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　　摘　要：目的　探讨磷酸化胞浆型磷脂酶Ａ２（ｃＰＬＡ２）及其上游激酶 ＭＥＫ与高血压大动脉血管平滑肌细胞增殖／凋亡失衡的

关系，进一步探讨高血压状态下大动脉血管重构的可能机制。方法　将４、１６、２４周龄组雄性自发性高血压大鼠（ＳＨＲ）作为实验

组，同周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（ＭＫＹ）作为对照组，各组５只大鼠。采用免疫组化和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对比分析各组动物主动脉平滑肌

细胞中ｃＰＬＡ２ 以及 ＭＥＫ的表达。结果　（１）ＳＨＲ从８周龄开始血压升高，ＳＨＲ１６、ＳＨＲ２４与同周龄 ＷＫＹ相比差异有统计学

意义（犘＜０．０５）；（２）各周龄 ＷＫＹ心脏／体质量比值差异无统计学意义（犘＞０．０５），相同周龄ＳＨＲ心脏／体质量比值较高并随周

龄增加心脏／体质量比值呈增高趋势，ＳＨＲ心脏／体质量比值均高于同周龄对照组；（３）磷酸化ｃＰＬＡ２ 在ＳＨＲ４表达率分别为

１１．７１％、４６．００％、５１．５９％，而同周龄 ＷＫＹ表达率分别为２９．１０％、３６．００％、６７．８４％，随大鼠周龄增加，磷酸化ｃＰＬＡ２ 表达率逐

渐增加（犘＜０．０５）；（４）随大鼠周龄增加，磷酸化 ＭＥＫ表达率增加（犘＜０．０５）。结论　ＭＥＫ的激活与ｃＰＬＡ２ 活性减弱可能共同

参与了高血压大动脉血管重构的发生、发展。
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　　高血压细小动脉重构直接影响高血压发生、发展，参与导

致靶器官结构和功能损害，研究同时表明，大动脉重构在高血

压的发生、发展中也发挥重要作用［１］。血管平滑肌细胞（ｖａｓ

ｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）增殖／凋亡失衡是高血压引起

血管重构的主要原因［２］。ＶＳＭＣ增殖／凋亡失衡的机制不清，

胞浆型磷脂酶 Ａ２（ｃｙｔｏｓｏｌｉｃｐｈｏｓｐｈｏｌｉｐａｓｅＡ２，ｃＰＬＡ２）活化后

可对细胞的分化和增殖产生调节作用，ｃＰＬＡ２ 的活化多经丝

裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）

信号转导通路中细胞外信号调节激酶（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇ

ｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ）通路（Ｒａｓ／Ｒａｆ／ＭＥＫ／ＥＲＫ）进行
［３４］，生理

状态下，ＥＲＫ是 ＭＥＫ的惟一下游底物，ＭＥＫ和ＥＲＫ在该通

路中具有重要地位。本研究探讨高血压主动脉 ＶＳＭＣ中ｃＰ

ＬＡ２ 的作用以及与ＥＲＫ１／２上游激酶 ＭＥＫ的关系，以进一步

明确高血压状态下大动脉 ＶＳＭＣ增殖／凋亡失衡参与血管重
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构的分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料　雄性自发性高血压大鼠（ｓｐｏｎｔａｎｅｏｕｓｌｙｈｙｐｅｒｔｅｎ

ｓｉｖｅｒａｔｓ，ＳＨＲ）１５只，雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（ＷＫＹ）１５只，均购自

