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烟草烟雾提取物影响主动脉平滑肌细胞GATA-2的表达*
★ 

 
徐晶华, 刘闺男，张  晶(中国医科大学附属第一医院心内科，辽宁省沈阳市  110001) 

 

文章亮点： 

1 国内外未见 GATA-2表达在吸烟致动脉粥样硬化机制方面的报道。 

2 实验成功地培养了大鼠主动脉平滑肌细胞，并在烟草烟雾提取物刺激后成功地提取 GATA-2 mRNA。 

3 初步证实了烟草烟雾提取物使大鼠主动脉平滑肌细胞中的 GATA-2表达增加，而这一机制是通过生长

反应因子 1来实现的，抑制生长反应因子 1后，GATA-2的表达减少。 

关键词： 
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摘要 

背景：吸烟是动脉粥样硬化形成的主要危险因素之一。 

目的：观察烟草烟雾提取物对大鼠血管平滑肌细胞中 GATA-2浓度的影响及早期生长反应因子 1在其中的作

用。 

方法：体外培养大鼠血管平滑肌细胞，用不同浓度(0，5%，10%，20%)烟草烟雾提取物刺激，采用 RT-PCR

的方法检测烟草烟雾提取物对 GATA-2 的影响。用筛选出的最适合的烟草烟雾提取物浓度处理大鼠血管平滑

肌细胞不同时间(0，4，8，12，24 h)后，检测 GATA-2 mRNA的变化，以及加入生长反应因子 1抑制剂后

GATA-2 mRNA的变化。 

结果与结论：与 0浓度烟草烟雾提取物相比，5%低浓度烟草烟雾提取物刺激后，GATA-2 mRNA表达较 10%

中浓度和 20%高浓度增加的更显著。不加烟草烟雾提取物组即 0 h 组血管平滑肌细胞中有少量 GATA-2 的

mRNA，5%烟草烟雾提取物刺激后于 4 h内开始增加，8 h达高峰。加入生长反应因子 1抑制剂后 5%烟草烟

雾提取物诱导的血管平滑肌细胞 GATA-2 mRNA表达明显降低。提示烟草烟雾提取物可通过生长反应因子 1

促进 GATA-2增加，抑制生长反应因子 1后，GATA-2的表达减少。 

 

Cigarette smoke extract affects the GATA-2 expression of vascular smooth muscle 

cells  

 

Xu Jing-hua, Liu Gui-nan, Zhang Jing (Department of Cardiology, the First Affiliated Hospital of China 

Medical University, Shenyang  110001, Liaoning Province, China) 

 

Abstract 

BACKGROUND: Smoking is one of the major risk factors for the formation of atherosclerosis. 

OBJECTIVE: To investigate the effect of cigarette smoke extract on the concentration of GATA-2 in the vascular 

smooth muscle cells and in which the role of the early growth response factor-1.  

METHODS: Vascular smooth muscle cells were cultured in vitro. The vascular smooth muscle cells were treated 

with various concentrations of cigarette smoke extract (0, 5%, 10%, 20%), then the reverse transcription PCR 

was applied to detect the mRNA expression of GATA-2. The vascular smooth muscle cells were treated with 

cigarette smoke extracts in the optimal concentration for 0, 4, 8, 12 and 24 hours, and then the expression of 

GATA-2 mRNA was observed, as well as the changes of expression of GATA-2 mRNA after added with growth 

response factor-1.   

