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　　【摘要】　目的：探究Ｓｒｃ对氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导血管平滑肌细胞表型

转化的调控作用。　方法：体外培养小鼠原代平滑肌细胞，以不同浓度的ｏｘＬＤＬ刺激血

管原代平滑肌细胞，检测平滑肌细胞表型分子平滑肌细胞表型肌球蛋白重链１１

（ＭＹＨ１１）、巨噬细胞表型ＣＤ６８的表达变化，以及Ｓｒｃ的激活情况。通过小干扰ＲＮＡ

（ｓｉＲＮＡ）抑制Ｓｒｃ蛋白表达，Ｓｒｃ特异性抑制剂ＰＰ２抑制Ｓｒｃ激活，观察Ｓｒｃ对ｏｘＬＤＬ诱

导的平滑肌细胞表型转化的影响。　结果：分别以０、１２．５、２５．０、５０．０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ刺

激血管平滑肌细胞后发现ＭＹＨ１１的ｍＲＮＡ及蛋白表达逐渐下降（犘＜０．０５），ＣＤ６８的

ｍＲＮＡ及蛋白表达逐渐升高（犘＜０．０５）。以不同浓度（１２．５、２５．０、５０．０μｇ／ｍＬ）、不同时

间（１５、３０、６０ｍｉｎ）的ｏｘＬＤＬ刺激平滑肌细胞后，发现Ｓｒｃ活性逐渐升高（犘＜０．０５）。敲

减ＳｒｃｓｉＲＮＡ或以ＰＰ２抑制Ｓｒｃ蛋白活性后，ｏｘＬＤＬ诱导的平滑肌细胞向巨噬细胞转化

的分子表型的表达水平受到抑制。　结论：ｏｘＬＤＬ可以通过提高Ｓｒｃ活性，进而诱导平

滑肌细胞表型改变。
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　　平滑肌细胞在动脉粥样硬化的发生发展中发

