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　　摘要：目的　研究丝裂原活化蛋白激酶 ｐ３８ＭＡＰＫ信号传导通路在自体移植静脉中的表达。方
法　 Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ８０只，建立自体移植静脉模型。术后随机分为 ６，２４ｈ，３，７ｄ和 ２，４，６，８周等 ８组，

于相应时点取材，半定量逆转录 ＰＣＲ检测移植血管中 ｐ３８ＭＡＰＫ的 ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹定量

检测 ｐ３８的蛋白产物及磷酸化蛋白产物表达，原位杂交和免疫组化方法定位 ｐ３８ｍＲＮＡ及蛋白表达。

结果　移植静脉术后 ６ｈｐ３８的 ｍＲＮＡ表达即较正常静脉明显增强 （Ｐ＜０．０１），并于术后 ２周达高

峰，表达值为（５９±２６）％，与 ４，６，８周比较差异极显著（Ｐ＜０．０１）。Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹提示 ｐ３８在移

植 ２～４周达高峰，之后开始减少，８周时仍维持一定表达量（１／４～１／２）。原位杂交及免疫组化提示

阳性表达多定位于移植血管中层或增生内膜中的血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）。结论 　ｐ３８ＭＡＰＫ通路

的激活参与了移植静脉的内膜增生以及血管重塑，可望成为防治移植静脉狭窄闭塞的治疗靶点。
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　　利用自体静脉行冠状动脉搭桥或肢体旁路转

