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E1A 激活基因阻遏子蛋白与细胞膜受体 IGF2R(11 ~ 13)
结构域作用抑制人血管平滑肌细胞迁移
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究人 E1A 激活基因阻遏子基因(CREG)蛋白在人血管平滑肌细胞迁移中的作用。 方法摇 构

建含有 myc 和 His 标签的野生型 CREG(wtCREG)和去糖基化突变型 CREG(mCREG)真核表达载体 pcDNA3郾 1
myc鄄His / wt / mCREG。 转染人 293F 细胞株,Ni鄄NTA 亲合层析方法纯化获得 wtCREG 和 mCREG 蛋白;将重组 wt鄄
CREG(400 nmol / L)及 mCREG 蛋白(400 nmol / L),分别加入体外培养的低表达 CREG 的人血管平滑肌细胞 OB2
中,应用 Western blot、细胞刮伤实验、明胶酶电泳方法观察两种重组人 CREG 蛋白对人血管平滑肌细胞迁移和分化

等生物学行为的影响;通过不同浓度(2、4、8 mg / L)的胰岛素生长因子 2 受体(M6P / IGF2R)中和抗体与人 M6P /
IGF2R 细胞外结构域蛋白小肽分别进行阻断实验,分析 M6P / IGF2R 是否参与介导 CREG 蛋白对平滑肌细胞迁移

的调控。 结果摇 刮伤实验发现,加入最佳效应浓度的 wtCREG 和 mCREG 蛋白 24 h 后,OB2 组细胞的迁移能力均明

显下降;明胶酶电泳和 Western blot 检测结果也证实,两种重组 CREG 蛋白均可以使细胞外基质金属蛋白酶 2、基质

金属蛋白酶 9 的合成及活性减少,而组织金属蛋白酶抑制物表达则明显增加;同时,Western blot 分析也证实,平滑

肌细胞分化标志蛋白 myocardin、SM 琢鄄actin、肌球蛋白重链和 caldesmin 表达增加,LM鄄1 和 FN 表达减少。 提示两种

重组 CREG 蛋白均能够抑制体外培养的人血管平滑肌细胞迁移,促进其分化。 IGF2R 中和抗体和 IGF2R 小肽阻断

实验证实:不同浓度的 Anti鄄M6P / IGF2R 能有效阻断两种 CREG 蛋白对人血管平滑肌细胞迁移和细胞外基质合成

的调控作用。 并且,M6P / IGF2R 的第 11 ~ 13 结构域小肽片段对 wt / mCREG 蛋白的生物学效应也有明显的阻断作

用。 结论摇 重组 CREG 蛋白可能通过细胞膜表面 M6P / IGF2R 的 11 ~ 13 结构域抑制人血管平滑肌细胞迁移和细胞

外基质分泌,维持细胞分化。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 The present study aimed to investigate the bio鄄function and mechanism of cellular repressor of
E1A鄄stimulated genes (CREG) protein on the migration of vascular smooth muscle cells (SMCs). 摇 摇 Methods摇 Human
wild鄄type and glycosylation mutant CREG proteins (named wtCREG or mCREG) were transfected and purified in human
293F cells. 摇 Human SMCs with CREG knocked鄄down expression (named OB2) were used to evaluate the effects of two
kinds of recombinant CREG protein. 摇 The migration of OB2 cells was evaluated by wound鄄healing assay. 摇 The expression
and activity was detected by Western blot and gelatin zymography. 摇 The differentiational marker proteins of SMCs were i鄄
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dentified to express by Western blot analysis. 摇 Furthermore, using soluble mannose鄄6鄄phosphate / insulin鄄like growth factor鄄2
receptor (M6P / IGF2R) fragments and M6P / IGF2R neutralizing antibody, the blocking analysis was finished by detecting the
migration of OB2 cells. 摇 摇 Results摇 Both wtCREG and mCREG (400 nmol / L) inhibit the migration of OB2 cells. 摇 Mean鄄
while, the expression and activity of matrix metalloproteinase鄄2 (MMP2) and matrix metalloproteinase鄄9 (MMP9) were iden鄄
tified to reduce in OB2 cells when treated with recombinant CREG protein. 摇 Reversely, the expressions of myocardin,
smooth muscle 琢鄄actin (SM 琢鄄actin), myosin heavy chain (MHC) and caldesmin were detected to enhance obviously. 摇 Fur鄄
ther blocking experiments using soluble M6P / IGF2R fragments and M6P / IGF2R neutralizing antibody suggest that two kinds
of recombinant protein are adequate for modulating SMC migration by binding to domains 11鄄13. 摇 摇 Conclusion摇 These data
suggest that soluble CREG protein can exert its biological function via binding to cell surface M6P / IGF2R, and thereby pro鄄
vide novel insights into CREG modulation of SMC phenotypic switching from contractile to migration.

