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[摘　 要] 　 目的　 研究高迁移率族蛋白 １(ＨＭＧＢ１)及其受体对体外人主动脉血管平滑肌细胞(ＶＳＭＣ)增殖及迁

移的影响ꎮ 方法　 体外培养人 ＶＳＭＣ 株ꎬ５０、１００、２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用细胞 ２４ ｈ 后ꎬＣＣＫ 法检测 ＶＳＭＣ 的增殖情

况ꎻ细胞划痕修复及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测 ＶＳＭＣ 迁移情况ꎻＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测细胞晚期糖基化终

产物受体(ＲＡＧＥ)干扰效率ꎻＣＣＫ 法及 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室实验检测沉默 ＲＡＧＥ 后 ＨＭＧＢ１ 对细胞增殖及迁移的影响ꎻ
Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测核因子(ＮＦ￣κＢ)蛋白表达水平ꎮ 结果 　 ＨＭＧＢ１ 作用 ＶＳＭＣ 后可明显促进细胞增殖及迁移(Ｐ<
０.０５)ꎻ转染 ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 后ꎬＲＡＧＥ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白表达水平明显下降(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ＨＭＧＢ１ 组相比ꎬｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ
可抑制 ＨＭＧＢ１ 诱导的细胞增殖、迁移及 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＨＭＧＢ１ 可促进 ＶＳＭＣ 增殖及迁移ꎬ机
制可能与 ＨＭＧＢ１ 和 ＲＡＧＥ 结合后激活 ＮＦ￣κＢ 表达有关ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉ￣
ｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ
ＳＨＵ Ｂｏꎬ ＱＩＡＮ Ｍｉｎｚｈａｎｇ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｚｕｎｙｉ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｚｕｎｙｉꎬ Ｇｕｉｚｈｏｕ ５６３０００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ￣１ ｐｒｏｔｅｉｎ (ＨＭＧＢ１) ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｏｎ ｐｒｏｌｉｆ￣
ｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ａｏｒｔｉｃ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌｓ (ＶＳＭＣ) ｉｎ ｖｉｔｒｏ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＶＳＭＣ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ５０ꎬ １００ꎬ ２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ ｆｏｒ ２４ ｈｏｕｒｓ. 　 Ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＣＣＫ ｋｉｔ. 　
ＶＳＭＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｃｒａｔｃｈ ａｓｓａｙ ａｎｄ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｃｈａｍｂｅｒ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｗｅｒｅ
ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔ(ＲＡＧＥ)ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ.　
Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢ (ＮＦ￣κＢ) ｗａｓ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 ＨＭＧＢ１ ｃｏｕｌｄ ｏｂｖｉｏｕｓｌｙ
ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ (Ｐ<０.０５).　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ａｓｓａｙ ｂｏｔｈ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｔｈａｔ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＲＡＧＥ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＶＳＭＣ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ (Ｐ<
０.０５).　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＭＧＢ１ ｇｒｏｕｐꎬ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ＨＭＧＢ１ ｉｎｄｕｃｅｄ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ＮＦ￣κＢ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ (Ｐ<０.０５). 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 ＨＭＧＢ１ ｃａｎ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ. 　 Ｔｈｅ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ａｎｄ ＲＡＧＥ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)所致的心脑

血管疾病病死率呈现逐年上升趋势ꎮ 目前认为ꎬＡｓ
是一种慢性血管炎症病变ꎮ 在炎症的刺激下ꎬ内皮

损伤暴露ꎬ血管平滑肌细胞( ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ

ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)增殖并向内膜迁移参与形成 Ａｓ 粥样斑

块[１]ꎮ 高迁移率族蛋白 １(ｈｉｇｈ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｇｒｏｕｐ ｂｏｘ￣１
ｐｒｏｔｅｉｎꎬＨＭＧＢ１)是一种真核细胞的非组蛋白染色

