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　　基金项目：江苏省镇江市社会发展项目（ＳＨ２０１８０５５）

作者单位：２１２０００　镇江，江苏大学医学院（魏利超）；２１４４００　江阴市人民医院神经外科（吴）

通讯作者：吴，电子信箱：ｗｕｍｉｎ６５０８２２＠ｓｉｎａ．ｃｏｍ

过表达 ＮＦ－κＢ对血管平滑肌细胞增殖与凋亡的影响
魏利超　吴　

摘　要　目的　为了明确过表达 ＮＦ－κＢ对血管平滑肌细胞增殖和凋亡中的作用。方法　将血管平滑肌细胞 ＨＡ－ＶＳＭＣ
分为正常对照组、ＮＦ－κＢ过表达组和空载组。通过构建 ＮＦ－κＢ过表达载体，转染 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞后，通过 ＭＴＴ检测各组
ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞的增殖情况，流式细胞仪检测 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞凋亡情况，ＷＢ检测各组 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞 ＮＦ－κＢ相对表达情
况。结果　通过酶切验证证明 ＮＦ－κＢ过表达载体构建正确；成功转染 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞后，ＭＴＴ检测结果显示 ＮＦ－κＢ被激活

·２３１·

　·论　　著· ＪＭｅｄＲｅｓ，Ａｕｇｕｓｔ２０２０，Ｖｏｌ．４９Ｎｏ．８　　



可以抑制 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞增殖；流式检测细胞凋亡结果也证实 ＮＦ－κＢ激活可以促进细胞凋亡。结论　ＮＦ－κＢ表达升高会抑

制血管平滑肌细胞的增殖并促进血管平滑肌细胞的凋亡。

关键词　ＮＦ－κＢ　ＨＡ－ＶＳＭＣ　细胞增殖　细胞凋亡
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　ＴｏｃｌａｒｉｆｙｔｈｅｒｏｌｅｏｆｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦ－κＢｉｎｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌｓ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　ＴｈｅｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌＨＡ－ＶＳＭＣｗａｓｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ＮＦ－κＢｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｇｒｏｕｐａｎｄ

ｅｍｐｔｙｇｒｏｕｐ．ＡｆｔｅｒＮＦ－κＢｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄａｎｄｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＡ－ＶＳＭＣｃｅｌｌｓ，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＨＡ－ＶＳＭＣ

ｃｅｌｌｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＭＴＴ．ＡｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＡ－ＶＳＭＣｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙａｎｄＮＦ－κＢｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＡ－

ＶＳＭＣｃｅｌｌｓｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷＢ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅＮＦ－κＢｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｖｅｃｔｏｒｗａｓｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｃｏｒｒｅｃｔｌｙｂｙｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎｅｎｚｙｍｅｄｉｇｅｓｔｉｏｎ．

ＡｆｔｅｒｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎｉｎｔｏＨＡ－ＶＳＭＣｃｅｌｌｓ，ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓａｌｓｏｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｈａｔＮＦ－κＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｐｒｏｍｏｔｅｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ．ＭＴＴ

ａｓｓａｙｓｈｏｗｅｄｔｈａｔＮＦ－κＢａｃｔｉｖａｔｉｏｎｃｏｕｌｄｉｎｈｉｂｉｔＨＡ－ＶＳＭＣｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＦ－κＢｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅ

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓａｎｄｐｒｏｍｏｔｅｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ＮＦ－κＢ；ＨＡ－ＶＳＭＣ；Ｃｅｌｌｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ；Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）是正常血管壁结构的
主要细胞成分，它能够通过协调血管的舒张和收缩功

