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THE EFFECTS OF THE UNFOLDED PROTEIN RESPONSE (UPR) 
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ABSTRACf To investigate the influence of the unfolded protein response (UPR) on cell migration in 

organogenesis , we induced UPR with tunicamycin and observed the effects in vitro of UPR on the migration 

behaviors of human embryonic kidney cell line-293A . In the study , we ex缸口ined 四me behaviors related to cell 

rnigration including cell adhesion , the distribution of microtubule and actin cytoskeleton , the filopodium on the 

leading edge and the expression level of small GTPase RhoA using scratch wound assay , cell adhesion assay , 
fluorescent staining , scanning electron microscopy and Westem blotting respectively . The results have shown 
that UPR could inhibit cell migration by weakening cell adhesion to the substrate , causing the rearr缸19er口ent of 
rnicrotubule and actin cytoskeleton , inhibiting filopodium formation on the leading edge and decreas吨 the ex­
pr臼sion level of RhoA. We infer that UPR could win more time for the stressed cells for repairing their func­

tions in the prl∞臼s of rnigration to their destination in organogenesis 
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SM22α对血管平滑肌细胞骨架及收缩功能的影晌 关

程云会韩梅H 温进坤

(河北医科大学基础医学研究所河北省医学生物技术重点实验室石家庄 050017) 

摘要 SM22α(sm∞th muscle 22 alpha , SM22α)是血管平滑肌细胞(vascu1ar sm∞th muscle 

cells , VSMC) 的标志蛋白，为了探讨该蛋白与 VSMC 表型和功能的关系 ，利 用血清饥饿法诱导

VSMC 由合成型向收缩型转变，用 RT-PCR 对不同表型 VSMC 的 SM22α表达活性进行削lJ ，并通

过特染反义 SM22a 表达载体，观察 SM22α 表达对 VSMC 细胞骨架和收缩功能的影响。 结果显示，

在 VSMC 由合成型逆转为收缩型的过程 中， SM22α 和平滑肌 α-肌动蛋白 (sm∞th muscle α-actin ， 

SMα-actin)的表达分别被显著诱导和轻度上调 ，与此同时，细胞骨架由稀疏的网格状变成均匀、致

密的束状，VSMC 重新获得收缩功能。用反义 SM22α 抑制该基因表达后，血清饥饿诱导的 VSMC

细胞骨架重构受阻，乙毗胆碱刺激引发的细胞收缩消失。 结果提示， SM22α 参与 VSMC 细胞骨架

的构成及调节细胞的收缩功能，对维持 VSMC 处于收缩表型具有重妥作用 。

关键词:血管平滑肌细胞平滑肌 22α 细胞骨架收缩

血管平滑肌细胞(VSMC)是一种非终末分化细

胞，其表型具有多样性和可塑性。 近年，我们及国外

其他实验室对 VSMC 从收缩型向合成型转变的调

控机制进行了一系列研究，发现以往被认为是收缩

型VSMC 标志基因的平滑肌 α-肌动蛋白 (SM α­

actin) 、平滑肌肌球蛋白重链 (SM-1征-IC) 和 calponin

等在合成型VSMC中虽略有下调，但仍有大量表

达[1 ] ，这与合成型 VSMC丧失收缩功能的特征性改

变不相吻合[2]0 S叩2α 也是收缩型 VSMC 的标志

基因，与其他标志基因不同的是 ， SM22a仅在收缩

本文 2003 年 6 月 16 日受到， 9 月 5 日接受。
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型 VSMC 中表达[ 3 ] 。 然而这一表型特异性蛋白在

