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核仁素在血管紧张素Ⅱ诱导的血管平滑肌细胞
表型转化中的作用
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　　［摘　要］　目的：探讨核仁素在血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）诱导的血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）表型转化中的作用。
方法：以ＡｎｇⅡ诱导大鼠ＶＳＭＣｓ表型转化为模型，观察 ＡｎｇⅡ对 ＶＳＭＣｓ表型转化标志物 α平滑肌肌动蛋白（α
ＳＭＡ）、钙调理蛋白（ｃａｌｐｏｎｉｎ）、平滑肌蛋白 ２２α（ＳＭ２２α）和骨桥蛋白（ＯＰＮ）ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响，并观察
ＶＳＭＣｓ表型转化时核仁素ｍＲＮＡ和蛋白的时空表达模式；进一步采用核仁素基因转染及ＲＮＡ干扰技术观察核仁
素对上述ＶＳＭＣｓ表型转化标志物ｍＲＮＡ和蛋白表达的影响。结果：不同浓度的 ＡｎｇⅡ刺激 ＶＳＭＣｓ不同时间后，
ＶＳＭＣｓ收缩表型标志物αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和ＳＭ２２α的ｍＲＮＡ和蛋白表达逐渐减少，而合成表型标志物ＯＰＮ的ｍＲ
ＮＡ和蛋白表达逐渐增加（Ｐ＜００５）；不同浓度 ＡｎｇⅡ刺激 ＶＳＭＣｓ不同时间后，随着时间和剂量增加，核仁素的
ｍＲＮＡ和蛋白表达在一定程度上逐渐升高；ＡｎｇⅡ可诱导核仁素从细胞核向细胞浆移位；核仁素过表达可促进 Ａｎｇ
ＩＩ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转化，核仁素表达下调后，其促进表型转化作用被解除。结论：核仁素具有促进ＡｎｇＩＩ诱导的
ＶＳＭＣｓ表型转化的作用，核仁素的表达上调和移位参与ＡｎｇＩＩ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转化。
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和血管成形术后再狭窄等心血管病 ＶＳＭＣｓ增殖和
迁移的关键性起始步骤，也是该类疾病的共同发病

基础［１２］，因此，如何控制和逆转 ＶＳＭＣｓ表型转化是
控制ＶＳＭＣｓ异常增殖的关键性措施。核仁素（ｎｕ
ｃｌｅｏｌｉｎ）是细胞核仁中含量最多的一种 ＲＮＡ结合蛋
白，其主要功能涉及核糖体 ＲＮＡ合成、核糖体装配
等的调控［３］。近期的研究表明核仁素还参与细胞生

长、增殖、凋亡和炎症免疫等生理病理过程［４］。研究

表明核仁素的 ＲＮＡ结合特性是赋予核仁素具有多
种生物学功能的重要特性，其特异的核酸结合元件

为“（Ｔ／Ｇ）ＣＣＣＧ（Ａ／Ｇ）”［５７］。核仁素在不同类型或
者同一类型细胞的不同状态之间具有穿梭的特点，

在大多数细胞中以细胞核表达为主，也可以糖基化

或磷酸化的形式存在于细胞膜或细胞浆［８］。核仁素

的表达水平与细胞分裂的速率呈正相关，在肿瘤以

及其它快速分裂的细胞中核仁素的表达量相当高，

而在非分裂细胞中却非常低，因此核仁素常被用来

衡量细胞增殖的程度，这些均充分提示 ＲＮＡ结合蛋
白核仁素可能在调节细胞的增殖或表型转化方面发

挥重要作用，并且核仁素的细胞穿梭功能参与了上

述生物学过程。核仁素是否具有调节 ＶＳＭＣｓ表型
转化及如何发挥作用，目前尚不清楚。

本研究拟采用血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩ，Ａｎｇ
Ⅱ）诱导ＶＳＭＣｓ表型转化为细胞模型，观察 ＶＳＭＣｓ
表型转化时核仁素 ｍＲＮＡ和蛋白的时空表达模式；
采用基因过表达及 ＲＮＡ干扰技术从正反两方面观
察细胞内核仁素对ＡｎｇⅡ介导的ＶＳＭＣｓ表型转化的
影响，旨在探讨核仁素在 ＶＳＭＣｓ表型转化中的作
用，并初步探讨其促表型转化机制。

