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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察血小板源性生长因子 BB(PDGF鄄BB)是否可以诱导大鼠血管平滑肌细胞(VSMC)基质金属蛋

白酶 2(MMP鄄2)基因表达及 VSMC 的迁移,探讨 p38 信号通路在这一过程中的作用,为血管重建性疾病的研究提供实

验依据。 方法摇 PDGF鄄BB 不同浓度和不同时间刺激体外培养的大鼠 VSMC,用放线菌素 D、SB202190(MAPK / p38 特

异性抑制剂)处理 PDGF鄄BB 诱导的 VSMC。 细胞划痕实验检测细胞迁移,运用 Real鄄time RT鄄PCR 检测 MMP鄄2 基因表

达水平,Western blot 检测 p38 的活性变化。 结果摇 PDGF鄄BB 可促进 VSMC 迁移,SB202190 可抑制 PDGF鄄BB 诱导的

VSMC 迁移。 不同浓度 PDGF鄄BB(10 滋g / L ~50 滋g / L)作用 VSMC 0郾 5 h,MMP鄄2 基因表达明显增加,其中以 20 滋g / L
较显著;用 20 滋g / L PDGF鄄BB 作用 VSMC 0郾 5 h ~4 h,可显著上调 MMP鄄2 基因表达,以 0郾 5 h 较显著。 用放线菌素 D
和 SB202190 预处理后 MMP鄄2 基因表达降低。 PDGF鄄BB 可激活 VSMC 中磷酸化 p38 水平,SB202190 可抑制 p38 的磷

酸化以及相应的 MMP鄄2 基因表达。 结论摇 p38 参与了 PDGF鄄BB 诱导的 VSMC 迁移及 MMP鄄2 基因表达。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the expression of matrix metalloproteinase鄄2 (MMP鄄2) gene in vascular smooth muscle
cells (VSMC) induced by platelet鄄derived growth factor BB (PDGF鄄BB) and the dependent signaling pathway. 摇 摇 Methods
VSMC isolated from rats were treated with PDGF鄄BB at different concentration and durations. 摇 The expression of MMP鄄2
mRNA was detected by Real鄄time RT鄄PCR. 摇 The p38 activity was detected by Western blot. 摇 Actinomycin D, SB202190
were used to investigate underlying mechanisms. 摇 Cell migration was tested by scratch. 摇 摇 Results摇 MMP鄄2 mRNA expres鄄
sion was up鄄regulated by PDGF鄄BB for 1 h at 10 滋g / L ~50 滋g / L, and maximally induced at 20 滋g / L. 摇 The time of MMP鄄
2 mRNA expression maximally occurred 30 min after PDGF鄄BB exposure. 摇 Incubation of VSMC with PDGF鄄BB resulted in a
significant activation of p38. 摇 VSMC pretreated with actinomycin D showed a significant decrease of MMP鄄2 mRNA expres鄄
sion. 摇 SB202190 resulted in inactivation of p38, meanwhile, significantly suppressed of MMP鄄2 mRNA expression on PDGF鄄
BB treatment. 摇 摇 Conclusion摇 PDGF鄄BB can induce expression of MMP鄄2 gene and cell migration in VSMC, which can be
regulated by p38 signaling pathway. 摇 This process may play a critical role in development of vascular remodeling.
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摇 摇 血管平滑肌细胞( vasular smooth muscle cell,
VSMC)的异常增殖和迁移在血管重建性疾病(vascu鄄
lar remodeling diseases,VRD)的病理过程中起重要作

用。 多种生长因子和细胞因子可通过与细胞膜受体

的相互作用进而激活胞内相关信号通路,启动增殖相

关基因的表达,引起位于中膜 VSMC 增殖和迁移而导

致受损血管狭窄。 其中,血小板源性生长因子(plate鄄
let鄄derivered growth factor BB, PDGF鄄BB ) 是 刺 激

VSMC 迁移和增殖的强效细胞因子[1]。 因此,研究

VSMC 迁移相关基因以及可能的信号转导机制,对探

讨 VRD 血管重建的发生过程有重要意义。
基质 金 属 蛋 白 酶 ( matrix metalloproteinase,

MMP)与细胞外基质降解有关,是一组依赖 Ca2 + 、
Zn2 + 等金属离子作为辅助因子的蛋白水解酶家族,
由巨噬细胞、VSMC 及其他一些细胞产生,可广泛降

