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#摘要$

!

目的
!

观察干扰素
"

"

IQA1

"

$对人血管内皮细胞"

S[H/

$凋亡的影响并了解其部分机制%方法
!

应用
IQA1

"

和转染

IQA

诱导蛋白
!-

基因"

IQI!-

$的
/*4A5

瞬时干预体外培养的
S[H/

!以转染非特异性
/*4A5

设为对照组!

4F1TH4

法检测
IQI!-

及
T3!B4A5

表达!

]7/C7:0;>)C

检测
IQI!-

及
T3!

蛋白表达!流式细胞仪
50078*01SQIFH

'

TI

法检测细胞凋亡情况%结果
!

与

对照组比较!

IQA1

"

组
IQI!-B4A5

和蛋白表达上调"

#

#

'+'#

$!细胞凋亡增多"

#

#

'+'#

$!伴
T3!B4A5

和蛋白表达增多"

#

#

'+'#

$#

IQA1

"

干预后再转染
IQI!-/*4A5

!

IQI!-B4A5

和蛋白表达下调"

#

#

'+'#

$!细胞凋亡减少"

#

#

'+'#

$!

T3!B4A5

和蛋

白表达减少"

#

#

'+'#

$%结论
!

IQI!-

及
T3!

参与
IQA1

"

诱导
S[H/

凋亡过程的调控%
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血管内皮细胞!
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#

S[H/

"连续内衬

于血管腔表面而构成的血管内皮具有物理屏障作用及内分泌

等功能$各种物理*化学及炎症等因素导致血管内皮细胞过度

凋亡*增殖减少及功能紊乱是高血压*动脉粥样硬化及血管成

形术后再狭窄等血管增殖性疾病发生的始动环节#因此#抑制

S[H/

凋亡并适当促进其增殖对防治上述疾病至关重要$国

外研究显示#干扰素!

*0C7:G7:)0

#

IQA

"可诱导多种肿瘤细胞凋

亡'

!12

(

$国内研究表明#干扰素
"

!

IQA1

"

"可抑制大鼠血管平滑

肌细胞及人
S[H/

增殖'

#1-

(

#但
IQA1

"

对
S[H/

凋亡的影响及

其机制尚未完全明确$本研究拟观察
IQA1

"

对人
S[H/

凋亡

的影响及
IQA

诱导蛋白
!-

基因!

IQI!-

"和
T3!

表达变化#初步

探讨
IQA1

"

影响人
S[H/

凋亡的部分机制#为防治上述心血管

疾病提供新的依据$

!

!

资料与方法

!+!

!

一般资料
!

人脐静脉内皮细胞株
[HS,'2

购自中科院$

IQA1

"

购自北京三元基因工程有限公司$

\*

E

)G7=C?B*07

FJ

3'''47?

K

70C

购自
I0X*C:)

K

70

公司$

3eF?

N

TH4 J?/C7:J*8

!

aF3'!

"*

F:*̂)>

总
4A5

提取试剂盒及
@A5\?((7:

!

!'';

E

"

购自北京天根公司$

4F1TH4

试剂盒!

@44'2&5

"购自
F?a?1

4?

公司$

TH4

引物设计及合成由宝生物工程!大连"有限公司

完成$引物具体序列如下$

IQI!-

#上游%

#f15LL 5HHLFF

H5FL5HH5Lb5F 5L1,f

#下游%

#f1FLHLFFH5LH5H

H5FH5HFFH1,f

!扩增长度
!$2;

E

")

L5T@Y

#上游%

#f15HH

5H5LFHH5F LHH 5FH 5H1,f

#下游%

#f1FHH 5HH 5HH

HFLFFLHFLF51,f

!扩增长度
2#3;

E

")

T3!

#上游%

#f155L

5HH5FLFLL5HHFLFH5HFLF1,f

#下游%

#f1L55L5F

H5LHHL LHL FFF1,f

!扩增长度
!##;

E

"$

IQI!-/*4A5

!

D

"%

/=1,#-,,

*

H)0C:)>/*4A515

!

/=1,-$-"

"及
IQI!-

抗体!

/=1

$'3,

"购自
U?0C?H:<̂

公司$

T3!

抗体!

?;"3-&#

"购自
5;=?B

公司$

F<;<>*0

抗体!

5F$!"

"及
50078*0S1QIFH

细胞凋亡检

测试剂盒!

H!'-,

"购自碧云天公司$

!+"

!

方法

!+"+!

!

S[H/

培养及实验分组
!

实验细胞为复苏后第
3

%

,

代处于对数生长期的
S[H/

$实验分
,

组%转染非特异性
/*41

A5

设为阴性对照组!对照组"#

IQA1

"

诱导加非特异性
/*4A5

转染组!

IQA

组"和
IQA1

"

诱导加
IQI!-/*4A5

转染组!

IQAi

/*4A5

组"$

IQA

组及
IQAi/*4A5

组加入
IQA1

"

干预
-D

后

去除
IQA1

"

!

