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[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨 10-11 转位蛋白 2(TET2) / 泛醌细胞色素 C 还原酶铰链蛋白(UQCRH)轴在成纤维细胞

生长因子 2(FGF-2)抑制血管平滑肌细胞(VSMC)凋亡中的作用。 [方法] 　 正常培养的 VSMC 分为对照组、FGF-2
组、FGF-2+成纤维细胞生长因子受体(FGFR)泛抑制剂 LY2874455 组。 TET2 基因过表达(OETET2)或 UQCRH 基

因过表达(OEUQCRH) 的 VSMC 分为对照组、FGF-2 组、OETET2 +FGF-2 组或 OEUQCRH+FGF-2 组。 采用 Ho-
echst33342 和 PI 染色检测细胞凋亡,CCK-8 实验检测细胞增殖,Western blot 检测凋亡相关蛋白 pro-Caspase-3、
cleaved Caspase-3、Bax、Bcl-2 及 TET2、UQCRH 表达水平。 运用 NCBI、methprimer 网站预测分析 UQCRH 基因启动子

CpG 岛位点。 [结果] 　 FGF-2 可抑制 VSMC 凋亡、促进其增殖,下调促凋亡相关蛋白 cleaved Caspase-3、Bax 和

TET2、UQCRH 表达,上调抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达(与对照组相比,P<0. 05),但不影响 pro-Caspase-3 表达(与对照组

相比,P>0. 05),LY2874455 可对抗 FGF-2 的作用(与 FGF-2 组相比,P<0. 05)。 TET2 或 UQCRH 过表达可逆转

FGF-2 对 VSMC 抗凋亡、促增殖的作用,促进促凋亡相关蛋白表达上调,抗凋亡蛋白表达下调(与 FGF-2 组相比,P<
0. 05)。 UQCRH 基因启动子区域存在 3 个 CpG 岛。 过表达 TET2 能上调 FGF-2 处理的 VSMC 中 UQCRH 表达(与

FGF-2 组相比,P<0. 05)。 [结论] 　 FGF-2 通过抑制 TET2 和 UQCRH 表达,减少 VSMC 凋亡,促进其增殖。
[关键词] 　 成纤维细胞生长因子 2;　 10-11 转位蛋白 2;　 泛醌细胞色素 C 还原酶铰链蛋白;　 细胞凋亡;　 细胞增殖

[中图分类号] 　 R5;R363 [文献标识码] 　 A

Fibroblast growth factor-2 inhibits vascular smooth muscle cell apoptosis and pro-
motes its proliferation by suppressing the TET2 / UQCRH expression
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the role of the ten-eleven translocation 2 (TET2) / ubiquinol-cytochrome C reductase
hinge protein (UQCRH) axis in the inhibition of vascular smooth muscle cell (VSMC) apoptosis by fibroblast growth fac-
tor-2 (FGF-2). 　 　 Methods 　 Cultured VSMCs were divided into control group, FGF-2 group, and FGF-2+ fibroblast
growth factor receptor (FGFR) pan-inhibitor LY2874455 group. 　 VSMCs overexpressing TET2 (OETET2) or UQCRH
(OEUQCRH) were divided into control group, FGF-2 group, and OETET2+FGF-2 or OEUQCRH+FGF-2 group. 　 Ho-
echst33342 and PI staining were used to detect cell apoptosis, CCK-8 assay was employed to measure cell proliferation, and
Western blot was used to examine the expression levels of apoptosis-related proteins pro-Caspase-3, cleaved Caspase-3,
Bax, Bcl-2, as well as TET2 and UQCRH. 　 The NCBI and methprimer websites were utilized for predicting and analyzing
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CpG island sites in the UQCRH gene promoter. 　 　 Results　 FGF-2 could inhibit VSMC apoptosis, promote proliferation,
downregulate apoptosis-related proteins cleaved Caspase-3, Bax, TET2, and UQCRH expression, and upregulate anti-ap-
optotic protein Bcl-2 expression (compared with control group, P<0. 05). 　 However, it did not affect pro-Caspase-3 ex-
pression (compared with control group, P>0. 05). 　 LY2874455 could counteract the effects of FGF-2 ( compared with
FGF-2 group, P<0. 05). 　 Overexpression of TET2 or UQCRH could reverse the anti-apoptotic and pro-proliferative effects
of FGF-2 on VSMC, with upregulation of apoptosis-related protein expression and downregulation of anti-apoptotic protein
expression (compared with FGF-2 group, P<0. 05). 　 The UQCRH gene promoter region contained three CpG islands. 　
Overexpression of TET2 could upregulate UQCRH expression in VSMC treated with FGF-2 (compared with FGF-2 group,
P<0. 05). 　 　 Conclusion　 FGF-2, by inhibiting TET2 expression and UQCRH expression, reduces VSMC apoptosis and
promotes its proliferation.
[KEY WORDS] 　 fibroblast growth factor-2; 　 ten-eleven translation 2; 　 ubiquinol-cytochrome C reductase hinge
protein;　 cell apoptosis;　 cell proliferation

