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Ｇ蛋白偶联受体激酶４突变Ａ１４２Ｖ基因对大鼠血管

平滑肌细胞ＡＴ１受体的影响
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　　摘　要：目的　研究人Ｇ蛋白偶联受体激酶４（ＧＲＫ４）变异体 Ａ１４２Ｖ对大鼠血管平滑肌细胞（ＶＭＳＣｓ）血管紧张素Ⅱ１型

（ＡＴ１）受体及其介导的ＶＭＳＣｓ增殖的影响，以期了解 ＧＲＫ４引起原发性高血压的原因。方法　构建与增强型绿色荧光蛋白

（ＥＧＦＰ）融合表达的慢病毒载体，包装慢病毒，感染Ａ１０细胞并进行鉴定；免疫印迹方法检测 ＡＴ１ 受体蛋白变化；采用分光光度

法检测ＧＲＫ４活性，免疫共沉淀检测 ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体的共连接；［
３Ｈ］胸腺嘧啶掺入的方法检测增殖变化。结果　转染

ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞的ＧＲＫ４酶活性显著升高，ＡＴ１ 受体表达显著升高，ＧＲＫ４和ＡＴ１ 受体共连接作用降低，ＡｎｇⅡ刺激细胞增

殖效应显著增强。结论　转染ｈＧＲＫ４变异体Ａ１４２Ｖ增加ＧＲＫ４活性，引起ＡＴ１ 受体的功能增强和ＶＭＳＣｓ的增殖作用增加。
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　　原发性高血压（ｅｓｅｓｎｔａｌｉｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＥＨ）是冠心病、糖尿

