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　　［摘要］　目的　研究ｐ２１活化激酶１（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１，Ｐａｋ１）对胚胎血管发育的影响，并初步探讨其相关作用机

制。方法　以组成激活型Ｐａｋ１（ｃｏｎｓｔｉｔｕｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖｅＰａｋ１，ｃａＰａｋ１）的重组过表达质粒ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１为模板，用ＳＰ６ＲＮＡ聚
合酶体外合成ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ，用显微注射法将其注入斑马鱼单细胞期胚胎，观察胚胎发育和表型变化，用透射电镜进一步确

认胚胎血管的超微结构。用脂质体转染法将ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１转入人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，

ＨＵＶＥＣ），用 ＭＴＴ法检测细胞活力，并用流式细胞术分析 ＨＵＶＥＣ凋亡情况。结果　斑马鱼胚胎发育至受精后３０～３６ｈ
时，可见过表达组斑马鱼出现头部出血表型，出血比例约２５％～３０％，透射电镜下可见血管内皮细胞结构破坏；细胞水平过表

达Ｐａｋ１后，细胞变圆并出现部分脱落，ＭＴＴ检测发现细胞存活减少（Ｐ＜０．０１），流式细胞术分析发现内皮细胞凋亡增加（Ｐ＜

０．０１）。结论　过表达Ｐａｋ１可能通过增加内皮细胞凋亡影响胚胎血管发育。

　　［关键词］　ｐ２１活化激酶类；内皮细胞；细胞凋亡；血管发育；斑马鱼
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　　ｐ２１活化激酶（ｐ２１ａｃｔｉｖａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，Ｐａｋ）是一

类胞内丝／苏氨酸蛋白激酶，是Ｒｈｏ家族小ＧＴＰ酶

Ｒａｃ１和Ｃｄｃ４２下游的主要靶蛋白，在生物体发育及

疾病的产生和发展过程中都起着重要的作用［１］。

Ｐａｋ１是第１个被克隆和验证的Ｐａｋ家族成员［２］，在

胞内被激活后，通过磷酸化相应的底物介导Ｅｒｋ［３］、



第４期．董斐斐，等．Ｐａｋ１对胚胎血管发育的作用及初步机制 ·３９５　　 ·

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ［４］、ＭＡＰＫ［５］等多条通路的信号转导，参

与调控多种细胞生物学过程，对肿瘤的生长和侵

袭［１］、神经系统疾病和发育［６］、心脏收缩和电传

导［７］、病毒感染［８］、机体代谢［９］等都有重要影响。近

年来，有研究发现Ｐａｋ１是内皮细胞特异高表达的微

小 ＲＮＡ１２６（ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２６，ｍｉＲ１２６）的靶分子，

而后者参与调节胚胎发育过程中血管内皮的完整

性［１０］，因此推测Ｐａｋ１影响血管发育，但是对其具体

作用和机制尚不明确。本研究用斑马鱼在体水平过

表达Ｐａｋ１，观察其对胚胎血管新生的影响，并通过

体外培养的内皮细胞初步分析其相关机制，为进一

步探索Ｐａｋ１在血管发育中的作用提供线索。

１　材料和方法

１．１　材料、试剂及仪器　组成激活型Ｐａｋ１（ｃｏｎｓｔｉ

ｔｕｔｉｖｅｌｙａｃｔｉｖｅＰａｋ１，ｃａＰａｋ１）的重组过表达质粒

ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１和ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶由中国科学院上

海生命科学研究院健康科学研究所提供；野生型斑

马鱼及人脐静脉内皮细胞株（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）由第二军医大学长海医院

心血管内科实验室保存；内皮细胞培养基、青链霉

素、内皮生长因子购自ＳｃｉｅｎＣｅｌｌ公司；胰蛋白酶购

自 Ｇｉｂｃｏ公司；ＴＲＩｚｏｌ、ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ 购自

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；限制性内切酶、ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴ
反应试剂盒、ＳＹＢＲ○ＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑ定量ＰＣＲ检测

试剂购自大连宝生物工程有限公司；膜联蛋白Ⅴ
（ＡｎｎｅｘｉｎⅤ）购自ｅＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；７氨基放线菌

素Ｄ（７ａｍｉｎｏａｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎＤ，７ＡＡＤ）购自 Ｍｏｌｅｃｕ

