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Abstract :Objective　 To investigate the effect s of RhoC overexpression on human umbilical vein endothe2
lial ( HUV E) cell migration and angiogenesis i n vit ro. Methods　Transfecting RhoC gene into HUV E cells

by Lipofectamine22000 . The expression of RhoC mRNA and protein were detected respectively by RT2
PCR and Western blot , respectively. Wound assay i n vit ro and three2dimensional culture were used to de2
tect the migration and angiogenesis capacity of HUV E. Results　RhoC expression was increased by trans2
fecting RhoC gene into HUV E , meanwhile , the cells migration and angiogenesis capacity were enhanced.

Conclusion　RhoC may increase the capacity of HUV E migration and angiogenesis i n vit ro.
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摘　要 :目的　探讨 RhoC基因过量表达对内皮细胞体外迁移及血管生成过程的影响。方法 　构建

RhoC真核表达载体 ,以脂质体转染人脐静脉内皮细胞 ( HUV E) ,采用 RT2PCR 和 Western blot 检测

RhoC的 mRNA及蛋白表达水平 ; 划痕实验检测细胞迁移能力 ; 胶原基质胶三维培养检测内皮细胞体

外血管生成能力。结果　转染 RhoC实验组与空载体对照组比较 ,RhoC mRNA和蛋白表达明显增高 ;

细胞迁移能力和血管样结构生成能力明显增强。结论　RhoC高表达能促进人脐静脉内皮细胞体外迁

移及血管生成。
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0　引言

RhoC是小 G球蛋白超家族 Rho 家族的成员

( Rho GTPases)作为细胞迁移启动调节的关键分

子 ,参与细胞头部伪足的延伸、新的粘附建立及细胞

体尾部收缩等过程 ,对肿瘤的恶性转型、增生、侵袭

转移等过程均发挥作用 [ 123 ] ,且对血管形成有较强

的影响。本研究通过 RhoC转染人脐静脉内皮细

胞 ,检测细胞 RhoC的表达、体外迁移能力及血管样

组织生成 ,从而探讨 RhoC在内皮细胞迁移及血管

生成过程中的作用。

1　材料与方法

1 . 1　主要材料

胎牛血清、DM EM、TRIZOL 试剂 ( Gibco 公

司) ,人脐静脉内皮细胞系 HUV E (武汉大学典型培

养物保藏中心) ,R T2PCR检测试剂盒 ( Ta KaRaBio2
technology公司) , PCR产物回收试剂盒、Ⅰ型胶原

蛋白 (Sigma公司) ,载体质粒为 PEGF2C1 (Clontech

公司) , Bam HⅠ、Eco RⅠ、T4连接酶、RhoC抗体和

β2actin抗体 (Santa Cruz公司) ,胶回收试剂盒 (上海

华瞬生物公司) 。

1 . 2　细胞培养

人脐静脉内皮细系 HUV E (武汉大学典型培养

物保藏中心) ,用含 10 %胎牛血清 ( Gibco 公司)的

DM EM培养液 ( Gibco公司) ,37 ℃、5 % CO2 培养。

1 . 3　p EGFP2C12RhoC质粒的构建

根据 Genebank上登录的 RhoC全长 cDNA 序

列 ,利用 Primer p reimier 软件设计 RhoC 引物 :
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For : 5′2CGGAA T TCTCCTCA TCGTCT TCA G2
CAA G23′内含 B am H Ⅰ酶切位点 ; Rev : 5′2CGG2
GA TCCCA TAA GGGCT GT GCT T GCA G23′;内含

EcoRⅠ酶切位点 ; 以细胞总 RNA 为模板 , PCR扩

增 RhoC基因片断 ,并将其插入到 p EGFP2C1 真核

表达载体 CMV 启动子的下游 , 构建 p EGFP2C12
RhoC表达质粒 ,该质粒携带有新霉素基因 ( N EO

基因) ,转化大肠杆菌 D H5α, 常规扩增后挑选阳性

单克隆进行酶切鉴定和测序。上述引物合成和核酸

序列分析均由大连宝生物有限公司完成。

1 . 4　脂质体 (Lipofect22000 ,L F)介导的转染

按 L F 说明书在 6 孔板中进行转染。预先将

HUVE接种于 6孔板 ,2 ×105 / 孔 ,待细胞融合 50 %

～80 %时分别转染重组体 p EGFP2C12RhoC(实验组)

