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·基础研究·

肾上腺素受体激动剂对基质金属蛋白酶基因转录的影响

赵亚力 宋国杰 李琦 韩为东 齐永 伍志强 杨洁 田丽媛

【摘要】目的从细胞水平了解肾上腺素受体对基质金属蛋白酶(MMP)的调控机制。方法构建含MMP一9

启动子区的乙酰基转移酶(CAT)报告基因质粒，转染人脐静脉内皮细胞系ECV304细胞，测定肾上腺素受体激动剂

刺激后报告基因的CAT活性。结果重组质粒转染ECV304细胞后．加入苯肾上腺素(PE，a肾上腺素受体激动剂)

和异丙肾上腺素(ISO，p肾上腺素受体激动剂)后，含MMP一9启动子区域(一1285～+1)和截短(一523～+1)区域

的转染细胞报告基因表达上调，但前者更为明显。PE与ISO的反应强度和变化曲线有较大差异，ISO峰值在4h反

应强度为80倍，而PE为逐步上升，至24h达到最大值。结论 肾上腺素受体与MMP活性之间存在着明显的相关

性，为老年心血管病的进一步临床和实验研究提供了信息。
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[Abstract]Objective To investigate the mechanisms of regulating matrix metalloproteinases(MMP)9 activity

by adrenoeeptor in ECV304 ceils．Methods The repoter gene plasmids containing the promoter of MMP-9 and

chloramphenicol acetyltransferase(CAT)was constructed，then the promoter activity of MMP-9 CAT expression fol—

lowing exposure tO adrenoreceptor stimulator(phenylephrine and isoprenaline)was investigated． Results After the

plasmid was transfected to ECV304 cells，both isoprenaline and phenylephrine increased MMP一9 promoter activity．

Cells exposed to isoprenaline had rapid response and the greatest increase(80．6士14．8 folds)appeared after exposure

for 4h．Phenylephrine also caused an increase in MMP-9 promoter activity，the greatest increase(23士3．7 fold)

occurred at 24h．Conclusion Adrenoreceptor and MMP-9 gene activity have notable correlation，which provides use-

fulinformation for the future clinicsl and experimentsl investigation of cardiovascular diseases in the elderly．
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基质金属蛋白酶(matrix metalloproteinases，

MMPs)是一类对细胞外基质成分有特异降解作用

的锌依赖性蛋白水解酶家族，通过降解细胞外基质

在心肌重构中起重要作用，已证实在充血性心力衰

竭存在MMP表达的增加[1矗]。心肌细胞在应用异

丙肾上腺素后MMPs(一2，一9，一14)的表达明显增

加[3“]。心脏特异性MMP一1的过度表达导致幼鼠

左室肥厚和收缩力增强，年长鼠心室扩张和衰竭，而

MMP-9缺失可减轻左室扩张，降低梗死范围[5’6]。

提示口肾上腺素受体拮抗剂具抗重构作用，能预防

和部分减弱与实验性心衰有关的心脏重构适应障

碍，但其机制并不十分清楚口’8]。研究证实，心衰成

功的治疗方法包括针对细胞外基质的重构[9]。在一

短期心室功能失调模型中应用p1受体阻断剂阿替

洛尔能预防持续性的MMP激活[1叽11]。心衰患者

使用卡维地洛(a／p肾上腺素受体拮抗剂)能稳定血

浆MMP一9的活性，并改变MMP／金属蛋白酶组织

抑制物(tissue inhibitor of metalloproteniase，
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TIMP)比例，从而抑制心衰和延缓疾病的发展[1引。

