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摘要 目的 探讨 G蛋白信号调节因子 2( ＲGS2) 在调节血
管紧张素Ⅱ( AngⅡ) 诱导的主动脉夹层形成中的作用。方
法 将 C57BL /6 小鼠分为 3 组: Control组( n = 10) 、AngⅡ组
( n = 20) 、AngⅡ + sh-ＲGS2 组( n = 20) 。AngⅡ组和 AngⅡ +
sh-ＲGS2 组小鼠建立了主动脉夹层模型。在体内评估主动
脉夹层的发生率，在体外和体内评估血管平滑肌细胞

( VSMC) 表型转化。结果 ＲGS2 的敲低逆转了 Ang Ⅱ导致
的 αSMA、ACTA2 和 MYH11 的表达下调，并抑制了 Ang Ⅱ诱
导的 SPP1 和 Vimentin 蛋白表达。AngⅡ组和 AngⅡ + sh-
ＲGS2 组的主动脉夹层发生率分别为 45% ( 9 /20) 和 10% ( 2 /
20) 。与 AngⅡ组小鼠比较，AngⅡ + sh-ＲGS2 组小鼠中观察
到更少的弹性层增厚、主动脉破裂和主动脉壁胶原纤维含
量。此外，与 AngⅡ组比较，AngⅡ + sh-ＲGS2 组主动脉的最
大直径减小( P ＜ 0. 05 ) ，ACTA2、MYH11 蛋白增加 ( P ＜
0. 01) ，ＲGS2、SPP1、Vimentin 蛋白降低( P ＜ 0. 01 ) 。结论
ＲGS2敲低抑制 AngⅡ诱导的 VSMC从可收缩表型转变为合成
表型，降低了主动脉夹层形成的发生率。
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主动脉夹层是威胁生命的心血管疾病，主要表

现为弹性纤维断裂、平滑肌局灶性丧失和中空泡变
性［1］。研究［2］ 发现，血管平滑肌细胞 ( vascular
smooth muscle cells，VSMC) 的功能或表型转化可能
是导致主动脉壁变性的重要因素，从而导致主动脉

夹层的发生。因此，针对 VSMC 表型转化的策略可
能对预防主动脉夹层有效。血管紧张素Ⅱ ( angio-
tensin Ⅱ，AngⅡ) 被认为是 VSMC 表型转化的关键
调节剂之一，其可能通过过度激活氧化应激损伤或

激活血管紧张素受体介导的直接功效受体诱导

VSMC表型转化［3］。此外，小鼠 AngⅡ灌注可能通
过其他机制导致主动脉夹层形成，如增强内皮细胞

凋亡、破坏血管基质稳定性或激活炎症损伤［4］。G
蛋白作为细胞表面受体与细胞内效应器系统之间的

中介体，其介导的信号传导对心血管功能的调节至

关重要，包括心率、细胞生长和血管张力［5 － 6］。G蛋
白偶联受体信号传导阻断剂是治疗高血压和心力衰

竭的最佳药物［7］。G 蛋白信号调节蛋白( regulator
of G protein signaling，ＲGS) 通过结合活性 Gαi / o 和
Gαq亚基降低三磷酸尿苷水解的速率，从而加速了
G蛋白偶联受体 /G 蛋白信号传导的幅度和持续时
间［8］。在 20 多种 ＲGS蛋白中，ＲGS2 在 VSMC 中高
度表达，并控制血管收缩和舒张［9］。然而，ＲGS2 在
AngⅡ诱导的主动脉夹层中是否参与 VSMC 表型转
化的调节仍有待确定。因此，该研究旨在确定 ＲGS2
抑制在 AngⅡ诱导的 VSMC表型转化的调节作用以
及在小鼠主动脉夹层模型中的保护作用。

