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SM22α 参与血清饥饿诱导的血管

平滑肌细胞微丝重塑

程云会韩梅*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 血清饥饿可诱导体外培养的血管平滑肌细胞(vascul缸 smooth muscle cells, VSMC)由

合成型转变为收缩型，微丝重塑是该过程的一个重要事件。平滑月几 22α(smooth muscle 22 alpha, 

SM22α)是VSMC 的标志蛋白，为了证实 SM22α是否参与调节 VSMC 的微丝重塑过程，采用反义

技术，封闭 SM22α表达，利用间接免疫荧光染色、透射也4竞观察 SM22α表达对 VSMC微丝重塑

的影响，利用细胞平面迁移实验观察 SM22α表达对VSMC运动功能的影响。实验结果显示，在血

清饥饿培养的 VSMC 中，伴随着 SM22α和 SMα肌动蛋白表达上调，微丝数量明显增多，呈极

性束状分布。用反义 SM22α抑制 SM22α表达后，血清饥饿诱导的 VSMC微丝重塑受阻，微丝纤

细，排列紊乱，且细胞迁移活性下降。结果提示，在VSMC微丝组装过程中， SM22α可能起一种

捆绑蛋白作用。
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血管平滑肌细胞(vascular smooth muscle cells, 
VSMC)的细胞骨架是由肌动蛋白聚合成的微丝和多

种微丝结合蛋白所构成的，用于维持细胞特有的形

态，并参与细胞运动、收缩等功能的调节。在

VSMC 表型转化、增殖、迁移、勤附和收缩等多

种生物学行为中均有微丝的重塑，其中肌动蛋白聚
合形式的改变是微丝重塑的一个重要内容，许多微

丝结合蛋白都参与微丝的重塑过程，从而影响

VSMC 的生物学行为。平滑肌 22α(smooth muscle 
22 alpha, SM22创作为一种收缩调节蛋白，其是如
何发挥生物学作用的尚不十分清楚[1]。本研究以血

清饥饿诱导 VSMC 再分化[21，采用反义技术，封闭

SM22α 表达，旨在探讨 SM22α在 VSMC 微丝重塑

中的作用。

1 材料与方法
1.1 材料

M199 培养基(Gibco) ，脂质体 ESCORT™IV

(Sigma) , G418(Sigma)，小鼠抗大鼠 SMα肌动蛋
白单克隆抗体(Sigma) ， SM22α 多克隆抗体为本室

制备， TRITC 标记的羊抗小鼠二抗(北京中山公

司)，反义 SM22α 表达载体的构建参照文献[坷的方
法，其他试剂为进口或国产分析纯。

1.2 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 0.259毛膜蛋白酶消化传代，取 3-7 代细胞进

行实验。以常规血清培养的 VSMC 为合成型。待
细胞生长至 100% 汇合后，再继续培养 24-48 h , 
使其达到超汇合(post confluence)状态，继之换成无

血清 M199，进行血清饥饿培养，以血清饥饿 48 h 
的 VSMC 为收缩型[2] 。

1.3 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-SM22α 质粒，以 pcD2 空质粒为对照。

转染后的细胞用 400μg/ml G418 进行筛选， 3 天后
改用 100μg/ml 维持，待 VSMC 生长至汇合后用血
清饥饿处理细胞。

1.4 Western 印迹分析
按文献[4]的方法，收集血清饥饿。、 24 、 48 、

72h 的细胞。用 RIPA 细胞裂解液(1% NP40 , 1% 
SDS , 150 mmol/L NaCl. 50 mmol/L Tris-Cl. pH 
7.5 , 10% 甘泊， 2 mmollL 饥酸纳， 1 mmollL 
PMSF)裂解后，提取细胞总蛋白。用 Lowry 法测
定蛋白质含量，取等量蛋白质样品进行 12% SDS­
PAGE 分离，通过电转移将蛋白质印迹到硝酸纤维
素膜上。用 5% 脱脂奶粉封闭膜上非特异性位点
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后，加入抗 SM22α 多克隆抗体或抗 SMα肌动蛋白