摇 摇 血管损伤后,血管中膜平滑肌细胞 ( smooth
muscle cells,SMCs)由静息分化表型向去分化表型

转化,发生迁移,形成增生内膜,是血管疾病病理发

生的重要环节[1]。 目前已知多种生长因子、细胞外

基质和细胞活性分子都参与诱导病理性损伤后血

管中膜 SMCs 从分化表型向去分化表型转化的迁移

过程,产生过度修复的有害作用,参与增生性血管

病的形成。 相反,那些在病理损伤过程中能够维持

SMCs 分化稳态的有益的血管活性分子却鲜有报

道[2]。 因此,寻找这类保护性血管活性分子并探明

其作用机制对人类增生性血管疾病的防治研究具

有重要意义。
人 E1A 激活基因阻遏子基因(cellular repressor

of E1A鄄stimulated genes,CREG)是 1998 年美国哈佛

大学医学院 Gill 从子宫颈内膜癌 Hela 细胞 cDNA
文库中克隆的一个转录相关调控因子[3]。 CREG 基

因 cDNA 全长 667 bp,编码 220 个氨基酸的小分子

糖蛋白,在 N 末端含有 3 个甘露糖鄄6鄄磷酸 (man鄄
nose鄄6鄄phosphate,M6P)结合位点。 Gill 等早期研究

认为[4],CREG 可作为一种转录因子与腺病毒蛋白

E1A、转录因子 E2F 竞争结合靶基因的启动子区,阻
遏 E1A 和 E2F 对靶基因的转录,抑制细胞增殖。 进

一步研究证实[5],CREG 是一种分泌型糖蛋白,在分

化成熟的组织和血管中广泛表达,在未分化组织细

胞(如胚胎干细胞和畸胎瘤细胞)中表达极低。 体

外添加分泌型 CREG 蛋白显著抑制了畸胎瘤细胞的

增殖并促进其向神经细胞自主分化。 这些研究提

示:CREG 可以通过自分泌或旁分泌作用诱导并维

持多种组织或细胞的分化成熟稳态。
我所 1999 年应用 mRNA 差异显示技术首次从

体外培养的人胸腔内动脉 SMCs 中克隆到了人

CREG 基因,证实 CREG 表达与 SMCs 分化成熟密切

相关,提示 CREG 基因促进了 SMCs 向分化表型的

转化。 本所多年研究证实[6]:CREG 蛋白表达并分

泌后可抑制体外培养的血管 SMCs 增殖。 并且,进
一步在体动物实验研究也证实外源性 CREG 基因过

表达维持 SMCs 分化稳态,能够抑制损伤血管中新

生内膜形成,对抗损伤后血管增生性疾病的发生。
那么,CREG 蛋白作为 SMCs 表达并分泌的一种新的

血管活性分子,能否通过自分泌和 /或旁分泌方式

抑制 SMCs 迁移,从而维持细胞的分化稳态对抗病

理性疾病的发生呢? 这些问题仍待阐明。 为解决

这些问题,深入揭示 CREG 蛋白在 SMCs 分化稳态

调控中的生物学机制,本研究分别借助我所构建的

含有 His鄄myc 蛋白标签的重组野生型 CREG 蛋白

(wild type CREG,wtCREG)表达载体和糖基化位点

缺失突变型的重组 CREG 蛋白 ( mutant CREG,
mCREG)表达载体,应用人胚肾工程细胞株(293F)
和 Ni鄄NTA 亲和层析方法纯化得到重组的人 wt鄄
CREG 蛋白及 mCREG 蛋白[7],进一步应用体外培

