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连环蛋白信号通路在诱导气道平滑肌细胞

外基质蛋白沉积中的作用"
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#摘要$
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目的
!

探讨
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连环蛋白信号通路在
567.

!

$

诱导人气道平滑肌细胞"

89:;<

%细胞外基质"

=<;

%蛋白沉积中

的作用'方法
!

将原代培养的
89:;<

用于实验'用
3>+4>?,@A"4

的方法来分析蛋白表达量!用实时荧光定量
B<C

的方法来分

析
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蛋白的基因表达'结果
!

用
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刺激体外培养的
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!可以引起胶原蛋白
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$
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%&%$

%及
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蛋白
DCE9

"包括胶原蛋白
"#

$

(纤连蛋白(多功能蛋白聚糖(层粘连蛋白
#

1

及核心蛋白多糖%表达增加"

!

$

%&%$
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567.
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可以引起
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连环

蛋白"
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%&%2

%及其
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表达显著增加"
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通过抑制糖原合酶激酶
'
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活化"

!

$

%&%$

%而引起非磷酸

化的
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连环蛋白表达增加"
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%'此外!用
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信号通路药理学抑制剂
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可以明显抑制
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诱导的胶原蛋白
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%及
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蛋白"包括胶原蛋白
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(纤连蛋白及多功能蛋白聚糖%的基因表达"
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连环蛋白信号通路的活化!参与了
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诱导的
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蛋白沉积'
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气道重塑是支气管哮喘的病理特征之一#是导致哮喘气道

高反应性和气流受限的关键因素#彻底控制或延缓气道重塑#

对哮喘尤其是难治性哮喘的治疗及改善预后有重要意义'

$

(

)

有文献报道气道平滑肌细胞$

9:;<

&可通过细胞增殖*释放多

种炎症介质*生长因子及细胞外基质$

=<;

&蛋白参与气道重

塑'

1

(

)而
5J"D+",

等'

'

(认为#由
9:;<

分泌的
=<;

蛋白占

气道重塑组分的
2%X

之多#是气道重塑的关键因素)因此#研

究气道平滑肌细胞分泌
=<;

蛋白的机制#对控制气道重塑具

有十分重要的意义)转化生长因子
!

$

567.

!

&可以刺激肺脏中

的结构细胞和炎性细胞产生
=<;

#参与气道重塑'

0

(

)

!

.

连环

蛋白是
3,4

"

!

.

连环蛋白信号通路中的核心蛋白#它参与调节

成纤维细胞中纤连蛋白'

2

(及血管平滑肌细胞中多功能蛋白聚

糖等
=<;

蛋白的基因转录)然而#

!

.

连环蛋白在
9:;<

分泌

=<;

蛋白中的作用研究尚少)因此#本文探讨
!

.

连环蛋白在

气道平滑肌细胞分泌
=<;

蛋白中的作用#为治疗气道重塑寻

找新的治疗靶点)

@

!

材料与方法
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蛋白定量分析试剂盒和全

蛋白提取试剂盒$上海碧云天生物技术研究所&%总
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提取

试剂$
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抗
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公司&*兔抗胶原
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$

抗体$北京博奥森生物技术有限公司&*山羊抗兔*小

-(/0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期

"

基金项目!广东省自然科学基金资助项目$

+1%$1%$%%%(%')

&%南方医院院长基金资助项目$

1%$09%%$

&)

!

作者简介!霍雅婷$
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&#在

读硕士#主要从事哮喘气道重塑研究)

!

#
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通讯作者#
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鼠
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6.8CB

二抗$杭州弗德生物技术有限公司&*

7T5<.

山羊

抗小鼠$北京中杉金桥生物科技有限公司&%

Y9BT

$广州威佳科

技有限公司&%
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化学发光染色液$杭州弗德生物技术有限

公司&)

@&A

!

方法

@&A&@

!

原代
89:;<

的培养与鉴定
!

