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Rho/Rho 激酶通路在 5- 起色服诱导的大鼠肺动脉

平滑肌细胞增殖中的作用
陈雪彦刘焕龙 1 潘振华苗庆峰张永健*

(河北医科大学药理教研室， 石家庄050017; 1 河北医科大学第二医院，石家庄 050000)

摘要 探讨阳10成ho激酶通路在5-知色胶(5-HT)诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)增

殖中的作用。采用细胞培养、哮哇蓝(MTT)比色法、蛋白质免疫印迹(Western blot)以及反转录聚

合酶联反应(RT-PC町等方法， 研究不同浓度5-HT (0.01 、 0.1 、 1 和 10μmollL)处理 24 h后，大鼠

PASMCs 的增殖程度、 增殖细胞核抗原(PCNA)的表达变化以及Rho 激酶抑制剂法舒地尔对 1

μmol/L 5-HT诱导的 PASMCs增殖的影响，并通过检测 Rho激酶(ROCKl) mRNA表达及肌二求蛋白

磷酸酶目标亚单位 1 (MYPTl)磷酸化水平反映 1μmol/L 5-HT作用不同时间 Rho 激酶的表达及活

化程度。结果显示，在 0.01-10μmol/L浓度范围内， 5-HT可明显诱导大鼠 PASMCs增殖(P< 0.05 

或 P<O.Ol)， 还可浓度依赖性地上调 PCNA 的表达(P<0.05 或 P<O.OI). 1μmol/L 5-HT作用后明显

诱导大鼠 PASMCs 中 MYPTl磷酸化水平，在 15 min 时磷酸化水平达最高(P<O.O l)， 也明显诱导了

ROCKl mRNA表达升高，在 30min 时表达水平达最高(P<O.OI)。 阳10 激酶抑制剂法舒地尔明显抑

制了 1μmol/L5-HT诱导的 PASMCs 的增殖。结果表明 5-HT 明显诱导了大鼠 PASMCs 中阳10 激酶

的表达及激活，法舒地尔对 5-HT诱导的 PASMCs 的增殖有明显的抑制作用 。 说明Rho底ho激酶在

5-HT诱导的大鼠 PASMCs增殖中起重要作用。

关键词 Rho 激酶; 5- 起色服;法舒地尔;肺动脉平滑肌细胞;增殖

肺血管重建是肺动脉高压的主要病理变化特征，

缺氧、各类生长因子、炎性介质等多种因素均与肺

血管重建有关， 5- 起色肢(5-hydrocrotaline， 5-HT)是

其中较为重要的一种。 5-HT 是一种重要的血管活性

物质，不仅剌激肺动脉平滑肌细胞(pulmonary artery 

smooth muscle cells, PASMCs)收缩，还可造成其增生

和肥大，并能与多种细胞生长因子发生协同作用，启

动细胞周期，调节 PASMCs 的增殖与凋亡，引起肺血

管壁增厚和肺动脉高压[1 .2] 。 研究发现 5-盯与受体结

合后依次激活小 GTPase 结合蛋白、 Rac-l 、 NADPH

氧化酶以及细胞外信号调节激酶 ERK1/2 [3] 。 也有研

究认为，小 GTPase RhoA 以及其作用底物 Rho 激酶

(ROCK)在细胞周期中发挥重要作用问。

Rho为 Ras超家族中的一个亚群，被称为小G蛋

白超家族，因具有GTP 酶活性，又称为 阳10GTP 酶。

哺乳动物 Rho 家族至少有 10 个成员，包括 Rho (异

构体A 至 E 、 G) 、 Rac (异构体 1-3) 、 Cdc42 和

TClO。激活的 Rho 是 Rho激酶(ROCK)的直接活化

因子，能与 ROCK 结合。 Rho/Rho 激酶信号通路是

细胞内重要的信号通路之一， Rho激酶是一种丝氨酸/

苏氨酸蛋白激酶， Rho 激活后活化 Rho 激酶，并进一

步磷酸化其下游底物肌球蛋白磷酸酶目标亚单位 1

(myosin phosphatase target subunit-l, MYPT1)，从而

调节细胞许多生物学功能，例如细胞迁移，形态改变

以及增殖等调节[5] 0 为进一步在细胞水平上对 5-HT

诱导PASMCs增殖的机制进行深入研究，本实验观察

了不同浓度 5-HT 作用下大鼠 PASMCs 中 ROCKl

mRNA 的影响，并观察了 Rho 激酶抑制剂法舒地尔

(fasudil)对 5-HT诱导的PASMCs增殖的作用，深入探

讨RholROCK通路在5-盯诱导的大鼠PASMCs增殖

中的作用。

1 材料与方法

1.1 材料

Wistar大鼠由河北医科大学实验动物中心提供

(合格证号: No.711047)o DMEM/F12 培养基和胎牛

收稿日期:2∞9-08-19 接受日期:2∞9- 1 1-19

河北省卫生厅医学科学研究重点课题指导计划(No.20090306)
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血清购自美国 Gibco 公司。 Mπ 购自德国 Serva 公

司。膜蛋白酶购自 Amersco 公司。 5-HT 购自美国

Sigma 公司 。 法舒地尔(fasudil)盐酸盐购自天津红日

药业股份有限公司。 BCA 蛋白定量试剂盒购自美国

PIERCE 公司。 DAB 显色试剂盒购自中衫金桥生物

技术有限公司。总刚A提取试剂盒和反转录试剂盒

均购自美国、Promega 公司 。 增殖细胞核抗原(PCNA)

