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RhoA / Rho 激酶在氟伐他汀对组织因子表达影响中的调控作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究 RhoA / Rho 激酶在氟伐他汀( fluvastatin,Flu)影响组织因子蛋白表达过程中的调控作用,探
讨氟伐他汀在抗动脉粥样硬化血栓形成作用的新靶点。 方法 摇 将同一簇人脐静脉内皮细胞(HUVEC)株进行培

养、传代后,分设对照组、肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)组、Flu 组及干预组(TNF鄄琢 + Flu 组),采用 RT鄄PCR 方法测定组

织因子( tissue factor, TF) mRNA 表达水平,用 Western blot 方法测定 TF 蛋白表达和 RhoA 的活化水平;随后,以血

管紧张素域(Ang域)、Y27632 为干预因素,再分设空白对照组、TNF鄄琢 + Ang域组、Ang域组、TNF鄄琢 组、TNF鄄琢 +
Y27632 组,采用 Western blot 方法测定 TF 蛋白表达水平。 结果摇 TNF鄄琢 在诱导 HUVEC TF 表达的同时,可使 RhoA
活化,氟伐他汀可抑制 TF 表达与 RhoA 活化;Ang域可促进 TNF鄄琢 诱导的 HUVEC TF 蛋白表达水平,而 Y27632 可

抑制 TNF鄄琢 诱导的 HUVEC TF 蛋白表达水平。 结论摇 RhoA / Rho 激酶通路在 G 蛋白水平上参与了氟伐他汀抑制

组织因子表达的调控机制。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the regulatory effect of RhoA / Rho kinase in expression of tissure factor(TF) protein
influenced by fluvastatin, so as to explore the noval target point of fluvastatin in anti鄄artherosclerosis and anti鄄thrombosis.
Methods摇 The same human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) was cultured and passage cultured, and was then
divided into control group, TNF鄄琢 group, Flu group, and TNF鄄琢 + Flu group, TNF鄄琢 + Ang域 group, Ang域 group and
TNF鄄琢 + Y27632 group. 摇 RT鄄PCR method was used to examine the expression of TF mRNA. 摇 Western blot method was
used to examine the TF protein expression and RhoA activity. 摇 TF protein expression of HUVECs in control group, TNF鄄
琢 + Ang域 group, Ang域 group, TNF鄄琢 group and TNF鄄琢 + Y27632 group was examined using Western blot method.
Results摇 In the meanwhile of inducing the HUVECS TF expression, TNF鄄琢 also activated RhoA. 摇 Fluvastatin inhibited
the activation of RhoA. 摇 Ang域 could enhance the TF expression in HUVECS which induced by TNF鄄琢, while Y27632
could inhibit the TF expression in HUVECS which induced by TNF鄄琢. 摇 摇 Conclusions摇 The inhibitive effect of fluvasta鄄
tin on the TF expression might be achieved through the RhoA / Rho signal regulatory pathway at small G protein level.

摇 摇 组织因子(tissue factor, TF)是外源性凝血系统

凝血级联反应的启动子,通过介导激活凝血过程形

成血栓,也是脂质核心内促血栓形成最重要的活性

因子之一,与动脉粥样硬化(atherosclerosis,As)的发
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生发展过程有着密切的联系[1,2]。 他汀类药物在调

脂的同时可减少人单核细胞 /巨噬细胞和内皮细胞

TF 的表达[3],但其影响 TF 表达的信号途径尚不清

楚。 有研究表明,Rho / Rho 激酶与 TF 形成过程有

关[4],Rho / Rho 激酶可能是 TF 表达的信号调控途

径。 前期的基础实验已证实氟伐他汀可有效降低由

TNF鄄琢 诱导人脐静脉内皮细胞(HUVEC)的 TF 含

量、活性及蛋白表达水平。 本研究采用血管紧张素

域(Rho 激酶激动剂)、Y27632(Rho 激酶抑制剂)干
预氟伐他汀对 TF 表达的过程,从而进一步探讨其

可能的 RhoA / Rho 激酶通路的调控机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 人脐静脉内皮细胞株(HUVEC)由中南大学湘