但B肾上腺素受体刺激调节MMP的细胞内途径至

今尚未阐明[13’1引。针对这一问题，笔者根据已有的

肾上腺素受体激动剂影响MMP活性的证据，由肾

上腺素受体对MMP基因转录活性的影响人手，以

ECV304细胞系为模型，探讨并阐明二者之间可能

存在的分子水平转录调控机制。

1材料和方法

1．1 主要材料和试剂 ECV304细胞为本室保存；

大肠杆菌DH5a为本室常规保存；质粒pCAT—

BASIC，购自Promega公司；Hind Ill、Xbo I、T4

DNA连接酶、LA Taq酶购自TaKaRa(大连宝生物

有限公司)；PCR扩增引物由上海华诺公司合成；

PCR产物回收试剂盒为Promega公司产品；

DMEM高糖培养基购自Gibco公司；胎牛血清购

自Hyclone公司；胰酶为Gibco公司产品；DMSO

为Sigma公司产品；青霉素、链霉素、卡那霉素购自

Amresco公司。

1．2 氯霉素乙酰基转移酶(chloramphenicol

acetyltransferase，CAT)报告基因重组质粒的构建

利用来自正常人的基因组DNA，使用MMP-9基

因+1位置相对应的下游引物加5’端HindⅢ酶切位

点(5，-TGGTGAGGGCAGAGGTGTCT-37)，以

MMP一9基因一533、一1285位置开始为上游引物，引物

5伽人Xho I的酶切位点。引物分别为：-523(-

AAGGCTGTCAGGGAGGGAAAAAGA一3’)， 和一

1 285(5，-GGGAGGGAGGCTTGGCATAA一3’)，以

PCR方法来产生MMP一9两种启动序列，MMP一9

的一1285+1和一523～+1。对各扩增片段进行回

收，再以Xho I／HindⅢ双酶切后回收片段，与同样

酶切的线性pCAT-Basic进行连接反应(pCAT-

Basic为一氯霉素乙酰基转移酶CAT报告基因而

不含MMP-9启动子的基本质粒)。连接产物转染

至感受态大肠杆菌DH5a，扩增后酶切鉴定，并经序

列分析(申能博彩生物技术公司)确证序列正确。两

种重组质粒分别命名为p1285CAT、p523CAT，分

别大量扩增和。纯化3种质粒(p1285CAT、

p523CAT、pCAT—Basic)，定量后冻存备用。

1．3细胞培养及质粒转染 传代培养的ECV304

细胞，培养于DMEM培养基中。与转染前1天接

种于6孔培养板，每孔接种细胞2×106。采用Li-

pofectamine 2000(Invitrogen公司)进行质粒转染。

准备重组质粒(p1285CAT，p523CAT)和基本质粒

pCAT—Basic，每孔细胞质粒用量为4弘g质粒和8pl

Lipofectamine 2000。将转染质粒和Lipofectamine

2000分别加入至250 pl opti—MEM中，轻柔混合两

者，将合并后溶液置于室温20rain形成DNA—Lipo—

fectamine复合体。培养细胞以PBS洗涤3次，分

别加入DNA-Lipofectamine复合物500 pl，补加

DMEM培养基(含血清，无抗生素)，37℃孵育24h，

每组实验平行4孔。

1．4 MMP一9启动子的调控分析实验ECV304细

胞经瞬时转染后，先以含5％乳清蛋白水解产物

(1actalbumin hydrolysate，Gibco Life Technolo—

gies)和109／l。转铁蛋白(transcriptional，Sigma)的

无血清DMEM培养基饥饿处理，37℃孵育细胞

16h。然后将a受体激动剂苯肾上腺素(PE)

0．2p．mol／L、p受体激动剂异丙肾上腺素(ISO)

0．2t比mol／L及阴性对照(PBS)分别作用于细胞，反

应时间点分别为2、4、8、24 h，在每个时间点收集细

胞，测定CAT的表达。以卟啉醇肉豆蔻酸乙酸酯

(PMA，50nmol／L)和肿瘤坏死因子rt(TNFa，

25ug／L)为阳性对照。

1．5 CAT活性检测 按照说明书(Roch)操作，细

胞经预冷的PBS洗3次，蛋白裂解缓冲液裂解，通

过ELISA法测定细胞提取物中CAT酶的表达来

量化，实验结果做出标准曲线。重复一次实验，选取

细胞状态好的一次进行数据分析。

1．6统计学处理 实验数据用j士j表示，进行t

检验，以P<0．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1质粒构建的检测 构建了含有MMP-9启动