挥着重要作用［１］。血管平滑肌细胞受病理刺激时可

发生表型变化，即收缩型表型向合成型表型的转

变［２］。氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）可诱导血管

平滑肌细胞发生细胞增殖、迁移及表型转化等病理

变化，促进动脉粥样硬化的发生［３］，但ｏｘＬＤＬ调控

平滑肌细胞的分子机制仍不清楚。本研究拟探讨

非受体蛋白酪氨酸激酶（ＰＴＫ）家族成员Ｓｒｃ激酶对

ｏｘＬＤＬ诱导血管平滑肌细胞表型转化的作用。

１　材料与方法

１．１　实验动物及试剂

Ｃ５７ＢＬ／６小鼠购自南京大学模式动物研究所，

ｏｘＬＤＬ购自英国Ｓｅｒｏｔｅｃ公司；Ｓｒｃ小干扰 ＲＮＡ

（ｓｉＲＮＡ）购自美国ＳＭＡＲＴｐｏｏｌＴＭ公司；ＰＰ２（Ｓｒｃ抑

制剂）、ＰＰ３（ＰＰ２的阴性对照）购自美国ＣａｌＢｉｏｃｈｅｍ

公司；抗β肌动蛋白抗体、抗Ｓｒｃ抗体（Ｙ４１６）抗体、

抗Ｓｒｃ抗体、抗肌球蛋白重链１１（ＭＹＨ１１）抗体及

抗ＣＤ６８抗体购自美国Ａｂｃａｍ公司；细胞培养用培

养基及试剂购自美国Ｇｉｂｃｏ公司；总ＲＮＡ抽提、

ｃＤＮＡ逆转录及Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测试剂盒均购自中

国碧云天公司；实时聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）

检测用试剂购自中国天根生物科技有限公司，检测

用引物由中国吉玛公司合成。

１．２　原代血管平滑肌细胞培养

清洁级４～６周龄雄性Ｃ５７ＢＬ／６小鼠，体质量

２０～２２ｇ，断颈处死后暴露胸腔及腹腔，完整分离主

动脉，并置于预冷的组织清洗液（生理盐水＋

１０００ＩＵ／ｍＬ青霉素＋１０００μｇ／ｍＬ链霉素）中，于

解剖学显微镜下清洗血污，剥离并去除外膜，保留

血管中层。反复清洗２～３次后，将组织移入新的无

菌培养皿中，将血管组织快速剪碎成约１ｍｍ２大小

的组织块，均匀铺于皿底，于３７℃、５％ＣＯ２培养箱

内放置１ｈ。缓慢加入原代细胞培养液（Ｆ１２培养基＋

２０％胎牛血清＋１００ＩＵ／ｍＬ青霉素＋１００μｇ／ｍＬ

链霉素），放置于培养箱中，每４８ｈ更换新鲜原代细

胞培养液。显微镜下定期观察，当达到理想的培养

密度后进行分盘培养。

１．３　ｏｘＬＤＬ处理血管平滑肌细胞

使用 不 同 浓 度 的 ｏｘＬＤＬ（０、１２．５、２５．０、

５０．０μｇ／ｍＬ）刺激原代平滑肌细胞４８ｈ后，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测平滑肌细胞表

