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摘　要　使用硫代修饰的 G蛋白 ( Gαq /11亚基和 ras蛋白 )反义寡聚脱氧核苷酸 ( Gαq /11亚基和 ras蛋白

AS-ODNs )作用于含 20%胎牛血清 DM E培养液培养基的血管平滑肌细胞 ( v SM C)。 通过细胞计数和免疫细胞

化学方法 ,观察了 Gαq /11亚基和 ras蛋白 AS-ODNs对 v SM C增殖和 PCN A表达的影响。结果表明 , Gαq /11亚

基和 ras蛋白 AS-ODNs联合应用能明显抑制 vSM C增殖 ;免疫细胞化学分析亦显示 v SM C中 PCN A蛋白表达

显著减少。而相同浓度的正义 ODNs只有微小抑制作用。 结果提示 , Gαq /11亚基和 ras蛋白 AS-ODNs有可能

应用于防治临床血管活性物质依赖性细胞增生性疾病的研究。
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　　资料显示 ,目前还没有一种药物能有效的降低

血管成形术 ( PT CA )后再狭窄的发生率以及动脉粥

样硬化 ( A S)的逆转 [1]。 其原因主要是受损后的血管

平滑肌细胞 ( v SM C)同时受到体内多种血管活性多

肽和生长因子的作用 [2～ 6]而增生。 近年研究证明: 上

述血管活性物质对 v SM C的作用分别受 Gαq /11亚

基和小分子 G蛋白 ( ras蛋白 )调控 [2～ 7]。 显然 , Gαq /

11亚基和 ras蛋白可能与 A S、再狭窄和高血压病有

关。本实验使用了反义 Gαq /11亚基和 ras蛋白寡聚

脱氧核苷酸 ( A S-ODN s) ,作用于胎牛血清 ( fetal calf

serum, FCS)体外培养的 v SM C,观察其对 v SM C增

殖及增殖细胞核抗原 ( P CN A)蛋白表达的影响 ,初步

揭示 G蛋白在调控促细胞增殖的信号传导通路中的

分子机制及阐明抑制 v SM C增殖的可能性。

1　材料与方法

1. 1　 G蛋白 O DN s的序列设计、合成

通过基因文库 (中山医科大学分子医学研究中

心 )查出 G蛋白基因的 cDN A序列 ,通过计算机设计

出特异性结合到相应 G蛋白 m RN A上的反义

O DN s序列 ( 1, 2, 3, 4) ,同时设置相应的正义的

O DN s序列 ( 5, 6, 7, 8) ,以作对照。 各序列如下:

1. 5′-AGC T T G T A T T CT G T CA T CG-3′;

2. 5′-CA G T T T GT AC TC AG T CA T-3′;

3. 5′-CA A G T T T A T AC T CAG T CA T -3′;

4. 5′-T GA T G G ACT CCA G AG T CA T-3′;

5. 5′-CG AT G A CAG A A T A CA AGC T-3′;

6. 5′-A T G AC T GA G T A CA AA CT G-3′;

7. 5′-A T G AC T GA G T A T A A AC T T G-3′;

8. 5′-A T G AC T CT GG A G TCCA T CA-3′。

为确保 ODN s进入细胞后既不易被 RN A酶降

解 ,又使其能容易结合到相应的 m RN A上 ,在 O DNs

的两端分别进行了硫代磷酸修饰。 O DN s由中国科

学院上海细胞生物学研究所合成。

1. 2　细胞培养

无菌条件下分离 W ista r大鼠的主动脉 ,去内膜

和外膜 ,将中膜平滑肌组织剪碎 ,用 2. 5 mL　 20%

F CS　 DM E培养液一同种植到 25 m L的培养瓶中。

静置于 37℃、 5%　 CO2培养箱中培养。 20 d左右细

胞达融合。 用 0. 0625%胰蛋白酶 ( 0. 5%胰蛋白酶:

0. 04% ED T A: D-Hank '液= 1∶ 2∶ 5)消化后 ,弃细

胞 ,留组织块继续培养 ,待细胞融合后消化传代。 实

验用 v SM C为第 3代～ 第 10代。

1. 3　 v SM C形态学鉴定

I TM -2型 O ly mpus倒置相差显微镜直接观察

细胞。 v SM C先用 PBS( pH 7. 3)洗 2～ 3次 , 2. 5%戊

二醛固定 30 min,用细胞利器将细胞刮下 ,离心 ,

2. 5%琼脂预包埋。 再按常规透射电镜方法制作切

片。 在透射电镜下观察 v SM C的形态结构。

1. 4　实验分组及数据统计

20% FCS+ PBS为阳性对照组 , 0. 5% FCS的

DM E+ PBS为阴性对照组 , 20% F CS+ G蛋白反义

9中山医科大学学报 ( Acad J SUM S)1997, 18增刊∶ 9～ 12

① 第一作者 , 1958年出生 ,男 ,博士研究生

DOI : 10. 13471 /j . cnki . j . sun. yat -sen. univ (med. sci ) . 1997. 0108



O DN s为实验组 1, 20% FCS+ G蛋白正义 O DN s为

实验组 2。每组实验设 3孔 ,重复 3次。取 3次实验的

均值±标准差 ,对阳性对照组与各实验组之间先进

行方差齐性检验后 ,再相应用 t和 t '检验 ,以 P <

0. 05作为差异显著性判断。

1. 5　细胞生长抑制实验

将 2. 5× 105个 /L的细胞悬液 100μL种植到 96

孔培养板中 ,以 20% FCSD M E培养 24 h ,弃换

0. 5% FCS DM E培养液培养 72 h ,弃换含 20% FCS

DM E培养液 ,同时加入反义或正义 ODN s至终浓度

1. 5、 3、 6和 9μmol / L,培养 72 h后用胰蛋白酶消化 ,

计数板计数。每组实验设 3孔 ,每孔计数 3次 ,重复 3

次实验。结果取 3次实验的均值±标准差 ,进行统计

处理。 按下式计算细胞抑制率:

细胞生长抑制率 = ( 1-
实验组净生长数

阳性对照组净生长数
)× 100%

其中 ,实验组生长数 = O DN s实验组细胞数 - 阴性

对照组细胞数 ;净阳性对照组净生长数= 阳性对照

组细胞数 -阴性对照组细胞数

1. 6　免疫细胞化学检测 v SM C　 PCN A蛋白表达

鼠抗 PCN A抗体及 L A SB试剂盒 ( Dako公司 )。

细胞以 2. 5× 105个 /L的密度种植 100μL到 96孔

培养板中 , 24 h后弃换 DM E(含 0. 5%的胎牛血清及

浓度为 6μmol / L的正、反义 O DN s) ,对照组加等量

的 PBS。 72 h后加 20% F CS,继续培养 24 h,用于免

疫细胞化学检测。 即 PBS( pH 7. 3)洗 3次 , 4%甲醛

固定 2 min, PBS洗 ,甲醇固定 10 min( - 20℃ ) ,漂

洗 , 3% H2 O2 10 min,漂洗 ( Tris缓冲液 , pH 7. 6) ,加

正常兔血清 ( 1∶ 20稀释 )孵育 ,室温孵育 10 min,弃

血清后加抗 PCN A抗体 ( 1∶ 150稀释 )孵育 10 min,

漂洗。 加兔抗鼠二抗 ( 1∶ 400稀释 )孵育 10 min,漂

洗 , SA ( str eptav idin) ( 1∶ 400稀释 )孵育 10 min,漂

洗 ,加 0. 006%的 D AB,镜下显色 10～ 20 min,水洗

后用 PBS终止反应 ,滴加 90%的甘油。 分别在倒置

镜下观察和拍照。

2　结　果

2. 1　 v SM C鉴定

光镜下 , v SM C呈梭形 ,生长样式示谷与丘状。

透射电镜下 ,细胞内可见典型的 v SM C独有的密体

密斑 ,胞浆中可见较多的肌丝及胞外基膜。

2. 2　 G蛋白 O DNs5对经 20% FCS作用后 v SM C

增殖的影响

G蛋白 A S-O DNs对经 20% F CS作用后 v SM C

增殖具有明显的抑制作用 (图 1)。 加入浓度为 1. 5、

3、 6和 9 μmo l /L G蛋白 AS-O DN s 72 h 后 ,对

v SM C增殖抑制率分别为 21% 、 36% ( P < 0. 05)、

88% ( P < 0. 001)和 96% ( P < 0. 001)。而相同浓度的

正义 O DN s抑制率分别为 13. 6% 、 16. 2% 、 34%和

36% ( P < 0. 05)。

图 1　不同浓度寡聚脱氧核苷酸对 SM C增殖的影响

细胞百分数以未加 ODNs阳性对照组为 100%。▲:阴

性对照组 ; ●:实验组 1; ○:实验组 2。与阳性对照组相比:

+ , P < 0. 05; # , P < 0. 001

2. 3　 G蛋白 O DN s对经 20% FCS作用后 v SM C的

PCN A蛋白表达的影响

光镜下 v SM C的 P CN A蛋白表达阳性的细胞

核呈棕色 ,阴性细胞核不着色或很浅色。 G蛋白 AS-

O DN s可减少 v SM C的 PCN A蛋白的表达 ,与阳性

对照组相比 , PCN A蛋白阳性的细胞明显减少 (图

2A) ,与阴性对照组 v SM C的 PCN A蛋白表达相似。

正义组 v SM C(图 2B)与阳性对照组 v SM C的 PCN A

蛋白表达阳性的细胞数相近。

3　讨　论

动脉粥样硬化、血管成形术后再狭窄的发病机

理十分复杂 ,除了与多基因遗传有关外 ,与环境 (内、

外环境 )因素的关系甚为密切。其病变的重要病理基

础主要是血管平滑肌的张力增高和异常增殖等血管

壁的异常改变。许多研究显示 ,生长因子和血管活性

多肽可分别通过酪氨酸激酶受体 -小分子 G蛋白途
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径和 Gαq /11亚基 - 肌醇磷酸途径促进细胞增

殖 [2～ 6]。 显然 , G蛋白与血管壁细胞增生性疾病如

AS、血管成形术后再狭窄和高血压病发生有关。 FCS

富含多种生长因子、血管活性多肽及神经递质等。血

管壁受损后 , v SM C受到来自于血液中多种活性物

质的共同作用。 体外 v SM C在 FCS中培养增殖 ,比

较接近在体环境。 然后施加 G蛋白 A S-O DN s,通过

减少 G蛋白表示而截止多种生长因素信号进入胞

内 ,探讨抑制 v SM C增殖的可能性。 实验发现: G蛋

白 A S-O DN s对 FCS培养的 v SM C的增殖具有明显

的抑制作用 ,呈剂量依赖性 ;而相同浓度的正义

O DN s只有微小抑制作用。提示 G蛋白 A S-ODN s可

以同时阻断 FCS中的活性成分对 v SM C的促增殖

作用从而抑制 v SM C的增生。 以往研究用小分子 G

蛋白抗体注入静止期的 N IH3T3细胞 ,可同时拮抗

多种生长因子对细胞的促增殖作用 [6 ] ,但对 FCS培

养的细胞抑制作用不完全。 将 Gαq蛋白 A S-O DNs

注入蟾蜍卵细胞 ( x enopus o ocy tes)中可阻断 Ca2+ 释

放 [7] ,但未见抑制细胞增殖方面的报道。我们在单独

使用 ra s蛋白 A S-O DN s和 Gαq /11亚基 A S-O DNs

作用于 v SM C时 ,发现均可分别抑制 bF GF和 ET-1

对 v SM C　 DN A合成以及 P CN A蛋白的表达。

图 2　寡聚脱氧核苷酸对 SM C的 PCN A蛋白表达的影响 ( L ASB法 ,× 200)

