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缺氧诱导内皮祖细胞中孤儿核受体

基因 Nur77 的表达
夏 爽张玉邓松柏余强*

(重庆医科大学第二附属医院心血管内科， 重庆 4000 1 0)

摘要 孤儿核受体 Nur77 蛋白是早期反应转录因子之一 多种刺激因子女口缺氧可诱导其迅

速表达， 参与调控细胞增殖、存活、分化等过程。 内皮祖细胞移植可治疗缺血性疾病，缺氧是其移

植后主要的早期剌激因素，缺氧诱导下内皮祖细胞的基因表达及其增殖、分化 、 凋亡的变化 目 前

尚不清楚。 本文研究了大鼠骨髓来源的内皮祖细胞缺氧诱导下 Nur77基因 的表达变化。 通过 RT­

PCR和Western 印边方法检测Nur77 mRNA 、 蛋白质的表达，发现正常氧浓度下内皮祖细胞中 Nur77

基因几乎不表达， 而 1 % 氧浓度诱导 30 min 时 Nur77基因即迅速表达，其 mRNA表达量于缺氧 1 h 

达到峰值， 随后下降，缺氧 4h 时表达量仍高于正常氧浓度下的表达量(P<0.05 ); 其蛋白质的表达量

持续增加并于 4 h 达到峰值。 本研究证实了大鼠骨髓来源的内皮祖细胞中存在 Nur77 基因，缺氧

可诱导 Nur77基因迅速表达， 这种表达可能对内皮祖细胞生物学特性的改变产生影响 。
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近年来，缺血性心脏病在我国的发病率和死亡率

呈迅速上升趋势， 在传统的药物、 手术治疗基础上，

基因 、 干细胞移植治疗方式获得可喜的研究进展，

有望成为一种有效的治疗途径 。 其中 内皮祖细胞

(endothelial progenitors cells, EPC)在缺血性心脏病的

干细胞治疗领域占据重要的地位[I J 。 然而 EPC 移植

到缺血组织中在缺氧环境下其细胞本身的基因表达

变化以及生物学性状如增殖、 凋亡等的改变目前所

知 甚 少 。

孤儿核受体 Nur77 蛋 白 (又称 NR4A1 、 TR3 ，

NGFI-B 、 NAK- l)是 NR4A 孤儿核受体家族中的一

员，为即刻早期基因反应产物， 目前发现它存在于内

皮细胞、淋巴细胞、肌细胞等多种细胞中 ， 在受到

细胞外剌激因素如缺氧作用下迅速表达， 调控与增

殖、凋亡 、 炎症相关基因的表达[2J 。 然而 Nur77 基

因在EPC中是否表达，以及其表达在缺氧环境中有什

么变化尚不清楚 。 因此，本研究将对体外分离培养

的 Sprague-Daw ley (SD)大鼠骨髓来源的 EPC (bone 

marrow-EPC, BM-EPC)在缺氧环境下Nur77基因表达

的情况进行了研究 。

1 材料与方法

1.1 材料

清洁级 SD 大鼠， 雄性，体质量 80-100 g，购 自

重庆医科大学实验动物中心 。 M199 基础培养基、

南美胎牛血清 、 双抗(Hyclone 公司 )， 牛垂体提取物

(bovine pituitary extract, BPE, Millipore 公司)，碱性成

纤维细胞生长因子(basi c fibroblast growth factor , 

bFGF, Peprotech 公司 )，纤连蛋白 (Chernicon 公司)，兔

抗大鼠 CD1 33 抗体(Abcam 公司 )， 兔抗大鼠 CD34

(Millipore公司 )， FITC标记山羊抗兔荧光二抗(中衫金

桥公司 )， 6 孔板(BD 公司); RNAiso Plus 、 RT 及 PCR

试剂盒购 自大连 TaKaRa 公司 ， 全蛋白提取试剂盒购

自南京凯基生物有限公司， Nur77 兔多克隆抗体购自

ABcam 公司 (1 : 500) ， 辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔二抗(1 : 1 000) 购 自 北京中杉金桥生物公司，

Nur77 (基因序列号: NM-173 157 . 1)引物由上海生物

工程公司合成 。

CO2 细胞培养恒温箱(美国 Forma S cientific 公

司 )，激光共聚焦成像仪(LCS-S凹， Leica 公司 )，倒置

相差显微镜 l1i~置荧光显微镜(Olympu s 公司)。

1.2 方法

1.2 .1 BM-EPC 的采集分离、培养及分组 选用

80-100 g 左右的雄性 SD 大鼠， 采用本课题组实验方

收和J 日期 2009-06- 1 5 接受日 l!il: 2009-09-15 
重庆市科学技术委员会(CSTC ， 2008 8 85077)和重庆市卫生局(渝

