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ｓｔｅｒｉｌｅｆｌａｓｋ．Ａｂｏｕｔ１ｍＬｍｉｘｔｕｒｅｗａｓｔｈｅｎｄｉｓ
ｐｅｎｓｅｄｉｎｔｏａ３５ｍｍｐｌａｓｔｉｃｃｕｌｔｕｒｅｄｉｓｈ（Ｃｏｒｎｉｎｇ
Ｃｏｓｔａｒ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，ＭＡ，ＵＳＡ）ａｎｄａｌｌｏｗｅｄｔｏ
ｇｅｌｆｏｒ１０ｍｉｎａｔ３７℃［９］．
１．４ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎａｓｓａｙ

ＨＵＶＥＣｗｅｒｅｔｒｙｐｓｉｎｉｚｅｄａｎｄｓｅｅｄｅｄｉｎｔｏ３５
ｍｍ３Ｄｃｏｌｌａｇｅｎｇｅｌｃｏａｔｅｄｄｉｓｈｅｓａｎｄｗｅｒｅｇｒｏｗｎ
ｔｏｃｏｎｆｌｕｅｎｃｅ．Ｔｈｅｎ，ｂＦＧＦ（５μｇ·Ｌ

－１）ｗｉｔｈｏｒ
ｗｉｔｈｏｕｔｉｎｄｉｃａｔｅｄｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｗｅｒｅ
ａｄｄｅｄｉｎｔｏｅａｃｈｄｉｓｈｅｓ．Ｏｎｔｈｅｄ２－ｄ１０，ｔｈｅ
ｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｔｕｂｅｓｂｅｌｏｗｔｈｅｇｅｌｓｕｒｆａｃｅｗａｓｄｅ
ｔｅｒｍｉｎｅｄｕｓｉｎｇｐｈａｓｅｃｏｎｔｒａｓｔｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅａｔ１０ｒａｎ
ｄｏｍｌｙｓｅｌｅｃｔｅｄ×２００ｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｆｉｅｌｄｓ．Ｔｈｅｃｕｌ
ｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｇｅｌａｔｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ．
１．５ Ｇｅｌａｔｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ

Ｇｅｌａｔｉｎｏｌｙｔｉｃａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｏｆｓｅｃｒｅｔｅｄｍａｔｒｉｘｍｅｔ
ａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ（ＭＭＰ）ｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅ
ａｎａｌｙｚｅｄｂｙｚｙｍｏｇｒａｐｈｙｏｎｇｅｌａｔｉｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｐｏｌｙ
ａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓ．Ｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｐｒｅｐａｒｅｄｉｎｎｏｎｒｅ

ｄｕｃｉｎｇｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ．Ｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉａｗｅｒｅ
ｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙＳＤＳＰＡＧＥｕｓｉｎｇ１０％ ａｃｒｙｌａｍｉｄｅ
ｃｏｐｏｌｙｍｅｒｉｚｅｄｗｉｔｈ０．１％ ｇｅｌａｔｉｎ．Ａｆｔｅｒｅｌｅｃｔｒｏ
ｐｈｏｒｅｓｉｓ，ｔｈｅｇｅｌｗａｓｗａｓｈｅｄｔｗｉｃｅｆｏｒ１５ｍｉｎｉｎ
ｗａｓｈｉｎｇｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ７．５，
１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２，１

μｍｏｌ·Ｌ
－１ＺｎＣｌ２，ａｎｄ０．１％ＴｒｉｔｏｎＸ１００）ｔｏｒｅ

ｍｏｖｅＳＤＳａｎｄｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ ｆｏｒ２４ｈｉｎ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ（５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ
７．５，１５０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＣａＣｌ２，
ａｎｄ１μｍｏｌ·Ｌ

－１ＺｎＣｌ２）．Ｇｅｌｓｗｅｒｅｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈ
０．２５％ｃｏｏｍａｓｓｉｅｂｒｉｌｌｉａｎｔｂｌｕｅＲ２５０．
１．６ Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓ

ＴｈｅｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆＭＭＰ２ｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｕｓｉｎｇｐｏｌｙｃｌｏｎａｌａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ．Ｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｗａｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｅｄａｎｄｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏ
ＳＤＳ／ＰＡＧＥｕｎｄｅｒｒｅｄｕｃｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｕｓｉｎｇ１０％
ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｓ．Ｐｒｏｔｅｉｎｓｗｅｒｅｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄｅｌｅｃ
ｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃａｌｌｙｔｏ０．４５μｍｎｉｔｒｏｃｅｌｌｕｌｏｓｅｍｅｍ
ｂｒａｎｅｓ．Ｔｈｅｐｒｉｍａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓｗｅｒｅｕｓｅｄａｔａｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｏｆ１０ｍｇ·Ｌ－１．Ｔｈｅｓｅｃｏｎｄａｒｙａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ
ｗｅｒｅｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｇｏａｔａｎｔｉ
ｍｏｕｓｅａｎｄｗｅｒｅｕｓｅｄａｔａ１∶１０００ｄｉｌｕｔｉｏｎ．
１．７ Ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎ
ｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴＰＣＲ）ａｎａｌｙｓｉｓ

ＴｏｔａｌＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓ
ｕｓｉｎｇｐｈｅｎｏｌａｎｄｇｕａｎｉｄｉｎｉｕｍｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ（Ｔｒｉ
ｒｅａｇｅｎｔ，Ｇｉｂｃｏ）．ＳｙｎｔｈｅｓｉｓｏｆｃＤＮＡｗａｓｃａｒｒｉｅｄ
ｏｕｔｗｉｔｈｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ（ＭＭＬＶ，Ｇｉｂｃｏ）：
５００ｎｇｏｆｔｏｔａｌＲＮＡｗａｓｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｉｎｔｏ
ｓｉｎｇｌｅｓｔｒａｎｄｅｄｃＤＮＡ ｕｓｉｎｇｔｈｅｂｕｆｆｅｒｏｆ５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．３），７５ｍｍｏｌ·Ｌ－１

ＫＣｌ，３ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２，１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＤＴＴ，０．５

μｇｏｌｉｇｏｄＴａｎｄ０．５ｍｍｏｌ·Ｌ
－１ｄＮＴＰｓ（ｄＮＴＰ

Ｍｉｘ，Ｇｉｂｃｏ），ｉｎｃｕｂａｔｅｄａｔ３７℃ｆｏｒ１ｈ．Ａｆｔｅｒｉｎ
ａｃｔｉｖａｔｉｏｎａｔ９５℃ｆｏｒ５ｍｉｎ，１００ｎｇｏｆｃＤＮＡｐｒｏｄ
ｕｃｔｗａｓａｄｄｅｄｔｏａ５０μＬＰＣＲｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘｔｕｒｅ
ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ５０ｐｍｏｌｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇｐｒｉｍｅｒｓｏｆｔｈｅｉｎ
ｄｅｘｅｓｔｏｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄａｎｄβａｃｔｉｎ；０．２ｍｍｏｌ·Ｌ

－１

ｄＮＴＰｓ；１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ８．３），５０
ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＫＣｌ，１．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１ＭｇＣｌ２ａｎｄ０．５μＬ
ＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ（Ｐｒｏｍｅｇａ，ＵＳＡ）．Ａｓｎｅｇａ
ｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ，ｔｈｅＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅｗａｓｏｍｉｔｔｅｄｉｎｔｈｅ
ｒｅａｃｔｉｏｎ．βａｃｔｉｎｗａｓａｍｐｌｉｆｉｅｄａｓａｎｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎ

·０９３· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｏｃｔ；１７（５）



 