IQA1

"

干预终浓度为
3e!'

-

V

&

\

"#再分别转染非

"#&2
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特异性
/*4A5

及
IQI!-/*4A5

#对照组未加入
IQA1

"

#与上述

两组同步转染非特异性
/*4A5

#培养
2$D

收集细胞$实验重

复
,

次$

!+"+"

!

反转录
TH4

!

4F1TH4

"测定
B4A5

表达
!

F:*̂)>

法提

取细胞总
4A5

$取总
4A5!

'

\

为模板#逆转录合成
=@A5

$

再以
=@A5

产物
,

'

\

为模板#进行
TH4

反应#反应体系
3#

'

\

#扩增条件%

"2j

预变性
,B*0

后#

"2j ,'/

*

#$j ,'/

*

&3j!B*0

#共
,'

个循环#最后
&3j

延伸
#B*0

$

TH4

反应结

束后取产物
#

'

\

进行电泳分析#电泳介质为
3R

琼脂糖凝胶#

电泳结束在
VST$''

型凝胶成像系统下观察
@A5

电泳结果

并成像$

!+"+#

!

蛋白印迹法!

]7/C7:0;>)C

"测定蛋白表达
!

收集分组

干预培养于
-

孔板中的
S[H/

至
#B\[T

管中#

!''':

&

B*0

离心
#B*0

#吸尽培养液#

TMU

漂洗细胞
,

次并转移至
!+#B\

的
[T

管中#

3''':

&

B*0

离心
#B*0

#去除
TMU

#予细胞裂解液

裂解细胞#高速冷冻!

2j

"离心
#B*0

#取适量上清液另置于预

冷*无菌的
[T

管中#采用
MH5

法行蛋白定量$向
'+3B\[T

管中加入
$'

'

K

蛋白样品#取十二烷基硫酸钠
1

聚丙烯酰胺凝

胶电泳!

U@U1T5L[

"蛋白上样缓冲液适量加入管中#沸水!

!''

j

"中煮沸
,B*0

$以
$R U@U1T5L[

为电泳介质#恒压
$'

%

!''S

分离蛋白#

2j

恒流
3#'B5e"'B*0

转移蛋白至
TS@Q

膜上$转印蛋白后的
TS@Q

膜置入含
#R

脱脂奶粉的
FMUF

中封闭
3D

#去除封闭液#加入按
!k#''

稀释的一抗#

2j

孵育

过夜#

FMUF

漂洗
,

次#吸尽
FMUF

#加入按
!k#'''

稀释的二

抗!辣根过氧化物酶标记"#摇床孵育
3D

!常温"#收集二抗#

FMUF

摇床漂洗
,

次$将
TS@Q

膜蛋白面朝上置于保鲜膜上#

取
[H\

化学发光试剂
5

和
M

按
!k!

避光混合#

!B*0

后将混

合液均匀滴加至膜上#约
! B*0

后去尽残液#保鲜膜固定

TS@Q

膜$

6

光胶片曝光*显影及定影后扫描#用图像软件根

据信号强弱对条带进行灰度分析$

!+"+$

!

流式细胞术检测细胞凋亡
!

收集培养于
-

孔板中的各

组细胞#

!''':

&

B*0

离心
#B*0

#

TMU

漂洗
3

次#按
50078*0S1

QIFH

细胞凋亡试剂盒说明书操作#置流式细胞仪测定每个样

本中细胞凋亡的百分比$

!+#

!

统计学处理
!

采用
UTUU!!+#

软件进行统计学分析处

理#计量数据用
PW7

表示#

\U@

法组间两两比较$以
#

#

'+'#

为差异有统计学意义$

"

!

结
!!

果

"+!

!

干预因素对
IQI!-B4A5

及蛋白表达的影响
!

与对照组

比较#

IQA1

"

干预后
IQI!-B4A5

及蛋白表达增多!

#

#

'+'#

"#

IQA1

"

干预后再转染
IQI!-/*4A5

#

IQI!-B4A5

和蛋白表达

减少!

#

#

'+'#

")与
IQA

组比较#

IQAi/*4A5

组
IQI!-B4A5

和蛋白表达下调!

#

#

'+'#

"#见图
!

*表
!

$

"+"

!

干预因素对
T3!B4A5

及蛋白表达的影响
!

与对照组

比较#

IQA1

"

干预后
T3!B4A5

及蛋白表达增多!

#

#

'+'#

"#

IQA1

"

干预后再转染
IQI!-/*4A5

#

T3!B4A5

及蛋白表达减

少!

#

#

'+'#

")与
IQA

组比较#

IQAi/*4A5

组
T3!B4A5

及

蛋白表达下调!

#

#

'+'#

"#见图
3

*表
!

$

图
!

!!

干预因素对
S[H/IQI!-B4A5

和蛋白表达的影响

图
3

!!