抗体和 MYPTl 抗体均购自美国 Santa Cruz 公司。 p

MYPT1 抗体购自美国 Upstate 公司 。 辣根过氧化酶

标记山羊抗小鼠和羊抗兔抗体均购自美国 KPL 公

司。 ROCKIPCR 反应引物由上海捷瑞生物工程公

司合成。其他试剂均为国产分析纯。

1.2 PASMCs 培养与鉴定

采用组织块种植法[6l: 取体重200g左右的Wistar

雄性大鼠，麻醉后处死无菌取出心肺。迅速分离

肺动脉主干及左右肺动脉， D-Hanks 液漂洗，仔细剥

除外膜的纤维脂肪层及内皮细胞， 将剩余的中膜剪成

0.5 mmx l mm 的小块，移入培养瓶内，使其在底部分

布均匀，加入含 20%胎牛血清的 DMEM-FI2 培养液，

置于 37 .C , CO2 培养箱中静置培养。当大部分组织
块长出细胞晕，吸除培养液和组织块，无菌 D-Hanks

液清洗后，用 0.125% 膜蛋白酶 +0.01% EDTA 消化

分散细胞，进行传代培养。通过三瓶置换法纯化

PASMCs。第 3-6代细胞用于后续实验。细胞培养

过程中，在倒置显微镜下对细胞形态进行观察，鉴定

采用 α· 肌动蛋白免疫细胞化学染色鉴定 PASMCs 。

1.3 细胞分组与处理

选择第3-6代生长良好的PASMCs，消化并制备

细胞悬液，接种于培养板或培养瓶中， 用含 10% 胎牛

血清的 DMEM-FI2培养液培养 1-2天至细胞融合达

80%左右时，换低浓度(0.1%)胎牛血清培养液培养24

h，使细胞生长同步化。然后随机分为空白对照组、

5-HT (0.01 、 0.1 、 1 、 10μmol/L)组， 检测 5-HT 作

用 24 h 对 PASMCs 增殖及 PCNA表达的影响。另

取生长良好、已同步化的 PASMCs 随机分为空白对

照组、 1 μmol/L 5-HT 剌激 5 、 15 、 30 、 60 、 1 20、

180 min 不同时间组来观察 ROCK l mRNA 及 p

MYPTl 表达随时间的变化。另外，取生长良好、已

同步化的 PASMCs 随机分为空白对照组、 1μmol/

L 5 -HT 组及法舒地尔 25 、 50 、 100μmol/L 组，观

察 Rho 激酶抑制剂法舒地尔对 ιHT 所诱导的

PASMCs 增殖的影响。

1.4 MTT 法检测 PASMCs 增殖

·研究论文·

取对数生长期的 PASMCs，消化、计数，以

2x104个/ml 的密度接种于 96 孔板中，每孔2∞μ，培

养 24 h 使细胞完全贴壁。 细胞生长同步化，以终浓

度为 0.01 、 0.1 、 1 、 10μmol/L 的 5-HT 处理细胞，

每组设 6个平行孔， 在加入 5-HT后置培养箱中继续

培养24h，每孔加入 20μ15 glL MTT溶液，置培养箱

中继续培养4h， 吸弃各孔上清液， 每孔加入200μl 二

甲基亚枫(DMSO)溶解紫色结晶，室温震荡10 min， 置