Ｆｉｇ２． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆ
ＨＵＶＥＣ．ＡｌｌｇｒｏｕｐｓｒｅｃｅｉｖｅｄｂＦＧＦ（５μｇ·Ｌ－１）ａｎｄｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ
ｆｏｒ１０ｄ，ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙ．（○，●，△）ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ０，２０ａｎｄ４０
ｍｇ·Ｌ－１．珋ｘ±ｓ，ｎ＝１０．Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｃｏｎｔｒｏｌ（０ｍｇ·Ｌ－１）．

ｉｍｐｏｒｔａｎｔｒｏｌｅｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄｔｕｍｏｒｄｅｖｅｌｏｐ
ｍｅｎｔ［１０］．Ｄｏｅｓｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｉｎｈｉｂｉｔｉｎｖａｓｉｏｎａｎｄ
ｔｕｂｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓｉｎ
ｖｏｌｖｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ？Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｉｓ
ｑｕｅｓｔｉｏｎ，ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍｏｎｄ１０ｗａｓｓｕｂ
ｊｅｃｔｅｄｔｏｇｅｌａｔｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ，ｗｈｉｃｈｗａｓａｂｌｅｔｏ
ｄｅｔｅｃｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｓｅｃｒｅｔｅｄＭＭＰｓ．Ａｓｓｈｏｗｎｉｎ
Ｆｉｇ３，ｔｈｅｍａｉｎｂａｎｄｓａｔ６４ａｎｄ７２ｋｕｃｏｒｒｅ
ｓｐｏｎｄｅｄｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｔｏａｃｔｉｖｅａｎｄｌａｔｅｎｔＭＭＰ
２［１１］ａｎｄｏｔｈｅｒＭＭＰｓａｃｔｉｖｉｔｉｅｓｗｅｒｅｂａｒｅｌｙｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｉｎｔｈｅａｓｓａｙ．ＡｆｔｅｒｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｂＦＧＦ，
ｔｈｅＭＭＰ２ａｃｔｉｖｉｔｙｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄ（Ｆｉｇ３，ｌａｎｅ
３），ｗｈｉｌｅｔｒｅａｔｉｎｇｔｈｅＨＵＶＥＣｗｉｔｈｂＦＧＦａｎｄｅｎ
ｄｏｓｔａｔｉｎｏｒＭＭＰｉｎｈｉｂｉｔｏｒ，ｂａｔｉｍａｓｔａｔ，ｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎ
ｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｂｏｔｈａｃｔｉｖｅａｎｄｌａｔｅｎｔ
ＭＭＰ２（Ｆｉｇ３，ｌａｎｅｓ４－６）．

Ｆｉｇ３． Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅｓ．Ｃｕｌｔｕｒｅｄｍｅｄｉｕｍｏｎｄ１０ｗａｓｓｕｂｊｅｃｔｅｄｔｏｇｅｌａｔｉｎ
ｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ．Ｌａｎｅ１，ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ２，ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｌａｎｅ３，ｔｒｅａｔ
ｍｅｎｔｗｉｔｈ５μｇ·Ｌ

－１ｂＦＧＦａｌｏｎｅ；ｌａｎｅｓ４ａｎｄ５，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ
ｂＦＧＦａｎｄｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ（２０ａｎｄ４０ｍｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）；ｌａｎｅ６，
ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｂＦＧＦａｎｄｂａｔｉｍａｓｔａｔ（０．１５μｍｏｌ·Ｌ

－１）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ
ｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒｉｐｌｉ
ｃａｔｅ．

ＴｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎＭＭＰｓ
ｗａｓｆｕｒｔｈｅｒｃｏｎｆｉｒｍｅｄｂｙｇｅｌａｔｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙａｎｄ
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＣｅｌｌｓｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｙｂＦＧＦａｎｄｖａｒｉ
ｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｆｏｒ２４ｈ．Ｃｏｎｄｉ
ｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｗｅｒｅｃｏｌｌｅｃｔｅｄｆｏｒｔｈｅａｓｓａｙ．Ｅｎｄｏ
ｓｔａｔｉｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅｂＦＧＦｉｎｄｕｃｅｄＭＭＰ２
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｆｉｇ４）．