采用组织块贴壁法原

代培养
89:;<

)经患者家属同意#取南方医院胸外科肺叶切

除术手术标本#无菌条件下分离叶*段支气管中膜平滑肌层#剪

成约
$ DD

' 大小贴于培养瓶底#加入含
1%X

胎牛血清的

Y;=;

#置于
'-_

*

2X <Z

1

孵箱中培养)待细胞从组织块周

围爬出并生长融合#传代#用含
$%X

胎牛血清的
Y;=;

培养#

取第
1

&

)

代对数生长期细胞用于实验研究)用细胞免疫荧光

#

.:;9

特异性染色对细胞进行鉴定)

@&A&A

!S

C5.B<C

检测
DCE9

表达量
!

细胞培养结束后#采

取
5?#R"A

一步法提取细胞总
CE9

#再经试剂盒逆转录为
LY.

E9

#以
69BY8

为内参#实时荧光定量检测基因相对表达量)

各基因的基因库编号及上下游引物序列如下!

!
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连环蛋白$
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+
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<6555.'U

#
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%

胶原蛋白
"

$

E;

+

%%%%//

&!

2U.96<<96<9695<696

99<95.'U

#

2U.5<5565<<55666655<556.'U

%

纤连蛋白$

E;

+

1$10/1

&!

2U.5<696696699955<

<9956.'U

#

2U.9<9<9<656<9<<5<95<95.'U

%

层粘连蛋白
#

1

$

E;

+

%%%01)

&!

2U.6<<55<55<5<6

6569<556.'U

#

2U.<<<5<56<<96<56995996.'U
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多功能蛋白聚糖$

E;

+

%%0'/2

&!

2U.66699<<56656

996999<9.'U

#

2U.<55<<9<9656665665<55.'U

%

核心蛋白多糖$

E;

+

%%$(1%

&!

2U.995569 999 566
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#
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%
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9699.'U

#
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逆转录反应条件为!

'-_

变性
$2D#,

#

(/_

退火
2D#,

#

逆转录为
LYE9

)于罗氏
0/%

定量
B<C

仪行标准两步法
B<C

反应#第一阶段!

(2_

预变性
'%+

%第二阶段!

(2_

变性
2+

#

)%

_

退火及延伸
'%+

%重复
0%

个循环#冷却
0%_

#

'%+

)反应结

束后观察融解曲线*扩增曲线#以
1

.

##

<5值表示各组目的基因

相对表达水平)

@&A&B

!

3>+4>?,@A"4

检测蛋白水平变化
!

细胞培养结束后#

按全蛋白提取试剂盒说明书程序操作!细胞经预冷的
BW:

液

洗
1

次#快速加入蛋白裂解液#冰上充分裂解后#收集细胞#转

移至
=B

管#

0_$1%%%

H

离心
1%D#,

)吸取上清液#

W<9

法

测定蛋白浓度)与
2 À"I!#,

H

@QKK>?

按
0a$

体积比混匀#煮

沸变性
-D#,

)取
1%

'

H

总蛋白以
$%X

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

湿转蛋白质至
BbY7

膜#室温下
2X W:9

封闭
1J

后#分别加

入兔抗
!

.

连环蛋白$

$a2%%%

稀释&*

6:F'

$

#

\

!

&$

$a$%%%

稀

释&#磷酸化
6:F'

!

$

$a2%%

稀释&*胶原蛋白
"#

$

$

$a2%%

稀

释&#小鼠抗非磷酸化
!

.

连环蛋白$

$a$%%%

稀释&*

!

.IL4#,

$

$a

$%%%

稀释&*

69BY8

$

$a$%%%

稀释&一抗#

0_

孵育过夜)漂

洗
'

次后加入山羊抗兔*鼠
T

H

6.8CB

二抗$

$a2%%%

稀释&#室

温孵育
$J

#漂洗
'

次后#

=<̂

化学发光法显示结果)用
TD.

I

H

>c1P

图像分析软件分析条带灰度值#以目的蛋白与
!

.IL4#,

或
69BY8

条带灰度值之比表示相应蛋白表达水平%

M

.6:F'

!

与
6:F'

$

#

\

!

&条带灰度值之比表示
6:F'

!

磷酸化水平)

@&B

!

统计学处理
!

采用
:B::$'&%

软件进行分析处理#多组

比较采用单向方差分析#先进行方差齐性检验#方差齐#选用

:̂Y

即最小差异法%若方差不齐#采用校正的
F

检验$

3>ALJ

法&#并选用
YQ,,>445'

做多重比较)以
!

$

%&%2

为差异有统

计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

原代
89:;<

培养与鉴定
!