自动酶标仪上于490nm波长条件下测定各孔吸光度

值 A 。

1.5 兔疫印迹检测IJPCNA 和 p-MYPT1 表达

按 1.3 方法处理后，消化分离细胞，加入RIPA 细

胞裂解液(pH 7.5, 50 mmol/L Tris-HCl, 150 mmollL 

NaCl, 5 mol/L N~EDTA， 0.5% NP-40, 0.5% Triton X-

1∞， 0.1 % SDS, 10% 甘油， 1 mmollL Na3 V04, 2 mmollL 

NaF， 30μg/ml PMSF, 10μglml 抑蛋白酶肤)，重悬细

胞，超声 2min，冰上放置 1 h，使细胞充分裂解。 4 .C 

12 0∞ g 离心10 min，吸取上清液， 分装， 一20.C 保存，

BCA法蛋白质定量。 10 问等量蛋白上样， SDS 聚丙

烯酷肢凝胶(分离胶 10%，浓缩胶 5%)电泳分离，电转

至 PVDF膜上(4 .C , 2 h)，室温下含 5% 脱脂奶粉的

TBST 封闭 1 h，加入一抗(1 : 200 稀释)， 4 .C过夜，

次日 TBST洗膜 3 次，每次 10 min，然后加入相应辣

根过氧化物酶标记的二抗(1 : 5 000 稀释)， 37 .C , 

1 h o TBST洗膜 3 次， TAB 显色。凝胶成像仪照相，

BiolD 软件进行灰度值测定， PCNA 的相对含量用其

灰度值与 GAPDH 的灰度值比值来表示。 MYPTl 的

活化用 p-MYPT I/MYPT 1 来表示。

1.6 RT-PCR检;91IJ ROCK1 mRNA 表达

按 1.3 方法处理后，消化分离细胞，按照、总阳A

提取试剂盒和反转录试剂盒操作步骤提取纯化RNA，

并反转录成 cDNA，进行 PCR 反应，实验重复 3 次。

引物序列如下: ROCK1 : 5'-GGAAACGCTCCGAG

ACACTG-3' (有义)， 5'-CTGGGATTTGCTGAA

GGTAAG-3' (反义)， 产物长度201 bp; ß-肌动蛋白 : 5'

CCAAGGCCAACCGCGAGAAGATGAC-3' (有义)， 5'

AGGGTACATGGTGGT GGCGCCAGAC-3' (反义)，产

物长度 587 bp o PCR 反应条件如下: ROCKl 的扩增

条件: 95 .C预变性5 min, 94.C变性40 s, 53 'C退火40

s, 72 .C延伸 90 s, 72 'C延伸 7 min， 共 35 个循环; ß
肌动蛋白的扩增条件: 95 'C预变性 2 min, 94 'C变性

40 s, 58 .C退火 50 s, 72 'C延伸 90 s, 72 'C延伸 10

min，共 35 个循环。扩增产物进行 15 g/L琼脂糖电
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泳， Gold view 显色， 紫外透射反射仪观察扩增产物条

