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摘要：目的　 探讨周期性高张应变对血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ）Ｓｒｃ ／ Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２
（Ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ２，ＲＵＮＸ２）的影响，及其在 ＶＳＭＣｓ 迁移过程中的调控作用。 方法　 应用 ＦＸ⁃５０００ Ｔ
张应变加载系统，对 ＶＳＭＣｓ 施加幅度为 ５％ （模拟生理条件）和 １５％ （模拟高血压病理条件）的张应变；Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ检测 ＶＳＭＣｓ 内 ＲＵＮＸ２ 和磷酸化 Ｓｒｃ 表达量；ＩＰＡ 生物信息学分析 Ｓｒｃ 对 ＲＵＮＸ２ 的调控作用；小干扰 ＲＮＡ
（ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ， ｓｉＲＮＡ）转染下调 ＶＳＭＣｓ 中 ＲＵＮＸ２ 表达，Ｓｒｃ 抑制剂⁃１ 抑制细胞内 Ｓｒｃ 激酶活性；利用划痕

愈合实验检测 ＶＳＭＣｓ 的迁移能力。 结果　 １５％ 高张应变显著增强 ＶＳＭＣｓ 内 ＲＵＮＸ２ 的表达水平；静态和 １５％ 张应

变加载条件下，降低 ＲＵＮＸ２ 的表达均显著抑制 ＶＳＭＣｓ 的迁移。 ＩＰＡ 结果提示 Ｓｒｃ 激酶可能通过多种分子调控

ＲＵＮＸ２，且抑制 Ｓｒｃ 活性后 ＲＵＮＸ２ 的表达量显著降低；在施加 １５％ 高周期性张应变的同时抑制 Ｓｒｃ 活性，高张应变

诱导的 ＲＵＮＸ２ 表达与 ＶＳＭＣｓ 迁移被逆转。 结论　 高张应变上调 Ｓｒｃ 激酶磷酸化促进 ＲＵＮＸ２ 的表达，进而诱导

ＶＳＭＣｓ 异常迁移。 探讨张应变力学刺激调控 ＶＳＭＣｓ 迁移的力学生物学分子机制，对于揭示血管生理稳态维持和

血管病理重建的分子机制具有一定意义，并为寻找高血压血管重建临床诊断、治疗的转化研究提供了新视角。
关键词： 周期性张应变； Ｓｒｃ 激酶； 血管平滑肌细胞； 细胞迁移； 血管重建
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　 　 高血压是心衰、动脉粥样硬化、心肌梗塞等心

血管疾病的重要危险因素，根据《中国心血管健康

与疾病报告 ２０１９》，我国现有高血压患者 ２􀆰 ４５ 亿，
其巨额治疗费用造成家庭、社会和国家的沉重负

担［１］。 研究表明，升高的血压会导致血管重建，主
要表现为血管平滑肌细胞（ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ
ｃｅｌｌｓ， ＶＳＭＣｓ）增殖、迁移等功能异常和细胞外基质