病肾病以及脑梗死等的重要危险因素。ＥＨ的发生和遗传因

素密切相关，与 ＥＨ 基因连锁的 Ｇ 蛋白偶联受体激酶４

（ＧＲＫ４）也因此受到越来越多的关注。ＧＲＫ４是 ＧＲＫｓ的一

种，在ＧＲＫｓ的几个亚型中，只有ＧＲＫ４的改变先于高血压的

发生而发生［１２］，其变异体 Ａ１４２Ｖ和ＥＨ 的发生密切相关
［３］。

肾素血管紧张素（ＲＡＳ）系统激活参与动脉粥样硬化的形成，血

管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）是整个ＲＡＳ系统最重要的因子之一，血

管紧张素Ⅱ１型（ＡＴ１）受体是ＡｎｇⅡ的主要作用受体，其介导

的血管平滑肌细胞（ＶＭＳＣｓ）增殖是动脉粥样硬化、术后血管

再狭 窄 共 同 的 病 理 基 础［４］。既 往 的 研 究 发 现 转 染

ＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ基因的小鼠 ＧＲＫ４升高的同时血压明显升

高［１］，Ｙａｔａｂｅ等
［５］发现在肾脏组织 ＡＴ１ 受体伴随ＧＲＫ４的改

变而发生改变，本实验室以往研究发现人和大鼠的血管上有

ＧＲＫ４的表达，作者推测血管组织ＧＲＫ４对 ＡＴ１ 受体也有重

要 的 调 控 作 用。因 此，本 研 究 以 转 染 ｈＧＲＫ４γＷＴ 和

ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ的Ａ１０细胞为研究对象，检测这两种细胞中

ＡＴ１ 受体的改变和细胞增殖的变化，以探索ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ

如何影响 ＲＡＳ系统而引起 ＶＳＭＣｓ异常增殖导致 ＥＨ 的

发生。

１　材料与方法

１．１　材料　大鼠胸主动脉平滑肌细胞株（Ａ１０），ｈＧＲＫ４γＷＴ

和ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ质粒由美国马里兰大学ＤｒＰｅｄｒｏＡＪｏｓｅ实

验室惠赠，ＤＭＥＭ 高糖型培养基，ＦＢＳ胎牛血清购自美国

ＧＩＢＣＯ公司；ＡｎｇⅡ购自美国Ｓｉｇｍａ公司；ＧＲＫ４活性测定试

剂盒购自上海杰美公司；兔抗 ＡＴ１Ｒ、兔抗βａｃｔｉｎ一抗购自美

国ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；磷酸化苏氨酸抗体购自美国ｃｅｌｌｓｉｇｎａｌｉｎｇ

ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司；［
３Ｈ］胸腺嘧啶试剂盒购自北京原子能研

究所。

１．２　方法

１．２．１　慢病毒载体的构建、病毒的生产包装及转染　将

ｈＧＲＫ４γＷＴ质粒、ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ质粒和绿色荧光蛋白（ＥＧ

ＦＰ）基因克隆至慢病毒表达载体，利用ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００脂

质体转染试剂将慢病毒包装质粒混合物与包含ｈＧＲＫ４γＷＴ、

７７９３重庆医学２０１３年１１月第４２卷第３３期
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ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ的 表 达 载 体 共 转 染 至 病 毒 生 产 细 胞 系

