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摘要 血管平滑肌细胞(VSMCs)凋亡参与了动脉粥样硬化(AS)及冠状动脉介入治疗(PCI)术后再狭窄(RS)等心血管疾病的发生
发展过程．E1A激活基因阻遏子(CREG)是新近发现的一种分泌型糖蛋白，在维持细胞和组织稳态方面发挥重要作用．前期
研究发现 CREG蛋白过表达能够对抗血清饥饿诱导的人血管平滑肌细胞(hVSMCs)凋亡，进一步探讨 CREG对 hVSMCs凋亡
的调控作用及相关的分子机制．以逆转录病毒稳定转染的 CREG 过表达及表达抑制的 hVSMCs 为模型，应用两种药物
Staurosporine (STS)和 Etoposide (VP-16)诱导细胞发生凋亡，检测细胞凋亡和相关信号通路变化．结果显示，在药物干预后，
CREG 表达抑制时细胞凋亡明显增多，而 CREG过表达明显抑制 hVSMCs 凋亡．同时也发现，CREG 表达抑制时 p38 及
JNK活性明显增强，而 CREG过表达时 p38和 JNK活性被抑制．经腺病毒转染和药物干预抑制 p38表达后，细胞凋亡均受
到抑制，而且在 p38活性被抑制的同时，JNK活化也受到抑制．说明 p38和 JNK表现为协同作用．结果也显示，VSMCs分
化指标 SM 琢-actin和 SM MHC与 CREG表达呈一致趋势，而细胞外基质蛋白 Fibronection与 CREG表达呈负相关．以上结
果提示，CREG在维持 VSMCs表型转换方面发挥重要作用，并且通过 p38和 JNK信号转导通路对 hVSMCs凋亡进行调控．
CREG可能对于 AS和 PCI术后 RS的防治具有重要价值．
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血管平滑肌细胞(VSMCs)凋亡在血管重塑、动
脉粥样硬化(AS)和经皮冠状动脉介入治疗(PCI)术
后再狭窄(RS)发生及发展中具有重要作用．一般认
为，VSMCs凋亡可减少增生细胞数量，抑制血管
损伤引起的新生内膜形成．然而，近年采取多种诱

导 VSMCs凋亡的方法，试图对 AS和 PCI术后 RS
引发的临床事件进行干预，均未取得显著效果[1, 2].
事实上，VSMC的大量凋亡会减少细胞外基质的合
成，破坏血管的稳定性，其发生无论是对 AS不稳
定斑块的破裂还是损伤血管的重构都具有负性的调

控作用．进一步研究发现[3, 4]，易于凋亡的 VSMC
不能维持正常细胞的成熟分化状态，而是呈现出一

种衰老表型，细胞在损伤发生后不能进行有效地自

身修复，从而引发细胞死亡、不稳定斑块的破裂以

及血管壁重构的发生．因而，如果能够阐明易损

VSMCs凋亡的机制，寻找并发现既能够抑制损伤
血管的 VSMC凋亡，又能够维持细胞成熟分化状

态的分子，将为临床 AS 斑块的演进和 PCI 术后
RS的发生提供新的治疗策略[1, 5, 6]．

E1A激活基因阻遏子(CREG)是新近发现的一
种分泌型糖蛋白，可通过阻遏腺病毒 E1A和 E2F
对靶基因的转录激活作用，抑制细胞增殖[7, 8]．以前

的研究证实，CREG基因过表达可以诱导体外培养
的 hVSMCs分化，参与维持其分化状态，同时抑
制细胞迁移和增殖[9, 10]．通过正、反义 CREG逆转
录病毒干预研究进一步证实，CREG能够调控体外
和在体血管的 VSMCs向分化表型转换，抑制损伤
血管新生内膜的形成和 RS的发生[11, 12]．进一步观

察发现，CREG 过表达能够对抗血清饥饿诱导的
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VSMCs凋亡，而抑制 CREG表达后，细胞不耐受
去血清培养而发生大量凋亡 [13]．这些研究提示