VSMC 中的确切功能至今尚不清楚。 根据 SM22α

在结构上与 calponin 具有较高的同源性[4] ，我们推

测二者可能具有相似的功能， 即参与细胞骨架的构

成和细胞收缩的调节。为了证实我们的推测，本研

究以 SM22a 与 VSMC 收缩共存共失这一现象为切

人，点，采用反义技术，探讨 SM22a 表达与否对

VSMC细胞骨架及收缩能力的影响 。

材料与方法

1.材料

M199 培养基(GIBCO) ，脂质体应汇ORT1M IV(Sigma) , 

G418(Sigma) ，小鼠抗大鼠 SM a也ctm 单克隆抗体(Sigma) , 

E西P-1 标记的羊抗小鼠二抗(北京中山公司) , RNase--free 

DNaseI (Promega) , Taqman Gold RT-PCR 和 SYBRGr旧1 试

剂盒(Applied Biosysterns) ，陀R 引物由上海生工生物有限公

司合成，其他试剂为进口或国产分析纯。 含有人 SM22α 全

长cDNA序列的重组子pGEM3z...S阳2α(WS3-10 ) 由美国芝

加哥大学Solway J. 教授惠赠，pcD2表达质粒为本室保存。

2. 反义SM22a 表达载体的构建

以 pGEM3z-SM22α 质粒为模板，陀R 扩增得到 128bp

(559 - 686bp) 的cDNA片段。 扩士曾产物用EroR 1 IKpn 1 双

酶切后，反向插入严四真核表达载体中，构建针对 SM22a

mRNA3'端序列的反义 pα-SM22a。 重组子经酶切鉴定及

DNA序列分析确定无误后用于细胞转染。

3. 细胞培养与分组

取 5 周龄 SD大鼠胸腹主动脉，用贴块法分离 VSMC，加

入含 10%胎牛血清(FBS) 的 M199 进行培养，用 0.25% 膜

蛋白酶消化传代，取 3 - 7 代细胞进行实验。

血清剌激培养的 VSMC为合成型。 按文献[3 ]方法诱导

合成型细胞再分化为收缩型。 待细胞生长至 100%汇合后，

再继续培养 24 - 48h，使其达到超汇合(阳t confluence) 状

态，继之换成无血清 M199，进行血清饥饿培养，并于血清饥

饿 0、24、48 、 72h 收集细胞。 以细胞对乙戳胆碱剌激产生收

缩反应作为判定收缩型 VSMC 的标准[2 ] 。 另取血清饥饿培

养 72h 的 VSMC，按文献[5 ] 方法恢复血清刺激，将细胞以

80% - 90%密度进行传代，加入含 10% FBS 的 M199 继续

培养，并于 24 、48h 收集已达到 100%汇合的细胞，以此作为

恢复血清刺激的合成型 VSMC。

4. 细胞转染

当细胞生长至 60% 汇合时，用脂质体介导法转染反义

pcD2-S阳2α质粒，以 pc四空质粒为对照。 转染后的细胞用

400μ.g/ml G418 进行筛选， 3 天后改用 100 闯/ml 维持。 待

VSMC生长至汇合后用于实验。

5. RT-PCR 

按常规方法收集不同条件处理的 VSMC，提取总 RNA。

以总卧认为模板，进行荧光定量 RT-PCR，检测不同条件处

理的 VSMC 中 SM22a 的表达活性。 上、下游引物序列分别

为 5 '-TTcrGCCTCAAC~τ'GGCCAAC-3 '和 5 '-CAC­

C口'CA:口GGcrTGGATC-3 ' 。 用相同方法检测转染细胞中

反义如122a 的表达活性，总 RNA 经无 RNase 的 DNase 1 消

除残余的质粒后作为 PCR模板。 所有反应均以三磷酸甘油

隆脱氢酶(GAPDH)作内参照，对模板用量进行标化。 陀R

产物通过 8% PAGE分离、鉴定。

6. Western blot 分析

按文献[6] 方法，用 RIPA 细胞裂解液(l% NP40 , 1 % 

SDS , 150 mmol /L NaCl , 50 mmol /L Tr才s-Cl， pH7. 5 , 10% 

