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脂蛋白 (a)的赖氨酸结合异质性对人动脉 SM C 增殖的影响3

喻　红　汪炳华　洪嘉玲3 3 　武军驻　王　　　李小明
(湖北医科大学生化教研室, 武汉　430071)

摘要　为探讨脂蛋白 (a) [L p (a) ]的赖氨酸结合功能在致动脉粥样硬化中的作用, 利用短时超速离

心结合凝胶层析分离纯化L p (a) , 以L ysine2Sepharo se 4B 亲和层析分离出能与柱结合的L p (a)

L ys+ 和不能与柱结合的L p (a)L ys- Λ采用M T T 比色法、流式细胞仪分析细胞增殖状况, 同时以

EL ISA 法检测细胞培养液中转化生长因子 Β(T GF2Β) 的活化水平, 观察了两种L p (a) 对培养的人

动 脉平滑肌细胞 (SM C) 增殖的影响Λ结果表明: L p (a)、L p (a)L ys+ 较L p (a)L ys- 能有效地促进

SM C 增殖, 刺激细胞从 G0öG1期进入 S 和 G2öM 期, 并显著降低培养液中 T GF2Β活化量Λ提示: L p

( a)L ys+ 可能是L p (a) 促人 SM C 增殖的主要组分, 其机制可能与干扰纤溶酶原活化, 从而抑制

T GF2Β活化有关Λ
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Effects of L ysine-bind ing Heterogenous L ipoprote in (a) on

the Prol ifera tion of Human Arter ia l Sm ooth M uscle Cells3

YU Hong, W AN G B ing2hua, HON G J ia2ling3 3 , W U Jun2Zhu, W AN G Yun,L I X iao2m ing
(D ep artm en t of B iochem istry , H ubei M ed ica l U niversity ,W uhan　430071, Ch ina)

Abstract　T he effects of lysine2b ind ing heterogenou s lipop ro tein (a) [L p (a) ] on p ro lifera t ion of
hum an arteria l sm oo th m u scle cells (SM C s) and its m echan ism of act ion w ere invest iga ted. L p (a)

w as iso la ted and pu rif ied from hum an p lasm a by u lt racen trifuga t ion and gel perm eat ion
ch rom atography, fo llow ed by L ysine2Sepharo se 4B affin ity ch rom atography, w h ich w as separa ted
in to L p (a)L ys+ and L p (a)L ys- ΛT he p ro lifera t ion of SM C s w as determ ined by flow cytom etry
and M T T co lo rim etry. EL ISA assay w as u sed to detect the act ive fo rm of tran sfo rm ing grow th
facto r Β(T GF2Β). T he resu lts show ed tha t L p (a) ,L p (a)L ys+ effect ively p rom o ted p ro lifera t ion of
hum an SM C s, st im u la ted cells in the G1öG0 phase of cell cyle to S and G2öM phase , and reduced
sign if ican t ly the am oun ts of act ive T GF2Β in cu ltu re, how ever, L p (a ) L ys- had no effect. T he
resu lts suggest tha t L p ( a ) L ys+ m igh t be the m ajo r sou rce of L p ( a ) in st im u la t ing the
p ro lifera t ion of SM C s and its m echan ism m ay be invo lved in inh ib it ion of p lasm inogen act iva t ion
and con sequen t ly the act iva t ion of la ten t T GF2ΒΛ
Key words 　L ipop ro tein ( a ) , L ysine b ind ing, Sm oo th m u scle cells, T ran sfo rm ing grow th
facto r2Β