体结合蛋白[２]ꎬ在动脉粥样斑块中高表达ꎬ可与晚
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期糖基化终产物受体( ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｆｏｒ ａｄｖａｎｃｅｄ ｇｌｙｃｏｓｙ￣
ｌａｔｉｏｎ ｅｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔꎬＲＡＧＥ)结合ꎬ促进炎症反应ꎬ加快

Ａｓ 的进程[３]ꎮ 但 ＨＭＧＢ１ 介导的炎症在 Ａｓ 中的作

用机制尚需要更为详细的研究ꎮ 因此ꎬ本研究着重

于观察 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 增殖和迁移的作用ꎬ并通

过沉默 ＨＭＧＢ１ 的受体 ＲＡＧＥ 初步探讨此作用的信

号通路ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

　 　 人主动脉 ＶＳＭＣ 购自中南大学湘雅中心实验室

细胞库ꎮ ＨＭＧＢ１、高糖培养基(Ｄｕｌｂｅｃｃｏ􀆳ｓ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
Ｅａｇｌｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＤＭＥＭ )、 胎 牛 血 清 ( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ
ｓｅｒｕｍꎬＦＢＳ)(美国 Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎮ 细胞计数

试剂盒(ｃｅｌｌ ｃｏｕｎｔｉｎｇ ｋｉｔ￣８ꎬＣＣＫ￣８)、４′ꎬ６￣二脒基￣２￣
苯基吲哚 (ＤＡＰＩ) 染料 (上海碧云天生物技术公

司)ꎮ 迁移(Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ)小室(美国 Ｃｏｒｎｉｎｇ 公司)ꎮ
Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 试剂盒、ＳＹＢＲ 荧光探针(大连宝生

物工程有限公司)ꎮ ＰＣＲ 引物由上海生工生物工程

公司合成ꎮ ＲＡＧＥ、核转录因子 κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣
κＢꎬＮＦ￣κＢ)一抗、多克隆二抗(美国 Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公

司)ꎻｓｉＲＮＡ ＳＭＡＲＴ ｐｏｏｌｓ、Ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ、Ｄｈａｒｍａ
ＦＥＣＴ ２ 转染试剂(美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司)ꎮ
１.２　 细胞培养及分组

ＶＳＭＣ 置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 恒温培养箱中培养ꎮ
细胞操作在无菌超净台进行ꎮ 待贴壁细胞融合至

培养瓶 ７０％~８０％时ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶消化后 １ ∶
２ 传代ꎮ 倒置相差显微镜下观察细胞生长情况及形

态特征ꎮ ５０、１００、２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用细胞 ２４ ｈꎬ
观察其对细胞增殖、迁移的影响ꎮ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 转

染细胞后ꎬ实验分组:(１)对照组(Ｃｏｎｔｒｏｌ 组)ꎻ(２)
ｓｉＲＮＡ￣Ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｃｏｎｔｒｏｌ 组 (简称 ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组)ꎻ
(３) ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组ꎻ(４)１００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组ꎻ(５)
１００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ ＋ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组(简称 ＋ ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ
组)ꎻ(６)１００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１＋ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组(简称＋
ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组)ꎮ
１.３　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞增殖

ＶＳＭＣ 按照 １×１０３ 个 / 孔传代于 ９６ 孔板中ꎬ培
养 ２４ ｈ 后ꎬ按照上述实验分组培养 ２４、４８ ｈ 后ꎬ每孔

细胞加入 １０ μＬ ＣＣＫ￣８ 试剂ꎮ 培养箱作用 １ ｈꎬ
４５０ ｎｍ波长处测定各组细胞的吸光度值ꎮ 记录并

分析吸光度值ꎮ
１.４　 划痕修复实验检测细胞迁移

细胞培养板底部划一条直线ꎬＶＳＭＣ 以 １×１０５

个 / 孔密度接种板中ꎮ 细胞培养 ２４ ｈ 后用枪头比对

直线划过细胞ꎮ ＰＢＳ 洗细胞 ３ 次ꎬ拍照记为原始划

痕ꎮ 加入无血清 ＤＭＥＭꎬ按照实验分组处理ꎮ 继续

培养 ２４ ｈ 后拍照记为即时划痕ꎮ 测量原始以及即

时划痕宽度值ꎮ 相对迁移率 ＝ １－(即时划痕宽度 /
原始划痕宽度)ꎮ
１.５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室检测细胞迁移