养的正常 SMCs (命名为 HITASY 细胞)和 CREG 基

因 knock鄄down 的 SMCs(命名为 OB2 细胞)模型,探
讨外源性添加两种 CREG 蛋白对 SMCs 迁移的调控

作用,并确定细胞膜受体胰岛素生长因子 2 受体

(mannose鄄6鄄 phosphate / insulin鄄like growth factor鄄2 re鄄
ceptor,M6P / IGF2R)参与介导两种重组 CREG 蛋白

对细胞表型转化的调控及互作结构域,进一步阐明

CREG 蛋白作为维持血管分化稳态的活性分子的临

床应用前景。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 HITASY 细胞株,HITASY CREG knock down 细

胞株(以下简称为 OB2 细胞株),稳定表达重组人

wtCREG / myc鄄His 融合糖蛋白和稳定表达重组人

mCREG / myc鄄His 融合糖蛋白的 293F 细胞由本所建

立。 Anti鄄myc、Anti鄄His 抗体和 Ni鄄NTA 蛋白纯化试

剂盒均购自美国 Invitrogen 公司。 茁鄄巯基乙醇、咪

269 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 20,No 11,2012



唑、蛋白酶抑制剂购自美国 Sigma 公司。 增强化学

发光试剂(ECL)购自美国 Amersham 公司,蛋白测

定 BCA 试剂盒购自美国 Pierce 公司,辣根过氧化物

酶标记山羊抗小鼠抗体购自中杉公司,DMEM 和小

牛血清购自 Gibcobrl 公司。 Centriprep 离心超滤管

购自美国 Millipore 公司。 HiTrap 脱盐柱购自美国

GE Healthcare Bio鄄Sciences 公司。 Anti鄄CREG、Anti鄄
IGF2R、 Anti鄄SMA、 Anti鄄FN、 Anti鄄MMP2、 Anti鄄MMP9
抗体和 IGF2R(11 ~ 13)小肽购自美国 RD 公司。
1郾 2 摇 重组人 wtCREG / myc鄄His 融合糖蛋白和

mCREG / myc鄄His 蛋白的制备

1郾 2郾 1摇 重组蛋白的表达及纯化 摇 摇 重组人 wt鄄
CREG / myc鄄His 和 mCREG / myc鄄His 融合糖蛋白表

达、纯化及鉴定方法参照文献进行[7,8]。
1郾 2郾 2 摇 重 组 人 wtCREG / myc鄄His 融 合 糖 蛋 白 和

mCREG / myc鄄His 蛋白的鉴定[8] 摇 摇 取 10 滋L 细胞

裂解产物、穿透液及洗液,30 滋L 洗脱液(第 1 ~ 8
管)上样,以 1 颐 3 500 Anti鄄myc 单克隆抗体作为一

抗,以 1颐 2 000 辣根过氧化物酶标记羊抗小鼠抗体

作为二抗,行 Western blot 检测,用 ECL 试剂盒发光

显影。 取浓缩脱盐后的纯化蛋白 30 滋L,行十二烷

基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( sodium dodecyl sul鄄
fate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS鄄PAGE),
0郾 1%考马斯亮蓝染色,用脱色液(50 mL 乙酸 + 150
mL 甲醇 + 300 mL 双蒸水)脱色至出现明显清晰的

谱带。 经 Image鄄J 软件分析蛋白纯度。 取 30 滋L 浓

缩并脱盐后的纯化蛋白,加入 1 伊 糖蛋白变性缓冲

液 3 滋L,100 毅C 煮沸 10 min 后,加入 10 伊 G7 缓冲

液 3 滋L 及 10% NP鄄40 3 滋L,再加入 3 滋L PNGaseF,
37益温育 1 h。 分别取 10 滋L 细胞裂解产物、穿透液

及洗液,30 滋L 浓缩并脱盐后的纯化蛋白及 PNGas鄄
eF 处理过的纯化蛋白行 SDS鄄PAGE 并银染。
1郾 3摇 重组人 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白的功能