型ＭＹＨ１１及ＣＤ６８的表达。使用５０．０μｇ／ｍＬ的

ｏｘＬＤＬ刺激原代平滑肌细胞不同时间（０、１５、３０、

６０ｍｉｎ），使用不同浓度 ｏｘＬＤＬ（０、１２．５、２５．０、

５０．０μｇ／ｍＬ）刺激原代平滑肌细胞１ｈ后，通过

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测Ｓｒｃ蛋白的激活情况。

１．４　Ｓｒｃ特异性ｓｉＲＮＡ转染

使用脂质体试剂（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）将Ｓｒｃ特异

性ｓｉＲＮＡ导入平滑肌细胞内。设ＳｒｃｓｉＲＮＡ组，以

１００ｎｍ／１０５个细胞的细胞转染比例将Ｓｒｃ特异性

ｓｉＲＮＡ导入平滑肌细胞内；设阴性ｓｉＲＮＡ组，在平

滑肌细胞中转染无细胞效应的ｓｉＲＮＡ。使用

５０μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ刺激原代平滑肌细胞４８ｈ。

１．５　Ｓｒｃ抑制剂处理血管平滑肌细胞

设Ｓｒｃ抑制剂组，使用Ｓｒｃ特异性活性抑制剂

ＰＰ２（１０μｍｏｌ／Ｌ）预刺激原代血管平滑肌细胞１ｈ

后，换正常培养基或５０．０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ刺激４８ｈ。

设阴性刺激组，以ＰＰ３（１０μｍｏｌ／Ｌ）预刺激原代血

管平滑肌细胞１ｈ后，换正常培养基或５０．０μｇ／ｍＬ

ｏｘＬＤＬ刺激４８ｈ。

１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测

取等量蛋白样品进行十二烷基磺酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ），电转移法将蛋白转移

至聚偏二氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜上，室温封闭１ｈ，加入

相应一抗，４℃孵育过夜，加入二抗，室温孵育１ｈ，

成像仪曝光记录蛋白条带情况，并采用ＩｍａｇｅＪ软

件对其进行灰度分析。

１．７　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测

使用ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ反应试剂盒

和ＳｔｅｐＯｎｅ系统（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）对ＭＹＨ１１及

ＣＤ６８的ｍＲＮＡ表达水平进行分析。ＭＹＨ１１上游引

物：５′ＣＧＧＣＡＡＣＴＣＧＴＧＴＣＣＡＡＣ３′，下游引物：

５′ＧＧＴＣＴＴＣＣＡＴＴＴＣ ＧＧＣＴＴＴ３′；ＣＤ６８上游引

物：５′ＣＣＣＡＡＧＧＡＡＣＡＧＡＧＧＡＡＧ３′，下游引物：

５′ＧＴＧＧＣＡＧＧＧＴＴＡＴＧＡＧＴＧ３′；βａｃｔｉｎ上 游 引

物：５′ＣＴＧＴＣＣＣＴＧＴＡＴＧＣＣＴＣＴＧ３′，下游引物：

５′ＡＴＧＴＣＡＣＧＣＡＣＧＡＴＴＴＣＣ３′。反应条件：９５℃

３０ｓ；９５℃１０ｓ，６５℃３１ｓ，共４０个循环。以βａｃｔｉｎ

为内参，采用ＳｔｅｐＯｎｅ软件ｖ２．１（ＡｐｐｌｉｅｄＢｉｏＳｙｓｔｅｍｓ）

对结果进行数据分析。
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１．８　统计学分析

采用ＳＰＳＳ１１．０软件进行统计学分析，计量资

料采用均数±标准差表示，组间比较采用单因素方

差分析，犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　ｏｘＬＤＬ诱导原代平滑肌细胞表型转分化

ＭＹＨ１１为平滑肌细胞表型，ＣＤ６８为巨噬细胞

表型。ｏｘＬＤＬ刺激平滑肌细胞后，随着ｏｘＬＤＬ刺

激浓度的增加，ＭＹＨ１１的ｍＲＮＡ表达水平呈浓度

依赖性降低，ＣＤ６８的ｍＲＮＡ表达水平呈浓度依赖

性升高（犘均＜０．０５）。ｏｘＬＤＬ刺激平滑肌细胞后，

随着ｏｘＬＤＬ刺激浓度的增加，ＭＹＨ１１的蛋白质表

达水平呈浓度依赖性降低，而ＣＤ６８的蛋白表达水

平呈浓度依赖性升高（犘均＜０．０５）。见表１。

表１　不同浓度狅狓犔犇犔对平滑肌细胞表型犿犚犖犃及蛋白表达水平的影响

