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Nf1 基因沉默对小鼠主动脉血管平滑肌细胞增殖与迁移及
表型转化的影响

杨 阳, 姚智超, 霍丽蓉
首都医科大学附属复兴医院中心实验室,北京市 100038

[摘　 要] 　 [目的] 　 探究 Nf1 基因沉默对平滑肌细胞增殖和迁移的作用及可能的机制。 [方法] 　 以小鼠主动脉

血管平滑肌细胞(MOVAS)为研究对象,用 Nf1 siRNA 转染 MOVAS 后,RT-qPCR 验证 Nf1 siRNA 转染 MOVAS 效率,
实验分为对照组、siRNA NC 组和 Nf1 siRNA 组。 采用 Ki-67 免疫荧光实验检测 MOVAS 增殖,采用划痕实验、Tran-
swell 实验评估 Nf1 基因沉默对 MOVAS 迁移能力的影响,采用 Western blot 检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 表型标志

蛋白表达水平的影响以及 Ras 下游信号胞外信号调节激酶(ERK)、p-ERK、蛋白激酶 B(Akt)、p-Akt 表达水平的差

异。 [结果] 　 与对照组相比,Nf1 siRNA 组 MOVAS 增殖能力显著升高(升高 33. 23% ,P<0. 05)、迁移能力显著增

强(划痕实验显示增强 35. 47% ,Transwell 实验显示增强 39. 33% ,P<0. 05 或 P<0. 01),收缩型蛋白平滑肌 22α 蛋白

(SM22α)、α-平滑肌肌动蛋白(α-SMA)和钙调蛋白 1(CNN1)的表达降低(分别降低 18. 91% 、23. 38% 和 25. 08% ,
P<0. 05 或 P<0. 01),合成型蛋白骨桥蛋白(OPN)表达增加(增加 58. 70% ,P<0. 05),p-ERK、p-Akt 水平显著增加

(分别增加 33. 30%和 2. 42 倍,P<0. 05 或 P<0. 01)。 [结论] 　 Nf1 基因沉默使 MOVAS 增殖与迁移能力显著增强,
并由收缩型向合成型的表型转化。
[关键词] 　 血管平滑肌细胞;　 细胞增殖;　 细胞迁移;　 表型转化;　 Nf1 基因

[中图分类号] 　 R5;R363 [文献标识码] 　 A

Effect of Nf1 gene silencing on proliferation and migration and phenotypic transfor-
mation of mouse aortic vascular smooth muscle cells
YANG Yang, YAO Zhichao, HUO Lirong
Central Laboratory, Fuxing Hospital, Capital Medical University, Beijing 100038, China
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To explore the effect of Nf1 gene silencing on smooth muscle cell proliferation and migration
and its possible molecular mechanism. 　 　 Methods　 Using mouse aortic vascular smooth muscle cells (MOVAS) as the
research object, the efficiency of Nf1 siRNA transfection in MOVAS was verified by RT-qPCR after transfection with Nf1
siRNA. 　 The experiment was divided into control group, siRNA NC group, and Nf1 siRNA group. 　 Ki-67 immunofluores-
cence assay was used to detect the proliferation of MOVAS. 　 Scratch assay and Transwell assay were used to evaluate the
effect in the migration ability of MOVAS caused by Nf1 gene silencing. 　 Western blot was used to detect the effect of Nf1
gene silencing on the expression levels of MOVAS phenotype marker proteins and the differences in the expression levels of
downstream Ras signals extracellular signal-regulated kinase (ERK), p-ERK, protein kinase B (Akt), and p-Akt.
Results　 Compared with the control group, the proliferation ability of MOVAS in the Nf1 siRNA group was significantly in-
creased (increased by 33. 23% , P<0. 05), migration ability was significantly enhanced (scratch assay showed an increase
of 35. 47% , Transwell assay showed an increase of 39. 33% , P<0. 05 or P<0. 01), and the expression of contractile pro-
teins smooth muscle 22α (SM22α), α-smooth muscle actin (α-SMA), and calmodulin 1 (CNN1) was reduced ( de-
creased by 18. 91% , 23. 38% and 25. 08% , P<0. 05 or P<0. 01, respectively). 　 The expression of synthetic protein os-
teopontin (OPN) was increased (increased by 58. 70% , P<0. 05), and the levels of p-ERK and p-Akt were significantly
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increased (increased by 33. 30% and 2. 42 times, respectively, P<0. 05 or P<0. 01). 　 　 Conclusion　 Nf1 gene silen-
cing can significantly enhance the proliferation and migration ability of MOVAS, and transform from a contractile phenotype
to a synthetic phenotype.
[KEY WORDS] 　 vascular smooth muscle cell; 　 cell proliferation; 　 cell migration; 　 phenotypic transformation; 　
Nf1 gene