　 　 血管内膜增生是动脉粥样硬化(atherosclerosis,
As)等血管损伤性疾病发生发展的病理特征[1]。 血

管平滑肌细胞( vascular smooth muscle cell,VSMC)
增殖和凋亡与 As 的发生发展密切相关[2]。 在众多

调节 VSMC 凋亡与增殖的因素中,成纤维细胞生长

因子 2(fibroblast growth factor-2,FGF-2)作为一种多

功能细胞生长因子[3],被证实在抑制 VSMC 凋亡、
促进其增殖中起重要作用[4]。 本研究使用蛋白互

作预测工具提示 FGF-2 与 10-11 转位蛋白 2( ten-e-
leven translation 2,TET2)可相互作用。 TET2 是一种

内源性 DNA 去甲基化酶,可促进基因表达,其表达

缺失可加重 As 等心血管疾病的发生发展[5-6]。 研

究发现, 磷脂酰肌醇 3 激酶 ( phosphoinositide 3-
kinase,PI3K) /蛋白激酶 B(protein kinase B,PKB,或
称 Akt)通路激活可抑制 TET2 表达,减少心肌细胞

凋亡[7]。 然而目前尚不清楚 FGF-2 能否通过下调

TET2 表达从而影响 VSMC 的凋亡与增殖。 泛醌细

胞色素 C 还原酶铰链蛋白( ubiquinol-cytochrome C
reductase hinge protein,UQCRH)是线粒体呼吸链细

胞色素 bc1 复合物 6,可以通过增强线粒体电子传

递,维持细胞正常凋亡[8],其表达下调与自身基因

高度甲基化相关[9]。 本研究通过生物信息学预测

发现 TET2 的去甲基化作用可调控 UQCRH 表达,但
FGF-2 能否通过 TET2 调节 UQCRH 表达, 影响

VSMC 凋亡与增殖目前并不清楚。 本研究旨在阐明

FGF-2 抑制 TET2 / UQCRH 表达,减少 VSMC 凋亡,
促进其增殖,为寻找血管损伤性疾病的潜在治疗靶

点提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 细胞系与主要试剂

DMEM 高糖培养基购自 Gibco 公司;特级胎牛

血清购自 Biological Industries 公司;人重组 FGF-2
(18 kDa)、Caspase-3 一抗、Bax 一抗、Bcl-2 一抗、
TET2 一抗、 GAPDH 一抗购自 Proteintech 公 司;
UQCRH 一抗购自Abcam 公司;山羊抗兔 IgG 二抗、山
羊抗鼠 IgG 二抗购自 Abiowell 公司;Hoechst33342、PI
购自 Solarbio 公司;Annexin V-APC / PI 双染细胞凋