能而维持血管的张力和弹性，从而在调节血流量和血

压的过程中发挥作用；心血管疾病的发生、发展与血

管平滑肌细胞的功能改变密切相关
［１］
。血管壁的形

态和结构并不是固定的，而血管壁重塑的重要细胞基

础是 ＶＳＭＣｓ，当血管接受到生物信号或化学刺激时，
ＶＳＭＣｓ通过分泌的细胞外基质（ＥＣＭ）维持基本的血
管功能

［２］
。ＶＳＭＣｓ表型的转化主要导致其结构和功

能的改变，这种结构和功能的改变在动脉粥样硬化

症、高血压和血管成型术后再狭窄等大多数心血管系

统疾病的发展过程中发挥了关键的作用
［３］
。

核因子 ＫａｐｐａＢ（ＮＦ－κＢ）是一种在真核生物细胞
内普遍表达的转录因子，最初被发现时是一种可以与

免疫球蛋白κ轻链基因的κ增强子结核的Ｂ细胞核蛋
白。ＮＦ－κＢ含有一个由 ３００个氨基酸构成的高度保
守的 Ｎ－末端区域，称为 Ｒｅｌ－同源结构域（ＲＨＤ）［４］。
通过该结构域，不同的 ＮＦ－κＢ成员可以相互作用形
成各种同源或者异源二聚体并与靶基因的启动子或增

强子区域中的 κＢ序列元件结合，进而参与对靶基因的
调节

［５］
。研究表明，ＮＦ－κＢ被激活后，即通过信号转

导途径启动一系列联式翻译，可以促进多种细胞因子、

黏附因子、化学因子和生长因子等的表达
［６～９］

。本研

究通过上调 ＮＦ－κＢ来研究其对血管平滑肌细胞增殖
和凋亡的影响，为治疗动脉粥样硬化、血管成形术后在

狭窄和其他血管增殖性病变提供新思路。

材料与方法

１．材料：人主动脉平滑肌细胞 ＨＡ－ＶＳＭＣ购自

中国科学院细胞库；质粒小提试剂盒和普通琼脂糖凝

胶 ＤＮＡ回收试剂盒购自天根生物公司；Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ

和 ＤＭＥＭ购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司；Ｌ－谷氨酰胺购自中
国 Ｓｏｌａｒｂｉｏ公司；超敏发光液购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；ＭＴＴ细胞增殖试剂盒购自凯基生物；
Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；鼠单克
隆抗体 ＧＡＰＤＨ购自中杉金桥公司；兔单克隆抗体
ＮＦ－κＢｐ６５购自英国 Ａｂｃａｍ公司；ＮｏｖｏＣｙｔｅＴＭ流式
细胞仪 ＮｏｖｏＣｙｔｅ２０６０Ｒ购自艾森生物（杭州）有限公
司；蛋白垂直电泳仪购自美国 Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司；超高灵
敏度化学发光成像系统购自伯乐生命医学产品（上

海）有限公司。

２．载体构建：ＮＣＢＩ查找 ＮＦ－κＢ基因的 ＣＤＳ序
列，引入酶切位点（ＢｓｔＢＩ／ＢａｍＨＩ）送通用生物合成
ｃｄｓ区基因片段（克隆至 ｐｌｖｘｐｕｒｏ载体）。质粒 ＮＦ－
κＢ－ｐｌｖｘｐｕｒｏ转化大肠杆菌 ＤＨ５α感受态细胞，在含
有氨苄青霉素的 ＬＢ平板上培养过夜，抽提质粒并酶
切验证。

３．实验分组：载体转染 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞实验分
为３组，即对照组、空载组和 ＮＦ－κＢ过表达组。接
种细胞至８０％汇合度时转染，前一天接种或换液，取
出质粒，使用 Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ 培养基稀释，制备质粒
ＤＮＡ预混液，充分混匀。避光室温孵育 ５ｍｉｎ。使用
Ｏｐｔｉ－ＭＥＭ培养基稀释 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００试剂 －
充分混匀，避光室温孵育 ５ｍｉｎ。在每管已稀释的 Ｌｉ
ｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ ３０００试剂中加入稀释的质粒 ＤＮＡ，室温
避光孵育１ｈ。加入 ＤＮＡ－脂质体复合物至细胞中。
放入３７℃，５％ＣＯ２培养箱孵育细胞。

