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　　［摘要］　目的　以 ＲＮＡ干扰抑制血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）Ｇｅｍｉｎｉｎ基因的表达观测
ＶＳＭＣｓ增殖情况及表型标志物。方法　 分别利用ＲＴＰＣＲ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＳＭＣｓ中Ｇｅｍｉｎｉｎ基因、蛋白表达的变化，筛
选出干扰效果最为显著的序列用于构建慢病毒包裹的稳定干扰模型。应用［３Ｈ］ＴｄＲ、ＥｄＵ掺入试验检测 ＶＳＭＣｓ增殖的
情况；同时使用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测干扰前后相关标志性基因的表达。结果　 ① ｓｉＲＮＡ转染后，以第１亚组干扰效果最
为显著，与另外２个阳性亚组及对照组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。②［３Ｈ］ＴｄＲ、ＥｄＵ掺入实验显示：阳性干扰
组的掺入量较两对照组明显升高（Ｐ＜０．０５）。③ｓｉＲＮＡ转染使Ｇｅｍｉｎｉｎ基因表达减弱后，阳性组ＶＳＭＣｓ合成型标志物骨
桥蛋白（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达水平显著升高，收缩型标志物平滑肌肌动蛋白（ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，αＡｃｔｉｎ）表达水平明显
降低，与对照组间比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论 　 ＲＮＡ干扰介导的Ｇｅｍｉｎｉｎ基因沉寂可显著增强ＶＳＭＣｓ
的增殖能力，并有助于ＶＳＭＣｓ的表型由收缩型向合成型转化。
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　　血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＶＳＭＣｓ）的增殖、迁移及其合成细胞外基质是导致动脉
粥样硬化、血管成形后再狭窄等增生性血管疾病的共同

发病基础［１］，而表型的转化是导致上述病理过程的关键

环节［２］。新近发现的一种被称为多功能小分子蛋白

Ｇｅｍｉｎｉｎ在真核细胞增殖分化过程中发挥着重要的协
同作用。提示这个基因参与ＶＳＭＣｓ表型转化调控。但
是Ｇｅｍｉｎｉｎ对ＶＳＭＣｓ增殖影响如何？是否通过调控表
型影响增殖？知之甚少。本研究对大鼠血管平滑肌细

胞Ｇｅｍｉｎｉｎ进行干扰，观察和分析其对 ＶＳＭＣｓ增殖及
其表型的影响。为其运用于动脉粥样硬化及其血管成

形术后再狭窄的防治提供一定的实验基础。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂
　　Ａ１０细胞（大鼠胸主动脉平滑肌细胞株），由美国 Ｇｅｏｒｇｅ
ｔｏｗｎ大学Ｄｒ．ｐｅｄｒｏ．Ａ．Ｊｏｓｅ实验室提供；培养基 ＤＭＥＭ（高糖
型）（Ｇｉｂｃｏ公司）、胎牛血清（ＦＢＳ，Ｇｉｂｃｏ公司）、兔抗大鼠
Ｇｅｍｉｎｉｎ多克隆抗体及羊抗大鼠 Ｇｅｍｉｎｉｎ多克隆抗体（Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司），兔抗大鼠Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），兔抗
大鼠αＡｃｔｉｎ一抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），ＦＩＴＣ一小鼠抗羊 ＩｇＧ及
ＴＲＩＴＣ一驴抗兔ＩｇＧ（Ｔｈｅｒｍｏ公司），脂质体Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）、蛋白酶抑制剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司），ＳＤＳＰＡＧＥ
蛋白上样缓冲液（碧云天公司），针对 Ｇｅｍｉｎｉｎ基因的阳性
ｓｉＲＮＡ及阴性ｓｉＲＮＡ（晶赛公司），ＲＴＰＣＲ试剂盒（ＴａＫａＲａ），
溴化乙啶（ＥＢ）（Ｓｉｇｍａ），３Ｈ标记胸腺嘧啶核苷（［３Ｈ］ＴｄＲ）
（上海原子能研究所）、ＥｄＵ掺入试剂盒（锐博生物有限公司），
其余试剂为国产分析纯。