RESULTS AND CONCLUSION: Compared to the 0 concentration group, the expression of GATA-2 mRNA after 

treated with low concentration (5%) of cigarette smoke extract was increased more significantly than moderate 

concentration (10%) and high concentration (20%). The vascular smooth muscle cells in 0 hour group expressed 

GATA-2 mRNA at low level. The GATA-2 mRNA began to increase within 4 hours and reached peak at the 8 

hours after stimulated with cigarette smoke extract of 5% concentration. After added with growth response 

factor-1 inhibitors, the expression of GATA-2 mRNA in 5% cigarette smoke extract induced vascular smooth 

muscle cells was decreased. Cigarette smoke extract can promote the increasing of GATA-2 by growth response 

factor-1, while the GATA-2 expression is reduced after the inhibition of growth response factor-1.     
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0  引言  Introduction 

 

吸烟是动脉粥样硬化的三大主要危险因素之一。研

究发现，烟草烟雾中的尼古丁、一氧化碳、氧化微粒物

等成分与心血管系统损害直接相关。根据WHO 2008年

全球烟草流行报告，现在每年因烟草导致死亡达540万

人
[1]
。吸烟是冠心病的重要危险因素，无论是被动还是

主动通过雪茄或烟斗吸烟，其发病风险同样增加
[2]
。目

前认为血管平滑肌细胞在动脉硬化的发生发展过程中

起着重要的作用
[3]
，血管平滑肌细胞是构成血管壁的重

要组成成分，主要调节血管张力、血液分布和压力
[4]
，

不像许多终末分化的细胞，血管平滑肌细胞可以根据自

身环境的变化由静态收缩表型转换为增殖合成表型
[5-6]
，

在正常情况下，平滑肌细胞保持静止状态。研究证实，

人类动脉粥样硬化的动脉血管中的平滑肌细胞较静脉

血管中的平滑肌细胞表现出更高的增殖率和黏附性
[7]
。 

基质金属蛋白酶是一个锌和钙依赖的蛋白酶家族，

能够切割细胞外基质蛋白、生长因子和细胞表面受体的

特定序列
[8-9]
，内皮细胞中基质金属蛋白酶的生成和激

活，包括基质金属蛋白酶2，在动脉粥样硬化的形成过

程中发挥重要作用
[10-11]
。除了动脉粥样硬化、血管重塑

和血管再生，基质金属蛋白酶，如基质金属蛋白酶2、

基质金属蛋白酶9、基质金属蛋白酶13和基质金属蛋白

酶14还参与了骨的形成和重构
[12]
。 

早期生长反应因子1，是位于人类染色5q23-q31编

码2个外显子的转录因子，肌细胞、内皮细胞、和白细

胞的生长反应因子1在血管损伤后被诱导和激活
[13]
，其

在各种各样的心血管疾病的病理过程中起着关键作  

用
[14]
，在内皮细胞中，生长反应因子1已被证实可由许

多刺激后快速、瞬时产生，这些刺激包括血管生成素

1
[15]
、表皮生长因子

[16]
、流体剪切力和凝血酶

[17-18]
，反

过来，生长反应因子1控制着很多基因的表达，包括血

小板衍生生长因子A链
[17]
、血小板衍生生长因子B

[19]
、

碱性成纤维生长因子和组织因子
[20-21]

，而这些基因已被

证实在动脉粥样硬化的不同层面发挥重要作用，其中，

GATA-2就是其中之一
[22]
。 

GATA-2是DNA结合转录因子GATA家族中的一员，

GATA 家族在人体的各种生理病理中的作用已成当今

热点之一，认为GATA家族在造血细胞的调控，心血管

疾病及肿瘤等多种疾病的发生发展中起着重要作用。研

究证实，GATA-2调节多种内皮细胞的基因，包括内皮

细胞一氧化氮合酶
[23]
，血管细胞黏附分子1

[24]
，血小板/

内皮细胞黏附分子1和血管血管内皮生长因子受体

flk1/KDR
[25-26]

，此外，GATA-2蛋白本身还是反式激活

基质金属蛋白酶2的启动子，可以通过激活基质金属蛋

白酶2而促进血管平滑肌细胞的迁移作用
[27]
。 

RNA干扰已成为抑制基因表达的一种强大手段，近

年来发现小干扰RNA(siRNA)通过与RNA结合蛋白相互

作用，形成RNA诱导的沉默复合体(RISC)，RISC在反

义结合位点降解mRNA。Fahmy 等
[28]
通过设计、合成

生长反应因子1 siRNA成功证实生长反应因子1 siRNA

可阻断平滑肌细胞的增殖，抑制内源性生长反应因子1

的表达。实验应用烟草烟雾提取物刺激体外培养的大鼠

血管平滑肌细胞，观察其对GATA-2的影响，并通过

siRNA抑制生长反应因子1的表达，观察GATA-2的变化。 

 

