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构建过表达 FNDC5 慢病毒载体抑制平滑肌细胞的增殖与迁移

王  向，韦朝俊，王  尧，潘裕佳，刘大男

文题释义：

Ⅲ型纤连蛋白结构域包含蛋白5(fibronectin type Ⅲ domain containing 5，FNDC5)：属于一种肌肉因子，主要表达于骨骼肌及其他肌肉较多的

组织中。FNDC5的羧基端被蛋白水解酶水解释放Irisin(鸢尾素)，鸢尾素在调节糖脂代谢及心血管稳态方面具有重要作用，另有报道FNDC5
通过结合不同受体影响多种细胞增殖与迁移。

摘要

背景：Ⅲ型纤连蛋白结构域包含蛋白5(fibronectin type Ⅲ domain containing 5，FNDC5)属于一种肌肉因子，主要表达于骨骼肌及其他肌肉

较多的组织中，可通过结合不同受体影响多种细胞增殖与迁移。

目的：构建过表达FNDC5基因的慢病毒载体，获得稳定转染FNDC5的平滑肌细胞系，并观察其对平滑肌细胞增殖与迁移的影响。 
方法：①体外培养血管平滑肌细胞，经鉴定合格后传代培养。②PCR扩增目的基因FNDC5，将目的基因构建入pLVX-mCMV-ZsGreen-IRES-
Puro慢病毒载体中，在JM109感受态细胞中进行扩增，测序及鉴定合格后转染293T细胞，包装成过表达慢病毒颗粒并测定病毒滴度。将获

得的重组慢病毒转染平滑肌细胞系，倒置荧光显微镜下观察细胞形态并计算转染效率，嘌呤霉素筛选获得稳转平滑肌细胞株。③将平滑

肌细胞分为3组，分别为对照组、空载组和FNDC5过表达组，Real-time PCR和Western blot检测各组平滑肌细胞FNDC5 mRNA及蛋白表达，

CCK-8和细胞划痕实验检测各组平滑肌细胞增殖活性及迁移能力。

结果与结论：①成功构建FNDC5过表达慢病毒，并得到稳定转染的平滑肌细胞株，平滑肌细胞转染效率为86%；②与对照组、空载组比

较，FNDC5过表达组FNDC5 mRNA及蛋白表达显著升高(P < 0.001)；③与空白组、空载组比较，FNDC5过表达组细胞增殖活性、迁移率明显

下降(P < 0.05)；④结果显示，得到FNDC5稳定转染的平滑肌细胞株，FNDC5过表达可抑制平滑肌细胞增殖与迁移。

关键词：Ⅲ型纤连蛋白结构域包含蛋白5；FNDC5；慢病毒；转染；血管平滑肌细胞；细胞增殖；细胞迁移

缩略语：Ⅲ型纤连蛋白结构域包含蛋白5：fibronectin type Ⅲ domain containing 5，FNDC5
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研究原著

文章快速阅读：
文章特点—

△基于目前组织工程常用的基因转染策略，将携带过表达Ⅲ型纤连蛋白结构域包含蛋白 5(FNDC5) 的慢病

毒转染小鼠主动脉血管平滑肌细胞；

△过表达 FNDC5 转染可显著抑制血管平滑肌细胞增殖、迁移，这为临床治疗动脉粥样硬化形成、血管再

狭窄等问题提供了新的临床思路。

雄性 C57BL/6L 小鼠
主动脉组织分离，平

滑肌细胞培养及鉴定

FNDC5 过表达慢病

毒载体构建及鉴定
FNDC5 过表达慢病毒

转染平滑肌细胞

检测：

(1) Real-time PCR 和 Western blot 检测

FNDC5 mRNA 及蛋白表达；

(2) CCK-8 检测平滑肌细胞增殖；

(3) 细胞划痕实验检测平滑肌细胞迁

移。
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0   引言   Introduction
随着人口老龄化增加、人民生活环境、饮食结构等的改变，

心血管性疾病已成为国内死亡的首要原因，动脉粥样硬化是

心血管性疾病的常见病理基础，病理变化包括血管内壁脂质

形成、血管壁弹性降低、管腔狭窄等，最终导致机体局部组

织缺血坏死，数据显示中国因动脉粥样硬化引起的心脑血管

性疾病的经济和社会负担正在急剧增加
[1]
。血管性疾病的治

疗包括基础治疗和手术治疗，虽然血管性疾病的手术治疗见

效快、方法多样，比如血管再通术、血管支架置入术、血管

移植术等，但是术后再发或术后狭窄等问题依旧严峻
[2-3]

