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目的
!

观察不同低氧时间诱导的大鼠肺动脉平滑肌细胞"

475B?+

$微小
6C7+

"

<#6C7

$

.1$0

表达的变化%方法

将原代培养的大鼠
475B?+

分别于低氧下培养
%

&

)

&

$1

&

10

和
0/9

!采用实时荧光定量
4?6

"

6@.4?6

$检测各组细胞
<#6.1$0

的

表达情况%结果
!

大鼠
475B?+

的
<#6.1$0

表达随低氧时间的延长呈持续升高趋势!除低氧
)9

组与低氧
%9

组相比较!

<#6.

1$0

的表达差异无统计学意义"

!

%

%&%2

$外!其余各组之间
<#6.1$0

的表达差异均有统计学意义"

!

$

%&%2

$%结论
!

低氧诱导

后!

<#6.1$0

在
475B?+

中的表达上调!且随着低氧时间的延长!

<#6.1$0

的表达有逐渐增加的趋势%
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微小
6C7+

$

<#PG"6C7+

#

<#6C7+

&是一类长度约
11

个核

苷酸大小的内源性非编码
6C7

#它可通过识别靶基因
<6C7

的
'g

端非编码区#并与之结合阻止翻译或导致
<6C7

降解#从

而抑制靶基因的表达'

$

(

*研究表明#一些
<#6C7+

参与了肺

动脉高压的发生)发展#可能在肺动脉高压的防治方面起到重

要作用'

1.'

(

*肺动脉平滑肌细胞$

475B?+

&增殖)迁移是肺动

脉高压形成的重要因素#但
<#6.1$0

是否参与低氧诱导的

475B?+

增殖)迁移#尚不明确*本研究选取大鼠
475B?+

作

为研究对象#观察不同低氧时间诱导的
475B?+<#6.1$0

的

动态表达变化#为进一步研究
<#6.1$0

对
475B?+

的调控作

用及机制奠定基础*
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$
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#

$.$'

&#二氧化碳培养箱$德国
ZHGHQ+

&#倒置相差显

微镜$日本
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方法

?&@&?

!

大鼠肺动脉平滑肌细胞原代培养及鉴定
!

肺动脉平滑

肌提取)培养参照文献*在立体显微镜下分离大鼠肺动脉#采

用
+

型胶原酶法提取原代平滑肌细胞#按每瓶
'i$%

0 活细胞

数接种在
12<3

培养瓶里#放入
'-\

孵箱里静置培养*细胞

免疫荧光鉴定!使用
"

.5B.NPI#,

单克隆抗体#滴加
P

S

'

标记的

荧光二抗
7,I#.B"Q+HF

;

[

#用
W74F

染核#荧光显微镜下拍片*

鉴定为平滑肌细胞#且比例占
(-Y

以上#取
'

%

2

代的细胞做

实验研究*

?&@&@

!

细胞处理及分组
!

细胞生长达
2%Y

融合后#加入无血
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清的
WBKB

"

E$1

培养基#在
'-\

培养箱中放置
109

#使细胞

周期同步化*传代培养后#分组设计!细胞置于
'Y D

1

)

(1Y

C

1

)

2Y ?D

1

的混合气体的低氧条件下培养#分为
Z%9

组)

Z)

9

组)

Z$19

组)

Z109

组)

Z0/9

组#分别培养
%

)

)

)

$1

)

10

)

0/9

*

?&@&A

!

实时荧光定量
4?6

$

6@.4?6

&检测
<#6.1$0

的表达
!

分别收集各组细胞#采用
@G#R">

一步法提取细胞总
6C7

#异丙

醇法浓缩
6C7

#琼脂糖凝胶电泳法检测
6C7

的完整性*采

用
7:F

公司
@N

A

BN,B#PG"6C76HMHG+H@GN,+PG#

L

I#",e#I

和

特异
<#6C7

的茎环引物逆转录合成
PWC7

*采用
[H,H?".

L

"H#N<#6C7

检测试剂盒#在
6@.4?6

仪上扩增和检测#反应

条件!

(2\2<#,

#

0%

个扩增循环$

(2\$%+

#

)%\1%+

#

-1\

$%+

&*选取
[74WZ

作为内参#

<#6.1$0

的相对表达量采用

1

X

##

?I计算*

?&A

!

统计学处理
!

采用
5455$'&%

统计软件进行分析#计量

资料以
B 7̀

表示#显著性检验采用单因素方差分析#检验水准

"

j%&%2

#以
!

$

%&%2

为差异有统计学意义*

@

!

结
!!

果

@&?

!

细胞免疫荧光鉴定结果
!

细胞免疫荧光显示#细胞质中

有较强的红色荧光#呈与细胞纵轴平行的丝状排列#而细胞核

未着色#表明为
475B?+

#见图
$

*

图
$

!!

475B?+

的细胞免疫荧光鉴定结果%

FEi0%%

(

@&@

!