子区转录起始位点+1～-1285和+1～一524片段的

重组CAT报告基因质粒(p1285CAT，p523CAT)。

见图1。

2．2 转柒后不同时同点的CAT值测定 转染

ECV304细胞后，加入PE和ISo后，与基本CAT

质粒比较，二者转录活性均在不同的时间位点。显示

明显的上调。其中ISO的反应迅速和强烈，4h达到

峰值，增加近80倍，PE表现渐进升高过程，至24h

达到峰值，约25倍(图2)。

2．3 p1285CAT与p532CAT间的比较 将

p1285CAT与p532CAT的最大反应值进行比较，

同时以PMA和TNFa为阳性对照，统计结果显示，

ISO组和PE组的p1285CAT与p532CAT最大反

应值差异明显(图3)。
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图1 CAll重组质粒结构图(A)和重组质粒酶切后的电泳结果(BJ
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图2异丙肾上腺素(A)和苯肾上腺素(BJ
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图3 p1285CAT和pS23CAT在异丙肾上腺素I ISO)、

苯肾上腺素(PE)、卟啉醇肉豆蔻酸乙酸酯IPMA)、肿瘤

坏死因子(TNFaJ存在时对MMP-9启动子活性的影响

3讨论

本研究利用全长和截短的MMP一9启动子片段

构建CAT报告基因重组质粒，转染细胞系ECV304

后，利用CAT报告基因中氯霉素乙酰基转移酶的

活性对底物作用后，ELASA方法检测其活性。实

验过程中加入PE(a肾上腺素受体激活剂)和IS0

(p肾上腺素受体激活剂)后，与基本CAT质粒比

较，ISO和PE均可以明显增加MMP-9启动子的转

录活性，但二者存在显著差异，其转录活性作用曲

线在不同时间点显示不同。ISo的反应更加迅速和

强烈，4h达到峰值，增加近80倍。而PE则表现出

渐进和逐步升高的过程，至24h达到峰值，约25倍。

这种在反应时间和强度上的差异，反映了a和p肾

上腺素受体在反应机制、受体分离动力学、反应敏感

性和受体再循环方面的差异。研究结果初步证实了

肾上腺素受体与MMP活性之间存在着明显的相关

性，说明它们之间存在某种调控关系，为进一步的研

究提供了可行性的研究基础。

研究显示，在U937细胞中，ISO和PE均可通

过其对应的a和B肾上腺素受体增加MMP-9的蛋

白丰度和mRNA表达量，作用位点位于MMP-9启

动子序列一1285～一523的762bp长度区间中，该区间

主要包含NF-KB(-600)和APl(一533)的结合位点，

并且已证实了U937细胞中cFOS／cJUN能特异结

合顺式反应元件APl序列[1引。因此，本研究结果

显示了与其相似的反应性，即在ECV304细胞中使

用两种肾上腺素刺激后，MMP一9启动子一1285～

一523的762bp长度区间明显的上调其启动子的转录

活性，说明同样的元件在上调启动子活性中作用机

制相同，均与NF—JcB(一600)和APl(-533)的顺式反

加

加^冀矗_譬_pl盘v
鼻ol器2己u8■《U
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应元件结合而起作用。此外，在MMP一9启动子的一

79位点还包含另外一个APl位点，但目前研究资

料显示，其在肾上腺素介导的MMP-9启动子转录

活性中的作用较弱，但仍有一定的作用，这可以较好

的解释p523CAT质粒转染后也显示出弱的启动子

转录活性。

目前，在心衰的老年患者中，a／p肾上腺素受体

拮抗剂卡维地洛的短期治疗，消弱了MMP的活性，

使降解平衡倾向于较少降解的表现型，这一机制可

能影响了细胞外基质降解的稳定性。因此，肾上腺

素可直接激活MMP-9启动子，而非选择性肾上腺

素受体阻断剂则可以消弱MMP-9启动子的转录活

性，进而降低了心衰中心脏重塑的几率，达到治疗的

效果。
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