　 　 1 型神经纤维瘤病 ( neurofibromatosis type 1,
NF1)是一种由于 Nf1 基因突变引起的常染色体显

性遗传性多系统疾病[1-2],其特点是表型多变,具有

患恶性肿瘤和高发病的风险[3]。 主要临床表现为

多发性咖啡斑、Lisch 结节、皮肤 /真皮神经纤维瘤、
丛状神经纤维瘤和骨缺损[4]。 脑血管病是 NF1 患

者严重的并发症,NF1 患者并发血管病变具有高发

病率和死亡率,30 岁以下的 NF1 患者发生血管病变

的可能性要高出 7 倍以上[5]。 NF1 患者并发的血管

病变包括缺血性和出血性脑卒中、血管扩张或狭

窄、肾动脉狭窄等[6-8]。 其中,脑卒中和脑动脉狭窄

是最常见的血管并发症[9]。 目前,NF1 患者并发潜

在血管病变的具体分子机制有待阐明。
在 NF1 血管病变的小鼠模型中,Nf1+ / - 小鼠在

动脉损伤反应中新生内膜形成明显增加,其病理特

征为平滑肌细胞的过度增殖和聚集以及巨噬细胞

功能障碍[10]。 血管平滑肌细胞 ( vascular smooth
muscle cell,VSMC)的表型转化与其增殖能力、迁移

能力的改变密切相关。 在多种血管周围环境因素

的刺激作用下,VSMC 会从静止的收缩表型转变为

合成表型[11-12]。 合成型 VSMC 从中膜迁移到内皮

下间隙,大量增殖并产生基质金属蛋白酶(matrix
metalloproteinase,MMP)、胶原蛋白、弹性蛋白和蛋

白聚糖,从而形成新的平滑肌细胞层,参与组织修

复和重塑[13]。 目前,在 NF1 患者并发血管狭窄的病

理过程中,VSMC 是否发生表型转化有待探究。
本课题组前期研究发现了一个 NF1 患者并发

脑血管狭窄的家系,基因筛查结果表明该家系所有患

者的 Nf1 基因第 5 号外显子发生 Q181X(c. 541C-T)无
义点突变[14]。 具体来说,编码的氨基酸序列中,谷
氨酰胺被替换为终止密码子,导致 Nf1 基因在翻译

