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d- 尼古丁对血管平滑肌细胞迁移的影晌

叶丽虹*赵铁军张晓东*李胜1

(南开大学生命科学学院，天津 300071 ) 

摘要 为了在分子水平上揭示吸烟导致动脉粥样硬化的机制，探讨了烟草致病的主要成分

d- 尼古丁对豚鼠大脑基底动脉血管平滑肌细胞 GbaSM-4 迁移作用的影响。应用 Boyden 小室实验

发现， d- 尼古丁具有促进 GbaSM-4 细胞迁移的作用。免疫荧光染色显示，在小尼古丁作用下有

GbaSM-4 兰田胞伪足内肌动蛋白表达和分布增加的现象。为了进一步阐明 d- 尼古丁促进平滑肌细胞

迁移作用的分子机制，应用 RT-PCR 方法检测到在 GbaSM-4 细胞内有 α7 型烟碱乙眈胆碱受体的

表达。应用烟碱乙眈胆碱受体的特异性抑制剂甲基牛扁碱和肌肉收缩的关键酶一一肌球蛋白轻链

激晦(myosin light chain kinase , MLCK)抑制剂ML-9作用 GbaSM-4细胞后，发现d-尼古丁对GbaSM-

4 细胞的诱导迁移作用被明显的抑制。采用 RNA干扰技术，成功地使GbaSM-4 细胞内 MLCK的表

达水平下调，观察到 d- 尼古丁对 GbaSM-4 细胞的诱导迁移作用也被明显的抑制。上述研究结果表

明，也尼古丁以趋化因子的作用促进血管平滑肌细胞迁移，其分子机制可能与 α7型烟碱乙眈胆碱

受体和 MLCK等因素有关，这一发现为揭示吸烟导致动脉粥样硬化提供了实验依据。

关键词 d- 尼古丁:血管平滑肌细胞:细胞迁移:烟碱乙酷胆碱受体:肌球蛋白轻链

激酶

吸烟是导致心血管疾病的主要因素之一，与动

脉粥样硬化的形成具有密切的关系。然而，吸烟引

起动脉粥样硬化的机制目前尚不清楚。尼古丁是烟

草致病的主要成分之一[1]。研究显示，尼古丁能够

诱导血管平滑肌细胞释放生长因子，从而导致血管

平滑肌细胞增生[2]。最近的研究结果表明，动脉粥

样硬化的形成和发展是血管平滑肌细胞从血管中层

向血管内膜的迁移所引起的[2]。本研究应用分子生

物学等手段在分子水平上探讨了尼古丁对血管平滑

肌细胞迁移的影响，旨在进一步从分子水平上揭示

吸烟与动脉粥样硬化发病之间的关系。

1 材料与方法

1.1 材料

Boyden 小室型号为 Neuro Probe MBC96 型趋化

小室(Neuro Probe 公司产品); .d- 尼古丁由日本戒烟

财团提供;α7 型烟碱乙酷胆碱受体(nAChR)抑制剂

甲基牛扁碱(methyllycaconitine)，鼠抗肌球蛋白轻链

激酶(myosin light chain kinase , MLCK) 20 kDa肌球

蛋白轻链的单克隆抗体 K36 和 MLC20 单克隆抗体

MY21 购于 Sigma 公司:使沉默者小 RNA 干扰

