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Krüppel样因子5介导血管平滑肌细胞的增殖和迁移
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摘要      Krüppel样因子5(krüppel-like factor 5, KLF5)是KLF家族中与胚胎发育、细胞增殖

和肿瘤发生密切相关的转录调节因子。为观察KLF5在体外培养的大鼠血管平滑肌细胞(vascular 
smooth muscle cells, VSMCs)增殖和迁移活性中的作用, 通过构建KLF5腺病毒表达载体并感染细胞

以过表达KLF5或用特异性siRNA敲低KLF5, 用MTT、流式细胞术以及免疫细胞化学染色和伤口愈

合实验检测其对VSMCs增殖和迁移活性的影响。结果发现, KLF5过表达可加速细胞由G0/G1期向

S期转变, 促进细胞增殖和迁移; 反之, 敲低KLF5后细胞增殖活性明显低于转染无关序列NS-siRNA
对照组细胞, G0/G1期细胞数所占比例增多, S期细胞数所占比例减少, VSMCs迁移活性也明显降低。

结果表明KLF5可参与介导VSMCs的增殖和迁移。
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血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, 
VSMCs)异常增殖是高血压、动脉粥样硬化和血管

成形术后再狭窄等血管重塑性疾病发生、发展的

重要细胞病理学基础[1]。VSMC在血管损伤因素刺

激下, 可发生表型转化而获得增殖能力。虽然多种

细胞因子和血管活性物质能促进VSMC的增殖, 但
血管紧张素II(angiotensin II, Ang II)在VSMC增殖及

血管重塑性疾病的发生发展过程中处于关键地位。

已经证明, Ang II不仅是VSMC收缩的诱导剂, 还是

VSMC重塑和炎症应答的致病因素之一。已有研究

证实, AT1-ERK1/2通路参与介导Ang II的促增殖活

性[2-3]。Krüppel样因子5(krüppel-like factor 5, KLF5)

通过与另一转录因子c-Jun相互作用促进Ang II诱导

的VSMC增殖[4]。

KLF5是KLF家族中与胚胎发育、细胞增殖和

肿瘤发生密切相关的转录因子[5-7]。在心血管系统, 
KLF5在胚胎期的VSMC中高表达, 而在成年血管中

该蛋白的表达活性迅速下调, 当血管损伤时, VSMC

中KLF5的表达又迅速上调[8-9]。KLF5可通过上调细

胞周期调节蛋白如cyclin D1、cyclin B、Cdc2的表

达而发挥促细胞增殖作用[10-12]。本研究采用过表达

和敲低技术观察KLF5在VSMC增殖和迁移中的意

义。

1   材料与方法
1.1  主要试剂

DMEM培养基(Gibco公司), 兔抗KLF5多克隆抗

体、小鼠抗增殖细胞核抗原 (proliferating cell nuclear 
antigen, PCNA)单克隆抗体和小鼠抗β-actin单克隆

抗体 (Santa Cruz公司 ), Ang II(Sigma公司 )。脂质体

2000(Invitrogen公司 ), 免疫组化试剂盒 (北京中杉金

桥生物技术有限公司), MTT(噻唑蓝)试剂(Sigma公
司), 反转录体系和扩增体系(Promega公司), 其他试

剂均为国产分析纯。

1.2  方法

1.2.1　细胞培养与分组　　选取80~100 g健康雄性SD

大鼠, 取胸腹主动脉血管中膜, 用贴块法分离、培养

VSMC[13]。细胞在含10% FBS的DMEM中生长至汇合

后, 0.25%胰蛋白酶消化传代, 取3-6代细胞进行实验。

用KLF5腺病毒(Ad-KLF5)表达载体和空病毒

(Ad)感染VSMC, 于感染48 h后用于实验。

VSMC生长至50%~60%密度时 , 分别以KLF5-
siRNA及无关序列对照 siRNA(non-specific siRNA, 



1096 · 研究论文 ·

NS-siRNA)按50 nmol/L浓度转染VSMC, 20 h后更换

为含5% FBS的培养基 ; 加入1×10–7 mol/L的Ang II或
PBS对照孵育24 h, 以诱导KLF5表达。用Western blot
验证KLF5过表达效率和敲低效率。

