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#摘要$

!

目的
!

检测
D#CE9.1(I

在腹主动脉瘤患者与正常人血清中的表达差异!探讨
D#CE9.1(I

过表达对人腹主动脉平

滑肌细胞"

8b:;<+

%增殖凋亡的影响'方法
!

收集该院
1%$$

年
'

月至
1%$0

年
'

月间确诊腹主动脉瘤患者血清标本
12

例!平均

年龄"

)1&(d$'&)

%岁$同期收集与其年龄相匹配的正常老年人血清标本
12

例!平均年龄"

)$&2d$$&/

%岁'用
C5.B<C

分别检测

其
D#CE9.1(I

表达'构建人重组慢病毒载体
;<:.<;b.D#CE9

$将构建载体
;<:.<;b.D#CE9.1(I

转染
8b:;<+

细胞!荧光

显微镜下观察其转染效率!

C5.B<C

及
3>+4>?,@A"4

法检测转染后各组细胞中
D#CE9.1(I

和
D#CE9.1(I

靶基因
<Ẑ $9$

的表

达!最后应用
9,,>P#,b

&

-.99Y

双染法检测转染后
-1J

对
8b:;<+

细胞凋亡的影响'结果
!

在腹主动脉瘤患者中
D#CE9.1(I

表达较正常人低'构建的重组慢病毒载体
;<:.<;b.D#CE9.1(I

转染效率为"

-0&12d$%&$%

%

X

!转染后
D#CE9.1(I

及蛋白表

达在靶细胞较对照组增多!

;5:

及
9,,>P#,b

显示
D#CE9.1(I

过表达后细胞增殖增多!凋亡减少'结论
!

成功构建携带
D#C.

E9.1(I

慢病毒载体!转染后
D#CE9.1(I

稳定表达!

D#CE9.1(I

过表达可促进细胞增殖!抑制其凋亡'
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腹主动脉瘤$
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999

&是指由于

腹主动脉壁的病变或损失#造成腹主动脉的局限性扩张*膨出#

以搏动性肿块为主要症状的疾病)通常将腹主动脉段动脉壁

三层结构持续性扩张至肾动脉处腹主动脉直径
$&2

倍以上即

定义为
999

#是一种常见的高病死率动脉退行性疾病'

$.1

(

)目

前#对于腹主动脉瘤具体发病机制尚不完全清楚#已有的报道

显示其发病与遗传因素*炎症*蛋白酶降解*平滑肌细胞凋亡等

因素密切相关#其发病与其他肿瘤因化学辐射*基因突变等不

同)人腹主动脉平滑肌细胞$

8b:;<+

&作为腹主动脉中膜的

主要构成成分#对维持动脉壁结构和功能的完整性起到重要作

用)近年来#一些报道显示腹主动脉瘤组织中
b:;<

数量的

减少是其形成过程中一个关键因素'

'

(

)如何有效抑制
b:;<

的凋亡有望为延缓
999

的形成*发展提供新的治疗思路)

微小
CE9

$

D#L?"CE9

#

D#CE9

&是在真核生物中发现的

一类内源性的具有调控功能的非编码
CE9

)研究表明
D#C.

E9

参与各种生理*病理调节途径#包括发育*造血过程*器官

形成*细胞增殖凋亡#以及脂肪代谢等'

0.2

(

)

;#CE9.1(I

在各

种实质肿瘤细胞中表达增高#具有显著的促增殖*抗凋亡的作

用)同时#其在血管中层平滑肌细胞中表达丰度较高#通过促

进新生内膜形成帮助损伤血管修复'

)

(

)且
D#CE9

在恶劣的

条件下仍保持稳定#这使得通过检测循环血中的
D#CE9

作为

疾病标志物成为近年来的一个研究热点)

;#CE9.1(

家族的成熟序列在人*大鼠*小鼠中几乎是相

同的)目前在人类中发现
D#CE9.1(

的靶基因数量最多#主要

有
<Ẑ $9$

*

<Ẑ $91

*

;;B1

等)其中#靶基因
<Ẑ $9$

与成

骨不全及肝癌的形成有关)本研究旨在首先探讨
D#CE9.1(I

在腹主动脉瘤患者和正常人血清中的表达差异%其次用慢病毒

构建
D#CE9.1(I

过表达模型#初步探究
D#CE9.1(I

对
b:;<

21(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



细胞增殖凋亡的影响#意在为今后临床
999

的防治工作找到

新的靶点)

@

!

