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● 基础研究 ●

大鼠急性肺栓塞后hnRNP-H2和FAH的表达变化及其

促细胞凋亡的机制研究

李圣青 刘阿茹 欧阳海峰 简文赵峰遣新宇

【摘要】 目的 研究大鼠急性肺栓塞模型肺组织中异质性核糖核蛋白H2(hnRNP—H：)和延胡索酰乙酰

乙酸水解酶(FAH)的表达变化及其促细胞凋亡的机制。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开胸取肺组织。常规提取肺组织的总RNA和总蛋白，以正常组为对照，半定量RT—PCR法测

定hnRNP_Hz和FAH mRNA表达水平的变化；Western-blot法测定hnRNp-H2和FAH蛋白表达水平的变化。

半定量RT—PCR和Western-blot法测定Bcl-x mRNA的不同剪接体Bcl-xs和Bd-XL在肺栓塞前后的表达变化；

Western-blot法测定细胞周期相关蛋白MPM-2和凋亡相关蛋白eytochrome C和caspase-3的表达变化。

TUNEI。法观察急性肺栓塞后组织细胞的凋亡情况。结果 在大鼠急性肺栓塞后，hnRNP—H。的mRNA水平

和蛋白水平均逐渐升高，在24h和48h升高最为明显。大鼠急性肺栓塞后Bcl-xs的表达逐渐升高，而Bel-xl，的

表达逐渐下降，导致Bcl-xs／Bcl-xL的比例逐渐升高。FAH的mRNA水平和蛋白水平均逐渐下降，在24h和

48h下降最为明显。MPM一2，eytochrome c和caspase-3的表达在急性肺栓塞后24h和48h都有明显升高。

TUNEI。染色发现肺组织内出现明显的细胞凋亡现象。结论大鼠急性肺栓塞后肺组织内hnRNP—H。的表达

明显升高，可能导致Bcl-xs／Bcl-xL的比例升高；FAH的表达明显下降，可能导致急性肺栓塞后肺组织细胞周期

阻滞于Gz／M期，二者共同促进了肺组织细胞的凋亡。

【关键词】肺栓塞；核糖核蛋白类；细胞凋亡
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[Abstract] Objeetive To study the expression changes of heterogeneous nuclear ribonueleoprotein H2

(hnRNP-Hz)and fumarylaeetoacetate hydrolase(FAH)in the lung tissues of a rat model of acute pulmonary embol～

ism(PE)and their effects on the eell apoptosis．Methods A rat model of acute PE was established．The samples of

lung tissues were collected at different time points：l h，8h，24h and 48h．The normal rats were used as contr01．The

changes of hnRNP-Hz and FAH mRNA levels were identified by semi-quantitative RT～PCR，and the changes of their

protein levels were validated by Western blot method．The methods of semi-quantitative RT—PCR and Western blot

were also employed to study the expression changes of BCI-xL and Bcl—XS in the lung tissues after PE，which were the

alternative splicing of the apoptotic mediator Bcl-x．The expression changes of cell cycle-related protein MPM-2 and

apoptosis。related proteins cytochrome c and easpase-3 were studied by Western blot method．Apoptotic cells in lung

tissue sections were identified by the terminal deoxynucleotidyl transferase-mediated dUTP nick end labeling

(TUNEL)method．Results At different time points，the mRNA levels and the protein levels of hnRNp-H2 in—

creased in the lung tissues of rat acute PE models，obviously at 24 and 48h．The expression of Bcl-xs increased gradu—

ally after acute PE，while that of Bcl—XL decreased obviously，resulting in the up-regulation of the Bcl—xs／Bcl—IL ratio．

The mRNA levels and the protein levels of FAH were down-regulated in the lung tissues of rat acute PE models，ob—

viously at 24 and 48h．The expression of MPM-2，cytoehrome eand easpase-3 was up-regulated after acute PE，obvi一
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ously at 24 and 48h．Many apoptotic cells could be observed in the lung tissues by the method of TUNELafter acute

