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盐酸戊乙奎醚诱导早期生长反应蛋白１的表达及其对
人血管平滑肌细胞的增殖作用
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（中国人民解放军西部战区总医院，四川 成都 ６１００８３）

摘要：目的 探讨早期生长反应蛋白１（ＥＧＲ１）在人血管平滑肌细胞（ＣＲＬ－１９９９）增殖过程中的作用，以及影响下游基因和盐酸戊乙奎

醚对其表达的影响。方法 慢病毒转染敲低 ＣＲＬ－１９９９细胞中 ＥＧＲ１表达，构建 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞，利用实时荧光定量聚合酶

链式反应（ｑＲＴ－ＰＣＲ）和蛋白质印迹（ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ，ＷＢ）法实验验证其表达降低，同时观察下游基因细胞周期调控蛋白 Ｄ１（ＣＣＮＤ１）的

表达变化。采用 ＥＤＵ法检测 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞的增殖能力。不同时间点观察用盐酸戊乙奎醚处理的 ＣＲＬ－１９９９细胞和

ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞内 ＥＧＲ１蛋白的表达情况，并用 ＷＢ法检测上述细胞不同时间点的磷酸化 ＥＲＫ１／２（ｐ－ＥＲＫ１／２）、ＥＲＫ１／２
蛋白表达。结果 成功构建 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞；ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞增殖能力较对照组降低，且 ＣＣＮＤ１的表达相应减弱；

盐酸戊乙奎醚能诱导提高 ＣＲＬ－１９９９细胞的 ＥＧＲ１表达水平，１ｈ后开始提高，２ｈ时达峰值，并持续至８ｈ时；ｐ－ＥＲＫ１／２表达在处

理１ｈ后达峰值，并维持至２ｈ时，而 ＥＧＲ１的蛋白表达变化在时间上总落后于ｐ－ＥＲＫ１／２。结论 ＥＧＲ１通过ＣＣＮＤ１影响 ＣＲＬ－１９９９
细胞增殖，盐酸戊乙奎醚可能通过 ＥＲＫ１／２通路诱导 ＥＧＲ１表达。

关键词：早期生长反应蛋白１；细胞周期调控蛋白 Ｄ１；血管平滑肌细胞；戊乙奎醚
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早期生长反应蛋白 １（ＥＧＲ１）属即刻早期基因家
族、编码 ｃｙｓ２－ｈｉｓ２型锌指蛋白，广泛表达于从酵母到
人类的真核细胞中犤１犦。作为转录因子的ＥＧＲ１，能与多种
下游基因的启动子区域相结合，调控许多基因的表达，

这些基因参与细胞增殖、分化、凋亡、缺氧反应等生物学

效应犤２－３犦，有的甚至在肿瘤中发挥重要作用犤４－５犦。ＥＧＲ１
是表皮生长因子受体（ＥＧＦＲ）介导的脑室区神经干细
胞和祖细胞在缺氧 －低血糖恢复期扩增的关键调节因
子犤６犦。ＤＩＣＫＩＮＳＯＮ等犤７犦的研究显示，ＥＧＲ１能促进血管

表皮细胞的增殖，但ＥＧＲ１通过何种基因影响细胞的增
殖仍有待进一步研究。本研究中探讨了ＥＧＲ１在人类血
管平滑肌细胞牗ＣＲＬ－１９９９牘增殖过程中的作用及影响
的下游基因，旨在揭示其在肺血管损伤修复中的作用提

供参考。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、试剂与仪器
细胞株：ＣＲＬ－１９９９购于ＡＴＣＣ。
试剂：Ｆ－１２Ｋ营养混合物培养基，胎牛血清，均购
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Ａ
ＮＣ ｓｉＥＧＲ１

ｍＲＮＡ相对表达量
１．５

１．０

０．５

０

ＥＧＲ１

ＡＣＴＩＮ

自 Ｇｉｂｃｏ公司；抗人 ＥＧＲ１抗体（Ｓａｎｔａ公司）；抗人细胞
周期调控蛋白 Ｄ１（ＣＣＮＤ１）抗体，抗人细胞外信号调节
激酶 １／２（ＥＲＫ１／２）抗体，抗人磷酸化的 ＥＲＫ１／２
（ｐ－ＥＲＫ１／２）抗体，均购自 ＣＳＴ公司；辣根氧化酶标记
的山羊抗兔，山羊抗鼠二抗，均购自博奥生物公司）；