。血

管壁主要分外膜、中膜和内膜，其中血管中膜主要由平滑肌

细胞构成，在正常情况下，血管平滑肌细胞增殖、迁移及表

型的转换受到精确的调控，从而保证血管的正常结构与功能。

多项研究表明动脉粥样硬化形成、高血压及血管再狭窄等与

平滑肌细胞增殖、迁移及表型转换相关
[4-7]

，因此抑制平滑肌

细胞过度增殖、迁移及表型转换对心血管具有保护性作用。

运动能够改善心血管疾病，肌肉因子的发现揭示了运动

与心血管疾病潜在联系的分子机制。Ⅲ型纤连蛋白结构域包

含蛋白 5(fibronectin type Ⅲ domain containing 5，FNDC5) 是一

种新发现的运动诱导的肌肉因子，主要存在于骨骼肌、心脏

等富含肌肉的组织中，鸢尾素是 FNDC5 蛋白水解后产生的含

有 112 个氨基酸的多肽激素
[8]
。鸢尾素可促进白色脂肪棕色

化，燃烧脂肪产热减轻体质量，改善胰岛素抵抗等功能，研

究显示其可通过 ERK 信号通路上调 microRNA126-5p 表达促

进血管内皮细胞增殖，减轻动脉结扎诱导的内膜增厚
[9]
，通

过抗炎、抗氧化应激减轻内皮损伤等作用一定程度阻止动脉

粥样硬化进程
[10-11]

。血清中鸢尾素水平变化与冠心病严重程

度
[12]
、经皮冠状动脉介入治疗术后发生主要不良心血管事件

有关，发生急性冠脉综合征时鸢尾素水平显著升高
[13-14]

，鸢

尾素水平降低时可增加 10 年心血管疾病风险
[15]
，因此鸢尾

素有望成为心血管疾病风险增加的预测指标和分子治疗的靶

点。作者前期研究证实冠心病患者血清中鸢尾素水平降低，

另外鸢尾素可改善高脂饮食小鼠的血脂水平，降低超氧化物

歧化酶、丙二醛、核因子 κB p65 和肿瘤坏死因子 α 表达水平

延缓动脉粥样硬化形成
[16-18]

。巨噬细胞和平滑肌细胞内脂质

蓄积形成泡沫细胞，而泡沫细胞形成是动脉粥样硬化发病机

制核心环节，ZHENG 等
[19]

研究发现鸢尾素可通过上调 PERK/

eIF2a/CHOP/Bcl-2 和 ATF6 ERS 表达，抑制氧化型低密度脂蛋白

诱导的巨噬细胞内脂质蓄积
[19]
，而这与前期研究的 FNDC5 过

表达能抑制巨噬细胞源性泡沫细胞脂质蓄积结果相一致
[20]
，

表明 FNDC5 可通过减少巨噬细胞或平滑肌细胞泡沫样形成而

在动脉粥样硬化形成中发挥保护性作用。同时也启发作者，

构建的FNDC5过表达载体也许能成功转染到血管平滑肌细胞，

联系到鸢尾素有抗多种肿瘤细胞增殖、迁移等功能
[21]
，并

且鸢尾素可通过调控自噬抑制平滑肌细胞增殖
[22]
，循环中鸢

尾素水平降低与颈动脉内膜增厚相关
[23]
，而动脉内膜增厚关

键因素之一是平滑肌细胞过度增殖并迁移至内膜，作者前期

体内研究证明抑制平滑肌细胞增殖可减少血管新生内膜的形

成
[24-25]

，综上，推测 FNDC5 可通过抑制平滑肌细胞增殖、迁

移在新生内膜形成方面发挥防治作用。

鉴于平滑肌细胞增殖、迁移在动脉粥样硬化形成中扮演

重要角色，此次研究通过构建 FNDC5 过表达稳转平滑肌细胞

株，初步探究 FNDC5 过表达对平滑肌细胞增殖、迁移的影响，

为后续体外、体内实验奠定基础。

1   材料和方法   Materials and methods
1.1   设计   随机对照细胞实验。

1.2   时间及地点   实验于 2019 年 6 至 12 月在贵州医科大学

分子重点实验室完成。

1.3   材料

1.3.1   实验动物   6-8 周龄雄性 C57BL/6L 小鼠 3 只，体质量

为 20-30 g，由贵州医科大学动物中心提供。

Abstract
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1.3.2   实验主要试剂与仪器   pLVX-mCMV-ZsGreen-IRES-Puro