ｌａｒＰｒｏｂｅｓ公司。主要实验仪器：无菌超净工作台

（上海淀山湖净化设备厂），ＣＯ２细胞培养箱（美国谢

尔登公司），电热恒温水槽（上海精宏实验设备有限

公司），旋涡混合器（江苏海门其林贝尔仪器制造有

限公司），双通道实时荧光定量ＰＣＲ仪（美国Ｃｏｒ

ｂｅｔｔ公司），倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司），垂直

电泳仪（美国ＢｉｏＲａｄ公司），低温离心机（日本 Ｈｉ

ｔａｃｈｉ公司），流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。

１．２　斑马鱼水平实验

１．２．１　目的片段 ｍＲＮＡ合成　用限制性内切酶

ＮｏｔⅠ对重组过表达质粒进行单酶切，取５μＬ酶切产

物电泳，确认质粒线性化后，用酚氯仿沉淀酶切产物，

而后根据ＳＰ６ＲＮＡ聚合酶试剂盒的说明，将ｃａＰａｋ１
体外转录为ｍＲＮＡ，稀释、分装后于－８０℃保存。

１．２．２　过表达Ｐａｋ１　野生型斑马鱼进行交配，收

集并选择单细胞期胚胎，固定于注射板上，调试显微

注射仪，根据注射压、平衡压及注射针尖大小，调节

注射剂量，将ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ注入胚胎细胞内，以注

射等量双蒸水的胚胎作为对照。２８℃恒温孵育，于

倒置显微镜下观察胚胎发育至受精后７２ｈ，记录胚

胎表型变化和异常表型出现比例。同时用蛋白质印

迹法检测Ｐａｋ１的蛋白水平变化，以验证是否成功过

表达。

１．２．３　血管壁超微结构观察　出现大体表型异常的

胚胎用２．５％戊二醛溶液固定，缓冲液漂洗后，用不同

浓度的乙醇溶液梯度脱水，而后用环氧树脂包埋胚胎

组织，经超薄切片机切片，在光学显微镜下确定损伤

血管的部位和观察范围，对切片进行染色后，在透射

电镜下观察血管壁和内皮细胞的超微结构。

１．３　细胞水平实验

１．３．１　过表达Ｐａｋ１　用含有１％青链霉素、５％内

皮生长因子的内皮细胞培养液培养 ＨＵＶＥＣ，传代

后接种于１２孔板中，待细胞长至８０％～９０％融合度

后，按 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ转染试剂说明将ＰＣＳ２

ｃａＰａｋ１转入 ＨＵＶＥＣ细胞，以加入相同浓度脂质体

溶液的细胞作为对照。观察细胞形态学改变。转染

４８ｈ后，每孔加入１ ｍＬ ＴＲＩｚｏｌ提取细胞内总

ＲＮＡ，按ＴａＫａＲａ反转录试剂盒说明反转录成ｃＤ

ＮＡ，反应体系１０μＬ，反应条件：２５℃５ｍｉｎ；４２℃

１５ｍｉｎ；８５℃９０ｓ。以上述反应所得的ｃＤＮＡ为模

板，用Ｐｒｉｍｅｒ３．０软件设计特异性定量引物，检测细

胞内Ｐａｋ１的表达水平。上游引物序列：５′ＡＣＡ

ＧＣＣＡＧＡＡＡＴＡＣＡＴＧＡＧＣＴＴＴ３′，下游引物

序列：５′ＧＣＣＴＴＣＡＣＡＴＴＣＡＡＧＧＣＡＴＴＡ３′，

反应体系２０μＬ。反应条件：９５℃１ｍｉｎ；９４℃１５ｓ，

６０℃１５ｓ，７２℃１０ｓ，共４０个循环。

１．３．２　细胞活力检测　ＨＵＶＥＣ按每孔１０４个细胞

的密度接种到９６孔板中，用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ将

ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１转入细胞，对照组处理同前，并设置无

细胞调零孔。转染４８ｈ后，每孔加入２０μＬ浓度为

５ｍｇ／ｍＬ的四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）溶液，继续培养

４ｈ，继而吸出培养液，加入１５０μＬ二甲亚砜，室温

震荡１０ｍｉｎ充分显色，在酶标仪上测出其在４９２ｎｍ
处的光密度值。

１．３．３　细胞凋亡检测　将 ＨＵＶＥＣ按每孔２×１０５
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个细胞的密度接种到无菌６孔板内，转染方法同前，