材　料　和　方　法

１　细胞培养
ＶＳＭＣｓ购于上海天呈生物信息科技有限公司

（ＡＴＣＣ来源，货号 ＣＲＬ１４７６ＴＭ）。正常生长培养基
为ＤＭＥＭ（高糖）＋１０％ 胎牛血清，细胞呈梭形，贴
壁生长。放于ＣＯ２浓度为５％、温度为３７℃的细胞
培养箱中。根据实验设计的要求，将 ＡｎｇⅡ稀释成
１０－５ ｍｍｏｌ／Ｌ、１０－６ ｍｍｏｌ／Ｌ、１０－７ ｍｍｏｌ／Ｌ和 １０－８

ｍｍｏｌ／Ｌ不同浓度，分别刺激血管平滑肌细胞４８ｈ。
１０－５ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ分别诱导培养ＶＳＭＣｓ不同时间。
２　主要试剂

兔抗鼠核仁素多克隆抗体购自 ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；
鼠抗α平滑肌肌动蛋白（αｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，α
ＳＭＡ）单克隆抗体购自武汉博士德生物技术有限公
司；兔抗鼠平滑肌蛋白 ２２α（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎ

２２α，ＳＭ２２α）多克隆抗体、鼠抗钙调理蛋白（ｃａｌｐｏ
ｎｉｎ）单克隆抗体、鼠抗 β肌动蛋白（βａｃｔｉｎ）单克隆
抗体和兔抗鼠β微管蛋白（βｔｕｂｕｌｉｎ）多克隆抗体均
购自Ａｂｃａｍ；鼠抗骨桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）单克
隆抗体和山羊抗兔或抗小鼠 ＩｇＧ购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ；小
鼠抗增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉ
ｇｅｎ，ＰＣＮＡ）单克隆抗体购自 ＢＤＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ；ＢＣＡ蛋
白浓度测定试剂盒和ＢｅｙｏＥＣＬＰｌｕｓ化学发光试剂盒
购自碧云天生物技术研究所；总 ＲＮＡ提取试剂盒和
质粒提取试剂盒购自由北京博大泰克生物技术有限

公司；实时荧光定量 ＰＣＲ试剂盒购自 ＴａＫａＲａ；
ＭｅｇａＴｒａｎ１．０试剂盒购自ＯｒｉＧｅｎｅ。
３　方法
３．１　细胞核蛋白、胞浆蛋白的分离以及细胞总蛋白
的提取　细胞处理后采用 ＮＥＰＥＲＴＭ细胞核和细胞
浆提取试剂盒收集细胞浆和核蛋白质成分，在 －７０
℃下储存。细胞总蛋白的提取过程：ＶＳＭＣｓ经相应
处理后，用４℃预冷的 ＰＢＳ洗涤 ３次，根据细胞浓
度，每瓶细胞加 ５０～８０μＬ１２×ＳＤＳ裂解液（１００
ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，ｐＨ６８；２００ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ；４０ｇ／Ｌ
ＳＤＳ；２０％甘油）裂解细胞。裂解完毕后，用加样枪将
细胞碎片和裂解液转移至１５ｍＬ离心管中，１００℃
煮沸变性１０ｍｉｎ，于４℃下１２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ。
将离心后的上清分装转移到０５ｍＬ的离心管中放
于－７０℃保存，使用ＢｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃＡｃｉｄＰｒｏｔｅｉｎＡｓｓａｙ
试剂盒测定蛋白质浓度。