卫科教[2004] 53 号)资助项目
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Primer sequences and react condition of Nur77 and GAPDH in polymerase chain reaction Table 1 

Temperature CC) 

56.0 
53.0 
60 .8 

62.7 

Product (bp) 

326 

Pnmers sequences 

Forward : 5'-GTTCTCTGGAGGTCATCCGCAAG -3' 
Reverse : 5'-GCAGGGACCTTGAGAAGGCCA -3' 
Forward : 5'-GTGCTGAGTATGTCGTGGAGTCT-3' 
Reverse : 5'-GTGGAAGAATGGGAGTTGCTGT-3' 

Gene 
Nur77 

610 GAPDH 

Table 2 The mRNA and protein expression level of Nur77 in 

BM-EPC cultured of all groups 

Nur77 mRNA 

0. 1 8士0 . 01 bιd .， 

0 .3 7士0 . 0 1 .., .d., 
1. 1 8土0 . 04 仙， d.e

0 . 76士0 . 06 ....,., 

0 . 28土0 . 03 ..b.,.d 

Nur77 protein 
0 .06主0 . 02 b.,.d., 
0 . 1 5土0 . 01 ..,.d., 
0 . 23土0 . 02 ..b.d., 
0. 3 0土0 . 01 ..b.,., 
0.4 5主0 . 0 1 ..b.,.d 

n

-
瓦
U

乐
U

瓦
U

瓦
U

乐
U

Groups 
Co ntrol 
30 min 
1 h 

2 h 

4 h 

a: P<0.05 , compared with control group; b: P<0.05 , compared 
with 30 min group; c: P<0.05 , compared with 1 h group; d: P<0.05 , 

compared with 2 h group; e: P<0.05 , compared with 4 h group 

析条带灰度 。

1 .2 .4 统计学处理 上述实验重复 2 次， 所有计量

资料用王土s 表示，应用 SPSS 13.0 统计软件进行统计

分析，各组 |可mRNA及蛋白质表达量均数比较采用单

因素方差分析，两两间多重比较采用 q 检验， P<0.05 

为差异有统计学意义 。

结果

大鼠 BM-EPC 分离 、 培养和鉴定结果

体外分离培养的大鼠 BM-EPC 于 3-5 天后开始

呈集落样生长，细胞膜特异性抗原 CD133 、 CD34 呈

现阳性，而在 12天时BM-EPC具有吞噬Dil -LDL的功

能，说明体外分离培养 BM-EPC 成功(图 1 ) 。

2.2 Nur77 mRNA 和蛋白质的表达

正常氧浓度组中未检测到Nur77 mRNA 的表达，

而缺氧 30min 时 Nur77 mRNA 己经开始升高， 并于 l

h 时达到高峰， 2 h 时持续升高， 4 h 时表达下降低于

30 min 组，但仍高于正常组 。 同样的正常氧浓度组

中未检测到 Nur77 蛋白的表达， 但是在缺氧后呈现逐

步升高的趋势， 并于缺氧 4 h 时达到高峰(图 2 、 图 3 、

表 2) 。

2 
2.1 

讨论

内皮祖细胞存在于人出生后的外周循环血液中 ，

其具有分化成血管内皮细胞的能力， 表面标志为

二十多年的研究证实了 EPC 移植可使缺血

3 

CD34+ 。

法分离培养大鼠股骨骨髓中的 EPC，井用含 20%

FCS 、 1 ng/ml bFGF 、 40μg/ml BPE 的 M199 培养

液调整细胞浓度至 lx l07 个 / 孔，接种于纤连蛋白预

铺的 6 孔板，置于饱和湿度、 37 .C 、 5 % CO2 细胞
培养箱培养。 于培养的第 5 ， 7 ， 12 天进行细胞表

面特异性抗原 CD133 、 CD34 鉴定和吞噬 Dil-acLDL

功能鉴定。 取培养的第 1 2 天细胞进行分组: 分为 5

组，每组 3 个复孔， 提前一夜更换为含有 5% 胎牛血

清的培养液， 然后分别置于正常氧浓度、 1 % 氧浓度

30 min 、 1 % 氧浓度 1 h 、 1 % 氧浓度 2 h 、 1 % 氧

浓度 4 h，取出各组细胞进行Nur77基因表达的检测 。

1.2.2 RT-PCR 检测 Nur77 mRNA 的表达 各组

细胞用 RNAiso Plus 试剂提取总 RNA(具体步骤参见

试剂说明书) 。 取 4 μl 总 RNA 逆转录成 20μI cDNA

(试剂盒: Primescript RT reagent Kit ; 反应条件: 37 .C , 

15 min; 85 .C , 5 s) 。 以 cDNA 作为 PCR 反应模板

扩增目的基因和内参基因，引物序列、 目 的片段号

度、温度值见表 1 。 反应条件为: 94 .C预变性 5 min; 