(Silencer siRNA)试剂盒和从细胞到互补 DNA(Cells-

to-cDNA II)试剂盒购于 Ambion 公司;优势 2 多聚

酶链反应酶系统(Advantage 2 PCR Enzyme System)试

剂盒为 BD 生物科学公司产品:小牛血清为 Gibco

BRL 公司产品。

1.2 细胞培养

平滑肌细胞 GbaSM-4，来源于豚鼠大脑基底动

脉I31，由日本慈惠医科大学医学部惠赠。 GbaSM-4

细胞用含有 10% 小牛血洁的 DMEM 培养基，在 37

OC 、含有 5%C02 的二氧化碳培养箱中培养。

1.3 Boyden 小室实验

采用改良的 Boyden 小室法观察细胞迁移情况，

取对数生长期的 GbaSM-4 细胞(第 3-7 代)进行实

验。将 GbaSM-4 细胞消化后以 2 X 105 个 Iml 的密

度在无血清、含 0.5% 小牛血清白蛋白的 DMEM 培

养基中培养。取单细胞悬液 50μ1.分别加入 Boyden

小室的上室，取 450μl 含有不同浓度 d- 尼古丁(6 X 

10-8-6 X 10-4 mol/L)的 DMEM培养基，加入 Boyden

小室的下室。上下两室以预先包被 I 型胶原的聚碳
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酸醋微孔滤膜相隔。将 Boyden 小室置于 37 oc含

5%C02 的培养箱中培养 10 h。取出 Boyden 小室内

的微孔滤膜，用甲醇将迁移至微孔滤膜下层的细胞

固定，进行 Giemsa 染色。在显微镜下随机选择视

野，计数膜上不同层次的细胞数目。在抑制剂实验

中，采用不同浓度的烟碱乙酌胆碱受体特异性拥制

剂甲基牛扁碱预处理细胞 1 h。在 Boyden 上下小幸

中，均加入相同浓度的抑制剂。将本实验重复 3

次，结果取平均数，计算标准差，进行 t 检验统

计分析。

1.4 免疫印迹

将培养的 GbaSM-4 细胞用预冷的生理盐水洗 3

次，加入 100μl 高盐裂解液(1 mol/L Tris , 5 mol/L 

NaCl,0.5 moνL EDTA, 20%Triton X-100, 10% 脱氧胆

酸)，采用 Bradford 法测定细胞裂解液中蛋白质浓度[4] 。

应用 SDS凝胶电泳，经湿转法将蛋白质转移至 PVDF

膜，用抗 130-kDa、抗 2 1O-kDa 两种亚型的 MLCK

单克隆抗体和 ECL显示系统，检测细胞内 MLCK 的

表达水平。

1.5 RNA 干扰

根据豚鼠细胞 MLCK 的保守序列设计相应的

siRNA。应用使沉默者小 RNA干扰构建试剂盒化学

合成双链 dsRNA。有义链序列为 5'-AATGTCGTA

CAGGTCAGATACCCTGTCTC-3' ，反义链序列为 5'