CREG可能参与维持血管损伤修复过程中 VSMCs
的分化表型．尽管在急性损伤的动脉修复过程中已

发现有 VSMCs凋亡存在，但 CREG是否参与调控
VSMCs凋亡有待进一步明确．为此，本实验以体
外培养的 hVSMCs为研究对象，通过逆转录病毒
载体构建 CREG过表达和表达抑制的稳定细胞株，
在药物刺激下诱导细胞发生凋亡，进一步检测

CREG对 hVSMCs凋亡的效应及可能的信号转导
通路．

1 材料和方法

1援1 细胞和质粒

人胸廓内动脉平滑肌细胞克隆株 HITASY，由
本实验室自制保存；Phoenix 293包装细胞购自美
国 ATCC公司；pLNCX2-CREG质粒由本实验室刘
海伟博士构建； pSM2-siCREG 质粒购自 Open
Biosystems 公司；p38琢AGF 腺病毒质粒由美国新
泽西大学李少华教授惠赠．

1援2 主要试剂

Staurosporine (STS)、 Etoposide (VP-16) 及
SP600125购自美国 Sigma公司；抗 CREG 多克隆
抗体、抗磷酸化 p38(p-p38)抗体和抗磷酸化 JNK
(p-JNK)抗体、抗磷酸化 ERK1/2(p-ERK)抗体、抗
磷酸化 Akt(p-Akt)抗体、抗 PI3K抗体和抗 cleaved
caspase-3单克隆抗体购自美国 R&D公司；抗 p38
抗体、抗 JNK 抗体、抗 ERK1/2 抗体购自北京中
杉金桥生物公司；LY294002、抗 Akt 抗体购自
Cell signaling 公 司 ； 抗 SM MHC 抗 体 、 抗
Fibronection抗体购自美国 Santa cruz公司；抗 SM
琢-actin单克隆抗体购自丹麦 Dako公司；SB203580
购自美国 Alexis公司；TUNEL凋亡试剂盒购自美
国宝灵曼生物公司；AnnexinⅤ -FITC凋亡试剂盒
购自美国 BD公司；ECL化学发光试剂盒购自美国
Amersham公司．
1援3 方法

1援3援1 构建 CREG 基因过表达和表达抑制的
hVSMCs 模型．将质粒 pLNCX2-CREG(CREG 过
表达，CREG-UP)及 pSM2-siCREG(CREG 表达抑
制, CREG-DW)分别感染 HITASY细胞(CREG-NR),
24 h后传代，分别加入 G418 500 mg/L及嘌呤霉素
(puromycin) 6 mg/L，筛选生长良好的耐药克隆．
Western blot鉴定培养上清及细胞中 CREG表达．

1援3援2 细胞转染．将冻存的 AD293细胞融化，加
入 10 ml 10 % FCS的 DMEM，600 g离心 5 min弃
去上清，在 10 % FCS的 DMEM中常规培养，传
代 2～3 次．待生长至 20%～25%融合，感染
p38琢AGF 质粒．采用 TCID50 方法测定病毒的滴
度．在 CREG-DW 细胞中加入滴度为 50 MOI 的
p38琢AGF腺病毒，37℃ 5% CO2孵箱中培养 48～
72 h，制备瞬时感染 p38琢AGF-CREG-DW细胞．
1援3援3 蛋白质印迹分析．收集细胞，用冷却的 PBS
洗 2次，以细胞刮刮取细胞，转移至 Eppendorf管
中，4℃ 1 000 r/min，离心 10 min，弃去上清，于
沉淀中加入细胞裂解液(50 mmol/L Tris, 10 mmol/L
MgCl2，0.5 mmol/L NaCl，1% Triton X-100)裂解细
胞，于冰上静置 15 min后，4℃ 12 000 r/min，离
心 10 min，收集上清后加入蛋白酶抑制剂．采用
BCA 比色法测定裂解液中蛋白质浓度．样品经
12%分离胶行 SDS-PAGE．于 4℃循环水浴，以
300 mA电流将样品转至硝酸纤维素滤膜(PVDF膜)
上，时间为 2 h．经 5 %脱脂奶粉 TBS-T缓冲液室
温封闭 1 h，TBS-T洗膜 3次，每次 10 min．加入
稀释后的一抗，4℃孵育过夜，TBS-T洗膜 3 次，
每次 10 min．加入 HRP 标记的二抗，室温孵育
2 h，以 TBS-T洗 3次，每次 10 min． ECL化学发
光试剂盒显色，暗室曝光，在 bio-Rad Geldoc 2000
图像分析仪扫描分析．