·３３１·
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４．ＭＴＴ检测各组细胞的增殖情况：将 ＨＡ－
ＶＳＭＣ细胞接种于 ９６孔板培养（约 ２×１０３个／孔），
置３７℃ ５％ＣＯ２细胞培养箱培养 ２４ｈ；按照要求在相
应的实验分组中加入 ＮＦ－κＢ抑制剂 ＩＭＤ－０３５４；将
９６孔板在３７℃ ５％ＣＯ２细胞培养箱继续孵育 ４８ｈ；将
５×ＭＴＴ用 ＤｉｌｕｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ稀释成 １×ＭＴＴ；每孔加
５０μｌ１×ＭＴＴ，在 ３７℃孵育 ４ｈ，使 ＭＴＴ还原为甲硂；
吸出上清液，每孔加 １５０μｌＤＭＳＯ使甲硂溶解，用平
板摇床摇匀；酶标仪在 ５５０ｎｍ波长处检测各孔的吸
光度。

５．流式细胞仪检测各组细胞的凋亡情况：将细
胞接种于 ６孔板，当细胞汇合度达到 ５０％ ～７０％
时，按实验分组进行操作，４８ｈ后，离心收集各组细
胞，细胞量为 ５×１０５个／组。用双蒸水稀释 ５×
ＢｉｎｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ为 １×工作液，取 ５００μｌ１×Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞。每管加入 ５μｌＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ
轻柔混匀后加入 １０μｌＰＩ，缓慢涡旋混匀后于室温下
避光孵育 ５ｍｉｎ。在流式细胞仪上，通过 ＦＩＴＣ检测
通道（通常为 ＦＬ１）检测 ＡｎｎｅｘｉｎＶ－ＦＩＴＣ（Ｅｘ＝
４８８ｎｍ；Ｅｍ＝５３０ｎｍ）和通过 ＰＥ检测通道（通常为
ＦＬ２）检测 ＰＩ。

６．蛋白质印迹法检测各组细胞 ＮＦ－κＢ的表达
情况：收集转染７２ｈ后的各组细胞，用 ＰＢＳ洗涤细胞
３次，加入细胞裂解液，冰上裂解 ３０ｍｉｎ后，４℃下
１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，小心吸取上清，获得各组细
胞总蛋白。根据 ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓度。蛋白煮
沸变性后上样，再进行十二烷基苯磺酸钠凝胶电泳

１～２ｈ后湿法转膜３０～５０ｍｉｎ。４℃孵育一抗过夜；二
抗溶液中室温孵育 １～２ｈ。最后通过滴加 ＥＣＬ曝光
液，在凝胶成像系统中曝光。利用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件
进行各抗体条带灰度值的分析。

７．统计学方法：采用 ＳＰＳＳ１９．０统计学软件对数
据进行统计分析，符合正态分布的计量资料采用样本

均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，采用单因素方差分析，以
Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

结　　果
１．人主动脉平滑肌细胞的培养：ＨＡ－ＶＳＭＣ培

养的细胞的生长状态良好，详见图１。
２．ＮＦ－κＢ过表达载体鉴定结果：用 ＢｓｔＢＩ／Ｂａｍ

ＨＩ对抽提的质粒 ＮＦ－κＢ－ｐｌｖｘｐｕｒｏ进行双酶切（图
２），条带与理论值相符，证明质粒 ＮＦ－κＢ－ｐｌｖｘｐｕｒｏ
为正确质粒。

３．ＮＦ－κＢ过表达载体转染验证：与对照组比

图 １　日常细胞培养显微镜拍照（×１００）

　

图 ２　酶切产物经 １％琼脂糖凝胶电泳检测条带
Ｍ．ＤＬ１５０００ｍａｋｅｒ；１．ＮＦ－κＢ－ｐｌｖｘｐｕｒｏ质粒；

２．ＮＦ－κＢ－ｐｌｖｘｐｕｒｏ／ＢｓｔＢＩ／ＢａｍＨＩ

　

较，ＮＦ－κＢ过表达组的 ＮＦ－κＢ的表达明显升高，差
异有统计学意义（Ｐ＜０．０５，图３）。

图 ３　ＮＦ－κＢ过表达载体转染验证

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　
·４３１·
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４．ＭＴＴ检测细胞增殖的结果：用 ＭＴＴ法检测各
组 ＨＡ－ＶＳＭＣ不同时间点的增殖情况，与对照组比

