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Slfn1 通过下调 Cyclin D1 抑制内皮祖细胞的黏附功能

况春燕1, 张 璐2, 吴 强1, 杨天和1, 舒 金1, 张 萍1

(贵州省人民医院 1. 心内科,2. 体检中心,贵州省贵阳市 550003)
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨睡眠因子 1(Slfn1)对内皮祖细胞(EPC)黏附功能的影响。 方法摇 实验分为空白对照组(未

给予任何处理的 EPC,N鄄control 组)、腺病毒阴性对照组(Ad鄄control 组)、Slfn1 腺病毒载体组(Ad鄄Slfn1 组)、发夹状

RNA 阴性对照组(ShRNA鄄control 组)、发夹状 RNA Slfn1 干扰组(ShRNA鄄Slfn1 组)。 分离培养大鼠骨髓源性 EPC,
用 ShRNA鄄control 质粒、Ad鄄Slfn1 及相应的对照质粒分别转染 EPC,采用 Western blot 检测细胞 Slfn1 及 Cyclin D1 表

达,将 EPC 接种在预先铺好纤维连接蛋白的培养板中,观察其黏附功能。 用流式细胞仪检测细胞周期。 结果 摇
ShRNA鄄Slfn1 组 Slfn1 蛋白的表达明显低于 ShRNA鄄control 组,Ad鄄 Slfn1 组 Slfn1 蛋白的表达明显高于 Ad鄄control 组,
说明转染有效。 用 ShRNA鄄Slfn1 减弱 EPC Slfn1 基因的表达明显增强 EPC 的黏附能力,过表达 Slfn1 基因则明显抑

制 EPC 的黏附能力。 细胞周期检查结果显示,降低 EPC Slfn1 基因的表达,EPC 的细胞周期进入到 S 期细胞明显增

多,过表达 Slfn1 基因使 EPC 的细胞周期停止在 G1 期。 Western blot 检测结果发现,ShRNA鄄Slfn1 组 Cyclin D1 的蛋

白表达明显高于 ShRNA鄄control 组,而 Ad鄄Slfn1 组 Cyclin D1 的蛋白表达则明显低于 Ad鄄control 组。 结论摇 Slfn1 通

过下游靶点 Cyclin D1 负性调控 EPC 的黏附功能。
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Slfn1 Reduces the Adhension of Endothelial Progenitor Cells by Decreasing CyclinD1
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To evaluate the effect of Schlafen 1 (Slfn1) on the adhension of endothelial progenitor cells
(EPC). 摇 摇 Methods摇 Ad鄄Slfn1, ShRNA鄄Slfn1, ShRNA鄄control and Ad鄄control were transfected into EPC respectively.
Then EPC were plated on fibronectin鄄coated culture dishes, adherent cells were counted. 摇 The protein of Slfn1 and Cyclin
D1 were examined by Western blot. 摇 EPC cell cycle was examined by flow cytometry analysis. 摇 摇 Results摇 On 48 h after
transfected ShRNA鄄Slfn1, the expression of Slfn1 protein was decreased significantly compared to that in ShRNA鄄control
group (P < 0郾 05), the transfection of Ad鄄Slfn1 reversed these responses. 摇 Overexpression of Slfn1 suppressed the adhens鄄
ion of EPC; conversely, the silencing of Slfn1 using shRNA鄄Slfn1 increased the adhension of EPC. 摇 In addition, cell cycle
was arrested G1 phase in Ad鄄Slfn1 group. 摇 Whereas the transfection of shRNA鄄Slfn1 reversed these responses. 摇 The ex鄄
pression of Cyclin D1 protein after transfection of shRNA鄄Slfn1 was increased clearly compared to that in ShRNA鄄control
group (P < 0郾 05), in contrast, overexpression of Slfn1 reversed these results. 摇 Cyclin D1 was involved in Slfn1鄄mediated
EPC adhension. 摇 摇 Conclusion摇 Slfn1 reduced the adhension of EPC through Cyclin D1.