1援3援4 Annexin V/PI双染色检测细胞凋亡．胰酶消
化，收集细胞．按照 Annexin V:FITC Apoptosis
Detection Kit I (BD Pharmingen)说明书操作．以
1伊结合缓冲液重悬细胞, 加入 5 滋l Annexin V-FITC
及 5 滋l PI．室温避光孵育 15 min后，样品经 260
目滤网过滤，行流式细胞仪检测．

1援3援5 TUNEL荧光染色检测细胞凋亡．参照试剂
盒说明书进行．收取细胞后，于 4%多聚甲醛室温
中固定 30 min．用 PBS洗 3次，每次 5 min．3 %
H2O2甲醇溶液室温孵育 30 min．PBS洗片后，与
0.1 % TritonX-100 通透液在冰浴中孵育 2 min．
PBS洗片后，滴加 50 滋l TUNEL反应混合液，放
置湿盒中 37℃孵育 1 h，PBS液洗 3次后在荧光显
微镜(Olympus 御-70)下观察细胞核的形态，活的细
胞核染色质在核内分布均匀，凋亡细胞核染色质凝

集、边缘化或裂解为小片段．PBS洗片后，加入
50 滋l DAB 底物溶液室温孵育 10 min，PBS 洗片
后，在光镜下分析结果．

1援3援6 统计学分析．实验结果以均数依标准差(x依s)
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2援2 感染前后 hVSMCs的形态学改变及分化指标
检测结果

正常 hVSMCs在含 10%FBS的 DMEM培养基
中生长良好，呈长椭圆形，生长至融合时出现典型

的波峰波谷样形态；pLNCX2(+)/CREG稳定感染细

胞的形态出现明显改变，胞浆体积变小且更加细

长，呈分化表型生长；而 pSM2-siCREG感染的细
胞在含 10% FCS的 DMEM培养基中培养时体积明
显变大，形态多样，核大小不一，失去极性呈无序

样生长，同时出现不可逆转的死亡 (图 2a)．

Fig. 2 Morphology and expression of differentiation marker in hVSMCs after transfection
(a) Morphology of hVSMCs was observed by phase-contrast photomicrographs. (b)HITASY were infected with retrovirus pLNCX expressing CREG or

knocking down CREG. Cell lysates and medium were analyzed by Western blotting for SM 琢-Actin, SM MHC and fibronectin expression. :SM

琢-Actin; :SM MHC; : Fibronectin.

表示，采用 SPSS 12.0统计软件，组间比较用单因
素方差分析．每组实验结果重复测量 3 次以上．
P < 0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 转染前后 hVSMCs 的 CREG表达
逆转录病毒介导 CREG基因表达前后 hVSMCs

的 CREG蛋白表达及分泌情况：CREG-UP胞浆中
CREG 水平与 CREG-NR 细胞无明显变化，而
CREG-UP培养基中 CREG含量较 CREG-NR明显
增加(P < 0.01)．与前两组比较，CREG-DW培养基
及胞浆中 CREG水平明显降低(P < 0.01)(图 1)．

Fig. 1 Expression of CREG in hVSMCs after transfection
HITASY were infected with retrovirus pLNCX expressing CREG or knocking down CREG. Cell lysates and medium were analyzed by Western blotting

