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Ａｐｅｌｉｎ经Ａｋｔ／ＡＭＰＫ信号通路促进心肌微血管

内皮细胞血管生成

张　普　刘铭雅　朱　伟　杨宵曼　魏　盟

　　【摘要】　目的：探讨ａｐｅｌｉｎ１３对大鼠心肌微血管内皮细胞（ＭＶＥＣｓ）的生物学效应

及其可能的信号通路。　方法：体外培养大鼠的心肌微血管内皮细胞。给予不同浓度

ａｐｅｌｉｎ１３，采用 ＭＴＴ法观察细胞增殖能力、划痕损伤修复和Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ方法观察细胞迁

移能力、体外管腔样结构形成方法观察细胞管腔成能力。进一步采用蛋白印迹法观察

ａｐｅｌｉｎ１３对Ａｋｔ和ＡＭＰＫ分子蛋白的磷酸化水平的影响。　结果：Ａｐｅｌｉｎ１３能增加大

鼠微血管内皮细胞的增殖、迁移和体外管腔形成能力，且呈剂量依赖性在２００ｎｍｏｌ／Ｌ浓

度时促血管生成能力最佳。Ａｐｅｌｉｎ１３能上调细胞的Ａｋｔ和ＡＭＰＫ磷酸化程度。　结

论：Ａｐｅｌｉｎ１３可促进 ＭＶＥＣｓ的血管生成，可能与上调Ａｋｔ和ＡＭＰＫ的磷酸化相关。
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先从牛胃分泌物中提取，并纯化出的孤儿Ｇ蛋白偶

联受体（ＡＰＪ）的天然配体。它可发挥多种生物学效

应，表达遍布人体各个组织器官，其对心血管功能、

水盐平衡、下丘脑内分泌、炎症、免疫、葡萄糖代谢

等具有重要的调节作用［２，３］。Ａｐｅｌｉｎ是重要的血管

生成的调节器，其高表达在胚胎脉管的内皮及视网

膜血管的内皮层和基质层，但是在血管稳定后其表

达表现为下调［４６］。Ａｐｅｌｉｎ可被肽酶分解成ａｐｅｌｉｎ

３６、１７、１３、１２等，其中ａｐｅｌｉｎ１３可能是 ＡＰＪ主

要的内源性配体［２，７］。本研究拟通过观察ａｐｅｌｉｎ１３

对大鼠心肌微血管内皮细胞增殖、迁移、体外毛细

血管管腔样结构形成的影响以及对丝氨酸／苏氨酸

激酶（Ａｋｔ）和腺苷酸活化蛋白激酶（ＡＭＰＫ）蛋白表
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达影响，探讨ａｐｅｌｉｎ参与血管生成的可能机制。

