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非磷酸化肌球蛋白在血小板衍生生长因子诱导的

血管平滑肌细胞迁移中的作用
秦宵然张晓东* 叶丽虹*

(南开大学生命科学学院，天津 300071)

摘要 为了阐明非磷酸化肌球蛋白在平滑肌细胞迁移中的作用，研究探讨了非磷酸化肌球

蛋白是否介导了血小板衍生生长因子(PDGF)诱导豚鼠脑基底动脉平滑肌细胞(GbaSM-4 )的迁移。

研究结果显示， 20 ng/ml 以下剂量的 PDGF 可诱导 GbaSM-4 细胞发生迁移，此时肌球蛋白轻链

(MLC20) 磷酸化水平无变化。该迁移作用可被肌球蛋白特异性抑制剂 blebbistatin 所拮抗。应用

RNA 千扰技术抑帝l阳

了显著下降;但对 PDGF诱导的迁移作用无影响.在 RNA干扰后 blebbistatin 也可抑制其迁移作用。

体外 ATP 酶活性测定结果显示， blebbistatin对从平滑肌中提取的非磷酸化肌球蛋白的 ATP酶活性

有明显的抑制作用，其主要作用位点位于肌球蛋白头的头部 SL 上述结果提示，非磷酸化的肌球

蛋白参与了 PDGF诱导的平滑肌细胞迁移。

关键词 平滑肌细胞;迁移;肌球蛋白非磷酸化;ATP 酶活性

机体的胃肠运动、子宫收缩和循环系统均离不

开平滑肌的收缩，并且在动脉粥样硬化等病理情况下

存在平滑肌细胞迁移的现象。因此，探讨平滑肌细

胞收缩与迁移的分子机制具有重要的意义。平滑肌

细胞的收缩与迁移涉及促迁移信号的跨膜转导、细

胞内信号分子的级联活化、细胞骨架蛋臼的收缩和

细胞变形等过程，其收缩是迁移必不可少的步骤[1] 。

在平滑肌收缩的分子机制中，经典的磷酸化学说认为，

肌球蛋白轻链(myosin light chain, MLC)的磷酸化是

启动平滑肌收缩的必要条件[口]。然而，非磷酸化的

肌球蛋白是否也参与平滑肌细胞的收缩和迁移仍是

该领域的难点。叶丽虹等[4 ， 5]通过体外实验研究发

现，肌球蛋白轻链激酶(myosin light chain kinase , 

MLCK)的片段具有促进非磷酸化的肌球蛋白头部

ATP 酶活性的作用。最近又发现花生四稀酸具有促

进非磷酸化肌球蛋白的血管平滑肌细胞发生迁移 [6] 。

为此，我们提出了非磷酸化肌球蛋白也可能参与收缩

或迁移的非磷酸化假说。为了进一步验证非磷酸化

的假说，本文对非磷酸化肌球蛋白在血小板衍生生长

因子(PDGF)诱导的血管平滑肌细胞迁移中的作用做

了初步探讨。

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 细胞 GbaSM-4 细胞为来源于豚鼠脑基底

动脉平滑肌细胞系，由日本兹惠医科大学医学部惠

赠。

1.1.2 仪器与试剂 NeuroProb MB96 型Boyden小

室为NeuroProb公司产品;肌球蛋白抑制剂blebbistatin

为 Toronto Research Chemicals, Inc.产品;RNAi 试剂

盒BLOCK-iTfM U6 RNAi En町 Vector Kit (Invitrogen) 、

BLOCK-iT™ Lentiviral RNAi Expression System 

(Invitrogen) 、 ATP 酶活性测定试剂盒 EnzChek Kit 

(Molecular Probes) 、 PDGF和鼠抗 MLC20 单克隆抗

体等均购于 Sigma 公司;胎牛血清购于 Gibico 公司;

质粒提取试剂盒 AurumTM Plasmid Mini Kit Vacuum 

Format 购于 Bio-Rad 公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养 GbaSM-4 细胞用 Dulbecco's 改