for CREG expression. NS: Not significant, **P < 0.01. : CREG-NR; : CREG-DW; :CREG-UP.
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2援4 在凋亡诱导剂作用下，CREG蛋白过表达抑
制 hVSMCs凋亡
2援4援1 Western blot分析 CREG和 cleaved caspase-3
变化．CREG-NR、CREG-DW和 CREG-UP细胞分别
在有效浓度的 STS(200 nmol/L)和 VP-16(100 滋mol/L)
刺激下，在不同时间点(0 h、8 h、12 h、24 h)终
止培养，收集蛋白质，行Western blot分析．结果
显示： CREG-UP 组 CREG 蛋白持续高表达，
CREG-NR组 CREG蛋白在给药后 12 h表达开始下
降，而 CREG-DW组 CREG蛋白低表达，且逐渐
减低．Cleaved caspase-3的表达趋势与 CREG完全
相反，即 CREG-UP 组在药物刺激后 Cleaved
caspase-3少量表达，而 CREG-DW组给药后明显
增高，24 h达到高峰(图 4a)．提示 CREG蛋白表达
与 VSMCs凋亡呈负相关，CREG蛋白可能参与调
控 VSMCs凋亡．
2援4援2 Annexin-V/PI 双 染 检 测 细 胞 凋 亡 ．

Annexin-V/PI双染流式细胞计数检测细胞凋亡的结

果显示，在含 10% FCS 的 DMEM 中培养时，

CREG-UP 细胞自然凋亡率 (3.5 依 2.1)%，正常
VSMCs凋亡率 (8.1 依2.3)%，而 CREG-DW凋亡率
增高至 (18.1 依 2.3)% (P < 0.05)．在 STS 处理后，
CREG-DW细胞 12 h 时凋亡明显增加，凋亡率为
(33.0 依 4.2)%，而 CREG-UP细胞仅为(18.1 依 2.2)%
(P < 0.05)．在 VP-16刺激下，也显示同样的结果：
CREG-DW 细胞 12 h 凋亡率为 (49.9 依 4.3)%，而
CREG-UP仅为(22.5依1.9)% (P < 0.05) (图 4b)．
2援4援3 TUNEL 染色分析细胞凋亡． 在 STS 和
VP-16刺激细胞 0h和 12h分别收集细胞，TUNEL
染色进行细胞凋亡分析．结果显示：CREG-UP、
CREG-NR 和 CREG-DW 在 STS 组凋亡率分别为
(17.9依1.2)%、(23.5依3.4)%和(48.8依5.7)%，而三者在
VP-16组凋亡率分别为(21.8 依 2.3)%、(33.8 依 3.1)%
和(53.7 依 4.8)%，CREG-DW细胞的自然凋亡率及
药物诱导后凋亡率均比前两组明显增高(P < 0.05，
图 4c)．

Western blot分析发现，与正常培养的 HITASY细
胞相比，pLNCX2-CREG稳定感染的 VSMCs中分
化指标 SM 琢-actin 和 SM MHC 水平明显增加，
shRNA-CREG 感染后，SM 琢-actin和 SM MHC 表
达受到明显抑制，细胞外基质蛋白 Fibronectin 变
化趋势与之相反 (图 2b)． 提示 CREG 在调控
VSMCs向分化表型转换过程中发挥重要作用．
2援3 STS及 VP鄄16有效浓度的确立

HITASY细胞(CREG-NR)常规培养至 80%～90%

融合时，选择不同浓度的 STS(50、100、200 nmol/L)、
VP-16(20、50、100 滋mol/L)，分别在药物刺激后
0 h、4 h、8 h、12 h 和 24 h 收集细胞．Annexin
V/PI双染色流式细胞分析显示：不同浓度的 STS
和 VP-16对细胞凋亡均有作用，且它们的效应具
有时间和浓度依赖性，即随浓度增加和时间延长，

细胞凋亡效应越来越明显．其中 STS(200 nmol/L)
在给药后 24 h细胞凋亡率达(40.1 依 2.3)%，VP-16
(100 滋mol/L)高达(50.3依5.4)% (图 3)．
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Fig. 3 The time鄄course analysis of STS and VP鄄16 in HITASY cells
HITASY cells were exposed to STS (50, 100 and 200 nmol/L) or VP-16 (20, 50 and100 滋mol/L) for various periods. Apoptotic death was estimated by

flow cytometry. (a) STS. : 50 nmol/L; : 100 nmol/L; : 200 nmol/L. (b) VP-16. : 20 滋mol/L; : 50 滋mol/L; : 100 滋mol/L.▲ ▲◆ ◆ ● ● ◆ ◆ ▲ ▲● ●
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Fig. 4 Effects of CREG on VSMC apoptosis after STS and VP鄄16 stimulation
(a) CREG and cleaved caspase-3 levels were quantified by Western blotting at different time points after STS and VP-16 stimulation. (b) The number of

cells undergoing apoptosis was estimated by annexin V/PI dual-color flow cytometry at various periods after STS and VP-16 provocation. *P < 0.05,