ＶＳＭＣ 以 １×１０４ 个 / 孔密度接种于 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小
室上层中(孔径 ８ μｍ)ꎬ细胞分组后培养 ２４ ｈꎮ 取

出小室ꎬ擦去小室上层细胞ꎬＰＢＳ 清洗ꎬ相差显微镜

下观察ꎮ 甲醇固定小室下层细胞ꎬＤＡＰＩ 作用细胞

１５ ｍｉｎꎬ荧光显微镜下观察ꎬＤＡＰＩ 蓝染细胞为迁移

过小室膜的细胞ꎮ 随机选取视野对细胞拍照并计

数核蓝染细胞ꎮ
１.６　 ｓｉＲＮＡ 转染细胞

ＶＳＭＣ 以 １×１０５ 个 / 孔接种 ６ 孔板ꎬ当细胞密度

为 ６０％~７０％时进行转染ꎮ Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司构建

ＲＡＧＥ ｓｉＲＮＡ 及 Ｎｏｎ￣ｔａｒｇｅｔ ｓｉＲＮＡ 阴性对照ꎬｓｉＲＮＡ￣
ＲＡＧＥ 干扰序列:５′￣ＧＡＣＣＡＡＣＵＣＵＣＵＣＣＵＧＵＡＵＴＴ￣
３′ꎬ５′￣ＡＵＡＣＡＧＧＡＧＡＧＡＧＵＵＧＧＵＣＴＴ￣３′ꎮ ｓｉＲＮＡ 与

ＤＭＥＭ(不含 ＦＢＳ)混合ꎬ阴性对照操作相同ꎬ室温放

置 ５ ｍｉｎꎮ 等量转染试剂与 ｓｉＲＮＡ 混合形成转染混

合物ꎬｓｉＲＮＡ 终浓度为 ２５ ｎｍｏｌ / Ｌꎬ室温放置 ２０ ｍｉｎꎮ
将转染混合物加入细胞分组培养ꎬ６ ｈ 后换液ꎮ
１.７ 　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ｓｉＲＮＡ 转染后 ＲＡＧＥ 的

ｍＲＮＡ 表达

ＶＳＭＣ 以 １×１０５ 个 / 孔密度接种 ６ 孔板中ꎬ细胞

分组培养ꎮ 细胞弃培养基ꎬ用预冷 ＰＢＳ 缓冲液润洗

２ 次ꎮ 每孔加入 Ｔｒｉｚｏｌ １ ｍＬꎬ作用 １０ ｍｉｎ 后提取细

胞总 ＲＮＡꎮ 用约 １０ μＬ 焦碳酸二乙酯水溶解ꎬ测定

浓度及纯度ꎬ反转录合成 ｃＤＮＡꎮ 上海生工生物工

程公司合成引物ꎬ序列为:ＲＡＧＥ:５′￣ＧＧＣＴＧＧＴＧＴ￣
ＴＣＣＣＡＡＴＡＡＧＧ￣３′ꎬ ３′￣ＴＣＡＣＡＧＧＴＣＡＧＧＧＴＴＡＣＧ￣
ＧＴＴＣ￣５′ꎻＧＡＤＰＨ:５′￣ＧＣＡＣＣＧＴＣＡＡＧＧＣＴＧＡＧＡＡＣ￣
３′ꎬ３′￣ＡＧＧＴＧＡＣＣＧＣＡＧＡＡＧＴＧＧＴ￣５′ꎮ ＰＣＲ 反应条

