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PAI-1对气道平滑肌增殖和 ERK表达的影响

王亮，朱述阳，于晨希，刘文静，朱洁晨
（徐州医科大学附属医院 呼吸内科，江苏 徐州 221006）

摘要：目的 探讨纤溶酶原激活物抑制物 -1（PAI-1）对气道平滑肌增殖的调控作用，以及对细胞外调节蛋

白激酶（ERK）表达的影响。方法 体外培养小鼠气道平滑肌细胞（ASMCs）并分为 7组：空白对照组、PAI-1

5 μg/L组、PAI-1 10μg/L组、PAI-1 20μg/L组、PAI-1 40μg/L组、PAI-1 80μg/L组、PAI-1 100μg/L

组。放入 37℃培养箱分别培养 12、24和 48 h，采用 CCK-8检测 ASMCs的 A值，计算增殖率。以增殖率最高的

实验组的浓度和作用时间作为 PAI-1作用最适浓度和最适作用时间，进一步分 6组：A组（空白对照）；B组

（PAI-1 20μg/L）；C组（PAI-1 40μg/L）；D组（PAI-1 80μg/L）；E组（PAI-1 100μg/L）；F组（PAI-1最适

浓度 +ERK通道抑制剂 PD98059 10μmol/L），用 CCK-8检测 ASMCs的增殖，Western blot检测 ERK蛋白

的表达，实时荧光定量聚合酶链反应检测 ERK mRNA的表达。结果 5～100μg/L PAI-1作用 ASMCs 12、

24和 48 h后细胞增殖率结果显示，在相同浓度下，不同时间各组比较，差异有统计学意义（ <0.05），以 48 h时

ASMCs增殖率最高；在相同时间下，不同浓度各组比较，差异有统计学意义（ <0.05），80μg/L PAI-1的 ASMCs

增殖率最高；故选取 48 h为最适作用时间，80μg/L为最适浓度进行后续实验。再次分组的实验结果表明，B、C、

D、E组的 ERK磷酸化水平和 ERK mRNA的相对表达量与 A组比较，差异有统计学意义（ <0.05），B、C、D、

E组增高；B、C、D、E组两两比较结果显示，除 B组与 E组比较，差异无统计学意义（ >0.05）外，其余各组两两

比较，差异有统计学意义（ <0.05），当 PAI-1浓度波动于 20～80μg/L时，ERK磷酸化水平和 ERK mRNA

相对表达量随浓度升高而增高，>80μg/L后则不再增高；加入 PD98059的 F组与 D组比较，差异有统计学意

义（ <0.05），ERK磷酸化水平和 ERK mRNA表达降低。结论 外源性 PAI-1可以通过促进 ERK通路的表

达，进而促进 ASMCs的增殖。
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Effect of PAI-1 on proliferation of airway smooth muscle cells
and expression of extracellular regulated protein kinase

Liang Wang, Shu-yang Zhu, Chen-xi Yu, Wen-jing Liu, Jie-chen Zhu
(Department of Respiratory Medicine, the Affiliated Hospital of Xuzhou Medical University,

Xuzhou, Jiangsu 221006, China)

Abstract: Objective To investigate the regulation of plasminogen activator inhibitor -1 (PAI -1) on the
proliferation of airway smooth muscle cells (ASMCs) and its effect on extracellular regulated protein kinase
(ERK). Methods The ASMCs of mice cultured were divided into 7 groups: control group, PAI-1
5 滋g/L group, PAI-1 10 滋g/L group, PAI-1 20 滋g/L group, PAI-1 40 滋g/L group, PAI-1 80 滋g/L group and
PAI-1 100 滋g/L group. All groups were cultured respectively for 12, 24 and 48 h in a 37益 incubator. The
absorbance values were tested by CCK-8, and the proliferation rates were calculated. The concentration and
intervention time of the experimental group with the highest proliferation rate were taken as the optimal
concentration and time of PAI -1 action. Then the subjects were further divided into 6 groups: group A
(blank control), group B (PAI-1 20 滋g/L), group C (PAI-1 40 滋g/L), group D (PAI-1 80 滋g/L), group E (PAI-1
100 滋g/L) and group F (the optimal concentration of PAI-1+the inhibitor of ERK PD98059 10 滋mol/L). The
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哮喘是一种以慢性气道炎症为特征的异质性疾