1 材料与方法

1． 1 实验材料 Alzet 渗透泵购自美国 DUＲECT
Corporation 公司; ＲGS2 shＲNA 慢病毒颗粒 ( sh-
ＲGS2) 或对照 shＲNA慢病毒颗粒( sh-NC) 购自上海
吉凯基因医学科技股份有限公司; 单克隆抗 αSMA
( 1 ∶ 100) 、抗平滑肌肌动蛋白 α2( smooth muscle ac-
tin alpha 2，ACTA2) 、抗 ＲGS2、单克隆抗分泌磷蛋白
1( secreted phosphoprotein 1，SPP1 ) 抗体购自美国
Abcam公司; 异硫氰酸荧光素偶联二级抗体、Cy3 标
记的山羊抗兔 IgG二级抗体购自武汉博士德生物工
程有限公司; 0. 1% Triton X-100 购自上海碧云天生
物技术有限公司; DMEM培养基购自美国 Invitrogren
公司; 含有蛋白酶抑制剂混合物的 ＲIPA 缓冲液购
自德国 Ｒoche公司; BCA 蛋白浓度测定试剂盒购自
美国 Amresco公司; 小鼠抗 β-actin、兔抗肌球蛋白重
链 11( myosin heavy chain 11，MYH11 ) 和兔抗 Vim-
entin购自美国 Cell Signaling Technology 公司; 增强
的化学发光方法购自美国 Pierce公司; BX41 光学显
微镜、荧光显微镜购自日本 Olympus公司。
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1． 2 实验动物与分组 C57BL /6 雄性小鼠，体质量
25 ～ 35 g，3 ～ 4 月龄，购自北京维通利华公司［生产
许可证号: SCXK( 京) 2016-0011 ) ］。将小鼠饲养在
25 ℃无病原体的房间中，可以自由摄取食物和水。
小鼠麻醉后，Alzet 渗透泵消毒并皮下植入肩胛中
区，在 2 周的时间内达到每天 3 mg /kg 的 AngⅡ或
0. 9% NaCl 的输送率［10］。将 C57BL /6 小鼠随机分
为 3 组，分别为:① Control 组( n = 10 ) ，小鼠皮下植
入含 0. 9% NaCl的微型泵;② AngⅡ组( n = 20) ，小
鼠皮下植入含 AngⅡ的微型泵;③ AngⅡ + sh-ＲGS2
组( n = 20) ，小鼠在植入含 AngⅡ的微型泵前 3 d 至
植入后 2 周，每天经尾静脉注射 2 μg /μl ( 每次 12
μl) sh-ＲGS2。微型泵植入后 4 周处死小鼠，立即切
除主动脉组织。主动脉夹层在组织学上被定义为主
动脉中层与主动脉外层分离和 /或主动脉壁内血液
积聚。
1． 3 组织学分析与 HE 染色 微型泵植入 4 周后
获得 C57BL /6 小鼠的主动脉组织。其中一半用于
Western blot分析，另一半固定在 4%多聚甲醛中，石
蜡包埋进行组织学分析。切片( 厚度 4μm) 分别用
HE、EVG染色，评估细胞形态和细胞外成分组织的
变化。BX41 光学显微镜获取染色主动脉横截面图
像。
1． 4 免疫荧光染色 主动脉切片在磷酸盐缓冲液
( phosphate buffered saline，PBS) 中脱蜡清洗。用山
羊血清在室温下封闭 30 min 后，将切片与单克隆抗
αSMA( 1 ∶ 100 ) 、抗 ACTA2 ( 1 ∶ 100 ) 和抗 ＲGS2
( 1 ∶ 100) 抗体分别在 4 ℃下孵育过夜。再将载玻
片用 PBS 洗涤 3 次，并与异硫氰酸荧光素偶联二级
抗体( 1 ∶ 100) 在室温下孵育 1 h，再用 DAPI 复染细
胞核。对于体外实验，将生长在涂膜载玻片上的细
胞固定在 4%多聚甲醛中，并用 0. 1% Triton X-100
渗透。用 PBS 冲洗后，在室温下用山羊血清封闭细
胞 15 min，将细胞与单克隆抗 SPP1( 1 ∶ 150) 和 AC-
TA2( 1 ∶ 150) 分别在 4 ℃下孵育过夜，然后用二级
抗体 Cy3 标记的山羊抗兔 IgG孵育 1 h，DAPI复染。
用荧光显微镜观察切片。使用 ImageJ软件对至少 3
个感兴趣区域的不同蛋白质的表达进行量化。
1． 5 细胞培养与转染 大鼠 VSMC 购自美国
ATCC公司，将细胞接种在含 10%胎牛血清和 1%
青 － 链霉素的 DMEM 培养基中生长。当培养至
70% ～80%融合时，将细胞以 1. 2 × 106 个 /孔的密度
接种至 6 孔板中，用不同浓度( 0. 1、0. 5、1 μmol /L)
AngⅡ处理 6 h或用 1 μmol /L AngⅡ处理不同时间