glycerol ,2 mmol/L饥酸铀 ， 1 mmol/L PMSF)裂解 VSMC，提

取细胞总蛋白 。 用Lowry 法测定蛋白含量后，取 80周蛋白

样品进行 8%SI耳PAGE分离，通过电转移将蛋白印迹到硝

酸纤维素膜上。 用 5%脱脂奶粉 4'C封闭膜上非特异性位点

后，加入 SMα-actm 单克隆抗体(l: 1000 ) ，室温反应 拙，洗膜

3 次，随后加入 T但P-1 标记的羊抗小鼠二抗(l: 1000) ，室温

反应缸，于 4-氯-1-荼盼1H2~ 溶液中显色。

7. 细胞骨架的观察

按文献[7 ]方法加以改良。 将在盖玻片上培养的 VSMC

分别于血清饥饿前、后取出，冷 PBS 清洗两次，2%多聚甲隆

预固定lOs ， 1 % Triton X-100 处理 20min，以除去胞浆内的可

溶性蛋白 。 PBS 清洗， 4%多聚甲应固定， 0.2%考马斯亮蓝

R250 染色，蒸馆水漂洗，加拿大树肢封片。 于显微镜下观察

细胞骨架的变化。

8. 细胞收缩性分析

按文献[3 ] 的方法进行，转染或未转染的 VSMC 生长至

汇合后，换人无血清肌1199 饥饿培养 48h，诱导细胞向收缩型

转变。 随之向培养液中滴加乙酷胆碱至终浓度为 100 nmol/ 

L，于高倍显微镜下观察 1min 内单个 VSMC长度缩短幅度。

结果

1. 血清饥饿对 SM22α 基因表达的影晌

血清饥饿可诱导处于增殖状态的 VSMC 进入

静止期，并向收缩型转变[2] 。 本实验动态观察了血

清剌激与饥饿培养对 SM22α 基因表达的影响。定

量 RT-PCR 结果显示，在血清剌激培养的 VSMC

中，即使细胞生长至完全汇合而出现接触抑制时也

难以检测到 SM22α 的 m刚A。 血清饥饿 24h 后，

SM22α mRNA水平迅速上升至高峰，并一直维持此

水平不变。 血清饥饿 72h 后的细胞再恢复血清

(10% FBS) 剌激时， SM22a 表达活性又快速下调

(图1) 。 已经证明体外培养的 VSMC在有或元血清

存在时，其表型也是不同的。血清饥饿培养时，

VSMC可表现出收缩表型的特征，反之，则为合成
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表型(2) 。 根据 SM22a 的表达特点，可以认为，

SM22α 虽然是 VSMC特异的标志基因，但因其仅在

收缩型 VSMC 中表达，所以将该基因作为收缩型

VSMC 的标志更具有表型特异性。

2. 血清饥饿对收缩蛋白 SM a.-actin 表达的影

晌

SMα-actin 是 VSMC 的最重要的收缩蛋白之

一，也是 VSMC 收缩和细胞骨架形成的分子基础。

本实验观察到，体外常规培养的合成型 VSMC仍能

表达较高水平的 SMα-actin; 血清饥饿后， SMα­

actin 的含量仅略有升高 ， 约为血清饥饿前的1. 5

倍;再恢复血清剌激培养时，该蛋白又下降至基础水

平(图 2) 。 结果表明， SMα-actin 并不是收缩型

VSMC所特有的。 提示，合成型 VSMC 中含有的

2 3 4 

~翩翩!l1
j叩回回日画面l

2 3 456 

SM22a 

GAPDH 

回 1 血清剌激或饥饿的 VSMC 中部122α 的 RT.
pα分析

1. 10% 血清刺激 j 2. 血清饥饿 24hj 3 . 血清饥饿
48hj 4 . 血清饥饿 72hj 5 . 恢复 10 %血清剌激 24hj 6 . 恢

复 10%血清刺激 48h。

SM α-actin 可能是以一种结构成分(如构成细胞骨

架)参与细胞形态的维持及变形运动。

SMα.-ac由1

5 6 

图 2 血清剌激或饥饿的 VSMC 中臼4α.actin 的 Western blot 分析

1. 10%血清剌激 j2.血清饥饿 24hj3. 血清饥饿 48hj4. 血清饥饿 72hj5 恢复 10%血清剌激 24hj6 恢复 10%血清刺激
48h。