解细胞外基质( extracellular matrix,ECM)。 MMP鄄2
可以特异性地降解动脉壁基膜中的重要成分郁型

胶原,可以促进斑块纤维帽中的基质成分降解,从
而使粥样斑块不稳定,导致动脉粥样硬化和心肌梗

死的发生[2,3]。 研究证实,PDGF鄄BB 能够通过上调

MMP鄄2 基因表达调节 VSMC 迁移[4,5],但具体信号

机制不明。 本研究拟探讨 PDGF鄄BB 对体外培养的

大鼠主动脉 VSMC MMP鄄2 基因表达的影响,以及可

能参与信号转导的 p38 的活性变化,为 VRD 的研究

提供实验依据。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂

摇 摇 重组人 PDGF鄄BB 购自 Prospec 公司;DMEM 培

养基、胎牛血清购自 Gibco 公司;逆转录试剂盒购自

Promega 公司;Trizol、SYBR鄄Green 荧光定量 PCR 试

剂盒购自 Invitrogen 公司;放线菌素 D(Actinomycin
D)、SB202190、PD98059、Wortmannin 购自 Sigma 公

司;兔抗 p鄄p38 和 p38 的多克隆抗体购自 Cell Signa鄄
ling Technology 公司;碱性磷酸酶标记的山羊抗兔和

马抗小鼠的二抗购自上海碧云天生物技术有限公

司;二氧化碳培养箱为 Thermo 产品;倒置相差显微

镜和显微成像系统为 Olympus 产品;垂直凝胶电泳

槽为 Bio鄄Rad 产品;高速冷冻离心机为 Heraeus
Beckman 产品; Stepone plus Real鄄Time PCR System
为 ABI 产品。
1郾 2摇 大鼠 VSMC 的培养

参照文献[6],选 6 ~ 8 周龄雄性 SD 大鼠,3%
戊巴比妥钠麻醉后,无菌条件下取胸主动脉,眼科

镊剥离外膜,纵行切开血管,消毒棉签擦去内膜层

后,将中膜剪成 1 ~ 2 mm2 大小的组织块,均匀贴在

培养皿底面上,加入适量含 20% FBS、青霉素、链霉

素各 105 IU / L 的 DMEM 培养基,在 37益、含 5%CO2

的恒温孵育箱中培养。 3 ~ 4 天可见细胞从组织周

边爬出,1 周后用 0郾 125% 胰蛋白酶消化传代,倒置

显微镜下见传代细胞呈典型的“峰鄄谷冶样生长,免
疫细胞化学染色见细胞内 琢鄄肌动蛋白呈阳性,确定

为平滑肌细胞。 实验用 4 ~ 8 代细胞。
1郾 3摇 Actinomycin D、SB202190、PD98059、Wortman鄄
nin 的干预

用 DMSO 溶解基因转录阻断剂 Actinomycin D、
p38 抑制剂 SB202190、 ERK 抑 制 剂 PD98059 和

PI3K 抑制剂 Wortmannin。 接种于 6 孔板的 VSMC
同步 24 h 后,加入 Actinomycin D (终浓度 1 mg / L)、
SB202190(终浓度 100 mmol / L)和 Wortmannin(终浓

度 200 滋mol / L),加入同体积的 DMSO 为对照,孵育

20 min,再加入 PDGF鄄BB(20 滋g / L)作用 30 min。
1郾 4摇 细胞划痕实验

先用 Marker 笔在 6 孔板背后用直尺比着,在孔

正中直径处划横线。 孔中加入约 5 伊 105 个细胞,过
夜后无血清 DMEM 同步 24 h 。 用直尺比着在显微

镜下用细胞刮沿横线将一侧细胞刮去。 用 PBS 洗

细胞 3 次,去除划下的细胞,加入无血清培养基。 设

DMSO 对照组、PDGF鄄BB 组、 SB202190 + PDGF鄄BB
组、PD98059 + PDGF鄄BB 组和 Wortmannin + PDGF鄄
BB 组,抑制剂预处理 20 min 后与 PDGF鄄BB 组同时