转染后４８ｈ用０．０５％的胰蛋白酶消化，离心收集细

胞，用预冷的ＰＢＳ洗涤２次，用１×结合缓冲液调节

细胞密度为１×１０６／ｍＬ，取１００μＬ细胞悬液，加入５

μＬＡｎｎｅｘｉｎⅤ，轻轻混匀后再加入１０μＬ７ＡＡＤ，

避光反应１５ｍｉｎ，而后加入４００μＬ１×结合缓冲液，

用流式细胞仪检测细胞凋亡情况。

１．４　统计学处理　用ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计学

分析，两组计量资料的比较采用独立样本ｔ检验，发

生率的比较采用χ
２检验。检验水准（α）为０．０５。

２　结　果

２．１　过表达Ｐａｋ１对斑马鱼胚胎发育的影响　对斑

马鱼单细胞期胚胎注射ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ，观察胚胎发

育。与对照组（图１Ａ）相比，过表达Ｐａｋ１组大体发

育未见明显差异，两组畸形率和死亡率相似，但过表

达Ｐａｋ１组胚胎发育至３０～３６ｈ时出现明显的颅内

出血（图１Ｂ），出血比例约２５％～３０％。继续观察胚

胎发育，至受精后６０ｈ左右，过表达Ｐａｋ１组出血逐

渐减少，出血胚胎均可成活。用蛋白质印迹法检测

过表达情况，发现Ｐａｋ１蛋白水平升高 （图２）。

图１　斑马鱼胚胎过表达Ｐａｋ１造成头部出血

Ｆｉｇ１　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰａｋ１ｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ

ｅｍｂｒｙｏｓｃａｕｓｅｄｃｅｒｅｂｒａｌｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

Ａ：ＥｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｄＨ２Ｏ；Ｂ：Ｅｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ．Ｂｌａｃｋａｒｒｏｗｓｉｎｄｉｃａｔｅｈｅｍｏｒｒｈａｇｅ

图２　斑马鱼胚胎过表达Ｐａｋ１（蛋白质印迹结果）

Ｆｉｇ２　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰａｋ１ｐｒｏｔｅｉｎｉｎｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｅｍｂｒｙｏｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓ

１：ＥｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｄＨ２Ｏ；２：Ｅｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ
ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ

　　对出血胚胎和对照组胚胎进行固定和头部组织

切片，用透射电镜观察超微结构，如图３所示，发现

出血胚胎头部血管管腔存在，大小正常，但血管壁结

构发生改变，主要表现为血管内皮细胞肿胀，细胞膜

卷曲，染色质稀疏，胞内出现空泡和颗粒，细胞间连接

模糊不清。对照组血管内皮细胞形态规则，胞膜完

整，细胞间连接紧密，细胞器分布均匀，无明显空泡。

图３　透射电镜下斑马鱼胚胎头部血管

Ｆｉｇ３　Ｉｎｔｒａｃｅｒａｂｒａｌｖｅｓｓｅｌｓｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓ

ｕｎｄｅｒｔｒａｎｓｍｉｓｓｉｏｎｅｌｅｃｔｒｏｎｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

Ａ：ＥｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈｄｄＨ２Ｏ；Ｂ：Ｅｍｂｒｙｏｓｉｎｊｅｃｔｅｄｗｉｔｈ

ｃａＰａｋ１ｍＲＮＡ．Ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｔｈｅｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００００

２．２　过表达 Ｐａｋ１对 ＨＵＶＥＣ活力和凋亡的影

响　通过脂质体转染的方法将 ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１转入

ＨＵＶＥＣ，用倒置显微镜观察细胞形态，发现细胞出

现变圆、缩小、部分脱落等凋亡改变（图４Ｂ）。转染

后４８ｈ提取细胞总ＲＮＡ、反转录成ｃＤＮＡ并用定

量ＰＣＲ检测Ｐａｋ１过表达情况，结果显示转染重组

过表达质粒的细胞内Ｐａｋ１表达水平较对照组升高

（Ｐ＜０．０１，图５）。ＭＴＴ法和流式细胞术检测显示，

过表达Ｐａｋ１组存活的细胞明显减少（Ｐ＜０．０１，图

６），凋亡细胞明显增加（Ｐ＜０．０１，图７）。

图４　光镜下ＨＵＶＥＣｓ形态学改变

Ｆｉｇ４　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅｓｏｆＨＵＶＥＣｓ

ｕｎｄｅｒｏｐｔｉｃａｌｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ

ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ａ：ＨＵ

ＶＥＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ；Ｂ：ＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰＣＳ２ｃａＰａｋ１．Ｔｈｅｗｈｉｔｅａｒｒｏｗｓｈｏｗｓｔｈｅｃｅｌｌ

ｗｉｔｈｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅ，ｒｏｕｎｄｅｄｕｐａｎｄｄｅｔａｃｈｅｄｆｒｏｍ

ｔｈｅｐｌａｔｅ
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图５　定量ＰＣＲ检测ＨＵＶＥＣｓ内Ｐａｋ１表达水平

Ｆｉｇ５　Ｐａｋ１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｉｎＨＵＶＥＣｓ

ａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｔｒｏｌ：

ＨＵＶＥＣｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＬＴＸ； ｃａＰａｋ１：

ＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＰＣＳ２ｃａＰａｋ１． Ｐ ＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图６　ＭＴＴ法检测ＨＵＶＥＣｓ细胞活力