病[1]。哮喘的反复发作可引起气道重塑，导致不可逆

气流受限及持续性非特异性支气管高反应性，因此

气道重塑被认为是除气道慢性炎症之外，哮喘的另

一个主要特征。哮喘的气道重塑主要表现为气道平

滑肌细胞（airway smooth muscle cell，ASMCs）量的

增加、上皮细胞增生、杯状细胞化生、网状基底膜增

厚、血管生成等[2]。其中，ASMCs量的增加是气道重

塑最重要的影响因素，而参与该环节的机制中包含

ASMCs增殖、肥大及迁移 [3]。纤溶酶原激活物抑制

物-1（plasminogen activator inhibitor-1，PAI-1）是丝

氨酸蛋白酶抑制剂家族成员之一，是尿激酶型纤溶

酶原激活物和组织型纤溶酶原激活物主要的生理

抑制剂。在细胞周期中，PAl-1转录水平的变化及其

在细胞内的积聚对细胞形态的维持、细胞与其间质

的黏附、细胞增殖、信号转导及基因表达等都有重

要意义[4]。已有临床研究和体外实验发现，PAI-1在

哮喘发病及气道重塑中发挥重要作用[5-8]。本研究旨

在观察 PAI-1小鼠 ASMCs中细胞外调节蛋白激酶

（extracellular regulated protein kinases，ERK）通路的

干预作用，从细胞分子水平研究 PAI-1对体外培养

的小鼠 ASMCs增殖的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

清洁级雌性 BALB/c小鼠 11只、体重 20～24 g

（徐州医学院实验动物中心提供），PAI-1（大连美仑

生物技术有限公司），α-平滑肌肌动蛋白（α-smooth

muscle actin，α-SMA）（武汉博士德生物工程有限公

司），活细胞计数法（cell counting kit-8，CCK-8）试

剂盒（上海碧云天生物技术研究所），兔抗甘油醛 -

3- 磷酸脱氢酶（glyceraldehyde-3-phosphate dehy-

drogenase，GAPDH）（杭州贤至生物有限公司），兔抗

ERK（武汉三鹰生物技术有限公司），兔抗 p-ERK

（美国 CST公司），ERK激酶抑制剂 PD98059（美国

Sigma-Aldrich公司），辣根过氧化物酶标记的山羊

抗兔二抗（武汉博士德生物工程有限公司），Trizol裂解

液（北京艾德莱生物科技有限公司），dNTP Mixture

（北京天根生化科技有限公司），2×All-in-one TM

qPCR Mix（美国 Vazvme公司），Ex Taq、DL2000 DNA

Marke（日本 TaKaRa公司）。

1.2 方法

1.2.1 ASMCs的培养及鉴定 无菌分离小鼠气道

平滑肌组织，采用贴壁法培养原代 ASMCs[9]；用胰酶

消化法进行传代，并自然纯化[9]，实验用第 4和 5代。

培养的 ASMCs 采用免疫组织化学法检测 α-SMA

的表达，并进行鉴别。

1.2.2 CCK-8法 取上述对数生长期细胞，用含

15%胎牛血清改良伊格尔培养基（dulbecco's modi-

fied eagle medium，DMEM），将细胞密度调整到 1×

105个 /ml，接种于 96孔板，100 μl/孔，在周边加入

100μl无菌磷酸盐缓冲溶液。培养 24 h后，换不含

proliferation of ASMCs was detected by CCK-8. The expression of ERK protein was detected by Western blot.
And the expression of ERK mRNA was detected by qRT-PCR. Results After 5-100 滋g/L PAI-1 acted upon
ASMCs for 12, 24 and 48 h, the proliferation rates of each test group at different time points were statistically
different ( < 0.05), and the proliferation rates reached the maximal levels at the 48th h; at the same time
point the proliferation rates of the test groups with different concentrations were statistically different ( < 0.05),
and the proliferation rates of ASMCs reached the peak at the concentration of 80 滋g/L. Therefore, 80 滋g/L of