ＲＩＰＡ裂解液；二喹啉甲酸（ＢＣＡ）蛋白浓度测定试剂盒，
５％～２０％梯度预制胶，电泳液，转膜液及蛋白彩色预染
ＭＡＲＫＥＲ、ＥＣＬ化学发光试剂盒，均购自碧云天公司；逆
转录试剂盒，实时荧光定量聚合酶链式反应（ｑＲＴ－
ＰＣＲ）试剂盒，均购自日本Ｔａｋａｒａ公司；慢病毒购自吉凯
生物公司；ＥＤＵ检测试剂盒（ｉＣｌｉｃｋＴＭＥｄＵＡｎｄｙＦｌｕｏｒ
６４７ＦｌｏｗＣｙｔｏｍｅｔｒｙＡｓｓａｙＫｉｔ，广东复能基因有限公司牘。

仪器：７５００型 Ｒｅａｌ－ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍＰＣＲ仪（美
国ＡＢＩ公司）；ＦｌｕｏｒＣｈｅｍ型凝胶成像化学发光系统（美
国 ＰｒｏｔｅｉｎＳｉｍｐｌｅ公司）；Ｇａｌｌｉｏｓ型流式细胞仪（美国贝
克曼库尔特公司）。

１．２ 方法
细胞培养：取ＣＲＬ－１９９９细胞，置含１０％胎牛血清

的 Ｆ－１２Ｋ营养混合物培养基于３７℃、５％ＣＯ２培养箱
中培养。

细胞慢病毒干扰实验：取１０×１０４个／孔对数期生长
的细胞，置１２孔板中，过夜贴壁培养。按感染复数牗ＭＯＩ牘
为 ３０的量加入慢病毒，培养 １２ｈ后，换成新鲜的培养
基继续培养３６ｈ，然后在荧光显微镜下观察转染效率。

ｑＲＴ－ＰＣＲ：采用Ｔｒｉｚｏｌ法分别提取ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－
１９９９细胞和对照细胞总 ＲＮＡ，用逆转录试剂盒将 ＲＮＡ
逆转录成ｃＤＮＡ，用ＳＹＢＲＰＣＲ试剂盒在７５００型Ｒｅａｌ－
ＴｉｍｅＰＣＲＳｙｓｔｅｍＲＣＲ仪上进行 ｑＲＴ－ＰＣＲ检测（预变
性，９５℃３０ｓ，然后９５℃５ｓ，６０℃３４ｓ，４０个循环），设
置 ３个复孔。ＰＣＲ引物：ＡＣＴＩＮ，正向引物 ５′－ＧＡＧＣ
ＴＡＣＧＡＧＣＴＧＣＣＴＧＡＣＧ－３′，反向引物 ５′－ＧＴＡＧＴＴＴＣ
ＧＴＧＧＡＴＧＣＣＡＣＡＧ－３′；ＥＧＲ１，正向引物 ５′－ＣＡＧＣＡＣ
ＣＴＴＣＡＡＣＣＣＴＣＡＧ－３′，反向引物 ５′－ＣＡＣＡＡＧＧＴＧＴＴ
ＧＣＣＡＣＴＧＴＴ－３′；ＣＣＮＤ１，正向引物 ５′－ＴＡＴＴＧＣＧＣＴ
ＧＣＴＡＣＣＧＴＴＧＡ－３′，反向引物 ５′－ＣＣＡＡＴＡＧＣＡＧＣＡＡ
ＡＣＡＡＴＧＴＧＡＡＡ－３′。

