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CTGF 与 FGF 在促成纤维细胞增殖

过程中的基因反应差异

王 炯董承红王丽春 手j、 明李琦涵

(中国医学科学院 中国协和医科大学医学生物学研究所 昆明白0118)

人结缔组织生长因子(Connect ive Tissue 

Growth Factor , crGF)是一种以细胞早期基因

产物形式产生的细胞因子，它的生物学活性与

成纤维细胞生长因子 (FGF )很类似，主要表现

为促进成纤维细胞、结缔组织基质、血管内皮细

胞等结缔组织成分的功能和加速它们的生长增

殖，因而在创伤修复方面具有潜在的应用 意

义[ 1 ] 。 并且，在一些研究中发现其可以作为某

些作用广泛的细胞因子如 TGF-ß、 PDGF 剌激

血管内皮细胞、成纤维细胞 ，井使其增殖的具有

较强特异性的中介信号因子[ 2 ， 3 ] 。 因此 ， CTGF

的信号传递方式及是否类似于 FGF、是否通过

特定膜受体对相应靶细胞发挥其生物学活性均

具有探索意义，我们利用基因反应差异显示技

术对 crGF 和 bFGF 作用细胞后所产生的基因

应答反应作了初步比较 ， 同时对 crGF 信号传

递过程中细胞内相应成分的磷酸化反应特性进

行了分析。

材料与方法

1. crGF, bFGF 及 KMB-17 细胞

CTGF iJh(、 自本实验室克隆>>..原核表达并复性纯化

的产物，其纯度已高于 90% l 4 J ; bFGF(东大制药公司产

品 ) 由珠海东大制药公司惠赠 ; C'TGF 、 bFGF 均稀得于

元血 iii DMEM ， 4 'C 保存。 KMB- l 7 细胞由木实验室保

存.其为来源于正常人 ij~ 肺的成纤维细胞，生长于

DMEM-5 %小牛血泊培养液中 。

2. crGF、 bFGF对KMB-17细胞的生物学活性作用

用无血 ì ， 'f DMEM 培养基倍比稀释的 crGF(浓度

从 30周1m!始)、 bFGF(浓度从 1000μIml 始)作用于生

长状态良好 KMB- 1 7 细胞(细胞浓度为 1 X L06 /ml)48h 

后，采用改良的 MTT(Sigma 公司产品)法[ 5 ] 检测细胞

增殖情况。

3. crGF , bl<-'GF刺激阳但-17细胞后mRNA的提取

采用无血泊 DMEM 稀释的 crGF( 终浓度为

2 . 0μg/ml) 、 bFGF(终浓度为 30μ1m!)分别加入 KMB- L7

细胞中，并设细胞对照，两种细胞因子组分别培养 1 和

2 小时后，刮取的细胞经 PBS 洗两次，用 Quickprep Mi­

cro mR'-1A 提取试ff1J盒 (PhamlRcia 公司产品)提取细胞

的 mRNA ， -20'C冻存备用 。

4 . 原癌基因反应的差异显示

合成 4 个原癌基因片段引物，序列如下(生工公司

合成) : 

c- fos : 5 ' -CGAAACGGATTGGCGGTGCfACTACAAGAGC二3'

c-myc: 5 ' -CCTCGCβGCACjCGCTCTTC巳ACGTCGTGCC-3 ' 

mω5' -TCCAGCCCTCAAGC1了fGGT'α.x;ACTGGTTG-3 ' 

c-src: 5' -TTGTGGGACGTCGTCGACCAOα~GATGA TGA.3 ' 

以提取的细胞mRNA 经快速第一链合成试剂盒

(Phamlacia 公司产品)合成的唯链巳DNA 并作为模板，

引物一个分别为上述1 1 物 ， 另 一个为随机引物 NIO ( 购

于上海生工公司) ; 94'C变性 4min 后 ， 94"(' 50s , 54 'C 

50s , 72 'C 50s ， 共 35 个循环 ， 72'C延长 LOmin ，进行 PCR

扩梢，扩增产物经琼脂糖凝胶电泳分析[ 5 ] 。

5. 蛋白磷酸化特性分析

(汁GF 刺激的 KMB - 1 7 细胞(终浓度为 2.0罔/

1111) 放无 CTGF 刺激的细胞对照(细胞数均为 107 1瓶 ) . 

