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Ｂｍｉ１ 在低切应力抑制血管内皮细胞迁移中的作用
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摘要：目的　 探讨低切应力刺激对血管内皮细胞 Ｂｍｉ１ 表达的影响及其在迁移中的作用。 方法　 体外原代培养人

脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵＶＥＣｓ），运用平行平板流动腔系统给 ＨＵＶＥＣｓ 加载正常

切应力（１􀆰 ５ Ｐａ）和低切应力（０􀆰 ５ Ｐａ）１２ ｈ，用实时定量 ＰＣＲ 法和免疫印迹法检测 Ｂｍｉ１ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平，用
细胞划痕实验检测细胞迁移能力，利用特异性小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染技术沉默 Ｂｍｉ１ 基因。 结果　 ＨＵＶＥＣｓ 受力

１２ ｈ 后，与 １􀆰 ５ Ｐａ 切应力组相比，０􀆰 ５ Ｐａ 低切应力能显著上调 Ｂｍｉ１ 表达，同时抑制细胞迁移。 ｓｉＲＮＡ 敲低 Ｂｍｉ１ 表

达后，减弱了低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的抑制作用。 结论　 低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的抑制作用可能是通过上调

Ｂｍｉ１ 蛋白的表达实现。 Ｂｍｉ１ 表达沉默后可逆转低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的抑制。
关键词：切应力； 内皮细胞； 细胞迁移

中图分类号：　 Ｒ ３１８􀆰 ０１ 文献标志码：　 Ａ
ＤＯＩ： １０􀆰 １６１５６ ／ ｊ．１００４⁃７２２０􀆰 ２０１９􀆰 ０５􀆰 ０１３

Ｔｈｅ Ｒｏｌｅ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｏｎ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｕｎｄｅｒ Ｌｏｗ Ｓｈｅａｒ Ｓｔｒｅｓｓ

ＺＨＡＮＧ Ｙａｎｌｉｎ１，２，　 ＬＡＮ Ｘｉａｎｇｘｉｎｇ１，　 ＬＩＵ Ｒｕｉ２，　 ＷＡＮＧ Ｈａｎｑｉｎ１，２

（１．Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｕｉｚｈｏｕ Ｈｏｓｐｉｔａｌ， Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｕｉｚｈｏｕ ４４１３００， Ｈｕｂｅｉ，

Ｃｈｉｎａ； ２． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｂａｓｉｃ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｕｂｅｉ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｓｈｉｙａｎ ４４２０００， Ｈｕｂｅｉ， Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｏｎ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ
（ＨＵＶＥＣｓ） ｉｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｔｏ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ． Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ａ ｐａｒａｌｌｅｌ ｐｌａｔｅ ｆｌｏｗ ｃｈａｍｂｅｒ ｓｙｓｔｅｍ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｇｅｎｅｒ⁃
ａｔｅ ｌｏｗ （０􀆰 ５ Ｐａ） ｏｒ ｎｏｒｍａｌ （１􀆰 ５ Ｐａ） ｌａｍｉｎａｒ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ． ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ， ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｆｌｏｗ
ｆｏｒ １２ ｈｏｕｒｓ． Ｔｈｅ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ， ｒｅｓｐｅｃ⁃
ｔｉｖｅｌｙ． Ｍｅａｎｗｈｉｌｅ， ｗｏｕｎｄ ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ． Ｂｍｉ１ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ＲＮＡ （ｓｉＲＮＡ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｓｉｌｅｎｃｅ Ｂｍｉ１ ｇｅｎｅ． Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ （０􀆰 ５ Ｐａ） ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ⁃
ｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｎｏｒｍａｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ （１􀆰 ５ Ｐａ） ． Ｓｉｍｉｌａｒｌｙ， ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵ⁃
ＶＥＣｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｎｏｒｍａｌ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ， ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ ｅｘｐｏｓｅｄ ｔｏ ｌｏｗ
ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ． Ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂｍｉ１ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ
ｍｉｇｒａｔｉｏｎ． Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 Ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｕｐ⁃ｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｅｘ⁃
ｐｒｅｓｓｉｏｎ． Ｋｎｏｃｋｄｏｗｎ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｍａｙ ｒｅｖｅｒｓｅ ｔｈｅ ＨＵＶＥＣｓ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ； ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ； ｃｅｌｌ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ

６３５



　 　 血流低切应力是导致动脉粥样硬化等动脉疾

病发生的危险因素之一［１］。 内皮细胞迁移伴随在

血管发育、血管新生以及血管内膜损伤修复等过程

中，是动脉粥样硬化斑块形成进展中的重要事

件［２］。 切应力对血管内皮细胞迁移调节的相关机

制有很多，例如：信号途径的调节、基因表达的调

节、细胞骨架的重排、黏附分子表达等［３］。 因此，深
入探讨应力环境下内皮细胞迁移的调控机制，对阐

明与血管相关的生理、病理过程有重要意义。
原癌基因 Ｂｍｉ１ 是多梳基因 （ ｐｏｌｙｃｏｍｂ ｇｒｏｕｐ

ｇｅｎｅｓ，ＰｃＧ）家族中的核心成员之一，是一种在体内

广泛表达的核蛋白。 Ｂｍｉ１ 在干细胞和肿瘤细胞中

呈高度表达状态，参与干细胞的自我更新及肿瘤细

胞的生长、增殖、侵袭的调节［４］。 研究发现，Ｂｍｉ１ 通

过黏附分子 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 调节肿瘤干细胞的迁移和侵

袭［５］；ｍｉＲ⁃４９５ 通过 Ｂｍｉ１ 调节脐带间充质干细胞的

衰老和迁移［６］；Ｂｍｉ１ 表达上调在微血管内皮细胞迁

移及管样形成能力中起作用［７］。 前期本课题组已

证实，切应力可以调节血管内皮细胞 Ｂｍｉ１ 表达［８］，
但尚不清楚 Ｂｍｉ１ 是否参与切应力条件下血管内皮

细胞迁移行为。 本实验在前期工作基础上，利用原

代培养人脐静脉内皮细胞 （ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ， ＨＵＶＥＣｓ），对 ＨＵＶＥＣｓ 施加正常层

流切应力（１􀆰 ５ Ｐａ）和低切应力（０􀆰 ５ Ｐａ）刺激，检测

细胞迁移能力变化及 Ｂｍｉ１ 表达变化，为低切应力

血管重建提供新的力学生物学思路。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 主要试剂和仪器

胎牛血清、Ｍ１９９（Ｇｉｂｃｏ 公司，美国）；ＥＧＭＴＭ⁃２
内皮细胞生长培养基 （ Ｌｏｎｚａ 公司，瑞士）； Ｔｒｉｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司，美国）；逆转录试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ 公

司，美国）； ＳＹＢＲ⁃Ｇｒｅｅｎｓｕｐｅｒｍｉｘ （ Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司，美

国）。 Ｂｍｉ１ 抗 体 （ Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ 公 司， 美 国 ）；
ＧＡＰＤＨ抗体（上海 Ｂｅｙｏｔｉｍｅ 公司）；碱性磷酸酶标

记的山羊抗兔 ＩｇＧ 和马抗小鼠 ＩｇＧ（北京鼎国昌盛

生 物 技 术 有 限 公 司 ）； ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ３０００
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，美国）。 其他生化试剂均为进口分

装或国产分析纯。 所用引物由生工生物工程（上
海）有限公司合成。 ＣＯ２ 培养箱（ Ｔｈｅｒｍｏ 公司，美
国）；倒置相差显微镜（Ｏｌｙｍｐｕｓ公司，日本）产品；高

速冷冻离心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，德国）；酶标仪（Ｂｉｏ
Ｔｅｋ 公司，美国）；荧光定量 ＰＣＲ 仪（Ｂｉｏ⁃ｒａｄ 公司，
美国）；平行平板流动腔加载装置（上海泉众机电科

技有限公司）。
１􀆰 ２　 ＨＵＶＥＣｓ 的培养及传代

取新鲜新生儿脐带（湖北医药学院附属随州医

院产科提供），根据脐带解剖结构找到脐静脉后用

０􀆰 １２５％胰酶消化，〛注意让胰酶充分与血管内皮层接

触，持续消化 １０ ｍｉｎ，用含血清的培养基终止消化，低
速离心细胞悬液，再将悬浮液接种在用 ０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ
多聚赖氨酸包被的培养瓶中，ＥＧＭＴＭ⁃２ 内皮细胞生长