PE．Conclusion The expression of hnRNP—H2 increased obviously after acute PE，which might result in the uwreg—

ulation of the Bcl—xs／Bel—xIJ ratio．The expression of FAH wasdown-regulated obviously after acute PE，which might

result in a transient cell cycle arrest at the G2／M transition．Both mechanisms might facilitate the cell apoptosis in the

lung tissues．

[Key wordSl acute pulmonary embolism；ribonucleoproteins；apoptosis

肺栓塞是血栓性或者其他性质的栓子(如气体、

羊水、脂肪)顺着血流方向堵塞肺动脉的结果。我们

实验室采用比较蛋白质组学的方法研究发现大鼠急

性肺栓塞后出现了一系列的蛋白表达变化，可归纳

为以下10类：第1类与肺组织的血管和气道平滑肌

收缩相关；第2类与肺组织内胶原代谢有关；第3类

与组织细胞损伤和凋亡相关；第4类与毒性物质代

谢相关；第5类与血压调节相关；第6类与有氧代谢

相关；第7类与维持机体酸碱平衡相关；第8类与蛋

白翻译水平的调节相关；第9类为其他类，该类蛋白

在肺栓塞中的具体作用仍有待进一步探讨；第lo类

为以前未研究过的新蛋白[1]。本研究探讨与细胞损

伤和凋亡密切相关的两种蛋白异质性核糖核蛋白

H2(heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H2，

hnRNP—H2)和延胡索酰乙酰乙酸水解酶(fumarylac-

etoacetate hydrolase，FAH)。其中hnRNP-H2在急性

肺栓塞后出现了明显的表达升高。hnRNP-H。是一

种不均一核酸核糖核蛋白，主要参与前mRNA的

选择性剪接过程。前mRNA的选择性剪接是导致

蛋白多样性的一个重要原因，人类约有74％的基

因通过选择性剪接过程产生不同功能甚至功能截

然相反的蛋白。Be[一x就是通过前mRNA的选择性

剪接产生了两种蛋白：Bcl-xs和Bcl—XL，前者具有

促凋亡作用，而后者具有抗凋亡作用[2]。hnRNp-

Hz与Bel-x前mRNA的选择性剪接过程密切相

关。FAH在急性肺栓塞后出现了明显的表达下

降。FAH是酪氨酸的毒性降解产物延胡索酰乙酰

乙酸(fumarylacetoacetate，FAA)的水解酶，FAH

的缺乏或功能障碍将导致FAA的大量堆积。

FAA的堆积对肝、肾功能有较大的影响，不仅可以

导致组织细胞的纤维化和癌变，还可以导致细胞

凋亡[3]。本研究探讨了hnRNP-H2和FAH在急

性肺栓塞后的表达变化及其促进肺组织细胞凋亡

的机理。

1材料和方法

1．1材料TRlzol Reagent和SuperScript m均购

自Invitrogen公司。rTaq酶购自Takara公司。

Bcl-xs和Bcl—xL的兔多抗均购自Santa Cruz公司，

hnRNP—H2兔多抗购自Biocompare公司。cyto—

chrome C和caspase-3单抗均购自Chemicon公司，

MPM一2单抗购自Upstate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大鼠急性肺栓塞模型的建立在Clozel等[41模型

的基础上做如下修改：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2ram)。每毫升全血中加入33 nkat凝血酶，室

温下静置过夜，制备直径2mm、长10mm的自体血栓。

取40只Wistar大鼠，随机分5组，每组8只。将大鼠

用10∥L戊巴比妥1．2ml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。

1．3 半定量RT—PCR 采用TRIzol试剂提取大

鼠肺组织总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SuperScriptⅢ合成cDNA第一链，总反应

体系达20td，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Bcl—x、hnRNP—H：和内参／3-actin的引物。同