质粒、HEK293 细胞、JM109 感受态细胞、CPT 高效转染

试剂盒购于武汉维诺赛生物科技有限公司；限制性内切酶

EcoRI、BamHI 及 T4 DNA Ligase 购于美国 NEB 生物公司；小

量质粒抽提试剂盒、Trans2K Plus Ⅱ DNA Marker 购于北京全

式金生物公司；琼脂糖凝胶回收试剂盒购于 Omega 公司；

Qiagen 大规模质粒抽提试剂盒德国 Qiagen 有限公司；DMEM

培养基、胎牛血清、0.25%Trypsin-EDTA购于美国 life有限公司；

Millex-HV 0.45 μm PVDF filters 购于美国 Millipore 有限公司；

引物及测序均由北京擎科生物科技有限公司完成；FNDC5 抗

体购于北京博奥森生物技术有限公司。

1.4   实验方法

1.4.1   小鼠胸主动脉血管平滑肌细胞分离提取培养及鉴定  

C57BL/6L 小鼠腹腔注射 3 mL 10% 水合氯醛致死后浸泡于体

积分数 75% 乙醇中 15 min，在无菌条件下分离出胸主动脉组

织并仔细剔除周围脂肪组织及筋膜等，将主动脉中膜组织剪

成 1 mm2
碎块，PBS 及血清润洗后，用显微镊将组织块种植

于 6 cm 培养皿中，于 37 ℃，体积分数 5%CO2 恒温培养箱中

干贴 1 h。缓慢加入平滑肌细胞完全培养基，静养 4 d，待细

胞爬出后首次换液，以后 3 d 换一次液，待细胞长到 80% 以

上融合时传代，3-5 代细胞用于后续实验。

载慢病毒转染平滑肌细胞 )、FNDC5 组 ( 转染过表达 FNDC5

慢病毒的平滑肌细胞 )。提前 1 d 将细胞按 3×105
个 / 孔密度

接种于 6 孔板中，每孔加入培养液 1 mL，置 37 ℃体积分数

5%CO2 培养箱中培养过夜。按照预实验感染复数 (multiplicity 

of infection，MOI)=30 加入病毒，每孔加入 90 μL 的病毒液，

置 37 ℃体积分数 5%CO2 培养箱中培养 72 h，之后对细胞进

行血小板衍生生长因子 BB(20 μg/L) 诱导 24 h，做后续实验。

1.4.4   Real-Time PCR 检测 FNDC5 mRNA 表达   收集 6 孔板中

各组细胞或主动脉组织，采用 Trizol 法提取总 RNA，去 DNA

组后，经反转录合成 cDNA，然后使用 SYBR Green Master Mix

试剂盒进行实时定量聚合酶链反应 (qRT-PCR)，用熔解曲线及

扩增曲线分析排除非特异性扩增，反应条件：95 ℃预变性 

10 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火 30 s，进行 40 个循环。以

β-actin 作为内参基因，用 2-∆∆Ct
法计算目的基因相对表达水

平；[∆Ct= 实验组目的基因平均 Ct 值 - 对照组目的基因平均

Ct 值 - 内参基因平均 Ct 值 ]。内参基因 β-actin 上游引物序列

5’-CAC GAT GGA GGG GCC GGA CTC ATC-3’，下游引物序列：5’-

TAA AGA CCT CTA TGC CAA CAC AGT-3’；目的基因 FNDC5 上游

引物序列：5’-TGA AGG AGA TGG GGA GGA AC-3’，下游引物序列：

TGG TTT CTG ATG CGC TCT TG-3’。
1.4.5   Werston blot 检测 FNDC5 蛋白表达   收集培养的各组细

胞或主动脉组织，PBS 润洗后，加入 RIPA 裂解液，冰上裂解

30 min，裂解物至于 1.5 mL EP 管，于 4 ℃，12 000 r/min 高

速离心 20 min，取上清后采用 BCA 法进行蛋白定量，取等量

蛋白上样，经 SDS-PAGE 电泳后恒流转膜至 PVDF 膜上，然后

将其浸于 5% 脱脂奶粉中，室温摇床 2 h，用 TBST 溶液清洗

PVDF 膜 3 次。封闭后分别加入兔多抗 FNDC5 (1 ︰ 1 000)，
β-actin 一抗 (1 ︰ 6 000)，4 ℃孵育过夜，TBST 洗膜 3 次，每