和空载体 p EGFP2C1 (对照组) ,4 h后加 10 %血清终

止。12 h后进行三维培养 ,24 h后进行划痕实验。72

h荧光显微镜下观察转染效率约 30 % ,收集细胞提取

总 RNA 和蛋白质 ,采用 RT2PCR和 Western blot 法

检测实验组和对照组 RhoC基因的表达水平。以

RhoC与 GAPDH比值表示 RhoC mRNA的相对表达

水平 ;以 RhoC与β2actin比值表示 RhoC蛋白质的相

对表达水平。实验重复 3次。

1 . 5　逆转录聚合酶链反应 ( R T2PCR)检测 RhoC2
mRNA水平

TRIZOL 试剂 ( Gibco 公司 ) 一步法提取总

RNA、紫外分光光度计测纯度与浓度。取 2μg 总

RNA ,用 AMV 逆转录酶进行反转录 , PCR 扩增

RhoC ,同时扩增 GA PD H 作为内参照 ,引物由上海

生物工程公司合成。RhoC 引物序列为 : 5′2CG2
GAA T TCTCCTCA TCGTCT TCA GCAA G23′下游

引物 :5′2CGGGA TCCCA TAA GGGCT GT GCT T G2
CA G23′;内参基因 GA PD H引物序列为 :上游引物 :

5′2ACGGA T T T GGTCGTA T T GGG23′;下游引物 :

5′2T GA T T T T GGA GGGA TCTCGC23′。PCR反应

条件为 :94 ℃60 s ,94 ℃30 s , 59 ℃60 s , 72 ℃90

s , 28个循环 ,再 72 ℃延伸 10 min。RhoC扩增片段

为 590 bp , GA PD H为 230 bp。PCR产物经 1 %琼

脂糖凝胶电泳 ,凝胶成像系统摄像 ,软件 Gel works

ID advanced V4d分析各条带强度 ,基因表达值为各

种细胞 mRNA吸光值/内参吸光值。

1 . 6　Western blot 分析

收集细胞 ,以三去污剂 50μl、100μg/ ml PMSF

和 1 μg/ ml Aprotinin 各 1 μl 裂解细胞 , 4 ℃

12 000 r/ min×15 min 离心 ,取上清采用 Bradford

法进行蛋白质定量。取 50μg 蛋白上样 ,经 10 %

SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳分离 ,转移至硝酸纤维素

膜 , 5 %脱脂奶 37 ℃封闭 1 h ,分别加 1∶1 000稀释

的 RhoC抗体和β2actin抗体 (Santa Cruz公司) 4 ℃

过夜 ,碱性磷酸酶标记的二抗进行蛋白杂交。图像

经 Uvp grab2it Image 软件采集 , Gel works ID ad2
vanced V4d软件测定条带的吸光度值 ,取其与β2ac2
tin的比值为相对吸光度值。

1 . 7　划痕实验

转染 24 h 后 ,实验组和对照组细胞均贴壁融

合 ,以同一 20μl 的 Tip 头划痕 ,倒置显微镜下观察

测量 ,培养 24 h 后再次观察测量。重复实验共 3

组。

1 . 8　三维培养体外血管生成试验

以Ⅰ型胶原蛋白 ( Sigma)配制胶原基质[ 425 ]。2

mg/ ml Ⅰ型胶原 24 倍体积、10 ×EBSS 3 倍体积、

0 . 1 mmol NaO H 3倍体积、DM EM 30倍体积、FBS

20 倍体积均在 4 ℃混合 ,六孔板每孔加 2 ml混合培

养液及转染 12小时后的细胞 1 ×104个 ,5 天后在倒

置显微镜下观察比较实验组和对照组的细胞排列及

结构。重复实验 3次。

1 . 9　统计学方法

实验数据均以均数 ±标准差表示 ,采用 SPSS

11 . 0软件进行 t检验 , P < 0 . 05表示差异有统计学

意义。

2　结果

2 . 1　人脐静脉内皮细胞 RhoC的表达

在 mRNA水平 ,实验组和对照组 RhoC的表达

丰度 ( RhoC / GA PD H) 分别为 (12 . 01 ±1 . 72) 和

(6 . 81 ±1 . 24) ,两组差异具有统计学意义 ( P <

0 . 05 , n = 3) ,见图 1 。在蛋白质水平 ,实验组和对照

组 RhoC的表达丰度 ( RhoC/β2actin)分别为 (4 . 81

±0 . 56)和 (3 . 02 ±0 . 32) ,两者差异亦具有统计学意

义 ( P < 0 . 05 , n = 3) ,见图 2。

2 . 2　RhoC对人脐静脉内皮细胞迁移能力的影响

细胞对损伤的反应性增生在 24 h内不会开始 ,

1 : marker ;2 : ECs t ransfected wit h RhoC ;3 : sham t reated ECs

图 1　人脐静脉内皮细胞 RhoCmRNA的表达水平

Fig 1　The expression levels of

RhoC mRNA of the HUVE cells
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1 : ECs t ransfected wit h RhoC ; 2 : sham t reated ECs