１．２　方法
１．２．１　大鼠ＶＳＭＣｓ培养及转染时间的选定　　无菌条件下
对Ａ１０细胞进行培养，当细胞融合度达到８０％左右换无血清
培养观察细胞活力状态变化，共设置３个时间点（即饥饿０、２４、
４８ｈ）观察其细胞活力的变化，选定最佳转染时刻点，本实验选
择饥饿２４ｈ用于后续分化型细胞ｓｉＲＮＡ转染实验。
１．２．２　针对Ｇｅｍｉｎｉｎ基因ｓｉＲＮＡ序列的合成及其效果的检测
　　根据 Ｇｅｍｉｎｉｎ的基因序列和二级结构设计 ３对特异性
ｓｉＲＮＡ，分别命名为：Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＡｓｉＲＮＡ：正义链 ５′ＧＧＵＣ
ＣＵＧＡＡＧＣＣＡＡＵＧＡＡＡ３′，反义链 ５′ＵＵＵＣＡＵＵＧＧＵＴＴＵＡＧ
ＧＡＵＵ３′；Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＢｓｉＲＮＡ：正义链 ５′ＧＵＡＵＵＧＧＡＡＡＧＡＡ
ＧＵＧＧＣＡ３′，反义链 ５′ＵＧＣＣＡＣＵＵＣＵＵＵＣＣＡＡＵＡＣ３′；Ｇｅｍｉ
ｎｉｎ＋ＣｓｉＲＮＡ：正义链５′ＧＵＡＡＵＣＧＡＧＡＧＧＣＵＧＡＧＵＡ３′，反义
链５′ＵＡＣＵＣＡＧＣＣＵＣＵＣＧＡＵＵＡＣ３′（上海晶赛公司）。阴性
ｓｉＲＮＡ同样购于晶赛公司，序列为：正义链 ５′ＣＧＧＣＴ
ＴＣＧＣＧＧＧＣＧＡＣＧＧＡ３′，反义链 ５′ＧＡＧＧＡＧＣＴＧＧＡＡＧＣＡＧＣ
ＣＧ３′；实验共设置有３组，将 ＶＳＭＣｓ传至入６孔板中，当细胞
生长至融合度为５０％左右，利用脂质体转染法将序列转染至
Ａ１０细胞，以阴性及空白组为对照（参照脂质体转染说明书）。
２ｄ后收集细胞采用下述免疫印迹法检测其干扰效率。
１．２．３　ＲＴＰＣＲ检测阻断后ＧｅｍｉｎｉｎｍＲＮＡ的表达　　按常规
ＲＴＰＣＲ方法操作，具体步骤参考ＴａＫａＲａ公司试剂盒说明书。
１．２．４　稳定干扰模型的建立　　根据ＲＮＡｉ干扰靶点，向上海
英骏订购 ＰＡＧＥ纯化的 ｓｈＲＮＡＯｌｉｇｏ片段；将其加水溶解至
０．４ｍｍｏｌ／Ｌ，在退火体系中加入正义，反义Ｏｌｉｇｏ片段各１８μｌ，
再加入１０×退火Ｂｕｆｆｅｒ４μｌ，混匀后，水浴加热至９５℃１０ｍｉｎ，
取出使之自然冷却；取载体２μｇ，分别用 ＡｇｅⅠ和 ＥｃｏＲⅠ 酶切
（各１μｌ酶，ＮＥＢｕｆｆｅｒ１补足至４０μｌ），３７℃１ｈ，经琼脂糖凝胶
电泳测得载体大小约为７．５ｋｂ并回收目的片段；然后将载体与
目的片段用Ｔ４连接酶连接构建重组载体，将其转化入感受态细
胞；测序鉴定转化进入细胞中的序列（由上海纽恩生物有限公