３．２　细胞总 ＲＮＡ的提取，逆转录和 ＲＴｑＰＣＲ分析
　细胞处理后使用ＲＮｅａｓｙ试剂盒提取细胞总ＲＮＡ。
根据目的基因设计特异性引物，由上海生工生物工

程股份有限公司合成。αＳＭＡ的上游引物序列为
５’ＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＣＡＴＧＧＡＡＡＡＧ３’，下游引物序列
为 ５’ＣＡＴＣＴＣＣＡＧＡＧＴＣＣＡＧＣＡＣＡ３’；ｃａｌｐｏｎｉｎ的
上游引物序列为 ５’ＡＣＴＴＣＡＴＧＧＡＴＧＧＣＣＴＣＡＡＧ
３’，下游引物序列为 ５’ＧＴＧＣＣＡＧＴＴＣＴＧＧＧＴＴ
ＧＡＣＴ３’；ＳＭ２２α的上游引物序列为５’ＴＴＣＴＧＣＣＴ
ＣＡＡＣＡＴＧＧＣＣＡＡＣ３’，下游引物序列为５’ＣＡＣＣＴ
ＴＣＡＣＴＧＧＣＴＴＧＧＡＴＣ３’；ＯＰＮ的上游引物序列为
５’ＡＴＧＧＣＴＴＴＣＡＴＴＧＧＡＧＴＴＧＣ３，下游引物序列为
５’ＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ３’；βａｃｔｉｎ的上游引物
序列为 ５’ＣＣＴＣＧＣＣＴＴＴＧＣＣＧＡＴＣＣ３’，下游引物
序列为 ５’ＧＧＡＴＣＴＴＣＡＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＡＧＴＣ３’；ｎｕｌ
ｃｅｏｌｉｎ的上游引物序列为 ５’ＣＡＡＴＣＡＧＧＣＴＧＧＡＧＴ
ＴＧＣＡＡＧ３’，下游引物序列为 ５’ＴＧＧＣＣＣＡＧＴＣ
ＣＡＡＧＧＴＡＡＣＴＴ３’。提取的总 ＲＮＡ经微量紫外分
光光度计测量浓度后按 ＴａＫａＲａ逆转录试剂盒推荐
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步骤进行逆转录，逆转录为 ｃＤＮＡ后，进行 ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲ扩增。反应体系５μＬ：ｃＤＮＡ２μＬ，正、反引物
（１０ｐｍｏｌ／Ｌ）各０２μＬ，ＤｙｅＩＩ０２μＬ，加蒸馏水补
充至１０μＬ。扩增条件为：９５℃１０ｓ预变性；９５℃５
ｓ变性，６０℃ ３０ｓ退火延伸，扩增４０个循环。反应
和数据处理均在 ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏｓｙｓｔｅｍｓ７５００Ｒｅａｌｔｉｍｅ
ＰＣＲＳｙｓｔｅｍ上进行。用循环阈值（ｃｙｃｌｅｔｈｒｅｓｈｏｌｄ，
Ｃｔ）来计算样本中目的基因的 ｍＲＮＡ表达量。每个
目的基因均重复３次，Ｃｔ值取均值进行比较和统计
分析。采用相对表达量计算法（２－ΔΔＣｔ）计算各基因
表达量的差异，设对照组基因表达量为１，并选择 β
ａｃｔｉｎ作为内参照。
３．３　间接细胞免疫荧光检测核仁素的定位　消化
ＶＳＭＣｓ后，接种在放置有无菌盖玻片的６孔板中；细
胞长满约８０％后，吸尽培养液，用 ＰＢＳ洗涤３次，各
孔加入１ｍＬ４％多聚甲醛固定２０ｍｉｎ；用 ＰＢＳ洗３
次，每次５ｍｉｎ，去固定液；０５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００孵育１０
ｍｉｎ；ＰＢＳ洗涤后用２％ＢＳＡ室温封闭６０ｍｉｎ；去封闭
液，分别在盖玻片上加入１∶１００稀释的抗核仁素抗
体（５０μＬ）作用 ６０ｍｉｎ；用 ＰＢＳ洗涤 ３次，每次 ５
ｍｉｎ，去除未结合的 Ｉ抗；然后再加入１∶１００稀释的
ＦＩＴＣ标记荧光 ＩＩ抗（５０μＬ）作用６０ｍｉｎ；用 ＰＢＳ洗
涤３次，每次５ｍｉｎ，去除未结合 ＩＩ抗；加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８孵育２０ｍｉｎ，抗荧光淬灭液封片，置于倒置荧
光显微镜下观察拍照。

３．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　按照实验室常规方法进行，
各处理组细胞经相应处理后移去培养液，用 ４℃
ＰＢＳ洗涤２次；加入１００μＬ２×ＳＤＳ蛋白裂解液裂
解细胞，将裂解液转移至 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管，超声１０～１５
ｓ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，将上清液转移到另一干
净Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管；用 ＢＣＡ法测定蛋白浓度；将 ２０μｇ
蛋白与２×ＳＤＳ加样缓冲液混合，１００℃煮沸５ｍｉｎ；
样品经１０％ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，电转移法转移到硝
酸纤维素膜上；室温下封闭４ｈ后，分别加入兔抗鼠
核仁素多克隆抗体、鼠抗 ｃａｌｐｏｎｉｎ单克隆抗体、兔抗
鼠ＳＭ２２α多克隆抗体、鼠抗ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ单克隆抗体、
鼠抗αＳＭＡ单克隆抗体和鼠抗 βａｃｔｉｎ单克隆抗体
（均为１∶１０００稀释），４℃过夜；洗去 Ｉ抗后，加入辣
根过氧化物酶偶联的相应 ＩＩ抗，反应２ｈ，化学发光
法显色，扫描结果。