**P < 0.01. : CREG-NR; : CREG-DW; : CREG-UP. (c)The percentage of TUNEL-positive cells with STS (left-hand panel) and VP-16

(right-hand panel) treatment at 12 h was calculated by the total number of nuclei. *P < 0.05, **P < 0.01. : CREG-NR; : CREG-DW; : CREG-UP.
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2援5援2 在特异性信号抑制剂作用下，通过 Annexin
V/PI流式分析明确 CREG调控 VSMCs凋亡的信号
通路．在 CREG-DW 细胞中分别给予特异性 p38
抑制剂 SB203580、JNK 抑制剂 SP600125 及 PI3K
抑制剂 LY294002 预处理，然后在 STS(图 6a)和
VP-16(图 6b)作用下刺激 12 h，通过流式分析检测
细胞凋亡．结果发现，不同浓度的 SB203580
及 SP600125 对细胞的凋亡均有明显的抑制作用
(P < 0.05)，并且在浓度为 10 滋mol/L 时效果最明
显，其中 p38抑制剂 SB203580对细胞凋亡的抑制
作用最为显著；而 PI3K抑制剂 LY294002无明显

效应．提示 p38和 JNK通路可能介导了 CREG调
控 hVSMCs凋亡．
2援5援3 建立 p38 表达抑制细胞株，进一步验证
p38MAPK参与调控 hVSMCs凋亡．在 CREG-DW
细胞中瞬时感染 p38表达抑制质粒(p38琢 AGF)．结
果显示 p38琢AGF-CREG-DW细胞中磷酸化 p38无
表达，p38活性受到抑制(图 7a)．在 STS刺激后，
采用Western blot和 Annexin V/PI流式分析检测转
染前后细胞凋亡情况．结果显示，在 CREG-DW
细胞中，Cleaved caspase-3表达水平较高，且呈现
明显的增高趋势，在 p38琢AGF转染组仅在 24 h才

2援5 CREG 通过 p38/JNK 信号转导通路调控
hVSMCs凋亡
2援5援1 在凋亡诱导剂作用下，Western blot 检测
MAPK及 PI3K/Akt信号分子表达变化．在药物刺
激后 0 h、2 h、4 h、6 h 收集细胞，检测 ERK、
p38、JNK、PI3K及 Akt等信号分子表达．结果显
示：在 STS处理后，尽管总的 ERK、p38、JNK及

Akt蛋白表达水平无改变，但是 p38、JNK 及 Akt
的磷酸化水平在 CREG基因转染前后的 VSMC凋
亡中变化显著，并且变化趋势一致． 即在

CREG-UP 细胞中含量较低，而在 CREG-DW 细
胞中在给药后含量明显增高，并维持在较高水平

(图 5a)．在 VP-16作用下，信号分子也显示同样的
变化趋势(图 5b)．

Fig. 5 Western blot analysis of ERK, p38, JNK, PI3K and Akt
(a)Western blot showed changes in different intracellular signals in response to STS stimulation. : p-p38; : p-JNK. (b)Western blot showed changes

in different intracellular signals in response to VP-16 stimulation. : p-p38; : p-JNK.
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2援6 CREG蛋白过表达维持 hVSMCs分化
三种细胞在 STS和 VP-16刺激下，分别在给

药后不同时间点检测细胞分化指标的表达变化．结

果显示：VSMCs分化标记物 SM琢-actin和 SM MHC

水平在 CREG-UP组高度表达，而在 CREG-DW组
含量明显下降，处于极低水平．而细胞外基质蛋白

Fibronectin变化趋势则相反．VSMCs分化标志蛋
白 SM 琢-actin 和 SM MHC 表达的变化趋势与

有低水平表达，提示 STS诱导的细胞凋亡受到抑
制(图 7b)．流式分析也显示同样的结果：STS刺激
12 h 后 CREG-DW 细胞凋亡率高达(36.2 依 5.8)%，
而 p38琢AGF 转染细胞凋亡率仅为 (17.7 依 3.6)%
(P< 0.05,图 7c)．我们也发现：STS刺激后 CREG-