94 .C变性 30 s，退火 30 s, 72 .C延伸 40 s, 30 个循环;

72 .C延伸 10 min ， 各组内参反应体系和条件与所测

指标相同。 取 5μIPCR产物和 1μl 上样缓冲液， 1 . 5%

琼脂糖凝胶电泳， 全自动凝胶成像分析系统对凝胶成

像， Quantity One 4.4.0 软件分析后分别计算 Nur77 与

GAPDH 吸光度比值代表其相对表达量。

1.2.3 Western 印迹法检测各组 Nur77 蛋白表达量

用细胞刮刀刮下各组贴壁细胞井离心收集细胞

沉淀，每管加入 200μl裂解液和蛋白酶抑制剂的混合

液，冰上充分裂解 30 min, 4 .C下 12 000 r/min 离心 5

min，取 20μl 上清液BCA法测定蛋白质浓度， 酶标仪

测定波长， 根据标准曲线计算出蛋白质浓度， 其余上

清液中按照 1 : 4 加入上样缓冲液 100 .C加热 5 min 。

以 10% SDS-PAGE 分离 Nur77 蛋白，电转移蛋白质

至 PVDF膜上， 5% 脱脂奶粉封闭， 室温温育 2 h 后弃

去封闭液， 加入一抗， 封闭袋中 4 .C过夜，弃去一抗，

用 TBS 洗涤 1 0 min ， 共 3 次 。 弃去 TBS，加入二抗

37.C温育 1 h ， 弃去二抗，用 TBS 洗涤 10 min ， 共 3

次。增强化学发光显影 置于凝胶图像分析系统分
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F ig.l B岛也EPC characterization 

A: BM-Cell s colonies (in verted Microscope, 4x); B: adherent cells were positi ve for uptake of Dil-Iabe led acetylated LDL (f1uorescence 

microscopy, 10x); C: CD1 33 were pos iti vely expressed in BM-EPC by immuno f1 uorescence staining (Iaser scanning confocal microscopy , 

100x). Bar=30μm ; D: CD34 were posi ti vely expressed in BM-EPC by immunof1 uorescence staining (Iaser scanning confocal microscopy, 200x). 

Bar= 1 5μm 
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• Nur77 mRNA 

口 Nur77 protein 

COI1衍。l 30 min 
tn l 

2h 4h 

F ig.2 T h e mRNA a nd p rotein exp ression level of Nur77 

(A) 组织血流增加、毛细血管密度增加、改善缺血组织

的功能， 因此可以用来治疗缺血性疾病。最近有研

究把EPC作为基因载体细胞， 携带促血管生成因子移

植入缺血组织，使更少数量的EPC移植发挥更强的促

血管生成的能力，起到事半功倍的效果[3] ; 缺血是许

多基因尤其是凋亡、增殖相关基因的天然刺激因子，

而在缺血环境下EPC基因的表达发生了什么变化， 这

些基因的表达对移植的 EPC 增殖、 分化、存活、

调亡等生物学功能起到什么作用，目前研究尚未阐明 。

Nur77 蛋白是简体类固醇孤儿核受体转录因子

NR4A 家族之一，可以上调或抑制基因的表达，它的

结构由 N末端转活区域、 DNA 结合区域以及 C末端

配体结合区域组成 。 缺氧 、 生长因子、脂多糖、

低密度脂蛋白等可以诱导 Nur77 基因在平滑肌细

胞、内皮细胞、 巨噬细胞等细胞中表达升高。我

们的研究发现，体外分离培养的大鼠BM-EPC在正常

氧浓度下无 Nur77基因的表达，但是在 1% 氧气浓度

2 kb 

600 bp 

300 bp 

Marker N 2 3 4 

(8) 

Nur77 67 kDa 

自-actin 43 kDa 

N 2 3 4 

Fig.3 T h e mRNA (A) a nd protein (B) expression of Nur77 in 

BM-EPC cultured in h ypoxia with d ifferen t time point 

N: contro l group ; 1: 30 min group ; 2: 1 h group ; 3: 2 h group ; 4: 4 

h group. 
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中 30 min Nur77 基因 mRNA 表达迅速升高， 并且在