PAI-1 was chosen to be the optimum concentration, and 48 hours was set to be the optimal intervention
period for the subsequent experiments. In the subsequent experiments, the results showed that compared to the
group A, ERK phosphorylation levels and the expressions of ERK mRNA in the groups B, C, D and E were
significantly increased ( < 0.05); in the pairwise comparison of the groups B, C, D and E, the ERK
phosphorylation levels and the expressions of ERK mRNA in the ASMCs were statistically different only
between the groups B and E ( < 0.05). When PAI -1 concentration varied from 20 to 80 滋g/L, ERK
phosphorylation level and the expression of ERK mRNA increased with the concentration; when the
concentration went up over 80 滋g/L, the phosphorylation level of ERK no longer increased. Compared with the
group D, the ERK phosphorylation level and the expression of ERK mRNA were decreased in the group F
(added with PD98059) ( < 0.05). Conclusions Exogenous PAI -1 may promote the proliferation of ASMCs
through ERK pathway.

Keywords: plasminogen activator inhibitor-1; extracellular regulated protein kinase; airway smooth mus原
cle cells; asthma
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A B

A：培养细胞的形态（相差显微镜×100）；B：培养细胞的α-SMA

表达（免疫荧光细胞化学染色×200）

图 1 小鼠 ASMCs

血清的 DMEM培养 24 h，使细胞生长同步于 G0期。

根据不同处理方法将细胞分为 7组：空白对照组、

PAI-1 5μg/L组、PAI-1 10μg/L组、PAI-1 20μg/L

组、PAI-1 40 μg/L 组、PAI-1 80 μg/L 组、PAI-1

100μg/L组，每组重复 7次，放入 37℃培养箱分别

培养 12、24和 48 h。按照每孔培养基总体积的 10%

加入 CCK-8 溶液，继续孵育 4 h，用酶标仪测定

450 nm处的吸光度值，依据公式计算增殖率，增殖

率 =（A处理组 /A阴性对照组 -1）×100%。再根据

以上 7个实验组的增殖率结果，以增殖率最高的实

验组的浓度和作用时间作为 PAI-1 作用最适浓度

和最适作用时间，进一步分 6组进行后续检测，具体

分组如下：A组（空白对照组）；B组（PAI-1 20μg/L）；

C组（PAI-1 40μg/L）；D组（PAI-1 80μg/L）；E组

（PAI-1 100μg/L）；F组（PAI-1 最适浓度 +ERK通

道抑制剂 PD98059 10μmol/L）。

1.2.3 Western blot检测 ASMCs按上述 A、B、C 3

组干预后，倒掉培养液，洗涤细胞 3次，加入无线电

免疫沉淀裂解液和苯甲基磺酰氟混合物，置于冰上

裂解 30 min，刮下细胞移至 1.5 ml离心管中，4℃、

12 000 r/min离心 5 min，取上清液，聚氰基丙烯酸正

丁酯法测定蛋白浓度。取 40μg样品蛋白进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳，然后将蛋白转移至聚偏氟乙烯膜