光学显微镜下#

89:;<

呈

长梭形#卵圆形胞核位于中央#生长融合后呈典型峰谷征%

#

.

:;9

免疫荧光染色阳性#鉴定为平滑肌细胞#见图
$

)

!!

9

!普通光可见,峰谷征-%

W

!免疫荧光染色可见
#

.:;9

为荧光)

图
$

!!

原代培养的
89:;<

形态及表型鉴定%

$̀%%

&

A&A

!

567.

!

$

引起
!

.

连环蛋白表达上调
!

用递增浓度的

567.

!

$

$

%&$

&

$%&%,

H

"

D̂

&刺激
89:;<10J

#不同浓度的

567.

!

$

均能引起
!

.

连环蛋白表达增加#对照组*

%&$,

H

"

D̂

组*

$&%,

H
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D̂

组*

$%&%,

H

"
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组的蛋白相对表达量分别为

%&1/--d%&%'2%

*

%&022/d%&12%'

*

%&0000d%&1//%

*

%&0-$)d%&01'2

#且与对照组比较差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&%选取
1&%,

H

"

D̂

作为刺激浓度#

567.

!

$

组
!

.

连环蛋白

表达量较对照组显著增加$

!

$

%&%2

&%

567.

!

$

也可引起
!

.

连

环蛋白
DCE9

表达增加$

!

$

%&%%$

&)

A&B

!

567.

!

$

引起
6:F'

!

磷酸化
!

用
567.

!

$

$

1&%,

H

"

D̂

&

刺激细胞不同时间$

%

&

1J

&#

B.6:F'

!

蛋白表达量在
$2

&

)%

D#,

范围内明显增加$

!

$

%&%$

&#说明
567.

!

$

在早期即可引

起
6:F'

!

磷酸化#见图
1

)

!!

""

!

!

$

%&%$

#与
%D#,

比较)

图
1

!!

不同时间
6:F.'

!

蛋白磷酸化水平的改变

A&C

!

567.

!

$

导致非磷酸化
!

.

连环蛋白表达增加
!

用
567.

!

$

$

1&%,

H

"

D̂

&刺激细胞不同时间$

%

&

10J

&#非磷酸化
!

.

连环蛋

白表达量在
1

&

$)J

范围内增加#且在
$)J

时达到最大$

!

$

%&%$

&#说明
567.

!

$

可以引起非磷酸化$活化的&

!

.

连环蛋白表

达增加#见图
'

)

A&D

!

!

.

连环蛋白信号通路在
567.

!

$

诱导
=<;

基因表达中

的作用
!

用
567.

!

$

$

1,

H

"

D̂

&刺激细胞
10J

#层粘连蛋白
#

1

*

多功能蛋白聚糖
DCE9

表达增加$

!

$

%&%$

&#胶原蛋白
"#

$

*

纤连蛋白
DCE9

表达增加$

!

$

%&%$

&#而核心蛋白多糖
DC.

E9

表达减少$

!

$

%&%$

&#见图
09

)用药理学抑制剂
BF7$$2.

2/0

$

$%%,;

&干预后#有效抑制了胶原蛋白
"#

$

*纤连蛋白*多

功能蛋白聚糖
DCE9

的表达$

!

$

%&%$

&#见图
0W

)

/(/0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



A&E

!

!

.

连环蛋白信号通路在胶原蛋白表达中的作用
!

用

567.

!

$

$

1,

H

"

D̂

&刺激
89:;<

#胶原蛋白
"#

$

表达量增加

$

!

$

%&%$

&#再用药理学抑制剂
BF7$$2.2/0

$

$%%,;

&干预细

胞#胶原蛋白
"#

$

表达量明显减少$

!

$

%&%$

&#见图
2

)

!!

"""

!

!

$

%&%$

#与
%J

比较)

图
'

!!

非磷酸化
!

.

连环蛋白表达水平

!!

""

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

%%%

!

!

$

%&%$

#$

567.

!

$\BF7$$2.

2/0

&组与
567.

!

$

组比较)

图
0

!!

!

.

连环蛋白信号通路在
=<;

基因表达中的作用

!!

"""

!

!

$

%&%$

#与对照组比较%

(((

!

!

$

%&%$

#$

567.