流手术，目前仍然是挽救患者生命和肢体功能的重

要手段。但是，移植早期内膜增生及后期的动脉硬

化导致移植血管狭窄、闭塞，致手术远期失败率高

达 ５０％，其中的关键环节是血管平滑肌细胞（ｖａｓ

ｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）在外界因素或多种

细胞因子的刺激下产生迁移、增殖以及凋亡［１］。多

种信号传导通路参与了这一复杂过程［２］，而丝裂原

活 化 蛋 白 激 酶 （Ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，

ＭＡＰＫｓ）是控制细胞增殖、分裂及凋亡过程非常重

要 的 信 号 传 导 通 路。 我 们 研 究 移 植 静 脉 中

ｐ３８ＭＡＰＫｓ激活、表达的变化规律，进一步阐明血管

移植后狭窄、闭塞及血管重塑的机制，寻找到新的

干预靶点。

１　材料与方法

１．１　动物模型的建立及标本收集

Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ８０只（由中国医科大学实验动物中

心提供），雌雄不拘，体重 ２００～３００ｇ。１０％水合

氯醛水溶液 ３００ｍｇ／ｋｇ腹腔注射麻醉。在 ＳＸＢ－１

型显微镜下（１０×）行无菌显微外科手术：取大鼠

右颈总静脉长约 ４ｍｍ，肝素盐水冲洗后用 １１－０血

管缝合线端 －端吻合间置移植于肾下腹主动脉，每

个吻合口采用间断缝合 １２～１４针，确定血管通畅

后关闭腹腔。术后分笼饲养，随机分 ８组，每组 １０

只：分别为术后 ６，２４ｈ，３，７ｄ和 ２，４，６，８周时点。

按期切取移植静脉标本，同时取对侧颈静脉作对

照，液氮冻存。参照文献［２］进行 ＨＥ，弹力纤维 ＶＧ

染色，测量增生内膜厚度，辅以计算机图像分析。

１．２　逆转录多聚酶链反应（ＲＴＰＣＲ）

ＲＴＰＣＲ试剂盒购自 大连宝生物公司。结 合

ＧｅｎｅＢａｎｋ序列设计引物，ｐ３８ＭＡＰＫ（Ｇｅｎｅｂａｎｋ，ＮＭ

０３１０２０） Ｆ：５′ＧＴＧＴＣＧＧＴＧＡＴＧＴＣＡＧＡＴＧＧ３′，Ｒ：

５′ＣＡＧＴＡＴＧＣＡＧＴＣＣＡＧＣＴＣＣＡ３′，产物长度 ６８７ｂｐ；

βａｃｔｉｎ（Ｇｅｎｅｂａｎｋ，ＮＭ＿０３１１４４）Ｆ：５′ＴＴＣＴＧＡＣ

ＣＣＡＴＡＣＣＣＡＣＣＡＴ３′， Ｒ： ５′ＡＴＴＡＣＡＧＴＧＣＧＴＧＣＴＡ

ＡＡＧＧ３′，产 物 长 度 ５０８ｂｐ。各 取 １００ｍｇ血 管 组

织，采用 ＴＲＩＺＯＬ提取总 ＲＮＡ，然后逆转录为 ｃＤＮＡ。

２０μｌＰＣＲ反应体系：ＴａｑＤＮＡ聚合酶 ２Ｕ，引物各

５０ｐｍｏｌ。ＰＣＲ反应条件：９４℃ 变 性 ２ｍｉｎ后，９４℃

３０ｓ，５５℃４５ｓ和 ７２℃６０ｓ顺序 循环 ３０次，最后

７２℃延伸 ７ｍｉｎ。２％琼脂糖电泳，凝胶自动成像系

统上摄像并分析各条带吸光度值（基因表达值 ＝

ｐ３８ＭＡＰＫ／βａｃｔｉｎ）。

１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹

在细胞裂解液中剪碎血管组织后机械匀浆，

４℃低温 １００００ｒ／ｍｉｎ离心 １０ｍｉｎ取上清。考马亮

蓝 Ｒ２５０染色法测总蛋白质浓度，将各组蛋白浓度

调到同一水平，置于 －７０℃冻存。制备 １０％ＳＤＳ－

聚丙烯酰胺凝胶，每孔加蛋白样品 １００μｇ，电泳后

将蛋白转到硝酸纤维素滤膜。丽春红 Ｓ染色确定

转膜情况并标记蛋白 Ｍａｒｋｅｒ位置。５％脱脂奶粉

ＴＢＳ缓冲液室温封闭 ２ｈ；一抗 １∶１０００稀释，４℃过

夜，洗膜后加入 １∶１０００稀释的过氧化物酶标记的

马抗兔 ＩｇＧＨＲＰ，１ｈ后 ＴＢＳ洗 ３次后加入 ＥＣＬ１

ｍｉｎ，暗室显影 ２ｍｉｎ并冲洗胶片。凝胶成像分析系

统上摄像分析吸光度值。第一抗体 ｐ３８（ｓｃ５３５）

及 ｐｐ３８（ｓｃ７９７３）均为 ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产品；兔多

克隆抗体（ｐ代表抗磷酸化蛋白产物的抗体），均购

自北京中山公司。

１．４　原位杂交

ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡ原位杂交检测试剂盒购于武

汉博士德公司，采用寡核苷酸探针，地高辛标记。

标本处理及原位杂交步骤参见文献［２］，ＢＣＩＰ／ＮＢＴ

显色后，４００倍光镜下观察，计算单位视野内阳性

细胞（胞浆或胞核染成蓝紫色）百分率。

１．５　免疫组化染色

抗 ｐ３８及 用 于 识 别 ＶＳＭＣｓ的 ａｃｔｉｎ抗 体 均 为

ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司产 品 （兔 ＩｇＧ多抗，工 作浓 度 １∶