成分改变。 适量的血管重建对血管适应外界环境

变化至关重要，但过度重建会导致血管顺应性降

低、血管壁增厚、管腔狭窄等严重后果［２］。 血流动

力学因素、血管活性物质、生长因子和多种炎症介

质等都可以导致血管重建，其中高血压作用下血管

承载的周期性张应变幅度可达 １４％ ～１８％ ［３⁃４］，远超

正常血管所承受的 ５％ ～ １０％ ［５］。 本课题组前期研

究表明，周期性高张应变在高血压血管重建过程中

起到直接而且明显的作用。 例如，在高张应变诱导

下，内皮细胞（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＥＣｓ）释放的细胞外

囊泡显著促进 ＥＣｓ 的凋亡，同时促进 ＥＣｓ 与炎症细

胞的黏附［６］；周期性高张应变激活 ｐ６６Ｓｈｃ的磷酸化，
诱导 ＥＣｓ 产生更多超氧阴离子的同时降低对一氧

化氮（ＮＯ）的利用度，加剧血管内皮功能障碍［７］。
从张应变诱导血管重建的角度深入阐明高血压疾

病的力学生物学机制，对于预防和治疗高血压疾病

具有重要的意义。
正常生理条件下，ＶＳＭＣｓ 位于血管中膜层，是

血管保持收缩性的主要细胞。 ＶＳＭＣｓ 维持收缩表

型，表达更多的收缩相关蛋白［８］，例如平滑肌肌动

蛋白、钙蛋白、平滑肌肌球蛋白重链和平滑肌蛋

白 ２２等，同时具有较低的增殖、迁移、凋亡率。 大量

的研究证实，在病理性血管重建过程中，ＶＳＭＣｓ 的

迁移功能发生了明显的变化。 在体外对 ＶＳＭＣｓ 施

加血小板衍生生长因子刺激显著促进 ＶＳＭＣｓ 迁移，
参与动脉粥样硬化小鼠胸主动脉血管重建［９］。 内

膜损伤后，小窝蛋白 Ｃａｖ⁃１ 的缺失导致基质金属蛋

白酶 １４ 表达上调，促进了 ＶＳＭＣｓ 迁移［１０］。 原发性

高血压大鼠中，ｍｉＲ⁃１５５⁃５ｐ 含量降低，促进血管紧

张素转换酶与其下游产物血管紧张素、超氧离子、
炎症因子的表达，诱导 ＶＳＭＣｓ 迁移［１１］。 上述研究

表明，ＶＳＭＣｓ 异常迁移在多种心血管疾病血管重建

过程中至关重要，但其分子机制尚未完全阐明。
Ｒｕｎｔ 相关转录因子 ２（Ｒｕｎｔ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

ｆａｃｔｏｒ ２，ＲＵＮＸ２）是一类重要的转录调控因子，激活

后发生核质转位进入细胞核，调控下游基因的表

达［１２］。 现有关于 ＲＵＮＸ２ 的研究主要聚焦于骨骼发

育过程中，敲除 ＲＵＮＸ２ 不仅导致小鼠胚胎死亡，而
且导致小鼠骨骼系统的不完全骨化［１３］。 近年研究

揭示，ＲＵＮＸ２ 促进癌症细胞的迁移、侵袭，影响多种

癌症发展进程［１４⁃１５］。 在心血管疾病中，ＲＵＮＸ２ 的上

调与血管钙化、血管僵硬和动脉粥样硬化显著相

关，细胞外调节蛋白激酶 （ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅｓ，ＥＲＫ） ／丝裂原活化蛋白激酶和磷脂

酰肌醇⁃３ 激酶 （ ｐｈｏｓｐｈｏｉｎｏｓｉｔｉｄｅ ３⁃ｋｉｎａｓｅ， ＰＩ３Ｋ） ／
ＡＫＴ 信号通路分别通过激活 ＲＵＮＸ２ 乙酰化和

ＲＵＮＸ２ 磷酸化调控血管钙化过程［１２］。 最近研究表

明，细胞可以通过整合素 β１⁃ＥＲＫ１⁃ＲＵＮＸ２ 途径将

生物力学信号从细胞外基质传递至细胞内部，提示
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ＲＵＮＸ２ 可以响应细胞力学刺激，在细胞功能调控中

发挥重要作用［１６］。 但张应变如何调控 ＲＵＮＸ２ 及其

在 ＶＳＭＣｓ 迁移功能中的作用，目前并不清楚。
本文应用 ＦＸ⁃５０００ Ｔ 周期性张应变加载系统，

体外模拟在体 ＶＳＭＣｓ 受到的生理性张应变和高血

压病理性高张应变，探讨张应变力学刺激对 ＲＵＮＸ２
表达的影响；应用生物信息学、小干扰 ＲＮＡ（ ｓｍａｌｌ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡｓ， ｓｉＲＮＡｓ）转染等方法，探讨张应变

调控 ＲＵＮＸ２ 的可能分子机制及其在 ＶＳＭＣｓ 迁移中

的作用。 本文通过探究周期性高张应变诱导

ＶＳＭＣｓ 迁移的机制，为高血压条件下血管重建的分

子机制提供新的实验依据与研究思路。

１　 材料和方法

１􀆰 １　 原代细胞培养

　 　 体重 １８０～２００ ｇ 雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ Ｄａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠

（北京维通利华实验技术有限公司），腹腔注射 １％
戊巴比妥钠麻醉后无菌条件下取胸主动脉，使用组

织块贴壁法分离并培养原代 ＶＳＭＣｓ。 将血管剪成

约为 １ ｍｍ３ 组织块，加入少量含有 １０％ 小牛血清、
双抗的杜氏改良伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ’ｓ ｍｅｄｉｕｍ， ＤＭＥＭ）（Ｇｉｂｃｏ 公司， 美国），使组

织块均匀地平铺于培养皿底。 将细胞置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 细胞培养箱中培养。
１􀆰 ２　 ＶＳＭＣｓ 周期性张应变加载

　 　 将 ＶＳＭＣｓ 以 ２×１０５ 个 ／孔密度种植于 Ｆｌｅｘｅｒｃｅｌｌ
六孔细胞培养板，待细胞贴壁后加入 ＤＭＥＭ 培养液

进行同步化处理 ２４ ｈ。 应用 ＦＸ⁃５０００ Ｔ 细胞张应变

加载系统对 ＶＳＭＣｓ 施加频率 １􀆰 ２５ Ｈｚ、幅度 ５％ 或

１５％的周期性张应变，加载时间 ２４ ｈ。 ５％ 幅度模拟

体内生理条件下 ＶＳＭＣｓ 承载的周期性张应变，１５％
幅度模拟体内高血压条件下 ＶＳＭＣｓ 承载的周期性

高张应变。
１􀆰 ３　 ＲＮＡ 干扰实验

　 　 ＲＵＮＸ２ 的 ｓｉＲＮＡ 片段由上海吉玛公司设计并

合成，序列信息如下：５’⁃ＣＧＵＣ ＣＵＡＵ ＣＡＧＵ ＵＣＣＣ
ＡＡＵＴ Ｔ⁃３’ （正向），５’⁃ＡＵＵＧ ＧＧＡＡ ＣＵＧＡ ＵＡＧＧ
ＡＣＧＴ Ｔ⁃３’ （反向）；阴性对照 （ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ，
ＮＣ）序列信息如下：５’⁃ＵＵＣＵ ＣＣＧＡ ＡＣＧＵ ＧＵＣＡ
ＣＧＵＴ Ｔ⁃３’ （正向），５’⁃ＡＣＧＵ ＧＡＣＡ ＣＧＵＵ ＣＧＧＡ
ＧＡＡＴ Ｔ⁃３’ （反向）。 使用 ＤＥＰＣ 水将 ｓｉＲＮＡ 片段

干粉溶解成为 ２０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 溶液。
将 ＶＳＭＣｓ 以 １×１０５ 个 ／孔密度种植于细胞培养

板上， 待 细 胞 贴 壁 后 进 行 转 染。 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＴＭ２０００（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）与 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ
（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）按照 １ ∶５０ 比例混匀，
ｓｉＲＮＡ 干扰片段与 ｏｐｔｉ⁃ＭＥＭ 按照 １ ∶ ５０ 的比例混

匀，分别放置 ５ ｍｉｎ 后将以上两种混合溶液等比例

混合成为干扰溶液，室温放置 １５ ｍｉｎ。 使用 ＤＭＥＭ
培养液清洗细胞两次，分别加入 ０􀆰 ５ ｍＬ ＤＭＥＭ 培

养液与０􀆰 ５ ｍＬ干扰溶液，混合均匀后放置于 ３７ ℃、
５％ ＣＯ２ 培养箱中培养，６ ～ ８ ｈ 后补充 １ ｍＬ 含 １０％
小牛血清的 ＤＭＥＭ 培养液，共转染 ４８ ｈ。
１􀆰 ４　 划痕愈合实验

　 　 使用划痕愈合实验检测 ＶＳＭＣｓ 的迁移能力。
将 ＶＳＭＣｓ 以 ２ × １０５ 个 ／孔密度种植于细胞培养板

上，使用小枪头对细胞进行“十”字型划痕，２４ ｈ 后

拍照记录细胞的划痕愈合情况。 每孔细胞至少选

取两个区域，使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件对划痕愈合面积进

行统计。 划痕愈合率的计算公式为：
划痕愈合率 ＝ ［（初始时刻划痕面积－某时刻划

痕面积） ／初始时刻划痕面积］×１００％
１􀆰 ５　 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ
　 　 使用 ＴＲＩｚｏｌ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司，美国）法提