加入 PDGF鄄BB 作用 4 h,然后更换为含 1% FBS 的

DMEM 继续培养 16 h。 洗涤、固定、HE 染色后用显

微成像系统拍照,计算相对迁移距离,观察 4 个视

野,取均值。
1郾 5摇 Real鄄time RT鄄PCR 检测 MMP鄄2 基因表达

将细胞以 2 伊 105 / 孔接种于 6 孔培养板中,待细

胞长满孔底约 70% ,换无血清 DMEM 饥饿同步 24 h
后分组进行实验。 用 500 滋L Trizol 裂解各组 VSMC,
提取总 RNA 并用逆转录试剂盒逆转录为 cDNA,以
cDNA 为模板进行Real鄄time RT鄄PCR 检测,以GAPDH
为内参来调整模板浓度。 MMP鄄2(NM_031054)上游

引物 5忆鄄CAC TTT CTA TGG CTG CCC CA鄄3忆,下游引

物 5忆鄄GGT CAA GGT CAC CTG TCT GG鄄3忆;GAPDH
(NM_017008)上游引物 5忆鄄GGC AGC CCA GAA CAT
CATC C鄄3忆,下游引物 5忆鄄GCC AGC CCC AGC ATC
AAA G鄄3忆。 每个样品反应总体系 20 滋L。 PCR 反应

条件:95益 5 min,95益 20 s,58益 20 s,72益 20 s,35
个循环。 然后进行数据分析,各目的基因表达水平的
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变异用变化倍率 2 - 驻驻Ct来表示。
1郾 6摇 Western blot 检测 p38 活性

收集各组 VSMC,用冰 PBS 洗 3 次,加入含有蛋

白酶抑制剂的细胞裂解液冰上处理 20 min,离心后

吸取上清。 用 10% SDS鄄PAGE 凝胶电泳分离蛋白,
蛋白上样量 30 滋g。 转膜后用 5%脱脂奶粉的 TBST
封闭 2 h,分别加兔抗 p鄄p38 和 p38 的多克隆抗体

(1颐 1000);鼠抗 Tublin 多克隆抗体(1 颐 500),4益孵

育过夜;TBST 洗膜后加碱性磷酸酶标记的山羊抗兔

和马抗小鼠的二抗(1颐 1000),室温摇床上孵育 2 h,
洗膜后用 BCIP / NBT 显色液膜上显色,扫描后进行

图像灰度分析。
1郾 7摇 统计学方法

实验数据采用x 依 s 表示,两样本均数的比较采

用 t 检验,多样本组间均数比较采用单因素方差分

析。 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 PDGF鄄BB 促进 VSMC 迁移

摇 摇 DMSO 对照组、PDGF鄄BB 组、SB202190 + PDGF鄄
BB 组、 PD98059 + PDGF鄄BB 组 和 Wortmannin +
PDGF鄄BB 组细胞相对迁移距离分别为 0郾 773 依
0郾 100 mm、1郾 230 依 0郾 091 mm、0郾 390 依 0郾 078 mm、
1郾 203 依 0郾 149 mm 及 2郾 243 依 0郾 219 mm。 与 DMSO
对照组相比,PDGF鄄BB 组和 Wortmannin + PDGF鄄BB
组细胞迁移明显被促进(P < 0郾 05);与 PDGF鄄BB 组

相比,SB202190 + PDGF鄄BB 组细胞迁移明显被抑制

(P < 0郾 01),而 PD98059 + PDGF鄄BB 组细胞迁移没

有明显改变(图 1)。

图 1. PDGF鄄BB、SB202190、PD98059 和 Wortmannin 对 VSMC 细胞迁移的影响 摇 摇 A 为 DMSO 对照组,B 为 PDGF鄄BB 组,C 为

SB202190 + PDGF鄄BB 组,D 为 PD98059 + PDGF鄄BB 组,E 为Wortmannin + PDGF鄄BB 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与 DMSO 对照组比较;c 为

P < 0郾 05,与 PDGF鄄BB 组比较。

Figure 1. Effects of PDGF鄄BB, SB202190, PD98059 and Wortmannin on VSMC cell migration

