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目的
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研究靶向存活素"

+Q?G#G#,

%的短发夹
CE9

真核表达质粒"

+JCE9

%对脐静脉血管内皮细胞增殖与凋亡的影

响'方法
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合成靶向
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的
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真核表达质粒及阴性对照质粒!用脂质体法将质粒转染至经
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D̂

%处理的
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细胞$转染
0/J

后!采用实时定量聚合酶链反应"

B<C

%和蛋白印迹法检测
8eb=<

中
+Q?G#G#,

的
DCE9

表达及蛋白水

平'四甲基偶氮唑蓝"
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%法检测细胞增殖$
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法检测细胞凋亡'结果
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+Q?G#G#,.+JCE9

质粒试验组与阴性对照

+JCE9

质粒组及空白对照组比较!转染
0/J

后人脐静脉血管内皮细胞
+Q?G#G#,

的
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及蛋白表达水平明显下降"
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%与阴性对照
+JCE9

组及空白对照组比较!转染后的人脐静脉血管内皮细胞增殖能力明显下降'转染后
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!于转染后
-1J

最为显著'"
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%试验组凋亡率为"
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!较阴性对照组"
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和空白对照组"
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显著增高"
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靶向
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的
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质

粒能通过下调
+Q?G#G#,

表达!进而抑制人脐静脉血管内皮细胞增殖并促进其凋亡'
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存活素$
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可诱导
+Q?G#G#,

抗凋亡蛋白的表达#抑制内皮细胞凋亡#促进

血管生成'

1

(

)深入认识和揭示
+Q?G#G#,

在介导
b=67

促血管

新生中的作用对寻找类风湿关节炎$

?J>QDI4"#!I?4J?#4#+

#

C9

&

的基因靶向治疗的方法具有重要意义)本试验旨在通过转染

+Q?G#G#,.

短发夹
CE9

真核表达质料$

+JCE9

&至人脐静脉血管

内皮细胞$
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#

8eb=<

&#观

察抑制
+Q?G#G#,

对外源性
b=67

处理后
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增殖及凋亡

的影响#为
C9

基因靶向治疗提供新的思路)
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B<C
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度测定试剂盒*
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方法
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外源性
b=67

处理
8eb=<
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细胞系采用含

$%X7W:

的
CB;T.$)0%

完全培养基加双抗#置于
'- _

*

2X

<Z

1

饱和湿度培养箱中)细胞生长密度至
/2X

&

(%X

#按
$a

1

比例进行传代)转染前
10J

选择对数生长期
8eb=<+

细

胞#按照
)̀ $%

2

"孔接种至
)

孔板#每孔使用
1D̂

不含抗菌药

物的完全培养基#加入
b=67

使其终浓度为
2%,

H
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D̂
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#继

续培养
10J

)

@&A&A

!

+JCE9

载体转染
8eb=<

!

经
b=67

处理细胞
10J

后将
b=67

培养基弃去#

BW:

润洗
'

次#每孔加入
1D̂

不含

抗菌药物完全培养基#设空白对照组$加入
CB;T.$)0%

培养

基&*阴性对照组$加入
,>

H

I4#G>.+JCE9

&*试验组$加入
+Q?.

G#G#,.+JCE9

&#靶序列为
2U.96995599<<<5566569

9.'U

#按照
#̂

M

"K>L4ID#,>1%%%

说明书进行#转染
0/J

后在荧

光显微镜下观察细胞#呈
6B7

绿色荧光的细胞为转染阳性细

胞#计数
0

个高倍视野#转染效率
k

阳性细胞数"总的细胞数
`

$%%X

#根据转染效率优化转染条件)

@&A&B
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实时荧光定量
B<C

检测
8eb=<

中
+Q?G#G#,DCE9

表达
!

转染
0/J

后收集细胞#用
5?#R"A

法提取细胞总
CE9

#

按试剂盒说明书合成
LYE9

)以
LYE9

作为模板#采用
:[WC

荧光染料法进行实时定量
B<C

检测各组
DCE9

表达#反应体

系为
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#每个样品分别设计
'

个重复)

+Q?G#G#,

上游引物!

2U.69<<9<<6<95<5<59<955<.'U

#下游引物
2U.56<

555559 5655<<5<5 956 66.'U

%

69BY8

的上游引

物!

2U.9<<9<965<<956<<95<9<.'U

#下游引物!

2U.

<<9<<9<<<56556<56596.'U

%实时定量
B<C

仪循环

设置!