分析

1郾 3郾 1摇 刮伤实验 摇 摇 将 HITASY 和 CREG 低表达

的 OB2 细胞培养在 35 mm 的 6 孔板内,细胞密度为

3 伊 106 / cm2。 去血清培养 48 h 进行细胞周期同步

化。 用牙签尖端直线划过单细胞层后,PBS 洗 3 次,
加入含 1% 胎牛血清 ( fetal calf serum, FCS) 的

DMEM。 显微镜下测量直线两侧细胞间的距离,每
个皿选择 5 个测量点。 24 h 后再次测量相应测量点

细胞的距离。 两个距离的差值的 1 / 2 为细胞迁移的

距离。 每种细胞共 45 个测量点。
1郾 3郾 2摇 明胶酶活性分析摇 摇 配制 10% 的聚丙烯酰

胺凝胶,其中含 0郾 1% 明胶。 将细胞培养至 60% ~

70%融合,无血清培养 72 h 行细胞周期同步化,其
后更换为含 10% FBS 的 DMEM,同时将重组 wt /
mCREG 蛋白以最适宜浓度添加至 OB2 细胞和 HI鄄
TASY 细胞培养液中,12 h 后进行上清液明胶酶活

性检测。 SDS鄄PAG 电泳,剥离凝胶,以蒸馏水漂洗

后,移入 2郾 5% Triton X鄄100 溶液 100 mL 中,摇床上

低速摇动以洗脱 SDS 30 min 后,重复 1 次。 再以蒸

馏水漂洗,凝胶移入明胶酶缓冲液(50 mmol / L Tris鄄
HCl,pH 7郾 5,10 mmol / L CaCl2 和 1 滋mol / L ZnCl2)
100 mL 中,37益温育 12 ~ 16 h。 0郾 1% 考马斯亮蓝

染色 2 h,用脱色液脱色至出现明显清晰负染谱带。
1郾 3郾 3摇 Western blot 检测重组蛋白对体外培养的平

滑肌细胞的分化能力分析 摇 摇 提取 HITASY 细胞、
OB2 细胞以及外源性添加 CREG 蛋白 24 h 后的

OB2 细胞总蛋白,SDS鄄PAGE 电泳,并转移蛋白至

PVDF 膜上,用抗平滑肌 琢鄄肌动蛋白 ( anti鄄smooth
muscle 琢鄄actin,Anti鄄SM 琢鄄actin)、抗平滑肌肌球蛋白

重链 ( anti鄄smooth muscle myosin heavy chain,Anti鄄
SM鄄MHC )、 anti鄄caldesmin、 anti鄄myocardin、 anti鄄fi鄄
bronectin (Anti鄄FN)、anti鄄lamine鄄1 (Anti鄄LM鄄1)、抗
基质金属蛋白酶 2 ( anti鄄matrix metalloproteinase鄄2,
Anti鄄MMP2)、Anti鄄MMP9 和抗组织金属蛋白酶抑制

物 ( anti鄄tissue inhibitor of metalloproteinase, Anti鄄
TIMP)检测细胞内上述蛋白的表达。
1郾 4摇 IGF2R 中和抗体阻断实验

饥饿 48 h 同步化的 OB2 细胞中,同时添加 400
nmol / L 的 wt / mCREG 和不同浓度的 IGF2R 中和抗

体,8 h 后应用刮伤实验观察 CREG 蛋白抑制 OB2
细胞迁移效应的变化。
1郾 5摇 重组 IGF2R 胞外结构域小肽阻断实验

饥饿 48 h 同步化的 OB2 细胞中,同时添加 400
nmol / L 的 wt / mCREG 和 IGF2R(11 ~ 13)结构域片

段小肽,8 h 后应用刮伤实验观察 CREG 蛋白抑制

OB2 细胞迁移效应的变化。
1郾 6摇 统计学分析

本研究实验数据均为百分数。 两样本率的比

较应用卡方检验,统计学处理均应用 SPSS 11郾 0 软

件包处理。 P < 0郾 05 为有统计学差异。 每组实验结

果重复 3 次以上。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 重组人 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白的表达