摇 摇 冠心病是常见的心血管疾病,尽管目前经皮冠

状动脉支架植入术越臻完善,但其对冠状动脉粥样

硬化的临床效果有限,且内皮受损[1鄄4]。 而内皮细

胞的再生能力有限,不足以预防血管内膜增厚,药
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物洗脱支架通过抑制平滑肌细胞增殖的同时也抵

制内皮细胞增殖,延缓内皮修复过程,增加晚期血

栓形成的风险[5]。 内皮祖细胞( endothelial progeni鄄
tor cell,EPC)是血管内皮细胞修复的一重要来源,
其主要来源于骨髓,能归巢到损伤部位,增殖分化

成内皮细胞,参与修复损伤的血管内皮[6鄄7]。 近来

的研究也显示,循环 EPC 在数量和功能上已成为冠

心病等心血管疾病危险因素的预测指标[8鄄9]。 人类

的临床试验发现移植 EPC 能改善下肢缺血症

状[10]。 但是,由于 EPC 生物学功能的分子调控机

制目前仍不清楚,从而使其临床应用受到制约。
睡眠因子(Schlafen,Slfn)基因家族是近年来发

现的一类新的细胞生长调节基因,广泛参与细胞增

殖、分化及凋亡等多种病理生理过程的调控。 Slfn1
基因是 Slfn 家族中研究最早的基因之一,其广泛表

达在主动脉、静脉、造血干细胞及骨髓[11]。 并参与

调节多种细胞的生长发育,在基因敲除 Slfn1 的小

鼠,胸腺细胞的增殖受到抑制;在小鼠的纤维细胞、
仓鼠卵巢上皮细胞珠、T 细胞、巨噬细胞,过表达

Slfn1,使细胞周期停止在 G1 期,从而抑制以上细胞

增殖[12鄄14]。 而我们的前期研究也发现,Slfn1 作为

TRPC1 的下游靶点参与 TRPC1 对 EPC 增殖能力的

调控[15],通过基因干扰方法降低 Slfn1 在 EPC 的表

达,在体外增加了 EPC 增殖能力及管状形成能力,
反之,过表达 Slfn1 则逆转了这种作用[16]。 但 Slfn1
是否影响 EPC 的黏附功能,目前尚不清楚。 为此,
本研究拟通过基因过表达及干扰的方法改变 Slfn1
在 EPC 的表达水平,在体外研究其对 EPC 黏附功能

的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料和试剂

摇 摇 大鼠 Slfn1 重组腺病毒载体(Ad鄄Slfn1)和空病

毒载体(Ad鄄control)由上海和元生物技术有限公司

构建;大鼠 Slfn1 发夹状 RNA 干扰质粒 ( ShRNA鄄
Slfn1)及发夹状 RNA 阴性对照( ShRNA鄄control)购

自德国 QIAGEN 公司;FITC 标记的抗大鼠 CD34、
CD133 和 VEGFR、Dil 标记的乙酰化低密度脂蛋白

(Dil鄄ac鄄LDL)及异硫氰酸荧光素标记的荆豆凝集素

I(FITC鄄UEA鄄I)购自美国 Bios 公司;抗 Cyclin D1 抗

体及抗 Slfn1 抗体购自美国 Santa Cruz 公司;胎牛血

清购自美国 Gibco 公司;SD 大鼠由第三军医大学动

物实验中心提供。

1郾 2摇 EPC 的培养、鉴定、转染及分组

以大鼠后腿的股骨和胫骨骨髓为原材料,培养

EPC 5 ~ 7 天后用于实验[15]。 培养 5 ~ 7 天的 EPC
用 Dil鄄ac鄄LDL(10 g / L)孵育,放置在培养箱中过夜,
吸出培养板中 Dil鄄ac鄄LDL,用 2% 多聚甲醛固定 10
min,PBS 浸洗 3 次后,加 FITC鄄UEA鄄I 于标本内,
37益孵育 1 h,用倒置荧光显微镜观察,双染阳性细

胞为 EPC。 流式细胞术鉴定:培养 5 ~ 7 天的 EPC
用 FITC 标记的抗 CD133、VEGFR鄄2、CD34 及同型对

照抗体避光孵育 1 h 后上机检测[15,17]。 根据试剂使

用方法将质粒加入 EPC,转染 48 h 后用于实验。 实

验分组:发夹状 RNA 干扰 Slfn1 组 ( ShRNA鄄Slfn1
组)、发夹状 RNA 阴性对照组(ShRNA鄄control 组)、
Slfn1 腺病毒载体组(Ad鄄 Slfn1 组)、腺病毒阴性对