司完成）。

１．２．５　将构建的慢病毒稳定干扰模型转染入Ａ１０细胞　　将
ＶＳＭＣｓ传至入６孔板中，当细胞生长至融合度为３０％左右，每

组每孔加入５μｌ病毒液，培养７２ｈ后于荧光显微镜下检测其
转染效率。

１．２．６　［３Ｈ］ＴｄＲ掺入试验检测细胞增殖［３］　　将 Ａ１０细胞
消化制成细胞悬液，计数后以３×１０４个／ｍｌ，按１ｍｌ／每孔分别
将阳性组，阴性组及空白对照组接种于２４孔培养板中，阳性
ｓｉＲＮＡ组、阴性和空白对照组各设８个复孔。３７℃，５％ ＣＯ２培
养２４ｈ，待细胞的融合度达５０％左右加入［３Ｈ］ＴｄＲ，使之终浓
度为３．７×１０４Ｂｑ／ｍｌ；继续培养２４ｈ后，常规消化收集细胞，经
微孔滤膜抽滤细胞并用１０％三氯乙酸（ＴＣＡ）破碎细胞膜，用
无水乙醇洗去细胞表面的三氯乙酸，将滤膜置于烤箱烘干后，

置于闪烁瓶中，每孔加入５ｍｌ闪烁液，置于测定仪上测定其放
射性强度。

１．２．７　ＥＤＵ掺入法测定细胞增殖　　取对数生长期的细胞，
分别取阳性，阴性，空白组细胞以每孔４×１０３～１×１０５细胞接种
于９６孔板，培养至合适阶段，每孔加入１００μｌ０．５ｍｍｏｌ／ＬＥｄＵ
培养基，孵育２ｈ，固定细胞，并对细胞打孔，将ＥｄＵ进行染色，再
对其ＤＮＡ进行染色处理，每孔加入ＰＢＳ１００μｌ保存，于荧光显
微镜下观察（其具体步骤参考锐博生物公司试剂盒说明）。

１．２．８　免疫印迹法检测蛋白质的表达　　提取细胞总蛋白，
各取５０μｇ／孔行１０％ＳＤＳ聚丙烯酰胺凝胶电泳，待电泳完毕后
５０Ｖ，１５０ｍｉｎ电转印至 ＰＶＤＦ膜，５％脱脂奶粉室温振荡封闭
２ｈ。加入兔抗大鼠Ｇｅｍｉｎｉｎ多克隆ＩｇＧ抗体（１∶２００稀释），兔
抗大鼠 αａｃｔｉｎ多克隆 ＩｇＧ抗体（１∶２００稀释），兔抗大鼠
Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ多克隆ＩｇＧ抗体（１∶２００稀释）４℃过夜，ＴＢＳＴ洗涤
３次。二抗为 ＨＲＰ耦联的羊抗兔 ＩｇＧ（１∶５０００稀释），室温孵
育６０ｍｉｎ，ＴＢＳＴ洗涤３次，加入发光液于暗室发光。

１．３　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用ＳＰＳＳ１８．０统计软件进行单因素方
差分析及均数间多重比较。

２　结果

２．１　阳性ｓｉＲＮＡ的筛选及ＲＮＡ干扰抑制效果检测
　　阳性ｓｉＲＮＡＧｅｍｉｎｉｎ转染后，第１阳性亚组 Ｇｅｍｉｎｉｎ蛋白
表达量较其余２个阳性亚组及空白，阴性组有显著降低，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。而２个阳性亚组的Ｇｅｍｉｎｉｎ表达
量与２个对照组无明显差异 （图１）。

２．２　ＧｅｍｉｎｉｎｍＲＮＡ表达水平的检测
　　为进一步验证第１亚组的干扰效果，分别提取了阴性、阳
性转染组及空白组的总 ＲＮＡ，通过逆转录 ＰＣＲ的方法检测各
组Ｇｅｍｉｎｉｎ的ｍＲＮＡ的表达（图２），经 ＧＡＰＤＨ校正后，与两对
照组比较差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）提示阳性干扰组
Ｇｅｍｉｎｉｎ基因ｍＲＮＡ表达量明显减少。
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１：Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＡｓｉＲＮＡ转染组；２：Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＢｓｉＲＮＡ转染组；
３：Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＣｓｉＲＮＡ转染组；４：阴性ｓｉＲＮＡ转染组；５：未转染组
图１　ＧｅｍｉｎｉｎｓｉＲＮＡ转染入Ａ１０细胞后Ｇｅｍｉｎｉｎ蛋白的表达变化
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１：阴性转染组；２：阳性转染组；３：空白组
图２　ＲＴＰＣＲ检测ＧｅｍｉｎｉｎｍＲＮＡ在阳性、阴性转染组及空白组中

