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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察干扰素诱导蛋白 p204 表达抑制后对大鼠血管外膜成纤维细胞(VAF)凋亡、增殖与迁移的

影响及其部分机制。 方法摇 应用 Ifi204 小干扰 RNA( siRNA)转染 VAF 使 Ifi204 基因沉默( Ifi204鄄siRNA 组),以非

特异性 siRNA 转染作为其转染阴性对照组(Con鄄siRNA 组)和未经处理的 VAF 作为未干预阴性对照组(Neg 组)。
用 MTT 法检测 VAF 细胞增殖,流式细胞仪检测细胞凋亡,细胞划痕法和 Transwell 法测定细胞迁移情况,应用实时

荧光 qRT鄄PCR 和 Western blot 分别检测 p204、p53 及 p21 的 mRNA 和蛋白表达。 结果摇 与 Con鄄siRNA 组和(或)Neg
组相比,Ifi204鄄siRNA 组的 p204、p53 及 p21 的 mRNA 和蛋白表达减少(P < 0郾 05),细胞凋亡率下降(P < 0郾 05),细
胞增殖及迁移速度提高(P < 0郾 05)。 结论摇 抑制 p204 表达可减少大鼠 VAF 细胞凋亡,促进其增殖与迁移,其机制

可能部分与抑制 p53 及 p21 表达有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of interferon鄄inducible protein 204 (p204) on the apoptosis, proliferation
and migration of vascular adventitial fibroblast cells (VAF) in rat. 摇 摇 Methods摇 The specific small interference RNA
(siRNA) of p204 gene (Ifi204) were transfected into VAF in vitro instantaneously. 摇 VAF were divided into three groups,
Ifi204 siRNA transfection group (Ifi204鄄siRNA), control siRNA transfection group (Con鄄siRNA), untreated VAF as a nega鄄
tive intervention control group (Neg). 摇 Then the cell vitality to reflect cell proliferation was analyzed by MTT method, cell
apoptosis was analyzed by flow cytometry, cell migration by scratch assay and transwell chamber. 摇 The mRNA and protein
levels of p204, p53 and p21 were measured by real鄄time qRT鄄PCR and Western blot, respectively. 摇 摇 Results摇 After trans鄄
fection of the Ifi204 siRNA, the mRNA and protein expression levels of p204, p53 and p21 were decreased in the VAF, and
the cell apoptosis was inhibited, the cell proliferation and migration were promoted. 摇 摇 Conclusion摇 Inhibition of p204 ex鄄
pression can promote VAF cell growth and migration, which may be related to the inhibition of p53 and p21 expression.

摇 摇 血管外膜成纤维细胞(vascular adventitial fibro鄄
blast, VAF)与动脉粥样硬化、高血压、血管介入治

疗及冠状动脉搭桥术后再狭窄等血管增殖性疾病

的发生、发展密切相关[1鄄2]。 鼠 p204 属干扰素诱导

蛋白 200 家族 ( the interferon鄄inducible protein 200
family, p200)成员,其能通过多种机制发挥抗增殖

作用[3]。 前期研究发现 p204 在大鼠主动脉血管外

膜存在丰富的表达[4],干扰素 琢 ( IFN鄄琢) 可诱导
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VAF 中 p204 表达增加,同时抑制了 VAF 的增殖[5],
提示 IFN鄄琢 抑制 VAF 增殖的作用可能部分与 p204
表达有关。 目前关于抑制 p204 表达对 VAF 生长、
迁移等生物学功能的影响尚未见文献报道,本研究

进一步通过 Ifi204(p204 mRNA)小干扰 RNA(siR鄄
NA)转染使 Ifi204 基因沉默从而抑制 p204 表达,观
察其对 VAF 凋亡、增殖与迁移的影响,探讨其可能

的机制,为治疗血管狭窄性疾病提供新的理论依据。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 清洁级 SD 大鼠购自贵州医科大学实验动物中

心;DMEM 高糖型细胞培养液、胎牛血清(Fetal bo鄄
vine serum, FBS)购自 Hyclone 公司;PCR 扩增引物

由上海生工合成(表 1);FastQuant cDNA 第一链合

成试剂盒 (KR106) 购自天根公司; iTaq Universal
SYBR Green Supermix(#172鄄5120)购自 Bio鄄Rad 公

司;X鄄tremeGENE siRNA Transfection Reagent 购自

Roche 公司;Ifi204鄄siRNA( sc鄄40700)、Control鄄siRNA
(sc鄄36869)及 p204 抗体( sc鄄13367)购自 Santa Cruz
公司;细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子 p21WAF