次 15 min，之后加入羊抗兔 IgG(1 ︰ 50 000) 室温孵育 2 h，
TBST 洗膜 3 次，每次 15 min，洗膜后 ECL 显影用凝胶图像处

理器分析图像，β-actin 作为内参照，目的蛋白与其灰度比值

表示目的蛋白的相对表达量。

1.4.6   CCK-8 检测平滑肌细胞增殖活性   取处于对数生长期、

生长状态良好的小鼠主动脉平滑肌细胞，按 5×103
个 / 孔密

度接种于 96 孔板中，每孔加入培养液 200 μL，置 37 ℃体积

分数 5%CO2 培养箱中培养；细胞随机分组并做相应的处理，

病毒转染 72 h 后，每孔加入 CCK-8 液 20 μL，37 ℃培养箱中

分别培养 4，24，48 h，酶标仪测定各孔吸光度值 A450。各组

细胞实验独立重复 3 次。

1.4.7   细胞划痕实验检测迁移能力   取处于对数生长期、生

长状态良好的小鼠主动脉平滑肌细胞，接入 6 孔板，制作线

性划痕，洗去损伤细胞，加入无血清培养基，拍取 0 h 照片，

然后于培养箱培养 24 h 后再次拍照，用 ImageJ.16 软件测量

细胞迁移面积，迁移率 =(0 h 划痕面积 -24 h 划痕面积 )/0 h

划痕面积 ×100%。各组细胞实验独立重复 3 次。

1.5   主要观察指标   ①免疫荧光检测平滑肌细胞特异性抗原；

② FNDC5 克隆基因导入质粒进行酶切后电泳，阳性克隆菌液

胸主动脉血管平滑肌细胞培养及鉴定

细胞来源： C57BL/6L 小鼠胸主动脉

基础培养基： DMEM/F12 培养基 

培养时间： 原代细胞培养 4 d 后换液，之后每 3 d 换液 1 次，细胞培养

14 d 开始传代

细胞传代： 细胞培养融合到 80% 以上用胰蛋白酶消化，按 1 ∶ 2 比例传

代培养到第 3-5 代

细胞鉴定： 免疫荧光法鉴定平滑肌特异性表面抗原

伦理委员会批准： 实验方案经贵州医科大学动物实验伦理委员会批准

1.4.2   FNDC5 慢病毒载体构建及鉴定   在 Geen-bank 中查找

小鼠 FNDC5 基因 (NM_027402.4) 上下游序列设计并合成引

物，取 pLVX-mCMV-ZsGreen-IRES-Puro 质粒载体，经 EcoRI 和
BamHI 双酶切后，1% 琼脂糖凝胶电泳回收大片段，FNDC5

基因质粒经双酶切后回收小片段，将目的基因片段与酶切

质粒载体片段反应后，转入 JM109 感受态细胞，37 ℃恒

温培养箱倒置培养过夜。挑取 3 个单菌落接种于含 5 mL，
100 mg/L Ampicillin 抗性的 LB 培养液中，250 r/min，37 ℃

恒温摇床培养过夜，次日用小量质粒抽提试剂盒抽提质粒，

EcoRI+BamHI 进行酶切鉴定，挑取鉴定正确的阳性克隆进行

测序验证。测序引物：CMV-F(5‘-CGC AAA TGG GCG GTA GGC 

GTG-3’)。测序结果经 Snapgene 比对结果表明测序结果与设

计序列一致。将质粒 pLVX-mFndc5-ZsGreen-Puro 导入 293T

细胞进行慢病毒包装，最后进行滴度测定。

1.4.3   FNDC5 过表达载体转染平滑肌细胞   取处于对数生长

期平滑肌细胞，将细胞分为空白组 (平滑肌细胞 )、空载组 (空
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的基因测序比对；③ FNDC5 mRNA 和蛋白在各组细胞或主动