雅医学院细胞库购得,TNF鄄琢、 RhoA 羊抗人单克隆

抗体(一抗)、 HRPO 标记羊抗鸡 IgG(二抗)、HRPO
标记兔抗羊 IgG(标记二抗)、 Y27632、Ang域均购自

深圳晶美生物工程有限公司;茁鄄actin 兔抗人单克隆

抗体购自 Sant Cruz 公司;干预药物氟伐他汀钠原粉

由北京诺华制药有限公司惠赠。
1郾 2摇 HUVEC 的复苏、培养、传代及活力检测

将 HUVEC 从 - 80益超低温冰箱中取出,常规

于 37益 的水浴箱中迅速解冻、溶解、离心,加入含

10%新生胎牛血清的 DMEM 完全培养基中吹打混

匀,置于含 5% CO2 的培养箱中 37益静置培养。 以

0郾 25%胰蛋白酶消化传代后分装。 用台酚蓝拒染法

检测复苏后的细胞活力。
1郾 3摇 TNF鄄琢 诱导 TF mRNA 表达及 RHoA 活化的作

用及氟伐他汀的影响

取上述培养的 HUVEC,用 D鄄Hank爷s 液洗涤、胰
酶消化,加入 5 mL DMEM 完全培养基,吹悬细胞,平
板计数,取所需体积的细胞悬液稀释到 5 伊 109 / L,接
种于 6 孔培养板(2 mL / 孔)内,孵育 24 h 待细胞融合

后,倒掉培养基,再用 D鄄Hank爷 s 液洗涤 2 次,加入 2
mL 无血清培养基,再加入不同的药物进行实验。 分

别设空白对照组、TNF鄄琢 组、氟伐他汀( fluvastatin,
Flu)组、TNF鄄琢 + Flu 组(TNF鄄琢 预孵育),采用 RT鄄
PCR 测定 TF mRNA 表达水平,采用Western blot 方法

测定 TF 蛋白表达水平与 RHoA 活化水平。
1郾 4摇 Ang域、Y鄄27632 对 TF 活性与表达的调控作用

细胞处理同上,分别设空白对照组、TNF鄄琢 +
Ang域组、Ang域组、 TNF鄄琢 组、TNF鄄琢 + Y27632 组,
加入不同药物干预后,Western blot 方法测定 TF 蛋

白表达水平。
1郾 5摇 统计学处理

采用 SPSS 13郾 0 统计软件进行数据分析,行正态

性检验,正态分布的计量资料以x 依 s 表示,两组均数

间比较采用 t 检验。 正态分布的样本间比较采用方

差分析,P <0郾 05 为差异有显著性。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TNF鄄琢 诱导 TF mRNA 表达及 RHoA 活化的作