严文 2000 年 7 月 12 日收到， 10 月 31 A 接受 。

国家新药开发与应用基金(项臼编号 96-901 -05-

134 )、卫生部面上基金(项目编号 983-2-ü(13 ) 资助 。
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培养于不含磷的 OMEM 培养基，同时掺入32 P 标记的

无机磷酸，终浓度为 0.5mci /rr让，分别 3TC 培养 15min 、

lh、2 h 、 2.5h 后，去除培养液，刮下细胞并用 PBS 洗三

次，用含 2% NP40 的 RSE (lOmmollL T ris . HCl 、

lOmmollL NaCl 、 1. 5mmolIL MgCb)裂解液 1m!裂解细

胞， 1 OOOrpm 5min 离心，取此上清液 20μ1 ，进行 12 %

SOS-PAGE 凝胶电泳，干胶后放射自显影，以分析 CT­

GF 刺激的 KMB -17 细胞后蛋白磷酸化反应。

取以上 CTGF刺激不同时间 、并标记32 p 的细胞裂

解液上清，每组 5μ1 ， 与抗磷酸酷氨酸的抗体(50mg/ml )

2μ1 (Pharmingen 公司产品)在 PBS 条件下(终体积为

30μ1 ) ， 37'C作用 1 小时后 ，加入 3111 体积的 10% (v/v) 

金黄色葡萄球菌悬液 ， 4'C 1h ，经 RIPA 缓冲液

(50mmol lL Tris. CI 、 150mmolIL Nacl 、 1 % NP-40 、0. 5 %

去氧胆酸、0. 1 % SDS)50μ1 1次离心洗涤三次后，用 SOS

样品缓冲液悬液， 100'C讲，水浴 3n1in 后离心，取上请进

行 12% SDS-PAGE 电泳，干胶后进行放射自显影。

结果

一、CfGF， bFGF 对 KMB-17 细胞促增殖

作用

使用改良的 MTT 法检测 CTGF、 bFGF 作

用于 KMB-17 细胞后细胞的增殖反应结果见

图 1 ， CTGF 和 FGF 对 K岛也-17 细胞有明显促
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生长作用，并表现出典型的剂量活性依赖效应:

在较高浓度时对细胞生长有一定的抑制作用，

一定浓度范围内可诱导细胞增殖 ;此结果表明

两者在促进成纤维细胞增殖作用中元明显的差

异。

二、 CTGF， FGF 作用后 KMB-17 细胞基

因反应的差异

为了解 CTGF 和 FGF 剌激成纤维细胞生

长的机理，我们设计了特异性基因反应差异分

析方法，利用一段长达到怜的原癌基因特异性

引物和一段随机引物，以分析该类原癌基因在

受到 CTGF 或 FGF 剌激时原癌基因的表达差

异。 其中， 30怜的特异引物和 54'C的退火温

度，能保证同类原癌基因得到特异扩增，而随机

引物则能反映该类基因反应的差异 。 对细胞对

照、CTGF 和 bFGF 组剌激 1 和 2 小时后分离

的细胞mRNA 进行这种特异性的差异显示

PCR 扩增[5 ] ，结果表明各组细胞原癌基因的表

达有所差异 。 以细胞增殖密切相关的 fos 、 myc

基因特异性片段为引物所进行的原癌基因

mRNA差异显示结果表明在培养 1 小时后，

FGF 可以刺激细胞内 fos 类基因的表达(见图
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图 1 CTGF 和 bFGF在体外诱导 Eαffi- 1 7 细胞的增殖反应

a. CTGF( 1. 35μg/ml)和 bFGF(6 .25u/ml)诱导 KMB - 1 7 细胞的增殖反应(祷 P< 0.01) 。

b 不同浓度的 C丁GF 和 bFGF 诱导 KMB - 17 细胞的增殖反应。
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图 2 CfGF、 bFGF 诱导的旱期基因反应(采用原癌基因特异性引物进行的 mRNA 差异显示)

a. c- fos 引物 ; b. c-myc 引物 ; c. src 引物 ;d. C-n1OS 引物。

1 . DNA分子盘 mark;2 . 1h 细胞对照 ;3 . bFGF 作用 1h;4.CTGF 作用 lh;5 .2h 细胞对照 ;