材料与方法

@&@

!

主要材料
!

构建慢病毒的主要载体系统由如下
'

个部分

组成!

8>A

M

>?$&%

载体#

M

8>A

M

>?1&%

载体及
;<:.<;b

载体$上

海吉凯#中国&%大肠埃希菌
Y82

#

#

1('5

细胞本室保存%人主

动脉血管平滑肌细胞$美国
:L#>,<>AA

公司#

E"&)$$%

&)

@&A

!

主要试剂
!

#̂

M

"K>L4ID#,>1%%%

$

T,G#4?"

H

>,

公司#美国&%

BAI+D#!

抽提
F#4

$

h#I

H

>,

公司#美国&%淋巴细胞分离液$天津

灏洋#中国&%

Y;=;

*胎牛血清*胰蛋白酶$

6TWZ<Z

公司#美

国&%

5I

SM

"A

O

D>?I+>

*

B?#D>?

*

!E5B

$

5IFICI

公司#日本&%

<Ẑ $9$

小鼠抗人抗体*山羊抗小鼠二抗$

9@LID

公司#美

国&%琼脂糖$赛百盛公司#中国&%

;5:

$

B?"D>

H

I

公司#美国&)

@&B

!

方法

@&B&@

!

资料收集
!

收集
1%$$

年
'

月至
1%$0

年
'

月间本院门

诊及住院
999

患者血清
12

例#其中#男
$)

例#女
(

例#年龄

0(

&

/$

岁#平均$

)1&(d$'&)

&岁%同期收集本院体检中心正常

老年人血清
12

例#其中#男
$2

例#女
$%

例#年龄
22

&

/2

岁#平

均$

)$&2d$$&/

&岁)

@&B&A

!

血清中
D#CE9.1(I

的
C5.B<C

检测
!

用淋巴细胞分

离液提取分离淋巴细胞#收集完全血清层#按照说明要求常规

提取
CE9

#并逆转录为
LYE9

)每孔
C5.B<C

反应体系为
12

'

^

#所加试剂分别如下!

:[WCB?>D#P=f5I

S)

I

$

$1&2

'

^

&#

M

?#D>?

$

$%

'

D"A

"

^`$

'

^

&#

YE9

$

2%,

H

"

'

^`1

'

^

&#

!!8

1

Z

$

/&2

'

^

&#结果经
9WTBCT:;-2%%

系统分析)

D#CE9.1(I

引

物
7

!

2U.9<<565<9<565<55659<<<5565.'U

#

C

!

2U.<66<6555669656659699.'U

)

C5.B<C

反应条

件为
(-_

预变性
2D#,

#

(-_$D#,

变性#

)%_'%+

退火#

-1_'%+

#共循环
'%

次#后
-1 _

延伸
-D#,

#所得结果经

1

.

++

<5计算得出目的
CE9

的相对含量$

?>AI4#G>

S

QI,4#4

O

#

Ch

&)

@&B&B

!

慢病毒
;<:.<;b.D#CE9.1(I

载体构建及病毒包装

!

D#CE9.1(I

基因由
B<C

进行扩增#反应条件如下!

(2_

预

变性
2D#,

#

(2_

变性
'%+

#

2)_

退火
'%+

#

-1_

延伸
$D#,

#

共循环
'%

次#最后
-1_

延伸
$%D#,

)将目的基因克隆到慢病

毒
;<:.<;bb>L4"?