干预因素对
S[H/T3!B4A5

和蛋白表达的影响

图
,

!!

干预因素对
S[H/

凋亡的影响

表
!

!!

干预因素对相关指标的影响&

PW7

(

*d,

'

组别
IQI!-B4A5 IQI!-

蛋白
T3!B4A5 T3!

蛋白 细胞凋亡率!

R

"

对照组
'+"&W'+'$ !+3#W'+'- '+#!W'+'& '+2&W'+'- !'+3&W3+'"

IQA

组
!+$"W'+'#

$

!+"3W'+'$

$

!+,&W'+'"

$

'+$!W'+'2

$

3,+3-W!+,"

$

IQAi/*4A5

组
'+3,W'+'-

$"

'+,!W'+'2

$"

'+!!W'+'#

$"

'+!"W'+'&

$"

#+'2W!+#!

$"

!!

$

%

#

#

'+'#

#与对照组比较)

"

%

#

#

'+'#

#与
IQA

组比较$

'-&2
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"+#

!

干预因素对
S[H/

凋亡的影响
!

与对照组比较#

IQA

组

S[H/

凋亡增多!

#

#

'+'#

"#

IQAi/*4A5

组
S[H/

凋亡减少

!

#

#

'+'#

")与
IQA

组比较#

IQAi/*4A5

组
S[H/

凋亡减少

!

#

#

'+'#

"#见图
,

*表
!

$

#

!

讨
!!!

论

!!

S[H/

构成的血管内皮是分布于全身各组织的代谢十分

活跃的一个内分泌器官#具有调节血管平滑肌细胞增殖*迁移*

表型转化及基质分泌等生物学功能#是血液与组织之间的物理

屏障$物理损伤*化学刺激*炎性反应等因素可引起内皮细胞

凋亡*脱落#导致血管内皮损伤*内分泌功能障碍及内皮细胞增

殖活性改变#是血管增殖性疾病发生*发展过程中重要的病理

基础$如何维持血管内皮完整性并使其内分泌功能正常化是

血管增殖性疾病防治领域有待攻克的难题$

IQA

是一组具有免疫调节*抗病毒及影响细胞增殖和凋亡

等作用的细胞因子家族'

&1$

(

$

IQA

通过影响细胞基因表达*跨

膜信号传递*蛋白激酶激活及蛋白磷酸化等而促进细胞凋

亡'

31,

#

$

(

$

IQI!-

是
IQA

诱导蛋白
3''

家族的人类蛋白成员之

一$众多研究表明#

IQI!-

具有抗肿瘤*抗病毒*调节免疫*抑制

S[H/

增殖*迁移及新生血管形成和调控血管内皮炎性反应等

作用'

"1!2

(

$近期研究显示#

IQA1

"

可促进
IQI!-

表达并抑制

S[H/

增殖'

-

(

#但
IQA1

"

对
S[H/

凋亡有何影响0 本研究结果

显示#

IQA1

"

干预后
IQI!-B4A5

和蛋白表达上调#导致
S[H/

凋亡增加#进一步证实
IQI!-

表达存在转录和翻译水平的
IQA1

"

诱导性#提示
IQA1

"

可诱导
IQI!-

表达而促进
S[H/

凋亡$

T3!

作为细胞周期蛋白依赖性激酶抑制因子!

=

9

=>*0(7

E

70(70C

Z*0?/7*0D*;*C):/

#

H@aI

"的
HIT

家族成员之一#具有抑制细胞

增殖*调控细胞终末分化和衰老等作用$

T3!

是
T#,

调节转录

的靶基因#

T#,

与其启动子上的
T#,

结合位点结合而调节靶基

因表达#

T3!

表达除受
T#,

调节外#非
T#,

依赖信号通路如信

号转导子及转录激活子!

/*

K

0?>C:?0/(<=7:?0(?=C*X?C):)G

C:?0/=:*

E

C*)0

#

UF5F

"及
T3''

家族成员
T3'3

等亦可调节其表

达'

#

(

$

T#,

能促进细胞凋亡相关分子#如
5

E

?G1!

*

M?8

*

A)8?

和

TVJ5

等的表达#增强细胞对凋亡刺激的敏感性而导致细胞

凋亡'

!#

(

$本研究结果显示#单独
IQA1

"

干预后#

IQI!-B4A5

和蛋白上调#

S[H/

凋亡增多#伴
T3!B4A5

和蛋白表达上调)

IQA1

"

干预后再转染
IQI!-/*4A5

#

IQI!-B4A5

和蛋白表达

下调#细胞凋亡减少#

T3!B4A5

和蛋白表达亦减少#证实

IQI!-/*4A5

在转录和翻译水平对
IQI!-

表达的抑制作用#提

示
IQI!-

和
T3!

表达变化呈一致性趋势#在
IQA1

"

促进
S[H/

凋亡过程中#

T3!

可能作为
IQI!-

的下游蛋白而发挥其作用$
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