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#摘要$
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目的
!

探讨
C*EaF

沉默凋亡抑制蛋白基因对支气管哮喘小鼠气道平滑肌增殖的影响$方法
!

将
%8

只雌性

?F_?

/

+

小鼠分为实验组和对照组!实验组构建哮喘模型!取气管和支气管进行细胞培养$对实验组和对照组培养的气道壁平滑

肌细胞分别进行分组.磷酸盐缓冲液"

1?̂

#对照组"加入
1?̂

#%错义链对照组"转染错义链#和
C*EaF

转染组"转染
C*EaF /̂'D

3*3*-

#!检测气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-

基因%

/̂'3*3*-

蛋白和
+(C

U

(C2D"

蛋白表达!检测细胞上清液中
,_D7

和人趋化因子

"

QQ_$

#水平$结果
!

E&D1QE

结果显示!实验组中
C*EaF

转染组小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-EaF

相对表达量均低于

1?̂

对照组和错义链对照组!气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-

蛋白表达量均低于
1?̂

对照组和错义链对照组!而
+(C

U

(C2D"

蛋白表

达量则高于
1?̂

对照组和错义链对照组!差异均有统计学意义"

%

$

8B8$

#*实验组中
C*EaF

转染组气道壁平滑肌细胞合成分泌

,_D7

和
QQ_$

水平均低于
1?̂

对照组和错义链对照组*

%

!

6A

细胞增殖量均低于
1?̂

对照组和错义链对照组*气道壁平滑肌细

胞
M

8

/

M

!

期比例高于
1?̂

对照组和错义链对照组!而
^

/

M

%

期比例则低于
1?̂

对照组和错义链对照组!细胞凋亡率则高于
1?̂

对照组和错义链对照组!差异均有统计学意义"

%
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8B8$

#$结论
!

C*EaF

特异性沉默
/̂'3*3*-

基因!可加速气道壁平滑肌细胞凋

亡!有效抑制细胞异常增殖及分泌功能$

#关键词$

!

支气管哮喘*

/̂'3*3*-

*气道平滑肌细胞*增殖
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支气管哮喘是呼吸科常见的气道慢性炎症性疾病!病理过

程复杂!研究认为-

!

.

!气道慢性炎症诱发气道重塑是其发病的

重要病理基础"气道重塑过程主要涉及慢性炎症所致气道壁

平滑肌细胞大量增殖和细胞外基质沉积!其中!平滑肌细胞大

量增殖在气道重塑中尤为重要-

%

.

!如何有效抑制平滑肌细胞增

殖及表型转化!有望为支气管哮喘治疗提供新的契机"存活蛋

7:!%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



白)

/̂'3*3*-

*是凋亡抑制蛋白家族中抑制凋亡作用最强的蛋

白!可通过抑制
+(C

U

(C2

激活而对细胞凋亡起负向调控!在细

胞异常增殖及恶性转化中发挥重要作用-

#

.

"已有研究表明-

6

.

!

/̂'3*3*-

参与并调控肿瘤细胞异常增殖%凋亡过程"但其在气

道平滑肌细胞增殖中的作用鲜有报道"本研究尝试采用小干

扰
EaF

)

C*EaF

*靶向沉默
/̂'3*3*-

基因!通过改变
/̂'3*3*-

基因表达观察其对气道平滑肌细胞生物学行为的影响!以期为

支气管哮喘基因靶向治疗提供基础资料"

!

!

材料与方法

!B!

!

材料
!

标准胎牛血清和鼠抗平滑肌
(

肌动蛋白单克隆抗

体均购自购自美国
*̂

J

L(

公司!胰蛋白酶液%

>;N;

高糖培养

基和
>;N;

培养液均购自
&<2'L5

公司!

&'*Y5=

总
EaF

提取

试剂盒%逆转录试剂盒和
_*

U

5C/+4*5-%888

脂质体转染试剂盒

均购自美国
,-3*4'5

J

2-

公司!