中#所用引物上游序列为!

2U.<9999<

<<<<9<<99 65< 595 669 9.'U

#下游序列!

2U.599

965959 9<<955<9569.'U

)

Ŵ

培养液扩增转化菌

Y82

#

#

BAI+D#!

抽提盒提取
;<:.<;b.D#CE9.1(I

#包装质粒

M

8>A

M

>?$&%

*

M

8>A

M

>?1&%YE9

)根据
T,G#4?"

H

>,

公司
#̂

M

".

K>L4ID#,>1%%%

说明书将构建质粒
;<:.<;b.D#CE9.1(I

及

慢病毒包装
M

8>A

M

>?$&%

*

M

8>A

M

>?1&%

共转染
1('5

细胞#荧光

显微镜下观察细胞荧光融合现象#收集含慢病毒颗粒的细胞上

清液#

]/%_

保存#

C5.B<C

检测病毒滴度)

@&B&C

!

细胞培养
!

将在干冰保存中的原代细胞悬液常规解

冻*复苏)以
$̀ $%

2 细胞密度培养于含
$%X

胎牛血清
Y;=;

培养基中#置于细胞培养箱中#以
'-_

*

2X <Z

1

条件下培养#

相差倒置显微镜下观察#融合率在
(%X

左右时胰酶消化法传

代培养#采用对数生长期细胞进行实验)

@&B&D

!

慢病毒细胞转染
!

以每孔
0̀ $%

0 细胞数接种于
)

孔

板中#按照说明以感染复数$

;ZT

值&

$%%

进行转染)分
;<:.

<;b.D#CE9.1(I

$转染组&#

;<:.<;b.=67B

$阴性对照组&#

以及不加病毒的空白对照组)转染第
0

天后荧光显微镜下进

行观察#以评估转染效率)

@&B&E

!

半定量
C5.B<C

!

半定量
C5.B<C

与前述
C5.B<C

步

骤相似#最后将
LYE9

在
'X

的琼脂糖凝胶中行电泳#结果用

hQI,4#4

O

",>

软件分析)

D#CE9.1(I

引物
7

!

2U.9<< 565

<9<565<55659<<<5565.'U

#

C

!

2U.<66<65556

69656659699.'U

)反应条件如下!

(-_

预变性
2D#,

#

(-_$D#,

变性#

2)_'%+

退火#

-1_

延伸
'%+

#共循环
'%

次#后
-1_

延伸
-D#,

)

@&B&N

!

3>+4>?,.@A"4

检测蛋白
!

每组细胞经处理后常规提取

蛋白#

W<9

法测定蛋白浓度)每组
2%

'

H

体系下行十二烷基硫

酸钠
.

聚丙烯酰胺凝胶$

:Y:.B96=

&电泳#

BbY7

膜转膜#

2X

脱

脂牛奶封闭
1J

)按
$a$%%%

比例稀释的一抗#在
0_

下孵育

过夜)次 日 用
5W:5

洗 涤#

$2 D#,

"次
`'

次#

0 _

孵 育

<Ẑ $9$

抗体$

$a$%%%

稀释&过夜#

5W:5

缓冲液洗膜#

'-_

下山羊抗小鼠二抗孵育
$J

#再用
5W:5

洗膜)最后
=<̂

显

影#

@#".?I!

凝胶成像仪拍照分析)

@&B&O

!

;5:

法检测细胞增殖
!

取对数期细胞接种于
()

孔板

中)每孔约
)̀ $%

' 个细胞#实验组分为
D#CE9.1(I

转染组*

阴性对照组*空白对照组共
'

组#每组设立
0

个平行复孔)分

别在
10

*

0/

*

-1J

后加入
;5:

试剂
1%

'

^

"孔#

'-_

的
2X<Z

1

饱和湿度孵箱中静置
$J

#酶调仪在
0(%,D

的波长下读取
ZY

值#各平行孔取平均值)实验独立重复
'

次)

@&B&P

!

