30和35个循环取样，用12 g／L Agorase进行琼

脂糖电泳。采用Image Master TotalLab v1．11软

件作图像分析。首先确定条带，消除背景，然后以

Marker条带为标准计算待测条带的Volume值，最

后计算目的条带与对应内参条带的比值。

1．5 Western blot 先用三氯醋酸／丙酮沉淀法沉

淀肺组织蛋白，然后在沉淀中加入裂解液

(50mmol／L Tris HCl，pH8．0，10 g／L SDS，10 g／L

DTT，1 mmol／L PMSF，1 mmol／L EDTA，0．7 mg／L

抑肽素，0．5 mg／L亮肽素)。15℃，40 000Xg，离

心1h，取上清。用Bradford法对上清进行蛋白定

量，分装后一80℃保存。PASMCs的蛋白提取略有

不同。先将PASMCs细胞用0．01 mol／L PBS洗3

次，迅速称量样品湿重后，加入约5倍量的上述裂解

液，混匀后移人1．5 ml Eppendorf管中，冰浴中以

最大功率超声破碎细胞(3×10 S)，然后15℃，

40 000×g的转速离心1 h。收集上清用Bradford

法定量。肺组织SD§PAGE电泳的蛋白上样量为

40 pg，PASMCs的SD孓PAGE电泳的蛋白上样量

为20 pg。经过转膜和封闭处理后，按顺序分别加

一抗和相对应的二抗，以13-tubulin为内参照，最后

用A、B液显色。采用ImageMaster3．0软件扫描测

定每个蛋白条带的Volume值。

1．6 免疫组织化学和细胞免疫荧光染色 采用

CRPl鼠单抗检测急性PE后48 h肺组织内CRPl

蛋白的表达，二抗为HRP标记，最后用DAB显色。

一抗用PBS代替作为空白对照。采用间接细胞免

疫荧光染色法，利用CRPl鼠单抗和FITC标记的

二抗检测PASMCs内CRPl蛋白的表达。

1．7统计学分析采用SPSSl0．0统计软件分析，

测量值以z士s表示，组间差异比较采用重复测量方

差分析法。

2 结 果

2．1肺组织内CRPl的表达大鼠急性PE后，肺

组织中CRPI的mRNA和蛋白水平逐渐升高，在

24和48h尤为显著(图1，表1)。免疫组化染色显

示CRPl主要表达于肺动脉中膜的平滑肌细胞和支

气管壁的平滑肌细胞。在急性PE后48h，肺动脉中

膜的平滑肌细胞CRPl的表达显著升高，同时部分

成纤维细胞内也可见CRPl蛋白的表达(图1)。

A：CRPl的半定量RT-PCR结果；B：CRPl的Western blot

结果；C：CRPI的免疫组化结果，C1：对照组，C2：48h

圈1急性肺栓塞后不同时间点肺组织中CRPl的裹达变化

表1大鼠急性PE模型肺组织中CRPl的表达变化(一=8．工士s)

注：与对照组相比较，‘P<O．05，。P<O．01
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2．2 ET-1和PDGF促进PASMCs内CRPl的表