(p21)抗体( ab92675)购自 Abcam 公司;抑癌因子

p53 抗体购自 GeneTex;GAPDH 抗体、噻唑蓝(MTT)
细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒(C0009)及 Annex鄄
in V鄄FITC 细胞凋亡检测试剂盒(C1062)购自碧云

天;Transwell 小室购自 Coring 公司。

表 1. PCR 引物及 siRNA 序列

Table 1. The sequences of PCR primers and siRNA

基因名称 引物序列
片段大小

(bp)

Ifi204 siRNA F:5爷鄄AGGCAACCAAAGUUAGUGUTG鄄3爷
R:5爷鄄ACACUAACAUUGGUUGCCUAG鄄3爷 -

p204 F:5爷鄄TCATGGTCCCAAACAAGTGA鄄3爷
R:5爷鄄ACCCATTGCACCCAAAATAA鄄3爷 200

p21 F:5爷鄄CTGTCTTGCACTCTGGTGTCTGA鄄3爷
R:5爷鄄CCAATCTGCGCTTGGAGTGA鄄3爷 121

p53 F:5爷鄄GCTGAGTATCTGGACGACAGG鄄3爷
R:5爷鄄AGCGTGATGGTAAGGATG鄄3爷 253

GAPDH F:5爷鄄ACCACAGTCCATGCCATCAC鄄3爷
R:5爷鄄TCCACCACCCTGTTGCTGTA鄄3爷 452

1郾 2摇 大鼠 VAF 的培养和分组

大鼠 VAF 的培养、纯化及鉴定按文献[5鄄6]报
道的方法,取 4 ~ 6 代细胞用于实验。 实验细胞分为

3 组,即 Ifi204 特异性 siRNA 转染使 Ifi204 基因沉默

组( Ifi204鄄siRNA 组)、非特异性 siRNA 转染作为其

转染阴性对照组(Con鄄siRNA 组),未经处理的 VAF
作为未干预阴性对照组(Neg 组)。
1郾 3摇 siRNA 转染

取对数生长期细胞接种于 6 孔板中,8 伊 104 /
孔,用不含双抗的 10% DMEM 培养液培养,观察待

细胞达 30% ~ 50% 时进行 siRNA 转染。 按 X鄄
tremeGENE siRNA Transfection Reagent 说明书操作,
添加 siRNA 转染复合物干预 6 h 后,换正常含双抗

的 10%DMEM 培养液分别于 48 h 及 72 h 后收集细

胞,使用荧光素共轭的 Control鄄siRNA 检测转染效率

在 70% ~ 90% 之间。 每组每时间点 3 ~ 6 复孔,实
验重复 3 次。
1郾 4摇 Real鄄time qRT鄄PCR 法检测 mRNA 表达

按 TRNzol 总 RNA 提取试剂盒说明操作提取总

RNA,取 1 滋g 按 FastQuant cDNA 第一链合成试剂盒

说明逆转录合成 cDNA。 取 2 滋L 产物进行 PCR 循

环,按 Bio鄄Rad 公司 iTaqTMUniversal SYBR 襅 Green
Supermix 试剂盒说明配制 20 滋L PCR 反应体系,
PCR 反应条件为:起始模板预变性(95益 10 min),
PCR 循环模板变性(95益 15 s) +延长(60益 1 min)
循环 40 次,溶解曲线 65益 到 95益、每 5 s 增加

0郾 5益。 以 GAPDH 为内参照, 2 - 驻驻Ct 法计算各组

p204、p21 及 p53 mRNA 的相对表达量。
1郾 5摇 Western blot 检测蛋白表达

提取细胞总蛋白,每孔上样 80 滋g 蛋白样品进

行 SDS鄄PAGE 凝胶电泳,湿法转膜转移蛋白条带至

PVDF 膜。 将膜置 Western 封闭液中室温下封闭 1
h;加入 p204 一抗工作液,室温下孵育 15 min 后置

4益冰箱过夜;TBST 洗膜,室温下孵育稀释的二抗 1
h;TBST 洗膜,ECL 化学发光,显影定影。 蛋白膜应

用 Western 一抗二抗去除液处理后,同法封闭、孵育

p53、p21 及 GAPDH 内参一抗及二抗。 胶片扫描,
ImageJ 软件分析 p204、p53 及 p21 与内参条带的吸

光度值之比。
1郾 6摇 MTT 检测细胞增殖活力

收集对数生长期细胞,按约 4000 个细胞 / 孔接种

于 96 孔板,细胞孵育过夜后,每组分别设 6 或 8 个复

孔,设置调零孔 2 个,各组干预方法同前,继续培养 48
h 及 72 h 后收集细胞。 按文献[5]的方法在 Bio鄄tek
Elx800UV 型酶标仪测 A490 nm处吸光值。
1郾 7摇 流式细胞术检测细胞凋亡和坏死