(2_$%D#,

预变性#

(2_$2+

#

2/_'%+

#进行
0%

个循

环)用相对定量方法
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.

##

<4值表示目的基因的
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水

平'
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印迹法检测
+Q?G#G#,

蛋白表达水平
!

转染
0/

J

后收集细胞并提取蛋白#

W<9

法测蛋白浓度)用
$2X

十二

烷基硫酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶电泳$

:Y:.B96=

&分离胶进行电

泳分离#并转移至
BbY7

膜#用
2X

的脱脂奶粉封闭
$J

#孵育

+Q?G#G#,

一抗$

$a1%%%

稀释&和内参
69BY8

一抗$

$a$%%%%

稀释&#

0_

过夜)

5W:5

洗膜#用特异性辣根过氧化物酶标记

的二抗$

$a-%%%

稀释&室温孵育
$J

#

5W:5

洗膜#显色并于暗

室曝光)

W#".CI!

凝胶成像分析系统对电泳条带进行密度扫

描#用
:L#",.TDI

H

>

软件对图像进行分析#测目的蛋白和内参

69BY8

蛋白的电泳条灰度值#以二者比值代表目的蛋白相对

表达量)
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法检测抑制
+Q?G#G#,

表达对
8eb=<

细胞增殖

的影响
!

取对数生长期的
8eb=<

细胞#转染前
10J

按
2`

$%

' 个"孔细胞接种至
()

孔板#其后按上述分组及
()

孔板说

明参数进行转染#转染
)J

后更换完全培养基#培养
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J

后每孔加入浓度为
2D

H

"

D̂

的
;55'%

'

^

#

'-_

作用
0J

#

BW:

洗涤
1

次#每孔加入
$2%

'

^Y;:Z

#室温避光振荡
$2D#,

使结晶充分溶解)在酶标仪测定
0(%,D

波长下的吸光度$

L

&

值)细胞生长抑制率$
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$]

试验组
L

值"空白对照组
L

值&
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细胞凋亡分析
!

采用
5eE=̂

法检测细胞凋亡)接种

细胞至爬片后按上述方法转染及分组#培养
0/J

后收集细胞

爬片#按说明书进行操作#细胞核中有棕黄色颗粒者为阳性细

胞#即凋亡细胞)每张爬片计数
2

个高倍镜视野$

`0%%

&中的

凋亡阳性细胞核数和总的细胞核数#凋亡率
k

阳性细胞核数"

总的细胞核数计算细胞
$̀%%X

#取其平均值)
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统计学处理
!

采用
:B::$-&%

统计软件对数据进行分析

处理)结果以
.d;

表示#组间比较采用单因素方差分析#两两

比较采用
:̂Y

法检验#以
!
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为差异有统计学意义)

A
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结
!!

果

A&@
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观察转染
0/J

后
67B

绿色荧光标记细胞阳性率
!

观察

转染
0/J

后
8eb=<+

中
67B

绿色荧光标记细胞阳性率#通

过优化转染条件#发现当培养基中质粒浓度为
$&2

'

H

"

D̂

时

可获得最佳的转染效率#转染效率达到
-%X

以上#见图
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!试验组%
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Y

!阴性对照组)

图
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转染
0/J

后试验组与阴性对照组细胞%倒置相差显微镜)

1̀%%

&

表
$
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转染
0/J

后各组检测结果比较%

.d;

&

组别
) DCE9

$

X

&

3>+4>?,@A"4

蛋白表达量
凋亡率$

X
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试验组
0 1-&)-d'&2$
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%&-0d%&%2

"(

1/&%-d$&-$
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阴性对照组
0 ()&)-d$&2' $&)0d%&%2 $$&02d$&21

空白对照组
0 $%%&%% $&-$d%&%0
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#与阴性对照组比较%
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#与空白对照组比较)

A&A
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实时荧光定量
B<C

检测
+Q?G#G#,DCE9

的表达
!

转染

0/J

后试验组*阴性对照组*空白对照组
+Q?G#G#,DCE9

相对

表达量见表
$

#试验组显著低于空白对照组和阴性对照组$
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$

%&%$

&%阴性对照组与空白对照组间比较差异无统计学意义

$

!

&

%&%2

&)

A&B

!

3>+4>?,@A"4

检测
+Q?G#G#,

蛋白的表达
!