缺氧 1 h 达到高峰，随后表达逐渐下降， 缺氧 4h 时表

达仍高于正常， 但低于缺氧 30 min 时 。 而 Nur77 蛋

白的表达则在 30 min 时开始升高， 随后逐渐升高并

于缺氧 4h达到高峰， 证明了 Nur77基因在 EPC 可以

被缺氧诱导表达。表达升高的 Nur77 基因可以参与

细胞增殖、存活、分化等生物功能 。 有研究报道

缺氧可以诱导肝脏HepG2细胞表达Nur77 蛋白，而其

表达增高可以维持缺氧诱导因子 1 (hypoxia-inducible 

factor- l , HIF-l)的稳定性，继而使 HIF-l 启动一些靶

基因的转录以发挥增加细胞运输氧、以及调节代

谢、促细胞存活的作用[付 。 Zeng 等[匀的研究表明， 人

脐静脉 内皮细胞中过表达 Nur77 蛋白可以引起

VEGF-A 依赖性的细胞增殖、存活和细胞周期相关

基因的表达， 提示 Nur77 核受体与血管新生有关。 然

而在 Pei 等问的研究显示平滑肌细胞中过表达 Nur77

蛋白可以抑制内膜损伤诱导的新生内膜增生， 最近的

研究也提示 Nur77 蛋白起到抑制细胞增殖的作用 ， 并

可异位于线粒体中 语导胸腺细胞凋亡 [7 ，8 ] 。 此外， 有

研究证明 Nur77 可以诱导 IKBα表达从而抑制内皮细

胞的活性[9 ] 。 因此 Nur77 蛋白 的表达在细胞增殖、

存活、分化等功能中 占据重要地位，而缺氧诱导

EPC 中 Nur77基因的表达上调可能参与 EPC 的增殖

和分化的过程，这些生物学功能在EPC移植入缺血组

织并生成新生血管的过程中至关重要，或许通过调控

Nur77基因的表达可以促进 EPC 血管生成的作用 。

本研究发现体外分离培养的大鼠骨髓内皮祖细

胞在缺氧诱导下 Nur77 蛋白表达上调，并在缺氧不同

时间点表达出现动态变化 。 作为早期即刻基因 ， 其

表达的迅速上调可能会引起内皮祖细胞生物学功能

· 研究论文 ·

上的改变， 进而可能影响内皮祖细胞移植在治疗性血

管发生中的作用 。 然而 Nur77 蛋 白的表达上调通过

何种方式对 EPC 中调节细胞分化、 增殖 、 存活相

关基因进行激活以及如何对 Nur77 基因进行调控使

EPC 更有效地应用于缺血性疾病的治疗仍需进一步

研 究。
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The Orphan Nuclear Receptor Gene Nur77 Expression Induced by 

Hypoxia in Endothelial Progenitor Cells 

Abstract 

Shuang Xia, Yu Zhang, Song-Bai Deng, Qiang She* 

(Department of Cardiovascular Medicine, The Second Affi liated Hospital of 

Chongqing Medical Universiη， Chongqing 400010, China) 

Orphan nuclear receptor Nur77 was one of early response transcription factors expressed under 

many stimuli such as hypoxia, and has been shown to be functionally involved in cell apoptosis, proliferation and 

differentiation. endothelial progenitor cell (EPC) had been used to treat ischemic disease. Hypoxia was the main and 

early stimulation after EPC transplantation in ischemic tissue; however, the gene expression and bionomic changes 

of EPC under hypoxia condition had not been well understood. Therefore we studied the dynamic changes of Nur77 
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gene expression in EPC isolated from rat's bone marrow (BM-EPC) and cultured in a hypoxia environment, with 

Nur77 mRNA and protein levels detected using reverse transcriptase PCR and Western blotting. We found that 

Nur77 gene was not expressed in BM-EPC cultured in normal oxygen concentration while its expression was 

significantly augmented after cultured in 1 % oxygen concentration for 30 rnin , and that mRNA achieved its highest 

level within 1 h, then decreased. Nevertheless , the mRNA level of Nur77 remained significantly higher in hypoxia 

environment 4 h, compared with that in normal oxygen concentration (P<0.05). However, Nur77 increased con­

tinuously and achieved its highest level within 4 h. We thereby demonstrated in this study that Nur77 gene existed in 

BM-EPC, and the expression of Nur77 gene was induced by hypoxia. 

Key words endothelial progenitor cells; Nur77; hypoxia; 。甲han nuclear receptor 
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