培养基培养，置于 ５％ ＣＯ２、３７ ℃培养箱中继续培养，
２４ ｈ 后换液，大约 ７ ｄ 长至融合状态。 待ＨＵＶＥＣｓ融
合成单层后，按１ ∶２比例传代，将细胞接种于培养皿

中，免疫荧光Ⅷ鉴定，２～４ 代用于实验。 每次实验前，
细胞先用 １％的低血清 Ｍ１９９ 同步处理 ４～６ ｈ。
１􀆰 ３　 流体切应力加载

平行平板流动腔系统用于流体切应力加载。 该

系统包括蠕动泵、储液瓶、管道及流室。 流室流道高

度 ０􀆰 ０３ ｃｍ、宽度 ２􀆰 ４ ｃｍ。 细胞沿中轴方向种植于

７􀆰 ６ ｃｍ × ２􀆰 ４ ｃｍ × ０􀆰 １ ｃｍ （长 × 宽 × 高） 经 过

０􀆰 １ ｍｇ ／ ｍＬ多聚赖氨酸包被的玻璃载玻片上。 通过

此装置，细胞可接受到稳定的层流切应力刺激。 灌

流液为 １％ 低血清Ｍ１９９，采用 τ＝ ６μＱ ／ （ｗｈ） ２计算切

应力强度。 本实验通过调节恒流泵大小改变 Ｑ 值，
调整切应力强度以达到实验所需值。 实验分两个

组，正常切应力（１􀆰 ５ Ｐａ）组和低切应力（０􀆰 ５ Ｐａ）
组，切应力加载时间均为 １２ ｈ。
１􀆰 ４　 蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ）检测

收集各组 ＨＵＶＥＣｓ，用冰 ＰＢＳ 洗 ３ 次后，加入适

量含有蛋白酶抑制剂的蛋白上样缓冲液冰上处理

５ ｍｉｎ左右，超声仪 ０􀆰 ５％ 超声，变性 ２５ ｍｉｎ。 用 １０％
的 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白， 蛋白上样量

２０ μＬ。 转膜后用 ５％脱脂奶粉封闭 ２ ｈ，加兔抗

Ｂｍｉ１ 抗体，４ ℃于湿盒中反应过夜；Ⅱ抗为碱性磷

酸酶标记的羊抗兔 ＩｇＧ（１ ∶８００）室温反应 ２ ｈ， ＴＢＳＴ
洗后加 ＮＢＴ ／ ＢＣＩＰ 显色液膜上显色，检测蛋白表达

量的差异。 管家基因 ＧＡＰＤＨ 作为内参。
１􀆰 ５　 逆转录和实时定量 ＰＣＲ（Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ）

用适当体积的 Ｔｒｉｚｏｌ 裂解各组 ＨＵＶＥＣｓ，加氯

仿静置 ２ ～ ３ ｍｉｎ，４ ℃，１２ ０００ ｇ ／ ｍｉｎ 离心 １５ ｍｉｎ
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后，将上层水相移至新管，加异丙醇静置 １０ ｍｉｎ 后

１２ ０００ ｇ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，用 ７５％ 冰乙醇洗 １ 次后

７ ５００ ｇ ／ ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎ，用适量 ＤＥＰＣ 处理过的水

溶解后酶标仪测浓度。 Ｐｒｏｍｅｇａ 公司的逆转录试剂

盒逆转录 ｃＤＮＡ， 以逆转录的 ｃＤＮＡ 为模板进行

Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测， 以 ＧＡＰＤＨ 作为内参来调整模

板的浓度。 Ｂｍｉ１ 上游引物： ５′⁃ＧＣＡＧＣＴＣＡＴＣＣＴ⁃
ＴＣＴ⁃ＧＣＴＧＡＴ － ３′， 下 游 引 物： ５′⁃ＣＡＴＣＴＧＣＡＡＣ⁃
ＣＴＣＴＣＣＴＣＴＡＴＣＴＴＣ－３′；ＧＡＰＤＨ 上游引物：５′⁃ＡＴ⁃
ＧＧＡＡＡＴＣＣＣＡＴＣＡＣＣＡＴＣＴＴ － ３′， 下 游 引 物： ５′⁃
ＣＧＣＣＣＣＡＣＴＴＧＡＴＴＴＴＧＧ－３′。 每个样品设 ３ 个复