及纯化

2郾 1郾 1摇 重组人 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白的表

369CN 43鄄1262 / R摇 中国动脉硬化杂志 2012 年第 20 卷第 11 期



达、纯化及糖苷酶切鉴定 摇 摇 同本所以前研究[7],
收集稳定转染上述表达质粒的 293F 细胞裂解产物,
经 Ni鄄NTA 柱亲和层析纯化后,Centriprep 离心超滤

管(10000NMWL)浓缩至 600 滋L,浓缩后的重组 wt /
mCREG / myc鄄His 蛋白与标准品白蛋白对比,计算出

纯化的重组蛋白浓度分别为 0郾 692 g / L 和 0郾 984 g /
L,经 BCA 法测定并与蛋白标准曲线比较,经 Image鄄
J 软件分析,重组 wtCREG 和 mCREG 蛋白纯度分别

为 92%和 93% 。 两种蛋白在考马斯亮蓝染色结果

中显示为 28 kDa 和 26 kDa 左右的两条单一的纯化

蛋白条带(图 1)。

图 1. 蛋白凝胶电泳鉴定人重组 wt / mCREG / myc鄄His 蛋白纯

度摇 摇 1 为 Marker,2 为人 mCREG 蛋白,3 为人 wtCREG 蛋白。

Figure 1. Identification of human wt / mCREG / myc鄄His
protein purity by Western blot

2郾 1郾 2摇 应用平滑肌细胞增殖效应确定 wt / mCREG /
myc鄄His 融合蛋白的有效工作浓度摇 摇 由于本所已证

实重组 CREG 蛋白可以明确抑制 SMCs 增殖。 因此,
我们首先选择不同浓度(200、400、800、1 600 nmol / L)
wt / mCREG 蛋白添加到 CREG 基因 knock down 的

SMC(OB2)中,以 HITASY 和 OB2 空白组细胞为对照

组。 行流式细胞周期分析,观察各组细胞 G1 细胞周

期比例,用以确定两种重组 CREG 蛋白的有效作用剂

量。 结果显示:两种重组蛋白对 OB2 空白组细胞增

殖的最适宜作用浓度均为 400 nmol / L(图 2)。

图 2. 两种重组 CREG 蛋白有效工作浓度(n = 6) 摇 摇 a 为 P
< 0郾 05,与 OB2 空白组比较。

Figure 2. Analysis of effective working concentration in two
recombinant CREG group (n =6)

2郾 2摇 重组人 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白对平滑

肌细胞迁移的调控作用

2郾 2郾 1摇 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白对平滑肌细

胞迁移的效应 摇 摇 刮伤实验结果显示,加入 400
nmol / L 的 wtCREG 和 mCREG 24 h 后,与空白对照

组比较,CREG 低表达的 OB2 组的迁移能力明显受

到抑制,HITASY 组无明显变化(图 3)。
进一步应用Western blot 和明胶酶谱分析方法检

测发现,两种 CREG 蛋白添加使 OB2 细胞中 MMP2、
MMP9 合成减少,TIMP2 合成增加;wtCREG 对细胞迁

移的抑制效应强于 mCREG。 进一步应用明胶酶谱分

析发现,两种 CREG 蛋白添加后,OB2 细胞中 MMP2
和 MMP9 的活性也明显受到抑制(图 4)。
2郾 2郾 2摇 wt / mCREG / myc鄄His 融合蛋白促进平滑肌