ｏｘＬＤＬ浓度
ｍＲＮＡ

ＭＹＨ１１／βａｃｔｉｎ ＣＤ６８／βａｃｔｉｎ

蛋白

ＭＹＨ１１／βａｃｔｉｎ ＣＤ６８／βａｃｔｉｎ

０μｇ／ｍＬ １．０２±０．０９ １．０３±０．０８ １．１２±０．１２ １．０５±０．１３

１２．５μｇ／ｍＬ ０．６４±０．０６（１） １．７６±０．０８（１） ０．５６±０．０５（１） １．７５±０．１６（２）

２５．０μｇ／ｍＬ ０．４１±０．０５（２） ２．７３±０．０９（２） ０．５１±０．０８（１） １．９５±０．１１（１）

５０．０μｇ／ｍＬ ０．３７±０．０６（２） ２．９５±０．０８（２） ０．４６±０．０７（１） ２．２１±０．１２（１）

　　注：与ｏｘＬＤＬ０μｇ／ｍＬ组相比，
（１）犘＜０．０５，（２）犘＜０．０１

２．２　ｏｘＬＤＬ促进原代平滑肌细胞中Ｓｒｃ激活

为明确ｏｘＬＤＬ对于血管平滑肌细胞中Ｓｒｃ活

化的影响，使用ｏｘＬＤＬ刺激平滑肌细胞后检测Ｓｒｃ

（Ｙ４１６）位点磷酸化水平及Ｓｒｃ总蛋白表达水平，

Ｓｒｃ的活性以Ｓｒｃ（Ｙ４１６）位点磷酸化水平（ｐＳｒｃ）

与Ｓｒｃ总蛋白表达水平（ｔＳｒｃ）的比值表示。ｏｘＬＤＬ

刺激平滑肌细胞后，随着ｏｘＬＤＬ刺激浓度的增加，

Ｓｒｃ活性（ｐＳｒｃ／ｔＳｒｃ）呈浓度依赖性与时间依赖性

升高（犘均＜０．０５）。见表２。

表２　狅狓犔犇犔对平滑肌细胞中犛狉犮激活的影响

处理 Ｓｒｃ活性

ｏｘＬＤＬ浓度 ０μｇ／ｍＬ ０．７５±０．０２

１２．５μｇ／ｍＬ ０．７６±０．０９（１）

２５．０μｇ／ｍＬ ０．８１±０．０３（１）

５０．０μｇ／ｍＬ ０．９３±０．０６（２）

ｏｘＬＤＬ处理时间 ０ｍｉｎ ０．７６±０．０５

１５．０ｍｉｎ ０．８５±０．０７（３）

３０．０ｍｉｎ １．０５±０．０３（３）

　 ６０．０ｍｉｎ １．４９±０．０６（４）

　　注：与ｏｘＬＤＬ０μｇ／ｍＬ组相比，
（１）犘＜０．０５，（２）犘＜０．０１；与

ｏｘＬＤＬ处理０ｍｉｎ组相比，（３）犘＜０．０１，（４）犘＜０．０１

２．３　敲减Ｓｒｃ表达可抑制ｏｘＬＤＬ诱导的原代平滑

肌细胞表型转化

为明确Ｓｒｃ在ｏｘＬＤＬ诱导平滑肌表型转化中

的作用，我们通过转染ＳｒｃｓｉＲＮＡ敲低Ｓｒｃ蛋白的

表达水平，并观察ｏｘＬＤＬ刺激后平滑肌细胞的表型

变化。在导入ＳｒｃｓｉＲＮＡ及阴性ｓｉＲＮＡ后，可见

ＳｒｃｓｉＲＮＡ显著抑制Ｓｒｃ在平滑肌细胞中的表达

（犘＜０．０５）。而在ｏｘＬＤＬ刺激后，阴性ｓｉＲＮＡ组

可见 ＭＹＨ１１的蛋白表达水平显著降低，ＣＤ６８的

蛋白表达水平显著升高（犘均＜０．０５）；ＳｒｃｓｉＲＮＡ

组ＭＹＨ１１和ＣＤ６８的蛋白表达水平均未见明显改

变。见表３。

２．４　抑制Ｓｒｃ蛋白活性可抑制ｏｘＬＤＬ诱导的原代

平滑肌细胞表型转化

为明确Ｓｒｃ激活状态在ｏｘＬＤＬ诱导平滑肌表

型转化中的作用，我们通过Ｓｒｃ特异性抑制剂ＰＰ２

抑制Ｓｒｃ蛋白的激活，并观察ｏｘＬＤＬ刺激后平滑肌

细胞表型变化。结果显示，Ｓｒｃ抑制剂组平滑肌细

胞中Ｓｒｃ磷酸化水平明显受抑（犘＜０．０５）。而在

ｏｘＬＤＬ刺激后，阴性刺激组ＭＹＨ１１的蛋白表达水

平明显降低，ＣＤ６８的蛋白表达水平明显升高

（犘均＜０．０５）。见表４。

表３　犛狉犮敲低后平滑肌细胞表型蛋白表达水平的影响

阴性ｓｉＲＮＡ组

－ ＋

ＳｒｃｓｉＲＮＡ组

－ ＋

Ｓｒｃ／βａｃｔｉｎ １．３５±０．２１ １．３６±０．３２ ０．５２±０．０９（１） ０．５６±０．０７（２）

ＭＹＨ１１／βａｃｔｉｎ ０．９６±０．１９ ０．４５±０．０８（１） ０．７５±０．０４ ０．７８±０．０５（２）

ＣＤ６８／βａｃｔｉｎ ０．３５±０．０７ １．４９±０．２２（１） ０．５８±０．０９ ０．５９±０．０７（２）

　　注：“－”为未处理组，“＋”为ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）处理组；与阴性ｓｉＲＮＡ组的未处理组相比，
（１）犘＜０．０５；与阴性ｓｉＲＮＡ组的ｏｘＬＤＬ处理

组相比，（２）犘＜０．０５
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表４　犛狉犮活性抑制对平滑肌细胞表型蛋白表达水平的影响