良的 Eagle's 培养基(DMEM)培养，培养基中含有10%
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胎牛血清(FBS) ， 100 U/ml青霉素和 100μg/ml硫酸链

霉素，于 37 'C培养箱 5% CO2 条件下培养。

1.2.2 细胞迁移实验 采用改良的 Boyden 小室

法，取对数生长期的 GbaSM-4 细胞进行实验。将

GbaSM-4 细胞消化后，以 2x105 个 Iml 密度接种于无

血清含 0.2% 牛血 BSA 的 DMEM 培养基中培养。取

50μl 单细胞悬液加入 Boyden 小室的上层小室;取

450μ1 含有不同浓度 PDGF 的 DMEM 培养基，加入

Boyden 小辜的下层小室;应用的抑制剂分别加入上、

下层小室中，每组设为 4 个重复孔。上下两室以预

先包被 I 型胶原的聚碳酸醋微孔膜相隔，将Boyden小

室置于 37 'C 、 5% CO2 培养箱中培养 8 h 后，从

Boyden小宰A中取出聚碳酸醋微孔膜，用甲醇于室温下

固定，然后用吉姆萨染色。显微镜下随机选择视野，

计数迁移至聚碳酸醋微孔膜下表面的细胞数，每孔

随机取 5 个视野在 400 倍视野下计数 (x400 high­

power field, HPF)。每个实验重复 3 次，取平均数，进

行 t 检验统计分析。

1.2.3 MLC20磷酸化检测 采用甘油-PAGE[7，8]并

结合免疫印迹方法，测定 MLC20 的磷酸化水平。实

验前用无血清培养基培养 2 h，用含 2 mmol/L DTT 

的 5% 三氯乙酸于 4 'C进行固定，将细胞刮起，以含

10 mmollL DTT 的丙酣洗去二氯乙酸井干燥，加入上

样缓冲液(20 mmollL Tris, 22 mmollL甘氨酸，1O mmoV

L DTT, 8 mol/L 去离子尿素和 0.1% 澳酣蓝)于室温

溶解细胞沉淀，应用甘油聚丙烯凝胶电泳。经湿转

法将蛋白质转移至 PVDF膜上，用 5% 脱脂牛奶封闭，

用鼠 MLC20 单克隆抗体和 ECL 显示系统检测。

1.2.4 RNA干扰 根据豚鼠MLCK的mRNA序列

设计编码短发夹 RNA(short hairpin RNA, shRNA) 的

单链寡核昔酸片段，有义链序列: 5'- CACCGAAGTAT­

CTGACCTGTACGACACGAATGTCGTACAGGTCAG­

ATAC-3'，反义链序列: 5'-AAAAGTATCTGACCT­

GTACGACATTCGTGTCGTACAGGTCAGATACTTC­

T。将两个单链寡核昔酸退火成双链寡核昔酸。然

后将 ds oligo 克隆至 pRNTR™旧6 载体，转化 TOPlO

感受态细胞，挑取阳性克隆，提取质粒进行鉴定。测

的RNτ'R™/U6 载体，确认 ds oligo 的序列及插入方向。

用pRNIR™/U6平日pLentti6IBLOCK-iT™-DEST 载体进

行 LR 重组反应，构建表达载体， LR重组反应物转化

入 Stb13™ 感受态细胞，取阳性克隆提取质粒，测序

确定表达载体的序列。用 LipofectamineTM2000 进行

基因转染，将9μg ViraPower™ Packaging Mix 和3 问

·研究论文

pLenti6IBLOCK汀TM-DEST表达载体共转染293FT细