孔，反应总体系 ２０ μＬ。 ＰＣＲ 反应条件： ９５ ℃
５ ｍｉｎ；９５ ℃ ３０ ｓ，５８ ℃ ３０ ｓ，７２ ℃ ３０ ｓ，３０ 个循环。
实验重复 ３ 次。 然后进行数据分析，各目的基因表

达水平的变异用变化倍率（２－ΔΔＣｔ） 来表示。
１􀆰 ６　 细胞划痕实验

当载玻片上的 ＨＵＶＥＣｓ 已有 ８０％ 融合，用无菌

１０ μＬ 加样枪头垂直于流体方向划一直线，形成一

个细胞“裸露”区域，经预热的 Ｍ１９９ 洗净刮掉的细

胞后，按实验分组加载切应力，分别在 ０、１２ ｈ 时间

点在倒置显微镜下采集图像，通过 Ｐｈｏｔｏｓｈｏｐ 软件

在细胞划痕（或迁移）的边缘画线标记后，测定各组

细胞“裸露”区域的面积，测量划痕面积，细胞迁移

用划痕愈合指数来反映，计算公式为：
划痕愈合指数＝（０ ｈ 划痕面积－１２ ｈ 后划痕面

积） ／ ０ ｈ 划痕面积［９］

１􀆰 ７　 ｓｉＲＮＡ 干扰实验

依据 Ｇｅｎ Ｂａｎｋ 中人 Ｂｍｉ１ 基因全长 ｃＤＮＡ 序

列，委托广州锐博生物科技有限公司设计合成特异

性靶向 Ｂｍｉ１ 基因的 ｓｉＲＮＡ 片段。 待 ＨＵＶＥＣｓ 生长

融合至 ８０％ 时，用 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ３０００ 介导 ｓｉＲＮＡ
转染，实验方法按说明书进行。 转染 ２４ ｈ 后，提取

各组总蛋白进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测。 阴性对照干扰

ＲＮＡ（ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ，ｓｉＣＴＬ）序列正义链：５′⁃ＵＵＣＵＣ⁃
ＣＧＡＡＣＧＵＧＵＣ ＡＣＧＵＴＴ⁃３′， 反义链： ５′⁃ＡＣＧＵＧＡ⁃
ＣＡＣＧＵＵＣＧＧＡＧＡＡＴＴ⁃３′。 筛选出最佳 ｓｉＢｍｉ１ 序列

正义链：５′⁃ＧＣＧＧＴＡＡＣＣＡＣＣＡＡＴＣＴＴＣ ＴＴ⁃３′，反义

链：５′⁃ＧＡＡＧＡＵＵＧＧＵＧＧＵＵＡＣＣＧＣ⁃３′。
１􀆰 ８　 统计学处理

所有实验至少独立重复 ３ 次，各组实验数据以

均数±标准差表示，两组数据间的差异采用 ｔ 检验。

Ｐ＜０􀆰 ０５ 表示差异具有统计学意义，Ｐ＜０􀆰 ０１ 表示差

异有高度显著性。

２　 结果

２􀆰 １　 低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的影响

细胞划痕后，移入平行平板流动腔，分别以

１􀆰 ５、０􀆰 ５ Ｐａ 切应力刺激 １２ ｈ。 结果显示，与 １􀆰 ５ Ｐａ
切应力组相比较，０􀆰 ５ Ｐａ 切应力组 ＨＵＶＥＣｓ 裸露区

面积明显增多（见图 １）。

图 １　 低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ迁移的影响（∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ｂａｒｓ＝ ２０ μｍ）
Ｆｉｇ．１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ

（ａ） Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ，（ｂ） Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ

２􀆰 ２　 低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１ 表达的影响

将细胞移入平行平板流动腔内，分别以 １􀆰 ５、
０􀆰 ５ Ｐａ 切应力刺激 １２ ｈ。 Ｒｅａｌ⁃ｔｉｍｅ ＰＣＲ 及 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 结果显示：与 １􀆰 ５ Ｐａ 组比较，ＨＵＶＥＣｓ 在 ０􀆰 ５ Ｐａ
作用 １２ ｈ 后，Ｂｍｉ１ｍＲＮＡ 和蛋白表达均显著升高

（见图 ２）。

图 ２　 低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１表达的影响（∗Ｐ＜０􀆰 ０１， ＃Ｐ＜０􀆰 ０５）
Ｆｉｇ．２ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｌｏｗ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｉ１ ｉｎ

ＨＵＶＥＣｓ 　 （ ａ ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｉ １，
（ｂ） Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｍｉ １

２􀆰 ３　 ｓｉＲＮＡ 转染对 ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１ 表达的影响

ＨＵＶＥＣｓ 转染 ２４ ｈ 后，Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果表
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明，ｓｉＢｍｉ１ 转染组与对照组相比 Ｂｍｉ１ 蛋白表达水平

明显减少，说明本实验设计合成的 ｓｉＲＮＡ 能显著抑

制目的基因 Ｂｍｉ１ 的表达，可以用于后续实验。 转染

后的细胞分别加载 １􀆰 ５、０􀆰 ５ Ｐａ 切应力刺激 １２ ｈ，
０􀆰 ５ Ｐａ切应力上调的 Ｂｍｉ１ 蛋白表达明显被抑制。

图 ３ 　 ｓｉＲＮＡ 转染对 ＨＵＶＥＣｓ 中 Ｂｍｉ１ 表达的影响

（∗Ｐ＜０􀆰 ０５，＃Ｐ＜０􀆰 ０１）
Ｆｉｇ．３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ Ｂｍｉ１ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ

ＨＵＶＥＣｓ　 （ ａ） Ｂｍｉ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ａｆｔｅｒ
ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ， （ ｂ） Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ａｆｔｅｒ
ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｎ Ｂｍｉ１ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

２􀆰 ４　 干扰 Ｂｍｉ１ 表达后切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的

影响

图 ４ 　 敲低 Ｂｍｉ１ 表达后切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的影响

（∗Ｐ＜０􀆰 ０５， ｂａｒｓ＝ ２０ μｍ）
Ｆｉｇ． ４ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｈｅａｒ ｓｔｒｅｓｓ ａｆｔｅｒ ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ Ｂｍｉ１ ｏｎ ＨＵＶＥＣｓ

ｍｉｇｒａｔｉｏｎ 　 （ ａ ） Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ａｓｓａｙ ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ， （ ｂ ） Ｗｏｕｎｄ⁃ｈｅａｌｉｎｇ ｒａｔｅｓ ａｆｔｅｒ ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