取细胞内总 ＲＮＡ。 ＲＮＡ 反转录实验使用 ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ
Ｆｉｒｓｔ Ｓｔｒａｎｄ ｃＤＮＡ Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ Ｋｉｔ（Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公

司，美国），并按照厂商的说明书进行实验操作。
实时荧光定量 ＰＣＲ 反应使用 ＳＹＢＲ 试剂盒

（Ｔａｋａｒａ 公司，日本），引物由生工生物工程有限公

司合成，ＧＡＰＤＨ 序列如下：５’⁃ＧＧＣＡ ＡＧＧＴ ＣＡＴＣ
ＣＣＡＧ ＡＧＣ⁃３’ （正向）， ５ ’⁃ＣＣＣＡ ＧＧＡＴ ＧＣＣＣ
ＴＴＴＡ ＧＴＧＧ⁃３’ （反向）； ＲＵＮＸ２ 序列如下： ５’⁃
ＣＣＡＡ ＧＡＡＧ ＧＣＡＣ ＡＧＡＣ ＡＧＡＡ⁃３’ （正向）， ５’⁃
ＡＴＡＣ ＴＧＧＧ ＡＴＧＡ ＧＧＡＡ ＴＧＣＧ⁃３’ （反向）。 使用

２－ΔΔＣｔ法分析比较目标基因的相对表达量。
１􀆰 ６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔｔｉｎｇ 实验

　 　 使用聚丙烯酰胺凝胶分离蛋白后，将蛋白转印

至聚偏二氟乙烯膜上。 于 ＴＢＳＴ 溶液配置的 ５％ 脱

脂牛奶封闭液中室温封闭 １ ｈ 后，分别加入 ＲＵＮＸ２
（１ ∶ ５００，上海碧云天生物技术有限公司）， Ｐｈｏｓ⁃
ｐｈａｔｅ⁃Ｓｒｃ Ｙ４１６ （１ ∶ １０００， Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ
公司，美国），ＧＡＰＤＨ（１ ∶１ ０００，武汉三鹰生物技术
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有限公司）一抗溶液，４ ℃孵育过夜。 ＴＢＳＴ 溶液洗

涤条带后室温孵育辣根过氧化物酶标记的二抗

（１ ∶１ ０００，Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司，美国）２ ｈ，
洗涤后使用超敏化学发光试剂盒（上海碧云天生物

技术有限公司）显色，经过化学发光显色仪（ Ｌｉｃｏｒ
公司，美国）记录蛋白条带灰度值，Ｉｍａｇｅ Ｓｔｕｄｉｏ 进

行图像灰度分析。
１􀆰 ７　 统计学方法

　 　 本文所涉及的所有实验均至少独立重复 ４ 次，
实验组的数据以均值±标准差的形式表示。 两组间

数据使用配对 ｔ 检验来检测统计学差异，Ｐ＜０􀆰 ０５ 表

示差异具有统计学意义。 使用 Ｇｒａｐｈｐａｄ Ｐｒｉｓｍ ７􀆰 ０
软件进行统计分析并绘制统计图。

２　 结果

２􀆰 １　 周期性高张应变促进 ＲＵＮＸ２ 的表达

　 　 ５％ 周期性张应变（模拟正常生理条件）和 １５％
周期性高张应变（模拟高血压病理条件）加载 ２４ ｈ
后，检测 ＶＳＭＣｓ 内 ＲＵＮＸ２ 的表达量情况。 结果显

示，１５％ 高张应变显著上调 ＲＵＮＸ２ 的表达水平；与
５％ 张应变组相比，平均 ＲＵＮＸ２ 蛋白表达水平升高

至 １􀆰 ５４ 倍（见图 １）。 实验室前期的实验结果表明，
加载 １５％ 高张应变后， ＶＳＭＣｓ 迁移能力显著增

强［１７］。 综合以上结果，本文提出假设，ＲＵＮＸ２ 可能

参与调控高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移。

图 １　 不同张应变加载 ２４ ｈ 后 ＲＵＮＸ２ 的表达水平

Ｆｉｇ．１　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ
ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ２４ ｈ