到特定位置时提前终止,产生了一个由 180 个氨基

酸组成的截短蛋白,这一变化使得 Nf1 基因丧失了

其完整的编码功能域。 应用 CRISPR-Cas9 技术建

立 Nf1-Q181X 点突变小鼠模型,磁共振血管成像显

示 Nf1-Q181X 点突变组小鼠均存在脑血管狭窄。
此外,在颈动脉损伤模型中观察到,Nf1-Q181X 点突

变促进颈动脉新生内膜形成,从而导致血管狭

窄[15]。 本研究以小鼠主动脉血管平滑肌细胞

(mouse aortic vascular smooth muscle cell,MOVAS)
为研究对象,探讨 Nf1 基因沉默对 MOVAS 增殖和

迁移的影响,在细胞层面为 NF1 并发血管狭窄的分

子机制提供理论依据。

1　 材料和方法

1. 1　 实验细胞及主要试剂

MOVAS 购自武汉普诺赛生命科技有限公司。
DMEM 高 糖 培 养 基、 双 抗 和 0. 25% 胰 蛋 白 酶

(Gibco);胎牛血清(CellMax);二甲基亚砜(Sigma);
NP-40 裂解液、结晶紫染液、4% 多聚甲醛固定液和

DAPI 染液( Solarbio);Transwell 小室(Corning);免
疫荧光二抗稀释液(碧云天);BCA 蛋白定量试剂

盒(上海生工);Ki-67、平滑肌 22α 蛋白 ( smooth
muscle 22α,SM22α)、α-平滑肌肌动蛋白(α-smooth
muscle actin,α-SMA)、钙调蛋白 1 ( calmodulin 1,
CNN1)、骨桥蛋白( osteopontin,OPN)、蛋白激酶 B
(protein kinase B,Akt)、p-Akt、胞外信号调节激酶

(extracellular signal-regulated kinase,ERK)和 p-ERK
(CST);羊抗兔荧光二抗 594、HRP 标记的羊抗兔二

抗(Abcam)。 Nf1 siRNA 及其阴性对照由上海吉玛

基因科技有限公司合成。
1. 2　 细胞培养

将 MOVAS 细胞系复苏、传代,在含有 10%胎牛

血清、1%青霉素-链霉素溶液的高糖 DMEM 培养基

中进行培养,并置于 37 ℃、5% CO2 细胞培养箱中,
选取 5 ~ 10 代状态良好的 MOVAS 用于实验。
1. 3　 细胞转染

将细胞稀释后按 2×105 个 / 孔的密度接种于 12
孔板,当细胞融合至 80%时,换用无血清培养基,细
胞分为 3 组:对照组、siRNA NC 组、Nf1 siRNA 组。
按照 Lipo3000 试剂转染说明书分别转染 siRNA NC
和 Nf1 siRNA,转染后培养 6 h,去除培养液,加入新

鲜的含有胎牛血清的 DMEM 完全培养基,继续培养

48 h 后收取细胞样品,用于后续实验。 Nf1 siRNA 靶向

序列:正义链为 5′-GCUCCUGUCAUUCUCUCUATT-3′,
反义链为 5′-UAGAGAGAAUGACAGGAGCTT-3′。
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1. 4　 RT-qPCR 检测

按照 Trizol 试剂说明书从细胞中提取总 RNA,
以总 RNA 为模板,使用 RevertAid first-strand cDNA
synthesis kit 试剂盒反转录成 cDNA。 以反转录得到

的 cDNA 为模板,加入特异引物和 SYBR Green mix
检测试剂进行实时荧光定量 PCR。 引物序列:Nf1
上游为 5′-ATGGCTTCACATTCTTGG-3′,下游为 5′-
ATAACTGTAACTCCTGGGTC-3′;内参 GAPDH 上游