2郾 2摇 PDGF鄄BB 对 MMP鄄2 基因表达的影响

与对照组相比,除 5 滋g / L 组外,其它 PDGF鄄BB
浓度组均能明显增强 MMP鄄2 基因的表达 ( P <
0郾 05),以 20 滋g / L 浓度组增强效果最显著。 以

20 滋g / L PDGF鄄BB 作用 VSMC 不同时间,在 0郾 5 h
作用组 MMP鄄2 基因表达最强,说明 PDGF鄄BB 对

VSMC 中 MMP鄄2 基因的调节是瞬时性的(图 2)。
2郾 3摇 阻断剂对 PDGF鄄BB 诱导的 MMP鄄2 基因表达

的影响

与 DMSO 对照组相比,PDGF鄄BB 组 MMP鄄2 基

因的表达明显上升(P < 0郾 05)。 与 PDGF鄄BB 组相

比,Actinomycin D、SB202190 预处理后 MMP鄄2 基因

的表达显著降低(P < 0郾 05);PD98059 对这一作用

的抑制效果不明显,而 Wortmannin 预处理后 MMP鄄2
基因的表达有明显上升(P < 0郾 01;图 3)。
2郾 4摇 PDGF鄄BB 激活 p鄄p38

与 0 min 相比,PDGF鄄BB 作用 5 min 即可显著激

活 p鄄p38 的表达(P < 0郾 05),随时间的延长 p鄄p38 的

表达逐渐减弱。 与 PDGF鄄BB 组相比,SB202190 预处

理后 p鄄p38 的表达被明显抑制(P <0郾 05;图 4)。
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图 2. PDGF鄄BB 对 MMP鄄2 基因表达的影响摇 摇 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较。

Figure 2. Effect of PDGF鄄BB on the expression of MMP鄄2 gene

图 3. Actinomycin D、SB202190、PD98059、Wortmannin 对

PDGF鄄BB 诱导 VSMC 中 MMP鄄2 基因表达的影响摇 摇 A 为

DMSO 对照组,B 为 PDGF鄄BB 组,C 为 Actinomycin D + PDGF鄄BB 组,
D 为 SB202190 + PDGF鄄BB 组, E 为 PD98059 + PDGF鄄BB 组, F 为

Wortmannin + PDGF鄄BB 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与 DMSO 对

照组比较;c 为 P < 0郾 05,与 PDGF鄄BB 组比较。

Figure 3. Effects of Actinomycin D, SB202190,PD98059,
Wortmannin on the expression of VSMC MMP鄄2 gene in鄄
duced by PDGF鄄BB

3摇 讨摇 论

正常情况下,VSMC 处于分化状态,不会向内膜

迁移。 当局部血管损伤时,可激活多种细胞因子,
这些细胞因子刺激 VSMC 由收缩表型转化为合成表

型,并向内膜迁移、增殖,促进血管疾病的发生,如
高血压、动脉粥样硬化、血管成形术后再狭窄等,特
别是在 VRD 病理过程中起重要作用。 研究发现,在
大鼠未损伤动脉,只有无活性 MMP鄄2 表达,损伤后

24 h,MMP鄄2 mRNA 水平和活性增加 2 倍[7]。 作为

一种降解 ECM 的蛋白酶,能促进粥样硬化斑块的形

成发展及破裂。
通过细胞迁移实验,我们发现 PDGF鄄BB 可以诱

导 VSMC 迁移,这与文献[4]报道是一致的,同时发

现这一迁移可以被 p38MAPK 的信号通路抑制剂

SB202190 阻断。 本研究发现,低浓度 PDGF鄄BB(5
滋g / L)不能促进 MMP鄄2 基因表达,当 PDGF鄄BB 浓

度在 10 ~ 50 滋g / L 时则可显著提高 MMP鄄2 基因表

达。 从时间梯度作用结果来看,20 滋g / L PDGF鄄BB
刺激细胞 30 min,即可显著提高 MMP鄄2 基因表达,
1 h 后 MMP鄄2 基因表达随之降低,并基本维持在稳