件:９５℃ ５ ｍｉｎꎻ９５℃ １２ ｓꎬ３５ 个循环ꎻ６５℃ ４０ ｓꎮ 根

据 Ｃｔ 值经 ２―△△ＣＴ分析ꎬ得到 ｍＲＮＡ 相对表达量ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＶＳＭＣ 中 ＲＡＧＥ 及 ＮＦ￣κＢ
蛋白表达

ＶＳＭＣ 以 １×１０５ 个 / 孔密度接种 ６ 孔板中ꎬ分组

处理ꎮ 细胞总蛋白提取:细胞中加入 约 １００ μＬ
ＲＩＰＡ(含蛋白酶抑制剂) 作用 ３０ ｍｉｎꎮ ４℃ 离心

２０ ｍｉｎ取上清ꎮ 细胞核蛋白提取:收集各组细胞于

１.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ加入 ５００ μＬ 核蛋白提取液重悬ꎬ冰

２６７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ８ꎬ２０１８



浴 １５ ｍｉｎꎮ ４℃ １２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ３０ ｓꎮ 上清弃去ꎬ
沉淀加入 ５０ μＬ 裂解液ꎬ冰浴 ３０ ｍｉｎꎮ ４℃ １４０００
ｒ / ｍｉｎ离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清ꎮ ＢＣＡ 法测定蛋白浓度ꎮ
电泳 １.５ ｈ 后转膜 ２ ｈꎮ ４％脱脂奶粉室温封闭 ２ ｈꎮ
加入一抗:ＲＡＧＥ(１ ∶ １０００)、β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶ ２０００)、ＮＦ￣
κＢ ( １ ∶ １０００ )、 核 纤 层 蛋 白 Ｂ１ ( Ｌａｍｉｎｅ Ｂ１ )
(１ ∶ １０００)ꎬ４ ℃孵育过夜ꎮ 各自相应二抗室温下摇

晃孵育 ２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎮ ＥＣＬ 化学发光法显色ꎬ经凝

胶成像系统采集图像ꎬ用软件 Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ ２.０ 进行

灰度分析处理ꎬ 分别以 β￣ａｃｔｉｎ 为总蛋白内参ꎬ
Ｌａｍｉｎｅ Ｂ１ 为核蛋白内参ꎬ进行蛋白半定量分析ꎮ
１.９　 统计分析

ＳＰＳＳ １８.０ 软件包进行分析ꎬ数据以 ｘ±ｓ 表示ꎮ
主要统计指标均行正态性分布方差齐性检验ꎬ多组

间分析采用单因素方差分析ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计

学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 增殖的影响

　 　 ５０、１００、２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用 ＶＳＭＣ ２４、４８ ｈꎬ
ＣＣＫ￣８ 检测并比较各组细胞增殖情况ꎮ 与对照组相

比ꎬ５０、１００、２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 作用细胞 ２４、４８ ｈ 后ꎬ

细胞吸光度值均增加ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ
表 １)ꎮ 提示 ＨＭＧＢ１ 可促进细胞增殖ꎬ且作用随药

物浓度增加而增强ꎮ

表 １. ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 增殖的影响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ (ｎ
＝ ３)

分　 组 ２４ ｈ ４８ ｈ

对照组 １ １

５０ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组 １.２８７±０.０５３ａ １.４７４±０.０２３ａ

１００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组 １.６４２±０.１６８ｂ １.８０３±０.０５０ｂ

２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组 １.８５３±０.０４４ｂ １.９３７±０.０５３ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

２.２　 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 划痕修复的影响

细胞划痕修复标记后ꎬ计算细胞迁移相对距

离ꎮ 结果显示ꎬ与对照组(０. ３９８ ± ０. ０３３) 相比ꎬ５０
μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ ( ０. ５８４ ± ０. ０３１)、 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１
(０.６２５±０.０４２)、２００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１(０.７６２±０.０３６)均
可增强细胞迁移相对距离ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５ꎻ图 １)ꎮ 提示 ＨＭＧＢ１ 能促进 ＶＳＭＣ 划痕修复ꎬ
增加细胞的迁移距离ꎮ