为 5′-AGGTCGGTGTGAACGGATTTG-3′,下游为 5′-
TGTAGACCATGTAGTTGAGGTCA-3′。 采用 2-ΔΔCt 进

行定量分析。
1. 5　 免疫荧光观察

将不同组的细胞悬液接种于含有细胞爬片的 6
孔板中,进行细胞培养处理,待其爬片后,移除培养

液,用 4%多聚甲醛固定 10 min,随后用 PBS 溶液清

洗 3 次,然后用 0. 1% Triton X-100 进行通透化和

5%BSA 封闭 30 min。 置于 4 ℃冰箱中与一抗孵育

过夜。 次日,添加荧光标记的二抗室温避光孵育

1 h。 最后,用 DAPI 孵育,用于染色和标记细胞核。
移去 DAPI,PBS 洗 3 次后封片,在荧光显微镜下记

录最终染色结果并拍照。
1. 6　 Western blot 检测

采用含有磷酸酶和蛋白酶抑制剂的 NP-40 裂

解缓冲液进行细胞总蛋白的提取。 等量的蛋白质

样品通过 12. 5%的 SDS-PAGE 凝胶进行分离,并转

移到 PVDF 膜上。 随后放入 5% 脱脂奶粉封闭液中

室温封闭 2 h,加一抗,于 4 ℃ 孵育过夜。 用 TBST
洗膜后,加入 HRP 标记的羊抗兔 IgG 二抗,在室温

下孵育 2 h,加 TBST 洗涤 3 次,再加入增强化学发

光试剂,并在成像系统上曝光显影。
1. 7　 细胞划痕实验

将转染后的细胞制成细胞悬液,按照 2×105 个 / 孔
的密度接种在 12 孔板中,将原有完全培养基替换成

无血清培养基以排除细胞本身增殖对实验结果的

影响,待细胞长满后,使用 200 μL 移液管的尖端在

融合的细胞上划出一道划痕。 在划痕后 0 h、24 h
用倒置显微镜进行拍照和记录划痕面积的变化,并
通过 Image J 软件测定细胞迁移的距离。
1. 8　 Transwell 实验

使用 24 孔和 8 μm 孔径的 Transwell 小室测定细

胞迁移。 用无血清培养基重悬细胞,加入 Transwell
培养板的上层小室中,将小室插入孔内并向下室加

入完全培养基,于 37 ℃培养 24 h,将迁移到外膜侧

的细胞用 4%多聚甲醛固定 20 min,清洗后用 1%结

晶紫染液染色 15 min,用 PBS 轻轻冲洗掉剩余的染

液,在显微镜下对迁移细胞进行可视化并记录数据。
1. 9　 统计学分析

实验数据采用 Graphpad prism 9. 0 软件进行统

计分析。 实验重复 3 次,实验数据以 x±s 表示,多组

间比较采用单因素方差分析,P<0. 05 表示差异具有

统计学意义。

2　 结　 果

2. 1　 Nf1 siRNA 转染 MOVAS 后 Nf1 mRNA 的表达

RT-qPCR 检测结果显示,与对照组相比,siRNA
NC 组 Nf1 mRNA 表达无明显改变,Nf1 siRNA 组

Nf1 mRNA 表达降低了 30. 84% (P<0. 01;图 1)。 上

述结果表明, Nf1 siRNA 可有效抑制 Nf1 基因的

表达。

图 1. Nf1 siRNA 转染 MOVAS 后 Nf1 mRNA 的表达

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 siRNA NC 组比较。

Figure 1. The expression of Nf1 mRNA in MOVAS
after Nf1 siRNA transfection

2. 2　 Nf1 基因沉默促进 MOVAS 增殖

Ki-67 免疫荧光实验结果显示,与对照组和

siRNA NC 组相比,Nf1 siRNA 组 Ki-67 阳性细胞比

率分别升高 33. 23% 和 28. 85% (P<0. 05),而对照

组与 siRNA NC 组 Ki-67 阳性细胞比率无明显差异

(图 2)。 上述结果表明,Nf1 基因沉默可以促进

MOVAS 增殖。
2. 3　 Nf1 基因沉默促进 MOVAS 迁移

细胞划痕实验结果显示,在划痕实验 24 h 后,
与对照组和 siRNA NC 组相比,Nf1 siRNA 组划痕恢

复百分比明显增加(P<0. 01;图 3)。 Transwell 实验

结果显示,与对照组和 siRNA NC 组相比,Nf1 siRNA
组迁移细胞数量明显增加,分别升高 39. 33% 和

34. 67% (均 P<0. 05;图 4)。 上述结果表明,Nf1 基

因沉默后 MOVAS 的迁移能力显著增强。
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图 2. Ki-67 免疫荧光实验检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 增殖能力的影响

蓝色为 DAPI 标记的细胞核,红色为 Ki-67 标记。 a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 siRNA NC 组比较。

Figure 2. Ki-67 immunofluorescence assay was used to detect the effect of Nf1 gene silencing
on the proliferation ability of MOVAS