时采用Sequencher序列比对软件对Bcl-x、hnRNP—

H。和内参pactin的引物序列做了特异性验证。

Bcl—X引物序列：上游5，_AGG CTG GCG ATG

AGT TTG GAA一3’，下游5，-CGG CTC TCG GCT

GCT GCA TT一3’。hnRNP—H2引物序列：上游5。

GGC AGA AGA GCC AGG TTT一3’，下游5，．ATG

GGA TGA AGA GGT GAG AA一3’，扩增长度

278bp。FAH引物序列：上游5，-ATG GAA GGA

GGC AAG AGC一3’，下游5。TGA GGA CCA TCC

CGA AAA一37，扩增长度461bp。内参pactin引物

序列：上游5，-GAT GAC CCA GAT CAT GTT

TG一3’，下游5，-TAG GAG CCA GGG CAG TAA一3’，
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扩增长度614bp。采用PE 9700 PCR仪，反应体系

25肛l。PCR反应条件：94℃变性2rain，94℃变性

10s，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129／L Agorase跑琼脂糖电泳。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。

1．4 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(50 mmol／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。C，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。SD§PAGE电泳的蛋白上样量为40p．g，

经过转膜和封闭处理后，按顺序加一抗和二抗，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。

1．5 TUNEL检测 采用凯基TUNEL细胞凋亡

检测试剂盒检测急性肺栓塞后肺组织内的细胞凋亡

情况。组织切片常规脱蜡至水，0．3％过氧化氢封闭

内源性过氧化物酶活性，0．1 g／L蛋白酶K消化

40min，TdT反应液，链霉亲和素一辣根过氧化物酶

(SP—HRP)37。C各作用1h，二氨基联苯胺(DAB)显

色，最后用苏木精复染lmin，脱水，封片。实验设加

Dnasel的为阳性对照，阴性对照的反应液中不添

加TdT酶。

1．6统计学分析采用SPSSl0．0统计软件分析，

测量值以牙±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 急性肺栓塞动物模型 在注入血栓栓子后，大

鼠立刻出现呼吸急促，30次／rain以上；口唇及趾端

出现明显紫绀；活动明显减少，多为俯卧位；食欲下

降，24h内未主动进食。随着时间的延长，大鼠逐渐

适应了急性缺氧。虽然口唇及趾端紫绀无明显减

轻，但24h后活动量有所增加。肺组织HE染色显

示与支气管伴行的肺动脉及其他小血管内存在大小

不同的栓子(图1)。

图l 急性肺栓塞48h后大鼠肺组织的liE染色

2．2 hnRNp-H。和FAH的表达变化 大鼠急性

肺栓塞后，肺组织中hnRNP—H。mRNA水平逐渐升

高，在24h和48h升高尤为显著。肺组织中FAH

mRNA水平逐渐下降，在24h和48h下降尤为显著

(图2，表1)。hnRNP-H。蛋白水平在急性肺栓塞后

逐渐升高，在24h和48h升高最明显。FAH蛋白水

平在急性肺栓塞后逐渐下降，在24h和48h下降最

明显(图3，表1)。

表l 急性肺栓塞后hnRNP-H2和FAH及凋亡相关蛋白Bd-xs、Bcl-xc、MPM-2、caspase-3和q，toc概c的表达变化(n=8；．Y-I-s)
时间hnRNP～H2(mRNA)hnRNP H2 Bcl—xs(mRNA)Bcl—xI，(mRNA) Bcl—KS Bcl-xt

Oh 0．19±0．09 87398±828 0．12±O．07 1．18士0．37 424585±2384 983746士3475

lh 0．36±0．12 85374士645 0．12±0．09 1．19±0．41 394857士2148 982968士3958

8h 0．54±0．21’86934士659 0．34士0．11 0．99士0．32 674938士2273 438597±2857

24h 0．83±O．24。497383土2746’0．56士0．14’ O．32士O．11。 1293858士6365‘218497士1837’

48h 0．98士0．268 623984土31498 0．78±0．258 0．29土0．12。 1348847±7393‘228477±1984’