胞，产生病毒粒子。感染后 24 h 时弃掉培养基，

更换新鲜完全培养基。于感染后 72h 时收获含有病

毒粒子的上清液，保存于 -80 'C 中。用病毒感染

GbaSM-4 细胞，培养基中含有 6 问Iml polybreneo 感

染后第二天，弃掉含病毒粒子的培养墓，更换新鲜完

全培养基，感染后第三天，弃掉培养基，更换含有 6

μ.glml blasticidin的完全培养基，筛选稳定感染的细胞。

1.2.5 免疫印迹 将培养的细胞以预冷的 PBS 洗

3 次，用适量细胞裂解液。o mmol/L Tris-HCl pH8.0, 

150 mmol/L NaCl , 10 mmol/L EDTA pH 8.0, 1% 

TritonX-100, 1 % DOC, 1 mmollL DTT) ，采用Bradford

法测定蛋白质浓度。应用 SDS 凝胶电泳，经湿转法

将蛋白质转移至PVDF膜上，力日鼠抗MLCK单克隆抗

体和二抗，经ECL暴光，检测细胞内 MLCK的表达水

平。

1.2.6 蛋白质样品的制备 按文献报道的方法[4，8]

从新鲜鸡胃中制备肌球蛋白。采用盐析、 DEAE­

toyopeal 650 M离子交换层析和凝胶过滤等分离纯化

方法，从新鲜的鸡胃中制备 MLCKI7 ]。应用如下反应

液(5 mmol/L 肌球蛋白， 60 mmol/L KCl , 5 mmol/L 

MgCl2, 1 mmollL DTT, 0.2 mmol/L CaCl2, 4 mmol/L 

ATP, 20 mmollL Tris-HCl (pH7 .4), 0.2μmol/L MLCK 

和 0.5 mmollL CaM )于 25 'C作用 10 min，将肌球蛋

白轻链磷酸化，用甘油 -PAGE 电泳检测其磷酸化水

平。按文献报道的方法[ 5]制备重酶解肌球蛋白

(HMM)和肌球蛋白头部 Sl。以上蛋白质的纯化均在

4 'C进行，用 SDS-PAGE 确认纯化蛋白质的纯度，用

Brandford 法测定蛋白质样品的浓度。

1.2.7 ATP峰活性测定 用试剂盒EnzChek Kit测

定纯化的肌球蛋白 ATP 酶活性。通过测定无机磷的

释放，于紫外分光光度仪上 360nm 处测定吸收值，具

体操作步骤根据试剂盒说明书进行。实验在 25 'C 

条件下进行，半数抑制剂量均为 3 次统计结果。

2 结果

2.1 PDGF 对血管平滑肌细胞 MLC20 磷酸化水

平的影晌

应用 PDGF(剂量分别为 5 ， 10, 20 ng/ml)预培养

GbaSM-4 细胞 30 min 后采用甘油胶电泳结合免疫

印迹方法，检测细胞中 MLC20 磷酸化水平的变化。

结果显示，上述各剂量对 GbaSM-4 细胞内 MLC20磷

酸化水平无影响(图 1) 。
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图 1 PDGF 对 GbaSM-4细胞MLC20磺酸化水平的影响

A: 不问浓度 POGF 作用 GbaSM-4 细胞后，经甘汕胶结免疫印迹 }j

法检测细胞内 MLC20 的磷酸化水平; B: 用 BandScaner 软件刘 A

中的条带ill í J 灰皮分析的约果。
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图 2 Blebbistatin 对 PDGF诱导血管平滑肌细胞迁移的影响