较，ＮＦ－κＢ过表达组细胞的增殖率一直处于较低水
平，差异有统计学意义（Ｐ＜００５），详见图４。

图 ４　ＭＴＴ检测细胞增殖的结果

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

　　５．流式检测细胞凋亡结果：流式细胞仪检测各组
ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞的凋亡情况，与对照组比较，ＮＦ－κＢ

过表达组细胞凋亡明显升高，差异有统计学意义（Ｐ
＜０．０５），详见图５。

图 ５　流式细胞仪检测细胞凋亡的结果

与对照组比较，Ｐ＜０．０５

　

讨　　论
近年来，我国心脑血管疾病发生率不断增长，初

步估计２０１６年我国心脑血管疾病患者人数约为 ２．９
亿，心脑血管疾病死亡人数占居民疾病死亡人数

４０％以上，位居首位，高于肿瘤及其他疾病。心脑血
管疾病已成为危害我国居民身体健康的重大疾

病
［１０］
。越来越多的研究表明，血管平滑肌细胞在血

管壁发生病变时扮演着重要的角色
［１１］
。转录因子

ＮＦ－κＢ是一种调节炎症和免疫相关基因的转录因
子

［１２，１３］
。已有研究证明 ＮＦ－κＢ可以通过诱导 ｍｉ

ｃｒｏＲＮＡ从而影响血管平滑肌细胞的增殖与迁移［１４］
。

本研究目的旨在研究活化的 ＮＦ－κＢ对血管平
滑肌细胞增殖和凋亡的影响，通过构建 ＮＦ－κＢ过表
达载体来上调 ＮＦ－κＢ的表达，通过 ＭＴＴ法和流式

·５３１·
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细胞仪来检测各组 ＨＡ－ＶＳＭＣｓ的增殖和凋亡情况。
ＭＴＴ结果显示，与对照组细胞比较，ＮＦ－κＢ过表达
组细胞的增殖率一直处于较低水平，说明 ＮＦ－κＢ被
激活可以抑制 ＨＡ－ＶＳＭＣ增殖。为验证 ＭＴＴ的结
果，利用流式细胞仪来检测各组 ＨＡ－ＶＳＭＣｓ的凋亡
情况，结果发现 ＮＦ－κＢ过表达组细胞较正常对照组
细胞的凋亡率偏高，其结果与 ＭＴＴ检测的结果一致，
得出过表达 ＮＦ－κＢ可以促进 ＨＡ－ＶＳＭＣ凋亡，ＷＢ
检测各组 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞 ＮＦ－κＢ表达情况，结果
验证 ＮＦ－κＢ过表达组作用于 ＨＡ－ＶＳＭＣ细胞可以
提高 ＮＦ－κＢ的表达。

多项研究表明，ＮＦ－κＢ通路的激活介导 ＴＮＦ－
α、ＩＬ－１和 ＩＬ－６等促炎性因子的转录以及各种趋
化因子的产生。这些可溶性因子与其特异性受体结

合，诱导血管舒张以及单核细胞和中性粒细胞向炎症

部位的迁移
［１５，１６］

。关于 ＮＦ－κＢ介导的炎性反应在
心脑血管疾病的发生、发展中的作用值得进一步探

讨。本实验未做深入探究，这也是本研究的不足之

处。血管平滑肌细胞的异常增殖是高血压、动脉粥样

硬化等许多心脑血管病的主要病理特征，然而涉及参

与其异常增殖、分化、迁移等过程相关分子机制却一

直未见阐明。

综上所述，本研究通过对过表达 ＮＦ－κＢ会抑制
血管平滑肌细胞的增殖并促进血管平滑肌细胞的凋

亡，为心脑血管疾病的基因靶向治疗的研究提供了方

向。在后续研究中，对 ＮＦ－κＢ影响血管平滑肌细胞
增殖和凋亡机制进行深入探讨，为阐明血管平滑肌细

胞异常增殖、分化、迁移等过程，也为治疗动脉粥样硬

化、血管成形术后再狭窄和其他心脑血管增殖性病变

提供新思路。
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