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胰岛素下调ＡＰ１抑制血管平滑肌α肌动蛋白的表达以及对细胞增殖的影响
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　　［摘要］　目的　研究胰岛素诱导大鼠血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）转录因
子激活蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）表达下调对ＶＳＭＣ表型转换标志蛋白 α肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，ＳＭα）表达调控及细胞增殖的影响。方法　 流式细胞术检测不同浓度（０、２５、５０、１００、
１２５ｎｍｏｌ／Ｌ）的胰岛素刺激ＶＳＭＣ２４ｈ后的细胞周期。设计ＡＰ１表达质粒载体，转染至血管平滑肌细
胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，ＶＳＭＣ）。分为４组：空白对照组、胰岛素实验组、ＡＰ１表达载体组、胰岛
素＋ＡＰ１表达载体组。分别采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＲＴＰＣＲ检测ＡＰ１蛋白及ＳＭα蛋白的表达及ｍＲＮＡ水
平。结果 　细胞周期分布结果显示，不同浓度的胰岛素刺激 ＶＳＭＣ２４ｈ后，ＶＳＭＣ的 Ｓ期百分比升高
至峰值后开始下降［（２３．４９±１．１７）％、（２８．０８±０．６８）％、（３０．４４±１．７７）％、（４７．４７±０８８）％、
（４６２３±１．６５）％，Ｐ＜０．０５］，１００ｎｍｏｌ／Ｌ的胰岛素刺激 ＶＳＭＣ２４ｈ后，ＶＳＭＣ的 Ｓ期百分比达到峰值
（４７．４７±０．８８）。ＲＴＰＣＲ及 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果显示，胰岛素刺激 ＶＳＭＣ可下调 ＡＰ１［（０４７±
００９）、（０．４６±０．１４），Ｐ＜０．０５］及抑制ＳＭα的表达［（０．４１±０．０３）、（０．３２±０．０３），Ｐ＜０．０５］。结论　胰
岛素能下调转录因子ＡＰ１表达，进而抑制表型转换标志蛋白ＳＭα的表达，诱导ＶＳＭＣ发生增殖。
　　［关键词］　 胰岛素；血管平滑肌细胞；平滑肌肌动蛋白α；激活蛋白１
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　　血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ，
ＶＳＭＣ）表型转换是由分化的静止收缩表型转换为去
分化的合成分泌表型，从而导致ＶＳＭＣ增殖、迁移能力
增强［１］。研究证实，胰岛素干预培养的 ＶＳＭＣ后，
ＶＳＭＣ发生了表型转换，其增殖及迁移能力明显增
强［２］，并且决定ＶＳＭＣ分化的静止收缩型的标志蛋白
α肌动蛋白（ａｌｐｈａｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅａｃｔｉｎ，ＳＭα）显著下
调［３］，最终促使 ＶＳＭＣ生物学功能异常，该过程在人
类和大鼠均可观察到［４］。

　　激活蛋白１（ａｃｔｉｖａｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ＡＰ１）是细胞内的
一个转录因子，由ｃＪｕｎ和ｃＦｏｓ蛋白家族组成的异二
聚体［５］。在不同的组织细胞，激活的 ＡＰ１能结合特
定的基因序列，控制着分化、凋亡等细胞进程。在

ＶＳＭＣ中，ＡＰ１能结合于 ＳＭα启动子特异区域的一
段序列，从而进一步引起下游的反应［６］。但是，在胰

岛素诱导ＶＳＭＣ表型转换中，ＳＭα基因表达下调是否
与ＡＰ１有关尚不清楚，胰岛素促进ＶＳＭＣ表型转换是
否是通过ＡＰ１调控 ＳＭα基因表达下调来实现有待
探究。因此，本实验通过胰岛素、ＡＰ１表达载体及胰
岛素＋ＡＰ１表达载体干扰大鼠 ＶＳＭＣ，探讨胰岛素诱
导ＶＳＭＣ表型转换标志基因ＳＭα表达下调与转录因
子ＡＰ１之间的关系。

１　材料与方法

１．１　质粒、细胞和主要试剂
　　ＳＭα启动子特异区域转录因子ＡＰ１结合位点的
序列参照ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／ｎｕｃｃｏｒｅ／ＮＭ＿
００７３９２．３。ＡＰ１表达载体质粒购于广州复能基因有
限公司；质粒转化宿主菌大肠杆菌 ＸＬ１Ｂｌｕｅ由第三军
医大学基础医学部医学遗传学教研室章波教授惠赠；

ＳＤ大鼠 ＶＳＭＣ株购自美国 ＡＴＣＣ。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ试
剂盒购自 ＴａＫａＲａ公司；质粒提取试剂盒购自 Ｏｍｅｇａ
公司；Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂购自上海联硕公司；
ＤＭＥＭ细胞培养基和胰酶消化液均购自赛默飞世尔
公司；胎牛血清购自成都哈里生物公司；ＡＰ１鼠单克
隆抗体购自密理博公司；ＳＭα鼠单克隆抗体和辣根酶
标记山羊抗兔ＩｇＧ二抗均购自中杉金桥生物技术有限
公司；ＡＰ１基因及ＳＭα启动子区特异序列引物合成
为上海生工生物工程有限公司。