阴性刺激组

－ ＋

Ｓｒｃ抑制组

－ ＋

Ｓｒｃ／βａｃｔｉｎ １．０５±０．１１ １．３６±０．１８ ０．４６±０．０７（１） ０．５０±０．０９（２）

ＭＹＨ１１／βａｃｔｉｎ ０．８６±０．１５ ０．３２±０．０８（１） ０．７７±０．０９ ０．８０±０．１２（２）

ＣＤ６８／βａｃｔｉｎ ０．４２±０．１７ １．２９±０．１４（１） ０．４８±０．１２ ０．５２±０．１７（２）

　　注：“－”为未处理组，“＋”为ｏｘＬＤＬ（５０μｇ／ｍＬ）处理组；与阴性刺激组的未处理组相比，
（１）犘＜０．０５；与阴性刺激组的ｏｘＬＤＬ处理组相

比，（２）犘＜０．０５

３　讨论

在本研究中，我们发现ｏｘＬＤＬ可诱导血管平滑

肌细胞发生平滑肌表型下调，而巨噬细胞表型上

调。ｏｘＬＤＬ可促进血管平滑肌细胞中Ｓｒｃ激活，抑

制Ｓｒｃ表达和活性均可减少ｏｘＬＤＬ诱导的血管平

滑肌细胞表型的变化，提示Ｓｒｃ参与ｏｘＬＤＬ诱导的

血管平滑肌细胞表型转化过程。

Ｓｒｃ激酶属于ＰＴＫ家族成员，其他ＰＴＫ家族

成员包括Ｙｅｓ、Ｆｙｎ、Ｆｇｒ、Ｌｃｋ、Ｈｃｋ、Ｂｌｋ、Ｌｙｎ、Ｆｒｋ、

Ｓｒｍ、Ｂｒｋ
［４５］。Ｓｒｃ是ＰＴＫ家族最早被发现的成员，

结构从氨基端到羧基端分别为豆蔻酰化序列、单一

序列、ＳＨ３结构域、ＳＨ２结构域、激酶结构域和羟基

端调节尾端［６］。Ｓｒｃ通过磷酸化修饰调控自身活性

并向下传递信号。一般情况下，Ｓｒｃ５２７位点酪氨酸

处于磷酸化状态，与ＳＨ２结构域结合，此时Ｓｒｃ呈

卷曲状态，将酶活性中心４１６位点酪氨酸磷酸化位

点遮蔽。当Ｓｒｃ激酶与细胞膜表面受体结合发生构

象改变时，４１６位点酪氨酸暴露并发生自身磷酸化，

同时５２７位点去磷酸化，使激酶处于激活状态，将细

胞外信号向下传递。Ｓｒｃ激酶作为受体结合型

ＰＴＫ，缺乏跨膜及胞外段，需与跨膜受体如激素受

体、细胞因子及生长因子受体结合以传递细胞外信

号，促进细胞增殖、迁移、细胞间黏附及脂质累积［７］。

在动脉粥 样 硬 化 中，Ｓｒｃ 可 结 合 并 激 活

ｐ４７ｐｈｏｘ，继而激活还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸

磷酸氧化酶（ＮＯＸ），产生大量Ｏ２－，促进内皮细胞、

平滑肌细胞和巨噬细胞参与氧化应激［８］。Ｓｒｃ还参

与丝裂原激活的蛋白激酶（ＭＡＰＫ）和细胞外信号

调节激酶１／２（ＥＲＫ１／２）信号通路的激活，促进细

胞炎性反应和增殖迁移［９１０］，从而调控整个内皮平

滑肌巨噬细胞网络，促进动脉粥样硬化发展。本研

究发现ｏｘＬＤＬ可以通过提高Ｓｒｃ（Ｙ４１６）酪氨酸磷

酸化水平，促使Ｓｒｃ活化，进而诱导平滑肌细胞表型

改变，使平滑肌细胞发生表型转化。在抑制Ｓｒｃ表

达及活化后，平滑肌细胞表型改变被抑制，提示Ｓｒｃ

的激活参与并调控平滑肌细胞的表型转化。

动脉粥样斑块中平滑肌细胞表型的表达降低

和巨噬细胞表型的表达升高，与斑块不稳定明显相

关。在动脉粥样硬化斑块进展过程中，平滑肌细胞

迁出到内皮下参与斑块区纤维帽的形成，从而稳定

斑块［１１１２］。因此，平滑肌的表型转化对动脉粥样硬

化的发生发展有重要意义。本研究通过体外分离

并鉴定原代平滑肌细胞，均检测到ｏｘＬＤＬ可使原代

平滑肌细胞中平滑肌表型 ＭＹＨ１１表达降低，巨噬

细胞表型ＣＤ６８表达升高，表明ｏｘＬＤＬ可诱导平滑

肌细胞向巨噬细胞表型转化。

探讨动脉粥样硬化过程中ｏｘＬＤＬ诱导平滑肌

细胞表型转化的分子机制，对研究动脉粥样硬化斑

块进展有重要意义。本研究发现Ｓｒｃ激活对平滑肌

细胞表型的调控作用，有望为动脉粥样硬化的治疗

提供潜在靶点。
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