表达的变化

２．３　针对Ｇｅｍｉｎｉｎ＋ＡｓｉＲＮＡ序列构建稳定转染模型
　　将已包裹第１亚组阳性序列的慢病毒转染入Ａ１０细胞分别于
普通光镜和荧光显微镜下观察同一区域细胞，然后将同一视野叠

加，利用相关图像处理软件计算出其转染效率为９０％左右（图３），
符合实验要求，故将转染后的Ａ１０细胞用于后续的实验。

! "

Ａ：为慢病毒包裹ｓｉＲＮＡＧｅｍｉｎｉｎ阳性干扰组；Ｂ：阴性对照组
图３　将慢病毒包裹的序列转染入Ａ１０细胞后的荧光表达

（荧光显微镜×１０）

２．４　Ｇｅｍｉｎｉｎ基因干扰后ＶＳＭＣｓ增殖活性的影响
　　分别观察了阴性，阳性，空白组 ［３Ｈ］ＴｄＲ的掺入量，结果
表明：将Ｇｅｍｉｎｉｎ基因干扰之后，Ａ１０细胞的增殖能力显著高于
阴性及空白组，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。提示Ｇｅｍｉｎｉｎ
基因沉默后ＶＳＭＣｓ的增殖能力较两对照组有显著提高（图４）。

２．５　Ｇｅｍｉｎｉｎ基因干扰后通过 ＥｄＵ掺入法检测细胞
的增殖活性

　　为进一步了解Ｇｅｍｉｎｉｎ干扰之后对Ａ１０细胞增殖的影响，
利用ＥｄＵ掺入的方法观察细胞增殖（图５），结果显示：与阴性
组及空白组比较，阳性干扰组可明显促进 ＶＳＭＣｓ的增殖，差异
具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），所得结果与［３Ｈ］ＴｄＲ掺入实验
结果一致。
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１：阴性组；２：阳性组；３：空白组；ａ：Ｐ＜０．０５，与两对照比较
图４　ｓｉＲＮＡＧｅｍｉｎｉｎ对ｒａｔ血管平滑肌增殖的影响

２．６　ｓｉＲＮＡＧｅｍｉｎｉｎ后ＶＳＭＣｓ表型标志物表达量变化
　　为验证干扰之后细胞表型的变化，对细胞表型标志物表达
的变化进行检测，将细胞饥饿２４ｈ得到分化型细胞，分别提取
阴性组，空白对照组及阳性干扰组的细胞总蛋白，在蛋白水平

上检测其收缩型标志物 αａｃｔｉｎ及合成型标志物骨桥蛋白
（ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ，ＯＰＮ）表达的变化。并对其条带进行灰度扫描，结
果显示：与阴性干扰组和空白对照组相比较，αＡｃｔｉｎ的表达有
明显降低（Ｐ＜０．０５）；相反，合成型标志物 ＯＰＮ的表达有明显
的升高（Ｐ＜０．０５），差异均具有统计学意义（图６）。
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Ａ：αａｃｔｉｎＲＴＰＣＲ结果；Ｂ：ＯｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎＲＴＰＣＲ结果
１：阴性组；２：阳性组；３：空白组

图６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组标志性基因的蛋白表达
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Ａ：阴性ｓｉＲＮＡ组；Ｂ：阳性ｓｉＲＮＡ组；Ｃ：正常对照组
图５　荧光显微镜下观察ＤＡＰＩ标记的核中掺入ＥｄＵ后发出的红色荧光　（×２０）
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３　讨论

　　血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）存在着２种表型，即收
缩型（分化型）和合成型（去分化型），ＶＳＭＣｓ由分化
型向去分化型转化是 ＶＳＭＣｓ增殖的前提［４］。在动脉