按 Annexin V鄄FITC 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒

(C1062)说明书操作收集、重悬及染色细胞后进行

流式细胞仪检测。
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1郾 8摇 细胞划痕法观察细胞迁移距离

在 6 孔板背后均匀画出 6 条横穿过孔的线条,
待孔内各组细胞汇合度达 90%后,用划线工具垂直

于孔背面横线划痕。 吸弃孔内液体,并用 PBS 清洗

2 遍,加入低血清培养液。 显微镜下拍照后,放入细

胞培养箱培养 24 h 后取样、拍照、计算迁移距离。
迁移距离 =划痕 0 h 后划痕宽度 -划痕 24 h 后划痕

宽度,以像素(pixel)作为长度单位。
1郾 9摇 Transwell 小室定量迁移细胞

取各组对数生长期细胞,用无血清 DMEM 培养

液重悬细胞至 1 伊 106 个 / L。 每个小室(上室)中加

入 100 滋L 上述细胞悬液,在 24 孔板内(下室)加入

含 5% FBS 的 DMEM 培养液 600 滋L,培养 8 h 后吸

弃孔内培养液,上室用 PBS 液洗涤 3 遍后,将小室

置于 4% 多聚甲醛中固定 20 min,自然晾干后再将

小室置于 0郾 1% 结晶紫中染色 20 min,之后用 PBS
液洗涤 5 遍。 晾干后,显微镜下随机选取 4 个视野,
观察细胞并计数。
1郾 10摇 统计学处理

应用 SPSS19郾 0 统计软件对各组数据进行正态

性及方差齐性检验,计量数据用x 依 s 表示,采用单

因素方差分析,P < 0郾 05 为差异具有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 抑制 p204 表达对 VAF 凋亡、增殖及迁移的

影响

与 Neg 组和 Con鄄siRNA 组比较,Ifi204鄄siRNA 组

的细胞凋亡率减少(P < 0郾 05)(图 1 及表 2)。 干预

后各组细胞继续培养 48 h,与 Con鄄siRNA 组比较,
Ifi204鄄siRNA 组的 MTT 吸光度降低(P < 0郾 05);培
养 72 h,与 Neg 组和 Con鄄siRNA 组比较,Ifi204鄄siR鄄
NA 组的 MTT 吸光度均降低(P < 0郾 05;表 2)。 细胞

划痕 24 h 后计算迁移距离,与 Neg 组和 Con鄄siRNA
组比较, Ifi204鄄siRNA 组的迁移距离延长 ( P <
0郾 05);通过 Transwell 小室计算迁移细胞数量,与
Con鄄siRNA 组比较,Ifi204鄄siRNA 组的迁移细胞数量

增加(P < 0郾 05;图 2 及表 2)。 以上各指标在 Neg 组

和 Con鄄siRNA 组间无统计学差异。

图 1. p204 表达抑制对 VAF 凋亡的影响

Figure 1. Effect of inhibition of p204 expression on apoptosis of VAF

表 2. p204 表达沉默对 VAF 凋亡、增殖和迁移的影响(x 依 s)
Table 2. Effect of inhibition of p204 expression on apoptosis, proliferation and migration of VAF(x 依 s)

分摇 组 凋亡(n = 3) MTT 吸光度 (48 h)
(n = 6)

MTT 吸光度(72 h)
(n = 6)

迁移距离
(n = 4)

迁移细胞数量
(n = 4)

Neg 组 6郾 57% 依 0郾 75% 0郾 63 依 0郾 06 1郾 01 依 0郾 07 75郾 50 依 7郾 85 153郾 75 依 9郾 40

Con鄄siRNA 组 6郾 77% 依 0郾 67% 0郾 61 依 0郾 05 0郾 98 依 0郾 06 74郾 75 依 8郾 46 151郾 75 依 7郾 41

Ifi204鄄siRNA 组 1郾 87% 依 0郾 23% ab 0郾 66 依 0郾 08b 1郾 28 依 0郾 05ab 89郾 50 依 9郾 47ab 169郾 25 依 15郾 86b

a 为 P < 0郾 05,与 Neg 组比较;b 为 P < 0郾 05,Con鄄siRNA 组比较。

2郾 2摇 抑制 p204 表达后 p53 及 p21 mRNA 与蛋白表

达的变化

实时荧光 qRT鄄PCR 结果显示,与 Neg 组和 Con鄄
siRNA 组比较,Ifi204鄄siRNA 组 Ifi204、p53 及 p21 的

mRNA 表达量均减少(P < 0郾 05;表 3)。 Western blot
结果亦显示,与 Neg 组和 Con鄄siRNA 组比较,Ifi204鄄
siRNA 组 p204 蛋白表达下调(P < 0郾 05),伴随着

p53 及 p21 蛋白表达量减少 (P < 0郾 05) (图 3)。
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p204、p53 及 p21 的 mRNA 和蛋白表达在 Neg 组和 Con鄄siRNA 组间差异无统计学意义。