1.2.2　MTT分析        将处于对数生长期的VSMC接种

于96孔板中, 每孔100 μL(约3×104细胞), 每组设6个复

孔。于上述处理结束前4 h, 每孔加入MTT(5 mg/mL) 
100 μL, 37 ºC孵育后, 加DMSO 200 μL, 在酶标仪上

于570 nm波长处测吸光度(D值)。实验重复3次。

1.2.3　FCM检测细胞周期变化　　采用碘化丙啶

(propidium iodide, PI)荧光染色法。应用Beckman 
Coulter公司生产的Epics-XL-II型流式细胞仪进行检

测。采用DNA细胞周期分析软件进行细胞周期分

析, 依据DNA分布组方图, 计算出各时相分布的百

分比。

1.2.4　伤口愈合实验　　按文献[14]的方法, 将
VSMCs接种于玻片上, 用无菌刀片将玻片中央的细

胞划一伤痕, PBS洗净被刮下的细胞, 按照上述条件

处理后, 低倍镜下观察细胞伤口愈合情况。任意取3

个视野, 计数迁移至伤痕处的细胞数, 以此表示细胞

的迁移活性。

1.2.5　细胞免疫化学染色　　接种于盖玻片上的

VSMCs按照上述条件处理后, 取出玻片, 按试剂盒

说明书进行细胞免疫化学染色。于镜下观察细胞内

棕黄色颗粒的分布及数量。阴性对照用PBS替代一

抗, 随机选取5个视野, 计数阳性染色细胞。

1.2.6　总RNA提取及RT-PCR        按照Invitrogen公
司的产品手册, 采用Trizol一步法, 从不同处理组的

VSMCs中提取总RNA。按照Promega公司M-MLV逆 
转录酶试剂盒说明书进行反转录反应。之后建立

PCR反应体系, 置PCR仪上进行扩增。PCR扩增产物

用1%琼脂糖凝胶电泳分离, 扫描成像, 用凝胶成像

分析系统进行密度分析。以β-actin作为内参照。所

用引物序列如下: KLF5上游引物: 5'-CTT CAT CTC 
TCG GTC CCT TC-3', 下游引物: 5'-CGG GTT ACT 
CCT TCT GTT GT-3'; cyclin D1上游引物 : 5'-GAC 
ACC AAT CTC CTC AAC G-3', 下游引物 : 5'-TTG 
TTC TCA TCC GCC TCT-3'; β-actin上游引物: 5'-CAG 
GGT GTG ATG GTG GG-3', 下游引物: 5'-GGA AGA 
GGA TGC GGC AG-3'。

1.2.7　细胞总蛋白提取与Western blot印迹分析        收
集各组细胞, 用冷PBS洗涤3次后, 将细胞重悬于细胞

裂解液(1% NP40, 150 mmol/L NaCl, 50 mmol/L Tris-
HCl、pH7.5, 10%甘油 , 1 mmol/L Na3VO4, 1 mmol/L 
PMSF, 1 mmol/L DTT)中, 冰浴30 min, 使细胞充分裂