１　材料和方法

１．１　主要材料

胎牛血清（ＦＢＳ）、高糖培养基（ＤＭＥＭ，Ｇｉｂｃｏ

公司）、噻唑蓝（ＭＴＴ，Ｓｉｎｇｍａ公司 ）、ＡＢＣ免疫化

学试剂盒（碧云天公司）。Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室（Ｃｏｒｎｉｎｇ

公司）、Ｍａｔｒｉｇｅｌ胶（ＢＤ公司），Ａｋｔ抗体、ＡＭＰＫ抗

体、二抗（ＣＳＴ公司），兔抗鼠ＣＤ３４、ＣＤ３１单克隆抗

体（ＡｎｔｉｂｏｄｙＤｉａｇｎｏｓｔｉｃａＩｎｃ），兔抗人Ⅷ因子相关

抗原多克隆抗体（ＤＡＫＯ公司），其他试剂均为国产

分析纯以上级别。

１．２　心肌微血管内皮细胞（ＭＶＥＣｓ）培养与鉴定

选取６～８周龄雄性 Ｗｉｓｔａｒ大鼠（６０～１００ｇ），

１％戊巴比妥钠腹腔注射麻醉、注入２００Ｕ 肝素，

７５％乙醇浸泡３０ｍｉｎ，逐层打开胸腔，暴露并剪下

心脏，剔除其他组织，保留左心室。剔除心内膜及

心外膜，剪碎组织块为１～２ｍｍ
３，均匀铺于培养皿，

组织块间隔１～２ｍｍ，加少许ＦＢＳ，细胞孵育箱培

养约４０ｍｉｎ。加含２０％ ＦＢＳ的高糖培养液，每两

天换液１次，７２ｈ后去除组织块，３～５ｄ细胞铺满

皿底，进行细胞传代，实验均取用第２代细胞。细胞

鉴定通过ＣＤ３１、ＣＤ３４抗体免疫细胞化学染色和Ⅷ

因子抗体免疫荧光染色法鉴定（９５％以上细胞胞质

呈阳性着色），并进行形态学鉴定。

１．３　分组与处理

实验分为６组，加入ａｐｅｌｉｎ至终浓度为６、２０、

６０、２００、６００ｎｍｏｌ／Ｌ，对照组不加ａｐｅｌｉｎ。９６孔板

每孔接种细胞５０００／２００μｌ，细胞贴壁后进行干预，

以 ＭＴＴ 方法分别取不同时间点（０、１２、１６、２０、

２４ｈ）测光密度（ＯＤ）值检测增殖情况。６孔板接种

细胞至细胞生长融合后以２００μｌ枪头进行划痕损

伤后干预，不同时间点（０、１２、１６、２０、２４ｈ）测划痕之

间距离检测迁移修复能力。接种细胞１×１０４／２００μｌ

于Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ上室中，下室加入８００μｌ含不同浓度

ａｐｅｌｉｎ的培养液，体外培养１２ｈ，结晶紫染色计数微

孔膜下层细胞，检测细胞迁移能力。９６孔板预铺

５０μｌＭａｔｒｉｇｅｌ胶３０ｍｉｎ后每孔接种细胞１×１０
４／

２００μｌ，药物干预１２ｈ后计数血管管腔形成数目，检

测细胞体外血管管腔形成能力。实验均做４复孔。

１．４　蛋白印迹

实验以１００ｍｍ培养皿培养细胞至９０％融合

后以ａｐｅｌｉｎ２００ｎｍｏｌ／Ｌ浓度刺激，在不同时间点

（０、１０、３０、６０、１２０ｍｉｎ）提取蛋白，测定蛋白浓度。

取总蛋白量３０μｇ上样于７．５％的聚丙烯凝胶中，

室温下垂直电泳１ｈ，转移蛋白至聚偏二氟乙烯

（ＰＶＤＦ）膜（４℃，２ｈ），含５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ封

闭１ｈ，摇床上与相应的一抗孵育（４℃，过夜），充分

漂洗。摇床上与辣根过氧化酶标记的山羊抗兔ＩｇＧ

（１∶１５００）室温孵育１ｈ，充分漂洗，将ＥＣＬ显影液

覆盖ＰＶＤＦ膜，室温下反应５ｍｉｎ，置于紫外显影系

统曝光５ｍｉｎ，摄片并进行条带灰度的定量测定，实

验重复３次。

１．５　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１７．０软件分析数据，组间比较采用

单因素方差分析和多因素方差分析，以犘＜０．０５为

差异有统计学意义。

２　结果

２．１　增殖能力

使用 ＭＴＴ 方法检测，发现细胞在不同浓度

ａｐｅｌｉｎ刺激１２、１６、２０、２４ｈ时，ＯＤ值高于对照组，

这一作用具有时间依赖趋势（犘＜０．０５，见表１）。

２．２　迁移能力

２．２．１　划痕损伤修复法　划痕损伤后，在１２、１６、

２０、２４ｈ时观察划痕损伤后细胞迁移情况，结果显

示ａｐｅｌｉｎ刺激后细胞体外损伤修复能力明显增强，

随ａｐｅｌｉｎ浓度的增加作用增强（犘＜０．０５），但培养

时间对划痕损伤后细胞迁移情况无明显影响（犘＞

０．０５），见表２。

表１　犕犜犜法检测细胞增殖能力 （ＯＤ值）

分组 １２ｈ １６ｈ ２０ｈ ２４ｈ

对照组 ０．３５５±０．０１６ ０．４１６±０．０２２ ０．５３４±０．０２３ ０．７１２±０．０３２

６ｎｍｏｌ／Ｌ ０．３７５±０．０１４ ０．４３５±０．０２３ ０．５８５±０．０２８（１） ０．７７７±０．０２９（１）

２０ｎｍｏｌ／Ｌ ０．３９７±０．０２２ ０．４７４±０．０２９（１） ０．６５６±０．０３２（１） ０．９０３±０．０３３（１）

６０ｎｍｏｌ／Ｌ ０．４１０±０．０２６（１） ０．５０４±０．０２２（１） ０．７１５±０．０２６（１） ０．９３０±０．０２３（１）

２００ｎｍｏｌ／Ｌ ０．４２３±０．０１８（１） ０．５４４±０．０１３（１） ０．７９８±０．０２９（１） ０．９７７±０．０２１（１）

６００ｎｍｏｌ／Ｌ ０．４２８±０．０１８（１） ０．５６０±０．０１７（１） ０．８１２±０．０２９（１） １．１１１±０．０２９（１）

　　注：与对照组比较，
（１）犘＜０．０５
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表２　划痕实验检测细胞迁移能力 （μｍ）