Ｆｉｇ４．Ｇｅｌａｔｉｎｚｙｍｏｇｒａｐｈｙ（Ａ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｂ）
ａｎａｌｙｓｉｓｏｆＭＭＰ２ｉｎｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍ ｏｆ
ＨＵＶＥＣ．ＣｏｎｄｉｔｉｏｎｅｄｍｅｄｉｕｍｏｆＨＵＶＥＣｗａｓｇｅｎｅｒａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ
ｉｎｔｈｅａｂｓｅｎｃｅｏｒｐｒｅｓｅｎｃｅｏｆｂＦＧＦａｎｄｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｅｎ
ｄｏｓｔａｔｉｎ．Ｌａｎｅ１，ｎｏｔｒｅａｔｍｅｎｔ；ｌａｎｅ２，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈ５μｇ·Ｌ

－１

ｂＦＧＦａｌｏｎｅ；ｌａｎｅｓ３－６，ｔｒｅａｔｍｅｎｔｗｉｔｈｂＦＧＦａｎｄｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ（５，
１０，２０ａｎｄ４０ｍｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄ
ｆｒｏｍａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ．Ｂａｎｄｉｎｔｅｎ
ｓｉｔｉｅｓｏｆＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｅｘａｍｉｎｅｄｂｙｓｃａｎｎｉｎｇｄｅｎｓｉｔｏｍｅｔｒｙ（Ｃ）．
珋ｘ±ｓ，ｎ＝３．Ｐ＜０．０１，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｌａｎｅ２．

２．４ Ｅｆｆｅｃｔｏｆｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｏｎｍａｔｒｉｘｍｅｔａｌｌｏｐｒｏ
ｔｅｉｎａｓｅｓｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓ

ＴｏｅｖａｌｕａｔｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＭＰｍＲＮＡｉｎ
ＨＵＶＥＣｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｂＦＧＦａｎｄｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ，ＲＴ
ＰＣＲｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎｅｘｔｒａｃｔｅｄｍＲＮＡａｌｉｑｕｏｔｓ
ｆｒｏｍｓｅｒｕｍｆｒｅｅｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓ．Ａｌｌｏｆｔｈｅｐｒｉｍｅｒ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ，ＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｉｚｅｓａｎｄＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
ａｒｅｌｉｓｔｅｄｉｎＴａｂ１．ＡｓｓｈｏｗｎｉｎＦｉｇ５，ｔｈｅｍＲＮＡ
ｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ２ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄｗｈｉｌｅｔｒｅａｔｉｎｇｔｈｅ
ｃｅｌｌｓｗｉｔｈｂＦＧＦ（Ｆｉｇ５，ｌａｎｅ３），ａｎｄｗｅｒｅｄｏｗｎ
ｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｉｎａｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｄｅｐｅｎ
ｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｆｉｇ５，ｌａｎｅｓ４－７）．Ｈｏｗｅｖｅｒ，
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓｏｆＭＭＰ３ ａｎｄＭＭＰ９ｗｅｒｅｎｏｔ

·２９３· ＣｈｉｎＪＰｈａｒｍａｃｏｌＴｏｘｉｃｏｌ ２００３ Ｏｃｔ；１７（５）



Ｔａｂ１． ＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｐｒｉｍｅｒｓｕｓｅｄｆｏｒＲＴ
ＰＣＲａｎｄｒｅｌａｔｅｄｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
Ｏｌｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ
ｐｒｉｍｅｒ（５′－３′）