解。4 ºC、8 000 r/min离心10 min, 收集上清, 用改良

的Lowry法进行蛋白质定量。SDS聚丙烯酰胺凝胶

电泳分离、转膜, 5%脱脂奶粉(TTBS)封闭2 h。一抗、

二抗孵育, ECL化学发光法检测。信号强度用Bio 1D

图像分析软件进行相对定量分析。

1.2.8　统计学处理　　实验数据用均数±标准差表

示, 采用SPSS10.0统计分析软件进行组间及组内方

差分析。Origin 6.0 Professional软件作图。

2   结果
2.1  KLF5上调增殖了相关蛋白的表达

将Ad-KLF5腺病毒和空病毒调整为同一滴度

(1×109 pfu/mL)后感染VSMC。RT-PCR实验结果显示, 

在Ad-KLF5感染的VSMC中, 外源KLF5得到高效表

达; 细胞周期蛋白cyclin D1的表达上调与KLF5过表

达具有明显的相关性; 细胞免疫化学染色结果显示, 

感染Ad-KLF5的VSMC中, 其KLF5和PCNA阳性染

色的细胞数明显增多(P<0.01), 棕黄色阳性颗粒主要

分布在核内(图1A和图1B)。
反之, 将KLF5特异性小干扰RNA(small interfer-

ing RNA, siRNA)导入VSMC, 敲低Ang II诱导的内

源性KLF5的表达后, cyclin D1和PCNA的表达也明

显受抑制(图1C-图1E)。
2.2  KLF5促进VSMCs增殖

MTT分析结果显示, Ad-KLF5感染的VSMC细胞

增殖活性明显高于腺病毒空载体感染的细胞(P<0.01, 

图2A)。流式细胞术检测结果显示, KLF5腺病毒感染

的VSMCs S期细胞数明显增多(P<0.01, 图2B)。以上

结果提示, KLF5过表达可促进细胞从G0/G1期向S期
转变。

在用Ang II处理和未处理的VSMCs中 ,  转染

KLF5-siRNA组的细胞增殖活性均明显低于转染无关

序列NS-siRNA对照组细胞(P<0.01, 图2C); 流式细胞术

检测结果显示, 与转染无关序列NS-siRNA对照组细胞

相比, 转染KLF5-siRNA组细胞其G0/G1期细胞数所占
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A,C: RT-PCR方法检测KLF5、cyclin D1和β-actin表达; B,D,E: 免疫细胞化学方法检测KLF5和PCNA表达。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A,C: RT-PCR analysis for expression of KLF5, cyclin D1 and β-actin; B,D,E: immunocytochemistry staining for expression of KLF5 and PCNA. 
*P<0.05, **P<0.01 compared with control group.

图1　KLF5上调VSMCs中cyclin D1和PCNA基因表达

Fig.1　KLF5 up-regulates the expression of cyclin D1 and PCNA in VSMCs

比例增多, S期细胞数所占比例减少(P<0.01, 图2D)。
以上结果提示, KLF5在Ang II诱导的VSNCs增殖中

发挥了重要作用。

2.3  KLF5促进VSMCs迁移

伤口愈合实验结果显示, 被KLF5腺病毒感染的

VSMC细胞迁移活性明显增高, 显著高于空病毒感

染细胞(P<0.01, 图3A)。在Ang II存在的条件下, 转染

KLF5-siRNA与转染NS-siRNA的VSMC相比, 细胞的

迁移活性明显降低(图3B)。表明KLF5可增加VSMC

的迁移活性。



1098 · 研究论文 ·

A,C: MTT法分析血管平滑肌细胞的增殖活性; B,D: 流式细胞术检测细胞周期。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

A,C: proliferation activity of VSMCs assayed by MTT; B,D: cell cycle analysis by FACS. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group.
图2　KLF5促进VSMCs增殖

Fig.2　The effects of KLF5 on VSMCs proliferation activity

伤口愈合实验检测血管平滑肌细胞的迁移活性。*P<0.05, **P<0.01, 与对照组相比。

VSMC migration activities were measured by wound healing assays. *P<0.05, **P<0.01 compared with control group. 
图3　KLF5促进VSMCs迁移

Fig.3　The effects of KLF5 on VSMCs migration activity
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3   讨论
VSMC的增殖、迁移和细胞外基质的合成是高