图 １. ＨＭＧＢ１ 对细胞划痕修复的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＨＭＧＢ１ ｏｎ ＶＳＭＣ ｓｃｒａｔｃｈ ｒｅｐａｉｒ

２.３　 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 迁移能力的影响

ＨＭＧＢ１ 处理细胞 ２４ ｈ 后ꎬ倒置显微镜下观察

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室下层ꎬ发现随着 ＨＭＧＢ１ 浓度增加ꎬ小
室微孔周围细胞也增多ꎮ ＤＡＰＩ 染色后荧光显微镜

下观察ꎬ结果显示ꎬ与对照组相比ꎬ５０、１００、２００ μｇ / Ｌ
促进了 ＶＳＭＣ 向小室的下层迁移ꎬ导致下室蓝染的

细胞数目增多ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ
结果表明 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 迁移具有明显促进

作用ꎮ
２.４　 ｓｉＲＮＡ 转染细胞后干扰效率的检测结果

对 ＶＳＭＣ 转染靶向干扰 ＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 的特异

ｓｉＲＮＡ( ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ) 及非特异性 ｓｉＲＮＡ ( ｓｉＲＮＡ￣

３６７ＣＮ ４３￣１２６２ / Ｒ　 中国动脉硬化杂志 ２０１８ 年第 ２６ 卷第 ８ 期



图 ２. ＨＭＧＢ１ 诱导 ＶＳＭＣ 迁移　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ
与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＶＳＭＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＭＧＢ１

ＮＣ)阴性对照后ꎬＲｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检
测细胞中 ＲＡＧＥ 表达水平ꎮ 结果显示:转染 ｓｉＲＮＡ￣
ＲＡＧＥ 组与对照组及 ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组 相 比ꎬ ＲＡＧＥ
ｍＲＮＡ 水平明显下降ꎬ基因沉默效率为 ６９％ (Ｐ <
０.０５ꎻ图 ３Ａ)ꎻＲＡＧＥ 蛋白表达水平明显降低ꎬ蛋白

沉默效率约为 ４７％(Ｐ< ０. ０５ꎻ图 ３Ｂ)ꎮ 而对照组、
ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组的 ＲＡＧＥ ｍＲＮＡ 及蛋白表达均无显著

变化ꎮ 说明 ｓｉＲＮＡ 能特异性的沉默 ＶＳＭＣ 中 ＲＡＧＥ
表达ꎮ
２.５　 ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＨＭＧＢ１ 诱导的 ＶＳＭＣ 增殖的

影响

ＣＣＫ￣８ 检测结果显示:与对照组相比ꎬｓｉＲＮＡ￣
ＲＡＧＥ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组细胞增殖情况无明显变化ꎮ
与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组相比ꎬ＋ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组能明

显降低 ＨＭＧＢ１ 诱导的细胞增殖(Ｐ<０.０５)ꎬ而＋ｓｉＲ￣
ＮＡ￣ＮＣ 组无此作用(表 ２)ꎮ 提示 ＲＡＧＥ 参与调控

ＨＭＧＢ１ 诱导的 ＶＳＭＣ 细胞增殖ꎮ
２.６　 ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＨＭＧＢ１ 诱导的 ＶＳＭＣ 迁移的

影响

Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 小室结果显示ꎬ与对照组相比ꎬｓｉＲＮＡ￣
ＲＡＧＥ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组迁移细胞数量无明显变化ꎮ
与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组相比ꎬ＋ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组细胞迁

移数量无明显改变ꎬ而＋ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组细胞迁移数

量明显下降(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ 提示 ＲＡＧＥ 参与调控

ＨＭＧＢ１ 诱导的 ＶＳＭＣ 迁移ꎮ

图 ３. ＶＳＭＣ 中 ＲＡＧＥ 沉默效率的检测结果　 　 Ａ 为沉默后

ＲＡＧＥ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬＢ 为沉默后 ＲＡＧＥ 的蛋白表达水平ꎮ ａ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＲＡＧＥ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ
ｉｎ ＶＳＭＣ