图 3. 细胞划痕实验检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 迁移能力的影响

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 siRNA NC 组比较。

Figure 3. Cell scratch assay was used to detect the effect of Nf1 gene silencing on the migration ability of MOVAS

图 4. Transwell 实验检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 迁移能力的影响

a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 siRNA NC 组比较。

Figure 4. Transwell assay was used to detect the effect of Nf1 gene silencing on the migration ability of MOVAS

694 ISSN 1007-3949 Chin J Arterioscler,Vol. 33,No. 6,2025



2. 4　 Nf1 基因沉默促进 MOVAS 表型转换

在血管损伤或应对机械应力时,VSMC 去分化

成合成表型,其特征是高增殖和高迁移速率,最终

导致血管重塑和血管阻塞[16]。 先前的实验结果表

明 Nf1 基因沉默促进 MOVAS 增殖和迁移,为了明

确在这个过程中,MOVAS 的表型是否发生转化,采
用 Western blot 检测 MOVAS 收缩型蛋白和合成型

蛋白的表达。 结果显示,与对照组和 siRNA NC 组

相比,Nf1 siRNA 组 MOVAS 收缩型蛋白 SM22α 的

表达分别降低 18. 91%和 20. 11% ,α-SMA 的表达分

别降低 23. 38%和 18. 41% ,CNN1 的表达分别降低

25. 08%和 24. 80% ,合成型蛋白 OPN 的表达分别升

高 58. 70% 和 64. 40% (P<0. 05 或 P<0. 01;图 5)。
上述结果表明,Nf1 基因沉默诱导 MOVAS 从收缩型

向合成型转化,进而促进 MOVAS 的增殖和迁移。

图 5. Western blot 检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 收缩型蛋白和合成型蛋白表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 siRNA NC 组比较。

Figure 5. Western blot was used to detect the effect of Nf1 gene silencing on the expression of
MOVAS contractile and synthetic proteins

2. 5　 Nf1 基因沉默上调 p-ERK 和 p-Akt 蛋白表达

Western blot 检测结果显示,与对照组和 siRNA
NC 组相比,Nf1 siRNA 组 p-ERK 的表达分别升高

33. 30%和 35. 15% ,p-Akt 的表达分别升高 2. 42 倍

和 2. 29 倍(P<0. 05 或 P<0. 01),而对照组与 siRNA
NC 组 p-ERK、p-Akt 的表达无明显差异(图 6)。 这

些结果表明,Nf1 基因沉默后引起的 MOVAS 表型转

化与激活 ERK 和 Akt 信号通路有关。

图 6. Western blot 检测 Nf1 基因沉默对 MOVAS 中 ERK、Akt 及其磷酸化蛋白表达的影响

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,d 为 P<0. 01,与 siRNA NC 组比较。

Figure 6. Western blot was used to detect the effect of Nf1 gene silencing on the expression of ERK,
Akt and their phosphorylated proteins in MOVAS

3　 讨　 论

VSMC 不同于肌肉、骨骼和心血管肌细胞,表现

出显著的细胞可塑性,其特点是对外界刺激和信号

的反应显著。 VSMC 通常处于静止的收缩状态,很
少在成熟的、功能性血管中增殖,且表达平滑肌特

异性收缩相关的蛋白,包括通道蛋白 SM22α、α-SMA
和 CNN1[13]。 合成型 VSMC 的特征是收缩相关基因
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的表达减少,细胞外基质(extracellular matrix,ECM)
合成增加,增殖、迁移能力增强。 ECM 的沉积和重