　　脂蛋白 (a) [ lipop ro tein (a) , L p (a) ]是已公认致

动脉粥样硬化 (a thero sclero sis, A S) 的独立危险因

子, 但致病机制至今尚未完全阐明Λ由于其结构中载

脂蛋白 (a) [ apo lipop ro tein (a) , apo (a) ]与纤溶酶原

(p lasm inogen, Pg) 高度同源, 目前认为L p (a) 可竞

争性干扰 Pg 的赖氨酸结合部位 ( lysine2b ind ing

site, LBS) 与血纤维蛋白、血细胞及血管内皮细胞等

的结合及其活化, 抑制纤溶过程[ 1 ]Λ近年有实验表

明, 人血浆L p (a)存在有赖氨酸结合能力上的差异,

即可分成能与赖氨酸亲和柱结合的L p (a)L ys+ 和



不能与柱结合的L p (a)L ys- , 它们在对 Pg 的结合

与活化的抑制能力上有明显差异[ 2 ]Λ而 Grainger

等[ 3 ] 报道L p (a) 能促进人动脉平滑肌细胞 ( sm oo th

m u scle cells, SM C) 增殖, 可能与其干扰 Pg 活化形

成纤溶酶, 从而抑制转化生长因子 Β( t ran sfo rm ing

grow th facto r Β, T GF2Β) 活化有关, 鉴于血管壁

SM C 增殖在A S 病变的发生发展过程中处于关键

地位, 本研究用亲和层析分离赖氨酸结合功能异质

性的两种L p (a) , 观察二者对培养的人动脉 SM C 增

殖的影响Λ

1　材料和方法

111　主要材料与试剂

DM EM 培养基 (D u lbecco’s M odified Eagle

M edium )、胎牛血清 (feta l bovine serum , FBS)、小

牛血清 (ca lf serum , CS) (Gibco) ; 胰蛋白酶、胶原酶

É 型、L 2L ysine、62氨基正己酸 ( 62am ino2cap ro ic

acid, EA CA ) , M T T ( 32[ 4, 52dim ethylth iazo l222yl2
2, 5 ]2diphenyltet razo lium b rom ide )、碘 化 丙 锭

( p rop id ium iodide, P I )、RN ase A ( Sigm a ) ;

Sephacryl S2400、CNB r2Sepharo se 4B (Pharm acia) ;

T GF2Β1 Em axTM Imm unoassay System (P rom ega) ;

羊抗人 apo (A )、apo (B ) IgG、胎儿血清 (自行制备) ,

其余试剂均为国产分析纯Λ
112　方法

11211　人动脉平滑肌细胞培养

取水囊引产胎儿的主动脉胸腹段, 按本室建立

的酶离结合贴块法[ 4 ]进行 SM C 培养, 原代细胞培养

液采用含10% 胎儿血清及10% FBS 的DM EM Λ传
代培养常规进行, 实验所用为第5～ 8代细胞Λ
11212　脂蛋白 (a)的制备

1121211　L p (a) 的分离纯化[ 5 ]: 单向火箭免疫电泳

法筛选高L p (a) 含量血, 以磷钨酸2M g2+ 沉淀、制备

含 apo (B ) 脂蛋白溶液, 经短时超速离心结合

Sephacryl S2400凝胶层析分离纯化L p (a) Λ
1121212　L p (a)的L ysine2Sepharo se 4B 亲和层析:

常规方法制备L 2L ysine2Sepharo se 4B 亲和层析柱,

L p (a) 纯品上柱, 室温保留4 h, 先后以0. 1 m o löL
PBS (含0. 2 m o löL N aC l, 2. 0 mm o löL ED TA 2N a2,

0. 02% N aN 3, pH 7. 4) 及含0. 2 m o löL EA CA 的

PBS 洗脱Λ分别集中两部分洗脱液, 充分透析, 聚乙

二醇220000浓缩后即得L p (a)L ys- 和L p (a)L ys+ ,

双层火箭免疫电泳进一步确定两部分L p (a) 的性质

及含量Λ

11213　M T T 比色法[ 6 ]

将生长良好的 SM C 调整为5×104个细胞öm l

的悬液, 按每孔0. 1 m l 接种于96孔培养板, 37℃、

5% CO 2温育24 h 后换无血清培养液培养24 h, 使细

胞同步化至 G0期, 然后随机分组, 以含5% CS 的

DM EM 为对照组, 各组脂蛋白终浓度均为 100

m göL , 作用48 h 后每孔加入M T T (5. 0 göL ) 15 Λl,

于37℃培养4h, 加异丙醇100 Λl 充分溶解蓝紫色结

晶, 酶标仪上测定570 nm 的吸光度, 用A 570值表示

活细胞生长情况Λ
11214　流式细胞仪分析细胞周期

SM C 以1×105个öm l 分瓶接种于25 m l 培养瓶

中, 37℃、5% CO 2培养24 h, 无血清培养液同步化处

理、分组同上Λ细胞处理后24 h 制备成单细胞悬液

于70% 乙醇固定Λ细胞染色前弃固定液, PBS 洗涤,

加 RN ase A (1. 0 m göm l) 37℃水浴30 m in, 再以碘

化丙锭 (P I) 染色液避光染色30 m in, 于流式细胞仪

(FA CSo rt, 美国BD 公司) 上检测, 计算样品细胞各

周期时相分布 (G0öG1、S 和 G2öM 期的 DNA 含

量) , 每个样本测定8×104个细胞Λ
11215　培养液中 TGF-Β生物活性测定[7 ]