表 ２. ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＨＭＧＢ１ 诱导 ＶＳＭＣ 增殖的影响(ｎ
＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＭＧＢ１ (ｎ＝ ３)

分　 组 ２４ ｈ ４８ ｈ
对照组 １ １
ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组 １.０８２±０.０７０ ０.９３９±０.０４２
ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组 １.０９５±０.０９７ ０.９６０±０.０５７

１００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组 １.７２０±０.１３０ａ １.７８６±０.０５２ａ

＋ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组 １.６６７±０.１３７ １.７９０±０.０８６
＋ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 组 １.４６５±０.１４３ｂ １.５３６±０.０３１ｂ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ< ０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组
比较ꎮ

２.７　 ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＶＳＭＣ 中 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达的

影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与对照组相比ꎬｓｉＲＮＡ￣

４６７ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ８ꎬ２０１８



图 ４. ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＨＭＧＢ１ 诱导 ＶＳＭＣ 迁移的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＶＳＭＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＨＭＧＢ１

ＲＡＧＥ 组、ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组细胞核 ＮＦ￣κＢ 表达无明显变

化ꎬ而 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 可明显增加 ＮＦ￣κＢ 蛋白表

达(Ｐ<０.０５)ꎻ与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组相比ꎬ＋ｓｉＲＮＡ￣
ＲＡＧＥ 组可降低 ＨＭＧＢ１ 诱导的 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达增

加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ５)ꎬ而＋ｓｉＲＮＡ￣ＮＣ 组无此作用ꎮ 提示

ＨＭＧＢ１ 与 ＲＡＧＥ 结合后促进细胞核中 ＮＦ￣κＢ 蛋白

的表达ꎮ

３　 讨　 论

血管平滑肌细胞呈长梭形ꎬ分布于血管壁中膜

层ꎬ其生理功能是维持血管收缩和张力ꎮ 正常成年

人 ＶＳＣＭ 处于成熟分化状态ꎬ增殖、迁移能力较低ꎮ
Ａｓ 发生时ꎬ高脂、氧化应激、炎症等多种危险因素致

内皮细胞合成和分泌各种炎性介质ꎬ刺激中膜分化

的 ＶＳＭＣ 表型发生改变ꎬ向内膜迁移并大量增生ꎬ其
分泌的胶原和细胞外基质一起形成 Ａｓ 斑块[４]ꎮ 能

否在 Ａｓ 发生的早期ꎬ控制及抑制 ＶＳＭＣ 的增殖及迁

移ꎬ对于防治 Ａｓ 病变的发生、发展起着关键作用ꎮ
ＨＭＧＢ１ 属于 ＨＭＧＢ 核蛋白超家族ꎬ具有稳定核小

体结构、调节基因转录的功能ꎮ 近年来发现 ＨＭＧＢ１
还可以作为内源性炎症因子参与缺血再灌注、关节

炎等多种生理病理过程[５￣６]ꎮ ＨＭＧＢ１ 介导炎症反

应参与 Ａｓ 已被大量基础及临床研究证实[７￣８]ꎬ在 Ａｓ
斑块及血管壁细胞中ꎬＨＭＧＢｌ 表达与释放明显增

加ꎬ通过促进平滑肌细胞表达较多的血管活性物

图 ５. ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 对 ＶＳＭＣ 中 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达的影响

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｃｏｎｔｒｏｌ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ ＨＭＧＢ１ 组

比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＮＦ￣
κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＶＳＭＣ

质、趋化因子及黏附因子而加重 Ａｓꎮ 因此ꎬ本研究

首先观察了 ＨＭＧＢ１ 作用 ＶＭＳＣ 后对其生物学行为

的影响ꎮ 结果显示ꎬ不同浓度 ＨＭＧＢ１ 作用 ＶＳＭＣ
后可明显刺激细胞的增殖及迁移ꎬ且作用随药物浓
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度增加而增强ꎮ
ＨＭＧＢｌ 含有 ３ 个结构域ꎬ其中 Ｎ 末端与 ＤＮＡ

