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　　摘　要：目的　探讨高迁移率蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）对血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）迁移的影响及ＴＬＲ４依赖的ＴＬＲ４／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

信号通路介导的分子机制。方法　体外分离培养大鼠胸主动脉ＶＳＭＣｓ，采用不同浓度 ＨＭＧＢ１（０．１～１０００．０ｎｇ／ｍＬ）处理，分

为对照组（未经任何处理）、ＨＭＧＢ１组、ＨＭＧＢ１＋ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ转染组、ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ转染组和磷脂酰肌醇３激酶（ＰＩ３Ｋ）抑制

剂（ＬＹ２９４００２）干预组，观察各组细胞活性及 ＨＭＧＢ１对 ＶＳＭＣｓ迁移的影响；实时定量 ＲＴＰＣＲ与 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别检测

ＴＬＲ４、Ａｋｔ、ｐＡｋｔ、ＰＩ３ＫｍＲＮＡ和蛋白的表达；ＥＬＩＳＡ测定ＰＩ３Ｋ的活性。结果　ＨＭＧＢ１（０．１～１０００．０ｎｇ／ｍＬ）呈剂量依赖性

促进ＶＳＭＣｓ迁移（犘＜０．０５）；经细胞活性测定，ＨＭＧＢ１在使用的浓度范围内对 ＶＳＭＣｓ未造成细胞毒性作用（犘＜０．０５）；

ＨＭＧＢ１（１００ｎｇ／ｍＬ）处理的 ＶＳＭＣｓ细胞组ＰＩ３Ｋ活性及 Ａｋｔ磷酸化水平明显增加（犘＜０．０５）；经 ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ转染发现，

ＨＭＧＢ１引起的ＶＳＭＣｓ迁移明显减弱（犘＜０．０５），同样在ＰＩ３ｋ抑制剂干预组，ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径活化和ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁

移也被明显抑制（犘＜０．０５）。结论　ＨＭＧＢ１呈剂量依赖性促进 ＶＳＭＣｓ迁移，ＴＬＲ４依赖的ＴＬＲ４／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路参与了

此过程，提示以ＴＬＲ４依赖的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径为靶点，可为阻塞性血管疾病的治疗提供新思路。

关键词：Ｔｏｌｌ样受体４；高迁移率蛋白Ｂ１；ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路；血管平滑肌细胞
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　　血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＶＳＭＣｓ）

的迁移是动脉粥样硬化和经皮冠状动脉介入治疗后血管再狭

窄发生的关键环节［１］，其受多种生物学信号的调节，如细胞因

子、生长因子、血管活性肽等，其中促炎介质发挥关键作用［２］。

高迁移率蛋白Ｂ１（ＨＭＧＢ１）是一种有效的促炎因子，参与了多

种心血管疾病的发生、发展［３］。在既往的研究中，ＨＭＧＢ１被

认为是一个作用于ＶＳＭＣｓ等不同细胞系的化学诱导物
［４］，其

主要 与 ＲＡＧＥ 结 合 而 促 进 细 胞 的 迁 移
［５］。ＴＬＲ４ 作 为

ＨＭＧＢ１的另一个受体，广泛表达于脉管系统，可通过激活细

胞内的信号传导通路（如 ＭＡＰＫ、ＪＮＫ、ＮＦκＢ）诱导免疫和炎

性反应［６］。本课题组前期研究发现ＴＬＲ４／ＮＦκＢ信号通路能

诱导ＨＭＧＢ１介导的血管内皮细胞激活
［７］，而且有研究发现球

囊损伤后的ＶＳＭＣｓＴＬＲ４表达明显增加
［８］，这说明ＴＬＲ４依

赖的信号通路也可能参与了 ＨＭＧＢ１介导的 ＶＳＭＣｓ迁移。

磷脂酰肌醇３激酶类（ＰＩ３Ｋｓ）和其下游的丝氨酸苏氨酸激酶

Ａｋｔ（ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ）在调控ＶＳＭＣｓ的迁移、增殖、分化中扮演重

要角色［９］。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路通过其配体与细胞表面的受体结合

而激活，有研究发现 ＴＬＲ４与ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路存在着交互效

应［１０］。基于上述发现，本实验将探讨ＴＬＲ４依赖的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

信号通路是否参与了 ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁移。
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１　材料与方法

１．１　主要试剂　重组人 ＨＭＧＢ１购自Ｓｉｇｍａ公司，ＰＩ３Ｋ抑制

剂（ＬＹ２９４００２）购自Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ公司；脂质体２０００转染试剂

购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；磷酸化 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）抗体、Ａｋｔ抗体购