3. SM22α 表达对细胞骨架的影晌

VSMC 的细胞骨架主要是由 actin 和少量波形

蛋白聚集形成的蛋白纤维交织而成的立体网格结

构，对于细胞保持特定形态及收缩变形具有重要作

用。 本实验采用我室建立的改良考马斯亮蓝染色法

显示 VSMC 内的骨架结构，结果如图 3 所示。 血清

饥饿前，生长至汇合状态的 VSMC 中，细胞骨架呈

稀疏的网格状，淡染，结构模糊(图 3A) 。 血清饥饿

48h 时，细胞骨架的纹理变得较为清晰，网格致密，

而且是沿 VSMC极性呈柬状分布(图 3B)。细胞骨

架的变化在血清饥饿 48h 时最明显，与 SMα-actin

和 SM22a 的表达高峰时相一致。 由于 SMα-actin

是构成细胞骨架中微丝的主要蛋白成分，因此，血清

饥饿诱导的 SMα-actin 表达增加可能是细胞骨架改

变的重要原因 。 然而，血清饥饿诱导的 SM22α 表达

是否也参与细胞骨架的重构过程尚不得而知。 为了

解释这一问题，本实验构建反义 pcD2-SM22α 表达

载体，用其转染 VSMC。 结果证实，用 RT-PCR 可

检测到被反义 pcI丑-S扣122a 转染的 VSMC 中有转录

产物的存在，而同样条件下，转染 pcD2 空载体的对

照细胞则为阴性(图的 。 在此基础上，观察抑制内

源性 S昭2α 表达对细胞骨架的影响。 结果显示，转

染反义 pcD2-SM22α 的 VSMC 经血清饥饿 48h 后，

其细胞骨架不再出现由稀疏的网格状向柬状的转

变，而且细胞内的微丝主要沿胞膜内侧分布，胞浆中

稀疏甚至缺乏(图 3C) 。 在相同条件下，转染 pcD2

空载体的对照 VSMC不出现上述变化(图 3D) 。 由

于在这种条件下，SM a-actin 表达不受 pα-SM22a

转染的影响(结果未显示) ，因此提示，在血清饥饿诱

导 VSMC从合成型向收缩型转变过程中，SM22α 参

与了细胞骨架的重构过程。

4. SM22α 表达与 VSMC 收缩之间的关系

对兴奋剂的收缩反应是收缩型 VSMC 不同于

合成型细胞的特征之一。尽管合成型 VSMC 仍能

表达一定量的收缩蛋白 SMα-actin，但是当用乙酌

胆碱剌激这些细胞时并不出现收缩反应。 血清饥饿

后，随着 SM22α 及 SMα-actin 的表达增加， VSMC

又重新获得收缩能力(图 5A ， B) 。 为了证实 SM22α

为 VSMC 收缩所必须，本实验观察了反义 SM22α

对细胞收缩的影响 。 结果显示，转染反义 pcD2-

SM22α 的细胞用乙酷胆碱剌激后，不再出现明显的

细胞缩短现象(图 5C， D) 。
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图 3 VSMC细胞骨架的考马斯亮蓝染色观察
A.I0%血清剌激 ;B. 血清饥饿 48h;C. 转染反义pcD2-SM22α 后血清饥饿 48h; D . 转染 pcD2后血清饥饿 48ho

SM22α 

GAPDH 

2 

回 4 反义 pcD2-SM22a 表达质粒在转染细胞中的
表达

1.转染严D2 空质粒的 VSMC; 2. 转染反义 pcI丑句
SM22a 表达质粒的 VSMC。

讨论

VSMC细胞骨架是由多种结构蛋白及收缩蛋

白按照特定模式有机组装而形成的一种立体网格结

构，参与维持 VSMC 形态及细胞的收缩变形调节。

在 VSMC表型重构过程中，由于表型标志基因表达

的变化，进而引起细胞的形态、结构和功能的改变。

以往，人们仅对不同表型 VSMC 基因表达调控机

制、细胞生物学行为如增殖、迁移、凋亡、蒙古附以及细

胞功能如收缩、合成释放各种因子和细胞外基质等

方面进行了深入的研究，但对联系基因表达与细胞

形态、行为和功能变化的中间环节研究甚少。 越来

越多的研究显示，细胞骨架的生物学意义已经远远

超出了原有的作为细胞形态结构的"骨架"概念，几

乎参与细胞所有重要的生命活动，如细胞内各种亚

结构的空间定位、细胞运动、细胞信号转导、细胞增

殖与分化等。 本研究证实，在 VSMC 由收缩型向合

成型转变过程中细胞仍能表达丰富的 SMα-actin ，

后者是 VSMC 中主要的收缩蛋白，同时也是构成细

胞骨架的主要成份。 然而，合成型 VSMC与收缩型

图 5 Z酷胆瞄剌激引发的 VSMC收缩
A， B . 转染 pcD2 ;C ， D. 转染反义 pc四-SM22a; A, C. 