6. bFGF 作用 2h;7. CTGF作用 2h。

2a) ，在剌激 2 小时后表达消失 ;而 CTGF 剌激 为进一步明确 CTGF 作用于细胞后是否

细胞 1 小时后诱导 myc 类基因表达(见图 2b) , 亦能导致蛋白磷酸化及其磷酸化蛋白的特性，

随着培养时间的延长， bFGF 剌激的细胞中也

出现与细胞对照相同的 myc 类基因的表达，而

此时 CTGF 所诱导的 myc 类基因表达有减弱

的倾向 。

与信号传递功能密切相关的 sr飞mos 类基

因的表达通过该方法也表现出明显的差异 : 培

养 2 小时后，在空白细胞内的 src 类基因表达

减弱时(见图 2c) ， bFGF 和 CTGF 可诱导该类

基因的表达，这意味着具有酷氨酸蛋白激酶活

性的 src 基因产物在 CTGF 和 FGF 诱导细胞

增殖的信号传递过程中具有重要作用。 与本结

果相似， Karlsson 等人 [ 6 ] 已证实 bFGF 的信号

传递是由 src 编码的含有 SH2 结构域蛋白分子

执行的。 另外，当 FGF 作用于细胞后，对产物

具有丝彷:氨酸蛋白激酶活性的 mos 基因反应

无明显的影响(见图 2d) ，而 CTGF 在早期可抑

制其表达，随后此抑制作用消失，该结果表明

CTGF 与 FGF 作用于细胞后 ，对 mos 类基因的

反应剌激有所差异，但与细胞对照中持续的

mos 类基因表达相比较，意味着该基因反应在

FGF 和 CTGF 细胞内的信号传递井元明显的

意义 。

三、磷酸化蛋白的免疫沉淀分析
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图 3 在严2标记的无机磷酸培养液中 ，CfGF 刺激

细胞 15 分钟至 2.5 小时后，细胞组分经 12%

PAGF-SDS 电泳后放射自显影结果

一 14KD

CTGF + + 
2. 5h 

十

lh 2h 

图 4 CfGF刺激细胞后的各组分与抗磷酸酷氨酸

单克隆抗体结合后进行的免疫沉淀分析
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我们在 crGF剌激细胞的培养液中加入32 p 元

机磷标记，并在 37'C培养不同时间后，将其细

胞裂解液上清，经 12 % SDS-PAGE 凝胶电泳后

加以对比分析，发现 crGF 剌激细胞 1h 后出

现一个特异性磷酸化蛋白条带，分子量约为

14KD(见图 3) ;此蛋白带在培养 2 . 5h 后和细

胞对照组即无明显差别但经抗磷酸酷氨酸抗

体的免疫沉淀实验结果分析表明(见图 4) ，该

特异性 14KD 分子是可以被抗磷酸酷氨酸抗体

特异识别的酷氨酸磷酸化蛋白，而细胞对照组

及 crGF 剌激 2.5h 后出现的磷酸化蛋白则可

. 能是其它类型的磷酸化蛋白 。

讨论

crGF作为血管内皮细胞受到创伤信号或

其他一些细胞因子剌激后所产生的早期基因产

物[ l ] ，具有和 bFGF 相似的生物学活性，对成纤

维细胞 K岛但-17 株促增殖的生物学活性分析

已证实了这一点 。 通过基因差异显示技术对由

CTGF 和 bFGF 导致的细胞增殖过程的分析表

明，细胞内与增殖密切相关的原癌原因 fos 在

bFGF 刺激细胞 1 小时后表达明显增强 ; 而在

crGF作用于细胞后的同时间内，却诱导另一

种与增殖密切相关的原癌基因 c-myc 的表达;