9,,>P#,b

"

-.99Y

检测细胞凋亡
!

各组处理后的细

胞分别换用无血清的
Y;=;

培养基培养#以诱导凋亡)

-1J

后胰酶消化收集细胞#用
BW:

洗
1

遍#按照说明分析加入

W#,!#,

H

WQKK>?

$

1%%

'

^

&*

9,,>P#,b.B=

$

$%

'

^

&和
-.99Y

$

2

'

^

&避光孵育
$2D#,

#最后加入
'%%

'

^>,!#,

H

WQKK>?

#上机检

测细胞凋亡的变化)

@&C

!

统计学处理
!

数据采用
6?I

M

JBI!B?#+D2

统计软件进行

处理#以
.d;

表示#两组组间比较行
'

检验#多组间比较采用

单因素方差分析#均数间两两比较采用
K

检验#以
!

$

%&%2

为

差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

C5.B<C

检测
D#CE9.1(I

的表达
!

经
C5.B<C

检测结

果得出
D#CE9.1(I

表达在
999

中比正常人低#差异有统计

学意义$

!

$

%&%$

&#见图
$

)

图
$

!!

C5.B<C

检测
999

与正常人

D#CE9.1(I

的表达

A&A

!

D#CE9.1(I

重组慢病毒载体在腹主动脉瘤细胞中的绿

色荧光蛋白表达及转染效率的检测
!

将
;<:.<;b.D#CE9.

1(I

质粒转染入人腹主动脉瘤细胞#在荧光显微镜下观察荧光

表达情况$图
1

&)取
'

个视野下平均转染效率达$

-0&12d

$%&%$

&

X

#说明构建的慢病毒载体高效转染人腹主动脉瘤

细胞)

A&B

!

C5.B<C

结果显示
D#CE9.1(I

表达增高
!

在慢病毒

;<:.<;b.D#CE9.1(I

载体转染腹主动脉瘤细胞第
0

天后#

)1(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



D#CE9.1(I

表达明显高于阴性对照组和空白对照组#差异有

统计学意义$

!

$

%&%2

&#如图
'

)

图
1

!!

慢病毒转染后
b:;<

荧光检测

!!

$

*

'

*

2

!

!

.IL4#,

%

1

!转染组%

0

!阴性对照组%

)

!空白对照组)

图
'

!!

C5.B<C

检测转染后
D#CE9.1(I

的表达

A&C

!

3>+4>?,.@A"4

检测
D#CE9.1(I

靶基因蛋白稳定表达
!

转染后
D#CE9.1(I

靶基因
<Ẑ $9$

蛋白表达量明显较其他

实验组增高#差异有统计学意义$

!

$

%&%2

&#见图
0

)

!!

$

!转染组%

1

!阴性对照组%

'

!空白对照组)

图
0

!!

3>+4>?,.@A"4

检测
;<:.<;b.D#CE9.1(I

转染
999.:;<

细胞后第
0

天
D#CE9.1(I

靶基因蛋白表达

A&D

!

D#CE9.1(I

对人
999.:;<

细胞增殖的影响
!

各组细

胞在处理
10

*

0/

*

-1J

后#

;5:

检测结果显示不同时间点
D#C.

E9.1(I

转染组的
ZY

值明显高于其他两组#

D#CE9.1(I

转染

组与其他两组间经单因素方差分析差异有统计学意义$

!

$

%&

%2

&#说明
D#CE9.1(I

过表达能够有效促进
b:;<

的增殖)

而阴性对照组及空白对照组间
ZY

值比较差异无统计学意义

$

!

&

%&%2

&)

表
$

!!