注：∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ５。

２􀆰 ２　 ＲＵＮＸ２ 调控 ＶＳＭＣｓ 的迁移

　 　 为探究 ＲＵＮＸ２ 是否在 ＶＳＭＣｓ 迁移过程中发挥

调控作用，应用 ｓｉＲＮＡ 转染技术下调 ＶＳＭＣｓ 内

ＲＵＮＸ２。 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔｔｉｎｇ 结果显示，干
扰 ２４、４８ ｈ 后，ＲＵＮＸ２ 在 ｍＲＮＡ 与蛋白质水平的含

量分别降低至干扰前的 ０􀆰 ３８ 倍与 ０􀆰 ６２ 倍，干扰效

图 ２　 干扰 ＲＵＮＸ２ 后 ＶＳＭＣｓ的迁移能力

Ｆｉｇ．２ 　 ＶＳＭＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｆｔｅｒ ＲＵＮＸ２ ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ 　
（ａ） Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＲＵＮＸ２ ｉｎ ＶＳＭＣｓ
ａｆｔｅｒ ＲＵＮＸ２ ｓｉＲＮＡ， （ｂ） Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ＶＳＭＣｓ ａｆｔｅｒ
ＲＵＮＸ２ ｓｉＲＮＡ ｕｎｄｅｒ ｓｔａｔｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ， （ ｃ）Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ
ｏｆ ＶＳＭＣｓ ａｆｔｅｒ ＲＵＮＸ２ ｓｉＲＮＡ ｕｎｄｅｒ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

注：∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，∗∗∗∗Ｐ＜ ０􀆰 ０００ １；标尺 ＝ ５００ μｍ；ＣＳ：周期性张应

变；Ｓｒｃ ＩＮ：Ｓｒｃ 抑制剂⁃１。

果良好［见图 ２（ ａ）］。 干扰 ２４ ｈ 后对 ＶＳＭＣｓ 进行

划痕，２４ ｈ 后检测愈合能力，结果显示，在静态条件

下，ＲＵＮＸ２ 干扰组 ＶＳＭＣｓ 的划痕愈合能力显著降

低至对照组的 ０􀆰 ５２ 倍［见图 ２（ｂ）］。 干扰 ２４ ｈ 后

再对细胞进行划痕并施加 １５％ 的周期性张应变，
２４ ｈ后对 ＶＳＭＣｓ 的划痕愈合能力进行检测。 结果

显示，ＲＵＮＸ２ 干扰组 ＶＳＭＣｓ 的划痕愈合能力亦显
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著降低，至对照组的 ０􀆰 ２８ 倍，提示 ＲＵＮＸ２ 参与高

张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移［见图 ２（ｃ）］。
２􀆰 ３　 Ｓｒｃ 激酶调控 ＲＵＮＸ２ 表达

　 　 应用 ＩＰＡ（Ｉｎｇｅｎｕｉｔｙ Ｐａｔｈｗａｙ Ａｎａｌｙｓｉｓ）生物学信

息软件 （ Ｑｉａｇｅｎ 公司， 德国 ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｑｉａｇｅｎ⁃

ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓ． ｃｏｍ ／ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ／ ｉｎｇｅｎｕｉｔｙｐａｔｈｗａｙ⁃ａｎａｌｙ⁃
ｓｉｓ， ｃｏｎｔｅｎｔ ｖｅｒｓｉｏｎ： ６２０８９８６１ ／ ） 分析、 预测调控

ＲＵＮＸ２ 的上游靶分子。 结果显示，在所有可能调控

ＲＵＮＸ２ 的上游基因中有 ２６ 个可以被 Ｓｒｃ 激酶调控，
其中与细胞迁移功能相关的分子有 ２１ 个（见图 ３）。

图 ３　 ＩＰＡ 预测 Ｓｒｃ 可能通过多种信号分子调控 ＲＵＮＸ２
Ｆｉｇ．３　 Ｓｒｃ ｒｅｇｕｌａｔｅｓ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｖｉａ ｖａｒｉｏｕｓ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｂｙ ＩＰＡ