１．２　转染及分组
　　将对数生长期的ＶＳＭＣ按每孔２×１０５个分４组接
种于６孔板上：空白对照组、胰岛素干扰组、ＡＰ１表达
载体组、胰岛素＋ＡＰ１表达载体组（ｎ＝３）。将接种好
的培养板放置３７℃、５％ ＣＯ２培养箱中培养２４ｈ后，
参照说明书用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００转染试剂转染，２４ｈ

后在荧光显微镜下观察。

１．３　流式细胞仪检测细胞周期
　　分别收集空白对照组与不同浓度（２５、５０、１００、
１２５ｎｍｏｌ／Ｌ）胰岛素干扰组的细胞（ｎ＝３），ＰＢＳ洗涤，
７０％乙醇４℃固定过夜，离心后弃上清，ＰＢＳ洗涤，加
１００μＬＲＮａｓｅ于３７℃水浴３０ｍｉｎ，加入５００μＬ碘化
丙啶（５０μｇ／ｍＬ）染液４℃避光３０ｍｉｎ，上机检测。
１．４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＰ１及ＳＭα蛋白表达
　　收集以上分组的细胞，加入８０μＬ预冷的细胞裂
解液，超声破碎仪破碎提取各组总蛋白，测定浓度后常

规进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳。９５Ｖ电泳１２０ｍｉｎ，１５Ｖ电
转入ＤＶＰＦ膜约５０ｍｉｎ，封闭液４℃封闭２ｈ，分别加
入兔抗大鼠 ＡＰ１（１∶２０００），兔抗大鼠 ＳＭα
（１∶２０００），４℃孵育过夜，ＰＢＳＴ漂洗３次后加入辣根
酶标记山羊抗兔ＩｇＧ（１∶２０００），室温孵育１ｈ，ＰＢＳＴ漂
洗３次后ＥＣＬ显影液显色，ＢｉｏＲａｄ凝胶成像系统扫
描成像。以磷酸甘油醛脱氢酶（ＧＡＰＤＨ）为内参参照，
用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析条带灰度值。
１．５　ＲＴＰＣＲ检测ＡＰ１及ＳＭα的ｍＲＮＡ表达
　　提取以上分组细胞的总 ＲＮＡ，按 ＴａＫａＲａ试剂盒
将ＲＮＡ逆转录成ｃＤＮＡ。在ＢｉｏＲａｄＰＣＲ上进行定量
ＰＣＲ反应，其反应总体系包括：２×ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘ
ＴａｑＴＭⅡ，去离子水，ＰＣＲ上游引物，ＰＣＲ下游引物，模
板为ｃＤＮＡ。反应条件为：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃
１０ｓ，５８℃ ２０ｓ，７２℃ ３０ｓ，共４５个循环。ＡＰ１上游
引物：５′ＣＴＣＡＧＣＡＡＣＴＴＣＡＡＣＣＣＧ３′，下游引物：５′
ＧＣＡＣＴＴＧＧＡＧＧＣＡＧＣＧＡＴ３′，扩增片段为 ２６０ｂｐ；
ＳＭα上游引物：５′ＣＧＧＧＣＡＴＣＣＡＣＧＡＡＡＣＣＡ３′，下
游引物：５′ＣＣＧＣＣＧＡＴＣＣＡＧＡＣＡＧＡＡ３′，扩增片段为
２００ｂｐ，内参 ＧＡＰＤＨ上游引物：５′ＴＣＴＧＣＴＣＣＴＣＣＣＴ
ＧＴＴＣ３′，下游引物：５′ＣＡＣＣＣＣＡＴＴＴＧＡＴＧＴＴＡＧ３′，
扩增片段为３２７ｂｐ。
１．６　统计学分析
　　计量资料用 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１７．０统计软件
对实验数据进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　胰岛素对ＶＳＭＣ细胞周期的影响
　　如图 １所示，不同浓度的胰岛素体外处理大鼠
ＶＳＭＣ２４ｈ后，处于 Ｓ期的细胞百分比呈现先上升后
下降的趋势。该结果显示，胰岛素作用于 ＶＳＭＣ，使
Ｓ期的比例增加，引起ＶＳＭＣ发生表型转换，进而导致
ＶＳＭＣ增殖，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），在
１００ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度下，发挥的效应最佳，因此，我们选
择１００ｎｍｏｌ／Ｌ的胰岛素浓度进行后续的实验。
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Ａ：空白对照组；Ｂ：２５ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素组；Ｃ：５０ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素组；Ｄ：１００ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素组；Ｅ：１２５ｎｍｏｌ／Ｌ胰岛素
组；Ｆ：各组Ｓ期百分比（ｎ＝３）