亡检测试剂盒购自凯基生物公司;TET2 过表达慢病

毒购自吉凯基因公司;UQCRH 过表达质粒购自丰

晖生物公司;Lipo6000TM 转染试剂购自碧云天公司。
1. 2　 细胞培养及处理

VSMC 用含有 10% 胎牛血清的 DMEM 高糖培

养基,在 37 ℃、5% CO2 条件下培养。 待细胞长至

80%融合后同步化 24 h,加 0. 05 g / L 的 FGF-2 处理

24 h ( 后 续 FGF-2 处 理 均 采 用 该 条 件 ), 或 加

50 nmol / L 的成纤维细胞生长因子受体 ( fibroblast
growth factor receptor,FGFR) 泛抑制剂 LY2874455
预处理 15 min 后,再加入 FGF-2 处理 24 h,实验分

组为:对照组、FGF-2 组、FGF-2+LY2874455 组。 转

染 TET2 基因过表达慢病毒构建 TET2 过表达的

VSMC 模型,转染 UQCRH 基因过表达质粒建立

UQCRH 过表达的 VSMC 模型,分别加入 FGF-2 处

理 24 h,按实验分组开展后续实验。
1. 3　 Western blot 检测

用 RIPA 裂解液进行细胞裂解,离心提取总蛋

白,采用 BCA 蛋白定量试剂盒检测样本蛋白浓度,
SDS-PAGE 凝胶电泳、转膜,5% 脱脂奶粉封闭 2 ~
4 h 或 4 ℃过夜,加入不同一抗进行抗体杂交,TBST
洗 3 次,每次 10 min,再加入与一抗对应种属来源的

二抗孵育 2 h,TBST 洗 3 次,每次 10 min,用 ECL 化

学发光剂,全自动化学发光成像分析系统显影,采
用 Image J 软件对条带光密度值进行统计学分析。
1. 4　 CCK-8 检测细胞增殖

将细胞悬液接种至 96 孔板中,每组 6 个复孔,
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每孔终体积为 100 μL。 将细胞培养 12 h 或过夜。
处理结束后向每孔加入 10 μL CCK-8 溶液,孵育

2 h,使用酶标仪检测 450 nm 波长的吸光度值(OD
值),根据试剂盒说明书中的公式计算细胞增殖率。
1. 5　 Hoechst33342 / PI 双染检测细胞凋亡

选取生长状态良好的细胞,制成细胞悬液,均
匀接种于 6 孔板,待细胞差不多铺满孔时,加入相应

处理因素。 处理结束后用 PBS 洗涤细胞 2 ~ 3 次,
避光环境下进行后续操作。 每孔加入 Hoechst33342
溶液 1 mL,37 ℃恒温孵育 20 ~ 30 min。 吸去染料,
PBS 洗涤细胞 3 次。 每孔加入 PI 工作液 1 mL,在
室温摇床上孵育 10 ~ 20 min。 吸去染液,PBS 洗涤

