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!!'摘要(!目的!研究血小板衍生生长因子!G:aV)BB"诱导大鼠肺动脉平滑肌细胞!G67KA3"表型转换时细

胞骨架构象的改变#探讨G67KA3表型转换的机制)方法!原代培养并鉴定7:大鼠G67KA3#将G67KA3分为

对照组!细胞不加诱导剂培养"X/"+实验组!细胞用G:aV)BB!%<=*&9诱导培养"X/"&实时荧光定量GA(!(F)

UGA("及 H03.01<I52.检测细胞表型转化标志基因/()肌动蛋白!!.DG!"+平滑肌""(蛋白!DG""!"0&(@6及相

关蛋白的表达&免疫荧光法检测细胞骨架微丝V)-4.'<及微管().OIO5'<+#).OIO5'<的构象&AAd)Y法检测细胞增殖

能力及划痕实验观察细胞迁移能力)结果!与对照组相比#G:aV)BB下调()7K6及7K""(表达水平&细胞骨架

荧光强度明显减弱#V)-4.'<排列紊乱+边缘不规则+呈毛刺样#().OIO5'<+#).OIO5'<形态模糊#表现为共定位&明显增

强G67KA3增殖与迁移能力)结论!G:aV)BB可能通过影响细胞骨架构象诱导G67KA3表型转换#进而改变细

胞增殖及迁移能力)

'关键词(!肺动脉平滑肌细胞!表型转换!细胞骨架

>%,J%'(Q,BA?JL@ABU,C,@A(-&D#(QY%,(A@L:#$>D'(B#@#A(A?Y&C7A('DLFD@,DL"7AA@%+&B$C,J,CCBZ(-&$,-GLY=\P9
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!#60$'->%=
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!# ?!?(<">@A2<%A#B*<E->A@-8F#A9<!BB-/->A<E

