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时钟基因 Bmal1促进血管平滑肌细胞增殖 *
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摘要 目的：观察时钟基因 Bmal1的过表达对血管平滑肌细胞增殖的影响，进一步探讨生物节律对于血管发育的具体影响。方法：

采用包装 GV341-Bmal1载体的慢病毒转染的方法构建大鼠胸主动脉平滑肌细胞（A7R5）稳定转染 Bmal1的细胞系，实时定量

PCR和细胞爬片 Bmal1的免疫荧光染色的方法判断所构建细胞系是否稳定过表达 Bmal1，细胞爬片 Ki67的免疫荧光染色的方

法观察时钟基因 Bmal1的过表达对血管平滑肌细胞增殖的影响。结果：实时定量 PCR结果显示稳定转染 Bmal1组细胞 Bmal1的

表达是对照组的 11.2倍（P<0.01）；细胞爬片的免疫荧光染色结果显示稳定转染 Bmal1组细胞 BMAL1的表达明显升高（P<0.05），
且稳定转染 Bmal1组 Ki67阳性细胞比例明显升高（P<0.05）。结论：通过慢病毒转染的方法成功构建了血管平滑肌细胞稳定转染
Bmal1的细胞系，细胞片 Ki67的免疫荧光染色结果显示 Bmal1的过表达促进了血管平滑肌细胞的增殖。
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Clock Gene Bmal1 Promotes Proliferation of Vascular Smooth Muscle Cell*

To observe the effect of overexpression of clock gene Bmal1 on the proliferation of vascular smooth muscle

cells and investigate potential role mechanism of biological rhythms on vascular developmen through experiments. The method

of lentiviral transfection packaging GV341-Bmal1 vector was used to construct rat thoracic aortic smooth muscle cells (A7R5) stably

transfected with Bmal1 cell line. Real-time fluorescent quantitative PCR (RT-PCR) and immunofluorescence staining of Bmal1 on the

cells grown on coverslips were used to determine whether the stable transfected cell line overexpressed Bmal1 stably. Immunofluores-

cence staining of Ki67 on the cells grown on coverslips was used to observe the effect of overexpression of clock gene Bmal1 on the pro-

liferation of vascular smooth muscle cells. The results of Real-time fluorescent quantitative PCR showed that the expression of

Bmal1 in cells stably transfected with Bmal1 was 11.2 times higher compared to control group (P<0.01). The results of immunofluores-
cence staining of the cells grown on coverslips showed that the expression of BMAL1 was significantly increased in stable transfected

cell lines (P<0.05). Furthermore, compared to the control group, the proportion of Ki67 positive cells was also increased significantly in
vascular smooth muscle cells stably transfected with Bmal1(P<0.05). We have established a vascular smooth muscle cell line

with Bmal1 overexpressed stably by Lentiviral transfection method. Through observing immunofluorescence staining of Ki67 on the cells

grown on coverslips, we have found that overexpression of Bmal1 promoted the proliferation of vascular smooth muscle cells.
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前言

人体血压的变化具有昼夜节律性，主要表现为白昼血压水

平较高，夜晚睡眠时血压水平较低[1,2]。正常人白天交感神经活

动占优势，夜晚副交感神经活动占优势，心输出量减少，全身肌

肉松弛，外周血管阻力下降，因此夜间血压下降。血压这种节律

性变化对适应机体活动，保护心血管结构和功能、保护心肝肾

等重要脏器具有重要意义[3-5]。

人 Bmal1基因由 20个外显子组成，位于 11号染色体短臂

(11p15)。Bmal1基因编码蛋白 BMAL1，属于 bHLH-PAS结构

域转录因子家族，是一种调节生物节律的重要转录因子，处于

时钟体系的上游[6,7]。BMAL1是核心生物钟基因的关键元素，该

基因的缺失会导致哺乳动物所有节律完全消失[8]。Bmal1基因

在维持昼夜血压方面和调节血管生理功能上有着重要的作用。
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血管平滑肌细胞(Vascular smooth muscle cells, VSMCs)主要存