上，用含 5%脱脂奶粉的三羟甲基氨基甲烷缓冲盐溶

液（tris buffered saline and tween 20，TBST）（封闭

液）浸泡聚偏氟乙烯膜，室温摇床封闭 2 h，加入

GAPDH 一抗（1∶1 000）、ERK 一抗（1∶5 000）、

p-ERK一抗（1∶2 000），4℃孵育过夜，TBST洗膜 5

或 6次，5 min/次，加入辣根过氧化物酶标记的羊抗

兔二抗（1∶5 000），37℃摇床孵育 2 h，再次洗膜，滴

加增强化学发光试剂显影，曝光成像，用 Band Scan

分析胶片灰度值。

1.2.4 实时荧光定量聚合酶链反应（quantitative re-

al-time polymerase chain reaction，qRT-PCR） 收

集各组细胞，采用 Trizol法提取细胞总 RNA，逆转录

为 cDNA，于 -20℃冰箱冷藏保存。以β-actin作为

内参基因，qRT-PCR检测 ERK mRNA 的相对表达

量。β-actin正向引物：5'-CCCATCTATGAGGGTTA

CGC-3'，反向引物：5'-TTTAATGTCACGCACGATTT

C-3'；ERK正向引物：5'-GGCTTTCTGACCGAGTATG

TG-3'，反向引物：5'-TTTAGGTCCTCTTGGGATGG-

3'。总反应体系 20 μl，主要反应条件：95℃预变性

10 min，95℃变性 30 s，60℃退火 30 s，共 40个循环

后进行溶解曲线检测。每个反应管内的荧光信号达

到设定的阈值时所经历的循环数定义为 Ct值；每对

引物在每个模板中做 3个重复管，得到的 Ct值取平

均值，每个目的基因的 Ct平均值减去对应模板的内

参基因的 Ct平均值，得到△Ct。根据公式ΔCt=（Ct

目的基因 -Ct内参基因）和ΔΔCt=（ΔCt研究组 -

ΔCt对照组），最终数据以 2-△△Ct进行分析。

1.3 统计学方法

数据分析采用 SPSS 20.0 和 Graph Pad 5.1 统

计软件，计量资料以均数±标准差（x±s）表示，多组

比较用单因素方差分析或重复测量设计的方差分

析，进一步两两比较用 LSD- 法， <0.05为差异有统

计学意义。

2 结果

2.1 ASMCs的鉴定

倒置光学显微镜下观察，培养的小鼠 ASMCs呈

梭形，束状排列，细胞间相互交错呈峰谷状（见图

1A）。免疫细胞化学检测发现，α-SMA呈阳性，其胞

质内可见红色荧光，证实培养的细胞为 ASMCs（见

图 1B）。

2.2 CCK-8法检测结果

2.2.1 不同浓度 PAI-1 对 ASMCs 增殖的影响

CCK-8法分别检测 12、24和 48 h时各组 ASMCs的

A值，计算细胞增殖率。结果表明，80μg/L PAI-1作

用 48 h时，ASMCs增殖率为（46.64±0.830）%，为最

高值。不同浓度 PAI-1体外刺激 ASMCs 12、24和

48 h后的增殖率比较，采用重复测量设计的方差分析，

球形检验结果表明差异无统计学意义（ =0.210），认

为多次测量结果间无相关性，故采用单变量方差分

析。结果显示：①不同时间 ASMCs的增殖率比较，差

异有统计学意义（ =3 826.486， =0.000），作用 48 h

时，ASMCs的增殖率最大；②不同浓度 PAI-1 刺激

下 ASMCs 的增殖率比较，差异有统计学意义（ =
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1）与 A组比较， <0.05；2）与 B组比较， <0.05；3）与 C组比较，

<0.05；4）与 D组比较， <0.05

图 3 ASMCs作用 48 h各组的 A值比较
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图 2 不同浓度 PAI-1体外刺激 ASMCs
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（ =72.294、87.809和 27.946，均 =0.000）。①各组