３．５　ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｕｃ／ｓｉＲＮＡＮｕｃ重组质粒的扩增和
提取　ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｕｃ／ｓｉＲＮＡＮｕｃ重组质粒由中南
大学湘雅医学院病理生理学教研室王慷慨教授惠

赠。将核仁素过表达质粒 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｕｃ或核仁素
干扰ＲＮＡ片段（ｓｉＲＮＡＮｕｃ：５’ＡＣＣＴＧＣＣＴＴＣＧＣＧＡ

ＧＣＴＴＣＡＣＣＡＴ３’；ｓｉＲＮＡ：５’ＣＡＴＧＧＴＧＡＡＧＣＴＣＧ
ＣＧＡＡＧＧＣＡＧＧＴ３’）转入到感受态细胞中，之后挑
取单克隆菌落放于含相应抗生素的 ５ｍＬＬＢ培基
中，置于３７℃的摇床上，２５０ｒ／ｍｉｎ培养过夜，之后转
移到含相应抗生素的 ２００ｍＬＬＢ培养基中扩大培
养，浑浊度达到标准后收集细菌用于质粒的抽提，摇

动１４～１６ｈ。按质粒提取试剂盒说明书提取ｓｉＲＮＡ
Ｎｕｃ／ｐｃＤＮＡ３１Ｎｕｃ质粒，基本步骤为将大肠杆菌菌
液分装入ＥＰ管，离心获得细菌沉渣，循序加入 ｓｏｌｕ
ｔｉｏｎ试剂提取出质粒，Ｗａｓｈｂｕｆｆｅｒ清洗，无菌超纯水
３７℃孵育后洗脱，获得质粒。提取出的质粒分光光
度计测定ＤＮＡ浓度，分装冻存于－７０℃冰箱备用。
３．６　细胞的瞬时转染　按照 ＭｅｇａＴｒａｎ１０转染试
剂操作说明书进行。转染前给融合度为７０％～９０％
（具体根据处理因素及处理时间）的 ＶＳＭＣｓ培养板
换液。转染时（以６孔板为例）每孔取２μｇ质粒，将
其溶解在 ２００μＬ无血清 ＤＭＥＭ培养基中，再将 ６
μＬ的ＭｅｇａＴｒａｎ１０加入上述混合物中，混匀后室温
放置约 １０ｍｉｎ，将混合液加入 ６孔板中，轻轻混匀
后，将６孔板置于３７℃、５％ＣＯ２的培养箱中，２４ｈ后
进行下一步实验。

４　统计学处理
采用ＳＰＳＳ１２０统计学软件进行数据处理分析。

数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，根据资料性
质采用合适的统计学方法，两组间比较采用独立样

本ｔ检验，多组间采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５
为差异有统计学意义。

结　　果

１　ＡｎｇⅡ对ＶＳＭＣｓ表型转化的影响
不同浓度 ＡｎｇⅡ刺激４８ｈ后，ＶＳＭＣｓ收缩表型

标志物 αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２α的 ｍＲＮＡ和蛋白
表达逐渐减少，而合成表型标志基因 ＯＰＮｍＲＮＡ和
蛋白表达逐渐增加，其中ＡｎｇⅡ的浓度为１０－５ｍｍｏｌ／
Ｌ时效果最明显，见图１Ａ、Ｃ。１０－５ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处
理ＶＳＭＣｓ不同时间后，ＶＳＭＣｓ收缩表型标志物 α
ＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２α的 ｍＲＮＡ和蛋白表达逐渐
减少，而合成表型标志物 ＯＰＮ的 ｍＲＮＡ和蛋白表达
逐渐增加，其中７２ｈ时的效果最明显（Ｐ＜００５），见
图１Ｂ、Ｄ。上述结果证实 ＡｎｇⅡ有明显的促进
ＶＳＭＣｓ表型转化的作用。
２　ＡｎｇⅡ对血管平滑肌细胞中核仁素表达的影响

不同浓度 ＡｎｇⅡ刺激４８ｈ后，ＶＳＭＣｓ中核仁素
ｍＲＮＡ和蛋白的表达在一定程度上逐渐升高，１０－６

ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ能明显上调核仁素ｍＲＮＡ和蛋白的表
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Ｆｉｇｕｒｅ１．ＲＴｑＰＣＲ（Ａ，Ｂ）ａｎｄＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（Ｃ，Ｄ）ｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ（Ａ，Ｃ）ｏｆＡｎｇＩＩ
ｆｏｒｖａｒｉｏｕｓｔｉｍｅ（Ｂ，Ｄ）ｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＳＭＣｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓαＳＭＡ，ｃａｌｐｏｎｉｎ，ＳＭ２２αａｎｄ
ＯＰＮ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓ０ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ．