细胞分化 摇 摇 Western blot 分析显示,添加外源性

CREG 蛋白 12 h 后,OB2 细胞分化表型的标志物

MHC、SM 琢鄄actin、caldesmin 和 myocardin 表达均显

著增加,而合成表型标志蛋白 Fibronectin 和 Lamine鄄
1 表达则显著减少(图 5)。 以上结果提示,外源性

CREG 蛋白促进体外培养的 SMC 由去分化表型向

成熟分化表型转化。

图 3. CREG 蛋白添加后抑制 SMC 迁移(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 OB2 空白组比较。

Figure 3. Recombinant wt / mCREG inhibits cultured VSMC migration (n =6)
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图 4. 细胞中 MMP2 / 9 表达及活性分析 摇 摇 A1、A2 为 Western blot 检测 MMP2、MMP9 表达;B1、B2 为明胶酶电泳检测 MMP2、MMP9
活性。

Figure 4. The expression and activity of MMP2 and MMP9 was detected by Western blot and MMPs assay

图 5. 重组 CREG 蛋白促进 SMC 分化

Figure 5. Recombinant CREG proteins promote cultured SMC differentiation

2郾 3摇 细胞膜受体 M6P / IGF2R 介导重组 CREG 蛋白

的生物学功能

2郾 3郾 1摇 中和抗体阻断抑制 CREG 蛋白对 OB2 细胞

迁移的生物学效应摇 摇 为确定 M6P / IGF2R 是否介

导 CREG 蛋白的生物学效应,我们同时加入 M6P /
IGF2R 中和抗体和重组 CREG 蛋白分析 SMC 生物

学效应的改变。 刮伤实验结果显示,添加 Anti鄄
IGF2R(8 mg / L)24 h 后,OB2 + wtCREG 组中 SMC
迁移距离由 1郾 87 滋m 增加至 6郾 13 滋m, OB2 +
mCREG 组中 SMC 迁移距离由 3郾 56 滋m 增加至

5郾 73 滋m,提示加入 Anti鄄IGF2R 后重组 CREG 蛋白

对 SMC 迁移的抑制效应减弱(图 6)。
2郾 3郾 2摇 M6P / IGF2R(11 ~13)阻断重组 CREG 蛋白对

OB2 细胞迁移的作用摇 摇 以往实验研究结果[8]提示

M6P / IGF2R 细胞外段的第 11 ~ 13 结构域片段,是重

组 CREG 蛋白直接结合的功能位点。 本研究进一步

利用刮伤实验观察 M6P / IGF2R 结构域小肽片段是否

影响 CREG 蛋白对细胞迁移的调控效应。 结果发现,
加入 M6P / IGF2R(11 ~13)小肽片段后,wtCREG 蛋白

和mCREG 抑制 SMC 迁移的生物效应都显著减弱(图
7),提示 M6P / IGF2R(11 ~ 13)结构域可能是重组

CREG 蛋白直接结合的功能位点。
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图 6. Anti鄄IGF2R 阻断 CREG 抑制迁移的生物学效应(n = 6)
a 为 P < 0郾 05,与 OB2 空白组比较。

Figure 6. Anti鄄IGF2R neutralizing antibody block CREG
regulated migration in OB2 cells (n =6)

图 7. M6P / IGF2R 结构域小肽阻断 CREG 对 SMC 迁移的抑

制效应(n = 6) 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与 OB2 空白组比较。

Figure 7. M6P / IGF2R (11鄄13) domain fragments block
CREG regulated migration of OB2 (n =6)

3摇 讨摇 论

近年研究发现[9],成熟血管壁的 SMC 具有极大

可塑性。 生理状态下血管壁中 SMC 处于分化表型,
血管损伤后 SMC 可发生表型逆转,由分化表型(收
缩表型)转变为去分化表型(合成表型),并获得增

殖、迁移及合成、分泌大量细胞外基质的能力。 SMC
由分化表型向去分化表型的转化是动脉粥样硬化

(atherosclerosis,As)及经皮冠状动脉介入( percuta鄄
neous transluminal coronary intervention,PCI)治疗术