时间 FAH(mRNA) FAH MPM一2 Pro-caspase-3 cytochrome c

注：与对照组(O h)相比较，。P<0．05，8 P<0．01
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图2不同时间点肺组织hnRNP-H2和FAH的半定量RT-PCR结果

图3不同时间点肺组织内hnRNP-墁j阳FAll的Westm心-blot结果

2．3 Bcl-xs和Bcl一XL的表达变化 大鼠急性肺栓 图5不同时间点肺组织lh=i-Xs和BCl'XL的Western blot结果

塞后，Bcl—Xs的mRNA水平逐渐升高，在24h和 2．4 MPM-2及凋亡相关蛋白的表达变化(图6，表

48h升高尤为显著。Bcl—XL的mRNA水平在急性 1)大鼠急性肺栓塞后，MPM一2的蛋白水平逐渐

肺栓塞后却逐渐下降，在24h和48h下降尤为明显 升高，在24h和48h升高尤为显著，表明阻滞于
(图4，表1)。大鼠急性肺栓塞后，Bcl—xs蛋白水平 G：／M期的细胞增多。Pro-caspase-3的蛋白水平在
的表达逐渐升高，在8h即有升高趋势，在24h和 急性肺栓塞后逐渐下降，在24h和48h下降尤为明

48h升高尤为显著。Bcl—x。在急华肺栓塞后的蛋白 显，表明pro—caspase_3被大量的活化。大鼠急性肺
水平表达逐渐减低。在8h即有减1氐趋势，在24h和

48h减低最为明显(图5，表1)。

图4不同时间点肺组织B出№和B出砘的半定量RT-1K：R结果

图6不同时间点肺组织MPM-2、caspase-3和

cytochrome c的Western blot结果
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栓塞后，cytochrome C的蛋白水平逐渐升高，在24h

和48h升高尤为显著，这是细胞程序性死亡的重要

标志。

2．5肺组织内的细胞凋亡 急性肺栓塞后肺泡间

隔增厚，肺泡腔内有渗出和细胞浸润。TUNEL染

色显示在急性肺栓塞后48h肺泡上皮细胞出现了大

量的细胞凋亡现象(图7)。：’

注：A：对照组，B：急性肺栓塞后48h凋亡细胞如箭头所示

囤7肺组织的TUNEL染色I×2s0)