细胞 3 次,在荧光显微镜下观察,拍照记录结果。
1. 6　 TET2 基因过表达慢病毒转染

采用本实验室构建好的 TET2 基因过表达慢病

毒进行转染[10]。 将生长状态良好的细胞制成单细

胞悬液,均匀接种在 6 孔板,待细胞贴壁为 30% 左

右时进行慢病毒转染。 吸去 6 孔板中培养基,加入

2. 5 mL 无血清 DMEM 高糖培养基。 根据 MOI 值,
每孔加入适量体积的 TET2 基因过表达慢病毒和

100 μL 病毒转染增强液,轻轻混匀培养 12 h 或过

夜,将培养基更换为完全培养基继续培养,检测转

染效率,进行后续实验。
1. 7　 UQCRH 基因过表达质粒构建与转染

采用 pcDNA3. 1-EGFP 构建人 UQCRH 基因过

表达质粒。 将细胞均匀接种于 6 孔板培养,细胞密

度达到 70% ~ 80% 后换成新鲜无抗生素的完全培

养基。 取两个离心管分别加入 125 μL DMEM 高糖

培养基,其中一个离心管加入过表达质粒 2. 5 μg,
轻轻混匀。 另一个离心管加 Lipo6000TM 转染试剂

5 μL,轻轻混匀,室温静置 5 min。 将含有过表达质

粒的培养液轻轻加入含转染试剂的培养液,轻轻混

匀,室温静置 5 min。 每孔均匀加入混合培养液

250 μL,6 h 后更换新鲜的完全培养基,继续培养

24 ~ 48 h,检测转染效率,开展后续实验。
1. 8　 生物信息学分析

利用 Home-Gene-NCBI 网站(https: / / www. ncbi.
nlm. nih. gov / gene / ? term=)查找目的基因及其基因

启动子序列,然后将基因启动子序列复制下来,进
入基因甲基化分析网站寻找 CpG 岛( http: / / www.
urogene. org / cgi-bin / methprimer / methprimer. cgi)。
1. 9　 统计学分析

实验数据都以 x±s 表示,两组间比较采用组间 t
检验(Student’s t),三组或多组之间的比较采用单

因素方差分析(one-way ANOVA),进一步的两两比

较采用 Tukey 显著性差异检验,以 GraphPad Prism 8
统计软件进行结果分析,P<0. 05 被认为差异具有统

计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 FGF-2 抑制 VSMC 凋亡,促进其增殖

Hoechst33342 和 PI 染色结果显示, FGF-2 组

VSMC 凋亡水平显著减少,与对照组相比,促凋亡相

关蛋白 cleaved Capase-3、Bax 分别降低了 47. 37%和

35. 66% ,抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达升高了 86. 77% ,而
LY2874455 可 拮 抗 FGF-2 的 上 述 作 用 ( 均 P <
0. 05), pro-Caspase-3 表达不受影响 ( P > 0. 05 )。
CCK-8 结果显示,与对照组相比,FGF-2 组 VSMC 增

殖率升高了 6. 46% ,而 LY2874455 能逆转 FGF-2 的

促增殖作用(P<0. 05;图 1)。 结果表明,FGF-2 能显

著抑制 VSMC 凋亡,促进其增殖。
2. 2　 FGF-2 下调 VSMC 的 TET2 和 UQCRH 表达

Western blot 结 果 表 明, FGF-2 组 TET2 和

UQCRH 的蛋白表达分别较对照组降低 34. 09% 和

40. 43% , LY2874455 逆转了 FGF-2 的作用 ( P <
0. 05,图 2)。 这些结果提示,FGF-2 抗 VSMC 凋亡

和促其增殖作用,可能与抑制 TET2 和 UQCRH 的表

达有关。
2. 3　 FGF-2 通过下调 TET2 表达,减少 VSMC 凋亡,
促进其增殖

在过表达 TET2 ( OETET2) 的 VSMC 中加入

FGF-2 处理,观察 FGF-2 对 VSMC 凋亡和增殖的影

响。 发 现 与 FGF-2 组 相 比, OETET2 + FGF-2 组

VSMC 凋亡增多;TET2、cleaved Caspase-3、Bax 表达

分别增加 48. 64% 、44. 74% 和 47. 92% ,Bcl-2 表达

减少 31. 54% (均 P < 0. 05 ); VSMC 增殖降低了

27. 6% (P<0. 05;图 3)。 这些结果表明,FGF-2 通过

下调 TET2 的表达,减少 VSMC 凋亡,促进其增殖。
2. 4　 FGF-2 通过下调 UQCRH 表达,减少 VSMC 凋

亡,促进其增殖

在 UQCRH 基因过表达(OEUQCRH)的 VSMC
中加入 FGF-2 处理, Hoechst33342 / PI 双染发现,
UQCRH 逆 转 了 FGF-2 抗 VSMC 凋 亡 的 作 用。
Western blot 结果显示,UQCRH 过表达组 cleaved
Caspase-3、Bax 表达分别较 FGF-2 组增加 165. 66%
和 41. 57% ,抗凋亡蛋白 Bcl-2 表达降低 48. 81% (均
P<0. 05)。 CCK-8 检测结果发现,UQCRH 过表达组
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VSMC 增殖较 FGF-2 组降低 35. 77% ( P < 0. 05;
图 4)。 这些结果表明,FGF-2 通过下调 UQCRH 的