转染
0/J

后空

白对照组*阴性对照组*试验组
+Q?G#G#,

蛋白表达情况见图
1

#

相对表达量见表
$

)试验组
+Q?G#G#,

蛋白表达量显著低于空白

对照组和阴性对照组$

!

$

%&%$

&#表达抑制率为
2)&-X

%阴性

对照组和空白对照组间比较#差异无统计学意义$

!

&

%&%2

&)

A&C

!
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后各组
L

值见表
1

#实验组细胞生长速度较空白对照组和阴性

对照组均有不同程度减慢$

!

$

%&%$

&#生长抑制率分别为

$

$'&2'd'&($

&

X

*$

'/&(-d$&/1

&

X

*$

)2&-2d$&/'

&

X

#而阴

性对照组与空白对照组细胞生长抑制率比较差异无统计学意

义$

!

&

%&%2

&)

图
1

!!

各组
8eb=<

细胞
+Q?G#G#,

的蛋白表达量

表
1

!!

各组
8eb=<

细胞不同转染时间
;55

实验检测的

!!!

L

值比较%

.d;

)

)k0

&

组别
10J 0/J -1J

试验组
%&$02d%&%%2

"(

%&$'1d%&%%/

"(

%&%()d%&%%)

"(

阴性对照组
%&$)0d%&%%0 %&1$1d%&%%/ %&1-)d%&%%0

空白对照组
%&$)/d%&%%' %&1$-d%&%$1 %&1/1d%&%%/

F '0&1) (2&'1 $$-$&%$

! %&%%$ %&%%$ %&%%$

!!

"

!

!

$

%&%2

#与同一转染时间点阴性对照组比较%

(

!

!

$

%&%2

#与

同一转染时间点空白对照组比较)

A&D

!

+Q?G#G#,.+JCE9

干扰
8eb=<

细胞后对其凋亡的影响

!

转染
0/J

后#试验组细胞凋亡率为$

1/&%-d$&-$

&

X

#与空

白对照组$

$%&%0d$&0)

&

X

和阴性对照组$

$$&02d$&21

&

X

比

较#试验组细胞凋亡率明显增加$

Fk$)0&'1

#

!

$

%&%$

&)而阴

性对照组与空白对照组间细胞凋亡率比较差异无统计学意义

$

!

&

%&%2

&)

B

!

讨
!!

论

!!

血管翳是
C9

病变过程中一个特征性的病理表现#新生血

管形成在
C9

的侵蚀和破坏过程中发挥了重要的作用并贯穿

整个病程'

2

(

)

b=67

被认为是血管新生过程中的核心因子#其

通过增加血管内皮细胞有丝分裂#促进新生血管形成#并增加

血管通透性及炎性物质渗出#促进炎症形成与发展'

)

(

)

b=67

及其受体在
C9

动物模型及
C9

患者的滑膜组织及血清中均

高表达'

-

(

)体外试验也证明了关节炎的滑膜细胞能够分泌较

高水平的
b=67

'

/

(

)

C9

血清
b=67

水平与疾病严重程度及

并发症的出现存在相关性'

(

(

#同时抑制血管生成的药物可有效

缓解
C9

的病情'

$%

(

#腺病毒介导的反义
b=67

基因转染可有

效减轻胶原关节炎症状#减轻滑膜血管翳对关节软骨的破坏和

病理改变'

$$

(

)然而#

b=67

作为具有重要生理功能的细胞因

子#抑制其表达也将带来新的健康问题'

$1

(

)

+Q?G#G#,

是
T9B

家族具有强大凋亡抑制效应的蛋白#

+Q?.

G#G#,

可以与
b=67

相互作用#在
b=67

诱导下#内皮细胞中

+Q?G#G#,

表达增强#抑制内皮细胞凋亡#促进血管生成'

$'

(

)

+Q?G#G#,

表达异常增高则促进
b=67

诱导的内皮细胞增殖和

三维毛细血管网的形成'

$1

(

)采用反义技术使内皮细胞
+Q?.