!

$\

BF7$$2.2/0

&组与
567.

!

$

组比较)

图
2

!!

BF7$$2.2/0

对
567.

!

$

引起的胶原

蛋白
"#

$

表达的抑制作用

B

!

讨
!!

论

567.

!

是一种多功能细胞因子#在哮喘患者气道中表达上

调#并能刺激肺脏中多种结构细胞和炎性细胞产生大量
=<;

蛋白'

)

(

)

=<;

是一种具有复杂结构的大分子物质#发挥机械

支撑作用#以维持气道的正常功能)但在哮喘患者气道平滑肌

层中
=<;

蛋白表达异常增多'

-

(

#增多的胶原蛋白
"#

$

和纤连

蛋白可以促进
9:;<

增殖*迁移'

)

(

#促使气道重塑的发生*

发展)

!

.

连环蛋白是
9?DI!#AA"

蛋白家族中的一员#与细胞粘合

连接处的钙粘蛋白"连环蛋白复合物相关#发挥稳定细胞
.

细胞

接触的作用'

/

(

)同时#

!

.

连环蛋白在经典的
3,4

"

!

.

连环蛋白

信号通路中调节
5

细胞因子"淋巴增强因子$

5<7

"

=̂7

&介导

的基因转录'

(

(

)既往对
3,4

通路的研究主要集中在肿瘤的发

生上#近年来有研究发现
3,4

"

!

.

连环蛋白信号通路还与某些

增生性疾病有关#如特发性肺纤维化等'

$%

(

)目前还认为
!

.

连

环蛋白可能在哮喘气道重塑过程中起重要作用'

$$

(

)有文献报

道
!

.

连环蛋白通过稳定细胞间的接触而调节
9:;<

的主动张

力'

$1

(

#还可以促进
9:;<

增殖'

$'

(

#但在分泌
=<;

蛋白中的作

用尚缺乏详细研究)

本研究发现
1&%,

H

"

D̂

为
567.

!

$

的有效刺激浓度#用此

浓度的
567.

!

$

刺激
89:;<

#可引起
!

.

连环蛋白在细胞质中

表达上调#且
!

.

连环蛋白
DCE9

表达增加#说明
!

.

连环蛋白的

再合成也受到
567.

!

$

的调控)同样浓度的
567.

!

$

也可诱导

多种
=<;

蛋白的
DCE9

转录增强$层粘连蛋白
#

1

*多功能蛋

白聚糖*胶原蛋白
"#

$

*纤连蛋白等&#其中以胶原蛋白
"#

$

DCE9

表达增加最为明显#故在后续实验中#可将胶原蛋白
"

#

$

作为
=<;

蛋白的代表)有文献认为细胞质中
!

.

连环蛋白

水平是由
6:F'

严格调控的'

$0

(

)在本实验中#

567.

!

$

引起

6:F'

!

持续而强烈的磷酸化#继而活化的$非磷酸化&

!

.

连环蛋

白表达增加#与文献报道相符)

3,4

信号通路药理学抑制剂

BF7$$2.2/0

主要破坏细胞核中活化的
!

.

连环蛋白与
5<7.0

之间的相互作用#进而抑制包括
=<;

蛋白在内的靶基因转

录'

$2

(

)本研究用
$%%,;

浓度的
BF7$$2.2/0

对细胞进行干

预#结果发现胶原蛋白
"#

$

*纤连蛋白*多功能蛋白聚糖
DC.

E9

及胶原蛋白
"#

$

蛋白表达均受到抑制#表明阻止
!

.

连环蛋

白与细胞核中转录因子的相互作用可以有效抑制
=<;

蛋白

的表达增加)

综上所述#经典的
3,4

"

!

.

连环蛋白信号通路是
567.

!

$

诱

导
89:;<

分泌
=<;

蛋白中的关键途径#阻断该通路可显著

减少
=<;

表达)

目前#吸入糖皮质激素是治疗哮喘的主要方法#但这只能

控制哮喘症状#却不能充分抑制
=<;

蛋白表达导致的气道重

塑)因此#抑制
!

.

连环蛋白的活化及其与细胞核内转录因子

=̂7

"

5<7

复合物的结合#可能成为治疗哮喘气道重塑的新

靶点)
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