２９３ＴＮ，４８ｈ后收集上清液，使用０．４５μｍ滤膜过滤上清液，由

此包装、生产出携带ＧＲＫ４γＷＴ、ＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ基因的重组慢

病毒（ＬｖＧＲＫ４γＷＴＥＧＦＰ和 ＬｖＧＲＫ４γＡ１４２ＶＥＧＦＰ），收

集上清液，以 ＭＯＩ值为１０感染Ａ１０细胞。

１．２．２　荧光共聚焦显微镜下观察ＥＧＦＰ表达　ｈＧＲＫ４γＷＴ

和ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞均匀接种于６孔培养板中（内置盖玻

片），置３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中培养至第３天，４％多聚甲醛固

定３０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，取细胞爬片置荧光共聚焦显微镜下

观察。

１．２．３　免疫印迹检测ＡＴ１ 受体　常规方法提取细胞总蛋白，

采用考马斯亮蓝法测定蛋白质浓度。将５０μｇ变性好的蛋白

进行ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，利用半干转移法将蛋白转移至硝酸纤

维素膜，封闭１ｈ，与ＧＲＫ４抗体，ＡＴ１ 受体抗体（１∶４００）４℃

孵育过夜，ＴＢＳＴ洗涤３次×１０ｍｉｎ，羊抗兔ＩｇＧ（１∶５０００）室

温孵育１ｈ，ＴＢＳＴ洗涤３次×１０ｍｉｎ，利用增敏化学发光法，

经Ｘ线片曝光、显影、定影。结果经光密度面积分析，与内参

照βａｃｔｉｎ产物条带的比值作为相对浓度。

１．２．４　分光光度法检测ＧＲＫ４活性　提取细胞总蛋白，采用

考马斯亮蓝法测定蛋白浓度。６５μＬ缓冲液，１０μＬ酶促液，１０

μＬ反应液，１０μＬ底物液于３０℃培养箱里静置３ｍｉｎ，加入５０

μｇ蛋白，阴性对照加入５μＬ阴性液作为背景对照，用分光光

度法测定，以每微克总蛋白中 ＧＲＫ４每分钟 ＮＡＤＨ 转化为

ＮＡＤ的量表示。

１．２．５　［３Ｈ］胸腺嘧啶的掺入试验 　 将 ｈＧＲＫ４γＷＴ 和

ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞制成单细胞悬液，计数后将细胞浓度调整

为３×１０４ 个／ｍＬ，按１ｍＬ／孔接种于２４孔培养板，置３７℃、

５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ，然后换等量的无血清培养液培养

２ｈ，然后向每孔中加入［３Ｈ］胸腺嘧啶０．３ｍＣｉ继续培养６ｈ，

吸去含游离［３Ｈ］胸腺嘧啶的培养液，用０．２５％胰酶消化细胞，

真空抽滤法将细胞收集于玻璃纤维滤膜，依次用ＰＢＳ、１０％三

氯乙酸及无水乙醇冲洗，抽干后于８０℃、３０ｍｉｎ烤干，置液闪

杯中，加入５ｍＬ液体闪烁液，静置平衡过夜，在液闪仪上计数

每分钟的值，以３×１０４ 细胞表示［３Ｈ］胸腺嘧啶的掺入率
［４，６］。

１．３　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１５．０软件分析。计量资料以

狓±狊表示，两组间采用狋检验，两组以上的比较采用 ＡＮＯＶＡ

法进行统计分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ｈＧＲＫ４γＷＴ和ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞的建立及蛋

白鉴定　构建了野生型 ＧＲＫ４ｗｉｌｄＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ表达载体和

突变体ＧＲＫ４Ａ１４２ＶＩＲＥＳ２ＥＧＦＰ表达载体，慢病毒以 ＭＯＩ

值为１０感染Ａ１０细胞。荧光显微镜下观察，两种细胞均可见

９０％细胞细胞质内表达ＥＧＦＰ，呈绿色荧光，提示病毒成功转

染细胞，携带基因的蛋白表达。见图１。

　　Ａ：Ａ１０细胞慢病毒转染ｈＧＲＫ４γＷＴ质粒；Ｂ：Ａ１０细胞慢病毒转

染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ质粒。

图１　　荧光显微镜下观察转染细胞的绿色荧光（×２００）

２．２　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞ＧＲＫ４活性的改变　结果显

示，ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞的ＧＲＫ４酶活性显著升高。见图２。

　　１：ｈＧＲＫ４γＷＴ；２：ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ；：犘＜０．０５，与ｈＧＲＫ４γＷＴ

比较；实验重复３次。

图２　　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转染Ａ１０细胞ＧＲＫ４

活性的改变

２．３　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞 ＡＴ１ 受体的改变　免疫印

迹显示Ａ１０细胞转染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ基因后，ＡＴ１ 受体表达

显著升高。见图３。

　　１：ｈＧＲＫ４γＷＴ；２：ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ；：犘＜０．０５，与ｈＧＲＫ４γＷＴ

比较；实验重复５次。

图３　　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转染Ａ１０细胞ＡＴ１ 受体表达的改变

２．４　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞 ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体共连接

的改变　免疫沉淀显示，ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体间存在共连接作

用，ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞 ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体的共连接

作用明显减弱，这种共连接的改变可能参与了 ＧＲＫ４对 ＡＴ１

受体的调节作用。见图４。

　　１：ｈＧＲＫ４γＷＴ；２：ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ；：犘＜０．０５，与ｈＧＲＫ４γＷＴ

比较；实验重复５次。

图４　　ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞ＧＲＫ４和

ＡＴ１ 共连接的改变

２．５　ＡｎｇⅡ刺激转染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞增殖效应的
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改变　采用［３Ｈ］胸腺嘧啶掺入法测定细胞增殖，结果显示

ＡｎｇⅡ刺激ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞引起细胞增殖幅度明显高于

刺激ｈＧＲＫ４γＷＴ细胞，见图５。

　　１：ｈＧＲＫ４γＷＴ；２：ｈＧＲＫ４γＷＴ＋ＡｎｇⅡ；３：ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ；４：

ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ＋ＡｎｇⅡ；＃：犘＜０．０５，与３组比较；★：犘＜０．０５，与１