自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司；ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ、ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ、ＴＬＲ４抗

体、ＰＩ３Ｋ抗体、ＧＡＰＤＨ 抗体均购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ生物公司。

１．２　血管平滑肌细胞的培养和鉴定　从雄性ＳＤ大鼠（１００～

１５０ｇ）胸主动脉中分离出原始 ＶＳＭＣｓ，用含１０％胎牛血清、

１００Ｕ／ｍＬ的青霉素和１００μｇ／ｍＬ链霉素的ＤＭＥＭ培养基在

３７℃５％ＣＯ２ 培养箱中培养，将培养的第３～１０代ＶＳＭＣｓ用

于实验研究。根据ＶＳＭＣｓ生物形态特性及生长规律，进行细

胞形态学鉴定，用特异性平滑肌细胞抗体ＳＭαＡｃｔｉｎ，进行免

疫细胞化学鉴定。

１．３　细胞活性测定　细胞活性测定用于评估 ＨＭＧＢ１对于

ＶＳＭＣｓ的细胞毒性：０．４％ 台盼蓝染液处理经不同浓度

ＨＭＧＢ１（０．１～１０００．０ｎｇ／ｍＬ）刺激培养的 ＶＳＭＣｓ，染色５

ｍｉｎ后于光镜下观察。细胞活性即未染色细胞占细胞总数的

比例。

１．４　细胞迁移实验　使用直径６．５ｍｍ的聚碳酸脂膜ｔｒａｎ

ｓｗｅｌｌ小室进行ＶＳＭＣｓ迁移实验：将经胰酶消化的细胞以５×

１０４／孔的密度接种于ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的上室，在其下室中加入

含有不同浓度 ＨＭＧＢ１（０．１～１０００．０ｎｇ／ｍＬ）的无血清

ＤＭＥＭ培养基。然后将制备好的ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室置于３７℃

５％ＣＯ２ 培养箱中孵育１２ｈ，取出滤膜，去除上层 ＶＳＭＣｓ，用

甲醇固定，苏木素染色。光镜下观察迁移到滤膜下室面的

ＶＳＭＣｓ并计数，每个样本计数４个随机选择的高倍视野（×

２００）的细胞数。

１．５　ｓｉＲＮＡ 转染　培养的 ＶＳＭＣｓ达到６０％～７０％的融合

后，根据生物公司提供的操作说明，运用Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００

将等量的ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ或ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ（作为阴性对照）分