DW细胞中 p38及 JNK磷酸化水平明显增高，而
瞬时转染 p38琢AGF后，磷酸化 p38 下调的同时，
JNK 活性也受到抑制．提示 p38 磷酸化激活了
JNK蛋白的表达共同调控 hVSMCs凋亡(图 7d).

Fig. 6 Effects of SB203580, SP600125 and LY294002 on apoptosis in CREG鄄DW cells
(a) Effects of STS on CREG-DW cells with SB203580 or SP600125 or LY294002 pretreatment were estimated by flow cytometric analysis．*P < 0.05,

**P < 0.01 compared with STS stimulation. (b) Effects of VP-16 on CREG-DW cells with SB203580 or SP600125 or LY294002 pretreatment were

estimated by flow cytometric analysis．*P < 0.05, **P < 0.01 compared with VP-16 stimulation．
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Fig. 7 Effects of CREG on apoptosis of CREG鄄DW cells after transfection
(a)Western blot analysis demonstrated using antibody against phosphorylated p38 the expression of transiently transfected p38琢 AGF in CREG-DW
cells. (b)Western blot showed that the amount of cleaved caspases-3 in p38琢 AGF-CREG-DW cells after STS treatment. (c) Flow cytometry displayed
that apoptotic death in p38琢 AGF-CREG-DW cells after STS treatment. *P < 0.05, **P < 0.01. :CREG-NR; :CREG-DW; :CREG-UP. (d)
Western blot showed changes in different intracellular signals in response to STS stimulation after transfection.
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CREG表达一致，而细胞外基质蛋白 Fibronectin含
量与 CREG变化相反(图 8a, b)．这一结果提示 CREG

过表达促进 VSMCs分化，可能是维持 VSMCs分
化的重要调控因子．

Fig. 8 Effects of CREG on VSMC differentiation by Western blot
(a) Cellular extracts were studied in different time points with STS treatment. The amount of SM 琢-actin, SM MHC and Fibronectin were evaluated by
Western blotting. : SM 琢-actin; : SM MHC; : Fibronectin. (b) Cellular extracts were prepared at different time points in cells treated with VP-16.
Western blot analysis of SM 琢-actin, SM-MHC and Fibronectin were performed. : SM 琢-actin; : SM MHC; : Fibronectin.

3 讨 论

CREG是新近发现的一种分泌型糖蛋白，前期
研究表明，CREG在多种细胞中发挥抑制增殖和促
进分化的作用，是维持细胞和组织稳态方面的重要

调控因子．为此，进一步探讨 CREG对 VSMCs凋
亡是否具有调控作用．我们首先以逆转录病毒表达

载体稳定感染的 CREG过表达及表达抑制 VSMCs
为模型，通过药物诱导细胞发生凋亡，探讨 CREG
对体外培养的 hVSMCs凋亡效应及相关的信号转
导通路．结果发现，在药物刺激后，CREG表达抑
制的 VSMCs 更容易发生凋亡，凋亡比率明显增
高，而 CREG 过表达明显抑制细胞凋亡．同时，
CREG过表达明显抑制 p38和 JNK蛋白活性，而
CREG表达抑制 p38和 JNK活性明显增高．在药
物和腺病毒转染干预抑制 p38表达后，细胞凋亡均
明显被抑制，且在 p38 活性被抑制的同时，JNK
活性也明显被抑制．

在生理状态下，CREG 在许多组织中广泛存

在，并参与细胞分化表型的维持[7, 9, 14]．在目前的研

究中我们进一步检测了 VSMCs表型转换和细胞凋
亡之间的关系．结果显示，CREG过表达的细胞处
于良好的分化状态，而表达抑制的细胞呈现去分化

状态，并且发生凋亡细胞明显增多．细胞分化指标

SM 琢-actin 和 SM MHC 与 CREG 表达趋势一致，
而细胞外基质蛋白 Fibronectin表达与 CREG 变化
呈负相关，进一步证实了 CREG 过表达参与
VSMCs分化表型的维持，同时抑制了细胞凋亡．
以上结果提示 CREG在维持 VSMCs表型转换和调
控细胞凋亡方面均发挥重要作用．