照组(Ad鄄control 组)、空白对照组(未给予任何处理

的 EPC,N鄄control 组)。
1郾 3摇 细胞黏附功能测定

将转染质粒 48 h 的 EPC 用于实验。 细胞用胰

酶消化后,各组用同等量的细胞接种于预先铺好纤

维连接蛋白的培养板中,置 37益 培养箱中培养 30
min,PBS 洗 3 次,随机选取 5 个高倍镜视野( 伊 200)
计数贴壁细胞[18]。
1郾 4摇 细胞周期测定

首先用无血清的 DMEM 培养液加入到培养 5 ~
7 天的 EPC,培养 24 h,其目的是使细胞周期同步

化。 继之转染以上质粒,转染 48 h 后进行实验。 细

胞经 PBS 洗 3 次后,加入 0郾 25% 胰蛋白酶消化,之
后用预冷的 70% 乙醇固定 24 h,用 PBS 洗去固定

液,加入 25 滋g / L RNA 酶、50 滋g / L PI 溶液,于 37益
水浴 30 min,最后用流式细胞仪测定细胞周期[16]。
1郾 5摇 Western blot 检测 Slfn1 和 Cyclin D1 的蛋白

表达

收取转染后 48 h 的细胞,用细胞裂解液提取细

胞总蛋白,用 Bradford 法[19] 测量蛋白含量。 并将质

量相同的总蛋白分别加载到每个泳道上,进行聚丙

烯酰胺凝胶电泳。 继之转膜过夜,之后分别加入抗

Slfn1、Cyclin D1 抗体和 茁鄄actin 室温孵化 1 h,最后

加入用辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵化 1 h。
之后用化学发光法显影蛋白条带,用凝胶成像分析

系统对蛋白条带定量。
1郾 6摇 统计学方法

用 SPSS 17郾 0 统计软件进行数据处理。 计量资

料以x 依 s 表示,多组间两两比较采用 LSD 检验,多
组间均值差异检验采用方差分析,以 P < 0郾 05 为差

异有统计学意义。

2 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 24,No 1,2016



2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠骨髓源 EPC 的鉴定

摇 摇 荧光双染结果显示,EPC 摄取 UEA鄄I 表现为蓝

色荧光,摄取 Dil鄄ac鄄LDL 表现红色荧光,同时摄取

Dil鄄ac鄄LDL 和 UEA鄄I 的细胞表现黄色荧光,即为双

染阳性细胞,双染阳性率为 91郾 00% 依 0郾 02% 。 流

式细胞仪检测 CD133、 CD34 及 VEGFR鄄2 分子在

EPC 上的表达,结果显示 VEGFR鄄2 为 78郾 59% ,
CD133 为 80郾 38% ,CD34 为 80郾 69% (图 1)。

图 1. 大鼠骨髓源 EPC的特征摇 摇 A 为荧光双染鉴定 EPC,每孔细胞 3 个随机视野观察, 伊 200 倍;B 为流式细胞仪检测 CD133、
VEGFR鄄2 及 CD34 分子在 EPC 的表达,黑线区域表示同型阴性对照,绿线区域表示 CD133、VEGFR鄄2 及 CD34 分子的表达。
Figure 1. Characteristics of bone marrow鄄derived EPC

2郾 2摇 质粒转染效率

ShRNA鄄Slfn1 组 Slfn1 蛋白表达水平低于 ShR鄄
NA鄄control 组 ( 0郾 47 依 0郾 02 比 0郾 92 依 0郾 03; P <
0郾 05),而 Ad鄄Slfn1 组 Slfn1 蛋白表达高于 Ad鄄control
组(1郾 21 依 0郾 04 比 0郾 78 依 0郾 06;P < 0郾 05),说明转

染有效(图 2)。

图 2. 质粒转染效率检测(n = 3)
Figure 2. Transfectional efficiency of plasmid(n = 3)