图 2　人脐静脉内皮细胞 RhoC蛋白质的表达水平

Fig 2　The expression levels of

RhoC protein of the HUVE cells

因此 ,24 h内汇合静止的单层细胞受伤只能靠细胞

移动来愈合。划痕愈合实验反应细胞迁移能力[ 5 ]。

比较划痕后 0 h 的宽度与 24 h 的宽度差 ,0 h 的宽

度 ,实验组与对照组相同 ,而 24 h的宽度 ,实验组较

对照组明显变窄 ,愈合百分比分别为 (65 ±6 . 4) %和

(54±5 . 5) % ( P < 0 . 05 , n = 3) ,表明转染 RhoC后 ,

细胞迁移能力明显增强 ,见图 3。

图 3　转染 RhoC对人脐静脉内皮细胞迁移能力的影响

Fig 3　Effects of RhoC on HUVE cells migration in vitro

2 . 3　RhoC 对人脐静脉内皮细胞体外形成类血管

结构能力的影响

转染 12 h后的细胞于三维培养基中培养 ,5 天

后在倒置显微镜下观察 ,实验组与对照组各随机取

6个高倍镜视野对血管样结构计数 ,实验组为 (5 . 01

±1 . 48) ,对照组为 (1 . 72 ±1 . 05) ,两者差异有统计

学意义 ( P < 0 . 05 , n = 6) ,见图 4。

A : ECs t ransfected wit h RhoC ; B : sham treated ECs.

图 4　RhoC对人脐静脉内皮细胞
体外形成类血管结构能力的影响

Fig 4　Effects of RhoC on HUVE cells
organization into precapillary cords

3　讨论

血管形成在许多生理、病理过程中 (如炎症、创

伤愈合、肿瘤生长和转移等)起重要作用。无论是原

发肿瘤还是继发肿瘤在生长和扩散过程中都依赖血

管生成[ 6 ]。进一步弄清血管形成的机理以应用血管

生成抑制剂阻断肿瘤转移成为肿瘤研究领域的重要

热点。血管形成过程包括基质降解、内皮移行、内皮

增殖、分支形成及管腔化等过程[ 7 ]。这一过程受许

多因素影响 ,包括细胞外基质、生长因子、膜嵌合蛋

白、整合素等。这些分子产生的信号导致细胞骨架

的改变 ,从而引起细胞迁移、增生、出芽、管腔化 ,最

终形成新血管[ 8 ]。其中肌动蛋白和细胞微管骨架可

调节内皮细胞的增生 ,维持和改变内皮细胞的形态 ,

增加其运动活性 ,在血管形成过程中起重要作用[ 9 ]。

RhoC存在三磷酸鸟苷 ( GTP)结合的活性态和

二磷酸尿苷 ( GDP)结合的非活性态两种形式 ,两者

之间转换使他们能够发挥一种类似“分子开关 ( mo2
lecular switch)”的作用。RhoC最重要的功能是调

节肌动蛋白细胞骨架 ,肌动蛋白细胞骨架不仅在细

胞形状改变、细胞运动和吞噬作用中起重要作用 ,还

在细胞的各种生命活动如增殖、生长和凋亡中起关

键作用。在真核细胞中 , RhoC控制肌动蛋白细胞

骨架的重组。其中 , RhoC可以使肌动蛋白聚集张

力纤维 ( st ressfiber)以维持细胞的形态并赋予细胞

韧性和强度 ; RhoC可以使整合素以及相关蛋白质

如纤维连接蛋白 ( FN)聚集成黏连复合物[ 10 ] ; RhoC

与细胞骨架相关蛋白如黏着斑激酶 ( FA K) 、桩蛋白

(paxillin) 、肌球蛋白轻链 ( ML C) 和内收蛋白

(ad2ducin)的磷酸化直接相关且参与调节细胞运动

和迁移。RhoC还能明显上调 MMPs的表达水平 ,

同时能增强 MMPs的活性 ,使其降解细胞外基质能

力增强 ,从而促进细胞迁移[ 11 ]。许多研究表明 ,

RhoC促进肿瘤的侵袭转移。本研究发现 ,上调

RhoC表达水平后内皮细胞体外迁移能力和形成血

管样组织能力明显增强。这表明 RhoC可能在内皮

细胞的迁移、血管形成过程中起重要作用。促进血

管生成可能是 RhoC促进肿瘤转移的机制之一。

血管形成包括一系列复杂过程 ,进一步研究明

确血管形成的机制将有助于找到有效的治疗靶点 ,

以此通过抗血管生成从而达到抗肿瘤转移及其他血

管增生疾病的目的。
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