乙首先胆碱剌激前边 ， D. 乙酷胆碱剌激后。

细胞的骨架结构和细胞形态却有明显差异，并且失

去收缩功能。 这就提示，造成 VSMC表型转变的主

要原因除了像 SMα-actin 这样的结构蛋白出现"量

变"以外，尚有一些更具有表型特征的调节蛋白起着

决定作用。

SM22α是一种经典的 VSMC 标志蛋白，但迄

今，对该蛋白的确切功能仍不清楚。 一些体外实验

证实，纯化的 SM22α 蛋白可与 actin 纤维以 1:6 的

单体比结合[8] ; 在 SMC 中， SM22α 与 actin 纤维束
和应力纤维共定位[9] ，故推测 SM22α 可能与 VSMC

骨架组织有关，直接或间接参与涉及细胞骨架的细

胞表型、形态和收缩功能等多种 SMC 的生物学行

为的调节，但缺乏进一步的实验证据。 况且还有相

反的报道，认为 SM22a 不是 VSMC 结构和功能所
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必需的[10 ] 。

为了证实 S阳2α 在细胞骨架构成和细胞收缩

中的作用，本实验利用我室改良建立的血清饥饿法

诱导合成型 VSMC 逆转为收缩型模型[3] ，观察了

SM22α 在表型逆转过程中的表达变化。结果显示，

合成型 VSMC 几乎检测不出 SM22α mRNAj 血清

饥饿后， SM22α 转录活性迅速升高，而此时 SMα­

actin 仅有轻度增加。与此伴随出现了 VSMC 内细

胞骨架结构由稀疏的网格状向致密、均匀的束状重

构，细胞也由铺展状转变为长梭状(结果未显示) 。

更重要的是随着 SM22α 的表达，VSMC又重新获得

收缩功能。 为了探明 SM22α 表达与细胞骨架重构

和细胞收缩之间共存共失是否存在因果关系，我们

构建了反义 SM22α 表达载体，并转染 VSMC 以封

闭该基因的表达。结果发现，血清饥饿 48h 后，转染

反义 SM22α 的 VSMC 其细胞骨架重构受阻，乙酌

胆碱引发的细胞收缩无力。但是，与对照 VSMC 比

较，转染细胞的 SMα-actin 含量并无明显变化。结

果提示， SM22α 表达与 VSMC骨架重构和收缩功能

有直接的因果关系。可以认为， SM22a 是参与调节

VSMC细胞骨架结构和细胞收缩的调节蛋白，

S叩2α 缺陷所致的细胞骨架重构异常可进而影响

细胞的功能。关于 S阳2α 调节细胞骨架重构和细

胞收缩的机制尚有待于进一步的探讨。
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EFFECTS OF SM22αON VSMC CYTOSKELETON 
AND CONTRACTION 祷

CHENGYunH山 HAN Mei •• WEN Jin Kun 
(Hebei Laboraωry of Medical Bio阳hnology ， Institute of I3asic Medical Science , 

F岳阳 Medical University , Shijiazhωng 050017 αina) 

ABSTRACf The expression pattem of srv但2αgene and it' s effects on VSMC cytoskeleton and ∞ntrac­

tion were investigated during synthetic VSMC reversion to ∞ntractile phenotype induced by serum-free cul­

ture. The results suggested that the expr巳ssion of SM22αwas induced quickly after serum starvation and main­

tained at higher levels , and the cytoskeletal structure was remodulated from discrete network to well arranged 

and dense bundles. At same time , acetylcholine (ACh)-induced contractility was observed in the s巳rum-starved

VSMC. However , after VSMC was transfected by antisense SM22αre∞mbinant plasmid , reorganization of 

cytoskeleton by serum starvation was blocked , and ACh-induced contraction was absent. The r巳sults d创口on­

strated that SM22αwas involved in VSMC cytoskeleton reorganization and played a key role for VSMC re­

maining contractile phenotype. 
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