AAGTATCTGACCTGTACGACACCTG TCTC-3'。将

合成的 dsRNA 转染 GbaSM-4 细胞。转染 48 h 后，

用免疫印迹法检测细胞内 MLCK 表达水平的变化。

设经加任何处理和未加RNA干扰片段的GbaSM-4细

胞为阴性对照。

1.6 RT-PCR 

使用从细胞到互补 DNA 试剂盒提取 GbaSM-4

细胞的总 RNA。根据多种哺乳动物 α7 型烟碱乙酷

胆碱受体基因保守序列设计 PCR 引物。引物序列分

别为: 七游引物 5'-GAGAAGAACCAAGTTTT -

AACCACCAA-3' ，下游引物 5'-GACCAGGAC

CCAAACTTCAGTTTGCA-3' 0 PCR操作步骤按优势

2 多聚酶链反应酶系统试剂盒操作说明进行。 PCR

产物用 0.9% 琼脂糖电泳检测，目的片断为 317 bp 。

试剂盒中提供 cDNA 片段(147 bp)为阳'性对照。

1.7 免疫荧光染色

在细胞培养六孔板的盖玻片上接种密度为 1 x 
105 个/孔细胞，过夜培养。 24 h 后用 6 X 10-6 mol/L 

d- 尼古丁处理细胞 2 h。然后，在 4 oc用甲醒固定

·研究论文-

细胞 15 min ，用 PBS 洗 5 min 。免疫荧光染色方

法按文献报道方法操作[5]。在 BX41 Olympus 荧光

显微镜下观察染色结果。

2 结果

2.1 尼古丁促进血管平滑肌细胞的迁移

根据血浆中尼古丁的生理浓度范用，采用浓度

为 6 X 10 8-6 X 10-4 mollL的 d- 尼占 J作为趋化园子

进行 Boyden 小室实验，旨在探讨尼古 I 对于干涓

肌细胞迁移的影响。结果显示，与对照组相比， 6 

X 10-7 mollL的 d- 尼古丁可明显促进 GbaSM-4 细胞

的迁移(P<0.05); 当小尼古丁浓度为 6 X 10-6 mol/L 

时，其促进迁移的作用最为明显(P<O.Ol );例是当

d- 尼古丁浓度大于 6 X 10-5 mol/L 时，其促进细胞

迁移的作用逐渐减弱(图 lA)。当 Boyden 小屯的上

层用对应下层的 d- 尼古丁浓度的培养基预先培养细

胞 72h 时，发现 6 X 10-8 mol/L 浓度的 d- 尼古TpJ

明显地促进 GbaSM-4 细胞的迁移，在 6 X 10-6 mollL 

及 6 X 10 7 mol/L 的浓度下，其促进 GbaSM-4 细胞

迁移的效果极为显著(P<O.OI )(图 lB)。上述实验表

明， d- 尼古了促进细胞迁移的最适浓度为 6 X 10-6 

mol/L，处理细胞时间为 2 h。然后，应用 FITC 标

记的鬼笔环肤(phalloidin)进行免疫荧光染色，检测

GbaSM-4 细胞内肌动蛋白的表达和分布情况[5]。结

果显示，在 GbaSM-4 细胞中旦活跃迁移的区域肌动

蛋白为强阳性反应(图 lC)。按上述方法延长处理时

间为 10 h ，获得了相同的实验结果(图略)。

2.2 烟碱乙酷胆碱受体与尼古丁促进血管平滑肌

细胞迁移的关系

运用 RT-PCR 方法在 GbaSM-4 细胞 lf I检测到了

α7 型烟碱乙酌胆碱受体mRNA 的表达，为 317 bp(图

2A)。用 α7 型烟碱乙酌胆碱受体的特异性抑制剂甲

基牛扁碱[创预处理细胞 1 h 后，观察 6 X 106 mollL的

小尼古丁对细胞迁移作用的影响。结果发现，当甲

基牛扁碱的作用浓度达到 1 X 10 8 mollL和 2 X 10 8 

mol/L 时， d- 尼古丁诱导的促进细胞迁移作用受到

显著的抑制(P<O.OI)(图 2B) 。

2.3 肌球蛋白轻链激酶在尼古丁剌激细胞迁移中

的作用

应用 Ambion 公司的试剂盒，人丁-化学合成 21

bp 针对 MLCK 的双链小干扰 RNA 片断。将 dsRNA

转染至 GbaSM-4 细胞进行 MLCK 的 RNA 干扰，免

疫印迹检测结果显示，细胞内 MLCK 的表达水平明
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图2 烟碱乙酿胆耐受体与尼古丁促进血管平滑肌细胞迁移的

关系

A: RT-PCR 检测血管平iit肌细胞 α7 塑炯碱乙毗ijll碱受体表达。 1 : 

marker; 2: 阳性对照(产物为 147 坤的 DNAJ\' 断); 3: 实验纠; 4; 阴

性对照; B: 用不同浓度抑制剂甲某牛扁碱处到平滑肌细胞后，

Boyden 小室检测其对 d- 尼古j 论导的促边细胞迁移作川的影响。

与对照组柑比 ， t 检验: 'P<0.05 , "P<O.O 1 0 

6x 10-4 6x 10-' 6x 10-6 6x 10-5 

d-J~ 占f(mol/L)

6x lO-8 。

(C) 