粥样硬化形成过程中，由于血管内皮损伤，位于动脉壁

中膜的ＶＳＭＣｓ可增殖分化迁移至内膜，使原处于分化
状态的平滑肌细胞失去其特有的功能及形态，导致了

粥样硬化斑块的形成。因此，研究如何使ＶＳＭＣｓ持续
处于分化表型是解决上述问题的关键。Ｇｅｍｉｎｉｎ是近
年来发现的多细胞生物起始特许阻遏子，存在着２种
异构体，是１种多功能的核定位蛋白［５］，它可以与同源

异型核蛋白或是基因相互作用，在调节细胞增殖与细

胞分化中发挥着重要的协调作用［６－８］。Ｇｅｍｉｎｉｎ作为
标记细胞增殖的生物分子，可望作为判断肿瘤患者预

后的１项新的指标［９］，最新研究发现，额外的 Ｇｅｍｉｎｉｎ
可阻止ＤＮＡ的再复制［１０］，它可使细胞退出细胞周期，

维持神经干细胞处于原有的未分化状态［１１－１２］。而在

Ｇｅｍｉｎｉｎ基因缺失的果蝇及人的细胞系中，基因组出
现了重复复制的现象［１３］。但是，在免疫系统的研究中

发现，Ｇｅｍｉｎｉｎ并不是维持 Ｔ细胞正常分化必不可少
的调控因子［１４］。至今，Ｇｅｍｉｎｉｎ基因对 ＶＳＭＣｓ的影响
知之甚少。我们既往研究发现，血清饥饿状态下

ＶＳＭＣｓ以分化型为主，血清刺激后以去分化型为主，
ＧｅｍｉｎｉｎｍＲＮＡ在血清刺激时有明显的升高，此外，
Ｇｅｍｉｎｉｎ基因的高表达可减弱去分化型相关基因的表
达，并可显著延缓ＶＳＭＣｓ向去分化表型转化［１５］。

　　在本实验研究中，我们选用 Ａ１０细胞（大鼠胸主
动脉平滑肌细胞株）为试验对象，针对Ｇｅｍｉｎｉｎ基因设
计了３段特异性的干扰序列，并从中筛选出干扰效果
比较好的Ａ亚组序列构建慢病毒的稳定干扰模型，用
于观测细胞增殖能力以及其细胞表型标志物表达的变

化。以此了解 Ｇｅｍｉｎｉｎ是否通过影响 ＶＳＭＣｓ表型的
转化从而介导促ＶＳＭＣｓ增殖的效应。分别利用［３Ｈ］
ＴｄＲ及ＥｄＵ两种掺入方法对细胞的增殖能力进行了
检测［１６］。发现对 ＶＳＭＣｓＧｅｍｉｎｉｎ基因进行干扰后可
促进细胞的增殖。为进一步研究Ｇｅｍｉｎｉｎ促进ＶＳＭＣｓ
增殖的机制，我们用免疫印迹的方法对ＶＳＭＣｓ表型标
志物进行了检测，结果显示：与２个对照组比较，阳性
干扰组ＶＳＭＣｓ收缩型标志性基因表达（αＡｃｔｉｎ）明显
下降，而合成表型 Ｏｓｔｅｏｐｏｎｔｉｎ有显著升高，说明对
ＶＳＭＣｓＧｅｍｉｎｉｎ基因干扰可促进细胞由分化型向去分
化型转化，提示Ｇｅｍｉｎｉｎ基因沉默后促 ＶＳＭＣｓ增殖的
效应可能是 Ｇｅｍｉｎｉｎ基因通过介导 ＶＳＭＣｓ表型的转
化而实现的。

　　综上所述，ＲＮＡ干扰介导的 Ｇｅｍｉｎｉｎ基因沉寂可

显著增强ＶＳＭＣｓ的增殖并有助于ＶＳＭＣｓ由收缩型向
合成型转化，说明 Ｇｅｍｉｎｉｎ基因在一定程度上可维持
细胞的表型并抑制ＶＳＭＣｓ的增殖，该作用可能为动脉
粥样硬化的防治提供新的作用靶点和实验依据，其信

号通路等相关机制有待于后续实验的进一步研究。
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