ＨＵＶＥＣｓ 转染处理后，将细胞移入平行平板流

动腔内，分别加载 １􀆰 ５、０􀆰 ５ Ｐａ 切应力 １２ ｈ，重复细

胞划痕实验。 结果显示，０􀆰 ５ Ｐａ 低切应力刺激下，
相对于 ｓｉＣＴＬ 组，ｓｉＢｍｉ１ 组 ＨＵＶＥＣｓ 迁移能力明显

增强（Ｐ＜０􀆰 ０５），证明干扰 Ｂｍｉ１ 后减弱了低切应力

对细胞迁移的抑制（见图 ４）。

３　 讨论与结论

流体切应力作为血流动力学的重要因素之一，
具有维持血管生理稳态、调节血管内皮细胞表型和

功能的作用。 生理状态下，人体动脉的正常切应力

为 １􀆰 ０～７􀆰 ０ Ｐａ。 越来越多的研究证明，动脉水平的

层流切应力（＞１􀆰 ５ Ｐａ）可以诱导血管内皮细胞抗动

脉粥样硬化基因的表达，而小于 ０􀆰 ４ Ｐａ 低切应力则

刺激内皮细胞形成动脉粥样硬化表型［１］，这为选择

切应力大小提供了依据。 以往多数研究选择观察

细胞受力组与静止组之间的功能变化，本文认为选

择不同强度应力之间的比较，更接近在体血管状

态。 因此，本文运用平行平板流动腔系统加载层流

切应力，参考文献 ［ １０⁃１１］ 中的实验方法，选择

１􀆰 ５ Ｐａ正常切应力为对照，０􀆰 ５ Ｐａ 为低切应力刺激，
探讨低切应力环境对内皮细胞迁移的影响。

血管内皮细胞在流体切应力作用下的迁移运动，
与机体多种生理、病理过程密切相关，多年来一直是

研究热点。 运用平行平板流动腔系统，Ｇｏｊｏｖａ 等［１２］

以 １􀆰 ９ Ｐａ 高切应力为对照，发现 ０􀆰 ３ Ｐａ 低切应力

明显抑制内皮细胞的迁移，且迁移能力与血流方向

有关。 孙胡蓉等［１３］ 给内皮细胞加载 ０􀆰 ５５６、１􀆰 ００２、
１􀆰 ５２７ Ｐａ 切应力，发现切应力作用能够促进内皮细

胞在切应力方向上的迁移，且细胞迁移距离与切应

力大小正相关。 本文得到类似的结果，与 １􀆰 ５ Ｐａ 切

应力相比，０􀆰 ５ Ｐａ 低切应力明显减弱了内皮细胞划

痕愈合能力。 同时，也观察到在划痕上游，细胞向

划痕区迁移的方向与切应力方向一致，但本文并未

深入探讨细胞迁移方向和血流方向之间的关系。
多梳基因 Ｂｍｉ１ 由于其高表达在干细胞、肿瘤

细胞，故目前的研究多集中在探讨 Ｂｍｉ１ 对干细胞

自我更新和肿瘤细胞增殖、侵袭的调控方面。 Ｚｈａｎｇ
等［５］研究发现，Ｂｍｉ１ 通过下调 Ｅ⁃ｃａｄｈｅｒｉｎ 调节肿瘤

干细胞的迁移和侵袭；ｍｉＲ⁃４９５ 通过 Ｂｍｉ１ 调节脐带

间充质干细胞的迁移［６］，说明 Ｂｍｉ１ 在细胞迁移运

动中起作用，也为本文研究提供了依据。 对体细胞

而言，可能由于 Ｂｍｉ１ 表达水平较低，故目前鲜有研

究报道。 晏咏朗等［１４］建立动脉粥样硬化大鼠模型，
比较正常大鼠和动脉粥样硬化大鼠主动脉血管壁

Ｂｍｉ１ 表达，发现 Ｂｍｉ１ 的表达在动脉粥样硬化大鼠

主动脉血管壁显著高于正常大鼠，提示 Ｂｍｉ１ 可能
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参与动脉粥样硬化的形成。 Ｍｉａｏ 等［７］ 研究发现，
Ｂｍｉ１ 作为 ｍｉＲ⁃１３４ 的靶基因，Ｂｍｉ１ 表达上调可以

消除 ｍｉＲ⁃１３４ 过表达抑制的微血管内皮细胞迁移及

管样形成能力。 因此，结合低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁

移的作用，本文以正常大小切应力为对照，观察其

中 Ｂｍｉ１ 的作用。 结果发现， 低切应力在减弱

ＨＵＶＥＣｓ迁移的同时显著上调 ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１ 表达，
敲低 Ｂｍｉ１ 表达后重复上述实验，在一定程度上解

除了低切应力对 ＨＵＶＥＣｓ 迁移的抑制作用，更明确

了 Ｂｍｉ１ 在切应力调节 ＨＵＶＥＣｓ 迁移中的作用，提
示上调 Ｂｍｉ１ 表达可能是低切应力内皮损伤机制之

一。 在后续的研究中，将围绕 Ｂｍｉ１ 调节内皮细胞

迁移的分子机制而展开。
综上所述，本研究运用平行平板流动腔系统，

以正常大小切应力为对照，探讨低切应力刺激对

ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１ 表达的影响及迁移的作用。 结果发

现，低切应力可显著促进 ＨＵＶＥＣｓ Ｂｍｉ１ 表达并抑制

迁移，Ｂｍｉ１ 参与了低切应力对血管内皮细胞迁移的

调节。
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