A: POGF 诱导 GbaSM-4 细胞的迁移将小同浓度的 POGF 力nr小

室 F层，将 GbaSM-4 细胞加 r小室上层，计数迁移至膜 F层的细胞

数;B 将 10 ng/ml POGF 加于小字 F层，以不同浓度的 blebbistatin

预处理 GbaSM-4 细胞 30 min，然}0力n T-小室 l二层，计数迁移至下层

的细胞数;与单独 10 ng/ml POGF 细相比， t 检验: *P<0.05 , **P<O.Olo 

2.2 Blebbistatin 对 PDGF 诱导血管平滑肌细胞

迁移的影响

采用 Boyden 小室法测定 GbaSM-4 细胞迁移，结

果表明 POGP 在 5 ， 10 和 20 ng/ml 剂量下可诱导

GbaSM-4 细胞的迁移，且在 10 ng/ml 剂量时引起的

迁移作用最强(图 2A) 。用肌球蛋白特异性抑制剂

blebbistatin[9 ， I01预先作用细胞 30min盯，检测 10 ng/ml 

POGF 对 GbaSM-4 细胞迁移的影响，结果发现 bleb­

bistatin 明显抑制了 POGF诱导细胞迁移的作用，并呈

剂量依赖性，半数抑制剂量(ICso)为(35.2:1::1. 3)μmol/L

(n=3) (图 2B)o

2.3 肌球蛋白轻链激酶在 PDGF 诱导血管平滑肌

细胞迁移中的作用

运用 BLOCK-ipM Lentiviral RNAi 表达系统对

GbaSM-4 细胞中 MLCK基因的表达进行干扰，免疫

印迹结果显示，长型和短型的 MLCK 均未见表达(图

3 A) , GbaSM-4细胞中磷酸化 MLC20 水平显著降低

(图 3 B);应用 Boyden 小室检测发现， GbaSM-4 细胞

的 MLCK被干扰后， 10 ng/ml POGP 的诱导迁移作用

与未干扰组相比无明显差异且blebbistatin也可阻碍

该迁移作用，井里剂量依赖性(图 3C) 。

2.4 Blebbistatin 对平滑肌肌球蛋白 ATP 酶活性

的抑制作用

本研究从鸡胃中提取纯化了肌球蛋白和MLCK，

经 SOS-PAGE 检测，肌球蛋白的纯度达到实验要求

(图4A)，且肌球蛋白的调节轻链(regulatory light chain, 

RLC)可被不同浓度的MLCK~*:成伞重磷酸化(图 4

町，以下所称磷酸化肌球蛋白均为 RLC 二重磷酸化。

ATP酶活性测定结果表明， blebbistatin 对非磷酸肌球

蛋白 ATP 酶活性的 ICso 为 (23.9 :1::2.2)μmol/L，在肌动

蛋白存在时对 ATP 酶活性的拥制作用增强， ICso 为

(17.5 :1::0.7)μmol/L; Blebbistatin对磷酸化肌球蛋白ATP

酶活性的 ICso 为 (26.1 :1:: 1. 1)μmol/L，弱于对非磷酸化

肌球蛋白的 ATP 酶活性(图 4C) 。为了进一步确定

blebbistatin 对非磷酸化肌球蛋白的作用位点，经检测

其对重酶解肌球蛋白(HMM)和肌球蛋白头部(S 1)的

ATP 酶活性抑制作用， ICso 分别为(1 9.2:1::1.2)μmol/L

和(1 3.6:1::1. 2)μmol/L，与上述对非磷酸化肌球蛋白的

作用相比， blebbistatin对HMM(包括SI) 和别的ATP

酶活性均有抑制作用，其中，对后者作用非常明显(图

40)。综上结果推测， blebbistatin 主要通过作用于肌

球蛋白的头部抑制非磷酸化肌球蛋白 ATP 酶的活性。

3 讨论

通常认为平滑肌收缩和迁移的主要信号转导途

径为肌球蛋白轻链磷酸化途径，即通过钙离子和钙调

蛋白(CaM)与 MLCK共同激活MLC20，使其磷酸化，

或者 Rho 通过下游靶分子 Rho 激酶抑制肌球蛋白轻

链磷酸化酶(MLCP)，提高 MLC20 磷酸化水平，进而
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图 3 MLCK 不影晌 PDGF诱导的血管平滑肌细胞迁移

A: 以 Western 印迹方法检测 RNA 干扰作用后 GbaSM-4 细胞 MLCK

表达水平的变化; B : 以甘泊胶结免疫印迹方法检测 RNA 干扰作用

后 GbaSM-4 细胞内 MLC20 磷酸化水平的变化及 BandScaner 软件

对其条带进行的灰度分析;C 将 10 ng/ml PDGF加于小室下层，以不

同浓度的 blebbistatin 预处理细胞 30 min，然后力日子小室上层，计数

迁移至下层的细胞数。与对照组相比， t 检验:叩<0.05 ， **P<O.O l. 