4#F"-A>/#B D#7A9 J<FA G<E-8>/ 1%-P<@F-AC#9O]/2O CXC%%%#A/'<-&"?+9< &>F87/>@ )<2#E</-%= >%E

(<P</#"2<%A>/(<B<8AF)<F<>@891%-A#J<FA;9-%>0%FA-A7A<#BJ#2<%>%E;9-/E@<%2F4<>/A9#J<FA;9-%>D<8#%E

1%-P<@F-AC4#F"-A>/#D-897>%1%-P<@F-AC#A/0<=NOC!%%X!#A/'<-

# A21103,2<N'<=-O./21#E)&-'5$5I5MQM"!"C$42&

'FGB@D'$@(!HGI,$@#*,!F23.ONM./04/-<=032Q4M.23>050.2<NO1'<=./0,/0<2.M,'4.1-<3'.'2<2Q1-.,O5&2<-1M

-1.01M3&22./&O345040553!G67KA3"'<NO40NIM,5-.050.)N01'P0N=12S./Q-4.21!G:aV)BB"#-<N.20R,5210./0

&04/-<'3&'<P25P0N'<./0,1240332Q,/0<2.M,'4.1-<3'.'2<2QG67KA3$+,@%A-B!G67KA32Q7,1-=O0:-S50M

!7:"1-.3S0104O5.O10N-<N'N0<.'Q'0NIM'&&O<2/'3.24/0&'3.1M!JDA"&0./2N$F/040553S0101-<N2&5MN'P'N0N

'<.242<.125=12O,-<NG:aV)BB.10-.0N=12O,!!%<=*&9"$(F)UGA(-<NH03.01<I52.S010O30N.2N0.04../0

&(@6-<N,12.0'<50P052Q&-1>01=0<03 !()7K6-<N7K""("NO1'<=./0,1240332Q,/0<2.M,'4.1-<3'.'2<2Q

G67KA3$F/04/-<=032Q4M.23>050.2<S0102I301P0NIMQ5O210340<.&'412342,M#4055,125'Q01-.'2<S-3&0-3O10NIM

AAd)Y&0./2N&-<N4055&'=1-.'2<S-32I301P0NIMS2O<N/0-5'<=-33-M$8,B&C@B!A2&,-10NS'./42<.125=12O,#

G:aV)BBN2S<)10=O5-.0N./0&(@6-<N,12.0'<0R,1033'2<2Q()7K6-<N7K""($F/0Q5O210340<40'<.0<3'.M2Q

4M.23>050.-5,12.0'<S-33'=<'Q'4-<.5M10NO40N-Q.01./0.10-.&0<.2QG:aV)BB$J<-NN'.'2<#./03.1O4.O102QV)-4.'<

S-3N'321=-<']0NS'./-IO11)5'>0-,,0-1-<40#-<N./03.1O4.O1032Q().OIO5'<-<N#).OIO5'<S010'110=O5-1S'./42)

524-.'2<-,,0-1-<40$G:aV)BB3'=<'Q'4-<.5M0</-<40N./0,125'Q01-.'2<-<N&'=1-.'2<2QG67KA3$JA($C&B#A(!

G:aV)BB42O5N'<NO40-42<Q21&-.'2<4/-<=0'<4M.23>050.-5,12.0'<3Q21G67KA3,/0<2.M,'4.1-<3'.'2<#-<N

0</-<40./0-I'5'.M2Q,125'Q01-.'2<-<N&'=1-.'2<2QG67KA3$

'K,LMAD-B(!!GO5&2<-1M-1.01M3&22./&O345040553!!G/0<2.M,'442<P013'2<!!AM.23>050.2<

!!肺动脉平滑肌细胞!,O5&2<-1M-1.01M3&22./

&O345040553#G67KA3"构成肺动脉壁中膜#主要功

能是通过舒缩调节血管张力)在生长发育过程中和

病理因素刺激下#G67KA3可发生收缩型和合成型

两种表型的相互转化#其中收缩型主要执行收缩功

# 通信作者#E)&-'5$5I5MQM"!"C$42&

能#合成型则与增殖+迁移及合成与分泌细胞外基质

能力相关
,!-)目前鉴定G67KA3表型转换的标志

物主要是()肌动蛋白!()7K6"及平滑肌""(蛋白

!7K""("#在收缩型细胞中#()7K6及7K""(表达

较高#合成型细胞中表达降低,"-)研究发现#机体内

发育成熟的血管中G67KA3主要为收缩型#在肺动

脉高压!,O5&2<-1M-1.01M/M,01.0<3'2<#G6D"等
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病理因素刺激下#G67KA3可由收缩型转化为增殖

及迁移活性较高的合成型)G67KA3表型转化引

起的增殖和迁移是G6D血管重构病理机制的中心

环节
,# X-#因此研究其表型转化的机制对G6D 的

防治具有重要意义)

血小板衍生生长因子!,5-.050.)N01'P0N=12S./

Q-4.21)BB#G:aV)BB"是一种重要的有丝分裂原#可

促进平滑肌细胞从收缩型转换为合成型#调节平滑

肌细胞的增殖和迁移
,+-)研究发现#G:aV)BB及其

受体&(@6在G6D 患者肺动脉内皮细胞及平滑

肌细胞中高表达#参与肺血管重构#是G6D的重要

致 病 因 素
,C *-)本 研 究 选 用 G:aV)BB 作 为

G67KA3表型转化的诱导因子#观察其诱导细胞发

生表型转换时#细胞微丝骨架V)-4.'<#微管骨架()

.OIO5'<+#).OIO5'<的变化#探讨G67KA3表型转换

可能的机制)

1!材料与方法

1$1!材料

!!健康雄性7:大鼠#体质量约!+%!"%%=#由四

川大学实验动物中心提供&%L"+̂ 胰酶+青*链霉素+

:KEK)V!"培养基!美国DM452<0公司"&胎牛血清

!VB7#美国aEKJ@J公司"&G:aV)BB!美国(l:

公司"&AAd)Y增殖检测试剂盒!日本同仁化学"&兔

抗大鼠()7K6及7K""(!美国6I4-&公司"&辣根

过氧化酶标记的山羊抗兔J=a!北京中杉金桥公

司"&兔抗a6G:DJ=a+小鼠抗().OIO5'<J=a+兔抗

#).OIO5'<J=a+650R-Q5O21*(+WX山羊抗兔荧光抗体

J=a+650R-Q5O21*(XYY及650R-Q5O21*(+WX山羊抗小

鼠荧光抗体J=a+650R-Q5O21*(XYY鬼笔环肽+X̀#C)