单克隆抗体，室温反应 5 h ，洗膜 3 次，随后加

入 HRP-l 标记的羊抗兔或羊抗鼠二抗，室温反应 2

h，于 4- 氯 -1- 荼盼 /H202 溶液中显色。
1.5 间接免疫荧光细胞化学分析

按文献[5] 的方法，取爬片培养的各实验组

VSMC，用冷 PBS 清洗 2 次， 4% 多聚甲醒固定 30

min , 1% Triton X-I00 处理 30 min , 10% 山羊血
清室温封闭 15 min ，依次加入 SMα肌动蛋白单克

隆抗体(1 : 1000)和 TRITC 标记的二抗(1 : 200)进
行结合反应。各步骤间均用 PBS 充分漂洗，缓冲

甘油封片，于荧光显微镜(Olympus 公司)下观察细

胞内微丝分布的变化。

1.6 透射电镜
收集VSMC，用 PBS 洗 3 次， 2000 r/min 离心

5 min ，细胞团块固定于 2% 戊二醒中，按常规方

法制备透射电镜(Hitachi 公司)切片，观察细胞内的
微丝结构。

1.7 细胞迁移分析
按文献[6]的方法，爬片培养的 VSMC生长至超

汇合状态后，血清饥饿培养 48 h，用无菌刀片刮

除玻片一侧的细胞，将玻片置于含 10% FBS 的

M199 中进行继续温育 24 h。取出玻片，甲醇固定
20 min. HE 染色。于高倍镜下(X 100) ，随机选

取 5 个视野，用测微尺量取迁移起始点至迁移最远

端细胞核的距离，以此表示 VSMC 迁移活性。实

验重复 3 次，所得数据以均数±标准差表示，用方

差分析进行差异显著性分析。

2 结果
2.1 血清饥饿对 SM22α 和 SMα肌动蛋白表达
的影晌

SM22α和 SMα肌动蛋白是组成 VSMC微丝的

分子基础。本实验观察到体外常规培养的合成型

VSMC仅能表达少量的 S昭2α: 血清饥饿后， SM22α 

的含量迅速升高，于 48 h 达到高峰，约为血清饥
饿前的 3 倍， )f 一直维持在较高水平不变。体外培

养的合成型VSMC 中 SMα肌动蛋白有较低的表达，

血清饥饿使该蛋白质含量水平逐渐上升，于 72h 时

达到高峰，但升高幅度较小(图 1 )。
2.2 反义 SM22α 对微丝重塑的影晌

采用反义 pcD2-SM22α 表达载体转染 VSMC ，

再经血清饥饿 48 h 后， Western 印迹检测到反义

pcD2-SM22α 可有效降低 SM22α 水平，而对 SMα

肌动蛋白无影响(图 2) 。间接免疫荧光分析结果显

示，在血清饥饿过程中，未经转染的 VSMC ，微

丝出现了由稀疏向粗密、由周边分布向中央集 11 1 的

重塑过程。在转染反义 pcD2-SM22α表达载体的细
胞中，虽然血清饥饿可诱导微丝的数量明显增多，

·研究论文·

2 3 4 

SM22α 

-酬，喃唰伊唰翩翩 SMα肌或l蛋白

图 1 VSMC 中 SM22α 的 Western 印迹分析

1: 10% 血清剌激; 2 血清饥饿 24 h, 3: 血消饥饿 48 h, 4: 血

清饥饿 72 ho 

2 

SM22α 

SMαI1Jl4fJ蛋白

图 2 转染反义 SM22α 对 SM22α表达的影响

1 :转染 pcD2 质粒， 2: 转染反义 pcD2-SM22α 质粒。

但是呈疏细、散乱分布(图 3) 。透射电镜下观察显

示，合成型 VSMC 中微丝数量少，散在分布于胞

质中(图 4A)。血清饥饿 48 h 后胞浆中微丝增多，并

集结成平行束状的纤维样结构(图 4B) ;转染反义

pcD2-SM22α 表达载体的细胞中，较多的微丝是在

胞浆中呈均匀、散在的分布，而呈束状分布的微丝

数量较少(图 4C) 。

2.3 反义 SM22α 对 VSMC 迁移活性的影晌
为了证实反义SM22α抑制微丝重塑的生理学意

义，本研究进一步观察了 VSMC 迁移活性的变化。

结果显示，转染反义pcD2-SM22α 的 VSMC 其迁移

活性(140 ::!:: 22.3)μm 较转染 pcD2 的对照组(210 ::!:: 
42.7)μm 明显下降(P<0.05 ， 图日，迁移细胞的数量

明显减少。提示SM22α介导的微丝重塑对VSMC 的
运动功能具有重要作用。

3 讨论
VSMC微丝是←个复杂的动态性可变结构，多

种细胞生物学过程如基因转录、细胞外信号转导、

细胞运动和伸展、蛋白质合成和分泌以及细胞分裂

等均伴有微丝的重塑。许多微丝结合蛋白如

calponin 、 caldesmon 、 vinculin 和 tropmyosin 等以

不同的方式结合到肌动蛋白微丝上，并参与对微丝

结构与功能的调节I飞如采用非薪附培养方法诱导

成纤维细胞形态发生显著改变时，许多微丝结合蛋

白的表达F降，其中以 SM22α 和 SMα肌动蛋白
的变化最为明显，提示二者是细胞形态变化的敏感

蛋白。一些体外实验亦证实，纯化的 SM22α 可迅
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(C) 
mw 