磷酸化的肌球蛋白与肌动蛋白相互作用，促进细胞收

缩或迁移。该机制认为平滑肌收缩和迁移主要是

由磷酸化肌球蛋白产生的收缩力所介导，并认为唯有

磷酸化的肌球蛋白是与肌动蛋白丝产生相互作用的
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图 4 Blebbistatin 可抑制平肌球肌球蛋白 ATP酶活性

A: SDS-PAGE 检测纯化的肌球蛋白; B: 肌球蛋白磷酸化的检测， 1: 

肌球蛋臼; 2-4随 MLCK 剂量增加肌球蛋白的磷酸化水平增加;C 、

D : ATP 酶活性测定结果， ATP 酶活性测定实验的反应条件为 60

mmol/L KCI , 0.01 mmol/L CaCI" 0.5 mmo l/L ATP , 1.5 mmo l/L 

MgCI，， 0.5μmol/L 肌球蛋白和磷酸化肌球蛋白， 0.25μmollL SI , 0.3 

μmol/L HMM，测定 P 肌动蛋白激活的肌球蛋白 ATP 酶活性时， 。

肌动蛋白浓度为 6.0μmol/L，所有实验均在 25.C条件下进行。

活性结构，磷酸化的肌球蛋白在平滑肌细胞迁移的最

后收缩过程起作用 [11 . 12) 。 肌球蛋白 II 是 MLCK 的生

理性底物，是真核细胞内的一类分子马达，直接参与

细胞的收缩和迁移[1匀，它由轻酶解肌球蛋白(LMM)和

重酶解肌球蛋白(卧倒)构成， 其中卧倒可分为肌球

蛋白头部 Sl 和杆状颈部 S2，肌球蛋白最重要的部分
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是 SI，它具有 ATP 酶活性，同时也是和肌动蛋白分

子结合的位置。

本研究首先应用 Boyden 小室跨膜迁移实验发

现， PDGP 在 20 ng/ml 剂量以内可明显诱导 GbaSM-

4 细胞迁移， {t!并不增加细胞内 MLC20 的磷酸化水

平，表明 PDGP 诱导的迁移是肌球蛋白轻链(MLC20)

磷酸化非依赖的。那么非磷酸化的肌球蛋白是否具

有介导迁移的作用，我们进一步结合肌球蛋白特异性

抑制剂 blebbistatin进行了研究，发现blebbistatin可明

显阻碍上述PDGP 诱导的 MLC20磷酸化非依赖的迁

移作用，提后非磷酸化的肌球蛋白可能参与了 PDGP

诱导的 GbaSM-4 细胞迁移。 Blebbistatin 是一种对肌

球蛋白具有高度亲和性和选择性的小分子抑制剂，它

不影响MLCK的激酶活性，也不影响肌球蛋白对肌动

蛋的结合，不影响 ATP 诱导的肌动球蛋白解离凹，10] 。

我们进一步检测了 blebbistatin 对提取的平滑肌肌球

蛋白ATP酶活性的直抑制作用，发现blebbistatin对非

磷酸化和磷酸化平滑肌肌球蛋白的 ATP 酶活性都有

直接抑制作用，半数抑制剂量分别为 ICs。为(23.9:f::2.