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｓｉｚｅ／ｂｐ

ＰＣＲｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

βａｃｔｉｎ（ｉｎｔｅｒｎａｌｓｔａｎｄａｒｄ）

Ｆ：ＧＴＡＧＡＣＡＴＣＣＧＣＡＡＡＧＡＣ ３０３ ｓａｍｅａｓｃｏａｍｐｌｉｆｉｅｄ
ＭＭＰｓＲ：ＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＣＧＣＡＡＣＴ

ＭＭＰ２
Ｆ：ＧＧＡＴＧＡＴＧＣＣＴＴＴＧＣＴＣＧ ５９９ ９４℃５０ｓ，５６℃５０ｓ，
Ｒ：ＣＡＧＴＧＧＡＣＡＴＧＧＣＧＧＴＣＴ ７２℃１ｍｉｎ，３０ｃｙｃｌｅｓ
ＭＭＰ３
Ｆ：ＧＧＣＡＧＴＴＴＧＣＴＣＡＧＣＣＴＡＴＣ ２１９ ９４℃５０ｓ，５３℃５０ｓ，
Ｒ：ＴＣＣＡＧＡＧＴＧＴＣＧＧＡＧＴＣＣＡＧ ７２℃１ｍｉｎ，３０ｃｙｃｌｅｓ
ＭＭＰ９
Ｆ：ＧＧＧＡＣＧＧＣＡＡＴＧＣＴＧＡＴＧ ５０６ ９４℃５０ｓ，５９℃５０ｓ，
Ｒ：ＡＧＧＧＣＧＡＧＧＡＣＣＡＴＡＧＡＧＧ ７２℃１ｍｉｎ，３０ｃｙｃｌｅｓ

Ｆｉｇ５． ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓｆｏｒ
ＭＭＰ２．ＲＮＡｗａｓｅｘｔｒａｃｔｅｄｆｒｏｍｃｕｌｔｕｒｅｄｃｅｌｌｓｔｒｅａｔｅｄｆｏｒ２４ｈ
ｗｉｔｈｂＦＧＦｏｒｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ．Ｌａｎｅ１，ｍａｒｋｅｒ；ｌａｎｅ２，ｃｏｎｔｒｏｌ；ｌａｎｅ３，
５μｇ·Ｌ

－１ｂＦＧＦａｌｏｎｅ；ｌａｎｅｓ４－７，ｂＦＧＦａｎｄｅｎｄｏｓｔａｔｉｎ（５，１０，
２０ａｎｄ４０ｍｇ·Ｌ－１，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｗｅｒｅｏｂｔａｉｎｅｄｆｒｏｍ
ａｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｔｒｉｐｌｉｃａｔｅ．Ａｓｉｎｇｌｅｂａｎｄａｔ
３０３ｂｐｗａｓｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｗｉｔｈｐｒｉｍｅｒｓｓｐｅｃｉｆｉｃｆｏｒβａｃｔｉｎｗｉｔｈｔｈｅ
ｓａｍｅｃＤＮＡｕｎｄｅｒｉｄｅｎｔｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎ．

ａｆｆｅｃｔｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙ（ｒｅｓｕｌｔｓｎｏｔｓｈｏｗｎ）．

３ ＤＩＳＣＵＳＳＩＯＮ

Ａｌｔｈｏｕｇｈａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｈａｓｂｅｅｎｍｏｓｔｌｙｓｔｕｄ
ｉｅｄｉｎｖｉｖｏ，ｆｏｒｅｘａｍｐｌｅ，ｉｎｔｈｅｒａｂｂｉｔｃｏｒｎｅａｏｒ
ｔｈｅｃｈｏｒｉｏａｌｌａｎｔｏｉｃｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｔｈｅｃｈｉｃｋｅｎｅｍ
ｂｒｙｏ，ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｏｆｉｓｏｌａｔｉｏｎａｎｄｃｕｌｔｕｒｅｏｆｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｐｒｏｖｉｄｅｄａｍｏｒｅｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔｗａｙｔｏ
ｓｔｕｄｙａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｅｒｅ
ｃｕｌｔｕｒｅｄｉｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆｔｙｐｅⅠ ｃｏｌｌａｇｅｎｇｅｌ，
ａｎｄｗｅｒｅｉｎｄｕｃｅｄｔｏｉｎｆｉｌｔｒａｔｅｔｈｅｇｅｌｍａｔｒｉｘ．Ｔｈｉｓ
ｍｏｄｅｌ ｏｒｉｇｉｎａｌｌｙ ｄｅｓｃｒｉｂｅｄ ｂｙ Ｍｏｎｔｅｓａｎｏ，