二 脒 基)")苯 基 吲 哚 !X̀# C)N'-&'N'<2)")

,/0<M5'<N250#:6GJ"!美国A7F公司"&:6B显色

液!武汉博士德生物"&BA6蛋白定量试剂盒!北京

索莱宝科技生物"&F1']25!J<P'.12=0<"&'gFK7\B(*(

a100<7O,01&'R+AVfWCF2O4/FK :0.04.'2<7M3.0&

!B'2)(-N")

G:aV)BB溶液的配制$将+%&=G:aV)BB加

入无菌X&&25*9DA5!&9中#配制浓度为+%&=*

&9的储备液#冻存于;"%_冰箱中#工作浓度根据

文献
,Y !%-

及预实验设定为!%<=*&9)

1$/!实验方法

1$/$1!大鼠G67KA3的原代培养+鉴定及实验分

组!参考文献
,!! !"-

方法#采用颈椎脱臼法处死7:

大鼠#无菌条件下分离肺动脉中膜层#组织块贴壁于

培养瓶#加入含"%̂ VB7的:KEK)V!"培养液#置

于#*_+体积分数+̂ AZ" 孵箱#细胞萌出后根据

细胞形态+免疫组化检测血管平滑肌细胞表型标志

基因()7K6的表达#鉴定G67KA3)取第#!*代

细胞用于实验)培养的细胞分为对照组和实验组)

实验组细胞加入G:aV)BB!!%<=*&9"诱导"X/#

对照组细胞不加诱导剂培养"X/)

1$/$/!荧光显微镜观察细胞微丝骨架V)-4.'<+微

管骨架().OIO5'<和#).OIO5'<!调整G67KA3密度

为+j!%X &9;!#每孔"&9接种于!Y&&的玻璃

爬片上培养#按照实验分组处理"X/后进行免疫荧

光染色)具体实验步骤如下$)观察细胞骨架各成

分的形态及构象$GB7洗涤后#以体积分数为X̂ 多

聚甲醛固定!"&'<#GB7再次洗涤#%L#̂ F1'.2<

通透!"&'<#GB7洗涤#次#在不同爬片上分别加

入 650R-Q5O21*(XYY鬼笔环肽+小鼠抗().OIO5'<J=a

及兔抗#).OIO5'<J=a!抗体滴度均为!b!%%"湿盒

X_孵育过夜)GB7洗涤后#分别加入650R-Q5O21*(

+WX山羊抗兔J=a+650R-Q5O21*(+WX山羊抗小鼠J=a

!抗体滴度为!b#%%"避光孵育!/后#加入 :6GJ

!!b#%%"湿盒避光室温孵育!%&'<)荧光显微镜

观察并采图)*观察微管骨架().OIO5'<+#).OIO5'<

定位情况$同上述步骤将细胞固定后#小鼠抗()

.OIO5'<J=a+兔抗#).OIO5'<J=a!抗体滴度均为!b

!%%"湿 盒 X _ 孵 育 过 夜#GB7 洗 涤 后#加 入

650R-Q5O21*(+WX山羊抗兔J=a+650R-Q5O21*(XYY山

羊抗小鼠J=a!抗体滴度为!b#%%"避光孵育!/

后#加入:6GJ湿盒避光室温孵育!%&'<)观察并

采图)

1$/$N!实时荧光定量GA(!(F)UGA("检测细胞!.

DG! 及DG""!基因的转录!调整G67KA3密度

为+j!%X&9;!#每孔"&9接种于C孔板#按照实

验分组处理"X/后#F1']25法提取细胞总(@6#使

用逆转录试剂盒按照!&=(@6体系将 &(@6逆

转录为4:@6)使用'gFK 7\B(*( a100<7O,01&'R

定量试剂及AVfWCF2O4/FK :0.04.'2<7M3.0& 仪

器检测&(@6的相对表达水平)扩增基因包括!.