图１　ＲＴｑＰＣＲ和Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡｎｇⅡ对ＶＳＭＣｓ表型转化标志物αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ、ＳＭ２２α和ＯＰＮｍＲＮＡ和蛋白的
影响

达（Ｐ＜００５）。１０－６ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理 ＶＳＭＣｓ不
同时间后，核仁素 ｍＲＮＡ和蛋白的表达也在一定程
度上逐渐升高，在 ４８ｈＡｎｇⅡ能明显上调核仁素
ｍＲＮＡ和蛋白的表达，并持续至将近 ７２ｈ（Ｐ＜

００５），见图２Ａ、Ｂ。利用１０－６ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理
ＶＳＭＣｓ１２、２４、４８和７２ｈ，细胞成分分离后提取细胞
核蛋白和细胞浆蛋白，采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分析核仁素
蛋白的表达，结果显示正常情况下，绝大部分的核仁
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Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡｎｇＩＩｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｎｄｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎｔｈｅＶＳＭＣｓ．ＡａｎｄＢ：ＲＴｑＰＣＲａｎｄ
ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｄｅｔｅｒｍｉｎｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡｎｇＩＩｏｎｔｈｅｍＲＮＡａｎｄｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎｔｈｅＶＳＭＣｓ；Ｃ
ａｎｄＤ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄｉｎｄｉｒｅｃｔｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｏｂｓｅｒｖｅｔｈｅｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎ．βｔｕｂｕ
ｌｉｎａｎｄＰＣＮＡｗｅｒｅｕｓｅｄａｓｔｈｅｉｎｔｅｒｎａｌｃｏｎｔｒｏｌｓｏｆｃｙｔｏｐｌａｓｍｉｃｐｒｏｔｅｉｎａｎｄｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｎｕｃｌｅｏｌｉｎｗａｓｄｅ
ｔｅｃｔｅｄｗｉｔｈｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅｌａｂｅｌｅｄａｎｔｉｂｏｄｙ（ｇｒｅｅｎ），ａｎｄｎｕｃｌｅｉｗｅｒｅｃｏｕｎｔｅｒｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈＨｏｅｃｈｓｔ３３２５８（ｖｉｏ
ｌｅｔ）．ＴｈｅｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｉｍａｇｅｓｉｎＤｗａｓ×４００．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．

图２　ＡｎｇⅡ对ＶＳＭＣｓ中核仁素表达及亚细胞移位的影响
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素位于细胞核中，胞浆中含量较少，而ＡｎｇⅡ处理后，
可见胞浆中的核仁素的含量逐渐增多，细胞核内的

核仁素的含量逐渐减少（Ｐ＜００５），见图２Ｃ。βｔｕ
ｂｕｌｉｎ和ＰＣＮＡ分别为胞浆蛋白和胞核蛋白的内参
照，提示成分之间无明显污染。进一步采用间接免

疫荧光证实，正常情况下绝大部分核仁素（绿色荧光

物质）位于细胞核中，细胞浆中的含量较少；而１０－６

ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理ＶＳＭＣｓ４８ｈ后，细胞浆中的核仁
素（绿色荧光物质）明显增多，而细胞核中的核仁素

（绿色荧光物质）明显减少，见图２Ｄ，提示 ＡｎｇⅡ可
诱导核仁素从细胞核向细胞浆移位。核仁素过表达

能增加核仁素在细胞核和细胞浆的表达及其胞浆移

位；核仁素干扰后则细胞核和细胞浆表达量及其胞

浆移位减少，见图２Ｄ。
３　核仁素过表达对 ＡｎｇＩＩ诱导的 ＶＳＭＣｓ表型转
化的影响

与正常对照细胞相比，转染ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｕｃ质粒

后，ＶＳＭＣｓ中核仁素的蛋白表达明显升高（Ｐ＜
００５），见图３Ａ。给予１０－６ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ处理４８ｈ，
结果显示单纯ＡｎｇⅡ处理组及转空载体的对照细胞
经ＡｎｇⅡ处理后核仁素蛋白的表达明显上调，而转染
核仁素基因的 ＶＳＭＣｓ经过 ＡｎｇⅡ处理后核仁素蛋
白的表达上调更为明显（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。同时，
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，单纯 ＡｎｇＩＩ处理和转空
载体的对照细胞经 ＡｎｇＩＩ处理后，ＯＰＮ蛋白的表达
明显上调，而转染核仁素基因的 ＶＳＭＣｓ经过 ＡｎｇＩＩ
处理后ＯＰＮ蛋白的表达上调更为明显（Ｐ＜００５）；
与此相反，单纯 ＡｎｇＩＩ处理和转染空载体的对照细
胞经ＡｎｇＩＩ处理后 αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２ａ表达
下调，而转染核仁素基因的 ＶＳＭＣｓ经过 ＡｎｇＩＩ处理
后αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２ａ蛋白的表达下调更为
明显（Ｐ＜００５），见图３Ｃ。这些结果提示核仁素过
表达可促进ＡｎｇＩＩ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转化。