显下降， Boyden 小室实验发现 d- 尼古丁促进细胞迁

移的能力明显受到抑制(P<O.01)。将 21 bp 双链RNA

片断序列打乱后作为阴性对照转染细胞，显示

MLCK 表达水平无变化， d- 尼古I的促细胞迁移能

力也未受影响(图 3A，图 3B)。预先用 MLCK特异

性的拮抗剂 ML-9 处理细胞后，经 Boyden 小宝检

测，结果显示 ML-9 可明显抑制 d- 尼古丁促进细胞

迁移的作用(P<O.01)(图 3C) 。

讨论

动脉粥样硬化斑块的形成和发展与血管平滑肌

细胞从血管中层向血管内膜迁移有关[2] 。吸烟与动

脉粥样硬化的形成具有密切的关系，作为烟草主要

成分之一的尼古丁与动脉粥样硬化的发病是否直接

有关，以及其作用机制目前尚未见报道。有文献报

道，尼古丁可以剌激平滑肌细胞的增生，并可促进

自分泌生长调节因子的表达，如促进血小板生长因

3 

图 1 尼古丁促进血管平滑肌细胞的迁移

A 将 +lliJ浓度的 d- Jtl.， I，.-j琶 f小'主F层，将未经处理的 GbaSM-

4 细胞们 j才、'在1-层，计数迁移到膜 'I' h; 的细胞数曰; B: 用不

IliJ浓度的 d- M ~~. J 培养 GbaSM-4 细胞 72h 后，将细胞置于小空

L坛，观察细胞迁移情况; C: 免疫荧光染色结果。 cl. c2 为 6X

10 6 mo l/L d- M ,\ r处坷， }j 经划痕处理组; c3 , c4 为未经 d

M ，~' J 处 Jljl i'IL ~经划痕处呢织。箭头表 /J斗肌动蛋白分布趋向。

与刘J!\t 纠 i 牛11 比 ， t 检验: 'P<0.05 ， 叫P<O.OI ， Bar=10μm ， 
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图 3 肌球蛋白轻链激酶在尼古丁剌激细胞迁移中的作用

A: JIJ Western 印地价圳、"IRNA 干扰作川J 后!也 :i'~;'V?'tÎ肌细胞 MLCK

蚕 (1 友j车水、r 的变化。 1: />J 二点ff任何处坷的对 H~组 2: 术经 RNA

1 扰片段的jJWl 纠!; 3: JIHT RNA I 扰的实验组。 B: RNA 十扰

珩检测 d- J己山 J 促细胞迁移能力。 l 为未经任何处血的对 W~ tFl ; 
2: 未经 RNA I 扰川段的玲J !I{{组[; 3 边行 RNA 卡扰的实扮细。 C

HJ MLCK -I市抗占IJML-9 阳光处血 IÙI 管平泪肌细胞，观察 d- J己，s J 

(j<.J促细胞迁移能力的变化。 Lj.HH\l组相比 ， t 检 !J(，): 川 P<O.Olo

子(PDGF)的分泌。 PDGF 是一个主要的促细胞分裂

鼠，足11起Ä)J脉粥样硬化的主雯因素，它的主要作

用足促进平沿用L细胞由中层向内层的迁移。血管平

滑肌细胞的迁移涉及促迁移信号的跨膜转导、细胞

内位号分 F的级联~li化、细胞骨架蛋白的收缩和细

胞的变形节过程171

为了探讨M古 J对 f平滑肌细胞迁移能力的影

响，本研究采用 Boyden 小主实验和免疫荧光染色，

枪测了在 d- r~ 占「作用 F平滑肌细胞的迁移能力和

肌动蛋白分布 IJ细胞形态的变化。研究结果显示，

宅理范固浓度的厄占 f对 GbaSM-4 细胞的迁移能力

. fI}f'尤论文.