达 与对照组相比，PASMCs中加入ET．1和

PDGF后细胞生长速度加快。CRPl的表达无论在

mRNA水平还是在蛋白水平都显著升高(图2，表

2)。但是PASMCs与ET-1共同孵育1h，就可见

CRPl的表达升高，在8h时达高峰并一直维持在较

高水平。PASMCs与PDGF共同孵育24h，CRPl

的表达才出现显著升高。细胞免疫荧光染色也显示

与ET-1和PDGF共同孵育48h的PASMCs中

CRPl的表达明显升高，不仅胞浆染色阳性，胞核内

也可见CRPl的表达(图2)。

2．3 CRPl的转录调节作用PASMCs与ET-1

共同孵育1h后，SRF的表达迅速升高并维持在一

个较高水平。GATA6的表达在8h时明显升高，并

一直维持在较高水平(图3，表2)。PASMCs与 A：CRPl表达的半定量RT-PCR结果，B：CRPl表达的

PDGF共同孵育8h后，SRF的表达迅速升高并维 Western blot结果fCz与ET-1或PDGF共同孵育48h时

持在一个较高水平。GATA6的表达在24h时明显 CRPl表达的免疫荧光染色结果

圈2 PASMCs中CRPI蛋白在ET-1和PDGF作用下

不同时间点的表达变化

A：与ET-1共同孵育的SRF和GATA 6的Western blot结果，

B：与PDC-F共同孵育的SRF和GATA 6的Western blot结果

圈3 ET-1和PDGF对PASMCs中SRF和咄6表达的影响
升高，并一直维持在较高水平(图3，表2)。

3讨论

笔者发现，CRPl在急性PE后表达显著升高。

CRPl含有两个LIM结构域，主要表达于脉管系统

的平滑肌细胞和内脏的平滑肌细胞，是平滑肌细胞
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裹2 ET-I和PDGF对PAsMcs中CRPl表达的影响(n--8。，士j)

Oh 0．29士0．13

lh组0．58士0．29

8h组1．18士0．430

24h组o．94士0．39’

48h组0．93士0．36’

94587±1034

104857士2148

938546士4756s

789358士4364。

774658土4175’

53756士937

98823士981

489374士32460

419487士29460

997468士47568

48758士949

45968±937

934576士39280

998284士47650

O．12士O．06

0．24士0．11

0．21士0．09

0．89士0．34’

39758士578

40872士647

29386士523

837567士5487s

21875±475

22847士658

28679士876

683587士3247'

1345863-I-9878#0．81士0．36。912847士48560 798822-t-41930

13756士487

15375士381

14982士536

302857士1283’

417464±2463#

注：与对照组相比较，‘P<O．05，8P<O．01

的特异性标记蛋白。本研究进一步揭示了CRPl分

子在大鼠急性PE肺组织中的表达变化，发现在大

鼠急性PE后的不同时间点，CRPI的mRNA水平

和蛋白水平均逐渐升高，免疫组化研究表明CRPl

主要分布在PASMCs和部分成纤维细胞，在急性

PE后表达显著升高。

为了研究急性PE后活化的血小板释放的ET-

1和PDGF对PASMCs中CRPl表达的影响，本研

究分离培养了PASMCs，并与一定浓度的ET-1和

PDGF共同孵育，发现PASMCs在ET．1和PDGF

的作用下CRPl的表达随着时间的延长在mRNA

水平和蛋白水平均显著升高。细胞免疫荧光染色也

显示与ET-1和PDGF共同孵育48h的PASMCs

中CRPl的表达明显升高，不仅胞浆染色阳性，胞核

内也可见CRPl的表达。提示CRPl作为PASMCs

转录因子的作用也十分活跃。

CRPl能够与SRF和GATA蛋白相结合，形成

转录复合体蛋白，激活平滑肌细胞特异性基因的表

达。因此笔者研究了PASMCs在ET-1和PDGF

的作用下SRF和GATA6蛋白的表达。Western

blot检测发现，PASMCs在ET-1和PDGF的作用

下，SRF和GATA6蛋白随着时间的延长表达均明

显升高。SRF表达的升高一方面可以通过与CArG

盒的结合，促进CRPl基因的表达；另一方面还能够

与CRPl和GATA6结合，形成转录复合体，促进大

量平滑肌细胞特异性基因的表达[1 0。。CRPl蛋白由

于含有两个LIM结构，所以在这个转录复合体中发

挥着桥接作用。

离体研究表明，大鼠急性PE后肺组织内

PASMCs的CRPl表达明显升高与体内高水平的

ET一1和PDGF的作用密不可分。ET-1和PDGF

可以通过SRF途径来增加CRPl的表达。

PASMCs内CRPl的高表达不仅可能参与

PASMCs细胞骨架的重构，而且还可能通过SRF-

CRPl一GATA6转录蛋白复合体参与PASMCs特异

性基因表达的调控。
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