ｅｔａｌ［１１］ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓａｓｉｍｐｌｅｍｏｄｅｌｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｎｗｈｉｃｈｔｈｅｉｎｄｕｃｔｉｏｎｏｒｔｈｅｐｒｅｖｅｎｔｉｏｎｏｆｅｎ
ｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｉｎｖａｓｉｏｎｂｙｅｘｏｇｅｎｏｕｓｓｉｇｎａｌｓｃａｎｂｅ
ｅａｓｉｌｙｄｅｔｅｃｔｅｄ．

Ｐｈｏｒｂｏｌｍｙｒｉｓｔａｔｅａｃｅｔａｔｅ（ＰＭＡ），ａｗｅｌｌ
ｋｎｏｗｎｔｕｍｏｒｐｒｏｍｏｔｅｒ，ｗａｓｃｏｍｍｏｎｌｙｕｓｅｄｔｏｉｎ
ｄｕｃｅａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｎｖｉｔｒｏ［１１］．ＢｕｔＰＭＡｉｓｎｏｔａ
ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌｌｙｏｃｃｕｒｒｉｎｇｓｕｂｓｔａｎｃｅ．Ｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙ，
ｂＦＧＦ，ｂｅｓｔｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ，
ｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｉｎｄｕｃｅｒ．Ｔｈｅｙａｒｅｐｏｔｅｎｔｍｉｔｏｇｅｎｓ
ｆｏｒｓｅｖｅｒａｌｃｅｌｌｔｙｐｅｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｖａｓｃｕｌａｒａｎｄｃａｐ
ｉｌｌａｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｃｅｌｌｓ，ａｎｄａｒｅｃａｐａｂｌｅｏｆｉｎｄｕｃ
ｉｎｇａｎａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｖｉｖｏ［１２］．Ｆｕｒｔｈｅｒ
ｍｏｒｅ，ｔｈｅｙａｒｅｐｒｏｖｅｄｔｏｂｅｔｈｅｃｒｕｃｉａｌｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｉｎｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅ
ｓｉｓ［１２］．

Ａｎｉｎｉｔｉａｌｓｔｅｐｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓｏｆａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ
ｉｓｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｍａｔｒｉｘｐｒｏｔｅｉｎｓｏｆｔｈｅｂａｓｅ
ｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ
ｍａｔｒｉｘｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ，ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓａｒｅａｂｌｅｔｏ
ｍｉｇｒａｔｅ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｅａｎｄｆｏｒｍｃａｐｉｌｌａｒｙｔｕｂｅｓ［１０，１３］．
ＩｔｉｓｇｅｎｅｒａｌｌｙａｓｓｕｍｅｄｔｈａｔＭＭＰｐｌａｙａｎｉｍｐｏｒ
ｔａｎｔｒｏｌｅｉｎａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ．ＭＭＰ１，ＭＭＰ２ａｎｄ
ＭＭＰ３ａｒｅｒｅｐｏｒｔｅｄｌｙｔｏｂｅｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙｅｎｄｏｔｈｅ
ｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ａｎｄＭＭＰ２ｉｓｔｈｅｍｏｓｔｉｍｐｏｒｔａｎｔｏｎｅ
ａｍｏｎｇｔｈｅｍ［１０］．Ｄａｔａｏｆｔｈｉｓｓｔｕｄｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔ
ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆｔｈｅＭＭＰｒｅｓｕｌｔｅｄｉｎｔｈｅｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ
ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓ．Ｔｈｉｓｗａｓｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｗｉｔｈｔｈｅｐｏｓｓｉ
ｂｌｅｒｏｌｅｏｆＭＭＰｉｎｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｐｒｏｃｅｓｓ．Ｅｎｄｏ
ｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅＭＭＰ
ａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ．Ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅ，ｔｈｅ
ＭＭＰ２ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄｂｙｅｎｄｏ
ｓｔａｔｉｎｔｒｅａｔｍｅｎｔ，ａｌｔｈｏｕｇｈＭＭＰ１ａｎｄＭＭＰ３
ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｗｅｒｅｎｏｔｉｎｆｌｕｅｎｃｅｄ．Ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ，ｗｅ
ｓｕｇｇｅｓｔｔｈａｔｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆ
ＭＭＰ２ｔｏｅｘｅｒｔｉｔｓａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔ．