2郾 3摇 EPC 黏附能力

ShRNA鄄Slfn1 组 EPC 黏附数目明显多于 ShRNA鄄
control 组(P <0郾 05),而 Ad鄄Slfn1 组 EPC 黏附数目明

显少于 Ad鄄control 组(P <0郾 05;表 1 和图 3)。
2郾 4摇 EPC 细胞周期分布

ShRNA鄄Slfn1 组 EPC 分布在 G1 期的数目明显

少于 ShRNA鄄control 组(P < 0郾 05),而 ShRNA鄄Slfn1
组 EPC 进入到 S 期的数目多于 ShRNA鄄control(P <
0郾 05)。 Ad鄄Slfn1 组 EPC 分布于 G1 期的数目多于

Ad鄄control 组(P < 0郾 05),而分布于 S 期的数目低于

Ad鄄control 组(P < 0郾 05)。 Ad鄄control 组和 ShRNA鄄
control 组 EPC 各细胞周期分布数目与 N鄄control 组
相比差异均无统计学意义(表 2 和图 4)。

表 1. Slfn1 对 EPC 黏附功能的影响(x 依 s, n = 6)
Table 1. Effects of Slfn1 on adhension of EPC(x 依 s, n = 6)

分摇 组 黏附细胞数

N鄄control 组 12郾 50 依 0郾 43
Ad鄄control 组 11郾 33 依 0郾 49
Ad鄄Slfn1 组 5郾 00 依 0郾 52a

shRNA鄄control 组 11郾 67 依 0郾 88
shRNA鄄Slfn1 组 18郾 50 依 0郾 43b

a 为 P < 0郾 05,与 Ad鄄control 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 shRNA鄄control
组比较。
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图 3. 细胞黏附代表图( 伊 200)摇 摇 A 为 N鄄control 组,B 为 Ad鄄control 组,C 为 Ad鄄Slfn1 组,D 为 shRNA鄄control 组,E 为 shRNA鄄Slfn1 组。

Figure 3. Representative pattern of adhension in EPC( 伊 200)

图 4. 细胞周期代表图

Figure 4. Representative pattern of cell cycle

表 2. 各组 EPC 细胞周期的分布(x 依 s, n = 3, % )
Table 2. Cell cycle distribution of EPC in each group(x 依 s,
n = 3, % )

分摇 组 G1 期 G2 期 S 期

N鄄control 组 91郾 08 依 0郾 26 1郾 90 依 0郾 64 7郾 02 依 0郾 90

Ad鄄control 组 89郾 71 依 0郾 45 2郾 82 依 0郾 74 7郾 47 依 0郾 42

Ad鄄Slfn1 组 92郾 11 依 0郾 10a 3郾 77 依 0郾 93 4郾 12 依 0郾 92a

shRNA鄄control 组 90郾 42 依 0郾 57 2郾 17 依 0郾 14 7郾 40 依 0郾 47

shRNA鄄Slfn1 组 86郾 93 依 0郾 87b 2郾 16 依 0郾 14 10郾 90 依 0郾 28b

a 为 P < 0郾 05,与 Ad鄄control 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 shRNA鄄control
组比较。

2郾 5摇 Cyclin D1 蛋白表达

Ad鄄Slfn1 组 Cyclin D1 蛋白表达水平低于 Ad鄄
control 组(0郾 51 依 0郾 05 比 0郾 81 依 0郾 01;P < 0郾 05),
而 ShRNA鄄Slfn1 组 Cyclin D1 蛋白表达水平高于

ShRNA鄄control 组(1郾 13 依 0郾 03 比 0郾 82 依 0郾 04;P <
0郾 05;图 5)。

3摇 讨摇 论

本研究有三个主要的发现:淤过表达 EPC 的

Slfn1 基因明显抑制 EPC 的黏附功能,反之,基因干

扰 EPC 的 Slfn1 基因则增加 EPC 的黏附功能。 于过

图 5. EPC 中 Cyclin D1 蛋白的表达(n = 3)
Figure 5. Expression of Cyclin D1 protein in EPC(n = 3)