DG!!@K3%#!%%X"+DG""!!@K3%#!+XW"和内参

基因5!*(4 !@K3!**%!")引物序列见表!)引

物序列由成都擎科梓熙生物技术有限公司合成)反

应条件为W+ _预变性!% &'<#W+_变性!%3#

+W_退火X+3#X%个循环#Y%_延伸#&'<#扩增产

物大小分别为$!.DG! 产物为!XWI,#DG""!产物

为"XXI,#5!*(4 产物为!%#I,)使用";$$A.
法

+"+
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表1!YJ8引物序列

>'GC,1!",]&,($,BA?:D#7,DB&B,-#(@%#BB@&-L

a0<0 V21S-1N,1'&01!+̀+#̀" (0P0130,1'&01!+̀+#̀"

!.DG! 6aAaFaaAF6FFAAFFAaFF 6aAaFaaAF6FFAAFFAaFF

DG""! FaaAFa66a66FaaAaFa6F FAA6FAaFFAFFaaFA6Aaa

5!*(4 aaFa6FaAFaaFaAFa6aF6F 6a6Fa6Fa6AAAFFFFaaAAAA

计算&(@6的相对表达量)

1$/$3!H03.01<I52.检测细胞()7K6及7K""(

蛋白的表达!调整G67KA3密度为+j!%X &9;!#

每孔"&9接种于C孔板#按照实验分组处理"X/

后#使用(JG6裂解液提取总蛋白#采用BA6蛋白

定量试剂盒测定蛋白浓度后#取+%&=蛋白样品于

!%%=*97:7)G6aE电泳进行蛋白分离#通过电转

移将蛋白印迹转到聚偏氟乙烯!G8:V"膜上#然后

用+̂ 牛奶封闭#X_过夜孵育兔抗()7K6+7K""(

J=a及兔抗a6G:DJ=a!抗体滴度分别为!b"%%+

!b"%%+!b+%%"#FB7F洗膜后##*_孵育山羊抗

兔荧光二抗!抗体滴度为!b!%%%%")用激光成像

仪检测系统!ZNM003M"进行曝光#使用J&-=0e软件

测量条带的灰度值)以各组目的条带与 a6G:D

条带灰度值的比值为()7K6及7K""(蛋白相对表

达量)

1$/$5!AAd)Y 法检测细胞增殖能力 ! 调整

G67KA3密度为#j!%X&9;!#每孔!%%&9接种于

WC孔板#细胞贴壁生长至*%̂ 左右#按照实验分组

处理#每组设+个复孔#培养"X/后#每孔加入

!%&9AAd)Y试剂#继续置于孵箱!$+/后#酶标仪

测量X+%<&处每孔的吸光度!6X+%"值#计算细胞相

对增殖率)细胞相对增殖率!̂ "?6X+%实验组*6X+%

对照组j!%%̂ )

1$/$O!细胞划痕法检测细胞迁移能力!在C孔板

底部划直线标记#以+j!%X&9;!
密度接种于C孔

板#贴壁生长至Y%̂ 左右#吸去原培养液#使用!&9

枪头垂直于C孔板底部标记进行划痕#保持每组划

痕宽度一致#GB7清洗划痕处脱落细胞#按照实验

分组处理#分别在%/+!"/+"X/时倒置相差显微镜

下观察标记处划痕宽度!&&"并采图#划痕宽度改

变越大反映细胞迁移能力越强)

1$N!统计学方法

符合正态分布的实验数据以%IcF表示)两组

间比较采用A检验#*$%L%+为差异有统计学意义)

/!结果

/R1!大鼠YF"+JB原代培养及鉴定

组织块贴壁培养X!CN后#细胞从组织边缘萌

出#传代后细胞呈长梭形!图!6")免疫组化示()

7K6阳性染色形成束状#纵向平行排列#贯穿细胞

长轴!图!B"#约W+̂ 以上细胞为阳性#表明细胞为

G67KA3)