1  材料和方法  Materials and methods 

 

设计：培养大鼠主动脉平滑肌细胞。 

时间及地点：于2010年10至12月中国医科大学中

心实验室完成。 

材料： 

烟草烟雾提取物对大鼠主动脉平滑肌细胞GATA-2表达的

影响实验所用材料： 

 

 

 

 

 

 

 

方法： 

大鼠主动脉平滑肌细胞的培养：细胞在37 ℃，体积分

数5% CO2饱和湿度培养箱内培养，每2 d换液1次。当

细胞长满瓶底80%左右时，用2.5 g/L胰蛋白酶消化传

代、培养。取第3-5代细胞进行试验。 

烟草烟雾提取物刺激大鼠血管平滑肌细胞：参考

Ohmanns
[29]
方法，将1支香烟点燃，其过滤嘴端接一根橡

皮管，橡皮管另一端接装有10 mL无菌无血清DMEM的玻

璃瓶入口，玻璃瓶出后接50 mL注射器进行抽吸，50 mL/

次，持续10 s，共6次。将总共300 mL烟雾通入玻璃瓶中，

用1 mol/L NaOH调pH至7.4，经0.22 µm微孔膜过滤得到

100%的烟草烟雾提取物原液，30 min之内用于实验。 

材料 来源 

香烟(3R4F)                     

大鼠主动脉血管平滑肌细胞(A10 

细胞株)                    

胎牛血清                         

RT-PCR 反转录试剂盒            

PCR引物合成   

美国肯塔基大学烟草健康研究所生产 

ATCC细胞库 

 

Gibco 

北京全式金生物技术工程有限公司 

金斯瑞生物科技有限公司 
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分组及干预： 

最适合烟草烟雾提取物浓度筛选实验：一共分成4

组，分别为正常培养细胞的对照组、5%，10%，20%

烟草烟雾提取物组。 

10%烟草烟雾提取物刺激不同时间的实验：一共分

成5组，分别为正常培养细胞的对照组(即0 h组)、4 h组、

8 h组、12 h组、24 h组。 

加入生长反应因子1抑制剂的中和实验：一共分为3

组，分别为对照组(不加任何干预)、5%烟草烟雾提取物

组(加终浓度为5%烟草烟雾提取物)、5%烟草烟雾提取

物+生长反应因子1 siRNA组(同时加入8 h)。 

反转录-聚合酶链反应法检测：两步法提取总RNA。测

定总RNA量和纯度并进行调整。反转录和PCR步骤参照

说明书进行。 

GATA-2的上游引物5’- CCT TGT GCC GCC ATT 

AC-3’，下游引物5’- GCC TGA GGA CCT GTA AGC-3’，

扩增片段长度347 bp。GADPH为内参，上游引物5’-GTG 

CTG AGT ATG TCG TGG AG-3’，下游引物5’-TCT TCT 

GAG TGG CAG TGA T-3’，扩增长度为288 bp。 

20 µL反应体系如下：已配好的RNA工作液(0.1 g/L)  