１００）；增殖细胞核抗原（ＰＣＮＡ）和 ＳＰ试剂盒为美国

Ｚｙｍｅｄ公司产品。按试剂盒说明 ＳＰ法染色，ＤＡＢ显

色。正常静脉作自身对照，ＰＢＳ代替一抗作阴性对

照。４００倍光镜观察，细胞浆或胞核出现棕黄色颗

粒为阳性。

１．６　统计学分析

ＳＰＳＳ１０．０统计软件处理数据。结果以 ｘ±ｓ表

示，组内差异显著性采用方差分析及 ｑ检验；组间

比较采用 ｔ检验。

０３
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２　结　果

２．１　移植血管组织病理学改变

正常静脉内膜只覆盖单层内皮细胞，中膜很

薄，由 ２～３层平滑肌细胞及胶原组成。移植 ２４ｈ

至 ３ｄ静脉内膜受损：内皮细胞脱落，局部血栓形

成，有大量炎性细胞浸润，血管壁内可见灶性出血。

移植 ７ｄ可见内膜增生，２～４周达到高峰，４周以后

内膜增生速度减缓。

２．２　半定量 ＲＴＰＣＲ结果

静脉移植术后 ６ｈｐ３８ｍＲＮＡ表达明显增强，与

正常静脉比较差异有极显著意义（Ｐ ＜０．０１）；术

后２周表达达高峰，表达值为（５８．８±２６．２）％，与

４，６，８周各时点比较差异有非常显著意义（Ｐ ＜

０．０１），之后表达开始减弱 （表 １，图 １，２）。

２．３　 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹结果

ｐ３８表达在移植 ２～４周达高峰，然后逐渐减

少，但移植后 ８周仍维持一定表达量（１／４～１／２）

（图 ３）。

２．４　原位杂交结果

ｐ３８ｍＲＮＡ原位杂交可见 ２４ｈ即有部分细胞出

现阳性表达，细胞浆或少数细胞核出现蓝紫色颗粒

状沉淀。ｐ３８ｍＲＮＡ则在移植后 ２周阳性表达细胞

最多，４～６周时仍可见阳性表达。分布特点：阳性

细胞最初出现在移植血管内皮细胞处，在 ２～４周

时的增生内膜及中层 ＶＳＭＣｓ可见较多阳性表达，移

植 ８周时表达明显减少（表 ２，图 ４）。

２．５　免疫组织化学染色结果

ｐ３８ＭＡＰＫ免疫组织化学染色可见阳性细胞胞

浆染成棕黄色，表达变化趋势与 Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹

结果的变化趋势基本一致（表 ３，图 ５，６）。阳性表

达多定位于移血管中层或增生内膜中的 ＶＳＭＣｓ。

表 １　 ＲＴＰＣＲ检测 ｐ３８的 ｍＲＮＡ表达值比较

检测时点（ｎ＝１０） 正常静脉 ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ ２周 ４周 ６周 ８周

ｐ３８ｍＲＮＡ表达值（ｘ±ｓ，％） ４．０±２．０２）３） ８．５±２．５１）２）３）１５．８±８．０１）２）３）２０．４±１２．０１）２）３）３３．８±１５．０１）２） ５８．８±２６．２１）３） ３２．６±１８．２１）２）１８．６±８．８１）２）３）１１．９±６．０１）２）３）

　　　注：１）与正常静脉比，Ｐ＜０．０１；２）与移植２周比，Ｐ＜０．０１；３）与移植４周比，Ｐ＜０．０１

　　Ｍ：ＧｅｎｅＲｕｌｅｒＴＭ１００ｂｐＤＮＡＬａｄｄｅｒＭａｒｋｅｒ，

１：正常静脉；２～９：移植后６，２４ｈ，３，７ｄ，２，４，６，８周

图１　 ｐ３８ＭＡＰＫｍＲＮＡＲＴＰＣＲ扩增电泳图 图２　ＲＴＰＣＲ检测ｐ３８的ｍＲＮＡ表达结果示意图

表２　原位杂交检测ｐ３８ｍＲＮＡ表达结果的比较

检测时点（ｎ＝１０） 正常静脉 ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ ２周 ４周 ６周 ８周

ｐ３８ｍＲＮＡ表达值（ｘ±ｓ，％） ４±３２）３） ７±３１）２）３） １１±７１）２）３） １２±６１）２）３） ２３±１０１） ２８±９１）３） １９±１０１）２） １６±８１）２） １１±７１）２）３）

　　注：１）与正常静脉比，Ｐ＜０．０１；２）与移植２周比，Ｐ＜０．０１；３）与移植４周比，Ｐ＜０．０１

表３　免疫组化检测ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白产物表达比较

检测时点（ｎ＝１０） 正常静脉 ６ｈ ２４ｈ ３ｄ ７ｄ ２周 ４周 ６周 ８周

ｐ３８表达值（ｘ±ｓ，％） ４±２２）３） ６±２１）２）３） １０±４１）２）３） １３±８１）２）３） ２１±１１１）２） ３３±１０１）３） ３７±１５１）３） ２５±７１）２） １８±５１）２）

　　注：１）与正常静脉比，Ｐ＜０．０１；２）与移植２，４周比，Ｐ＜０．０１；３）与移植６，８周比，Ｐ＜０．０１
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　　１：正常静脉；２～９：移植后６，２４ｈ，３，７ｄ，２，４，６，８周