丝裂原活化蛋白激酶信号转导通路存在于大多

数细胞内，在调控细胞的增殖、分化、迁移、凋亡

等过程中具有至关重要的作用[15～19].其中 p38 MAPK
及 JNK/SAPK为应激蛋白激酶，这两条通路的激
活参与多种应激所介导的细胞凋亡，JNK通路和
p38通路常表现为协同作用，大多数情况下，凋亡
信号可以同时激活两条通路[16, 20, 21]．在本研究中我

们发现，CREG 表达抑制 p38 和 JNK 活性增高，
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且与 VSMCs凋亡密切相关．提示 JNK信号转导作
为 p38信号转导通路的下游调控分子共同介导了
CREG调控的 hVSMCs凋亡，且两者具有协同作
用．以往研究提示，CREG是一种溶酶体蛋白，可
能通过M6P与细胞膜受体M6P/IGF2R结合，并启
动细胞膜受体M6P/IGF2R上的多个结合位点，导致
溶酶体酶如组织蛋白酶等内吞，进而对抗 p38/JNK
信号转导分子诱导的细胞凋亡的发生[14, 22～24]．这些

研究结果与本实验类似，提示 CREG 可能是一种
新的 VSMCs生存调控因子，其大量表达可能通过
其受体 M6P/IGF2R 促进溶酶体酶向细胞内转位，
发挥对抗血管损伤后 VSMCs异常凋亡的作用，从
而维持细胞成分化表型． 鉴于 CREG 在维持
VSMCs稳态和抑制细胞凋亡中的作用，其有可能
成为临床 PCI术后 RS防治研究中的一种新的治疗
策略．
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Overexpression of The Cellular Repressor of E1A鄄stimulated Genes Inhibits
The Apoptosis of Human Vascular Smooth Muscle Cells via Blocking

p38/JNK MAP Kinase Activation*
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Abstract The cellular repressor of E1A-stimulated genes (CREG) is a recently described glycoprotein which
plays a critical role in keeping cells or tissue in homeostasis states．The current study examined whether and how
CREG may regulate VSMC apoptosis．Both loss-of-function (CREG-DW by retrovirus expressing CREG
shRNAs) and gain-of-function (CREG-UP by retroviral infection with vector pLNCX-CREG) studies were
performed to support this notion．Western blot showed that CREG knockdown stimulated with STS or VP-16 was
identified to increase cleaved caspase-3, a marker for apoptosis． It was also observed that the number of cells
undergoing apoptosis remarkably increased in CREG-DW cells by annexin V/PI dual-color flow cytometry and
TUNEL assays．Moreover, p38 and JNK mitogen-activated protein kinases were significantly upregulated in
CREG-DW and significantly reduced in CREG-UP VSMCs．More importantly, CREG-DW-induced VSMC
apoptosis was blocked by a p38-specific inhibitor (SB203580), or by overexpression of a dominant negative p38琢
(p38琢 AGF)．The data also showed that inactivation of p38 decreased the amount of phosphorylated JNK,
indicated that the p38 fusion proteins are functionally active in regulating JNK activity and induced JNK
phosphorylation contributes positively to VSMC apoptosis． In addition, CREG-UP increased expression of the
VSMC differentiation markers SM 琢-actin and SM-MHC, and reduced cell-associated fibronectin in cultured
VSMCs．These results demonstrate for the first time that CREG plays a key role in modulating VSMC apoptosis
by p38/JNK signaling transduction pathway in vitro．Accordingly, CREG might have potential applicational
perspective in attenuating the progression of atherosclerotic plaques and restenosis after percutaneous coronary
intervention．

Key words cellular repressor of E1A-stimulated genes (CREG), E1A, vascular smooth muscle cells, apoptosis,
signaling pathway
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