带的大小及亮度， 凝胶成像系统拍照， BiolD 软件进

行图象分析，测定产物条带的灰度值， 计算目标产物

与 β肌动蛋白的比值，作为各扩增产物mRNA 的相

对表达量 。

1.7 统计方法

采用 SPSS 15.0, Origin 7 .5 软件进行数据分析

及图象处理。实验数据以均数 士 标准差(王土s)表示，

采用单因素方差分析， Dunnet t 检验进行比较，以

P<0.05 为有统计学差异。

2 结果
2.1 5-HT 诱导大鼠 PASMCs 增殖试验

分别加入不同浓度的5-HT作用于大鼠PASMCs

24 h 后进行 MTT检测，结果表明，与空白对照组相

比， 0.01 、 0. 1 、 1 、 10μmollL 5-HT 组A 值均明

160 

言 时
5120 
宅 100
点

:二 80

36O 
1: 40 
~ 20 

。 0.01 0.1 1 10 

5-HT(μmol/L) 

Fig.l Effect of S-HT 00 the proliferatioo of rat PASMCs, 
evaluated by MTT assay 
*P<0.05, **P<Û.Ol vs control group; 'P<0.05 vs 0.01 μmollL 5-HT 
group. 

PCNA 

GAPDH 

0.01 0.1 10 

5-HT (阳nollL)

kDa 

36 

35 

显升高(P<0.05 或 P<O.Ol)。说明 4种浓度的 5-HT均

能显著促进大鼠PASMCs增殖， 且有明显的浓度依赖

性(图 1 ) 。

2.2 5-HT 对大鼠 PASMCs 中 PCNA 表达的影晌

Western 印迹检测结果显示， 以蛋白质标准为参

照确定 PCNA (36 kDa)、 GAPDH (35 kDa)的位置，各

组均在相应蛋白质的位置出现了棕色的阳性条带。

灰度值测定结果表明，与空白对照组相比， 0.01 、 0. 1 、

1 、 10μmoνL 5~HT 组 PCNA 阳性条带明显加深，与

GAPDH条带的灰度比值显著增加，说明PCNA相对表

达量明显增加(P<0.05 或 P<O.Ol ， 图 2) 。

2.3 5-HT 作用不同时间对大鼠PASMCs中 ROCKl

mRNA 表达的影晌

RT-PCR 产物经 1.5%琼脂糖凝胶电泳及半定量

分析表明，与空白对照组相比， 1μmo比5盯作用后

在 15 -180 min 内明显诱导大鼠脉平滑肌细胞中

ROCKl mRNA表达水平升高， 且在 30min 时表达水

平达最高(P<O.Ol ) ， 随后有不同程度的下降，但仍高

于 5-HT作用前的水平(P<0.05 或 P<O.Ol)， 说明 5-HT

对大鼠PASMCs中ROCKl mRNA的表达有明显的诱

导作用(图 3) 。

2.4 5-HT 作用不同时间对大鼠PASMCs 中 Rho

激酶活化标志 p-MYPTl 表达的影响

ROCK 活化后，进一步磷酸化其下游底物

MYPT1，因此， p-MYPT1 的表达水平代表了 ROCK

的活化程度。 Western 印迹结果显示， 1 μmol/L 5-

HT 作用 5-180 min 内明显升高了 MYPTl 的磷酸化

水平， 15 min 左右磷酸化水平最高(P<O.Ol)， 随后有

不同程度的下降， 但仍高于 5-HT 作用前的水平(P<

0.05 或P<O.Ol)， 说明 5-IIT对大鼠PASMCs 中 ROCK

的活化有明显的诱导作用(图的 。

140 

~ 120 
~C 

~ "卜
'<il = 100 
~ . .c 

338O 
> 芝f

芸 2主 60
èaν 
。 40

20 

。
0.01 0.1 1 10 

5-HT(阳nollL)

Fig.2 Effect of 5-HT 00 the PCNA expressioo of rat PASMCs, evaluated by Westero blot assay 
*P<0.05 , **P<O.Ol vs contro1 group; 'P<0.05, " P<O.OI vs 0.01 μmol/L 5-HT group. 
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Fig.5 Iohibitory effect of fasudil 00 5-HT-ioduced 

proliferatioo ofrat PASMCs, evaluated by MTT assay 

##p <O.Ol vs control group; **P<O.Ol vs 1μmoUL 5-HT group. Fig.3 Effect of 5-HT 00 ROCKl mRNA expressioo of rat 

PASMCs, evaluated by RT-PCR 
*P<0.05, **P<O.Ol vs contro1 group. 
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5 。
。

