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Rho-GDIα 抑制尼古丁诱导的血管平滑肌细胞迁移
曲明娟*舒靠靠靖美东张莉

(鲁东大学生命科学学院，烟台 264010)

摘要 研究尼古丁对大鼠胸主动脉血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells , VSMCs) 

迁移的影响和机制，为探讨吸烟加i主动脉粥样硬化等心血管疾病的机制研究提供实验依据。 用 终

浓度为 100μmol/L 的尼古丁作用于体外培养的大鼠 VSMCs 24 h，以不加尼古丁的细胞为对照组，

采用迁移小室法(Transwell)和划痕法检测有或无尼古丁条件下 VSMCs 的迁移情况，实时定量 RT­

PCR检测 Rho 家族活性调节因子 Rho-GDIα 的表达; RNA 干扰抑制 Rho-GDIα 的表达，探讨其在

尼古丁诱导的 VSMCs 迁移中的作用 。 迁移小室法和为j痕法分别显示了尼古丁组的 VSMCs 迁移数

量和距离明显比对照组的多和远，尼古丁显著抑制 Rho-GDIa 的mRNA表达; RNA 干扰Rho-GDIα

后， VSMCs 的迁移能力明显提高。结果提示，尼古丁可能部分通过抑制 Rho-GDIα 的表达促进

VSMCs 的迁移。

关键词 尼古丁;血管平滑肌细胞;迁移;鸟昔酸分离抑制因子;RNA 干扰

Rho 激酶能够参与多种心血管疾病的发病过程，

抑制 Rho 激酶能逆转相应的病理过程。 "伍床研究中

应用 阳10 激酶抑制剂- fasudil 治疗高血压、 心绞痛

和肺动脉高压取得一定疗效[1匀，但fasudil的应用无法

排除肝功能损害等不良反应，因此无或少毒副作用的

生物制剂的开发对心血管病的防治具有重要临床意

义。鸟昔酸分离抑制因子(Guanine nucleotide disso­

ciation inhibitors , GDIs)作为 Rho 激酶磷酸化的重要

调控因子， 包括 3 个亚型 α(α) 、 -ß 和 -"( 0 Rho­

GDIα 是其中含量最多、分布最广的一种， 其通过

与 阳10A 、 Rac 和 Cdc42 结合或解聚有效抑制或激活

上述 Rh o 蛋白的活性[3] 。 我们以往的研究[4]显示，

阳10-GDIα 可以通过抑制 Racl 的磷酸化抑制高张应

力诱导的血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle 

cells , VSMCs)的迁移， 提示 Rho-GDIα 对防治动脉粥

样硬化有明显作用 。 吸烟是加速心脑血管疾病发生

的重要危险因素之一。 尼古丁作为烟草的主要成分

可以影响多种细胞的功能[5-7] 但其对 VSMCs 迁移的

影响机制尚无统一定论 。 因此，本文拟采用 RNA 干

扰的方法研究 Rho 激酶负性调控因子 Rho-GDIα 在

尼古丁诱导的 VSMCs 迁移中的作用，为防治吸烟引

起的血管粥样硬化提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料

以 NCBI GenBank 提供的大鼠 Rho-GDIα(No .

NM_001007005) mRNA序列为模板，由上海吉玛生物

制药公司设计并合成阳10-GDIα 的 siRNA 序列:上游

引物: 夕-AGC ACU CU G UGA ACU ACA AdT dT-3 ' , 

下游引物 : 5 ' -UUG UAG UUC ACA GAG UGC UCd 

G-3 ' 。 所有 PCR 引物均由上海生工生物技术有限公

司合成。 2x 实时. RT-PCR 绿色荧光试剂盒购自美国

Bio-Rad 公司。逆转录试剂盒购自美国 Fermentas 公

司 。 DMEM 购 自美国生命技术公司(GIBCO/BRL) 。

鼠抗人 α- 肌动蛋白和罗丹明标记的鬼笔环肤购自美

国 Sigma 公司 。 TRlzol 、 Lipofectamine™ 2000 和

Opti-MEM 购自美国 Invitrogen 公司 。 迁移杯购自美

国 Cos tar 公司 。

1.2 方法

1.2.1 血管平滑肌细胞的培养和鉴定 组织贴块

法培养 8-10 周龄雄性 SD 大鼠的 VSMCs。待细胞

长成单层后用鼠抗人 α- 肌动蛋白对 VSMC s 特异

的 α-actin进行免疫荧光化学检测， 主要步骤如下:

( 3.7 %甲醒固定 VSMCs 20 min; ② O.lxPBS 漂洗;

( 10 %羊血清室温封闭 1 h 小 鼠单克隆 α-actin 抗

体(1 : 200) 4
0

C孵育过夜; ④ O.lxPBS 漂洗;⑤二抗

力日罗丹明标记的山羊抗小鼠 IgG( 1 : 500)，室温孵育

1 h; ⑥ O . lxPBS 漂洗;⑦荧光显微镜下观察拍照。所
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用细胞代数为 10 代以内 。

1.2. 2 划痕法检测 VSMCs 的迁移(Wound healing 

assay) 90 % 以上融合的VSMCs经无血清DMEM

同步化 24 h，用无菌的移液管尖(约 0 . 7 mm)在各培

养板细胞生长单层的相同位置划垂直或平行直线，造

成几条" 伤口"。 分别用 2 ml 含尼古丁(参考影响效

果比较明显的工作浓度 100μmol/L (8J )的 DMEM和不

含尼古丁的 DMEM 剌激划痕后的 VSMCs 各 24 h 。

苏木精染色后显微镜下测量细胞从划痕处向外爬出

的距离，迁移距离越远， 表明细胞迁移能力越强，反

之则弱 。 随机选取 10 个视野进行拍摄， Photoshop 

CS3 软件测量并求平均值(9J 。

1.2. 3 Transwell 迁移小室检测 VSMCs 迁移能力

将 100 μmol/L尼古丁剌激组和对照组的VSMCs分别

作用 24 h 后消化计数以 l x106 个 Irnl 的密度分别重

悬于 DMEM 中;各取 20μl 细胞悬液种植于迁移杯上

腔中，将迁移杯移至 6 孔细胞培养板，孔内预先加入

500 μl 含 10% 小牛血清的 DMEM， 3 7
0

C 、 5% CO2 

培养 6 h ; 吸干细胞培养液，中性福尔马林固定细胞

15 min ， 苏木精染色 10 min，流水冲洗返蓝;擦去上

腔面细胞，杯底面细胞即是己完成迁移的细胞， 每个

迁移杯底部随机选取6个视野倒置显微镜下拍照，计

数 (4J 。

1.2 .4 RT-PCR 检测尼古丁剌激 VSMCs 后 Rho ­

GDIα 的 mRNA 的表达 用适当体积的 TRIzol 裂

解各组 VSMCs，提取 RNA 井按逆转录试剂盒说明逆

转录 cDNA， 进行 RT-PCR 检测 。 以 GAPDH 作为内

参来调整模板的浓度。 Rho-GDIα 的引物序列为:上

游引物: 5 ' -TGTGCTGCT GTIGCTTCC-3' ，下游，引

物 : 5' -GCT CGG CTG GCTTIGT-3 ' , PCR扩增产物

长度为 230 bp; GAPDH 引物序列为:上游引物 5 ' -

GGC AGC CCA GAA CAT CAT CC-3'，下游引物: 5' ­

GCC AGC CCA AGC ATC AAA G-3' , PCR扩增产物长

·研究论文·

度为 298 bp o PCR 反应条件 : 94
0

C预变性 5 min• 
94 'C变性 30 s→Rho-GDIα58 0C退火 30 s(GAPDH 

65 .5"C退火 30 s) →72
0

C 延伸 到 s ， 30 cycJes• 72
0

(" 