蛋白质印迹（ＷＢ）法检测 ＥＧＲ１，ＣＣＮＤ１，ＥＲＫ１／２
和 ｐ－ＥＲＫ１／２蛋白表达：采用 ＲＩＰＡ裂解液法提取细
胞总蛋白，采用ＢＣＡ法测蛋白浓度，加入蛋白上样缓冲
液后，沸水煮５ｍｉｎ使蛋白变性；蛋白上样量为 ４０μｇ，以
５％～２０％梯度胶电泳分离蛋白质；湿转法转移蛋白至
聚偏乙烯（ＰＶＤＦ）膜，５％ＢＳＡ封闭１ｈ，加入一抗４℃过
夜（ＥＧＲ１１∶１０００，ＡＣＴＩＮ１∶２０００，ＣＣＮＤ１１∶１０００，
ＥＲＫ１／２１∶１０００，ｐ－ＥＲＫ１／２１∶１０００），二抗室温孵
育 １ｈ（山羊抗鼠 １∶５０００，山羊抗兔 １∶５０００），采用

ＥＣＬ化学发光法显示结果。
ＥＤＵ法检测细胞增殖：分别用胰酶消化对照组细胞

和 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞，计数，２×１０５个／孔接种
于 ６孔板内，３７℃过夜培养，弃培养基，每孔加入 ２ｍＬ
含１０μｍｏｌ／ｍＬＥＤＵ的培养液，３７℃，ＣＯ２培养箱中继续
培养６ｈ，按试剂盒说明处理细胞，采用流式细胞仪分析。

盐酸戊乙奎醚处理细胞：将 ＣＲＬ－１９９９细胞和
ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞按 ５×１０５个／孔接种于 ６孔
板中，培养过夜，然后加入盐酸戊乙奎醚，并设空白对照

组，最终质量浓度为２μｇ／ｍＬ。放入培养箱中培养，并于
０，０．５，１，２，４，８ｈ时取材备用。
１．３ 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１３．０统计学软件分析。计量资料（正态
分布）以 Ｘ±ｓ表示，组内两两比较行 ｔ检验；采用相关
性分析采用 Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析，ｒ＜０．３为低度正相关，
０．３≤ｒ＜０．７为中度正相关，０．７≤ｒ＜１．０为高度正相
关；统计图表采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６绘制。Ｐ＜０．０１为差
异有显著统计学意义，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 慢病毒对ＣＲＬ－１９９９细胞中ＥＧＲ１表达水平的影响
细胞转染 ＥＧＲ１干扰慢病毒 ４８ｈ后，荧光显微镜

下观察发现，大部分细胞都表现出明显的绿色荧光（见

图 １Ａ），表明细胞转染了慢病毒，并整合到基因组上，
成功构建 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞。ｑＲＴ－ＰＣＲ结果显
示，ＥＧＲ１被成功干扰（见图１Ｂ，Ｐ＜０．０１）。同时，ＷＢ实验
结果表明，ＥＧＲ１蛋白表达水平也明显降低（见图１Ｃ）。

２．２ 敲低ＥＧＲ１表达对ＣＲＬ－１９９９细胞增殖的影响
将 ＥＤＵ加入 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞或对照组

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

ＮＣ ｓｉＥＧＲ１
ＮＣ ｓｉＥＧＲ１

Ｂ Ｃ
Ａ．荧光显微镜检 Ｂ．ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｃ．ＷＢ

注：为 Ｐ＜０．０１。
图１ 慢病毒对 ＣＲＬ－１９９９细胞中ＥＧＲ１表达水平的影响
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ＮＣ／个