( 6、12、24 h) ，再进行下一步检测。在转染试验中，
用相应的慢病毒颗粒转染细胞 12 h: sh-ＲGS2 或 sh-
NC，再加入 5 μg /ml嘌呤霉素。培养 7 d 后将细胞
分为: Control组、AngⅡ组、AngⅡ + sh-NC 组、AngⅡ
+ sh-ＲGS2 组。
1． 6 Western blot 分析 用 PBS 洗涤处理过的
VSMC和小鼠的主动脉组织，并用含有蛋白酶抑制
剂混合物的 ＲIPA 缓冲液裂解。蛋白质浓度通过
BCA蛋白浓度测定试剂盒测定。加载 50 μg蛋白质
提取物样品，进行十二烷基硫酸钠 －聚丙烯酰胺凝
胶电泳，然后转移到聚偏二氟乙烯膜上。在室温下
用 5%脱脂牛奶封闭膜 2 h，将膜与小鼠抗 β-actin
( 1 ∶ 8 000 ) 、兔抗 MYH11 ( 1 ∶ 1 000 ) 、兔抗 ＲGS2
( 1 ∶ 500 ) 、兔抗 αSMA ( 1 ∶ 1 000 ) 、兔抗 SPP1
( 1 ∶ 1 000) 、山羊抗 ACTA2 ( 1 ∶ 1 000 ) 、兔抗 Vim-
entin( 1 ∶ 1 000) 在 4 ℃孵育过夜。然后在室温下与
二抗孵育 1 h。使用增强的化学发光方法将蛋白条
带可视化。
1． 7 统计学处理 采用 SPSS 22. 0 软件进行统计
分析，数据以 珋x ± s 表示。采用单因素方差分析和
Turkey检验评估各组之间的统计学差异。通过双因
素方差分析和 Bonferroni 事后检验进行时程研究中
各组之间的比较。通过 Pearson 相关性分析 AngⅡ
处理的大鼠 VSMC 中 ＲGS2 蛋白表达与 αSMA蛋白
表达的相关性。P ＜ 0. 05 为差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 ＲGS2 上调与体内 VSMC 表型转换的关系
为了检查 ＲGS2 在主动脉夹层小鼠 VSMC 表型转化
中的潜在作用，研究检测了 ＲGS2 和 VSMC 标志物
αSMA在主动脉组织表达情况。免疫荧光染色结果
显示: 与 Control 组比较，AngⅡ组小鼠主动脉中
ＲGS2 荧光强度增加( P ＜ 0. 01 ) ，αSMA 的表达降低
( P ＜ 0. 01) ; 与 AngⅡ组比较，AngⅡ + sh-ＲGS2 组小
鼠主动脉中 ＲGS2 荧光强度降低( P ＜ 0. 01 ) ，αSMA
的表达增加( P ＜ 0. 01) 。见图 1。
2． 2 ＲGS2 敲低对 AngⅡ诱导的 C57BL /6 小鼠主
动脉夹层形成的影响 使用形态学和组织学方法研

究 ＲGS2 敲低在注入 AngⅡ的 C57BL /6 小鼠中的作
用。用 AngⅡ处理的小鼠在实验结束时主动脉夹层
的发生率为 45% ( 9 /20) ，其主要发生在胸升主动脉
中，并延伸至主动脉弓; ＲGS2敲低的AngⅡ处理的小
鼠主动脉夹层的发生率为 10% ( 2 /20) ，未显示出明
显的动脉壁内血肿( 图 2A) 。通过 HE、EVG 染色检
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测各组小鼠主动脉壁的弹性蛋白表达。结果显示:
与 AngⅡ组比较，AngⅡ + sh-ＲGS2 组小鼠中观察到
更少的弹性层增厚、主动脉破裂( 图 2B) 。此外，与
AngⅡ组比较，AngⅡ + sh-ＲGS2 组主动脉的最大直
径显著减小［( 1. 04 ± 0. 03 ) mm vs ( 1. 23 ± 0. 06 )
mm，F = 8. 75，P ＜ 0. 05，图 2C］。上述结果提示