图 ４　 Ｓｒｃ 调控 ＲＵＮＸ２ 表达

Ｆｉｇ．４　 Ｓｒｃ ｋｉｎａｓｅ ｉｓ ｔｈｅ ｕｐｓｔｒｅａｍ ｒｅｇｕｌａｔｏｒ ｏｆ ＲＵＮＸ２　
（ａ） ＲＵＮＸ２⁃ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｓｒｃ，
（ｂ） ＲＵＮＸ２⁃ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｓｒｃ

注：∗Ｐ＜０􀆰 ０５，∗∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ０００ １；Ｓｒｃ ＩＮ：Ｓｒｃ 抑制剂⁃１。

　 　 为进一步确定 Ｓｒｃ 对 ＲＵＮＸ２ 的调控作用，对
ＶＳＭＣｓ 施加 １０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｓｒｃ 抑制剂⁃１（Ｓｉｇｍａ 公司，
美国）以抑制 Ｓｒｃ 磷酸化激活，对照组 ＶＳＭＣｓ 施加

等量的 ＤＭＳＯ。 Ｓｒｃ 抑制剂⁃１ 是一种可以有效抑制

Ｓｒｃ 激酶活性的物质，常被用于 Ｓｒｃ 激酶介导的细胞

信号转导研究［１８］。 分别使用 ＲＴ⁃ｑＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测抑制 Ｓｒｃ 磷酸化后，ＶＳＭＣｓ 内 ＲＵＮＸ２
ｍＲＮＡ 和蛋白质的表达量。 结果显示，抑制 Ｓｒｃ 激

酶活性 ２４ ｈ 后，ＲＵＮＸ２ 的 ｍＲＮＡ 含量显著降低，为
对照组的 ０􀆰 ５６ 倍［见图 ４（ａ）］；同样地，ＲＵＮＸ２ 的

蛋白表达水平在抑制 Ｓｒｃ 磷酸化 ２４ ｈ 后显著降低

至对照组的 ０􀆰 ２９ 倍［见图 ４（ｂ）］。 上述结果提示，
Ｓｒｃ 是 ＲＵＮＸ２ 的重要上游调控分子。

２􀆰 ４　 高张应变上调 Ｓｒｃ 激酶活性调控 ＲＵＮＸ２
表达

　 　 对 ＶＳＭＣｓ 加载张应变应力刺激 ２４ ｈ 后检测

Ｓｒｃ 的磷酸化激活水平。 结果显示，与 ５％ 张应变对

照组相比，１５％ 高张应变加载后 Ｓｒｃ 的磷酸化激活

水平显著升高，平均升高 １􀆰 ５２ 倍（见图 ５）。

图 ５　 不同张应变加载 ２４ ｈ 后 ＶＳＭＣｓ 内 Ｓｒｃ 磷酸化

激活水平

Ｆｉｇ．５　 Ｓｒｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｙｃｌｉｃ
ｓｔｒｅｔｃｈ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｆｏｒ ２４ ｈ

进而探讨高张应变对于 ＲＵＮＸ２ 的上调是否依

赖 Ｓｒｃ 激酶激活。 对 ＶＳＭＣｓ 给予 Ｓｒｃ 抑制剂⁃１ 预处

理 １ ｈ 之后施加 １５％ 高张应变力学刺激，Ｗｅｓｔｅｒｎ

９９３　 　 　 　
李子通，等．Ｓｒｃ ／ ＲＵＮＸ２ 参与调控周期性高张应变诱导的血管平滑肌细胞迁移

ＬＩ Ｚｉｔｏｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｓｒｃ ／ ＲＵＮＸ２ Ｍｏｄｕｌａｔｅｓ ｔｈｅ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｓｍｏｏｔｈ Ｍｕｓｃｌｅ Ｃｅｌｌｓ Ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｃｙｃｌｉｃ Ｓｔｒｅｔｃｈ



ｂｌｏｔｔｉｎｇ 检测 ＲＵＮＸ２ 表达。 实验结果表明，１５％ 高

张应变加载条件下，抑制 Ｓｒｃ 磷酸化显著下调

ＲＵＮＸ２ 表达（见图 ６）。

图 ６　 １５％高张应变刺激下抑制 Ｓｒｃ 活性对 ＲＵＮＸ２
表达水平的影响

Ｆｉｇ．６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｓｒｃ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＲＵＮＸ２ ｅｘｐｒｅｓ⁃
ｓｉｏｎ ｕｎｄｅｒ １５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ

注：∗∗∗Ｐ＜０􀆰 ００１，ｎ＝ ４；Ｓｒｃ ＩＮ：Ｓｒｃ 抑制剂⁃１。

２􀆰 ５　 Ｓｒｃ 激酶参与高张应变诱导的 ＶＳＭＣｓ 迁移

　 　 划痕愈合实验结果显示，与只加入 ＤＭＳＯ 的对

照组相比，Ｓｒｃ 抑制剂显著降低 １５％ 高张应变条件

下 ＶＳＭＣｓ 迁移［见图 ７（ａ）］，ＶＳＭＣｓ 的划痕愈合能

力降低至未对照组的 ０􀆰 ４３ 倍［见图 ７（ｂ）］。
以上结果揭示，周期性高张应变上调的 ＲＵＮＸ２

表达和 ＶＳＭＣｓ 迁移可以被 Ｓｒｃ 抑制剂逆转，提示高

张应变调控的 ＲＵＮＸ２ 表达和 ＶＳＭＣｓ 迁移依赖 Ｓｒｃ
激酶的磷酸化。

图 ７　 １５％高张应变刺激下抑制 Ｓｒｃ 活性对 ＶＳＭＣｓ 迁移能力

的影响

Ｆｉｇ．７ 　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｓｒｃ ｒｅｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ＶＳＭＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ
１５％ ｃｙｃｌｉｃ ｓｔｒｅｔｃｈ 　 （ ａ） Ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｏｆ ＶＳＭＣｓ，
（ｂ） Ｈｉｓｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅ

注：∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１，ｎ＝ ４；标尺 ＝ ５００ μｍ；ＣＳ：周期性张应变； Ｓｒｃ ＩＮ：
Ｓｒｃ 抑制剂⁃１。