延伸 5 min o 1 % 琼脂糖i疑胶电泳检测 PCR产物， Bio­

Rad 凝胶成像分析系统测量电泳条带灰度值[IOJ 。

1.2.5 Rea1-time RT-PCR检二~911J RNA干4尤后Rho-GDIα

的表达 按照 Invitrogen 试剂盒说明进行时队干

扰实验[lOI ， 提取 RNA 井逆转录，按照实时 PCR 荧光

试剂盒定量检测 24 h 、 48 h 的干扰效率。主要步

骤如下: ①标准曲线:取特异性的 Rho-GDIα 和

GAPDH 的 PCR 产物，按 1.0xl00 、 1.0x lO. 1 、 1.0x lO-2 、

1.0xl0-3 、 1.0x 10-4 、 1.0xl0-S 倍比稀释，各取 2μl 作

为 PCR 扩增模板， 绘制标准曲线。②取实验组和对

照组细胞反转录的 cDNA 各 2μ1，与上述标准品同时

进行 Rea1-time RT-PCR 反应， 得到 cDNA 中 Rho­

GDIα 的相对拷贝数从而进行相对定量比较。

1.2.6 统计 各组间实验数据均以均数 ± 标准差

(i ::t: s)表示。两组数据间的差异用 t 检验 ， *P<0 .05 

为差异具有显著性， **P<O.OI 为差异极其显著。

2 结果

2.1 VSMCs 的培养及鉴定

免疫荧光化学结果显示，阴性对照组的细胞胞浆

未着色，蓝色荧光为 DAPI 显示的细胞核(图 lA) ; 孵

育 α-actin 抗体组的细胞胞浆呈红色荧光，可见 α-actin

阳性着色率达到 95 %以上(图 lB)，表明 VSMCs 纯

度很高， 能够很好地应用到后续实验中 。

2.2 划痕法检测尼古丁对 VSMCs 迁移的影响

如图 2 所示， 显微镜下观察到 VSMCs 从划痕的

边缘以出芽的方式向外生长，对照组 VSMCs 的迁移

距离为 157.56士0.916μm; 尼古丁组 VSMCs 的迁移距

离约为 1 85 .904 ::t: O . 204μm 。 尼古丁组细胞迁移的距

离明显比对照组的远， 差异极其显著(P<O.OI ) 。

Fig.l Identification of VSMCs by immunocytochemistry(200x) 
A: control group; B α-actin incubated group 
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VSMCs 表达的 Rho-GDIα 明显降低， 差异极其显著

(P<O.OI) 。

2.5 实时定量 RT-PCR 检测 RNA 干扰后 Rho­

GDIα 的表达

如图 5 所示， 经内源性参照、 GAPDH校正后， 24 h 

和 48 h 时相点 阳叫A干扰对阳lo-GDIα 的 mRNA表达

均有明显抑制效果， 与各自对照组相比差异显著(P<

0 . 05) 。

2.6 RNA 干扰 Rho-GDIα 对 VSMCs 迁移的影响

如图 6 所示，迁移 6h 后， 对照组 VSMCs 迁移的

肚l 明娟等 : Rho-GDIα 抑制尼古丁诱导的血管平滑肌细胞迁移
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Fig.2 The migration distance of VSMCs was promoted by 

nicotine (200x) 
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Transwell 法检测尼古丁对 VSMCs 迁移的影
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Fig.4 The expression of Rho-GDIαwas inhibited by nicotine 

**P<O .O I , compared wi th control, n=3 

Control 
。

结果如图 3 所示， 6 h 后迁移到杯底的对照组细

胞数 目平均为 197 ::1:: 17 个，尼古丁组细胞迁移的数目

平均为 359土 15 个，即尼古丁组迁移的数目是对照组

的 1. 82 倍， 差异显著(P<0.05) 。

2.4 RT-PCR 检测尼古丁对 Rho-GDIα 的影晌

结果显示， 与对照组相比， 100μmol/L 尼古丁组
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repressed in 24 h and 48 h after "knock-down" transfection 

*P<0.05 vs its control, n=3 

48 24 

Nicotine 
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Fig.6 The effect of Rho-GDIα"knocked-down" on the 

VSMCs migration ability(200x) 