/R/!YF"+JB微丝骨架 P9'$@#(#微管骨架 "9

@&G&C#(+#9@&G&C#(的构象

荧光显微镜下!图""观察发现#对照组V)-4.'<

纵向平行排列成束状#贯穿平滑肌细胞的长轴#

G:aV)BB孵育诱导"X/后#细胞微丝骨架V)-4.'<

出现排列不规则#细胞边缘毛刺样表现)对照组()

.OIO5'<+#).OIO5'<排列清晰可见#荧光强度较强#特

别是细胞核周更强&G:aV)BB孵育诱导"X/后#()

.OIO5'<+#).OIO5'<荧光强度减弱#排列不清晰)

通过免疫荧光染色观察微管骨架().OIO5'<+#)

.OIO5'<的定位情况#如图#所示#对照组与实验组

().OIO5'<##).OIO5'<均出现重叠现象#表现为共定

位)

/RN!YJ"+JB细胞!&'() 及'(//!基因及蛋白

的表达

见图X#与对照组相比#G:aV)BB孵育G67KA3

"X/后#!.DG! 及DG""!&(@6相对表达量降低#

差异有统计学意义!*$%L%+"#()7K6及7K""(蛋

白相对表达水平也降低!*$%L%+")表明G:aV)BB

孵育后细胞从收缩型转变为合成型)

/R3!YF"+JB增殖能力

实验组细胞6X+%值!!$XX""c%L%*W+"较对照

组6X+%值!!$%W#Yc%L%"*#"增加#差异有统计学意

义!*$%L%+")与对照组比较#相对增殖率约为

!#"̂ )

/R5!YF"+JB迁移能力

如图++表"所示#G:aV)BB诱导!"/+"X/后

细胞均向划痕内迁移#细胞迁移能力较同时点对照

组增强!*$%L%+")

C"+
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F-actin α-tubulin β-tubulin

DAPI α-tubulin β-tubulin Merge

1A

1B

2A

2B

3A

3B

图1!大鼠原代YF"+JB生长!F#T30"和"9"+F免疫组化染色鉴定!V#T300"!!!图/!荧光显微镜观察微丝骨架P9'$@#(#微管骨架"9
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图3!!&'() 及'(//!78WF水平!F"及蛋白表达水平!V"的变化
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图5!划痕实验观察Y=\P9VV对YF"+JB迁移能力的影响)T30

P#Q5!>%,,??,$@A?Y=\P9VVA(@%,7#QD'@#A(A?YF"+JBAGB,D*,-

GL$,CCB$D'@$%,BRT30

6$A2<.125=12O,&B$G:aV)BB=12O,

表/!各组细胞划痕实验中划痕宽度!77

>'GC,/!>%,$,CC7#QD'@#A('G#C#@L7,'B&D,-GLB$D'@$%,B!77

a12O, % %/ !"/ "X/

A2<.125 + "$%%c%L%" !$#Xc%L%# %L*Yc%L%+

G:aV)BB + "$%"c%L%" !$%%c%L%#% %L+!c%L%X%

!!%*$%L%+#P3$42<.125=12O,

N!讨论

在低氧刺激+血管活性物质+生长因子家族+机

械力等各种因素的作用下#G67KA3可以从收缩型

转换为增殖活性较高的合成型
,!# !X-)G:aV)BB是

平滑肌细胞表型转化中涉及的重要因子之一#可促

进G67KA3从收缩型转换为合成型,!+-#在G6D发

病机制中起着重要的作用
,C *#!!-)目前#G:aV)BB

诱导G67KA3表型转换的机制尚不完全清楚#故本

研究利用G:aV)BB诱导G67KA3发生表型转换#

探讨其表型转换可能的机制)

本研究结果显示#G:aV)BB!%<=*9 诱导

G67KA3"X/后#平滑肌细胞收缩型标志基因!.