用及氟伐他汀的影响

各组之间 HUVEC 总蛋白浓度差异无显著性

(P >0郾 05);空白对照组与 Flu 对照组二组之间 TF
mRNA 相对数、TF 蛋白表达水平、RhoA 蛋白表达水

平差异均无显著性(P > 0郾 05);TNF鄄琢 诱导组三组数

据均较空白对照组显著升高(P < 0郾 05);TNF鄄琢 + Flu
组 TF mRNA 相对数、TF 蛋白表达水平较空白对照组

显著升高(P <0郾 05),但较 TNF鄄琢 诱导组三组数据均

显著降低(P <0郾 05;表 1、表 2 和图 1、图 2 及图 3)。

表 1. 各组 TF mRNA 相对数及组间的比较

Table 1. The relative amount of TF mRNA

分摇 组 TF mRNA

空白对照组 0郾 02 依 0郾 01
TNF鄄琢 组 0郾 88 依 0郾 26a

Flu(1 滋mol / L)组 0郾 03 依 0郾 02
TNF鄄琢 + Flu 组 0郾 48 依 0郾 15ab

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 TNF鄄琢 组比较。

表 2. 各组 HUVEC 总蛋白浓度、TF 蛋白表达水平、RhoA 蛋

白表达水平测定值及组间的比较

Table 2. The protein levels of HUVECs, TF and RhoA

分摇 组
各组 HUVEC
总蛋白浓度

TF 蛋白 RhoA 蛋白

空白对照组 13郾 2 0郾 06 依 0郾 02 0郾 04 依 0郾 02
TNF鄄琢 组 12郾 4 0郾 94 依 0郾 32a 0郾 36 依 0郾 04a

Flu(1 滋mol / L)组 12郾 7 0郾 07 依 0郾 01 0郾 08 依 0郾 03
TNF鄄琢 + Flu 组 12郾 8 0郾 67 依 0郾 23ab 0郾 21 依 0郾 02b

a 为 P < 0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 TNF鄄琢 组比较。

2郾 2摇 Ang域、Y鄄27632 对 TF 活性与表达的调控作用

与空白对照组比较,TNF鄄琢 + Ang域组、TNF鄄琢
诱导组、Ang域组和 TNF鄄琢 + Y27632 组 TF 蛋白表达

均显著升高(P < 0郾 05);与 TNF鄄琢 组比较,TNF鄄琢 +
Ang域组 TF 蛋白表达显著升高(P < 0郾 05),而 TNF鄄
琢 + Y27632 组 TF 蛋白表达显著降低(P < 0郾 05);
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TNF鄄琢 组较 Ang域组 TF 蛋白表达稍强,但差异无显

著性(P > 0郾 05;表 3 和图 4)。

图 1. 氟伐他汀对 TNF鄄琢 诱导的 TF mRNA 的影响摇 摇 M 为

Marker,1 为空白组,2 为 TNF鄄琢 组,3 为 Flu 组,4 为 TNF鄄琢 + Flu 组。
其中,内参扩增片断大小为 400 bp,TF 扩增片断大小为 311 bp。

Figure 1. The effect of fluvastatin on TF mRNA abundance
induced by TNF鄄琢

图 2. TNF鄄琢 诱导及 Flu 干预后 TF 蛋白表达水平摇 摇 M 为

Marker;1 为空白组;2 为 TNF鄄琢 组;3 为 Flu 组;4 为 TNF鄄琢 + Flu 组。
茁鄄actin 条带为 43 kDa,TF 目的条带为 47 kDa。

Figure 2. The effects of intervention with TNF鄄琢 and Flu on
TF expression

图 3. TNF鄄琢 诱导及 Flu 干预后 RhoA 蛋白表达水平 摇 摇 M
为 Marker,1 为空白组,2 为 TNF鄄琢 组,3 为 Flu 组,4 为 TNF鄄琢 + Flu
组。 茁鄄actin 条带为 26 kDa, RhoA 目的条带为 22 kDa。

Figure 3. The effects of intervention with TNF鄄琢 and Flu on
RhoA expression

表 3. 各组间 TF 蛋白表达水平的比较(x 依 s)
Table 3. The protein level of TF

分摇 组 TF 蛋白表达水平

空白对照组 0郾 04 依 0郾 01

TNF鄄琢 组 0郾 46 依 0郾 12a

TNF鄄琢 + Ang域组 0郾 84 依 0郾 18ab

TNF鄄琢 + Y27632 组 0郾 28 依 0郾 08ab

Ang域组 0郾 38 依 0郾 14a

a 为 P <0郾 05,与空白对照组比较;b 为 P <0郾 05,与 TNF鄄琢 组比较。

图 4. Western blot 方法测定 Ang域与 Y27632 对 TF 蛋白表达

水平的影响摇 摇 M 为 marker,1 为空白组,5 为 TNF鄄琢 + Ang域组,
6 为 Ang域组,7 为 TNF鄄琢,8 为 TNF鄄琢 + Y鄄27632 组,茁鄄actin 条带为