A: control group; B: nicotine group , *P<0.05 vs control , n=3 

细胞数目约为 60 :f: 9 个 RNA i 组迁移的数目约为

100土 11 个，为对照组的 1.6 倍左右，差异显著(P<0.05) 。

3 讨论
流行病学资料显示，吸烟可以加速高血压、动

脉粥样硬化等心血管疾病的发生[11] 。 如何预防和治

疗吸烟引起的心血管疾病日益成为人们关注的焦

点。 研究表明，病理情况下受多种因素如生物、化

学和物理等的影响， VSMCs 从血管中膜向内膜迁移

是动脉粥样硬化、再狭窄等多种血管疾病发生和发

展的主要特征之一[12]。烟草中的重要危害成分尼古

丁对 VSMCs 的迁移也起着重要的促进作用[13]。但

其通过何种途径引起VSMCs迁移能力的增强尚未完

全明了。 因此，深入研究尼古丁引起 VSMCs 迁移能

力改变的方法途径，对防治吸烟引起的心血管疾病具

有重要的指导意义。 本文采用 Transwell 法和划痕法

检测了尼古丁剌激 24 h 后 VSMCs 迁移能力的变化。

结果显示， 100μmol/L 尼古丁作用组的 VSMCs 迁移

的距离比对照组细胞的远，迁移的细胞数目是酒精组

的1.82 倍， 差异均具有统计学意义。 提示， 一定量的

尼古丁对 VSMCs 的迁移有明显促进作用 。

Rho 激酶被报道参与 VSMCs 迁移、增殖等多

种血管重建过程，若能抑制 Rho 激酶的活性，则可有

效缓解粥样硬化过程[1 ，2] 。 作为 Rho 激酶磷酸化的重

要负性调控因子 Rho-GDla 在吸烟引起的血管病中

是否参与调节 Rho 激酶的活性尚无文献报道。 我们

·研究论文·

通过实验得到结果，与未经尼古丁剌激组相比较， 一

定剂量的尼古丁可以抑制 Rho-GDIa 的表达。结合

本实验中相同剂量的尼古丁可以促进VSMCs迁移俨

结果推测， Rho-GDIα表达受到抑制后， VSMCs 的迁

移能力反而增强，提示Rho-GDIα的高表达对VSMCs

的迁移可能起到抑制作用 。 为了验证设想，我们采

用体外 RNA 干扰的方法，检测干扰 Rho-GDIα 后

VSMCs 迁移能力是否发生改变。 结果发现 Rho-GDIa

被干扰后迁移到杯底的VSMCs数量明显比对照未干

扰 Rho-GDIa 组的细胞数量多，提示 Rho-GDIα 可以

显著抑制 VSMCs 的迁移 。 由此推断， 在体情况下，

尼古丁可能或至少部分通过抑制 Rho-GDIa 的表达

从而促进 VSMCs 向内膜的迁移，加速粥样硬化等血

管病的重建过程 。
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Rho-GDIαInhibited the Migration of Vascular Smooth Muscle Cells 

Induced by Nicotine in Rats 

Ming-Juan Qu* , Fei-Fei Shu , Mei-Dong Jing, Li Zhang 

(College of Life Sciences, Ludong University, Yantai 264010, China) 

Abstract To investigate the mechanism of the smoking-induced progress and mechanism of the 

atherosclerosis, the effect of nicotine on the migration of vascular smooth muscle cells (VSMCs) of rats was 

studied . Vascular smooth muscle cells (VSMCs) isolated from rats were subjected to 100μmol/L nicotine for 24 

hours , and cells treated without nicotine were used as contro l. The migration ability of VSMCs was checked by 

Transwell assay and Wound healing assay, respectively. The mRNA expression of Rho-GDIa was detected using 

RNA interference (RNAi) and Real-time RT-PCR. The rnigration ability of VSMCs was significantly promoted by 

nicotine stimulation compared with the control group. The mRNA expression of Rho-GDIαwas depressed by 

nicotine treated as well as RNAi. It is concluded that nicotine can promote the rnigration of VSMC in vitro partly 

through inhibiting the expression of Rho-GDIα， which explicits the role of nicotine in the atherosclerosis . 

Key words nicotine; vascular smooth muscle cell; Rho-GDIα; rnigration; RNAi 
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