别转染 ＶＳＭＣｓ，４８ｈ后收集细胞用实时定量 ＲＴＰＣＲ 与

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＴＬＲ４的沉默效果。

１．６　ＲＴＰＣＲ检测基因的表达水平　采用ＴＲＩｚｏｌ法抽提细

胞总 ＲＮＡ，取２μｇ总 ＲＮＡ 逆转录成ｃＤＮＡ。本实验设定

ＧＡＰＤＨ为管家基因，设计ＰＣＲ扩增的引物序列（ＴＬＲ４：正向

引物５′ＡＧＣＣＡＴＴＧＣＴＧＣＣＡＡＣＡＴＣＡ３′，反向引物５′

ＧＣＣＡＧＡＧＣＴＡＣＴＣＡＧＡＡＡＣ３′；ＧＡＰＤＨ：正向引物５′

ＧＡＣＡＡＣ ＴＴＴ ＧＧＣ ＴＣＧ ＴＧＧ Ａ３′，反向引物 ５′ＡＴＧ

ＣＡＧ ＧＧＧ ＴＴＣ ＴＧＧ３′）。实 时 荧 光 定 量 ＰＣＲ 由 ＡＢＩ

Ｐｒｉｓｍ７５００序列检测系统完成，定量结果使用２－△△Ｃｔ方法进行

分析。

１．７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白的表达水平　细胞经ＰＢＳ洗涤两

次后，于裂解缓冲液中采集。离心后蛋白样品经１０％的ＳＤＳ

ＰＡＧＥ凝胶电泳分离后，转移至硝酸纤维素膜上。在室温条件

下用５％脱脂奶粉及Ｔｒｉｓ缓冲盐溶液封闭后，分别加入ＴＬＲ４

抗体、磷酸Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）抗体、Ａｋｔ抗体、ＧＡＰＤＨ抗体以及辣

根过氧化物酶标记的二抗进行孵育。蛋白检测由ＥＣＬ化学发

光检测试剂盒完成。

１．８　ＰＩ３Ｋ 的活性测定　ＨＭＧＢ１（１００ｎｇ／ｍＬ）处理 ＴＬＲ４

ｓｉＲＮＡ和ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ 转染的 ＶＳＭＣｓ６ｈ后，对获得的细

胞裂解液进行免疫沉淀和ＰＩ３Ｋ活性测定
［１１］。每个样本取

５００μｇ，加入ＰＩ３Ｋｐ８５抗体处理４℃过夜，析出的免疫复合物

经蛋白Ａ琼脂糖小体于４℃处理２ｈ。然后，离心收集样本，

激酶缓冲液洗涤。ＰＩ３Ｋ的活性由竞争性ＥＬＩＳＡ试剂盒测定。

１．９　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１３．０软件进行统计分析，计量

资料以狓±狊表示，数据比较用单因素方差分析，各组间的两两

比较采用狇检验，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＭＧＢ１对ＶＳＭＣｓ迁移的影响　培养的大鼠胸主动脉

ＶＳＭＣｓ在显微镜下呈典型的“峰谷”样生长。经特异性平滑肌

细胞抗体ＳＭａＡｃｔｉｎ免疫染色后证实，本实验细胞纯度大约

为９０％。经不同浓度 ＨＭＧＢ１处理 ＶＳＭＣｓ可以显著增加其

迁移活性，且 ＨＭＧＢ１浓度为１００ｎｇ／ｍＬ时，细胞迁移效应最

大。经细胞活性测定，ＨＭＧＢ１在使用的浓度范围内并未对

ＶＳＭＣｓ造成细胞毒性作用。

　　Ａ：ＴＬＲ４ｍＲＮＡ分析图；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图；Ｃ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ图

分析图；ａ：犘＜０．０５。

图１　　各组细胞ＴＬＲ４ｍＲＮＡ和蛋白表达情况

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＨＭＧＢ１组；Ｃ：ＨＭＧＢ１＋ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组；Ｄ：ＨＭＧＢ１＋ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ组；Ｅ：ＶＳＭＣｓ细胞相对迁移分析图；ａ：犘＜０．０５。

图２　　ＴＬＲ４在 ＨＭＧＢ１介导ＶＳＭＣｓ迁移中的作用
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２．２　ＴＬＲ４在 ＨＭＧＢ１介导 ＶＳＭＣｓ迁移中的作用　为确定