北京维通利华实验动物有限公司。单克隆磷酸化兔抗 ｐ

ＭＥＫ１／２ＩｇＧ（Ｓｅｒ２２１１）抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司产品），单克隆

磷酸化兔抗ｐｃＰＬＡ２ＩｇＧ（Ｐ３６３９Ｒｂｈ）抗体、过氧化物酶标

记的链霉卵白素法（ｓｔｒｅｐｔａｖｉｄｉｎｂｉｏｔｉｎｐｅｒｏｘｉｄａｔｅｃｏｍｐｌｅｘ，Ｓ

ＡＢＣ）免疫组化染色试剂盒（ＵＳＣＮＬＩＦＥ公司产品），山羊抗兔

ＩｇＧＨＲＰ（克隆号：０４１５０６，ＫＰＬ公司），ＰＢＳ缓冲液、多聚赖

氨酸、３，３′二氨基联苯胺（３，３ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅＤＡＢ）试剂盒

（北京中杉金桥生物技术有限公司），预染 Ｍａｒｋｅｒ（兰州ＴＩＡＮ

ＧＥＮ公司），Ｗｅｓｔｅｒｎ一抗稀释液、ＲＩＰＡ 细胞裂解液（武汉碧

云天生物技术有限公司）。

１．２　实验方法

１．２．１　实验动物　将１５只ＳＨＲ分为４、１６、２４周龄组，１５只

ＷＹＫ作为对照。ＳＨＲ大鼠出厂时经尾动脉仪测量基础血压

及心率；所有大鼠均饲养于ＳＰＦ级环境中，安静、正常光照、正

常饮食。每周同一时间用ＢＬ４２０Ｅ＋生物机能实验系统（成都

泰盟科技有限公司）测大鼠动脉压１次，至周龄处死。于处死

前，经腹腔注射３％戊巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）麻醉后，经股动脉

插管连接二导生理记录仪测量动物心率（ＨＲ）、动脉收缩压

（ＳＡＰ）、动脉舒张压（ＤＡＰ）、平均动脉压（ＭＡＰ）等。迅速取出

胸主动脉一半置于ＤＥＰＣ处理后的４％中性多聚甲醛溶液（１

∶１０００）中固定４８ｈ，用于免疫组化检测；一半装入冻存管，投

入液氮中迅速冷冻后移置于－８０℃冰箱中冷冻，用于 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ测定蛋白含量。

１．２．２　免疫组化法　采用ＳＰ法。操作按照产品说明书进

行，选择推荐的乳腺癌标本作阳性对照、ＰＢＳ代替一抗作为阴

性对照，ＤＡＢ显色。

１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　按照蛋白质ＳＤＳＰＡＧＥ电泳操作

步骤进行配胶、电泳、ＤＡＢ染色及采集图像。

１．２．４　结果判断　实验标本均取自胸主动脉，以其冠状切面

包埋后切片，随机计数２０个高倍视野中的全部 ＶＳＭＣ细胞

数，ｐｃＰＬＡ２ 和ｐＭＥＫ染色均以胞浆出现棕色或棕黄色颗粒

视为阳性细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果经ＢＩＯＲＡＤ生物医学

图像分析系统对目的显色条带进行光密度分析和扫描半定量

分析。观察各实验组泳道膜上棕黑色目的蛋白带密度的灰度

并进行统计学分析。

１．３　统计学方法　用ＳＰＳＳ１１．５统计软件进行数据统计，两

组间血压用狋检验，免疫组化阳性率用χ
２ 检验。实验结果以狓

±狊表示，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　一般状况　实验大鼠在实验期间饮食、活动、体质量增长