2) 和(26 ， 1 士1.1 )μmol/L，并发现在肌动蛋白存在时对

ATP 酶活性的抑制作用增强， ICs。为 (1 7.5士0.7)μmol/

L。为确定 blebbistatin 对非磷酸化肌球蛋白的作用

位点，经检测发现其对肌球蛋白的 SI 和包括 SI 的

HMM部分的 ATP酶活性均有抑制作用，对前者作用

更明显，因此，推测 blebbistatin 主要是作用于肌球蛋

白的头部 SI 抑制肌球蛋白 ATP 酶的活性。体外实

验结果也表明非磷酸化的肌球蛋白具有参与 PDGP

诱导 GbaSM-4 细胞迁移的可能性。

众所周知，通常平滑肌收缩和迁移主要是由

MLCK等激活MLC20肌球蛋白轻链磷酸化使其水平

增加引起的[14 ， 15] 。我们在 PDGP 诱导细胞迁移前后

未见肌球蛋白磷酸化水平的改变，一直保持较低的基

础磷酸化水平，认为磷酸化的肌球蛋白不参与上述

PDGP 诱导的细胞迁移。但是，因在我们的体外实验

中发现 blebbistatin 对磷酸化和非磷酸化的肌球蛋白

ATP酶活性都有直接抑制作用所以我们为了进一步

验证磷酸化的肌球蛋白是否参与了 PDGP 诱导细胞

迁移。又进行了如下实验，运用 BLOCK-iTfM Lentiviral 

RNA 干扰表达系统，建立稳定干扰MLCK 的细胞系，

干扰了 GbaSM-4细胞中MLCK长型和短型MLCK的

表达，结果发现与 GbaSM-4 细胞相比， RNAi-MLCK 

GbaSM-4细胞内的岛1LC20磷酸化水平显著降低，并发

现 10 nglml PDGP 对 MLCK干扰组和对照组所诱导

的迁移作用未见差异，且其迁移作用也可被 blebbis­

tatin 所阻碍。结果可见 GbaSM-4 细胞中的磷酸化肌

球蛋白由RNAi-MLCK前较低的基础水平降至RNAi­

MLCK后的更低水平的情况下，对PDGP诱导的细胞

迁移作用没有影响，表明肌球蛋白的磷酸化与 PDGP

诱导的迁移作用是不相关的，因此上述磷酸化肌球蛋

白没有参与 PDGP 民导的细胞迁移，同时也进一步说

明了 PDGP 诱导的细胞迁移是非磷酸化肌球蛋白介

导的。我们曾报道的关于花生囚烯酸诱导非磷酸化

肌球蛋白的平滑肌细胞迁移作用及机制的研究也进

一步证明了本实验结果推论的可靠性[6] 。

综上结果提示，非磷酸化的肌球蛋白直接参与了

PDGP诱导的血管平滑肌细胞迁移，其相关信号转导

途径有待于进一步研究。
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Effect of Myosin without Phosphorylation on the Migration of Vascular 
Smooth Muscle Cells induced hy Platelet-derived Growth Factor 

Xiao-Ran Qin, Xiao-Dong Zhang飞 Li-Hong Ye* 

(College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin, 300071 , China) 

Abstract In order to demonstrate the effect of myosin without phosphorylation on the migration of 

smooth muscle cells, we investigated myosin without phosphorylation whether involved in the migration of GbaSM-

4 cells induced by platelet-derived growth factor (PDGF). It was found that lower 20 ng/ml PDGF was able to 

induce the migration of GbaSM-4 cells, in which myosin light chain (MLC20) with phosphorylation was not necessary. 

The migration can be depressed by blebbistatin, a specific inhibitor of myosin. The phosphorylation of MLC20 was 

downregulated in the GbaSM-4 cells by RNA interference (RNAi) targeting myosin light chain kinase (MLCK) , 

examined by Westem blot analysis. Moreover, PDGF still was able to induce the migration when RNAi was used , 

which could be blocked by blebbistatin. The ATPase activity assay for myosin in smooth muscle cells in vitro 

showed that blebbistatin was able to inhibit the ATPase activity of myosin without phosphorylation in smooth muscle 

cells. The target was mainly localized at the head of myosin S 1. The data demonstrated that the non-phosphorylated 

myosin may involved in the migration of vascular smooth muscle cells induced by PDGF. 

Key words smooth muscle cells; migration; myosin light chain without phosphorylation; ATPase activity 
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