脉内表达水平；④ FNDC5 过表达转染后，各组细胞增殖活性、

迁移变化。

1.6   统计学分析   应用 GraphPad Prism 6.0 统计学软件对数

据进行统计分析，数据采用 x-±s 表示。两组间的比较使用

t 检验或秩和检验，多组间的比较使用单因素方差分析或

Kruskal-Wallis 检验。显著性水准 α=0.05，P < 0.05 为差异有

显著性意义。 

2   结果   Results 
2.1   血管平滑肌细胞鉴定   胸主动脉组织块在培养基中贴壁

培养，约 6 d 后可看见有细胞从组织块向周围爬出，10 d 左

右形成细胞群，当呈典型“峰 - 谷”状时，采用平滑肌细

胞特异性抗体 α-SMA 进行免疫荧光染色鉴定，红色荧光为 

α-SMA 阳性，阳性率 >90%，即：细胞纯度 >90%( 图 1A)，
DAPI 染核呈蓝色 ( 图 1B)。
2.2   rLV-mFndc5-ZsGreen-Puro 质粒的构建与鉴定   取 pLVX-

mCMV-ZsGreen-IRES-Puro 质粒，该质粒含有 EcoRI、BamHI 双酶

切位点 ( 图 2A)，将 FNDC5 克隆到质粒上，双酶切后用 1% 琼

脂糖凝胶电泳回收并分析产物片段长度，酶切后电泳结果与

预期结果一致 ( 图 2B)，得到目的基因阳性克隆，送菌液 pLVX-

mFndc5-ZsGreen-Puro 测序，测序结果经 Snapgene 比对表明测

序结果与设计序列一致 (图2C)，已成功构建FNDC5过表达质粒。

2.3   rLV-mFndc5-ZsGreen-Puro 慢病毒包装及转染平滑肌细胞 

将质粒 pLVX-mFndc5-ZsGreen-Puro 导入 293T 细胞 ( 图 3A，

C)，48 h 后收集细胞上清液，通过 PCR 法定量测定上清液

中的病毒滴度为 1×108 TU/mL。将慢病毒包装的 rLV-mFndc5-

ZsGreen-Puro 表达质粒按照 MOI 为 10，15，30 转染平滑肌

细胞，24 h 后能明显观察到绿色荧光 ( 图 3B，D，MOI=30)，

得到 FNDC5 过表达转染的平滑肌细胞株。

2.4   各组平滑肌细胞 FNDC5 mRNA 和蛋白表达   收集转染后

的平滑肌细胞，实时荧光定量 PCR 和 Western blot 检测结果

显示 ( 图 4)，对照组与空载组比较，FNDC5 mRNA 和蛋白表

达水平差异无显著性意义 (P > 0.05)，与对照组、空载组比，

FNDC5 过表达组平滑肌细胞的 FNDC5 mRNA 和蛋白表达水平

明显升高 (P < 0.000 1)。这些结果表明，FNDC5 过表达可明

显上调体外培养的血管平滑肌细胞 FNDC5 mRNA 和蛋白的表

达水平，证明得到 FNDC5 过表达的平滑肌细胞株。

2.5   CCK-8 法检测各组平滑肌细胞活性   CCK-8 结果显示 ( 图
5)，对照组与空载组比较，细胞增殖活性差异无显著性意义  

(P > 0.05)，与空白对照组、空载组相比，FNDC5 组细胞增殖

活性下降 (P < 0.05)，这一结果表明，FNDC5 过表达能够抑制

血管平滑肌细胞增殖活性。

2.6   细胞划痕实验检测平滑肌细胞迁移   划痕结果显示 ( 图
6)，对照组与空载组比较差异无显著性意义 (P > 0.05)，与对

照组、空载组相比，FNDC5 组细胞迁移率下降 (P < 0.01)，这

一结果表明，FNDC5 过表达能够抑制平滑肌细胞迁移。

3   讨论   Discussion
基因工程是一种能够将靶基因组整合到宿主染色质内的

技术，目前最常见的用于基因治疗的病毒载体包括腺病毒、

腺相关病毒、慢病毒等，其中慢病毒具有转染细胞广泛、转

染效率高、靶基因表达稳定与持久性等优势，已成为基因治

疗的常用递送载体
[26]
。慢病毒是一种很有前途的基因传递载

体系统，并且其安全性越来越高
[27-28]