３　 讨论

　 　 在体条件下，血管中循环流动的血液主要对血

管壁产生 ３ 个方向的机械力：血液与血管内表面摩

擦产生的与血流方向平行的切应力，周期性脉动血

压引起的沿血管壁的周向应力，以及血液充盈产生

的垂直作用于血管壁的正压力［２］。 高血压条件下，
沿血管壁的周向应力显著增加，使得弹性血管壁形

变幅度明显增加，血管细胞暴露于高张应变力学环

境［５］。 异常升高的周向张应变诱导 ＶＳＭＣｓ 发生迁

移、凋亡、增殖等功能的变化，并合成大量细胞外基

质，参与高血压血管重建发生、发展［１９］。
研究表明，血管中膜层的 ＶＳＭＣｓ 承受张应变作

用，通过细胞膜、细胞浆和细胞核内多种力学感受

和响应分子，调控细胞功能。 如细胞膜上阳离子通

道 Ｐｉｅｚｏ１，在张应变和切应力等多种力学刺激下形

成同源多聚体，介导 Ｃａ２＋这一重要的胞内第 ２ 信使

内流［２０］；细胞核内的骨架蛋白 Ｅｍｅｒｉｎ 与 Ｌａｍｉｎ Ａ ／ Ｃ
受张应变力学刺激后，通过与具有序列特异性的染

色质结合调控多种基因转录和 ＶＳＭＣｓ 增殖、迁移功

能［２１］；胞浆内的多种激酶（例如黏着斑激酶、蛋白激

酶 Ｃ［２２］ ）、非编码 ＲＮＡ（例如 ｍｉｃｒｏＲＮＡ⁃１９ｂ［２３］ 和

ｍｉｃｒｏＲＮＡ１２４［２４］）等在张应变力学信号转导、细胞

功能调控中也起到重要作用。 本实验研究发现，高
张应变通过激活胞浆内重要信号分子 Ｓｒｃ 激酶磷酸

化诱导 ＶＳＭＣｓ 迁移。
Ｓｒｃ 是一类非受体型酪氨酸激酶，通过催化

ＡＴＰ 末端的磷酸基团转移到特定蛋白质底物上的

酪氨酸残基来激活下游信号分子，转导生物信

号［２５］。 Ｓｒｃ 参与了包括细胞增殖、细胞骨架调节、细
胞形状控制、细胞与基质的黏附动力学、细胞的运

动和迁移等在内的多种生物过程，在细胞稳态维持

和功能异常中具有重要作用［２６］。 Ｓｒｃ 激酶在癌症细

胞中的功能受到广泛关注。 Ｋａｐｌａｎ 等［２７］研究发现，
在咽喉癌中，Ｓｒｃ 通过介导 Ｅ⁃钙黏蛋白与 β⁃联环素

磷酸化促进细胞间的黏附连接，进而促进癌细胞迁

移。 Ｚｈａｎｇ 等［２８］研究证实，在直肠癌细胞系中，Ｓｒｃ
可以催化己糖激酶磷酸化增强葡萄糖向６⁃磷酸葡萄

糖的转化，促进细胞的迁移和侵袭。 在心血管系统

中，Ｓｒｃ 可以激活 Ｙｅｓ 相关蛋白上 Ｙ３５７ 位点的磷酸

化，进而调控 Ｇｐ１３０ 蛋白促进心脏再生过程中心肌

００４
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细胞的增殖［２９］。 Ｃａｌｌｅｒａ 等［３０］研究发现，Ｓｒｃ 的失活

可以抑制 ＥＲＫ１ ／ ２、ｃ⁃Ｊｕｎ 氨基末端激酶信号通路，
改善血管紧张素诱导的高血压。 本研究发现，
ＶＳＭＣｓ 内 Ｓｒｃ 激活可以促进一种重要转录因子

ＲＵＮＸ２ 的表达。
ＲＵＮＸ２ 最早被发现对成骨细胞骨化具有重要

作用［１３］。 有趣的是，有研究报道了 ＲＵＮＸ２ 在调控

细胞迁移中作用。 Ｗａｎｇ 等［３１］ 发现，酪蛋白激酶

１α ／染色体盒蛋白同族体可以通过上调 ＲＵＮＸ２ 的

转录促进骨肉瘤转移。 在成骨细胞和软骨细胞中，
ＲＵＮＸ２ 可以激活 ＰＩ３Ｋ⁃ＡＫＴ 信号通路诱导细胞迁

移［３２］。 近年来研究揭示，ＲＵＮＸ２ 参与血管钙化、血
管僵硬和动脉粥样硬化等病理过程，其在心血管系

统中的作用受到了广泛关注［１２］。 Ｂｙｏｎ 等［３３］研究证

实，ＲＵＮＸ２ 响应氧化应激诱导 ＶＳＭＣｓ 的 ＰＩ３Ｋ、
ＥＲＫ 和 ＡＫＴ 的激活，促进细胞外基质分泌和细胞

钙化。 本文研究证实，ＲＵＮＸ２ 响应高张应变力学刺

激，促进 ＶＳＭＣｓ 的迁移。
本文基于 ＩＰＡ 生物信息学发现了 ２６ 种可能参

与 Ｓｒｃ 调控 ＲＵＮＸ２ 表达的分子，如组蛋白脱乙酰基

酶 ３（ｈｉｓｔｏｎｅ ｄｅａｃｅｔｙｌａｓｅ ３， ＨＤＡＣ３）、信号传导与转

录激活因子（ ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｅｒ ａｎｄ ａｃｔｉｖａｔｏｒ ｏｆ ｔｒａｎ⁃
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ， ＳＴＡＴ）家族蛋白 ＳＴＡＴ １ ／ ３ ／ ５、ＪＵＮ 原癌基

因等。 已有研究表明，Ｓｒｃ 可以促进 ＹＡＰ 与 ＲＵＮＸ２
的结合，影响 ＲＵＮＸ２ 的表达［３４］。 然而，病理性高张

应变条件下 Ｓｒｃ 调控 ＲＵＮＸ２ 的分子机制仍需要未

来更加深入的研究。

４　 结论

　 　 高张应变促进 Ｓｒｃ 激酶磷酸化激活，诱导

ＲＵＮＸ２ 表达并上调 ＶＳＭＣｓ 的迁移能力。 探究高血

压条件下高张应变调控 ＶＳＭＣｓ 功能的机制，不仅可

以为揭示高血压血管重建病理过程提供力学生物

学新机理，而且能够为疾病临床治疗提供潜在转化

新靶点。
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