塑是提供合适的机械强度和组织结构的必要条

件[17]。 在血管发育、血管损伤的愈合以及心血管疾

病患者血管的异常重构等过程中,VSMC 的特性发

生改变,并可通过肌丝密度、收缩标志基因和收缩

力的变化来监测[18]。 有研究表明,与肺动脉高压相

关的血管结构改变的特点是 VSMC 由“静息”状态

转变为更活跃的“促增殖” “抗细胞死亡”和“促炎

症”状态,这种转化导致 ECM 成分的积累(主要是

胶原蛋白),以及肺小动脉厚度的增加[19]。 研究表

明,主动脉平滑肌细胞可以发生与动脉粥样硬化相

关的 DNA 甲基化,可能通过下调主动脉平滑肌细胞

相关的增强子来最小化或逆转平滑肌细胞收缩特

性,从而发生表型转化,进一步加速动脉粥样硬

化[20]。 VSMC 的异常增殖促进斑块形成并导致斑

块的不稳定性增加[21-22]。 本研究发现,Nf1 基因沉

默能够调控 VSMC 表型转化,因此,抑制 VSMC 从收

缩表型向合成表型转化对预防 NF1 患者发生心脑

血管事件具有重要意义。
Nf1 基因编码神经纤维瘤蛋白,通过促进有活

性的 Ras-GTP 水解为无活性的二磷酸构象,在多种

细胞中负向调节 Ras 活性。 Nf1 基因缺失导致 Ras
过度激活,进而引起 Akt / mTOR 通路和 Raf / MEK /
ERK 通路的激活[23]。 ERK 分为 ERK1 和 ERK2,
ERK1 和 ERK2 具有高度序列同源性。 ERK1 / 2 通

路在细胞外细胞因子、生长因子的作用下,参与从

质膜到胞核的信号转导,从而发挥细胞增殖效

应[24]。 在典型的 p-ERK1 / 2 通路中,配体诱导的质

膜上受体酪氨酸激酶激活,并以 GTP 结合形式激活

Ras,触发 MAP3K RAF 的激活,启动下游磷酸化级

联反应,依次激活 MAP2K MEK 和 MAPK ERK,从
而调节细胞核内基因表达,介导细胞的生物学行为

发生改变[25]。 MAPK 级联反应的激活可以引起下

游蛋白的磷酸化,进而引起平滑肌细胞收缩基因的

抑制和去分化基因的转录[26]。 PI3K / Akt 通路在细

胞增殖、黏附、迁移、侵袭、代谢等多种细胞功能中

发挥关键作用,已被证明参与多种疾病的病理过

程。 最近的研究证明,PI3K / Akt 信号通路以磷酸化

依赖的方式介导 VSMC 去分化,并在新生内膜增生

中发挥重要作用[27]。 同时,抑制 PI3K / Akt / mTOR
信号通路可以抑制 PDGF-BB 诱导的 VSMC 增殖、迁
移和表型转化[28]。 本研究结果证明,Nf1 基因沉默

导致 VSMC 中的 ERK、Akt 磷酸化水平发生改变,需
要进一步的研究以更充分阐明 Nf1 基因沉默在

VSMC 表型和功能改变中的作用,从而提供异常

ERK 信号驱动的血管疾病治疗的新策略。 另外,
PI3K / Akt / mTOR 通路和 Raf / MEK / ERK 通路通过

RTK / GPCR 及其相关的细胞内分子形成多个前馈

和反馈回路,使 PI3K / Akt / mTOR 和 Ras / MAPK 通

路交叉调节,在多个水平上相互作用[29]。 本研究发

现,在 Nf1 基因沉默促进 VSMC 增殖和迁移的过程

中,PI3K / Akt / mTOR 通路和 Raf / MEK / ERK 通路的

相互作用关系目前尚不清楚,这些失调的通路可以

为未来潜在治疗靶点的选择提供新思路。
综上,本研究证明了 Nf1 基因沉默通过激活

PI3K / Akt 信号通路和 MEK / ERK1 / 2 信号通路影响

平滑肌细胞的表型和功能,对探究 NF1 患者并发血

管狭窄的病理机制提供新思路。 然而,需要更多研

究进一步揭示 Nf1 基因沉默引起血管内膜增生和血

管狭窄发生的病理生理改变及可能存在的分子机

制,以此了解 NF1 基因突变与潜在血管改变的关

系,并最终预防脑血管事件的发生。
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