ERK蛋白表达水平比较，经 LSD- 检验，B、C、D、E组

高于 A组，D组高于 B、C、E组，C组高于 B、E组，D

组高于 F组（ <0.05）；B 组与 E 组比较，差异无统

计学意义（ >0.05）；②各组 p-ERK蛋白表达水平比

较，经 LSD- 检验，B、C、D、E组高于 A组，D组高于

B、C、E组，C组高于 B、E组，D组高于 F组（ <0.05）；

B组与 E组比较，差异无统计学意义（ >0.05）；③各

组 ERK磷酸化水平比较，经 LSD- 检验，B、C、D、E组

高于 A组，提示各浓度 PAI-1均可促进 ERK1/2磷酸

化；D组高于 B、C、E组，C组高于 B、E组（ <0.05），B

组与 E组比较差异无统计学意义（ >0.05），表明当

PAI-1浓度波动于 20～80μg/L时，ERK1/2磷酸化

水平随浓度升高而增高，>80 μg/L，ERK1/2磷酸化

水平则不再增高；D组高于 F组（ =8.612， =0.000），

显示 PAI-1 引起 ERK1/2 磷酸化增高的现象可被

PD98059抑制。见图 4。

2.4 PAI-1 对小鼠 ASMCs 细胞 ERK mRNA 表

达的影响

各组 ERK mRNA水平比较，经单因素方差分析，

附表 不同浓度 PAI-1体外刺激 ASMCs各时间的 A值和增殖率比较

PAI-1浓度 实验次数
A值 /（分，x±s） 增殖率 /（%，x±s）

12 h 24 h 12 h 24 h 48 h

0μg/L 3 0.630±0.028 1.089±0.032 1.416±0.022 - - -

5μg/L 3 0.639±0.024 1.124±0.027 1.491±0.018 0.900±0.173 3.200±0.608 5.333±1.988

10μg/L 3 0.646±0.026 1.168±0.030 1.548±0.028 2.033±0.586 7.233±0.416 9.133±0.651

20μg/L 3 0.649±0.025 1.284±0.034 1.765±0.034 3.067±0.815 17.933±0.874 24.633±0.666

40μg/L 3 0.661±0.029 1.388±0.031 1.924±0.034 5.033±0.153 27.433±0.902 35.900±0.529

80μg/L 3 0.675±0.025 1.526±0.034 2.076±0.027 7.233±0.710 40.167±0.945 46.633±0.815

100μg/L 3 0.670±0.023 1.339±0.030 1.792±0.025 6.467±1.172 22.967±0.874 26.567±0.666

48 h

1 825.566， =0.000），PAI-1 80μg/L刺激下 ASMCs

的增殖率最大；③不同浓度 PAI-1刺激下 ASMCs的

增殖率变化趋势比较，差异有统计学意义（ =

289.290， =0.000）。见附表和图 2。

2.2.2 同时加入 PD98059和 PAI-1对 ASMCs生长

的影响 各组 A值比较，经单因素方差分析，差异

有统计学意义（ =142.980， =0.000）。进一步组间

两两比较，经 LSD- 检验，B、C、D、E组与 A组比较，

差异有统计学意义（ =8.218、17.177、22.817和 8.930，

均 =0.000），B、C、D、E 组高于 A 组，提示各浓度

PAI-1均可引起 ASMCs增殖；F组（PAI-1 80μg/L+

PD98059 80μg/L）与 A组比较，差异有统计学意义

（ =3.874， =0.002），F组高于 A组，表明 ERK抑制

剂 PD98059 部分抑制 PAI-1 引起的 ASMCs 增殖；

F组与 D组比较，差异有统计学意义（ =18.943， =

0.000），F组低于 D组，提示 PAI-1所引起的 ASMCs

增殖，可能与 ERK通道有关（见图 3）。

2.3 PAI-1对小鼠 ASMCs的 ERK蛋白表达影响

各组 ERK蛋白、p-ERK蛋白表达及 ERK 磷酸

化水平比较，经单因素方差分析，差异有统计学意义
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1）与 A比较， <0.05；2）与 B组比较， <0.05；3）与 C组比较， <

0.05；4）与 D组比较， <0.05

图 5 各组ASMCs的 ERK mRNA表达水平比较
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图 4 各组 ASMCs的 ERK蛋白表达水平

A组 B组 C组 D组 E组 F组

p-ERK1/2

ERK1/2

GAPDH

差异有统计学意义（ =229.035， =0.000）。进一步

各组间两两比较，经 LSD- 检验，B、C、D、E组高于

A组，D组高于 B、C、E组，C组高于 B、E组，D组高

于 F组（ <0.05）；B组与 E组比较差异无统计学意

义（ >0.05）。见图 5。

3 讨论

气道重塑是慢性哮喘反复发作和顽固性哮喘的

重要病理基础，其中 ASMCs的增殖是其重要环节之

一[10]。WOODRUFF等[11]指出，难治性哮喘患者与正

常人相比，ASMCs的数量增加（50～80）%，这一现象

主要由平滑肌的增殖而不是肥大引起。JAMES等[12]