ＲGS2 敲低降低了 C57BL /6 小鼠中 AngⅡ诱导的主
动脉夹层形成的发生率。
2． 3 ＲGS2 敲低对 AngⅡ诱导的 C57BL /6 小鼠
VSMC表型转化的调控 研究进一步检查 ＲGS2 敲
低对 AngⅡ诱导的 C57BL /6 小鼠 VSMC 表型转化
的调控。Western blot分析显示，与 Ang Ⅱ组比较，

图 1 小鼠主动脉组织中 ＲGS2 和 αSMA表达情况( n = 3)

A、B: 免疫荧光染色检测主动脉夹层小鼠主动脉组织中 ＲGS2 和 αSMA表达

情况 × 200; C: ＲGS2 和 αSMA表达的定量分析; 与 Control 组比较: ＊＊P ＜ 0. 01;

与 AngⅡ组比较: ##P ＜ 0. 01

图 2 ＲGS2 敲低对 AngⅡ诱导的 C57BL /6 小鼠主动脉夹层形成的影响( n = 10)
A: 植入后第 28 天小鼠的代表性主动脉 × 5，箭头表示主动脉夹层伴壁内血肿; B: 通过主动脉 HE、EVG染色检测各组小鼠主动脉壁的弹

性蛋白表达 × 200; C: 各组主动脉最大直径的散点图; 与 Control组比较: * P ＜ 0. 05; 与 AngⅡ组比较: #P ＜ 0. 05
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AngⅡ + sh-ＲGS2 组小鼠主动脉中 ACTA2、MYH11
蛋白增加( F = 16. 72、20. 14，均 P ＜ 0. 01 ) ，ＲGS2、
SPP1、Vimentin蛋白降低( F = 25. 90、30. 13、23. 66，
均 P ＜ 0. 01) ，见图 3A、B。免疫荧光染色进一步表
明，AngⅡ + sh-ＲGS2 组小鼠的 ACTA2 表达较 Ang
Ⅱ组增加( F = 26. 42，P ＜ 0. 01，图 3C、D) ，而 SPP1
表达降低( F = 23. 17，P ＜ 0. 01，图 3E、F) 。上述结
果提示体内 ＲGS2 敲低促进了 VSMC 表型从合成型
转变为可收缩型。
2． 4 ＲGS2 在体外对 VSMC 表型转换的影响 为
了进一步检查 ＲGS2 在 VSMC 表型转换中的作用，
研究用 AngⅡ诱导 VSMC表型转化。Western blot检
测有或无 AngⅡ处理的大鼠 VSMC 中 ＲGS2 和
αSMA表达。与体内结果一致，在 AngⅡ处理的大
鼠 VSMC 中，随着 AngⅡ浓度的增加，ＲGS2 蛋白的
表达水平显著增加( P ＜ 0. 05 ) ，αSMA 蛋白的表达

水平显著降低( P ＜ 0. 05) ，见图 4A、B。此外，随着 1
μmol /L AngⅡ处理时间的增加，ＲGS2 蛋白的表达
水平显著增加( P ＜ 0. 05 ) ，αSMA 蛋白的表达水平
显著降低( P ＜ 0. 05 ) ，见图 4C、D。Pearson 相关性
分析显示，二者表达呈负相关性( r = － 0. 314，P ＜
0. 001) 。因此，后续实验选择 1 μmol /L AngⅡ进行
分析。
2． 5 ＲGS2 对 AngⅡ诱导的 VSMC 表型转化的调
控 为了进一步检查 ＲGS2 是否参与 VSMC 表型转
换，使用 sh-ＲGS2 在大鼠 VSMC 中进行了 ＲGS2 敲
低( 图 5A) 。ACTA2 和 MYH11 是 VSMC 收缩表型
的典型标志物，SPP1 和 Vimentin 代表合成表型。
Western blot分析显示，ＲGS2 的敲低逆转了 Ang Ⅱ
导致的 αSMA、ACTA2 和 MYH11 的表达下调( F =
44. 56、25. 65、26. 72，均 P ＜0. 01) ，并抑制了 AngⅡ诱
导的 SPP1 和 Vimentin蛋白表达( F = 37. 32、31. 06，