PASMCs既是肺血管收缩的效应细胞， 也是增殖

和迁移引起肺血管构型重建的细胞基础。肺血管重

建是肺动脉高压的主要病理学特征，缺氧、 血管紧

张素 II 、 内皮素 -1 、生长因子、炎性细胞因子等

多种因素均与肺血管重建有关， 5-HT 是其中较为重

要的一种。 5-HT 作为一种重要的血管活性物质，通

过相应的 5-HT 受体或转载体(5-HTT)诱发细胞内相

关信号转导机制， 启动细胞周期，调节 PASMCs 的增

殖与凋亡，引起肺血管壁增厚和肺动脉高压[咽。 以

往研究证明在野百合碱诱导的动物肺动脉高压模型

中 5-HT 含量明显增高， 5-HT 受体表达显著增加[9] 。

近来研究发现， ROCK在血管紧张素 II 、 5-HT等诱

导的血管平滑肌细胞增殖中发挥重要作用[川1] 。 然

而， 5-HT 诱导大鼠 PASMCs 增殖的作用以及在此过

程中 Rho/ROCK 的激活及其信号途径还未详细阐

明 。 故本文从 Rho/ROCK信号途径出发，在细胞水

平对5-HT诱导的大鼠PASMCs的增殖及其机制进行

了深入研究 。

本实验首先通过 MTT法研究了不同浓度的 5-

HT对大鼠 PASMCs 增殖的影响。结果表明在大鼠

PASMCs 中加入 0.01 、 0.1 、 1 和 10μmoUL 的 5-HT

后，与空白对照组相比， A响值依次升高，并具有显著

性。 这说明在 0.01-10μmoUL 范围内， 5-HT对大鼠

PASMCs 有明显的促增殖作用， 且随 5-HT 浓度的升

高而增强， 有一定的浓度依赖性。但 1μmol/L 与 10

μmollL 5-HT 浓度组的A喇值无显著性差异， 提示 5-

HT浓度达到 1μmollL 后，对大鼠 PASMC 的促增殖

讨论3 

E-圃圃laulo<.匾~"-'-~ " c ι皿丰哩n

-四 w.Cta -7. 巢~.~些......直

120 180 (min) 

Fig.4 Effect of 5-HT 00 the activatioo of ROCK as measured 

by p-岛IYPTl expressioo 
*P<0.05 , **P<O.Ol vs contro1 group. 
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2.5 Rho ;敷酶抑制剂法舒地尔对 5-HT 诱导的大

鼠PASMCs 增殖的影晌

MTT实验结果表明， 1μmo1lL 5-HT 能明显促进

大鼠PASMCs 增殖，与空白对照组比， 5-HT 组A值

明显提高(P<O.OI)。与 1 μmol/L 5-HT 组比，法舒地

尔 25 、 50 和 100 μmol/L 各组A值均有不同程度下

降， 说明其浓度依赖性地抑制了 5-HT 诱导的大鼠

PASMCs 的增殖(P<O .O I ， 图 5) 。
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作用可能进入平台期。 PCNA又称为周期蛋白，是存