研究表明,在致死性哮喘（主要是重度哮喘）患者中，

气道平滑肌层厚度增加是由于大、中、小气道的

ASMCs 增生；无论是致死性或是非致死性哮喘，

ASMCs肥大均发生在大气道。过度增殖的 ASMCs

引起气道管腔狭窄，气流通过受限，且 ASMCs增殖

会导致气道高反应[13]，使气道对变应刺激源更加敏

感，收缩更为强烈，导致更为严重的急性发作。同时

增殖后的 ASMCs由收缩型向增殖 /合成型转化[14]，

分泌大量细胞因子参与哮喘的炎症反应，炎症可进一

步促进气道重塑，导致恶性循环。由此可见 ASMCs

增殖处于哮喘气道重塑的关键环节，抑制 ASMCs增

殖可能成为治疗难治性哮喘的一个重要靶点。

PAI-1是纤溶系统中重要的调控物质之一，其

主要作用是抑制 u-PA 和 t-PA。在正常情况下，

PAI-1在血浆中的含量是极低的（0～60 ng/ml），大

部分以潜在活性形式存在于血小板中（200～

300 ng/ml）[15-16]。在一些病理条件下，如感染、中风、

心肌梗死、糖尿病、肥胖症、败血症和癌症等，PAI-1

水平升高[17-18]。异常的 PAI-1表达也在哮喘中存在。

已有研究证实，PAI-1在致死性哮喘患者增多的肥

大细胞内高度表达[5]，且 PAI-1的 4G等位基因频率

增多与血浆中 PAI-1的高表达相关，患有哮喘的父

母易于将该等位基因遗传给孩子[6-7]。哮喘患者升高

的 PAI-1血浆水平也与减少的用力肺活量相关[19]。

体外实验表明，PAI-1可通过促进气道炎症、气道

重塑及气道高反应，在哮喘发病机制中扮演重要角

色[3，8，20-23]。目前，关于 PAI-l对哮喘气道重塑的研究

主要集中两方面，即 PAI-1通过抑制纤溶和 MMP-9

的活化，促进纤维蛋白和细胞外基质沉积[8，23]、PAI-1

通过影响 VEGF的活化调节血管生成[8，22]，但是PAI-1

对 ASMCs增殖的影响国内外还少有研究。本研究结

果显示，PAI-1能促进体外培养 ASMCs增殖，并有一

定的时间和浓度依赖性。PAI-1在各时间均能刺激

ASMCs的增殖，随时间延长，刺激增强；在各剂量中，

从 5μg/L增至 80μg/L，增殖率逐渐升高，>80μg/L

后，增殖率不再增加。

ERK是 EAPKs家族中的一员，主要包括 2种异

构体 ERK1 和 ERK2，ERK1/2 可由生长因子通过

Ras-Raf-MEK通路的磷酸化而被激活，与细胞增殖、

转化及分化相关的 MAPK[24-25]。有研究表明，TGF-β1
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可通过激活 ERK信号途径促进 ASMCs的增殖，罗

红霉素能够抑制上述途径[26-29]。XIE等[27]实验表明，

ERK1/2信号通路在哮喘大鼠 ASMCs由收缩型向增

殖 /合成型转化中发挥关键作用。YAO等[28]研究表

明，白杨素能够通过抑制 ERK1/2信号途径的激活，

从而抑制人 ASMCs的增殖。CHEN等[30]研究发现，

PAI-1可能促进 ERK的表达增加，从而导致血管平

滑肌细胞的增殖。本研究结果显示，PAI-1可以促进

大鼠 ASMCs的增殖，与 ERK信号通路有关，该效应

存在一定的浓度依赖性；PD98059可以抑制该效应，

但不能恢复至对照水平，说明 ERK 通路可能不是

PAI-1引起大鼠 ASMCs增殖的唯一效应通路。

综上所述，在体外实验中，外源性 PAI-1可以通

过促进 ERK通路的磷酸化，而促进 ASMCs的增殖。

而减少 PAI-1的作用和抑制 ERK通路的磷酸化可

减少 ASMCs的增殖，从而可能减缓哮喘气道重塑的

发生。
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