图 2. 干预因素对 VAF 迁移数量和距离的影响摇 摇 从左到右依次为 Con鄄siRNA 组、Ifi204鄄siRNA 组和 Neg 组。

Figure 2. Effect of inhibition of p204 expression on migration distance and number of VAF

表 3. Ifi204表达沉默对 p53及 p21 mRNA表达的影响(x 依 s)

Table 3. Effect of decreased expression of p204 on mRNA

expression of p53 and p21(x 依 s)

分摇 组 Ifi204 mRNA p53 mRNA p21 mRNA

Neg 组 2郾 06 依 0郾 09 2郾 10 依 0郾 06 2郾 11 依 0郾 08

Con鄄siRNA 组 2郾 05 依 0郾 08 2郾 08 依 0郾 05 2郾 05 依 0郾 06

Ifi204鄄siRNA 组 1郾 06 依 0郾 05ab 1郾 02 依 0郾 06ab 1郾 01 依 0郾 05ab

a 为 P < 0郾 05,与 Neg 组比较;b 为 P < 0郾 05,Con鄄siRNA 组比较。

3摇 讨摇 论

血管重构是血管增殖性疾病的主要病理生理

机制,既往认为 VAF 在血管重构过程中作为“旁观

者冶,仅起着支持与营养的作用。 但近年来,越来越

多的研究证明 VAF 的增殖、迁移与分泌细胞外基质

等在血管重构过程中起着重要的作用[1鄄2]。 将 VAF
作为治疗靶点,有效地抑制其增殖、迁移对防治血

管增殖性疾病有重要意义。
p21(p21WAF1 / CIP1) 通过抑制细胞周期蛋白 /细胞

周期依赖性激酶(cyclin / CDK)复合物活性,使细胞

周期进程受阻,抑制细胞生长[7]。 p53 及 Rb 是重要

的抑瘤因子,p21 启动子上有 p53 的结合位点,p53
在转录水平使 p21 表达增加;p21 可以抑制 cdk4 或

者细胞周期蛋白 D 激酶活性,而后两种蛋白的激活

可以导致 Rb 蛋白的磷酸化(pRb),使 Rb 蛋白从蛋

白复合物 pRb / E2F / DP鄄1 中释放出来,从而激活

E2F 相关基因表达促进细胞增殖[8],显然,增加 p21
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图 3. p204 表达沉默对 p53 及 p21 蛋白表达的影响(x 依 s)
a 为 P < 0郾 05,与 Neg 组比较;b 为 P < 0郾 05,Con鄄siRNA 组比较。

Figure 3. Effect of decreased expression of p204 on protein
expression of p53 and p21(x 依 s)

的表达能抑制该进程。
研究已证实 p204 通过与多种细胞因子或转录

因子结合并反应,广泛参与调节细胞增殖和分化、
衰老和凋亡,在自身免疫反应、抗病毒及抗癌等领

域发挥着重要的作用[3,9]。 p204 过表达具有抑制细

胞生长的功能,可以延缓细胞周期 G1 / S 及 G2 / M
转换[10鄄11]。 一方面,p204 蛋白的 200 X 结构中含有

MF / LHATVAT / S 模序,该模序介导和 53BP1 ( p53
结合蛋白 1)的结合从而激活 p53 来抑制肿瘤细胞

增殖与迁移[10,12];另一方面,p204 蛋白的 200 X 还

含有 LXCXE 模序,该模序是与 Rb 蛋白结合的特征

序列,p204 蛋白可以通过其与 Rb 蛋白结合,从而抑

制细胞增殖[10]。 激活 p53 或表达高水平的 p21,可
引起细胞凋亡[8]。 p21 的表达除受 p53 转录调节

外,也存在非 p53 依赖信号通路,p204 是否直接参

与调控 p21 还未见研究报道。 本研究结果显示,通
过特异性 siRNA 抑制 p204 表达可促进大鼠 VAF 增

殖与迁移,抑制细胞凋亡,同时伴随 p53 及 p21 表达

减少,提示 p204 具有促凋亡、抗增殖及迁移作用,其
机制可能部分与调控 p53 及 p21 表达有关。 至于是

否直接通过 p204 激活 Rb 或通过 p21 间接激活 Rb
参与以上进程还有待进一步研究明确。
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