各组
475B?+<#6.1$0

表达情况
!

6@.4?6

结果显示!

475B?+

的
<#6.1$0

表达随着低氧时间的延长呈逐渐上升趋

势*除
Z)9

组与
Z%9

组比较#

<#6.1$0

的表达差异无统计学

意义$

!

%

%&%2

&外#

Z$19

组)

Z109

组)

Z0/9

组分别与
Z%9

组比较#

475B?+<#6.1$0

的表达差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&%另外除
Z%9

组与
Z)9

组外#其余各组之间
475B?+

<#6.1$0

的表达差异均有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
1

*

!!

"

!

!

$

%&%2

#与其他各组比较*

图
1

!!

各组
475B?+<#6.1$0

表达情况

A

!

讨
!!

论

慢性阻塞性肺疾病患者在长期慢性低氧条件下#

475B?+

出现增殖)迁移#引起肺血管重建#最终导致低氧性肺动脉高压

的发生)发展'

0

(

*本实验进行原代提取和培养大鼠
475B?+

#

细胞荧光免疫方法鉴定发现#第
2

代
475B?+

的纯度可达

(-Y

以上#说明组织贴壁法培养的原代
475B?+

的纯度较高#

可以满足实验的要求*

<#6C7+

是一种小分子非编码单链
6C7

#它可通过识别

靶基因
<6C7

的
'g

端非编码区#并与之结合阻止翻译或导致

<6C7

降解#介导靶基因
<6C7

水平的降低或者抑制其蛋白

的翻译而发挥功能'

2

(

*近年来研究表明#

<#6C7+

与肺动脉高

压发生)发展密切相关*

<#6.1$

)

<#6.'%

)

<#6.1%0

)

<#6.'11

)

<#6.02$

等在肺动脉高压发生中异常表达#其中过表达
<#6.

1%0

可抑制肺动脉高压的发生)发展'

1.'

#

)

(

*

<#6.1$0

在多种肿瘤中的作用已经得到了较深入研究#在

乳腺癌细胞)食管鳞状细胞癌)肝癌中
<#6.1$0

呈低表达#过表

达
<#6.1$0

显著抑制食管鳞状细胞癌细胞)乳腺癌细胞及肝癌

细胞增殖和迁移'

-.(

(

*近来有研究表明#大鼠心肌梗死后心室

重塑过程中心肌组织中
<#6.1$0

的表达上调'

$%

(

#另外
<#6.1$0

在成肌细胞分化中高表达#且调控成肌细胞增殖和分化'

$$

(

#这

些研究表明
<#6.1$0

在肌细胞中亦存在异常表达#可调控肌细

胞的生物学行为*

本实验明确了
<#6.1$0

在低氧诱导的大鼠
475B?+

中的

动态表达变化#表明随着低氧时间的延长#

<#6.1$0

的表达呈

逐渐增加的趋势*

5NGVNG

等'

)

(的实验表明#低氧
109

后

475B?+

的
<#6.1$0

表达较常氧状态培养的
475B?+

增加
1

倍#与本实验结果一致*因此#笔者推测
<#6.1$0

可能参与了

低氧诱导的
475B?+

增殖)迁移过程#提示
<#6.1$0

可能对

475B?+

的生物学行为调控有重要作用*本实验为后续深入

研究
<#6.1$0

在
475B?+

中的作用及机制#探讨其在肺动脉

高压发生中的分子机制奠定了基础*
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者本身就存在高凝状态*因此#建议术前
W.

二聚体值可用作

排除
W]@

而不能用作诊断
@e6

或
@Z6

术后
W]@

发生#关

于术前增高的
W.

二聚体的判定值上欧洲和北美认为小于
2%%

!

;

"

3

就可以排除
W]@

"

4@K

'

$-

(

#但是我国目前现在应用广泛

的
W.

二聚体工具包其临界值与欧洲和北美还是有些不同#因

此本研究分析结果只能当做建议*

在围术期中依靠识别可控的危险因素来预防
W]@

的形

成#或者判断是否需要对患者采取相应的监控措施防止过度医

疗对临床中治疗决策有着相当的帮助*本研究以此为立足点

得出相应结果#达到了预期*与国内大多研究进行单纯危险因

素分析不同#本研究不仅对相关危险因素进行了分析#同时对

术前血浆
W.

二聚体值与术后
W]@

的发生进行了
6D?

截断值

的判定#结果更有实际参考意义*

本研究在设计上还是存在一定不足#

7??4

指南及我国

-预防骨科大手术深静脉血栓形成指南.推荐的抗凝应该在术

后超过
$%!

直到
'2!

#相应的双下肢血管彩超检查也应在相

应的时间段多次检测#这样可以提高对血栓发生的准确度*有

必要增加大样本量#进行多中心)涵盖各档次医疗条件的机构

的分析来明确*
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