DG! 及DG""!的转录和翻译水平均降低#表明

G:aV)BB孵育后G67KA3由收缩型向合成型转

换#与文献研究结果一致,Y#!!#!+-)既往研究认为

G:aV)BB 激 活 了 有 丝 分 裂 原 活 化 蛋 白 激 酶

!&'.2=0<)-4.'P-.0N ,12.0'< >'<-30#K6Gd"通

路
,!C-+磷脂酰肌醇#激酶!,/23,/-.'NM5'<23'.25#

>'<-30 #GJ)#d"通 路,!!-+D',,2*\6G 通 路
,!+-+

(/26*(ZAd等信号通路#引起 d1m,,05样因子X

!d1m,,05)5'>0Q-4.21X#d9VX"+转 录 因 子 7,!+

DE(G!+E5>)!以及心肌素 &M24-1N'<等细胞因子

的表达变化#从而影响血清反应因子!7(V"与顺式

调控元件A61a的结合#最终抑制表型转换相关基

因!.DG! 及DG""!的表达#调控平滑肌细胞发生

表型转换
,!* !Y-)

有研究
,!!#!W-

报道#G:aV)BB诱导G67KA3表

型转换时微丝发生构象变化#但未见细胞整体骨架

构象变化的完整报道)细胞骨架是真核细胞内的蛋

白纤维网络结构#由微管!&'412.OIO50#KF"+微丝

!&'412Q'5-&0<.#KV "及中间纤维!'<.01&0N'-.0

Q'5-&0<.#JV"组成#作为物质运输+信号转导的重

要枢纽#参与细胞生命活动,"%-)微管主要由(及#
微管蛋白!.OIO5'<"组成#通常().OIO5'<+#).OIO5'<

以二聚体形式存在#并以头尾相连的方式聚合成微

管蛋白原纤维#!#根原纤维构成一个中空微管)微

丝是由双股肌动蛋白链以螺旋形式构成的纤维!V)

-4.'<"#其主要成分为球形肌动蛋白单体!a)-4.'<")

微丝可动态可逆的聚合及解聚#出现重建现象#调节

细胞迁移+收缩等功能活动,"!-)目前#对于细胞骨

架与表型转换间的关系仍未得到统一认识#有学者

认为G:aV)BB诱导 (/26+GJ#d*6dF信号通路

改变#引起微丝骨架构象变化#导致了平滑肌细胞收

缩型标志蛋白表达减弱#促使了细胞发生表型转

换
,!!#!W#"" "#-&也有学者认为平滑肌细胞骨架聚集

是收缩型标志蛋白表达7K""(调节的结果
,"X-)本

实验通过免疫荧光染色观察了G:aV)BB诱导细胞

表型转换时细胞微管骨架和微丝骨架的构象变化)

结果表明#G:aV)BB诱导G67KA3"X/后#细胞微

丝骨架V)-4.'<的束状纵向平行排列消失#出现排列

不规则#细胞边缘毛刺样表现#细胞微管骨架()

.OIO5'<+#).OIO5'<荧光强度减弱#排列不清晰#表明

随着平滑肌细胞向合成型细胞转变时#微丝及微管

的聚集程度降低)但().OIO5'<+#).OIO5'<仍表现为

共定位#说明().OIO5'<+#).OIO5'<微管蛋白可能仍

然以二聚体形式存在)此外#本实验结果也表明#

G:aV)BB诱导后#细胞增殖及迁移能力明显增强#

与文献结果一致
,"+ "C-)我们推测#由于细胞微管骨

架聚集程度的降低#有利于细胞有丝分裂时纺锤体

的形成#可能起到促进有丝分裂#加快细胞周期进程

的作用#从而增强了G67KA3的增殖能力&另外#由

于微丝V)-4.'<的聚集程度降低#可能加快细胞微丝

重建#进而增强细胞的迁移能力)

综上#G:aV)BB诱导G67KA7表型转换时#微

丝+微管骨架均发生了构象变化#这种改变可能影响

了细胞的增殖及迁移能力)但是#细胞骨架在

G:aV)BB诱导平滑肌细胞表型转换过程中是否有

决定性作用#以及在表型转换过程中起主导作用的

Y"+
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是微丝还是微管等问题还有待进一步的研究与探

讨)总的来说#本研究丰富了血管增殖性疾病的发

病机制#为逆转肺动脉平滑肌细胞表型转换以及

G6D等血管增殖性疾病药物的开发提供一定参考)
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