Ｆｉｇ６　ＶｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴａｓｓａｙ

ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．Ｃｏｎｔｒｏｌ：

ＨＵＶＥＣｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ＬＴＸ； ｃａＰａｋ１：

ＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈＰＣＳ２ｃａＰａｋ１． Ｐ ＜０．０１ｖｓ

ｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

图７　流式细胞术检测ＨＵＶＥＣｓ凋亡

Ｆｉｇ７　ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣｓａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

ＨＵＶＥＣｓ：Ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣｓｌａｂｅｌｅｄｗｉｔｈＡｎｎｅｘｉｎⅤ （ＡＰＣｃｈａｎｎｅｌ）ａｎｄ

７ＡＡＤ（ＰｅｒＣＰｃｈａｎｎｅｌ）．Ｃｏｎｔｒｏｌ：ＨＵＶＥＣｓｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＬＴＸ；ｃａＰａｋ１：ＨＵＶＥＣｓｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｗｉｔｈＰＣＳ２ｃａ

Ｐａｋ１．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ．ｎ＝３，珚ｘ±ｓ

３　讨　论

　　Ｐａｋ１是Ｒｈｏ家族小 ＧＴＰ酶Ｃｄｃ４２和 Ｒａｃ的

一个主要下游效应子［１１］，作为一种胞内丝／苏氨酸

蛋白激酶，Ｐａｋ１广泛分布于机体各种组织和细胞，

充当将胞外信号转换为胞内反应的重要信使，参与

细胞增殖、凋亡、迁移等多种细胞病理生理过程的调

控，与肿瘤、阿尔茨海默病、哮喘、２型糖尿病、结节

性硬化、癫　等多种疾病的发展和预后相关［１２］。然

而，目前对Ｐａｋ１在正常发育尤其是血管发育和血管

新生中的作用研究较少，Ｚｏｕ等［１０］发现Ｐａｋ１是内

皮细胞特异高表达的 ｍｉＲ１２６的靶基因，而后者参

与调控胚胎发育中的血管完整性，从而推测Ｐａｋ１也

可能影响胚胎血管发育，但是对其具体作用和机制

尚未进一步阐明。

　　为了研究Ｐａｋ１在血管发育中的作用，我们分别

在斑马鱼水平和细胞水平过表达Ｐａｋ１，观察其对胚

胎血管新生和体外培养的血管内皮细胞生长的影

响。重组过表达质粒ＰＣＳ２ｃａＰａｋ１所携带的ｃａＰａｋ１

是将野生型氨基酸序列第４２３位的苏氨酸突变为谷

氨酸［１０］，使其具有持续活化的激酶活性，可以实现

有功能的Ｐａｋ１的过表达。本研究通过胚胎显微注

射的方法在斑马鱼整体水平过表达Ｐａｋ１，发现胚胎

血管发育早期即可出现颅内出血，而在这一发育期，

斑马鱼头部血管主要由内皮细胞和基底膜形成，基

底膜下尚无周细胞包围，因此我们推测Ｐａｋ１可能主

要通过影响血管内皮完整性和（或）通透性而造成相

应表现。随着胚胎发育至受精６０ｈ以后，头部出血

逐渐减轻，出血胚胎可继续存活，一方面可能与该时

期基底膜修复和周细胞发育弥补了内皮细胞的缺损
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有关，另一方面可能由于我们注射的是ｃａＰａｋ１

ｍＲＮＡ，只能实现目的基因的瞬时过表达，随着胚胎

的继续发育，活化的Ｐａｋ１水平逐渐降至正常，对细

胞功能的一过性影响减小直至消失。

　　影响血管内皮完整性和通透性的主要因素有：

内皮细胞增殖减少［１３］、凋亡增多［１４］、内皮细胞收

缩［１５］、内皮间连接改变［１６］等。我们对出血胚胎和对

照组胚胎进行固定和组织切片，在透射电镜下进一

步确认血管结构，结果发现出血胚胎血管内皮细胞

明显破坏，因此我们推测斑马鱼水平过表达Ｐａｋ１可

能通过诱导内皮凋亡而引起胚胎头部出血。

　　为了进一步证实在动物水平的发现，我们通过

脂质体转染的方法，在体外培养的 ＨＵＶＥＣ内过表

达Ｐａｋ１，结果发现过表达Ｐａｋ１细胞体积缩小、变

圆，并出现部分脱落等形态学改变，用 ＭＴＴ法检测

细胞活力，发现过表达Ｐａｋ１后存活的内皮细胞数

量减少，而用 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ／７ＡＡＤ双染色法结合流

式细胞术分析，可见过表达组细胞凋亡增加。以上

结果均提示，在 ＨＵＶＥＣ水平过表达Ｐａｋ１可诱导

内皮细胞凋亡。

　　我们的研究结果表明，Ｐａｋ１过表达影响胚胎血

管发育，Ｐａｋ１持续激活可能通过诱导内皮细胞凋亡

而影响胚胎早期血管新生。
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