均正常，无动物死亡现象。图１为各组大鼠处死时心脏／体质

量趋势图，ＷＫＹ的体质量均高于同周龄ＳＨＲ。ＳＨＲ的心脏／

体质量比值均较同周龄 ＷＫＹ的心脏／体质量比值高，并且随

周龄增加心脏／体质量比值呈增高趋势。

２．２　血压变化 　 实验期间，各周龄 ＷＫＹ ＭＡＰ 维持在

（１０６．２２±１１．５２）～（１１０．６０±１２．５０）ｍｍ Ｈｇ之间。４周龄

ＳＨＲ血压为（９０．２５±４．１３）ｍｍ Ｈｇ，８周龄组开始升高，

ＳＨＲ８、ＳＨＲ１６、ＳＨＲ２４明显高于ＳＨＲ４和同周龄 ＷＫＹ，图２

为ＳＨＲ血压随周龄的增加呈升高趋势。

２．３　ｐｃＰＬＡ２ 检测结果

２．３．１　主动脉 ＶＳＭＣ中ｐｃＰＬＡ２ 免疫组化染色表明ｐｃＰ

ＬＡ２ 在各组大鼠主动脉ＶＳＭＣ中有不同程度的表达，ＳＨＲ和

ＷＫＹ均随周龄增加其表达逐渐增强，ＳＨＲ表达率低于同周龄

ＷＫＹ（表１），差异有统计学意义（犘＜０．０１）。ＳＨＲ２４阳性细胞

少，阳性细胞着色淡，其分布多接近内皮下和外膜下（图３ａ），

而 ＷＫＹ２４主动脉各层ＶＳＭＣ均可见较广泛的表达（图３ｂ）。

２．３．２　主动脉 ＶＳＭＣ中ｐｃＰＬＡ２ 经 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测未检

出，可能由于组织在－８０℃冰箱放置时间过长，同时裂解过程

处理不当，而组织中ｐｃＰＬＡ２ 易失去活性，所以经反复实验，

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ均未检出。

２．４　ｐＭＥＫ的检测结果

２．４．１　主动脉ＶＳＭＣ中ｐＭＥＫ免疫组化染色结果　ＳＨＲ和

ＷＫＹ均随周龄增加其ｐＭＥＫ表达逐渐增强，ＳＨＲ表达于同周

龄 ＷＫＹ（表２），且差异有统计学意义（犘＜０．０１，ＳＨＲ２４主动脉

中各层ＶＳＭＣ均可见较广泛的表达（图４ａ），而 ＷＫＹ２４表达明

显减少，且细胞着色淡，多分布于内皮下和外膜下（图４ｂ）。

２．４．２　ｐＭＥＫＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果　相对分子质量４３ｋＤ

附近可见ｐＭＥＫ蛋白杂交条带（图５），经蛋白条带相对浓度

分析显示，随周龄增加ＳＨＲ主动脉 ＶＳＭＣ中ｐＭＥＫ蛋白相

对含量逐渐增高。

表１　　主动脉ＶＳＭＣ中ｐｃＰＬＡ２ 的表达［个／２０ＨＰＦ，（％）］

组别
周龄（周）

４ １６ ２４

ＳＨＲ ７６．６７±６６．４９ａ（１１．７１） ３２２．００±１７３．３２ａ（４６．００） ４６２．４０±２８０．４６ａ（５１．５９）

ＷＫＹ １９４．５０±１６．２６（２９．１０） ２８８．７５±２３４．９７（３６．００） ５６２．８０±２０８．９９（６７．８４）

　　ａ：与同周龄 ＷＫＹ比较，犘＜０．０１。

表２　　主动脉平滑肌细胞中ｐＭＥＫ的表达［个／２０ＨＰＦ，（％）］

组别
周龄（周）

４ １６ ２４

ＳＨＲ ８５．００±９８．１４ａ（１１．５３） ４２１．６０±１４３．３２ａ（５４．７４） ５３３．４０±２８２．９５ａ（５５．１１）

ＷＫＹ １６５．５０±６５．７６（２４．４５） ２０５．２５±１０１．０４（２６．９０） ３７３．００±１６１．６２（４５．９０）

　　ａ：与同周龄 ＷＫＹ比较，犘＜０．０５。
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图１　　各组大鼠处死时心脏／体质量变化趋势图