血压、动脉粥样硬化和血管成形术后再狭窄等血管

重塑性疾病发生、发展的重要细胞病理学基础[1]。

然而, 有关VSMC增殖的转录调控机制尚不清楚。

KLF5是KLF家族转录因子中的成员, 多种细胞系中

的研究表明, KLF5是一个重要的生长促进基因和分

化抑制基因[6-7]。当KLF5作为一个独立的转录因子

结合于VSMC增殖标志基因SMemb的启动子区时, 
KLF5在血管中的作用首次被证实[15]。在血管重塑过

程中, KLF5可激活多种基因的表达, 如PDGF-A/B、
Egr-1、血浆酶原激活抑制因子、可诱导型一氧化

氮合酶、血管内皮生长因子受体和几种细胞周期促

进基因如cyclin D1、cyclin B1、Cdc2[10-12]。血清刺

激细胞呈现增殖状态时, KLF5高水平表达; 而在无

血清培养的静止细胞中, KLF5表达迅速下调。在血

管组织中, KLF5在胚胎的平滑肌细胞中高表达, 而
在血管发展过程中表达迅速下调, 更重要的是, 在血

管损伤后血管内膜的平滑肌细胞增生过程中KLF5

的表达再次上调[16]。已有研究表明, 在NIH3T3细胞

中, KLF5可通过加速G1/S期转变和促进有丝分裂而

促进细胞生长和细胞周期进程[17]。此外, 有研究报

道, 在Ang II诱导VSMC增殖中KLF5表达增加, 提示

KLF5可介导Ang II诱导的VSMC增殖[18]。

为了进一步阐明KLF5在VSMC增殖中的作用, 

我们分别通过过表达和敲低KLF5表达来观察其对

VSMC增殖和迁移的影响。过表达KLF5的VSMC细
胞增殖活性和迁移活性明显升高, 且在KLF5表达水

平显著升高的同时, 细胞周期蛋白cyclin D1表达水

平也显著升高。鉴于KLF5以上的作用, 封闭其表达

后再给予Ang II刺激, 是否会阻断Ang II对VSMC诱
导增殖的作用呢？我们利用RNA干扰技术, 将KLF5

特异性小干扰RNA导入VSMC, 阻断内源性KLF5的
表达, 结果发现, 封闭内源性KLF5表达再给予Ang II
刺激后, 细胞增殖活性和迁移活性降低, 同时cyclin 
D1表达水平也显著降低。这表明KLF5有可能通过

cyclin D1在VSMC增殖和迁移中发挥重要作用。

总之, 本研究证实KLF5可介导VSMC的增殖和

迁移过程, 该发现为进一步揭示VSMC增殖的转录

调控机制奠定了基础。
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Krüppel-like Factor 5 Promotes VSMC Proliferation and Migration

Liu Yu1,2, Wang Haijun3, Li Aiying2, Li Nan3, Han Mei1*
(1The Key Laboratory of Medical Biotechnology of Hebei, Department of Biochemistry, Institute of Basic Medicine, 

Hebei Medical Unibersity, Shijiazhuang 050017, China; 2Department of Biochemistry, Traditional Chinese Medical College, Hebei 
Medical University, Shijiazhuang 050091, China; 3Department of General Surgery, Hebei University, Baoding 071000, China)

Abstract        Krüppel-like factor 5 (KLF5), a member of the Sp/KLF family of zinc finger factors, is a key 
regulator of cardiovascular remodeling. To determine the role of KLF5 in cell proliferation and migration, VSMCs 
were infected with Ad-KLF5 to over-express KLF5, and transfected KLF5-specific siRNA to knockdown the en-
dogenous KLF5, respectively. The activity of the cell proliferation and migration was detected using MTT assay, 
flow cytometric analysis, immunocytochemistry and wound healing assays, respectively. The results showed that 
the over-expression of KLF5 increased the expression of PCNA protein in VSMCs, and resulted in an increase in 
proliferation and number of S-phase cells, compared with empty vector controls. In addition, the migration activity 
increased in KLF5-overexpressed VSMC. Conversely, the knockdown of KLF5 by specific siRNA abolished Ang 
II-induced cell growth via reduction of the number of S-phase cells, inhibited the migration of VSMCs. These find-
ings indicate that KLF5 is required for VSMC proliferation and migration.
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