分组 １２ｈ １６ｈ ２０ｈ ２４ｈ

对照组 ７６．９７±６．５０ １１６．０３±７．４９ １５６．７４±１２．０５ １８４．５９±１３．８９

６ｎｍｏｌ／Ｌ ９１．９７±７．４４ １３２．７２±３．４８（１） １７５．９５±４．９７（１） ２０９．０５±７．７５（１）

２０ｎｍｏｌ／Ｌ １１３．０９±４．５０（１） １４８．６９±６．６３（１） １８６．０１±８．６６（１） ２１９．８１±７．４７（１）

６０ｎｍｏｌ／Ｌ １２２．２０±６．２４（１） １６１．６０±８．５４（１） １９３．０３±８．８０（１） ２３１．３７±７．１７（１）

２００ｎｍｏｌ／Ｌ １４２．６６±１０．１９（１） １８５．５４±８．７３（１） ２１５．７８±７．９３（１） ２７０．４７±６．９５（１）

６００ｎｍｏｌ／Ｌ １４６．９３±７．５０（１） １９４．９１±８．２６（１） ２２２．５８±８．３３（１） ２９１．９８±８．７３（１）

　　注：与对照组比较，
（１）犘＜０．０５

２．２．２　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ法　结晶紫染色后计数Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ

微孔膜下层细胞，经ａｐｅｌｉｎ刺激后体外迁移能力明

显强于对照组 （犘＜０．０５），而且随ａｐｅｌｉｎ浓度的增

加作用增强（见图１、表３）。

２．３　体外毛细血管管腔样结构形成能力

计数血管管腔形成数目结果显示ａｐｅｌｉｎ刺激后

管腔样结构形成能力明显强于对照组，随ａｐｅｌｉｎ浓

度的增加作用越强 （犘＜０．０５，见图２、表３）。

图１　犜狉犪狀狊狑犲犾犾法检测细胞迁移能力（×１００）

图２　体外管腔形成实验检测细胞血管生成能力（×１００）
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表３　各组犜狉犪狀狊狑犲犾犾法计数细胞数及