。近年来，慢病毒已成

为基因治疗研究的热点，特别是在心血管疾病机制探讨和治

疗研究中的应用较广泛
[29-30]

。利用基因重组原理构建 FNDC5

过表达慢病毒载体
[20]
，荧光显微镜下可看到绿色荧光蛋白

大量表达，同时实时荧光定量及蛋白免疫印记实验检测证实

FNDC5 能在体外培养的血管平滑肌细胞内高表达。

血管平滑肌细胞过度增殖与迁移是引起动脉粥样硬化、

血管狭窄的关键因素之一
[31]
。调节平滑肌细胞生物学行为对

维持血管组织结构稳定性很重要，血管组织工程最大的挑战是

如何靶向防止新生内膜形成，从而保证血管支架置入或旁路移

植术后等血管功能的远期效果
[32]
。鉴于平滑肌细胞在动脉粥

样硬化形成、内膜增厚和再狭窄等心血管疾病中的重要作用，

课题组采用组织贴壁法提取了小鼠胸主动脉血管平滑肌细胞，

而 α-SMA 是平滑肌细胞的特异性标志物，据此作者用免疫荧

光法鉴定提取的原代平滑肌细胞，经传代培养细胞纯和度达

到 80% 以上，平滑肌细胞是研究动脉粥样硬化等相关血管性

疾病良好的体外模型，这为后期细胞相关的实验提供了基础。

FNDC5 是一种新发现的由骨骼肌细胞分泌的肌肉因子，

鉴于其在心血管相关疾病中的作用，使其很有望成为心血管治

疗的靶分子
[33-34]

。血管平滑肌细胞在受到炎症、氧化因子、内

皮损伤等刺激时其表型由收缩型向合成型转换，可引起过度增

殖与迁移
[35-36]

。最新发现鸢尾素可以通过激活 STAT3 信号通路，

抑制血管平滑肌细胞表型向增殖型转换
[37]
，FNDC5 可抑制氧化

型低密度脂蛋白诱导核因子 κB 介导的 NLRP3 的上调，减少平

滑肌细胞泡沫样形成
[38]
，作者猜测鸢尾素可通过抑制平滑肌细

胞增殖和泡沫源性细胞形成而延缓动脉粥样硬化。FNDC5 基因

敲除小鼠主动脉血管中膜增厚，体内炎性因子、氧化因子增多，

且动脉粥样硬化加重
[39]
，这与课题组前期研究的鸢尾素通过抗

炎、抗氧化延缓动脉粥样硬化的形成结果一致
[18]
，因此鸢尾素

参与动脉内膜增厚等，可能与平滑肌细胞增殖密切相关。此次

研究利用基因工程原理，经 EcoRI、BamHI 双酶切出目的基因

片段与载体片段，再利用连接酶进行连接，转化后再次经酶切，

电泳鉴定可见到阳性克隆，阳性克隆菌液测序，比对结果表明

与设计序列一致，证明成功构建了 FNDC5 过表达质粒。质粒

经包装后得到含 FNDC5 过表达的缺陷慢病毒，因该载体含有

绿色荧光蛋白，转染主动脉平滑肌细胞在荧光显微镜下应见绿

色荧光，FNDC5 过表达载体转染平滑肌细胞后，荧光显微镜下

看到明显的绿色荧光，实时荧光定量 PCR 和 Werston blot 检测

到 FNDC5 过表达组比对照组、空载组平滑肌细胞 FNDC5 mRNA

和蛋白表达水平显著升高 (P < 0.001)，表明构建的 FNDC5 过表

达载体可稳定转染体外培养的血管平滑肌细胞。
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图注：图 A 为 α-SMA 荧光显微镜下观察，可见呈梭形的红色荧光细胞；

B 为 DAPI 荧光显微镜下观察，蓝色荧光为细胞核；C 为 A 与 B 合成荧光

照片

图 1 ｜血管平滑肌细胞鉴定 (×400)
Figure 1 ｜ Identification of vascular smooth muscle cells (×400)