表达,抑制 VSMC 凋亡,促进其增殖。

图 1. FGF-2对 VSMC 凋亡与增殖的影响

A 为 Hoechst33342 / PI 观察 VSMC 凋亡情况(Scale bar =150 μm);B ~ F 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白表达水平(n=3);
G 为 CCK-8 检测 VSMC 增殖情况(n=6)。 1 为对照组,2 为 FGF-2 组,3 为 FGF-2+LY2874455 组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 FGF-2 组相比。

Figure 1. The effect of FGF-2 on apoptosis and proliferation of VSMC

图 2. FGF-2对 VSMC 的 TET2 和 UQCRH 表达的影响(n=3)
1 为对照组,2 为 FGF-2 组,3 为 FGF-2+LY2874455 组。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 FGF-2 组相比。

Figure 2. The effect of FGF-2 on the expression of TET2 and UQCRH in VSMC(n=3)

2. 5 　 TET2 促进 FGF-2 处理的 VSMC 中 UQCRH
表达

生物信息学分析发现,UQCRH 基因启动子上

有 3 个 CpG 岛,表明 UQCRH 基因启动子上有潜在

的 DNA 甲基化调控位点。 在 TET2 基因过表达

(OETET2)的 VSMC 中加 FGF-2 处理,UQCRH 表达

较 FGF-2 组上调 38. 83% (P<0. 05;图 5)。 这一结

果提示,TET2 可以促进 UQCRH 的表达。

3　 讨　 论

血管内膜增生是 As 等心血管疾病的重要病理

基础[1],也是血管损伤后自我修复的一种代偿方

式,但是持续的血管内膜增生将导致血管狭窄甚至

闭塞,引起严重后果[11]。 VSMC 凋亡减少、增殖异

常是血管内膜增生的重要原因[1,12]。 本研究观察了

FGF-2 对 VSMC 凋亡与增殖的影响及 TET2 / UQCRH
轴在其中的作用。 研究发现,FGF-2 通过抑制 TET2
的表达,下调 UQCRH 的表达,减少 VSMC 凋亡,促
进其增殖。

FGF-2 具有较强的抗细胞凋亡与促细胞增殖作

用[13-14],通过调节线粒体功能发挥抗凋亡作用[15]。
最近研究表明,FGF-2 在心肌细胞的缺氧再灌注损

伤及非酒精性脂肪性肝病体外模型细胞、皮肤成纤

维细胞、VSMC 的凋亡中起重要拮抗作用[4,16-18]。 本

研究显示,FGF-2 可显著减少 VSMC 凋亡,并促进其
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图 3. TET2 过表达增加 FGF-2处理的 VSMC 凋亡并抑制其增殖

A 为 Hoechst33342 / PI 检测 VSMC 凋亡情况(Scale bar =150 μm);B ~ G 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白及 TET2 表达水平(n=3);
H 为 CCK-8 检测 VSMC 增殖情况(n=6)。 1 为对照组,2 为 FGF-2 组,3 为 OETET2+FGF-2 组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 FGF-2 组相比。

Figure 3. Overexpression of TET2 enhances apoptosis and inhibits proliferation of FGF-2-treated VSMC