ＴＬＲ４是否参与了 ＨＭＧＢ１介导的 ＶＳＭＣｓ迁移，用１００ｎｇ／

ｍＬＨＭＧＢ１处理经ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ转染后的ＶＳＭＣｓ。结果如

图１所示，转染４８ｈ后，与ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组比较，ＴＬＲ４ｓｉＲ

ＮＡ组ＴＬＲ４ｍＲＮＡ及蛋白表达水平均显著降低，分别下降

（６７．５±５．７）％和（７８．３±３．２）％（犘＜０．０５）。此外，ＨＭＧＢ１

刺激ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ转染的 ＶＳＭＣｓ，迁移也受到明显抑制，见

图２。

２．３　ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路在 ＨＭＧＢ１介导 ＶＳＭＣｓ迁移中的

作用　与对照组比较，经 ＨＭＧＢ１（１００ｎｇ／ｍＬ）处理的ＶＳＭＣｓ

可以显著增加ＰＩ３Ｋ活性和 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）磷酸化水平（犘＜

０．０５）。然而，ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ 转染 ＶＳＭＣｓ后再用相同剂量

ＨＭＧＢ１刺激，ＰＩ３Ｋ活性和 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）磷酸化水平被明显

抑制（犘＜０．０５），见图３。这些数据表明，ＨＭＧＢ１可能通过

ＴＬＲ４激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径介导ＶＳＭＣｓ的迁移。

２．４　ＰＩ３ｋ在ＨＭＧＢ１介导Ａｋｔ激活和ＶＳＭＣｓ迁移中的作用

　上述结果已经证实 ＰＩ３Ｋ 与 ＶＳＭＣｓ的迁移有关，为确定

ＰＩ３ｋ是否参与了 ＨＭＧＢ１介导的 Ａｋｔ激活和 ＶＳＭＣｓ迁移。

本研究采用ＰＩ３Ｋ抑制剂ＬＹ２９４００２（１０μＭ）预处理 ＶＳＭＣｓ

３０ｍｉｎ后，再用 ＨＭＧＢ１刺激，结果如图４，ＬＹ２９４００２预处理

能明显减少 ＨＭＧＢ１介导的Ａｋｔ磷酸化水平（犘＜０．０５），但对

其总蛋白表达水平没有影响。进一步研究发现，ＰＩ３Ｋ抑制剂

ＬＹ２９４００２能明显抑制 ＨＭＧＢ１介导的 ＶＳＭＣｓ迁移（犘＜

０．０５），见图５。这些结果表明，ＰＩ３Ｋ在 ＨＭＧＢ１介导的 Ａｋｔ

活化和ＶＳＭＣｓ迁移中起着十分重要的作用。

　　Ａ：ＰＩ３Ｋ的活性测定；Ｂ：总Ａｋｔ及磷酸化 Ａｋｔ（Ｓｅｒ４７３）的表达水

平；ａ：犘＜０．０５。

图３　　ＨＭＧＢ１通过 ＴＬＲ４激活ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ

途径介导ＶＳＭＣｓ迁移

　　
ａ：犘＜０．０５。

图４　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＡｋｔ和Ａｋｔ蛋白表达情况

　　Ａ：对照组；Ｂ：ＨＭＧＢ１组；Ｃ：ＨＭＧＢ１＋ＰＩ３Ｋ抑制剂组；Ｄ：ＶＳＭＣｓ相对迁移率分析图；ａ：犘＜０．０５。

图５　　ＬＹ２９４００２抑制 ＨＭＧＢ１介导的Ａｋｔ磷酸化和ＶＳＭＣｓ迁移

３　讨　　论

近年来，有研究报道ＨＭＧＢ１主要通过结合其受体ＲＡＧＥ

或者激活ＴＬＲ４／ＮＦκＢ通路产生炎性反应来促进 ＶＳＭＣｓ的

增殖和迁移［５，７］。但是，抗炎因子或ＮＦκＢ与ＲＡＧＥ的抑制剂

均不能完全抑制 ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁移，说明还存在其

他的信号介质参与了 ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁移。因此，关

于 ＨＭＧＢ１介导ＶＳＭＣｓ迁移的细胞内信号转导机制仍需深

入探究。ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ是常见的细胞信号通路，在细胞迁移、增

殖、分化过程中发挥着重要作用［９］。ＰＩ３Ｋ是 Ａｋｔ良好的活化

剂，有活性的Ａｋｔ（ｐＡｋｔ）与ＶＳＭＣｓ的迁移有关
［１２］，也有人发

现ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ与ＴＬＲ４通路下游的激活有关
［１３］。因此作者提

出假设：ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ通路是否通过ＴＬＲ４参与 ＨＭＧＢ１介导的

ＶＳＭＣｓ迁移。本研究证实ＨＭＧＢ１在体外呈剂量依赖性的促

进ＶＳＭＣｓ迁移，在此过程中，ＴＬＲ４ｓｉＲＮＡ可以抑制 ＨＭＧＢ１

诱导的 ＶＳＭＣｓ迁移，这说明ＴＬＲ４参与了这一过程。ＴＬＲ４

ｓｉＲＮＡ还能明显抑制 ＨＭＧＢ１诱导的ＰＩ３Ｋ活性和 Ａｋｔ磷酸

化。同时ＰＩ３Ｋ的抑制剂ＬＹ２９４００２也能有效抑制Ａｋｔ的磷酸

化和 ＨＭＧＢ１介导的 ＶＳＭＣｓ迁移。这些结果提示 ＴＬＲ４／

ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径在 ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁移中扮演重要角

色。

本研究还发现，无论是 ＴＬＲ４沉默还是ＰＩ３Ｋ的抑制剂

ＬＹ２９４００２仍然不能完全抑制 Ａｋｔ磷酸化和 ＨＭＧＢ１介导的

ＶＳＭＣｓ迁移。由此，推测 ＨＭＧＢ１介导 ＶＳＭＣｓ迁移的调控

机制可能还涉及其他受体，例如ＴＬＲ２或细胞内其他信号途径

的参与，这需要进一步实验研究来阐明这一复杂机制。

总之，本研究结果说明ＴＬＲ４／ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ信号通路参与了

ＨＭＧＢ１介导的ＶＳＭＣｓ迁移。这些发现不仅有助于更好地理

解 ＨＭＧＢ１介导ＶＳＭＣｓ迁移的分子机制，也提示以ＴＬＲ４依

赖的ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ途径为靶点，可为狭窄阻塞性血管疾病的治疗

提供新思路。
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细胞增殖情况，细胞增生启动于胰腺创伤早期，在７ｄ达到高

峰。确定胰腺创伤后细胞增殖的变化规律为以后针对胰腺创

伤后治疗的相关研究提供了理论基础。
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