图 注： 图 A 为 质 粒 图 谱；B 为 pLVX-mFndc5-
ZsGreen-Puro 质粒经 EcoRI+BamHI 酶切电泳鉴定

结果，泳道1，2，3分别为挑选的3个阳性单菌落；

C 为阳性克隆菌液测序结果，经 Snapgene 比对

结果表明测序结果与设计序列一致

图 2 ｜过表达载体酶切电泳及阳性克隆基因测

序

Figure 2 ｜ Enzyme digestion electrophoresis of 

overexpression vector and gene sequencing of 

positive clones

图注：图 A 为 FNDC5 mRNA 相对表达水平，对

照组、空载组低表达 FNDC5 mRNA，FNDC5 组高

表达 FNDC5 mRNA(aP < 0.001)；B，C 为 FNDC5 蛋

白相对表达水平，对照组、空载组低表达 FNDC5
蛋白，FNDC5 组高表达 FNDC5 蛋白 (aP < 0.001)
图 4 ｜血管平滑肌细胞 FNDC5 mRNA 及蛋白相

对表达水平

Figure 4 ｜ Relative expression levels of FNDC5 

mRNA and protein in vascular smooth muscle cells

图注：图 A，B 分别为慢病毒转染 293T 细胞、平

滑肌细胞的白光显微镜下观察；C，D 分别为慢

病毒转染 293T 细胞、平滑肌细胞的荧光镜下观

察

图 3 ｜慢病毒转染血管平滑肌细胞 (×100)
Figure 3 ｜ Lentivirus transfected vascular smooth muscle cells (×100)

图注：图 A 显示细胞划痕实验结果 (×100)；B 显

示对照组、空载组细胞迁移率差异无显著性意义

(P > 0.05)，与对照组、空载组比较，FNDC5 组平

滑肌细胞迁移率降低 (aP < 0.01)
图 6 ｜细胞划痕实验检测迁移率

Figure 6 ｜ Detection of migration in cell scratch 

test

图 5 ｜血管平滑肌细胞增殖活性的检测 (CCK-8)
Figure 5 ｜ Detecting viability of vascular smooth muscle cells using cell 

counting-kit 8
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平滑肌细胞异常增殖与迁移参与动脉粥样硬化形成及

血管增殖性疾病的发生
[40]
，因此积极寻找抑制平滑肌细胞增

殖、迁移对于延缓心血管相关疾病发生有重要意义。该课题

构建的 FNDC5 过表达可稳定在平滑肌细胞内表达，因此在

FNDC5 过表达慢病毒转染平滑肌细胞后，同时检测了 FNDC5

过表达对平滑肌细胞增殖及迁移的影响，以期为下一步机制

研究奠定基础。结果显示，FNDC5 过表达转染后，平滑肌细

胞增殖活性、迁移率比对照组和空载组明显下降 (P < 0.05)，

表明 FNDC5过表达可一定程度上抑制平滑肌细胞增殖、迁移。

据此，下一步实验将在体外培养的血管平滑肌细胞模型中，

进一步明确 FNDC5 对平滑肌细胞增殖、迁移和凋亡的影响及

分子机制。然而局限于体外细胞实验研究结果，细胞不能模

拟体内环境，实验虽能从一定程度上说明上调 FNDC5 表达可

能是通过抑制平滑肌细胞增殖与迁移生物学行为对动脉粥样

硬化形成及血管再狭窄具有一定的抑制作用，但还需更进一

步研究 FNDC5 是否通过某一关键信号通路来抑制动脉粥样硬
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化形成及血管再狭窄，还需要对其具体的作用位点、磷酸化

修饰及其下游分子更进一步检测，此次研究主要针对于用药  

3 d 左右作用效果，还需要延长 FNDC5 转染时间，了解其作

用效果最长时限。动脉粥样硬化发病机制复杂，平滑肌细胞

增殖与迁移异常可引起动脉粥样硬化早期形成，高脂血脂、

氧化应激、炎性因子激活等也是引起血管性疾病病理过程关

键环节，故此下一步将通过建立动脉粥样硬化小鼠模型，尾

静脉注射 FNDC5 过表达载体或干扰载体，进一步探索 FNDC5

对动脉粥样硬化形成的影响及分子机制。

作者期待通过增强或沉默 FNDC5 基因的表达更深入地

理解其在心血管相关疾病发病机制中所扮演的角色，为心血

管疾病的治疗提供新的思路。
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