图２　　各组大鼠血压变化趋势图

　　ａ：ＳＨＲ２４可见少数ＶＳＭＣ阳性（↑）ｂ：ＷＫＹ２４ＶＳＭＣ阳性（↑）

图３　　主动脉ＶＳＭＣ中ｐｃＰＬＡ２ 免疫组化

染色（ＤＡＢ显色，×４００）

　　ａ：ＳＨＲ２４ＶＳＭＣ阳性（↑）ｂ：ＷＫＹ２４可见少数ＶＳＭＣ阳性（↑）

图４　　主动脉ＶＳＭＣ中ｐＭＥＫ１／２免疫组化

染色（ＤＡＢ显色，×４００）

图５　　主动脉ＶＳＭＣ中ｐＭＥＫ１／２Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

３　讨　　论

高血压时大动脉重构主要表现为管腔扩张，管壁增厚、钙

化，病变血管壁中层弹性纤维数量减少、弹性膜断裂，胶原纤维

增殖、聚集，弹力纤维与胶原纤维的比例明显下降；弹力膜内的

平滑肌细胞肥大、排列紊乱，纤维基质与平滑肌细胞的结合松

散，导致大动脉顺应性减退［５］。

临床上，高血压患者主动脉长期受高血压及高应力的影

响，顺应性下降，是造成心肌肥厚和心功能不全的重要因素［１］。

在高血压患者中，约有１／３会出现左室肥厚，这是心脏对慢性

压力和容积超负荷的适应性变化，也是血管重构引起心脏受累

的病理表现。本研究证实，ＳＨＲ从８周龄开始血压明显升高，

随周龄增加，ＳＨＲ血压逐渐升高、心脏／体质量比值也逐渐升

高，可能提示高血压状态下主动脉发生重构、顺应性下降，使心

脏长期压力负荷增加而造成代偿性肥厚。

磷脂酶Ａ２ 是一类能水解磷脂ｓｎ２２位酯键释放出游离的

脂肪酸和溶血磷脂的酯酶超家族［３］，分为分泌型、胞浆型和钙

离子非依赖型三大类［１２］，在炎症中发挥重要作用，其中ｃＰＬＡ２

可通过磷酸化作用而活化，活化后与细胞的增殖和凋亡有密切

的关系［４］。王砋等［７］进行人脐静脉内皮细胞内低密度脂蛋白

的研究提示，ｃＰＬＡ２ 的活化参与了 ＭＭＬＤＬ引起的 ＡＡ释放

和人脐静脉内皮细胞凋亡。Ｐａｎｉｎｉ
［８］等研究发现，ｃＰＬＡ２ 通过

钙调蛋白信号转导途径参与２５ＯＨＣ或氧化修饰低密度脂蛋

白诱导的巨噬细胞和成纤维细胞凋亡。Ｆａｇｈｉｎｉ等
［９］研究发现

ＡｎｇⅡ通过活化ｃＰＬＡ２ 后激活ＶＳＭＣ中Ｓｙｋ（一种７２ｋＤ酪氨

酸激酶，与生长、分化以及造血和非造血细胞的信号转导相

关），促进ＶＳＭＣ分化和增殖，并由ＬＯ促进 ＡＡ产生代谢产

物。本实验结果显示，各周龄ＳＨＲ和 ＷＫＹ的主动脉 ＶＳＭＣ

中ｐｃＰＬＡ２ 均有表达，且随着大鼠周龄增加，ｐｃＰＬＡ２ 表达率

增加；各周龄ＳＨＲ表达均比同周龄 ＷＫＹ明显减少，可能提示

随着大鼠周龄增加，内外环境的某些刺激因素可激活ｃＰＬＡ２，

活化的ｃＰＬＡ２ 可以诱导大动脉 ＶＳＭＣ凋亡，而在高血压状态

下，复杂的体内外环境因素使ｃＰＬＡ２ 对大动脉 ＶＳＭＣ凋亡调

节减弱，细胞增殖活性相对增强，间质胶原纤维增殖、聚集，使

大动脉重构、弹性减退、顺应性下降，而促使ＳＨＲ心脏肥大、心

脏／体质量比值增加。

ｃＰＬＡ２ 的磷酸化激活主要是通过两条途径，即 ＭＡＰＫｓ信

号转导途径和钙／钙调蛋白激酶信号转导途径，多数细胞经

ＭＡＰＫｓ信号转导途径中ＥＲＫ通路活化ｃＰＬＡ２。其整个过程

为：通过Ｒａｓ→Ｒａｆ→ＭＥＫ１／２→ＥＲＫ１／２环节中的Ｒａｆ蛋白磷

酸化ｃＰＬＡ２ 的两个 ＭＡＰＫｓ磷酸化位点（Ｓ５０５和Ｓ７２７）而将

其激活，激活ｃＰＬＡ２ 使其对细胞的分化和增殖产生调节作

用［４，６］。Ｓｕ等
［１０］研究显示，衣原体吸收甘油磷酸变位酶必须

ＲａｆＭＥＫＥＲＫｃＰＬＡ２信 号 级 联 的 活 化：ＲａｓＲａｆＭＥＫ１／２

ＥＲＫ１／２途径和ｃＰＬＡ２ 可被衣原体感染活化；ｃＰＬＡ２ 抑制剂

阻断了衣原体摄取甘油磷酸变位酶并降低了衣原体的生长活

性；封闭ｃＲａｆ１或 ＭＥＫ１／２的活性可以阻止衣原体ＥＲＫ１／２

的激活，而阻止了衣原体对宿主细胞ｃＰＬＡ２ 的活化和甘油磷

酸变位酶的释放。Ｐａｖｉｃｅｖｉｃ等
［１１］对兔 ＶＳＭＣ进行在体研究

显示，ｃＰＬＡ２ 通过ＥＲＫ１／２途径被丝氨酸５０５（Ｓ５０５）磷酸化而

激活。

本实验结果显示，各周龄ＳＨＲ和 ＷＫＹ的主动脉 ＶＳＭＣ

中ｐＭＥＫ均有表达，且随着大鼠周龄增加，ｐＭＥＫ阳性表达

增加；ＳＨＲ比同周龄 ＷＫＹ表达均明显增高。与之相反，ＳＨＲ

ｐｃＰＬＡ２ 表达与同周龄 ＷＫＹ相比均明显减少。提示ＭＥＫ的

激活与ｃＰＬＡ２ 活性减弱可能共同参与了高血压大动脉血管重

构的发生、发展。　　　　　　　　　　　（下转第２８６３页）
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作者推测在自然流产蜕膜组织中，细胞内质网处于应激状态，

大量未折叠或误折叠的蛋白堆积于内质网急需折叠，因而对分

子伴侣的需求增加，钙网蛋白的合成也相应增加。而钙网蛋白

Ｎ结构域１～１８０位氨基酸片段具有血管生成抑制剂效应，对

蜕膜血管的重建可能产生抑制作用，从这一点看，钙网蛋白合

成增加不利于蜕膜血管的重建，可能是自然流产发生的重要原

因之一，但其作用的分子机制有待进一步研究。

本研究主要对自然流产蜕膜组织和正常妊娠蜕膜组织的

蛋白质组进行了比较分析，并对某些差异蛋白进行了质谱鉴

定，对建立早期自然流产临床生物标志物奠定了实验基础。这

些蛋白分子表达的改变在自然流产中的意义以及它们在生殖

过程中的调节作用，将是作者后续工作的研究重点。
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