3讨 论

本研究发现，大鼠急性肺栓塞后hnRNP—H。

mRNA和蛋白的表达水平均显著升高。Bcl—X。

mRNA和蛋白的表达水平也逐渐升高，但是Bcl—x。

无论是mRNA还是蛋白的表达水平均逐渐减低。

hnRNP—H：与Bcl—X前mRNA的选择性剪接过程

密切相关。研究[5]发现，Bal—X mRNA的第二个外

显子内有2个区域可以调节Bal-x的57剪切位点的

选择性剪接过程。一个区域是B3区，它位于Bcl—X。

的5 7剪切位点的上游，能够促进细胞生成Bcl—x。。

另一个区域是B2区，它直接位于Bcl-xs的5剪切位

点的下游，能够促进Bcl—x。的蛋白表达。其中一个

富含G的30个核苷酸的元件(B2G)与B2区的活

性密切相关。hnRNP—H。能够与B2G结合使B2区

活化，从而促进Bcl—XS的蛋白表达。因此大鼠急性

肺栓塞后hnRNP—H。的高表达促进了Bcl—xs在

mRNA水平的高表达。

Bc|^x是Bcl—2凋亡基因家族的一员。Bcl-x通过

调节线粒体内蛋白的释放来诱导细胞凋亡。在许多肿

瘤细胞中，具有抗凋亡作用的13c1-：l({．的表达显著升高。

高表达的t3cl—XL能够抑制肿瘤细胞的凋亡，促进肿瘤

转移，增加肿瘤细胞对化疗药物的抗药性。与此相反，

Bcl—XS却能够诱导细胞凋亡，提高肿瘤细胞对化疗药物

的敏感性。因此t3cl—xs／Bcl—X1．比例的增加将有助于细

胞凋亡的发生[6]。笔者发现，急性肺栓塞后随着Bd—Xs

表达的升高和Bcl-x。表达的下降，Bcl-xs／Bcl-xL比值

显著升高。Bcl—xs／Bcl—XL比值的升高将促进急性肺栓

塞后肺组织细胞的凋亡。

FAH的缺乏和不足可以导致遗传性高酪氨酸

血症，引起酪氨酸代谢产物FAA在体内的大量堆

积，主要导致肝脏和肾脏的结构和功能损害。一方

面，FAA通过抑制DNA连接酶的功能而妨碍

DNA的修复，从而导致肝细胞发生癌变口]。另一方

面，FAA通过促进肝细胞的凋亡而形成一个肝细胞

凋亡和增殖的无限循环，从而导致肝纤维化和硬化，

进一步巩固了癌变的形成[8]。因此FAA诱导细胞

凋亡的作用在遗传性高酪氨酸血症的发病机制中发

挥了重要的作用。

本研究发现大鼠急性肺栓塞后，肺组织中FAH

的mRNA水平和蛋白水平都逐渐下降，在24h和

48h下降最明显。FAH的表达下降必然会导致肺

组织局部酪氨酸的代谢障碍和FAA的大量堆积，

从而出现FAA引起的一系列细胞毒性反应。进一

步的研究发现，大鼠急性肺栓塞后MPM一2的蛋白

水平逐渐升高，在24h和48h升高尤为显著。由于

MPM一2是M期细胞的特异性蛋白，表明肺组织内

阻滞于G：／M期的细胞增多，因此FAA可能具有

促进肺组织细胞阻滞于G：／M期的作用。对肺组织

细胞凋亡的研究发现Pro—caspase-3的蛋白水平在

急性肺栓塞后逐渐下降，在24h和48h下降尤为明

显，表明pro—caspase-3被大量的活化裂解为具有活

性的caspase-3蛋白。大鼠急性肺栓塞后，cyto—

chrome C的蛋白水平逐渐升高，在24h和48h升高

尤为显著，这是细胞程序性死亡的重要标志。进一

步的组织病理学研究发现急性肺栓塞后肺泡间隔增

厚，肺泡腔内有渗出和炎性细胞的浸润。TUNEL

染色显示在急性肺栓塞后48h肺泡上皮细胞出现了

大量的细胞凋亡现象。综上所述，大鼠急性肺栓塞
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后肺组织内hnRNP—H。的表达明显升高，可能导致

Bcl—xS／Bcl—xL的比例升高；FAH的表达明显下降， [53

可能导致急性肺栓塞后肺组织细胞周期阻滞于

Gz／M期，二者共同促进了肺组织细胞的凋亡。

[1]

[2]

[3]

[4]
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者均于地塞米松刺激后约1h达到最高峰。在

FOX01 mRNA水平表达增高的同时，肝细胞

Fox01蛋白水平亦显著升高。在肝脏中固有活化

FOX01的表达能够增加胰岛素抵抗[1 0|，而糖皮质

激素能够增加FOX01的表达，故糖皮质激素可通

过升高FOX01的表达水平来拮抗胰岛素作用。且

因为PEPCK mRNA、PGC_la mRNA表达的增加

并不迟滞于FOX01 mRNA水平表达增高，可以推

测PEPCK mRNA、PGC-la mRNA表达增高并不

是继发于FOX01 mRNA的蛋白合成后。Pere

等[81证实FOX01能与PGC—la相互作用促进糖异

生，故作者推测地塞米松促进FOX01表达的升高

在糖异生的慢调节机制中占有重要地位，FOX01

转录的增高在诱发PEPCK的转录增高有重要意

义。本研究结果有助于对2型糖尿病患者空腹血糖

升高机制的认识。本实验所采取的时间点分布较

宽，PEPCK的表达是否存在多个表达峰尚需进一

步研究，并深入探讨转录因子表达和PEPCK表达

之间的关系。
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