5 µL，Anchored Oligo(dT)1 µL，2×ES Reaction Mix    

10 µL， EasyScript RT/RI Enzyme Mix 1 µL，

Rnase-free Water 3 µL。加入2 mL薄壁PCR反应管中，

先瞬时离心混匀，置PCR仪中，42 ℃孵育50 min，99 ℃

加热15 min失活EasyScript RT，4 ℃ 5 min终止反应。

反应条件：GATA-2：94 ℃预变性5 min，然后94 ℃变

性30 s，58 ℃退火30 s，72 ℃延伸60 s，共35个循环，

最后72 ℃延伸10 min；GAPDH：94 ℃预变性5 min，

94 ℃变性30 s，55 ℃退火30 s，72 ℃延伸60 s，共35

个循环，最后72 ℃延伸10 min。取PCR产物8 µL进行

1.5%琼脂糖凝胶电泳，EB染色，通过凝胶成像系统将

各组GATA-2的条带分别与相应的内参条带坐吸光度比

较，以比值代表GATA-2 mRNA的水平。实验重复3次。 

主要观察指标：不同浓度(5%，10%，20%)烟草烟

雾提取物分别刺激大鼠主动脉血管平滑肌细胞后

GATA-2 mRNA的表达；5%烟草烟雾提取物对大鼠血管

平滑肌细胞不同时间点(分别在0，4，8，12，24 h)GATA-2 

mRNA的影响；通过siRNA抑制生长反应因子1后，

GATA-2 mRNA的表达情况。 

统计学分析：计量资料以x
_

±s表示，用SPSS 17.0

软件，多组间比较采用单因素方差分析，两两比较采用

q检验。P< 0.05为统计学上差异有显著性意义。 

   

2  结果  Results 

 

2.1  不同浓度烟草烟雾提取物对大鼠平滑肌细胞

GATA-2 mRNA的影响  反转录-聚合酶链反应结果显

示，烟草烟雾提取物浓度为5%时大鼠血管平滑肌细胞

GATA-2 mRNA较其他组升高最明显(P < 0.05)，见图1，

表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  血管平滑肌细胞经5%烟草烟雾提取物刺激不同时

间的实验结果  反转录-聚合酶链反应结果显示，大鼠

血管平滑肌细胞暴露于5%烟草烟雾提取物 8 h后，细胞

内GATA-2 mRNA较其他组升高最明显(P < 0.05)，见图

2，表2。 

2.3  加入生长反应因子1 siRNA中和后的结果  反转

录-聚合酶链反应结果显示，暴露于5%烟草烟雾提取物 

8 h后的实验组GATA-2 mRNA表达较对照组升高明显

(P < 0.05)；在加入生长反应因子1 siRNA后暴露于5%

烟草烟雾提取物 8 h的实验组则较单独暴露于5%烟草

烟雾提取物 8 h的实验组GATA-2 mRNA表达明显降低

(P < 0.05)。见表3，图3。 

图 1  不同浓度烟草烟雾提取物刺激大鼠平滑肌细胞

GATA-2 mRNA的表达 

Figure 1  Expression of GATA-2 mRNA in vascular smooth 

muscle cells after stimulated with different 

concentrations of cigarette smoke extracts 

0       5%     10%     20% 

注：烟草烟雾提取物浓度为 5%时大鼠血管平滑肌细胞

GATA-2 mRNA较其他组升高最明显。 

GATA-2 347 bp 

 

 

GAPDH 288 bp 

 

400 bp 

300 bp                   

288 bp 

200 bp 

表 1  不同浓度烟草烟雾提取物对大鼠血管平滑肌细胞

GATA-2 mRNA的影响 

Table 1  Effect of different concentrations of cigarette smoke 

extracts on the expression of GATA-2 mRNA in 

vascular smooth muscle cells                  (x
_

±s)

与对照组(烟草烟雾提取物 0浓度)比较，
a
P < 0.05 

注：烟草烟雾提取物浓度为 5%时大鼠血管平滑肌细胞 GATA-2 mRNA较其

他组升高最明显。 

烟草烟雾提取物浓度 GATA-2 mRNA 

 

0 

 

0.483±0.012 

5%  0.875±0.008
a
 

10%  0.702±0.014
a
 

20%  0.637±0.015
a
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3  讨论  Discussion 

 