43 kDa,TF 目的条带为 47 kDa。

Figure 4. Western bolt indicated the effects of treatment
with Ang域 and Y27632 on TF expression

3摇 讨摇 论

Rho / Rho 激酶信号通路的关键信号分子包括

Rho 蛋白、Rho 激酶和肌球蛋白磷酸酶等。 Rho 蛋

白为小分子鸟苷酸结合蛋白(小 G 蛋白),是 Ras 蛋

白超家族成员之一,在细胞的信号转导通路中通过

作用于细胞骨架或其靶蛋白而产生多种生物效应。
研究发现,所有 Rho 蛋白都是在它们的羧基末端被

异戊烯化,通过这种异戊烯化作用引起活性 GTP 结

合形式的 Rho 蛋白移位到胞膜,从而发挥其生物学

效应。 随着对促动脉粥样硬化因子的深入研究,
Rho / Rho 激酶途径逐渐受到人们的关注。 现已发

现,Rho / Rho 激酶参与细胞黏附、迁移、平滑肌细胞

收缩及胞质分裂等的调节,而这些细胞功能均参与

了动脉粥样硬化的发生与发展[5]。 动物实验及临

床研究均证明,Rho / Rho 激酶与动脉粥样硬化、高血

压、心肌缺血等心血管疾病的发病过程相关[6,7]。
临床及动物实验均已证实,他汀类药物具有抗

炎、抗氧化及防止血栓形成等独立于降脂以外的多

效性[8鄄10],而其多效性可能与 Rho / Rho 激酶信号转

导通路密切相关[11,12]。 他汀类药物通过抑制信号

分子 Ras 和 Rho 的异戊二烯化的作用,使 Rho / Rho
激酶灭活,从而延缓动脉粥样硬化的进展[13鄄15]。
Masato 等[16]在研究凝血酶诱导的 TF 的表达途径及

机制时发现,在 HAEC 和 HASMC 的培养基中凝血

酶是经 Rho / Rho 激酶途径诱导 TF 表达的,经给予

Rho 激酶的特异性抑制剂 Y27632 可以阻止 TF 的表

达作用,且存在剂量依赖性。 而前期实验表明氟伐

他汀可抑制 HUVEC 中 TNF鄄琢 诱导的 TF 表达,与以

往的一些研究结果类似[17,18]。 本研究同时发现,在
HUVEC 细胞中,TNF鄄琢 可诱导 TF、RhoA 蛋白表达,
氟伐他汀除可抑制由 TNF鄄琢 诱导的 TF 表达外,还
可明显抑制 RhoA 活化。 在此基础上,本研究结果
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最后证实,RhoA 蛋白特异的抑制剂(Y27632)对 TF
的表达有抑制作用,而 RhoA 蛋白的激动剂(Ang域)
则促进 TF 的表达。 上述研究提示 RhoA / Rho 激酶

途径对 TNF鄄琢 诱导的 TF 表达具有调节作用,这条

通路由 TNF鄄琢 激活,Rho / Rho 激酶可能参与了 TF
的形成过程,其特异的激动剂或抑制剂可分别促进

或抑制 TF 的表达,氟伐他汀有可能通过 Rho / Rho
激酶途径对 TF 产生抑制作用。

综上所述,Rho 蛋白作为信号调节分子,其蛋白

激酶的活化可能对 TNF鄄琢 诱导的 HUVEC 表面 TF
蛋白表达水平起调控作用,而氟伐他汀对 TF 的抑

制作用至少是部分地源于对 RhoA / Rho 激酶的抑制

作用。 RhoA / Rho 激酶通路可能在 G 蛋白水平上

参与了氟伐他汀对 TF 作用的调控,对于 RhoA / Rho
激酶信号通路在其中的作用及其评估,将为他汀类

药物对血栓作用的分子机制提供新的视角,也为动

脉粥样硬化的防治及改善心血管疾病患者的预后,
提供有效的理论依据。
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