Ｈｏｗｅｖｅｒ，ａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓｉｓａｃｏｍｐｌｅｘｐｒｏｃｅｓｓ
ｉｎｖｏｌｖｉｎｇａｓｅｒｉｅｓｏｆｓｅｑｕｅｎｔｉａｌｓｔｅｐｓ［１４］，ｉｎｃｌｕｄ
ｉｎｇｔｈｅｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｂａｓｅｍｅｎｔｍｅｍｂｒａｎｅ，
ｍｉｇｒａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｔｏｗａｒｄｓａｎｇｉｏｇｅｎｉｃ
ｓｔｉｍｕｌｉ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ｆｏｒｍａ
ｔｉｏｎｏｆｃａｐｉｌｌａｒｙｌｕｍｉｎａａｎｄｍａｔｕｒａｔｉｏｎｏｆｂｌｏｏｄ
ｖｅｓｓｅｌｓ．Ｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔａｎｙｏｎｅｏｒｍｏｒｅ
ｏｆｔｈｅｓｅｓｔｅｐｓｔｏｅｘｅｒｔｉｔｓａｎｔｉａｎｇｉｏｇｅｎｉｃｅｆｆｅｃｔｓ．
Ａｎｄｗｈｅｒｅａｎｄｈｏｗｄｏｅｓｅｎｄｏｓｔａｔｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｅｉｎ

·３９３·中国药理学与毒理学杂志 ２００３年１０月；１７（５）



ｔｈｅｍｅｔａｌｌｏｐｒｏｔｅｉｎａｓｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ
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内皮抑制素通过抑制基质金属蛋白酶２而抑制血管新生

欣 坚１，马小超１，邓 辉２，张 婷１，屠曾宏１

（１．中国科学院上海生命科学院，上海药物研究所新药研究国家重点实验室，上海 ２０１２０３；
２．复旦大学附属华山医院皮肤病研究室，上海 ２０００４０）

摘要：目的 研究内皮抑制素抑制血管新生作用的

机制。方法 用碱性成纤维细胞生长因子（ｂＦＧＦ）
处理体外原代培养人脐静脉内皮细胞；用三维胶原

模型研究 ｂＦＧＦ诱导的血管新生作用；用明胶电泳
和蛋白印迹法研究分泌于培养基中的基质金属蛋白

酶的活性和含量；ＲＴＰＣＲ法研究基质金属蛋白酶的
ｍＲＮＡ水平。结果 内皮抑制素显著抑制 ｂＦＧＦ诱
导的内皮细胞血管新生能力；抑制内皮细胞分泌的

基质金属蛋白酶２的表达及其 ｍＲＮＡ的水平。结
论 内皮抑制素通过抑制基质金属蛋白酶２的表
达而抑制血管新生。

关键词：内皮抑制素；成纤维细胞生长因子，碱性；

脐静脉；基质金属蛋白酶

（本文编辑 董立春）
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