G#G#,

表达缺失#可抑制
b=67

介导的内皮细胞保护作用#促进

内皮细胞的凋亡和血管的退行性变#进而阻抑血管新生'

'

(

)研

究表明
+Q?G#G#,

在常见恶性肿瘤中表达#而在正常成熟的细胞

和组织中无表达#这些研究使得通过抑制
+Q?G#G#,

表达来调控

血管新生过程在治疗
C9

成为可能)

本试验通过
b=67

处理
8eb=<

促进细胞增殖及上调

+Q?G#G#,

表达而模拟体外类风湿关节炎滑膜组织中血管新生

状态#构建靶向
+Q?G#G#,

的
+JCE9

质粒载体转染经外源性重

组
b=67

$)2

处理的脐静脉血管内皮细胞)转染
0/J

后
8e.

b=<

中
+Q?G#G#,

的
DCE9

及蛋白表达水平明显下降#试验组

DCE9

相对表达量分别为$

1-&)-d'&2$

&

X

#蛋白的相对表达

量为
%&-0d%&%2

#表达抑制率为
2)&-X

#显著低于阴性对照组

与空白对照组$

!

$

%&%$

&#说明在一定程度上
+Q?G#G#,.+JCE9

实现了对人脐静脉血管内皮细胞
+Q?G#G#,

基因的沉默#而阴性

对照组
+JCE9

对
+Q?G#G#,

的表达无影响)

;55

法检测细胞

的增殖效应发现转染后试验组细胞增殖的抑制于转染
0/J

后

出现#随着时间的增加抑制效应递增#

-1J

抑制达到高峰#生

长抑制率为$

)2&-2d$&/'

&

X

#实现了对
8eb=<

增殖的下

调)转染
0/J

后试验组凋亡率为$

1/&%-d$&-$

&

X

#较阴性对

照组和空白对照组显著增加$

!

$

%&%2

&#证明下调
+Q?G#G#,

基

因的表达可促进
8eb=<

细胞凋亡)

综上所述#通过抑制人脐静脉血管内皮细胞中
+Q?G#G#,

的

表达可减少外源性
b=67

促血管内皮细胞增殖作用并促进细

胞凋亡#推测
+Q?G#G#,

参与介导
b=67

促血管生成过程#与

;>+?#

等'

'

(的研究结果一致)提示在
C9

中抑制
+Q?G#G#,

基因

的表达将在抑制类风湿关节炎滑膜血管翳形成方面发挥作用#

对
C9

有潜在的治疗价值)下一步将借助
+Q?G#G#,.+JCE9

载

体上携带的抗性标记筛选出稳定转染的阳性
8eb=<

细胞#

研究其在更长时间范围的细胞生长特性及炎性因子分泌情况#

为
C9

基因靶向治疗奠定基础)
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胞#且其本身的转染对细胞生物学行为影响较小#这种方法已

被广泛用于科研中'

$1

(

)本研究结果显示#慢病毒为载体的转

染效率$

-0&12d$%&$%

&

X

#功能学检测显示#

D#CE9.1(I

的

DCE9

及其靶基因蛋白
<Ẑ $9$

表达均在转染组显著升高#

证实慢病毒对
b:;<+

有着较高的转染效率)

细胞的正常增殖*凋亡平衡对维持器官内环境的稳定有着

至关重要的作用#其细胞的恶性增殖或凋亡受到抑制被认为是

肿瘤发生的重要机制#因此#调控细胞增殖及凋亡成为研究肿

瘤发病机制及治疗的有效方法)在骨肉瘤和肾纤维化的研究

中#

D#CE9.1(I

对平滑肌细胞的增殖*凋亡有着明显的调控作

用'

$'.$0

(

#但其对
8b:;<+

增殖*凋亡影响还未见报道)通过

;5:

结果显示
D#CE9.1(I

过表达的
8b:;<+

在不同时间点

的
ZY

值均明显高于其他两组$

!

$

%&%2

&#而空病毒转染组与

空白对照组间的
ZY

值比较差异无统计学意义)这一结果说

明病毒本身的转染并不影响细胞的增殖#而
D#CE9.1(I

能够

有效促进
8b:;<+

细胞的增殖)另一方面#流式细胞检测结

果显示
D#CE9.1(I

过表达能够有效地保护无血清培养所诱导

的细胞凋亡#与其他两组比较#

D#CE9.1(I

转染组细胞的凋亡

率显著下降$

!

$

%&%2

&)

综上所述#本研究显示在
999

患者血清中
D#CE9.1(I

的表达较正常人显著降低#

D#CE9.1(I

低表达与
999

的发生

有着密切关系)所构建的
D#CE9.1(I

过表达慢病毒载体能有

效提高
8b;:<+

中
D#CE9.1(I

的表达水平#通过对非编码

CE9

及其靶基因的增加血管平滑肌细胞的增殖#同时抑制其

凋亡#为研究
999

的发病机制及治疗方法开拓了新思路及新

方法)
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