在于细胞核内的一种蛋白质，在细胞增殖和 DNA合

成方面起主要的作用(12)。研究表明， PCNA表达在G1
晚期显著增加，在 S 期达到高峰， G/M 期迅速降低，

M 期和静止期达到最低水平[13.14)0 PCNA 的高表达

反映了细胞处于高度增殖状态。本实验通过Westem

印迹检测 PCNA 的表达，结果表明 5-HT 能明显促进

PCNA 的表达。由此可见， 5-HT促进 PCNA 的高表

达，加速PASMCs 由 G1 期向 S 期转化，进而明显促

进PASMCs增殖，这一过程可能与Rho/ROCK信号通

路有关，但具体机制有待于进一步研究。

Rho/ROCK信号通路是细胞内重要的信号通路

之一， RhoA 是 Ras 单体 GTP 酶超家族的一员，能结

合井水解鸟昔酸，使其在活性型(GTP 结合)与失活型

(GDP 结合)之间循环 。 ROCK属于丝氨酸/苏氨酸

蛋白激酶家族成员，是 Rho 的下游靶效应分子。

ROCK活化后，进一步磷酸化其下游底物MYPTl，使

其失活，失活的肌球蛋白磷酸酶不能将肌球蛋白轻链

(MLC)脱磷酸化，使得细胞浆内磷酸化MLC水平提

升，肌动蛋白.肌球蛋白交联增加，从而促进肌动蛋

白微丝骨架的聚合，影响细胞的收缩、粘附、增

殖、凋亡、迁移等生物学行为和功能[15] 。 因此， p

MYPTl 的表达水平代表了 ROCK 的活化程度。 本实

验观察了 1μmolJL 5-HT作用不同时间大鼠 PASMCs

中 ROCKl 的表达及激活，结果表明5-HT明显诱导了

ROCKl mRNA的表达，也明显提高了MYPTl 的磷酸

化水平，说明 Rho/ROCK 通路在 5-HT 诱导的大鼠

PASMCs 增殖中发挥重要作用。

法舒地尔为ROCK抑制剂，与ATP竞争ROCK催

化区的ATP结合位点，从而通过竞争性拮抗作用阻断

了 ROCK 的活性，阻断了 Rho/ROCK信号通路。因

此，为进一步研究Rho/ROCK通路在大鼠PASMCs增

殖中的作用，本实验还观察了法舒地尔对 5-HT 诱导

的 PASMCs 增殖的影响。 MTT 实验结果表明，法舒

地尔浓度依赖性的抑制了 5-盯诱导的大鼠PASMCs

的增殖。 进一步说明 Rho/ROCK信号通路在5-HT诱

导的大鼠 PASMCs 增殖中发挥重要作用。
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Rho/ROCK Signal Pathway in 5-HT-induced Proliferation of 
Rat Pulmonary Artery Smooth Muscle Cells 

Xue-Yan Chen, Huan-Long Liu1, Zhen-Hua Pan, Qing-Feng Miao, Yong-Jian Zhang* 

(Department of Pharmacology, Hebei Medical Universi纱， Shijiazhuang 050017, China; 

lThe Second Hospital of Hebei Medical Universi秒" Shijiazhuang 050000, China) 

Abstract To explore the effects of Rho/ROCK signal pathway in 5-hydrocrotaline (5-HT)-induced 

proliferation of rat pulmon缸y artery smooth muscle cells (PASMCs). PASMCs were cuItured using the explant 

technique. The proliferation ofPASMCs induced by 5-HT (0.01 , 0.1 , 1 and 10 μmoνL) and the inhibitory effect of 

fasudil on 5-HT-induced proliferation of PASMCs were evaluated by MTT assay. The expression of PCNA and the 

phosph。可lation of myosin phosphatase target subunit-l 仙，fYPT1) were detected by Western blot analysis. Meanwhile, 

the mRNA expression of ROCKl was evaluated by RT-PCR. The resuIts of MTT assay suggested that 5-HT, from 

0.01 to 10μmoνL， significant1y induced proliferation of rat PASMCs (P<0.05 or P<O.OI). Sirnilarly, Western blot 

analysis of PCNA indicated that the expression of PCNA was also higher in 5-HT groups than that in control group 

(P<0.05 or P<O.OI). The results of Western blot and RT-PCR analysis suggested that 1 μmollL 5-HT caused 

phosphorylation of MYPT1, with a peak at 15 rnin (P<O.O l) and induced significantly upregulation of ROCKl 

mRNA expression, with a peak at 30 rnin (P<O.OI). 白le proliferation of PASMCs induced by 5-HT was inhibited by 

pretreatment of PASMCs with fasudil (P<0.05 or P<O.O l). Thus, the results in this study suggested that 5-HT 

mediated ROCKl mRNA expression and activation, fasudil in1咀bited 5-HT-induced proliferation ofPASMCs obviously. 

So we concluded that Rho/ROCK signal pathway played an important role in 5-HT-induced proliferation of rat 

PASMCs. 

Key words Rho kinase; 5-hydrocrotaline; fasudil; pulmon缸yarte可 smooth musc1e cel1s; proliferation 
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