有不同程度的促进。结果战后， 6 x 10 6 mol/L 浓

度的 d- J己古丁对细胞迁移能力的促ill 忏Jtj 才|常明

显，在平i骨肌细胞中肌i)J蛋 (1 的分有i 以反细胞形态

等方由都呈现出明显的~)C缩状态。 L述结果捉 /J' , 

d- 尼古丁在平滑肌细胞的迁移 '1J 起到了!已化[J.;I -f的

作用，使平滑肌细胞呈现为肌动蛋仆的过缘分布以

及细胞边缘膜栩凸起，为细胞迁移状态的特征性表

现。

Æ古丁作用的受体是'烟碱乙毗MU碱安休，制碱

乙酌胆碱受体由 9 种不同的 α 一、E基所 fllJ戊 IRI ，只，: '1~ 

α7 亚基受体的生理学功能是当今研究的热点。为

了阐明尼古丁促细胞迁移的作用与乙酌JJH 1ljpQ α7 业基

受体是杳有关，本研究对此进行了初步的探讨。向

月j RT-PCR 方沾结果显辰， GbaSM-4 细胞内 {j在烟

碱乙毗胆碱α7亚基受体mRNA 的衣达:采用 Boyden

小宝实验发现， d- 尼古 l促 GbaSM-4 细胞的迁胳能

力随着炯碱乙酷胆碱α7 亚某受体特异性5qJ 可lU剂甲事

牛扁碱浓度的增加而逐渐减弱。 L述纣果捉毛， d 

厄占丁对 GbaSM-4 细胞迁移的促进作用 IIHì~足通过

细胞表面的己毗胆碱 α7 亚基受体向发怀作用的。

在调节平滑肌细胞收缩巾 MLCK起了极为 )H.ili的作

用 [9]。即当于 ~'ft肌细胞内的钙肉 f浓度增加时，

Ca2+ 和钙i周蛋白 (CaM)结合，引起 CaM 发生构象改

变，然后与 MLCK 相 li ff}lj，从而激;!J-ßJl球蛋白，

导致平滑肌收缩。我们运用 MLCK 的特异性51;抗剂

ML-9 平llRNA 干扰等方法，探讨了在)己占 j 促进干

滑肌细胞迁移时 MLCK是否参与这 过程。结果显

示，当 MLCK 的作用受到抑制后， d- )l:己出丁促进

细胞迁移的作用也同样受到抑制。综上所述，但古

f以趋化国 f的作用促进血管平滑肌细胞的迁移，

其分子机制可能与 α7型烟碱乙毗胆碱受体及MLCK

等有关。因此，吸烟与动脉粥样硬化的形成具有密

切的关系。
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Effect of d-Nicotine on Migration of Vascular Smooth Muscle Cells 

Abstract 

Li-Hong Ye飞 Tie-Jun Zhao, Xiao-Dong Zhang气 Sheng Li' 
(College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071 , China) 

In order to demonstrate the relationship between smoking and arteriosc1erosis the effect of d-

nicotine on migration ofvascular smooth musc1e GbaSM-4 cells, a ce1l 1ine ofvascular smooth musc1e cells (VSMCs) 

derived from guinea pig brain basilar arteries, was investigated. It was found that d-nicotine was able to promote the 

migration of the cells by Boyden's chamber assay. The expression and distribution of actin were increased in the 

body and lamellipodia of GbaSM-4 cells by immunofluorescent staining. The acetylcholine receptor (α7-nAChR) 

was detectable in GbaSl\ι4 cells by RT-PCR. The effect of inducing migration was inhibited by anα7-nAChR 

antagonist (methyllycaconitine) and an antagonist (ML-9) of myosin light chain kinase (MLCK) in the cells. And the 

effect of inducing migration was also depressed by down-regulating MLCK through RNA interference. The data 

demonstrated that the d-nicotine promotes the migration of vascular smooth musc1e as chemotaxis, in which α7-

nAChR and MLCK are involved in the molecular mechanism. The finding provides experimental evidence for smok

ing resulting in arteriosc1erosis. 

Key words d-nicotine; vascular smooth musc1e cells; migration; nicotinic acetylcholine receptor; myosin 

light chain kinase 
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