表达 EPC 的 Slfn1 基因,EPC 的细胞周期停止在 G1
期,反之,降低 EPC 的 Slfn1 基因表达,EPC 的细胞

周期进展到 S 期。 盂Slfn1 基因通过下游靶点 Cyclin
D1 调控 EPC 的黏附功能。

EPC 通过增殖、迁移、黏附等归巢到血管损伤

部位修复损伤的血管内皮,参与内皮的完整性及功

能的维持[20]。 EPC 的黏附能力是其必备的生物学

特性。 研究报道,EPC 的黏附功能参与选择素和结
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合素对 EPC 的归巢、定置到损伤血管处的功能[5]。
动脉的切应力增加 EPC 黏附到血管内皮生长因子

结合的表面[21]。 纤维包被的释放内皮细胞生长因

子的微载体促进了 EPC 的黏附能力[22]。 咐拜十四

烷酯在体外能促进 EPC 黏附到血管内皮和细胞外

基质的能力[23]。 但是,Slfn1 是否影响 EPC 的黏附

功能,目前尚未见报道。
Slfn1 基因是细胞周期基因,主要通过下调 Cyc鄄

lin D1 的表达使细胞周期停止在 G1 期,不能进展到

S 期,从而影响细胞周期的进展,继而调控细胞的生

物学形为[12鄄14]。 我们的前期研究发现,Slfn1 在 EPC
过表达抑制 EPC 的增殖、迁移及管状形成能力,而
干扰 Slfn1 基因在 EPC 的表达, 则逆转这种作

用[16,24]。 众所周知,细胞的生物学行为包括增殖、
迁移、分化、凋亡、黏附等功能,相互之间密不可分。
Slfn1 是否也调节 EPC 的黏附能力,目前尚不清楚。
因此,本研究在前期研究基础上继续研究 Slfn1 对

EPC 黏附功能的影响。 结果发现,在体外过表达

EPC 的 Slfn1 基因,抑制 EPC 的黏附功能,反之,通
过发夹状 RNA 降低 EPC 的 Slfn1 基因的表达,能逆

转这种作用,增强了 EPC 的黏附功能。 研究报道,
Slfn1 主要通过其下游靶点 Cyclin D1 影响细胞周期

的进展期,从而调节细胞的生物学功能[13]。 为此,
我们通过改变 EPC 上 Slfn1 基因的表达,观察其对

EPC 细胞周期的影响,结果发现,过表达 Slfn1 基因

使 EPC 的细胞周期停滞在 G1 期,而降低 Slfn1 基因

在 EPC 的表达则促进细胞周期由 G1 期向 S 期进

展。 我们进一步检测了 Slfn1 基因的下游靶点基因

Cyclin D1[13]的表达,结果发现,过表达 Slfn1 基因下

调 Cyclin D1 的表达,反之,降低 Slfn1 基因在 EPC
的表达则上调 Cyclin D1 的表达。 Cyclin D1 是细胞

周期基因,它主要作用于细胞周期的 G1 期向 S 期

的进展,从而调节细胞的增殖、迁移等生物学行

为[16,24]。 而已有的研究也表明,Cyclin D1 和细胞的

黏附功能密切相关,基因沉默 Wnt1 可诱导信号蛋

白 3(Wnt1鄄inducible signaling protein鄄3,WISP3)通过

下调其下游靶基因 Cyclin D1 和转录因子 4 ( tran鄄
scription factor鄄4,TCF鄄4)抑制胃癌细胞的增殖、迁移

和黏附功能[25]。 激活 Notch鄄1 信号通路,通过上调

其下游的靶基因 Cyclin D1、血管内皮生长因子等促

进人类乳腺癌细胞的黏附、增殖、迁移功能[26]。 而

我们的研究结果和以上研究结果是一致的,由此我

们推测,Slfn1 基因通过其下游靶点 Cyclin D1 调节

EPC 的黏附功能。
总之,以上的研究表明,Slfn1 基因通过其靶基

因 Cyclin D1 在体外负性调控 EPC 的黏附功能,
Slfn1 基因在由 EPC 介导的血管内皮的完整性及功

能的维持上可能发挥关键的作用。
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