定水平,说明 PDGF鄄BB 可以瞬时调节 MMP鄄2 基因

表达,这一结果也与已有的报道一致[2] 。 另外,由

图 4. PDGF鄄BB对 p38蛋白磷酸化的影响摇 摇 a 为 P <0郾 05,与0 min 比较;b 为 P <0郾 05,与对照组比较;c 为 P <0郾 05,与 PDGF鄄BB 组比较。

Figure 4. Effect of PDGF鄄BB on p38 phosphorylation
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于 mRNA 水平的多少主要取决于该基因转录活化

的程度与生成 mRNA 的稳定性,我们用基因转录抑

制 剂 Actinomycin D 预 处 理 VSMC, 发 现

Actinomycin D完全抑制了 PDGF鄄BB 诱导的 MMP鄄2
基因表达,说明 PDGF鄄BB 可以在转录水平上上调

MMP鄄2 基因的表达。
丝裂原活化蛋白激酶(mitogen鄄activated protein

kinase,MAPK)家族可以在一系列细胞外刺激下调

控细胞行为。 p38 信号通路可以在紫外照射、热击、
高渗透压、炎症因子、生长因子等细胞外刺激时被

激活,调控细胞分化、细胞周期、炎症反应等多种生

理 过 程。 并 且 p38MAPK 通 路 激 活 可 上 调

MMP[8鄄10]。 新近的研究发现[11鄄13],炎症因子、细胞因

子和生长因子等直接或间接地激活 p38MAPK 的上

游激活物 MKK3 / 4 / 6,通过高度保守三级级联途径

激活 p38MAPK,将促 VSMC 增殖信号传入细胞核

中,改变 VSMC 基因表达,最终使 VSMC 从中膜进入

内膜,并发生增殖促进动脉粥样硬化的发生和发

展。 为了验证 PDGF鄄BB 是否通过 p38MAPK 信号通

路来 调 节 MMP鄄2 基 因 表 达, 我 们 首 先 使 用

p38MAPK 特异性阻断剂 SB202190 预处理 VSMC,
实时定量 PCR 检测发现 SB202190 明显抑制了

PDGF鄄BB 诱导的 MMP鄄2 基因表达,而 ERK 抑制剂

PD98059 对 PDGF鄄BB 诱导的 MMP鄄2 mRNA 表达没

有显著的抑制作用;再通过 Western blot 方法证实

PDGF鄄BB 可以促进 VSMC 中 p鄄p38 蛋白的活化,
SB202190 可以阻断 VSMC 中 PDGF鄄BB 诱导的 p鄄
p38 的活化。 结果还发现,在 PDGF鄄BB 刺激 VSMC
5 min 时即可激活 p38 蛋白发生活化,p鄄p38 维持到

60 min 后逐渐减弱,而 PDGF鄄BB 诱导 VSMC 30 min
时 MMP鄄2 基因表达最高,这说明 PDGF鄄BB 诱导

MMP鄄2 基因表达发生在 PDGF鄄BB 活化 p38 之后,
这提示 p38 可能参与调节了 PDGF鄄BB 诱导的 MMP鄄
2 基因表达。 而 MAPK 家族中的另一重要成员 ERK
没有发挥类似作用。 在这个实验中,我们还使用了

PI3K 抑制剂 Wortmannin,结果发现 MMP鄄2 基因表

达没有被抑制,反而是被显著上调的,同时 Wort鄄
mannin 还促进了 PDGF鄄BB 诱导的 VSMC 迁移,提
示 PI3K / Akt 信号通路可能与 p38 信号通路之间存

在交互作用,对 MMP鄄2 的调节呈现负性调控,这一

点也有待进一步探讨。
前期研究发现 PDGF鄄BB 诱导 VSMC 中 Pim鄄1

基因的表达,进而促进 VSMC 增殖[14]。 本研究观察

到 PDGF鄄BB 促进细胞迁移,对 VSMC 中 MMP鄄2 表

达有促进作用,并呈现瞬时性,而且受到 p38MAPK

信号通路的调节。 这些结果提示,PDGF鄄BB 可能通

过 p38MAPK 信号通路调节 MMP鄄2,以改变 VSMC
的迁移、增殖等功能从而调节血管重建。
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