体外管腔样结构形成条数

分组 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ（个） 管腔形成（条）

对照组 ６５．７５±５．１３ ２３．６７±２．０２

６ｎｍｏｌ／Ｌ ７２．６６±８．６０ ３１．４２±１．５２（１）

２０ｎｍｏｌ／Ｌ ９６．９５±４．８５（１） ４０．４２±１．８６（１）

６０ｎｍｏｌ／Ｌ １１８．５０±６．２５（１） ４２．７６±２．９０（１）

２００ｎｍｏｌ／Ｌ １５７．３１±５．６３（１） ６０．４２±２．５１（１）

６００ｎｍｏｌ／Ｌ １６７．２３±５．１２（１） ６４．５９±３．１０（１）

　　注：与对照组比较，
（１）犘＜０．０５

２．４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测 Ａｋｔ和 ＡＭＰＫ 磷酸化

程度

检测Ａｋｔ、ＡＭＰＫ蛋白表达差异结果显示，总

丝氨酸／苏氨酸激酶（ＴＡｋｔ）和总腺苷酸活化蛋白

激酶（ＴＡＭＰＫ）蛋白在ａｐｅｌｉｎ刺激后其表达没有

变化，而磷酸化的丝氨酸／苏氨酸激酶（ｐＡｋｔ）和磷

酸化的腺苷酸活化蛋白激酶（ｐＡＭＰＫ）在ａｐｅｌｉｎ刺激

１０ｍｉｎ后表达显著增加，ｐＡｋｔ在ａｐｅｌｉｎ刺激３０ｍｉｎ

时达到峰值，刺激６０ｍｉｎ及１２０ｍｉｎ后表达开始下

降，而ｐＡＭＰＫ表达在ａｐｅｌｉｎ刺激后１０ｍｉｎ开始增

加直到刺激１２０ｍｉｎ仍增加 （犘＜０．０５，见图３、表４）。

图３　犃狆犲犾犻狀２００狀犿狅犾／犔时犃犽狋、犃犕犘犓蛋白表达

表４　犃狆犲犾犻狀２００狀犿狅犾／犔时狆犃犽狋、狆犃犕犘犓蛋白表达

分组 ｐＡｋｔ ｐＡＭＰＫ

对照组 １．００±０．０８ １．００±０．０７

１０ｍｉｎ ５．４３±０．３３（１） １．２８±０．０９（１）

３０ｍｉｎ ５．５０±０．３１（１） １．８２±０．１５（１）

６０ｍｉｎ ３．６６±０．２７（１） ２．２１±０．２０（１）

１２０ｍｉｎ ３．４７±０．３０（１） ２．８３±０．２２（１）

　　注：与对照组比较，
（１）犘＜０．０５

３　讨论

Ａｐｅｌｉｎ在心血管系统中有重要的生理作用，鼠

静脉应用ａｐｅｌｉｎ能够显著地降低平均动脉压
［８，９］。

Ａｐｅｌｉｎ作用于下丘脑具有中枢调节血压的作用
［１０］。

Ｃｈｅｎｇ等
［１１］发现，ａｐｅｌｉｎ在扩血管降压的同时可以

引起心率加快甚至心动过速，且对心脏有正性肌力

作用，可以增加离体灌注鼠心脏的收缩力［１２］。

Ａｐｅｌｉｎ能够降低左心室的前后负荷并能增加心脏

的收缩储备而没有心肌肥厚的表现［１３］。作为一种

强有力的利尿肽，ａｐｅｌｉｎ通过抑制精氨酸加压素

（ＡＶＰ）神经元的活动和ＡＶＰ的释放，促进利尿，参

与了机体的水平衡调节［１４］。

Ａｐｅｌｉｎ在心血管系统中有重要的生理学作用

它还参与了胚胎的心脏起源和生理病理条件下的

血管生成。在对鸡的绒毛尿囊的膜模型系统、光滑

爪蟾和青蛙胚胎的研究发现，ａｐｅｌｉｎ可影响内皮、造

血干细胞和心血管分化功能，能刺激血管分支发生

相当于给于血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ），抑制

ａｐｅｌｉｎ 能 明 显 减 少 胚 胎 发 育 中 血 管 结 构 生

成［１２，１５，１６］。Ａｐｅｌｉｎ／ＡＰＪ被认为是哺乳动物心脏

起源的重要发起者，能调节动物的中胚叶和心脏的

形成规格［１７］。在病理条件下视网膜中央静脉闭塞

症［１８］、糖尿病增殖性视网膜病变中，给予ａｐｅｌｉｎ能

促进这些病变组织中的血管再生［１８，１９］。Ａｐｅｌｉｎ还

参与了肿瘤血管生成，导致肿瘤快速生长［２０］。这些

实验研究充分证明了ａｐｅｌｉｎ是有力的血管生成因

子，但其发挥作用的信号途径还不清楚。参与血管

生成的主要是内皮细胞，其过程包括了内皮祖细胞

的分化、内皮细胞的增殖迁移、管腔形成等。

本研究显示不同浓度ａｐｅｌｉｎ能显著促进大鼠心

肌微血管内皮细胞的增殖、迁移和体外管腔形成，

促进大鼠心肌微血管内皮细胞形成毛细血管管腔

样结构。Ａｐｅｌｉｎ刺激大鼠的心肌微血管内皮细胞

后能激活具有活性的ｐＡｋｔ和ｐＡＭＰＫ，由此我们

推测ａｐｅｌｉｎ或许是通过激活ＡｋｔＡＭＰＫ信号途径，

参与大鼠心肌微血管内皮细胞的血管形成。
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·敬告读者·

　　为适应我国信息化建设需要，扩大作者学术交流渠道及影响，本刊已加入《中国学术期刊（光盘版）》、

《中国核心期刊（遴选）数据库》和《中文科技期刊数据库》，并已被中国科学技术信息研究所收录为“中国科

技论文统计源期刊”（中国科技核心期刊）。如作者不同意将文章编入这些数据库，请在投稿时声明，我们将

做适当处理。

稿件一经刊用，将一次性支付作者著作权使用稿酬（包括印刷版、光盘版和信息网络传播权等各种传播

方式的报酬），并赠当期杂志２本。

欢迎广大心血管专业医生、研究生投稿，本刊免收审稿费。
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