组比较；实验重复３次。

图５　　ＡｎｇⅡ刺激ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因细胞

引起增殖效应改变

３　讨　　论

ＲＡＳ在调节血管张力及钠水平衡方面发挥了重要作用。

ＡｎｇⅡ作为ＲＡＳ系统中最主要的生物活性物质，其和 ＡＴ１ 受

体结合后介导了细胞增殖、肾近曲小管细胞尿钠转运，与 ＡＴ２

受体结合则发挥相反的作用。高血压状态下ＡＴ１ 受体的功能

增加，其发生的原因目前尚不明了。ＧＲＫｓ是一种丝氨酸／苏

氨酸激酶，共７个亚型，其主要生理功能是磷酸化 ＧＰＣＲ，使

ＧＰＣＲ介导的信号通路失敏，在这７个亚型中只有ＧＲＫ４的改

变先 于 高 血 压 的 发 生。ＧＲＫ４ 基 因 所 在 的 染 色 体 部 位

（４ｐ１６．３）与ＥＨ的发生关系密切，其基因变异体也和ＥＨ的发

生密切相关［６］。人的ＧＲＫ４有α、β、γ、δ４种异构体，γ异构体

的３个突变位点 Ａ１４２Ｖ、Ａ４８６Ｖ、Ｒ６５Ｌ可以引起 ＧＲＫ４活性

升高和ＥＨ密切相关，所以γ亚基成为本研究关注的焦点
［７］。

Ｊｏｓｅ等
［８］发现在３个突变体中只有Ａ１４２Ｖ转基因小鼠在正常

盐饮食的情况下可以发生高血压，他们还发现在携带 Ａ１４２Ｖ

突变基因的日本高血压患者中，服用血管紧张素受体阻断剂

（ＡＲＢ），血压出现显著性降低，Ａ１４２Ｖ转基因小鼠服用 ＡＲＢ

后血压恢复正常。这提示 ＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ突变引起的血压升

高和ＲＡＳ系统及ＡＴ１ 受体有密切联系。

既往研究发现人的 ＧＲＫ４存在于睾丸、肾脏和脑组织

中［９］，而本实验室首次发现ＶＳＭＣｓ中有ＧＲＫ４表达。在肾脏

组织ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体有密切关系，那么在血管组织中，

ＧＲＫ４是否也调节ＡＴ１ 受体的表达及其介导的平滑肌细胞增

殖。本研究转染 ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ 到 Ａ１０ 细 胞 中，观 察 到

ＧＲＫ４活性显著升高，这种现象证实ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ可以使

ＧＲＫ４的活性增强。ＡＴ１ 受体作为 ＧＰＣＲｓ的一种，Ｚｈｅｎｇ

等［１０］发现ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ转基因小鼠肾脏 ＡＴ１ 受体表达升

高，在血管中，ＧＲＫ４是否具有相同的效应，本研究结果显示

ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞中ＡＴ１ 受体的表达显著升高。推测这种

活性的增强引起的 ＡＴ１ 受体表达的改变参与了高血压的发

生、发展。作者还发现转染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ可导致 ＧＲＫ４和

ＡＴ１ 受体的共连接降低，推测ＧＲＫ４和 ＡＴ１ 受体的共连接程

度减少导致ＧＲＫ４和ＡＴ１ 受体偶联减少，而这种偶联的减少

可能与ＡＴ１ 受体磷酸化的改变相关。

据以往报道，ＡＴ１ 受体具有自发活性，当 ＡｎｇⅡ刺激时

ＡＴ１ 受体的活性明显增强
［１１１２］，在血管中 ＡＴ１ 受体介导的

ＶＳＭＣｓ的异常增殖是血管壁增厚和硬化的主要病理、生理基

础［１３］。本研究结果显示，ＡｎｇⅡ刺激后转染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ

细胞的增殖效应明显高于转染ｈＧＲＫ４γＷＴ细胞，在没有 Ａｎｇ

Ⅱ刺激的状态下转染ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ细胞的增殖效应仍然明

显高于转染ｈＧＲＫ４γＷＴ细胞。

综上所述，ｈＧＲＫ４γＡ１４２Ｖ通过影响的ＶＳＭＣｓＡＴ１ 受体

表达，从而影响ＡＴ１ 受体介导的 ＶＳＭＣｓ增殖，在心血管系统

疾病的病理、生理过程中具有重要意义。
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