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．Ａ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎＶＳＭＣｓ；Ｂ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｅｘ
ｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎＶＳＭＣｓ；Ｃ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＳＭＣｐｈｅｎｏｔｙ
ｐｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓαＳＭＡ，ｃａｌｐｏｎｉｎ，ＳＭ２２αａｎｄＯＰＮ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｏｕｔ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ）；＃Ｐ＜００５ｖｓｐｃＤＮＡ３．１ｇｒｏｕｐ，ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐｏｒＡｎｇＩＩ＋ｐｃＤＮＡ３．１ｇｒｏｕｐ．

图３　Ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ过表达对ＡｎｇＩＩ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转化的影响
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４　敲减核仁素表达对 ＡｎｇＩＩ诱导的 ＶＳＭＣｓ表型
转化的影响

与正常ＶＳＭＣｓ相比，转染核仁素的ＲＮＡ干扰载
体ｓｉＲＮＡＮｕｃ质粒４８ｈ后，ＶＳＭＣｓ中核仁素蛋白的
表达明显受到抑制（Ｐ＜００５），见图 ４Ａ。再给予
１０－６ｍｍｏｌ／ＬＡｎｇⅡ处理４８ｈ后，单纯 ＡｎｇⅡ处理组
及转染对照质粒的细胞经过 ＡｎｇＩＩ处理后，核仁素
蛋白的表达明显上调，而转染 ｓｉＲＮＡＮｕｃ的 ＶＳＭＣｓ
经过ＡｎｇＩＩ处理后核仁素蛋白的表达明显下降（Ｐ＜
００５），见图４Ｂ。单纯 ＡｎｇＩＩ处理和转染空载体的

对照细胞经ＡｎｇＩＩ处理后，ＯＰＮ蛋白的表达明显上
调，而转染核仁素ＲＮＡ干扰载体后ＯＰＮ蛋白的表达
上调受到明显抑制（Ｐ＜００５）；与此相反，单纯 Ａｎｇ
ＩＩ处理和转染空载体的对照细胞经ＡｎｇＩＩ处理后α
ＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２α的表达下调，而转染核仁素
ＲＮＡ干扰载体后 αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和 ＳＭ２２α蛋白的
表达下调受到明显抑制（Ｐ＜００５），见图４Ｃ。这些
结果提示核仁素表达下调后，其促进表型转化作用

被解除。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆＶＳＭＣｓ．Ａ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｎｕｃｌｅｏ
ｌｉｎｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎＶＳＭＣｓ；Ｂ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｉｎ
ＶＳＭＣｓ；Ｃ：ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｏｆｎｕｃｌｅｏｌｉｎｏｎＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＳＭＣｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｍａｒｋｅｒｓα
ＳＭＡ，ｃａｌｐｏｎｉｎ，ＳＭ２２αａｎｄＯＰＮ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝５．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｗｉｔｈｏｕｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ）；＃Ｐ＜０．０５ｖｓｓｉＲ
ＮＡｇｒｏｕｐ，ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐｏｒＡｎｇＩＩ＋ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ．

图４　Ｎｕｃｌｅｏｌｉｎ低表达对ＡｎｇＩＩ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转化的影响

讨　　论

当血管受到损伤或体外培养的 ＶＳＭＣｓ受到生

长因子刺激时，ＶＳＭＣｓ从分化型转化为去分化型并
获得增殖能力，这个过程称为表型转化。目前在

ＶＳＭＣｓ表型转化机制研究中取得较大的进展，普遍
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认为机体内存在内源性活性物质对 ＶＳＭＣｓ的增殖
或表型转化起着自发的调控作用，因此，寻找并研究