人 SM C 于10% CS 的DM EM 培养24 h 后更换

培养液, 分组同上, 经96 h 后收集培养液, 贮存于-

20℃一周内测定Λ培养液中 T GF2Β的活化量测定用

T GF2Β1 Em axTM Imm unoassay System 试剂盒直接

按 EL ISA 法进行Λ分析 T GF2Β总量, 则将标本酸化

处理使潜活的 T GF2Β活化, 然后中和样本, 再以

EL ISA 法测定Λ
11216　统计学分析

实验结果以均数±标准差 (xθ±s) 表示, 组间比

较采用 t 检验, P < 0. 05有显著性差异Λ

2　结　　果

211　L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys- 的分离鉴定

将L p (a) 20 m g 经L ysine2Sepharo se 4B 亲和

层析分离纯化得到L p (a)L ys+ 11. 1 m g 和L p (a)

L ys- 5. 0 m g, 两者经双层火箭免疫电泳鉴定均只在

抗 apo (A )抗体凝胶部分出现火箭峰 (F ig. 1) Λ
212　L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys- 对培养的人 SM C 增

殖的影响

21211　M T T 比色法检测细胞增殖　与对照组比

较, L p (a)、L p (a)L ys+ 组A 570值明显增加 (P < 0. 05

或 P < 0. 01) , L p (a)L ys- 虽使A 570值增加, 但与对

照组比较无显著性差异, 而 L p (a) L ys+ 与 L p (a)
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L ys- 相比, A 570值明显增高, 差异有高度显著性 (P

< 0. 01) (T ab le 1) Λ

F ig. 1　Double2decker rocket imm unoelectropho resis of

L p (a)L ys- and L p (a)L ys+

A : L p (a)L ys- ; B: L p (a)L ys+ ; C, D: L p (a) + LDL ;
E, F: LDL

21212　流式细胞仪分析　L p (a)L ys- 组细胞增殖

指数 (p ro lifera t ion index, P I)与对照组比较无显著

Table 1　Effects of lipop ro tein s on p ro liferat ion of hum an

arteria l SM C

Group A 570

Contro l 0. 585±0. 052

L p (a) 0. 681±0. 0551)

L p (a)L ys+ 0. 762±0. 0552) , 3)

L p (a)L ys- 0. 629±0. 060

　n= 10, xθ±s

1)　P < 0. 05, 2) P < 0. 01, compared w ith contro l group; 3) P < 0. 01,

compared w ith L p (a)L ys- group

差异 (P > 0. 05) , 而L p (a)、L p (a)L ys+ 组 P I 则明显

增高 (P < 0. 05或 P < 0. 01) ; 其中L p (a)L ys+ 与L p

(a)L ys- 组比较, P I 亦具显著性差异 (P < 0. 01) ; 对

细胞周期时相分布分析, 人 SM C 经无血清培养24

h, 5% CS 刺激24 h, 平均80. 70% 的细胞仍停留于

G0öG1期, 加脂蛋白的各组均促使 G0öG1期细胞进入

S 和 G2öM 期, 其中L p (a)L ys- 组的促进作用与对

照组比较无显著性差异 (P > 0. 05) , 而L p (a)、L p

(a)L ys+ 则有明显促进作用 (P < 0. 05或 P < 0. 01) ,

且L p (a)L ys+ 与L p (a)L ys- 组比较, 差异也具显著

性 (P < 0. 01) (T ab le 2) Λ

Table 2　Effects of lipop ro tein s on cell cycle of hum an arteria l SM C

Group G0öG1 S G2öM P I

Contro l 80. 70±2. 17 18. 71±2. 04 0. 59±0. 41 19. 30±2. 17

L p (a) 75. 08±3. 331) 21. 24±3. 13 3. 68±0. 64 24. 92±3. 331)

L p (a)L ys+ 64. 19±4. 522) , 3) 28. 96±3. 532) 6. 85±2. 55 35. 82±4. 522) , 3)

L p (a)L ys- 76. 93±3. 06 19. 64±2. 64 3. 83±1. 02 23. 07±3. 06

　n= 5, xθ±s

1)　P < 0. 05, 2) P < 0. 01, compared w ith contro l group; 3) P < 0. 01, compared w ith L p (a)L ys- group; P I= (S+ G2öM ) ö(G1+ S+ G2öM )

213　SM C 培养液中 TGF-Β活性测定

L p (a)、L p (a)L ys+ 组培养 T GF2Β活化量明显

降低, 与对照组比较均有显著性差异 (P < 0. 01) , 而

L p (a)L ys- 则对 T GF2Β活化量无明显影响 (P > 0.