图 4. UQCRH 过表达促进 FGF-2处理的 VSMC 凋亡并抑制其增殖

A 为 Hoechst33342 / PI 检测 VSMC 凋亡情况(Scale bar =150 μm);B ~ G 为 Western blot 检测凋亡相关蛋白及 UQCRH 表达水平(n=3);
H 为 CCK-8 检测 VSMC 增殖情况(n=6)。 1 为对照组,2 为 FGF-2 组,3 为 OEUQCRH+FGF-2 组。

a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 FGF-2 组相比。

Figure 4. Overexpression of UQCRH promotes apoptosis and inhibits proliferation of FGF-2-treated VSMC

增殖,而 FGFR 抑制剂 LY2874455 能逆转 FGF-2 的

作用。 有研究报道,FGF-2 在受损血管的 VSMC 中

大量表达,能抑制 VSMC 凋亡和促进其增殖[5,19]。
本研究结果与这些研究报道一致。 此外,本研究在

观察 FGF-2 抗 VSMC 凋亡和促进其增殖的同时,发
现 TET2 和 UQCRH 表达下调,提示 FGF-2 抗 VSMC
凋亡和促进其增殖可能与其下调 TET2、UQCRH 的

表达有关。
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图 5. TET2 对 FGF-2处理的 VSMC 中 UQCRH 表达的影响

A 为运用 MethPrimer 对 UQCRH 基因启动子 CpG 岛进行预测,发现 UQCRH 基因启动子上有 3 个 CpG 岛;
B 为 Western blot 检测 UQCRH 表达水平(n=3)。 a 为 P<0. 05,与对照组相比;b 为 P<0. 05,与 FGF-2 组相比。

Figure 5. The effect of TET2 on the expression of UQCRH in FGF-2-treated VSMC

TET2 可通过基因去甲基化,提高基因羟甲基化

水平,促进基因表达。 研究表明,TET2 抑制 VSMC
表型转化,改善内皮细胞功能障碍,阻止 As 病

变[20]。 Zhuang 等[21] 报道, 过表达 TET2 可阻止

VSMC 表型转化、增殖和迁移,抑制 As 中的血管重

构。 本研究发现,TET2 过表达上调 FGF-2 处理的

VSMC 中 cleaved Caspase-3 和 Bax 表达,下调 Bcl-2
表达, 减少细胞增殖; TET2 可逆转 FGF-2 的抗

VSMC 凋亡和促增殖作用。 TET2 表达受多种途径

调控,其中抑制 PI3K / PKB、丝裂原活化蛋白激酶

(mitogen-activated protein kinase,MAPK) 等信号通

路能上调 TET2 的表达[22]。 FGF-2 是否通过激活

PI3K / PKB 或MAPK 信号通路下调 TET2 表达,仍需

进一步探讨。
UQCRH 是线粒体复合物Ⅲ的主要亚基之一,

参与调节细胞色素 C1 和细胞色素 C 之间的电子传

递反应。 本研究发现 UQCRH 过表达使 FGF-2 处理

的 VSMC 凋亡增加,增殖减少,表明 UQCRH 可逆转

FGF-2 的作用。 在透明细胞肾细胞癌的细胞系中过

表达 UQCRH 可诱导细胞凋亡,减缓肿瘤的生长[8]。
本文通过生物信息学预测 UQCRH 基因的启动子存

在 3 个 CpG 岛,与 Miyakuni 等[23] 研究结果一致。
TET2 可上调 FGF-2 处理的 VSMC 中 UQCRH 表达,
提示后者可能受 TET2 的去甲基化调控。 然而,
FGF-2 处理的 VSMC 中 UQCRH 基因启动子的甲基

化水平如何,以及 TET2 是否通过去甲基化作用上

调 UQCRH 表达,这些问题有待进一步研究。
综上,本研究表明,FGF-2 通过抑制 TET2 和

UQCRH 表达,减少 VSMC 凋亡,促进其增殖。 从表

观遗传学角度为 FGF-2 抗 VSMC 凋亡、促进其增殖

的机制提供了新的认识,为血管损伤性疾病的研究

和防治提供了新的思路。
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