;5:

检测各组
8b:;<+

增殖率的改变%

ZY

值&

组别
10J 0/J -1J

转染组
%&'$1d%&%2'

"

%&20$d%&$%$

"

%&)'/d%&1%'

"

阴性对照组
%&$($d%&%'0 %&12(d%&%0/ %&')/d%&$/1

空白对照组
%&$/$d%&%1' %&1-$d%&%'- %&'00d%&$$(

!!

"

!

!

$

%&%2

#与同一时间点空白对照组比较)

A&E

!

9,,>P#,b

"

-.99Y

检测各组细胞凋亡情况
!

各组细胞

无血清培养基饥饿刺激
-1J

后#流式细胞仪检测细胞凋亡率

显示
D#CE9.1(I

转染组细胞凋亡率较其他两组明显减低#差

异有统计学意义$

!

$

%&%2

&)而阴性对照组及空白对照组间

细胞凋亡率比较差异无统计学意义$

!

&

%&%2

&)

表
1

!!

9,,>P#,b

"

-.99Y

检测各组细胞凋亡的影响%

X

&

组别
-1J

转染组
$-&)20d$&)21

"

阴性对照组
'$&-/(d$&1$$

空白对照组
1(&/($d%&(/1

!!

"

!

!

$

%&%2

#与空白对照组比较)

B

!

讨
!!

论

!!

多数
999

是无症状的#早期的发现经常伴有一些偶然因

素#如其他原因行腹部
W

超*

<5

或磁共振成像$

;CT

&检查时

被发现)但
999

一旦发生破裂导致破裂性腹主动脉瘤$

?Q

M

.

4Q?>I@!"D#,IAI"?4#LI,>Q?

O

+D

#

?999

&则是临床上病死率最

高的并发症之一#通常因为发病迅猛#不能及时得到救治)流

行病学调查显示#大约
0X

&

2X

美国人的猝死源于
?999

'

-

(

)

由此可见#

999

的早期筛查和预防其进一步发展在临床实践

中有着重要作用)

D#CE9

是一类单链小分子
CE9

#通过与靶基因的
'U.

e5C

端结合配对#在转录水平对靶基因进行表达调控#从而参

与了细胞的增殖*突变及细胞凋亡等生理病理过程'

/

(

)

C>!"GI

等'

(

(首先报道证实了人体外周血中存在大量
D#CE9

#且其以

一种非常稳定的形式存在于人体循环血中)因此#将血清中

D#CE9

作为疾病标志物的研究成为近年来的热点)

c",>+

等'

$%

(研究发现胸主动脉瘤组织中包括
D#CE9.1(I

在内的

D#CE9+

的表达水平降低#且与主动脉瘤的直径呈负相关)本

研究通过对比
999

患者及正常人群血清中
D#CE9.1(I

的表

达差异发现#前者
D#CE9.1(I

的表达显著低于正常组$

!

$

%&%2

&)这一发现为
D#CE9.1(I

成为
999

的血清标志物奠

定了基础#同时也为研究其在
999

发病过程中发挥的作用提

供了可能)

主动脉平滑肌细胞$

b:;<+

&是腹主动脉中层的主要细

胞#直接或间接地分泌弹力蛋白*胶原蛋白及其他基质蛋白主

动脉壁最重要的结构成分#对动脉弹力板层的构建和修复起重

要作用)

C"N>

等'

$$

(比较了正常*粥样硬化和
999

主动脉中

b:;<+

的凋亡情况#结果显示在
999

组织中细胞凋亡的数

量是其他两组的
'

倍以上#差异有统计学意义)由此可见#

b:;<+

增殖抑制*凋亡增加是
999

发生*发展的一个重要原

因)因此#本研究以
8b:;<+

为研究对象#意在探讨
D#CE9.

1(I

对于其体外培养环境中增殖*凋亡的影响)

慢病毒作为一种基因调控的载体#能高效*稳定地转染细

-1(0

重庆医学
1%$2

年
$1

月第
00

卷第
'2

期



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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