结合的结构域称为 Ｂ 盒子ꎬ该位点与 ＨＭＧＢ１ 的促

炎活性密切相关[９]ꎮ ＲＡＧＥ 是目前研究最广泛的

ＨＭＧＢｌ 细 胞 表 面 受 体ꎬ ＲＡＧＥ 的 结 构 域 位 于

ＨＭＧＢ１ 结构域中的 Ｂ 盒子[１０]ꎬＨＭＧＢ１ 释放、分泌

后可以与 ＲＡＧＥ 直接结合ꎬ并促进下游信号分子

ＮＦ￣κＢ 从胞浆转移到核内的激活ꎬ进而分泌多种白

细胞介素、肿瘤坏死因子等多种炎症因子促进炎症

反应[１１￣１２]ꎮ 而炎症因子又可进一步促进 ＨＭＧＢ１ 的

分泌ꎬ形成炎症发生的正反馈和持续效应ꎮ 研究报

道ꎬＮＦ￣κＢ 信号通路在参与调节平滑肌细胞增殖、迁
移中起着重要作用[１３]ꎮ ＶＳＭＣ 中也广泛存在 ＲＡＧＥ
受体ꎬ因此ꎬ本研究利用 ＲＮＡ 干扰技术沉默了

ＶＳＭＣ 中 ＲＡＧＥ 的表达ꎬ观察 ＨＭＧＢ１ 对 ＶＳＭＣ 细胞

生物学行为的作用及 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达的影响ꎻ结果

显示ꎬＶＳＭＣ 转染 ｓｉＲＮＡ￣ＲＡＧＥ 后ꎬ细胞中 ＲＡＧＥ 的

ｍＲＮＡ 及蛋白水平表达均明显下降ꎬ表明干扰成功ꎮ
ＨＭＧＢ１ 作用受体沉默后的细胞ꎬ其促细胞增殖及迁

移作用均被抑制ꎬ说明 ＨＭＧＢ１ 的作用是通过结合

ＲＡＧＥ 受体而实现的ꎮ 无活性的 ＮＦ￣κＢ 大多以

ｐ６５￣ｐ５０￣ＩκＢ 三聚体的形式存在于细胞浆中ꎬ在炎性

刺激下ꎬ抑制单位 ＩκＢ 发生磷酸化而降解ꎬ激活的

ＮＦ￣κＢ 迅速移入细胞核启动靶基因转录表达[１４]ꎮ
因此ꎬ我们进一步检测了细胞核中 ＮＦ￣κＢ 的表达变

化ꎮ ＨＭＧＢ１ 作用细胞 ２４ ｈ 后ꎬＮＦ￣κＢ 的表达明显

增高ꎬ但是沉默细胞内 ＲＡＧＥ 受体表达后ꎬＨＭＧＢ１
诱导的 ＮＦ￣κＢ 表达增高受到抑制ꎮ 提示 ＨＭＧＢ１ 正

是通过结合 ＲＡＧＥ 后ꎬ激活下游 ＮＦ￣κＢ 信号通路而

发挥促 ＶＳＭＣ 增殖和迁移的作用ꎮ
综上所述ꎬＨＭＧＢ１ 可促进 ＶＳＭＣ 增殖及迁移ꎬ

机制可能与 ＨＭＧＢ１ 与 ＲＡＧＥ 结合后激活 ＮＦ￣κＢ 信

号通路有关ꎮ 本研究较为深入的探讨了 ＨＭＧＢ１、
ＶＳＭＣ 及 ＮＦ￣κＢ 之间的关系ꎬ有利于理解 Ａｓ 发生的

细胞分子机制ꎬ为防治 Ａｓ 寻找作用靶点ꎮ
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