图 3 ＲGS2 敲低对 AngⅡ诱导的 C57BL /6 小鼠 VSMC表型转化的调控( n = 6)

A、B: Western blot检测植入后第 28 天小鼠主动脉中 ＲGS2、ACTA2、MYH11、SPP1 和 Vimentin蛋白表达及定量分析; C ～ F: 免疫荧光染色检

测主动脉夹层小鼠主动脉组织中 ACTA2、SPP1 表达情况及定量分析 × 200; a: Control 组; b: AngⅡ组; c: AngⅡ + sh-ＲGS2 组; 与 Control 组比

较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 AngⅡ组比较: ##P ＜ 0. 01
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图 4 Western blott检测大鼠 VSMC中 ＲGS2、αSMA蛋白表达( n = 3)

A、B: 不同浓度 AngⅡ( 0. 1、0. 5、1 μmol /L) 处理 6 h; C、D: 1 μmol /L AngⅡ处理不同时间( 6、12、24 h) ; 与 0 μmol /L 组比较: * P ＜ 0. 05，
＊＊P ＜ 0. 01; 与 0 h组比较: #P ＜ 0. 05，##P ＜ 0. 01

均 P ＜ 0. 01) ，见图 5B、C。免疫荧光染色进一步表
明，ＲGS2 敲低在 AngⅡ处理的 VSMC 中增加了 AC-
TA2 的表达( 图 5D) 。

3 讨论

给小鼠输注 AngⅡ已经成为一种非常有价值的
动物模型建立方法，有助于研究主动脉夹层的发病

机制［3］。本研究结果表明，ＲGS2 是诱导 AngⅡ对主
动脉夹层的功效的重要下游介质。ＲGS2 激活与
VSMC的表型转化相关，这有助于主动脉夹层的发
展。此外，通过基因沉默靶向抑制 ＲGS2 激活可部
分减弱 VSMC的表型转化，从而导致 AngⅡ治疗后
主动脉夹层发生率降低。因此，本研究的结果表明
ＲGS2 的靶向抑制有可能阻止主动脉夹层的发展。
研究［11］显示，ＲGS2 可能是参与多种病理生理

过程的多功能细胞信号分子，包括癌细胞增殖、糖酵
解、感染和免疫生物学过程。从生化角度看，ＲGS2
正调控 Gαq，而 Gαq转导来自各种血管收缩剂的信
号。与血管控制作用一致，高血压小鼠 ＲGS2 上
调［12］。此外，高血压患者更有可能在 ＲGS2 基因的
3'非翻译区中具有 C1114G 单核苷酸多态性，这与
从皮肤活检分离出的培养成纤维细胞中 ＲGS2 蛋白
表达升高相关［13］。最近有学者在基因组聚合数据
库的 16 个未知意义的变体中，发现了人类 ＲGS2 中
的 4 个功能丧失突变，并且这些突变在血管组织复
杂环境中有助于血管舒张［14］。本研究证实了 ＲGS2

在 VSMC中的表达上调与主动脉夹层的发病有关，
并在 AngⅡ诱导的主动脉夹层小鼠模型中发现主动
脉中 ＲGS2 表达上调，并伴有主动脉扩张和弹性蛋
白降解。在体外，ＲGS2 敲低抑制了 AngⅡ诱导的
VSMC从收缩表型向合成表型的转换。因此，本研
究对主动脉夹层的发病机制有了更深入的了解，并

提出 ＲGS2 作为主动脉夹层治疗的潜在靶点。
VSMC是动脉血管的重要组成部分，其表型转

变在主动脉夹层疾病的进展中起着非常重要的调节

作用［15］。VSMC 的表型包括收缩表型和合成表
型［16］。主动脉正常血管壁中的大多数 VSMC 是可
收缩的，保证了血管壁的弹性。然而，在血管损伤或
血管壁被强行撞击后，VSMC 可能从收缩型转变为
合成表型。此后，VSMC分泌大量细胞外基质，导致
细胞增殖和迁移增加。因此，VSMC 的表型调控在
血管损伤的修复中起着重要作用［17］。这些相同的
细胞也可能释放出与致病性改变有关的重要初始信