后再狭窄等疾病发生中新生内膜形成和管腔狭窄

的重要病理基础。 因此,对 SMC 表型转化机制的研

究是增生性血管病防治研究的一个重要方向。
长期以来,人们一直试图寻求某种能抑制 SMC

增殖的有效方法,外源性蛋白抑制是其中之一。
CREG 是 1998 年 Gill 等[1]采用酵母双杂交法从 He鄄
la 细胞的 cDNA 文库中发现并克隆的一种转录因

子。 CREG 是一种具有 220 个氨基酸的分泌型糖蛋

白,其 mRNA 在成熟分化的组织广泛表达,但在去

分化的细胞(如鼠胚胎干细胞、人胚胎瘤细胞)却是

低表达的[2]。 CREG 可直接与外源性腺病毒蛋白

E1A 及哺乳动物体内转录因子 E2F 家族蛋白竞争

性地结合在靶基因的启动子上,从而阻遏 E1A 和

E2F 对靶基因的激活作用。 已有研究发现,E1A 能

够改变细胞(宿主)转录过程,激活和 /或抑制基因

表达,促进细胞分裂,使其进入 S 期;E2F 是细胞周

期中 G1 期向 S 期过渡的重要调控因子,它通过与

视网膜母细胞瘤基因编码蛋白及相关蛋白等多种

依赖细胞周期的蛋白及酶相互作用调控细胞的增

殖。 因此,CREG 可阻遏由 E1A 和 E2F 引起的细胞

增殖和分化表型转换等相关生理活动[10]。 本研究

在细胞水平研究了外源性重组 CREG 蛋白对 SMC
的迁移以及分化的影响。 结果表明,两种外源性重

组 CREG 明显抑制了 SMC 的迁移和分泌细胞外基

质的能力,说明 CREG 具有促进 SMC 由去分化表型

向分化表型转化的生物学效应。 以往研究主要基

于 CREG 基因表达对细胞生物学效应,而可溶性

CREG 分子对细胞生物学效应的研究报道极少,对
于 SMC 的迁移效应研究则未见报道。 本研究的结

果发现,CREG 对 SMC 抑制迁移、促进分化的效应

均不依赖于 CREG 蛋白中是否存在糖基化修饰作

用,但糖链修饰可以明显增强 CREG 对 SMC 的生物

学效应。 这为以后进一步研究 CREG 蛋白分子中糖

基化结构的作用提供了初步的基础。 同 CREG 的生

物学效应相似,M6P / IGF2R 蛋白在正常的胚胎发育

和抑制细胞增殖中也具有重要的作用。 大量研究

报道,M6P / IGF2R 受体的功能缺失或突变与多种肿

瘤的发生密切相关,其中主要包括肝癌、乳腺癌、肺
癌及胃癌[11,12]。 它是目前已知的一种重要的肿瘤

抑制因子,能与多种 M6P 蛋白和非糖基化蛋白结

合,参与细胞因子活化或降解。 M6P / IGF2R 可以介

导新合成的酸性水解酶至溶酶体,并使细胞外的溶

酶体酶内在化。 这些研究提示:M6P / IGF2R 受体可

能是外源性 CREG 蛋白入胞的直接作用受体,其可

能通过与 M6P / IGF2R 结合发挥生物学功能[13]。
为确定 M6P / IGF2R 与 CREG 蛋白的相互作用

在 CREG 蛋白调控的 SMC 迁移中的作用,我们设计

了抗体中和和结构域阻断实验。 结果表明,Anti鄄
M6P / IGF2R 和 IGF2R(11 ~ 13)结构域阻断 M6P /
IGF2R 与 CREG 蛋白的结合后,重组 CREG 蛋白对

OB2 细胞迁移能力明显受到抑制;相反,细胞迁移

效应显著增强。 这些结果证明了重组 CREG 蛋白对
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SMC 生物学效应是通过 SMC 细胞膜表面 M6P /
IGF2R(11 ~ 13)结构域介导的。 这与我们前期和其

他已报道的研究结果证明 M6P / IGF2R 介导人工重

组可溶性蛋白 CREG 生物学效应的主要细胞膜表面

受体的结论是一致的,但对于二者结合的分子机制

仍需要深入的研究证实。
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