介导ＶＳＭＣｓ表型转化新的内源性调控蛋白是阐明
其作用机制的关键。尽管现己证实多种细胞因子、

生长因子和血管活性物质参与 ＶＳＭＣｓ表型转化，然
而ＶＳＭＣｓ表型转化中究竟何种物质起关键作用，如
何起作用以及多种调控因子之间存在怎样的相互作

用，尚缺乏系统研究。核仁素是目前发现的２７１种
核仁蛋白质中含量最多的一种，约占核仁蛋白质总

量的１０％，是真核细胞核仁中最主要的一种磷酸蛋
白质。核仁素的重要功能之一是调控核糖体的生物

合成与成熟，调控细胞增殖、生长、调控胚胎发生、胞

质分裂、染色质复制与核仁的发生等过程［９］。大量

研究表明核仁素高表达于增殖较快的组织和细胞，

包括干细胞和肿瘤细胞，并能促进干细胞的更新和

肿瘤细胞的生长［１０］。核仁素的表达水平与细胞分裂

的速率呈正相关。在肿瘤以及其它快速分裂的细胞

中核仁素的表达量相当高，而在非分裂细胞中却非

常低，因此作为一种有效的标记，核仁素常被用来衡

量细胞增殖的程度［１１］，上述研究结果提示，在病理条

件下核仁素可能具有调节血管平滑肌细胞表型转化

的作用，而核仁素是否具有调节 ＶＳＭＣｓ表型转化，
目前尚不清楚。

为了明确核仁素在 ＶＳＭＣｓ表型转化中的作用，
本研究首先以ＡｎｇⅡ刺激ＶＳＭＣｓ诱导其发生表型转
化，发现不同浓度和作用时间的 ＡｎｇⅡ刺激 ＶＳＭＣｓ
后，ＶＳＭＣｓ收缩表型标志物 αＳＭＡ、ｃａｌｐｏｎｉｎ和
ＳＭ２２α的ｍＲＮＡ和蛋白表达逐渐减少，而合成表型
标志物ＯＰＮ的ｍＲＮＡ和蛋白表达逐渐增加，上述结
果证实ＡｎｇⅡ有明显的促进 ＶＳＭＣｓ表型转化作用。
为了证明ＡｎｇⅡ刺激ＶＳＭＣｓ表型转化与核仁素表达
水平的关系，本研究采用 ＲＴｑＰＣＲ及 Ｗｅｔｅｒｎｂｌｏｔ检
测发现，不同浓度和不同作用时间的 ＡｎｇⅡ刺激
ＶＳＭＣｓ后，核仁素的 ｍＲＮＡ和蛋白的表达也在一定
程度上逐渐升高。核仁素的表达改变是 ＶＳＭＣｓ表
型转化中的伴随现象，还是核仁素在 ＶＳＭＣｓ表型转
化中发挥了重要作用目前还不清楚。根据核仁素的

表达模式分析，我们假定核仁素的表达上调在ＡｎｇⅡ
诱导的 ＶＳＭＣｓ表型转化发挥了作用。ＡｎｇⅡ刺激可
促进核仁素表达上调，其机制是什么呢？研究发现

丝裂原活化蛋白激酶（ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉ
ｎａｓｅ，ＭＡＰＫ）通路的活化，也可使核仁素的表达上
调，而多项研究亦证实 ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ增殖和
表型转化与ＭＡＰＫ信号通路成员细胞外信号调节激
酶 １／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ，ＥＲＫ１／

２）、氨基末端激酶（ＪｕｎＮＨ２ｔｅｒｍｉｎａｌｋｉｎａｓｅ，ＪＮＫ）、
ｐ３８和核因子κＢ（ｎｕｃｌｅａｒｆａｃｔｏｒκＢ，ＮＦκＢ）的激活
有关［１２１３］。因此，ＡｎｇⅡ可能通过激活 ＭＡＰＫ和 ＮＦ
κＢ等信号通路，进而使核仁素表达上调，但其具体
机制还有待于进一步探讨。

　　核仁素含有氨基端、中心区和羧基端３个主要
的功能结构域，其中心区含有４个较为保守的序列
一致型 ＲＮＡ结合结构域（ｃｏｎｓｅｎｓｕｓｓｅｑｕｅｎｃｅｔｙｐｅ
ＲＮＡｂｉｎｄｉｎｇｄｏｍａｉｎ，ＣＳＲＢＤ）。目前认为，核仁素氨
基端的核定位信号（ｎｕｃｌｅａｒｌｏｃａｌｉｚａｔｉｏｎｓｉｇｎａｌ，ＮＬＳ）、
中心区的ＲＮＡ结合结构域以及羧基端的甘氨酸富
集区不但决定着核仁素的核仁定位，还赋予了核仁