３００

２００

１００

０
１０３ １０４ １０６１０５

ＡＰＣ
１０３ １０４ １０６１０５

ＡＰＣ

ｓｉＥＧＲ１／个
３００

２００

１００

０

ＥＤＵ阳性比例 ／％
３０

２５

２０

１５
ＮＣ ｓｉＥＧＲ１

Ｂ

Ａ

Ａ．ＥＤＵ流式法 Ｂ．ＥＤＵ３次重复实验
注：为 Ｐ＜０．０１。

图２ 敲低 ＥＧＲ１表达对 ＣＲＬ－１９９９细胞增殖的影响

相对表达量
１．５

１．０

０．５

０
ＮＣ ｓｉＥＧＲ１

ＥＧＲ１

ＣＣＮＤ１

ＡＣＴＩＮ

ＮＣ ｓｉＥＧＲ１

ＥＧＲ１
ＣＣＮＤ１

Ａ Ｂ
Ａ．ｑＲＴ－ＰＣＲ Ｂ．ＷＢ

注：为 Ｐ＝０．０００３，为 Ｐ＝０．００１１。
图３ 敲低ＥＧＲ１表达对 ＣＣＮＤ１表达水平的影响

ＥＧＲ１

ＡＣＴＩＮ

ａ ｂ ｃ ｄ

Ａ
０ ０．５ １ ２ ４ ８

ｔ／ｈ

ＥＧＲ１

ＡＣＴＩＮ

ｓｉＲＮＡ

盐酸戊乙奎醚

－ － ＋ ＋

－ ＋ － ＋

Ｂ

Ａ．加入盐酸戊乙奎醚后，不同时间点 ＥＧＲ１蛋白表达水平
Ｂ．加入盐酸戊乙奎醚后４ｈ，ＣＲＬ－１９９９细胞（ａ，ｂ）和
ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞（ｃ，ｄ）ＥＧＲ１蛋白表达水平
图４ 盐酸戊乙奎醚对 ＥＧＲ１表达水平的影响

·实验研究·

ＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔＲｅｓｅａｒｃｈ

细胞中，培养 ６ｈ后，阴性对照组中 ２６％的细胞含有
ＥＤＵ，即２６％的细胞进入了Ｓ期；同时，ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－
１９９９细胞中只有１９％的细胞含有 ＥＤＵ，其增殖效率减
少了 ２７％（见图 ２，Ｐ＜０．０１）。表明干扰 ＥＧＲ１后，
ＣＲＬ－１９９９细胞增殖受到了明显抑制。

２．３ 敲低ＥＧＲ１表达对ＣＣＮＤ１表达水平的影响
敲低 ＥＧＲ１后，ｑＲＴ－ＰＣＲ结果表明，ＣＣＮＤ１的

表达相应降低（见图３Ａ，Ｐ＝０．０００３，Ｐ＝０．００１１）。
ＷＢ实验也表明，敲低 ＣＲＬ－１９９９细胞的ＥＧＲ１后，
ＣＣＮＤ１蛋白表达水平明显降低（见图３Ｂ）。

２．４ 盐酸戊乙奎醚对ＥＧＲ１表达水平的影响
对 ＣＲＬ－１９９９细胞进行盐酸戊乙奎醚处理，分别

在 ０ｈ（处理前），及处理后 ０．５，１，２，４，８ｈ时提取蛋白
质，进行 ＷＢ检测，发现处理 １ｈ后 ＥＧＲ１蛋白表达开
始增多，２ｈ时达顶点，一直持续到８ｈ时（见图４Ａ），表
明盐酸戊乙奎醚能诱导 ＣＲＬ－１９９９细胞的 ＥＧＲ１表

达。为了进一步验证，对 ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞和
ＣＲＬ－１９９９细胞同时进行盐酸戊乙奎醚处理，并进行ＷＢ
检测。处理 ４ｈ后，盐酸戊乙奎醚处理组的 ＣＲＬ－１９９９
细胞和ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞的（ｂ，ｄ）ＥＧＲ１蛋白表
达量均比未处理组（ａ，ｃ）增多，且药物诱导后的
ｓｉＥＧＲ１－ＣＲＬ－１９９９细胞（ｄ）的ＥＧＲ１蛋白表达量显著
低于 ＣＲＬ－１９９９细胞（ｂ），进一步表明盐酸戊乙奎醚能
诱导ＣＲＬ－１９９９细胞的ＥＧＲ１表达（见图４Ｂ）。

２．５ 盐酸戊乙奎醚可通过ＥＲＫ１／２通路刺激ＥＧＲ１表达
对２．４项下不同时间点提取的蛋白质中ｐ－ＥＲＫ１／２，

ＥＲＫ１／２和 ＥＧＲ１蛋白的表达水平进行检测，结果显
示，ｐ－ＥＲＫ１／２在盐酸戊乙奎醚处理 １ｈ后表达水平
达峰值，维持至２ｈ时，随后逐渐减少。而 ＥＧＲ１的表达
在 １ｈ时仅轻微增多，后逐渐增多，其蛋白水平表达变
化在时间上总落后于 ｐ－ＥＲＫ１／２（见图 ５），提示盐酸
戊乙奎醚可通过ＥＲＫ１／２通路诱导ＥＧＲ１的表达。