在于血管壁的中层，在维持血管稳态中起着重要作用，然而，异

常的 VSMC增殖可能会导致各种心血管疾病的发展，包括动

脉粥样硬化、高血压和新内膜形成等[9]。平滑肌细胞条件性剔除

Bmal1会使血压降低、脉压升高，血压昼夜波动幅度减小，脉压

昼夜节律消失。进一步的研究发现，Bmal1调节血管收缩是通

过靶向调节 ROCK2的表达实现的 [8]。在血管外周脂肪组织

（PVAT）中的 Bmal1敲除会导致小鼠静息状态的血压下降，

Bmal1可调控血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）昼夜表达的变化，通过作

用于血管壁的平滑肌细胞，调节血压和血管活性的变化呈现出

昼夜节律的特点[10]。以往的研究表明，时钟基因 Bmal1能够调

节血压的节律性变化，而血管舒缩活动主要取决于血管平滑肌

细胞，Bmal1虽然能够调节血压的节律性变化，但其在血管平

滑肌细胞中的功能还不完全清楚。本实验我们主要通过慢病毒

转染的方式，研究大鼠胸主动脉平滑肌细胞（A7R5）过表达

Bmal1后增殖的变化，为进一步研究血压昼夜节律调控机制奠

定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

大鼠胸主动脉平滑肌细胞（A7R5）购自美国 ATCC公司，

RPMI-1640细胞培养基购自美国 Gibco公司，胎牛血清购自杭

州四季青公司，PBS缓冲液购自北京金克隆公司，胰蛋白酶购

自美国 Corning 公司，Hoechst 染料购自美国 Sigma 公司，

Bmal1 (Arntl)过表达慢病毒委托上海吉凯基因公司定制，Ki67

抗体 （#ab16667） 购自美国 Abcam 公司，BMAL1 抗体

（#ab3350）购自美国 Abcam 公司，FITC 标记山羊抗兔二抗

（#SA00003-11）购自美国 Proteintech公司，Cy3标记山羊抗兔

二抗（#SA00009-2）购自美国 Proteintech公司，共聚焦显微镜购

自德国 Carl Zeiss公司，实时定量 PCR试剂盒购自日本 Takara

公司，实时荧光定量 PCR仪购自美国 Bio-Rad公司。

1.2 方法

1.2.1 稳定转染 Bmal1的 A7R5细胞系构建 将 A7R5细胞

系接种于 6 孔板（约 2× 105 细胞 / 孔）。第二天将包装

GV341-Bmal1载体的慢病毒（对照组为包装 GV341空载体的

慢病毒）从 -80℃冰箱取出，放在冰上融化，取适量病毒原液，加

Enhanced Infection Solution稀释使其滴度为 1× 108 TU/mL。将

20 滋L病毒加入 6孔板，RPMI-1640细胞培养基补充至 1 mL，

水平方向混匀，培养（8-12）h后观察细胞状态，24 h后更换新鲜

培养基并加入嘌呤霉素至浓度 2 mg/mL，连续筛选 8天，每两

天换一次培养液。

1.2.2 实时定量 PCR检测 收集转染慢病毒的 A7R5细胞，

每份样品（约 1× 106细胞）加入 l mL Trzol，移液器反复吹打后

加入 0.2 mL氯仿，剧烈振荡 15 s，室温放置 3 min，4℃条件下

10 000 r/min离心 15 min，吸取上层水相；在水相中加 0.5 mL

异丙醇，室温放置 10 min，4℃条件下 10 000 r/min离心 10 min，

弃去上清；加入浓度为 750 mL/L的乙醇 1 mL清洗沉淀，4℃条

件下 7 500 r/min离心 5 min，弃上清，室温干燥 RNA沉淀，加

入 50 滋L（视 RNA的量而定）无 RNase的水，RNA定量后反转

录为 cDNA。采用 Takara公司的实时定量试剂盒进行实时定量

PCR，方法参照试剂盒说明书配制实时定量反应体系，SYBR

premix Ex Taq 12.5 滋L，上游引物 0.5 滋L，下游引物 0.5 滋L，
ROX 0.5 mL，cDNA 1 mL，双蒸水 10 mL。使用实时定量 PCR