箭头所指为 PCN A蛋白表达阳性细胞 ; A:反义组 ; B:正义组

　　 PCN A蛋白在细胞周期中促使细胞由 G1期进

入 S期 ,并在 S期时作为 DN A　delta多聚酶的复合

因子促进 DN A的复制和转录 ,导致细胞的增殖 [8]。

有文献报道 [9] ,在新生内膜增厚组织、动脉粥样斑块

组织以及血管成形术后再狭窄的管壁 v SM C中 , PC-

N A蛋白表达非常高。因此 ,目前均认为 PCN A蛋白

可作为细胞增殖的标志。 本实验观察了 G蛋白 A S-

O DN s对 v SM C　 PCN A蛋白表达的影响 ,结果显

示: G蛋白 A S-O DNs可使细胞中 PCN A蛋白表达

减少 ,与 Speir[8]报道的结果相一致。 我们推测 ,减少

PCN A蛋白的表达以抑制 v SM C增殖 ,可能亦是 G

蛋白 A S-O DN s作用的分子机制之一。

与阳性实验组相比 ,正义 O DN s对 v SM C也有

一定的抑制作用 ,可能是 O DNs本身对细胞产生的

非特异性的毒副作用 ,在其它的一些反义 O DN s的

研究中也发现有高的非特异性毒副作用 [10] ,尚待深

入研究。

以上结果说明 , G蛋白 AS-O DNs能明显地抑制

v SM C在 FCS作用下的细胞增殖 ,同时对调控细胞

生长的 PCN A蛋白表达也有抑制作用。 目前 ,对

v SM C基因的表达及其它生物学行为的研究正在进

行中 ,该策略的应用有可能解决许多依赖生长因子

和血管活性多肽为主的细胞增生性疾病的临床问

题 ,同时为新药的开发提供广阔的前景。
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THE EFFECTS OF G PROTEIN ANTISENSE

OLIGODEOXYNUCLEOTIDES ON PROLIFERATION OF

VASCULAR SMOOTH MUSCLE CELLS

Li Chaoho ng　　 De ng Yiping

( Department of His tology & Emb ryolog y, Sun Yat-sen University of M edical Sciences, Guangzh ou , 510089)

Antisense phosphor othioate-olig odeox ynucleo tides( AS-O DN s) w ere added to v SM C cultur ed in 20% fe-

tal calf se rum DM E media. Using cell co unt a nd imm unocy tochemist ry methods, the cell g row th a nd ex pres-

sio n o f pro lifera ting cell nuclear a ntigen ( PCN A) of v SM C w ere studied. Results show ed that the joint admin-

istr atio n o f Gαq /11 subunits and sma ll molecular G pro tein( ras ro tein) A S-O DN s co uld sig nificantly inhibit

v SM C pr olifer atio n. Immunocy tochemist ry a nalysis show that ex pression of PCN A pro tein in v SM Cs a lso de-

creased ev idently . W hen Gαq /11 subunits and ras pro tein sense O DN s we re used instead of A S-O DN s, o nly a

little effect w as demo nstr ated. In co nclusion, Gαq /11 subunits and ra s pro tein A S-ON Ds ma y be used fo r clini-

ca l resea rch of pr ev entio n a nd tr eatment o f v asoactiv e facto rs dependent pr olifer ating diseases.

Subject headings　　 G-pro teins; ras pro teins; muscle, smo oth, va scula r; pro liferating cell nuclea r a nti-

gen /dr ug effects; g ene ex pr essio n /drug effec ts
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