05) Λ培养液中 T GF2Β总量 (潜活+ 活化的) 并不受

L p (a)、L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys- 的影响 (T ab le 3) Λ

Table 3　Effects of lipop ro tein s on the act ivat ion of T GF2Β

Group n
T GF2ΒöΛgõL - 1

A ctive L aten t p lus active

Contro l 12 8. 6±1. 6 16. 8±2. 4

L p (a) 12 3. 8±0. 83 16. 1±1. 7

L p (a)L ys+ 12 1. 3±0. 23 16. 0±2. 0

L p (a)L ys- 11 7. 4±1. 8 17. 1±2. 5

　 (xθ±s) 3 P < 0. 01, compared w ith contro l group

3　讨　　论

L p (a) 的赖氨酸结合异质性最先由A rm strong

和L eerink 等[ 2 ]研究提出, 并发现这种功能异质性

与 apo (a) 的表型无关, 在蛋白质、脂质组成及电泳

迁移率上也无明显差异Λ同一个体血浆中可同时有

L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys- 的存在, 不同个体中两者

比例可相差较大Λ本研究将混合血中分离纯化的L p

(a) 进一步通过L ys2Sepharo se 4B 亲和柱, 得到的

L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys- 比例约为0. 7÷0. 3, 应用双

层火箭免疫电泳确认了二者均具免疫学活性Λ
对这种功能异质性的原因及作用目前仍在探讨

中, 由于 Pg k ring le 结构中的LBS 是其与细胞表面
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受体、血纤维蛋白等的赖氨酸残基结合的关键部位,

故 apo (a) k ring le 上LBS 的活性变化也可能是引起

L p (a) 赖氨酸结合能力差异的主要原因Λ有关转基

因鼠的研究证实, 表达有赖氨酸结合功能活性的

apo (a) 或L p (a) 可明显促进L p (a) 在血管壁中聚集

及脂质斑块的发生[ 8, 9 ]Λ我们近年的工作也证实, 仅

L p (a)L ys+ 部分能有效抑制 Pg 与血小板表面的结

合[ 10 ] , 这些结果都说明L p (a) 的赖氨酸结合活性不

同可能影响其致A S 的能力Λ

SM C 增殖是贯穿于整个A S 发生发展过程中

的基本特征Λ人L p (a) 能促进 SM C 的增殖, 此作用

可能是通过L p (a) 或 apo (a) 竞争抑制细胞表面 Pg

活化, 减少纤溶酶生成而抑制 T GF2Β活化间接进行

的[ 3 ]ΛT GF2Β是一种调控细胞增殖、分化及其它一些

功能的多功能细胞因子, 正常生理条件下, SM C 可

分泌无活性的 T GF2Β, 经纤溶酶的蛋白水解作用切

除其N 端多肽而活化, 可抑制 SM C 的增殖及迁移,

转 apo (a) 基因鼠的动脉壁及血清中确实也发现

T GF2Β的活化受抑[ 11 ]Λ这些都是以总L p (a) 进行的

研究, 本文将L p (a) 分为L p (a)L ys+ 和L p (a)L ys-

两种组分, 比较观察了它们对血管 SM C 增殖的影

响, 结果表明L p (a)、L p (a)L ys+ 有明显的促人 SM C

增殖的效应, 均显著降低 T GF2Β活化量, 而L p (a)

L ys- 则无显著影响Λ揭示L p (a) 促人 SM C 增殖效

应可能主要是L p (a)L ys+ 组分的作用, 其机制可能

是L p (a)L ys+ 通过干扰 Pg 活化形成纤溶酶从而抑

制 T GF2Β活化而间接实现的Λ由此可以推测, 对一

个高L p (a)血浆水平的个体而言, 如其L p (a)L ys+ ö

L p (a)L ys- 比率越高, 则发生A S 的危险性大大增

加Λ因此进一步研究L p (a) 的赖氨酸结合异质性的

分子机制及其与A S 作用的关系将有十分重要的意

义Λ
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