仪进行反应。反应条件：95℃30 s预变性；95℃5 s，60℃ 34 s，40个

循环。引物序列 -Actin P1: GGCGGCACCACCATGTACCCT,

P2: AGGGGCCGGACTCGTCATACT; Bmal1 P1: GCCCACT-

GAACATCACAAGT, P2: TAAAGTCAACGGGACCACC。

1.2.3 细胞爬片的免疫荧光染色 使用 f12 mm的盖玻片，用

锡纸包裹经高压蒸汽灭菌箱消毒。取出无菌 24孔板，先加少量

培养基（以使盖玻片与培养皿紧密接触），将盖玻片小心放入。

用胰酶消化好细胞，充分吹打使之成为单细胞悬液，细胞计数

后接种于 24孔板（约 2× 104细胞 /孔），24 h后取出爬片。将爬

片置于 PBS中洗 3次，每次 5 min，用浓度为 40 ml/L的多聚

甲醛固定 15 min，然后再用 PBS浸洗玻片 3次，每次 10 min。

加入 BSA封闭 30 min，按相应稀释浓度加入一抗（BMAL1或

Ki67抗体），4℃孵育过夜。用 PBS浸洗爬片 3次，每次 10 min，

加入 Cy3或 FITC标记的荧光二抗（1：500稀释）孵育 1 h，PBS

浸洗 3次，每次 10 min。Hoechst染核 10 min，PBS浸洗 3次，

每次 10 min。用浓度为 500 mL/L的甘油封片后在荧光显微镜

下观察，共聚焦显微镜拍照。

1.3 统计学处理

计量资料用 x± s 表示，两组数据的组间比较采用 student t

检验，P臆0.05为有统计学差异，绘图和统计软件使用 Graph-

Pad Prism 8。

2 结果

2.1 稳定转染 Bmal1基因的 A7R5细胞系构建

A7R5 细胞转染慢病毒载体 GV341-Bmal1 后实时定量

PCR检测 Bmal1基因表达结果显示，稳定转染 GV341-Bmal1

组细胞 Bmal1的表达是对照组的 11.2倍（P=0.008），见图 1；免

疫荧光染色检测 BMAL1蛋白表达结果显示，相比于对照组，

稳定转染 GV341-Bmal1组 BMAL1蛋白表达更高，对照组平

均每个细胞 BMAL1 阳性信号面积为 40.5 mm2，稳定转染

GV341-Bmal1组平均每个细胞 BMAL1阳性信号面积为 79.5

mm2（P=0.01），见图 2。

2.2 时钟基因 Bmal1对血管平滑肌细胞增殖的影响

图 1 A7R5细胞稳定转染 Bmal1基因表达的定量 PCR检测

Fig.1 Quantitative real-time PCR detection of Bmal1 gene expression in

A7R5 cells stably transfected with Bmal1, **P=0.008 compared with
control
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免疫荧光染色结果显示，相比于对照组，稳定转染 Bmal1

组 Ki67的表达更高，对照组 Ki67阳性细胞的比例为 41.1%，

稳定转染 Bmal1组 Ki67阳性细胞的比例为 64.5%（P=0.045），
见图 3。

图 2 A7R5细胞稳定转染细胞系 BMAL1蛋白表达的免疫荧光染色和阳性信号面积

Fig.2 Immunofluorescence staining of BMAL1 protein expression and positive signal area in A7R5 cells stably transfected with Bmal1

*P=0.01 compared with control

图 3 A7R5细胞稳定转染 Bmal1后 Ki67蛋白的免疫荧光染色和阳性细胞的比例

Fig.3 The immunofluorescence staining of Ki67 protein and the proportion of positive cells in A7R5 cells stably transfected with Bmal1

*P=0.045 compared with control

3 讨论

血管收缩与舒张活动主要取决于血管平滑肌细胞，研究认

为时钟基因Bmal1在调节血压的节律变化中具有重要作用[10,12-17]，

但是 Bmal1在血管平滑肌细胞功能中的作用还不完全清楚。本

实验我们用慢病毒转染的方式构建了稳定表达 Bmal1的血管

平滑肌细胞系，Ki67的免疫荧光染色发现 Bmal1的过表达能

够促进血管平滑肌细胞的增殖。Beker等人 [18] 的研究发现

Bmal1能够通过促进 AKT、ERK-1/2和 PDK1等分子的磷酸化

促进小鼠神经瘤母细胞的存活，表明在小鼠神经瘤母细胞中，

Bmal1可以通过调节 PI3K/AKT信号通路来影响细胞的存活。

我们推测，Bmal1很有可能通过上调 PI3K/AKT信号通路促进

了大鼠平滑肌细胞 A7R5的增殖。另外，在血管新生的过程中

平滑肌细胞的增殖直接影响血管的结构形成和成熟[19-22]，已有

体外实验表明，降低 Bmal1的表达会增加 ox-LDL的摄取，损

害内皮细胞的功能，包括增殖、迁移和血管形成[23]，因此我们推

测，时钟基因 Bmal1很有可能参与血管新生的过程，这部分内

容我们将在接下来课题研究中深入探讨。

血管平滑肌细胞在不同的生理和病理条件下（如血管损

伤、机械应力和生长因子刺激等）会由收缩表型向合成表型转

换。这种表型调节利于血管平滑肌细胞增殖，是增生性血管疾

病强有力的促进因子，如在动脉粥样硬化、高血压等多种心血

管疾病中，血管平滑肌细胞增殖均是疾病发展的关键步骤[24,25]。

近些年的报道中，体外多种细胞因子的刺激都可以促进血管平

滑肌细胞的增殖，如血管紧张素Ⅱ（AngⅡ）、血小板源性生长

因子（PDGF-BB）、氧化型低密度脂蛋白（oxLDL）、脂多糖

（LPS）、转换生长因子 琢（TGF-琢）和成纤维细胞生长因子（FGF）
等[26,27]。且正因为如此多的细胞因子参与血管平滑肌细胞的增

殖，而抑制平滑肌细胞增殖是治疗动脉粥样硬化的重要手段。

Lutshumba等人已经证实在小鼠 VSMC中特异性敲除 Bmal1

在血管紧张素 II输注引起腹主动脉瘤的过程中起保护作用[28]。

此外，有研究表明，PDGF-BB通过活性氧 /ERK/Egr-1途径介导
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而增强 Bmal11的表达，这一过程可正向调节 PDGF-BB诱导

的 VSMC增殖[29]。因此以这些因子为靶点为治疗动脉粥样硬化

等疾病提供了可能[30]，本实验研究也将为动脉粥样硬化的靶向

治疗提供理论基础。

在接下来的研究中我们会进一步展开 Bmal1在平滑肌细

胞收缩功能中的作用的探讨，这方面的研究将会为深入理解血

压昼夜节律调控机制奠定基础，也会为血压昼夜节律异常的患

者提供可能的治疗靶点。
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