素在细胞浆和细胞核之间进行双向移位的特性［１４］。

由此可见，核仁素的细胞穿梭功能参与调节细胞的

增殖与生长和凋亡等生物学过程。本研究也发现，

在正常情况下，核仁素大部分位于血管平滑肌细胞

胞核中，而ＡｎｇⅡ可诱导核仁素从细胞核向细胞浆移
位，提示核仁素可能在 ＡｎｇⅡ诱导的 ＶＳＭＣｓ表型转
化中也起作用，而且其作用机制可能有赖于它的胞

浆定位功能。有研究表明核仁素向细胞浆的移位取

决于Ｃｄｃ２激酶诱导其氨基端苏氨酸的磷酸化，相反
去磷酸化则促进其向核转位［１５］。因此，ＡｎｇⅡ可能
通过激活某些激酶，导致核仁素的移位，从而发挥调

节ＶＳＭＣｓ表型转化作用，上述问题有待于进一步研
究阐明。为了探讨核仁素在 ＶＳＭＣｓ表型转化中的
作用，我们采用了核仁素过表达和 ＲＮＡ干扰策略观
察核仁素在ＶＳＭＣｓ表型转化中的作用，结果显示核
仁素过表达可明显促进ＡｎｇⅡ诱导的ＶＳＭＣｓ表型转
化，而核仁素表达下调后其促进表型转化作用被解

除。上述研究在国内外首次证明了核仁素的表达上

调及其胞浆移位在ＡｎｇⅡ所致ＶＳＭＣｓ表型转化作用
中起着关键的作用。

　　有文献报道，核仁素的 ＲＮＡ结合结构域 ＣＳ
ＲＢＤ即“（Ｔ／Ｇ）ＣＣＣＧ（Ａ／Ｇ）”是其参与 ｒＲＮＡ原初
转录本剪接和成熟调节的结构基础［６７］。除此之外，

大量研究表明，这一结构还介导了核仁素对某些基

因表达的转录后调节（调控靶基因 ｍＲＮＡ稳定性），
如核仁素与ＩＬ２ｍＲＮＡ的５’非翻译区（５’ｕｎｔｒａｎｓ
ｌａｔｅｄｒｅｇｉｏｎ，５’ＵＴＲ）结合［１６］、ＧＡＤＤ４５α（ｇｒｏｗｔｈａｒ
ｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅｇｅｎｅ４５α）ｍＲＮＡ编码
区［１７］结合，通过调控这些靶基因 ｍＲＮＡ的稳定性来
调节靶基因蛋白质的表达。核仁素的 ＲＢＤ结构域
可与 ｂｃｌ２、ＡＫＴ１和ｐ５３等多种凋亡相关基因 ｍＲＮＡ
的５’和 ３’ＵＴＲ结合，使相应的ｍＲＮＡ稳定或去稳
定，从而发挥促细胞增殖和抗细胞凋亡作用［１８］。核
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仁素通过其第４个 ＲＮＡ结合域与端粒酶 ＲＮＡ组分
人类端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎ
ｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）结合，调节端粒酶的细胞核及核仁
定位，从而调节细胞的生长与增殖［１９］。最近研究还

表明核仁素通过增强ＡＢＣＡ１的ｍＲＮＡ稳定性，随后
增加胆固醇流出，抑制泡沫细胞的形成［２０］。上述研

究表明，核仁素的 ＲＮＡ结合特性，是其调节细胞的
生长与增殖等多种生物学功能的关键。做为 ＲＮＡ
结合蛋白，核仁素是否通过 ＲＮＡ结合域与表型转化
相关基因的ｍＲＮＡ相结合，调控他们的稳定性及表
达，进而在ＡｎｇⅡ所致 ＶＳＭＣｓ表型转化作用中起作
用呢？这些均需要进一步研究。

本研究初步证实了核仁素在 ＡｎｇⅡ所致 ＶＳＭＣｓ
表型转化中发挥重要作用，而核仁素的表达上调和

移位可能参与 ＡｎｇＩＩ诱导的 ＶＳＭＣｓ表型转化。
ＶＳＭＣｓ表型转化过程极其复杂，我们的研究很可能
为ＶＳＭＣｓ表型转化的调节机制研究提供了一个新
的视角，根据目前结果结合相关文献推测核仁素可

能通过其胞浆定位功能参与介导 ＶＳＭＣｓ表型转化
相关基因的调控，影响相关基因表达，进而发挥促进

表型转化作用。因此，核仁素也很有可能成为高血

压、动脉粥样硬化和血管成形术后再狭窄等心血管

病治疗的一个新的药物治疗靶点。
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