图１　各组ＶＳＭＣ细胞周期流式细胞仪检测结果与定量分析结果

２．２　胰岛素对ＡＰ１、ＳＭαｍＲＮＡ的影响
　　与空白对照组比较，胰岛素组中 ＡＰ１、ＳＭα的
ｍＲＮＡ水平同时下降（Ｐ＜０．０５），ＡＰ１表达载体组中
ＡＰ１、ＳＭα的 ｍＲＮＡ水平同时升高（Ｐ＜０．０５），而胰
岛素＋ＡＰ１表达载体组中 ＡＰ１、ＳＭα的 ｍＲＮＡ水平
无明显变化（Ｐ＞０．０５，图２）。
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１：空白对照组；２：胰岛素组干扰组；３：ＡＰ１表达载体组；
４：胰岛素＋ＡＰ１表达载体组　ａ：Ｐ＜０．０５，与空白对照组
比较

图２　ＲＴＰＣＲ检测胰岛素诱导ＶＳＭＣ的ＡＰ１、
ＳＭαｍＲＮＡ表达

２．３　胰岛素对ＡＰ１、ＳＭα蛋白表达的影响
　　ＡＰ１蛋白表达水平：与空白对照组比较，胰岛素
＋ＡＰ１表达载体组无明显变化（Ｐ＞００５），胰岛素干
扰组明显下降（Ｐ＜０．０１），而 ＡＰ１表达载体组明显升
高（Ｐ＜０．０１）。ＳＭα蛋白表达水平：与空白对照组比

较，胰岛素 ＋ＡＰ１表达载体组无明显变化（Ｐ＞
００５），胰岛素干扰组明显下降（Ｐ＜００１），而ＡＰ１表
达载体组明显升高（Ｐ＜０．０１，图３）。ＡＰ１蛋白表达
水平与ＳＭα蛋白表达水平的变化趋势相一致。
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１：空白对照组；２：胰岛素干扰组；３：ＡＰ１表达载体组；４：胰
岛素＋ＡＰ１表达载体组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测结果；Ｂ：半定量分析结果　ａ：Ｐ＜
００１，与空白对照组比较
图３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测胰岛素诱导ＶＳＭＣ的ＡＰ１、ＳＭα

蛋白表达水平

３　讨论

　　临床资料显示，患病多年的２型糖尿病患者长时
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间地应用高剂量胰岛素后，其合并大血管动脉粥样硬

化的概率明显增高［７－８］，可能与 ＶＳＭＣ由分化的静止
收缩表型转换为去分化的合成分泌表型［９］。本研究

通过不同浓度的胰岛素刺激ＶＳＭＣ体外培养２４ｈ后，
采用流式细胞术检测其细胞周期，发现 Ｓ期百分比呈
浓度依赖性的升高，并且在１００ｎｍｏｌ／Ｌ的浓度下达到
峰值后开始小幅度的下降。因此，我们推测胰岛素作

用于ＶＳＭＣ的Ｓ期，引起ＶＳＭＣ发生表型转换，进而导
致ＶＳＭＣ增殖。
　　ＳＭα是ＶＳＭＣ细胞骨架的结构蛋白，其在细胞运
动及收缩中起了关键性的作用［１０］。当血流发生异常、

血胆固醇升高、血管内皮损伤等因素引起血管壁斑块

形成时，观察到 ＶＳＭＣ中 ＳＭα的表达大大降低［１１］。

Ｋｅｅ等［１２］发现 ＳＭα基因是分化静止收缩表型的
ＶＳＭＣ中高表达的基因标记之一，当分化的静止收缩
表型的ＶＳＭＣ向去分化的合成分泌表型转换时，细胞
中ＳＭα的量大大降低。Ｃｒａｗｆｏｒｄ等［１３］发现，缺少

ＳＭα的鼠由于ＶＳＭＣ生长及功能异常，在出生后不久
就死亡了。ＡＰ１是细胞内的一个转录激活因子。通
过特定的保守序列与一定的受体和一些信号通路蛋白

的基因结合来启动基因的表达，从而控制了许多细胞

进程，包括分化、凋亡等［１４］。有研究发现，ＶＳＭＣ中
ＡＰ１能维持其分化的静止收缩表型［１５］。并发现ＡＰ１
在静止收缩表型的ＶＳＭＣ中表达升高且其引导的与维
持ＶＳＭＣ静止收缩型相关的下游信号通路表现活
跃［１６］。因而推测：胰岛素诱导ＶＳＭＣ表型转换决定基
因ＳＭα下调与转录因子 ＡＰ１可能存在相关性。实
验证实，上调 ＶＳＭＣ中 ＡＰ１表达，ＶＳＭＣ表型决定基
因ＳＭα表达上调，胰岛素可以抑制 ＡＰ１上调 ＳＭα
的表达水平。

　　本实验结果提示：胰岛素诱导ＶＳＭＣ表型转换决定
基因ＳＭα下调与转录因子 ＡＰ１的表达下调相关，最
终引起了ＶＳＭＣ的表型转换导致其发生增殖，为胰岛
素诱导ＶＳＭＣ表型转换的内在机制深入研究提供了新
的研究靶点。本研究仅观察胰岛素诱导增殖时ＳＭα
表达下调的现象是否与该基因启动子区转录因子ＡＰ１
相关，其机制有待深入研究。
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