号。此外，增殖的 VSMC分泌大量的细胞外基质，最
终形成动脉粥样硬化［18］。因此，阐明 VSMC 表型的
转化可能是明确主动脉夹层发病机制的关键。
αSMA、ACTA2 和 MYH11 是 VSMC 收缩表型的重要
标志物，SPP1、Vimentin 是 VSMC 合成表型的标志
物［19］。在本研究中，AngⅡ组小鼠主动脉中 AC-
TA2、MYH11 蛋白显著减少，SPP1、Vimentin 蛋白显
著增加，提示 VSMC 从收缩表型向合成表型转化。
此外，用sh-ＲGS2阻断ＲGS2信号，显著逆转了上述
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图 5 ＲGS2 对 AngⅡ诱导的 VSMC表型转化的调控( n = 3)

A: Western blot检测 ＲGS2 的表达; B、C: Western blot检测 ＲGS2 敲低对 AngⅡ( 1 μmol /L) 诱导的 VSMC中 ACTA2、MYH11、SPP1 和 Vimen-

tin蛋白表达影响及定量分析; D: VSMC中 ACTA2 的免疫荧光染色 × 200; 与 Control组比较: ＊＊P ＜ 0. 01; 与 AngⅡ组比较: ##P ＜ 0. 01

蛋白表达变化，表明抑制 ＲGS2 活化可能是治疗主
动脉夹层的一个可行的选择。
综上所述，本研究提示 ＲGS2 敲低可抑制 Ang

Ⅱ诱导的 VSMC合成表型转变，进而降低了主动脉
夹层形成的发生率。ＲGS2 上调可诱导主动脉夹层
的发展，可作为主动脉夹层的潜在治疗靶标。然而，
目前尚不清楚 AngⅡ如何调节 ＲGS2，在未来研究中
应进一步探索其中机制。
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Investigate the mechanism of angiotensin Ⅱ induced aortic dissection
based on G protein signaling modulator 2 knockout

Wang Qinggong，Xue Yaping，Sun Haixia，Cao Ning
( Cardiovascular Ultrasound Ｒoom，Qinghai Provincial People's Hospital，Xining 810007)

Abstract Objective To investigate the role of G protein signal regulator 2 ( ＲGS2) in regulating the formation of
angiotensin Ⅱ( AngⅡ) -induced aortic dissection． Methods C57BL /6 mice were divided into 3 groups: control
group ( n = 10 ) ，AngⅡ group ( n = 20 ) ，AngⅡ + sh-ＲGS2 group ( n = 20 ) ． The AngⅡ group and AngⅡ + sh-
ＲGS2 group established an aortic dissection model． The incidence of aortic dissection was evaluated in vivo，and the
phenotypic transformation of VSMC was evaluated in vitro and in vivo． Ｒesults Knockdown of ＲGS2 largely coun-
teracted AngⅡ-induced inhibition of αSMA，ACTA2 and MYH11，and suppressed AngⅡ-induced SPP1 and Vim-
entin in VSMC． The incidence of aortic dissection in AngⅡ group and AngⅡ + sh-ＲGS2 group were 45% ( 9 /20)
and 10% ( 2 /20) ，respectively． Fewer elastic lamina thickening，aortic rupture，and aortic wall collagen fiber con-
tent were observed in AngⅡ + sh-ＲGS2 group compared to AngⅡ group． In addition，compared with the AngⅡ
group，the maximum diameter of the aorta in the AngⅡ + sh-ＲGS2 group was significantly reduced ( P ＜ 0. 05) ． In
addition，the ACTA2 and MYH11 proteins in the aorta of the AngⅡ + sh-ＲGS2 group were significantly higher than
those in the AngⅡ group ( P ＜ 0. 01) ，while the ＲGS2，SPP1，and Vimentin proteins significantly decreased ( P ＜
0. 01) ． Conclusion Knockdown of ＲGS2 inhibits the transformation of AngⅡ-induced VSMC from a contractile
phenotype to a synthetic phenotype，thereby reducing the incidence of aortic dissection formation．
Key words regulator of G protein signaling 2; angiotensin Ⅱ; aortic dissection; vascular smooth muscle cells
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