３ 讨论

通常血管平滑肌细胞在动脉中膜中维持非增殖状

态，但在损伤或其他刺激下，中膜的血管平滑肌细胞会

迁移到内膜，开始增殖并分泌细胞外基质，导致动脉内

膜扩张，即新内膜形成犤８犦。富含丝／精氨酸剪辑因子 １

０ ０．５ １ ２ ４ ８
ｔ／ｈ

ｐ－ＥＲＫ１／２

ＥＲＫ１／２

ＥＧＲ１

ＡＣＴＩＮ

图５ 加入盐酸戊乙奎醚后，不同时间点ｐ－ＥＲＫ１／２，ＥＧＲ１蛋白表达水平
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（ＳＲＳＦ１）能通过Δ１３３ｐ５３－ＥＧＲ１复合体，影响ＫＬＦ５的
表达，从而促进血管平滑肌细胞的增殖犤９犦。ＸＩＥ等犤１０犦的

研究发现，ＥＧＲ－１参与了瘦素诱导的过氧化物酶体增
殖剂激活受体 γ（ＰＰＡＲγ）的减少和肺动脉平滑肌细胞
的增殖。ＳＹＳＯＬ等犤１１犦的研究发现，血小板源生长因子

（ＰＤＧＦ）通过 ＥＧＲ－１诱导鞘氨醇激酶 １（ＳｐｈＫ１）的表
达，可促进肺动脉平滑肌细胞增殖。此外，在其他组织

中，ＥＧＲ１也起到了促进细胞增殖的作用，如肌肉衍生
的卫星细胞犤１２犦、小鼠肝脏细胞犤１３犦等。ＥＧＲ１除了能被生
长因子诱导高表达外，也能被一些刺激诱导高表达，如

缺氧、辐照等；缺氧情况下，会对肺动脉造成一定程度损

伤，故进一步研究 ＥＧＲ１的功能，不但能在损伤修复阶
段起作用，而且在损伤防治阶段也能起到一定作用。

阿魏酸通过缺氧上调 ＥＧＲ１来改善人肌腱衍生干
细胞的自我更新和分化犤１４犦。ＣＨＥＮ等犤１５犦的研究结果证

实，ＣＣＮＤ１的转录是由 ＥＧＲ１直接调控的，ＣＣＮＤ１是３
种非连接蛋白（ＣｙｃｌｉｎＤ１，Ｄ２，Ｄ３）之一，在哺乳动物细
胞周期中主要调控 Ｇ１期向 Ｓ期过渡。敲低 ＣＲＬ－１９９９
细胞的ＥＧＲ１后，会影响ＣＣＮＤ１的表达，从而影响人血
管平滑肌细胞ＣＲＬ－１９９９的体外增殖。

盐酸戊乙奎醚是我国自主研发的抗胆碱Ⅰ类新药，
有较强的抗 Ｍ和 Ｎ样受体作用，对外周神经有较强的
抗 Ｍ样作用和一定程度的抗 Ｎ样作用，临床主要用于
对抗有机磷的中毒和全身麻醉患者术前给药。盐酸戊

乙奎醚能较早改善氧合，减缓急性肺损伤的进展，可

应用于对创伤性急性肺损伤早期的干预治疗犤１６犦。盐酸

戊乙奎醚能抑制炎性反应，减轻肺组织的损伤，改善氧

合，能有效缓解多发伤导致的急性肺损伤 犤１７犦，但其具

体作用机制和通路仍不清楚。ＺＨＡＮＧ等 犤１８犦的研究认

为，在缺血再灌注诱导的急性肺损伤中，通过适当增加

自噬可起到保护作用，同时 ＥＲＫ１／２信号通路具有积
极的调节作用。ＥＲＫ１／２是２０世纪８０年代末期发现的
一类丝／苏氨酸蛋白激酶，是 ＭＡＰＫ家族的一个重要亚
族，正常定位于胞浆，当激活后转位至胞核，调节转录因

子活性，产生细胞效应。本研究中发现盐酸戊乙奎醚能

通过ＥＲＫ１／２通路刺激ＥＧＲ１的表达，但盐酸戊乙奎醚
通过 ＥＧＲ１影响血管平滑肌细胞的具体作用机制仍不
清楚，有待进一步研究。
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