而在通常细胞增殖过程中，两者均在细胞得到

增殖信号的早期即出现高表达[7] ; 此结果提示

这两个因子可能是通过诱导不同的基因反应来

实现相同的生物学活性的。 此外，有关资料表

明 [8] bFGF 可诱导大鼠成骨细胞系在 30min 内

既出现 c-fos mRNA 的表达，这也支持了本实

验的结果。 src 基因是一类表达非受体类并具

有酷氨酸激酶活性的蛋白的原癌基因，其产物

存在于胞质或胞膜，是细胞信号传递过程中的

重要成分[9] ，现已明确 bFGF 剌激细胞是通过

src 同源序列 2(SJ-丑)蛋白的表达，从而导致细

胞内相应成分的酷氨酸蛋白磷酸化来实现其信

号传导的[68] 。 与此结论一致，本实验结果表

明 bFGF剌激细胞后可诱导 src 类基因的表

达;同时， crGF 也可诱导其表达，提示 crGF

的信号传递可能与酷氨酸蛋白激酶有关，在本

实验中 的免疫沉淀结果进一步证实了 crGF

的信号传递过程亦与细胞中相应成分的酷氨酸

蛋白磷酸化有关，此 14KD 的蛋白在 crGF 剌

激细胞后短时间 (lh 左右)内出现醋氨酸磷酸

化，随后逐渐减弱 ，提示 crGF 对细胞的影响

亦可能同样通过某种蛋白的酷氨酸磷酸化过程

来实现，该蛋白在 crGF 信号传递中的作用、

意义， 以及其自身的性质，尚待进一步研究。

摘要

结缔组织生长因子(crGF)是某些内皮细

胞即刻早期基因反应产物，其与 FGF 具有类似

的促进成纤维细胞 (KMB-17) 增殖的功能;在

此促增殖过程中 crGF 和 FGF 所诱导的基因

反应有所差异， crGF 诱导细胞表达 c-myc ，而

FGF 促进 c-fos 表达增加;此外两种因子均诱导

与酷氨酸磷酸化过程密切相关的 src 基因表

达，免疫沉淀证实 crGF 结合细胞表面受体后

可诱导细胞内相应蛋白的酷氨酸磷酸化。

关键词 :CfGF FGF 成纤维细胞 基因反应

醋氨酸蛋白磷酸化
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THE DIFFERENT GENE RESPONSE IN THE PROCEDURE OF 
FIBROBLAST PROLIFERATION INDUCED BY CTGF AND FGF 

WANG J iong 口JNG Cheng Hong W ANG Li Chun Sl刑 Mipg Ll Qi Han 怪

( lnstitute of Medical 8iology , Peijing Union Medical ColLage , 
αlinese Ac.ω加ny of Medical Science , Kun ming 650 11 8 ， αlina) 

ABSTRACf 

Connective Tissue Growth Facror( CTGF) is a product of immediately early gene , which has the simi lar effect of stimulat­
ing fibroblast proli feration as FGF , but CTGF and FGF have different gene res阳nse in this pr'∞臼s ， CTGF induced cell ex­
pr岱sion of c-myc on仅有E臼顶， FGF stimulated c- fc后 onα忍ene expr岱sion; on the other hand CTGF and FGF bothα口 induce src 
gene expr岱sion and the result of the immunological precipitation with anti-phosphotyrosine antilx对y suggested that tyrosine 
phosphorylation of a protein in Kl\征圣 17 perhaps is related with the signal transduction of CTGF. 

Key words: CfGF FGF Fibroblast Gene 1咽ponse Tyr咽ine phosphoηlation 

蛋白聚糖和溶血磷脂酸对不同细胞周期

心脏成纤维细胞生长的影晌

何兰杰 铸 丛祥凤常文静陈曦H

(中国医学科学院 中国协和医科大学 阜外心血管病医院北京 100037) 

心肌肥厚是高血压、冠心病等多种心血管
疾病发展过程中共同的病理生理改变，是多种

因素相互作用的结果。 心脏成纤维细胞的增殖

是心肌肥厚的重要因素之一，研究一些生物活

性物质对心脏成纤维细胞增殖的调节作用，对

控制心肌肥厚的发生和发展有重要的价值。

蛋白聚糖 ( PGs)是血管壁内皮细胞和平滑

肌细胞合成并分泌的活性物质，除作为细胞基

质的重要成分外，还是许多生长因子的受体或

亚受体[ 13 ] ，参与血管壁、神经、肿瘤组织中多

种细胞的生长调节[3 - 6 ] 但 PGs 对心脏细胞生

长的影响还未见报道。 溶血磷脂酸(LPA )是近

年来发现的-种十分活跃的脂质信号分子 ， 在

神经组织和心血管系统中有多种生物学功

能[73] ，然而它在心脏组织中的作用，还缺乏认

识。 本文通过观察这两种生物活性物质对培养

的处于不同细胞周期的乳鼠心脏成纤维细胞生

长的影响，同时分析 PGs 和 LPA 对成纤维细胞

生长的调节作用，为探讨它们在心肌肥厚发病

机理中的作用和临床防治提供新的思路。

材料与方法

1.主要试剂

DMEM 培养粉 (Gib∞) ，胎牛血清(天津血研所) , 

膜蛋白酶 (Si伊a) ， LPA (Sigma) ， 3H刊R( 中科院原子

能所 ) ，牛主动脉 PGs(本室提取) ，其他试齐1)均为北京

化工厂分析纯试剂 。

2. 动物

1 - 3 天 SD 乳 鼠(北京医科大学动物部提供)。

- 3 . 含牛主动脉 PGs 细胞培养液的制备

按文献(5 ]制备。

4. 乳鼠心脏成纤维细胞的培养

参照文献[9 ] ，取 1-3 天的 SD乳鼠心脏 ，差速贴壁

法获取心脏成纤维细胞， 37'C 、 5%~ 培养箱中培养

细胞。 当细胞生长至次汇合状态，以不同浓度的血清

继续培养细胞不同的时间，流式细胞术鉴定细胞所处

的细胞周期 。

本文 2000 年 10 月 30 日收到， 2001 年 3 月 1 9 日
撞受 。

本研究雯'北京市自然科学基金 (798203l)资助 。
铃 宁夏医学院附属医院心内科 。

H 项目负责人。
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