(A) 

图 3 VSMC 细胞骨架的间接免疫荧光细胞化学分析(400 X) 

A: 1 0% 血泊刺激 B 血清饥饿 48 h ; C 转染反义 pcD2-SM22α 质粒后 IÍll清饥饿 48 h 。

(c) 
) B ( 

(A) 

图 4 透射电镜观察 VSMC 细胞骨架(30 k X) 

A: 1 0% 血打协IJ~放 B : 血清饥饿 48 h ; C 转染反义 pc D2-SM22α 质粒后 I但清饥饿 48 h 。
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图 5 转染反义 pcD2-SM22α 对 VSMC 迁移活性的影响

A: HE 染巳 B : 柱形图 。 1 : 转染反义 pcD2-SM22α J贡粒 2 : 转染 pcD 2 质粒 。 与转染 pcD2 质粒的 VSMC 比较 ， ' P < 0 . 05 。
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速诱导微丝形成凝胶状网络[M]; 在 VSMC 中，虽然

SM22α 与做丝束和应力纤维共定位[IOI ，但是，有

关 SM22α 在微丝结构重塑中的作用报道不一。

为此，本研究在观察了血清饥饿诱导 VSMC 再

分化过程微丝结构变化特点的基础上，探讨了

SM22α 和 SMα肌动蛋白的表达变化及与微丝重塑

的关系。发现在血清饥饿过程中， SM22α 的表达

变化模式虽然大体上类似于 SMα肌动蛋白，但前

者表达高峰到达的时间较后者早，说明 SM22α 对

VSMC 的表型转化更为敏感。为了探明 SM22α表达

与做丝重塑之间是否存在因果关系，我们利用反义

SM22α 表达载体转染 VSMC 以封闭该基因的表达。

结果发现，转染反义 SM22α 的细胞其做丝重塑过

程出现异常，虽然血清饥饿可诱导细胞内的微丝数

量增多，但其结构较细疏，且排列紊乱，不能形

成与其收缩功能相适内的粗大、平行的束状结构。

电镜观察结果也证实，转染反义 SM22α 的细胞中，

做丝纤细、散在分布。这捉示，在 VSMC 的微丝

重塑过程中， SM22α 可能起一种捆绑作用，促使

微丝成束。

细胞局部微丝的可边性解聚与聚合是细胞运动

研究论文

的基本机制[11]。为了进一步证实 SM22α参与微丝重

塑的生物学意义，本实验采用细胞平面迁移分析观

察了封闭 SM22α 表达对细胞运动的影响。结果发

现，转染反义 SM22α 后，随着微丝重塑受阻，细

胞的迁移活性也明显降低。提示 SM22α 介导的做

丝重塑对于细胞运动是至关重要的。结果表明，在

微丝由分散状态组装成束状的重塑过程中， SM22α 

具有调节作用，但是有关 SM22α 对微丝重塑的调

节机制尚有待于进一步的探讨。
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Effect of SM22αon Microfilament Remodeling of 

VSMC after Serum Deprivation 

Yun-Hui Che吨， Mei Han* , Jin-Kun Wen 

(Hebei Laboratory 01 Medical Biotechnology, Institute 01 Basic Medicine, Hebei Medical Univers町， Shijiazhuang 050017, China) 

Abstract Smooth muscle 22 alpha (SM22α) is a marker of vascular smooth muscle cells (VSMC). In 

order to investigate the effect of SM22αon microfilament remodeling, antisense SM22αwas used in present study , 

The change of microfilaments in VSMC was observed by immunofluorescence and transmission electron micros­

copy (TEM) , and the ability of migration of VSMC was measured by using a monolayer wounding mode l. The 

results demonstrated that the expression of SM22αandSMα-actin was induced quickly after serum starvation and 

the microfilaments were remodulated from discrete network to well arranged and dense bundles. However, after 

VSMC was transfected by antisense SM22αrecombinant plasmid, reorganization of cytoskeleton by serum starva­

tion was blocked, and the ability of migration of VSMC was declined. These data suggested that SM22αplays a key 

role during microfilament remodeling. 
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