图３　ｐ３８ＭＡＰＫ（Ａ）及其磷酸化蛋白（Ｂ）的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ蛋

白印迹

图４　静脉移植４周的ｐ３８ｍＲＮＡ原位杂交结果，增生内膜

可见阳性表达（×１０００）

　　图 ５　移植 ４周 ｐ３８蛋白产物的免疫组化染色结

果，移植血管中层可见 ＶＳＭＣｓ阳性表达（×

４００）

图 ６　免疫组织化学检测 ｐ３８ＭＡＰＫ蛋白产物表达

比较

３　讨　论

ＭＡＰＫｓ家族是一组具有丝氨酸和苏氨酸双磷酸

化能力的蛋白激酶，广泛存在于各种细胞中，其主

要成员包括蛋白激活激酶（ｐ３８ＭＡＰＫ）和 ｃＪｕｎ氨

基末 端 激 酶 （ＪＮＫｓ）及 细 胞 外 信 号 调 节 激 酶

（ＥＲＫｓ）。ｐ３８和 ＪＮＫ主要介导细胞的各种应激反

应，它们的激活促进凋亡；而 ＥＲＫ主要介导增殖反

应。血管移植后狭窄闭塞是一个多因素、多阶段、

多基因参与的复杂病理过程，确切发生机制目前仍

不清楚［３］。近来人们逐渐认识到由于 ＶＳＭＣｓ增殖、

凋亡以及细胞外基质合成或降解所致血管重塑

（ｖａｓｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ）在此过程中的重要作用。凋亡

使细胞数减少而有利于扩张性血管重塑，而 ＶＳＭＣｓ

增殖及内膜增生则导致收缩性血管重塑。笔者的

既往研究结果［１］已证明 ＶＳＭＣｓ的凋亡与增殖均参

与静脉移植后的血管重塑过程，并且二者之间存在

动态失衡。本研究选择 ｐ３８ＭＡＰＫ为研究目标，观

察与细胞凋亡有关的 ＭＡＰＫｓ信号转导通路在移植

静脉中的表达变化规律。

本研究发现：ｐ３８ＭＡＰＫ的基因表达在血管移植

后迅速被激活，６ｈ表达即明显升高，持续增加并于

２～４周达高峰，移植 ８周时仍维持一定的表达量。

ｐ３８能够被脂多糖（ＬＰＳ）、肿瘤坏死因子 α、紫外

线、牵张和缺血／再灌注损伤等多种因素激活。现
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认为它 们 的 活 化 能 启 动 并 促 进 细 胞 凋 亡 机 制。

ＶＳＭＣｓ的凋亡有两方面的作用：当凋亡程度与巨噬

细胞或 ＶＳＭＣｓ吞噬作用平衡时，可能有助于血管损

伤的修复；如果该平衡失调，凋亡细胞或凋亡小体

清除不充分会导致血管粥样硬化斑块进展。可见

凋亡不足或过分凋亡均会造成血管重塑障碍。血

管移植 １～２周是 ＶＳＭＣｓ增殖的高峰，提示 ＶＳＭＣｓ

的凋亡不足可能是内膜增生的一个重要机制，而在

移植 ４周后凋亡超过增殖反应。有研究［４］表明：内

膜增生仅是静脉移植后的部分病理过程，ＶＳＭＣｓ凋

亡对血管移植后的重塑过程也非常重要。临床上

并非所有的移植血管均发生闭塞，良好的血管重塑

可以纠正内膜增生导致的狭窄闭塞。因此，笔者研

究了与 ＶＳＭＣｓ增殖／凋亡密切相关的 ｐ３８ＭＡＰＫ信

号传导通路的动态变化。该信号通路的阐明有可

能寻找到新的干预靶点，为最终解决这一临床难题

提供新的思路。ＭＡＰＫｓ信号传导通路采用高度保

守的三级激酶级链传递信号，所以 ＭＡＰＫ通路存在

多种抑制剂，可在不同水平上进行阻断。有人在大

鼠动脉球囊损伤模型中应用 ｐ３８ＭＡＰＫ选择性抑制

剂 ＦＲ１６７６５３，发现内膜增生受到抑制，内膜／中膜

比值显著降低，增殖细胞核抗原以及白细胞介素

ＩＬ１βｍＲＮＡ的表达也明显减少［５，６］。目前，笔者正

在进行这一领域的深入研究。
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