动脉粥样硬化是动脉硬化血管病中最常见、最重要

的一种，其特点是动脉管壁增厚变硬、失去弹性和管腔

缩小，病变主要累及大中型动脉。对本病的发病机制，

有多种学说从不同角度来阐述，包括脂质浸润学说、血

栓形成学说、平滑肌细胞克隆学说等。目前认为吸烟是

促进动脉粥样硬化发生、发展及心脑血管事件发生的重

要原因之一。 

研究证明，香烟烟雾提取物影响内皮细胞的功能，

并且通过产生活性氧和含氮物质来改变内皮细胞基因

的表达，过多活性氧的产生与心血管疾病的发生有关，

其作用机制有：①活性氧能够使低密度脂蛋白氧化。② 

O2能够快速灭活内皮性一氧化氮，一氧化氮是抗动脉粥

样硬化的分子。③O2与一氧化氮之间发生反应后生成过

氧亚硝基(ONOO-)，其对内皮细胞具有细胞毒性
[30]
。 

近年来，人们还发现炎症和氧化应激反应、血脂代

谢异常、促血栓作用、遗传因素及基质金属蛋白酶活性

的调节等还可能与动脉粥样硬化的发生有关。体外实验

表明，香烟尘粒对大鼠血管平滑肌细胞有明显的促增殖

作用
[31]
。而血管平滑肌细胞增殖是动脉粥样硬化发生机

制的重要组成部分
[32-33]

。正常情况下，血管平滑肌细胞

位于血管中膜，当受到某种刺激后，血管平滑肌细胞发

生表型的转换、由中膜向内膜迁移、增殖等，参与动脉

粥样硬化过程的形成。 

生长反应因子1是一种锌指结构转录因子，可促进

相关基因的转录和表达
[34]
，诱导血管平滑肌细胞的分

裂、增殖和内膜增生
[35]
。生长反应因子1在正常的动脉

壁很少表达，但在急性的机械损伤和其他血管应激作用

下升高。目前，在血管平滑肌细胞中关于烟草烟雾提取

物与生长反应因子1的关系的研究未见报道，在人肺成

图 2  应用 5%烟草烟雾提取物作用于大鼠血管平滑肌细胞

不同时间点 GATA-2 mRNA的表达   

Figure 2  Expression of GATA-2 mRNA in vascular smooth 

muscle cells at different time points after simulated 

with 5% cigarette smoke extracts 

 

注：大鼠血管平滑肌细胞暴露于 5%烟草烟雾提取物 8 h

后，细胞内 GATA-2 mRNA表达显著高于其他组。 

表 2  不同浓度烟草烟雾提取物对大鼠血管平滑肌细胞

GATA-2 mRNA的影响 

Table 2  Expression of GATA-2 mRNA in vascular smooth 

muscle cells after stimulated with different 

concentrantions of cigarette smoke extracts     (x
_

±s)

与 0 h比较，
a
P < 0.05。 

注：大鼠血管平滑肌细胞暴露于 5%烟草烟雾提取物 8h后，细胞内 GATA-2

mRNA表达显著高于其他组。 

时间 GATA-2 mRNA 

 

 0 

 

0.637±0.027 

 4 0.845±0.023
a
 

 8 1.178±0.031
a
 

12 0.912±0.037
a
 

24 0.844±0.021
a
 

 

表 3  加入生长反应因子 1抑制剂抑制后大鼠血管平滑肌细胞

中的 GATA-2 mRNA的影响 

Table 3  Expression of GATA-2 mRNA in vascular smooth 

muscle cells after added with growth response factor-1 

inhibitor                                    (x
_

±s)

与对照组比较，
a
P < 0.05；与 5%烟草烟雾提取物比较，

b
P < 0.05。 

注：5%烟草烟雾提取物刺激大鼠血管平滑肌细胞 8 h后 GATA-2 mRNA表

达较对照组升高明显，加入生长反应因子 1 后 GATA-2 mRNA表达明显降

低。 

组别 GATA-2 mRNA 

 

对照组 

 

0.578±0.013 

5%烟草烟雾提取物  0.656±0.009
a
 

加入生长反应因子 1 siRNA  0.561±0.012
b
 

0 h     4 h    8 h    12 h    24 h 

GATA-2 347 bp 

 

 

GAPDH 288 bp 

 

400 bp 

300 bp                   

288 bp 

200 bp 

图 3  加入生长反应因子 1 siRNA中和后大鼠血管平滑肌细

胞中 GATA-2 mRNA的表达   

Figure 3  Expression of GATA-2 mRNA in vascular smooth 

muscle cells after added with growth response 

factor-1 small interfering RNA 

1：对照组；2：5%烟草烟雾提取物；3：加入生长反应因子 1 siRNA

注：5%烟草烟雾提取物刺激大鼠血管平滑肌细胞 8 h 后 GATA-2

mRNA 表达较对照组升高明显，加入生长反应因子 1 后 GATA-2

mRNA表达明显降低。 
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纤维细胞和血管内皮细胞中
[36, 30]

，烟草烟雾提取物可使

生长反应因子1表达增加。生长反应因子1 siRNA已被证

实可以抑制人主动脉血管平滑肌细胞的增殖以及内源

性生长反应因子1的表达，而siRNA在抑制平滑肌细胞

增殖中的作用往往好于脱氧核酶，它们的机制各不相

同。 

基质金属蛋白酶参与了动脉粥样硬化和血管新生

过程中的血管重塑
[37-42]

。基质金属蛋白酶2，又称为明

胶酶A，是一种主要的基质金属蛋白酶，可由多种细胞

产生，如血管平滑肌细胞、内皮细胞等
[43]
，它是公认的

主要调节基底膜降解的物质，主要包括IV型胶原、层粘

连蛋白、蛋白多糖。正常情况下，体内的血管平滑肌细

胞被基质所包围
[44]
，而基质金属蛋白酶2调节基质的降

解及平滑肌细胞的迁移，基质金属蛋白酶2在动脉粥样

硬化中的作用很明显
[45]
，基质金属蛋白酶2也被认为是

治疗心血管疾病的靶分子。 

实验结果显示，烟草烟雾提取物在5%浓度组能都

显著促进GATA-2 mRNA的增高，而在10%和20%浓度

组GATA-2 mRNA的表达减低，但仍高于对照组，这可

能与高浓度组的细胞毒性有关。这个结论与Carty等
[46]

发现的低浓度尼古丁可促进人血管平滑肌细胞增殖，而

高浓度尼古丁对细胞毒性做的结论相似。5%烟草烟雾

提取物刺激后GATA-2 mRNA于4 h内开始增加，8 h达

高峰，而12 h和24 h GATA-2 mRNA的表达有所下降，

但仍高于对照组。同时本实验证实了抑制生长反应因子

1后，烟草烟雾作用后的GATA-2的表达减低，这说明烟

草烟雾是通过生长反应因子1对GATA-2起作用的，进而

影响了下游的基质金属蛋白酶2，导致血管平滑肌细胞

增殖，促进了动脉粥样硬化的发生和发展。 

总之，作者这次实验证实了烟草烟雾提取物能够刺

激血管平滑肌细胞中的GATA-2的表达，使得血管平滑

肌细胞增殖，这种作用在一定范围内与烟草烟雾的浓度

和作用时间有关。抑制了生长反应因子1的表达，就能

够使GATA-2表达减少，从而就在一定程度上减轻烟草

烟雾对动脉粥样硬化的影响,对主动吸烟者和被动吸烟

者均有效。这提示烟草烟雾提取物通过生长反应因子1

的作用来促进血管平滑肌细胞中GATA-2的表达，从而

平滑肌细胞增殖，其中，GATA-2促进血管平滑肌细胞

增殖的作用是通过基质金属蛋白酶2来实现的，而一些

研究证实香烟烟雾通过生长反应因子1调节基质金属蛋

白酶2活性来发挥作用，故本实验证明生长反应因子1对

基质金属蛋白酶2的作用，可能与GATA-2有关，同时实

验还为研究吸烟对动脉粥样硬化的发生、发展的机制提

供了一定的理论基础，并且为动脉粥样硬化的治疗提供

了新的靶点。  
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