1̂

免疫组织化学试剂盒购自北

京欣兴唐生物科技有限公司!兔抗人
/̂'3*3*-

多克隆抗体购自

美国
(̂-4(Q'/Y

公司!兔抗人
MF1>b

单克隆抗体试剂盒和兔

抗人
+(C

U

(C2D"

多克隆抗体均购自福州迈新公司!细胞周期试

剂盒和凋亡试剂盒均购自美国
?2C4I*5

公司!小鼠
,_D7

和人趋

化因子)

QQ_$

,

E(-42C

*检测试剂盒均购自上海丰寿生物科技

有限公司!

C*EaF /̂'3*3*-

%阳性对照
MF1>bDC*EaF

%阴性对

照错义链均由生工生物工程)上海*股份有限公司合成"

!B"

!

方法

!B"B!

!

实验动物及分组
!

%8

只
6

!

7

周龄雌性
?F_?

,

+

小鼠

由河南省实验动物中心提供!体质量
!$

!

!:

J

!饲养于标准条

件下)温度
%#]

左右%相对湿度
$8T

!

78T

*!自由饮水及摄

食"利用随机数字表随机分为实验组和对照组!每组
!8

只"

!B"B"

!

小鼠哮喘模型的构建及处理
!

参考文献-

$

.方法构建

小鼠哮喘模型!实验组+第
!

天将
!8T

卵清清蛋白和
!8T

氢氧

化铝抗原溶液
8B%L_

进行腹腔注射致敏!

!6A

后进行超声雾

化吸入
%B$T

卵清清蛋白
#8L*-

左右诱发哮喘!等待小鼠出现

呛咳%呼吸急促%烦躁%发绀等哮喘发作症状!每间隔
!A

进行
!

次!连续进行
6%A

"对照组+第
!

天将生理盐水进行腹腔注射!

后续处理与实验组相同!仅将生理盐水替换卵清清蛋白"所有

小鼠在最后
!

次雾化处理后
!A

进行颈椎脱臼处死!取气管和

支气管进行细胞培养!对右肺中叶进行免疫组织化学染色"利

用组织贴块法对小鼠气道壁平滑肌细胞进行培养!取培养第
$

代细胞进行后续实验处理"

!B"B#

!

小鼠气道壁平滑肌细胞分组及处理
!

对实验组和对照

组培养的气道壁平滑肌细胞分别进行分组+磷酸盐缓冲液

)

1?̂

*对照组)加入
1?̂

*%错义链对照组)转染错义链*和
C*ED

aF

转染组)转染
C*EaF /̂'3*3*-

*!根据
/̂'3*3*-

基因序列及

C*EaF

设计原则!确定最佳的
C*EaF /̂'3*3*-

序列+

MQF

&&QM&QQMM&&MQMQ&

"将等量的
!i!8

7 气道壁平滑

肌细胞加入到
7

孔培养板中!放置到
#9]

恒温箱中培养!待细

胞生长达到
98T

!

:8T

融合时!将培养基换成不含血清

>;N;

行过夜培养"次日进行转染!严格按照试剂说明书进

行操作!让
C*EaF

最终浓度保持在
#8-L5=

,

_

!混匀后!放置在

#9]

恒温箱培养!

67<

后开始下面的使用"

!B"B%

!

利用逆转录
1QE

)

E&D1QE

*检测气道壁平滑肌细胞中

/̂'3*3*-LEaF

表达
!

利用
&'*Y5=

总
EaF

提取试剂盒对细

胞中总
EaF

进行提取!利用逆转录试剂盒进行逆转录为
+>D

aF

"以获得的
+>aF

为模板进行
1QE

!

/̂'3*3*-

引物序列为!

上游+

$fDFQM MMM MFM FMF QMQ FM& QQD#f

!下游+

$fD

MFQQMFMFQQMMMFQQ&MMFD#f

!以
MF1>b

作为内

参!

1QE

反应条件+

"6]

预变性
!8L*-

!

"6]

变性
%8C

!

$$]

退火
!$C

!

9% ]

延伸
#8C

!连续进行
#7

个循环"对获得的

1QE

反应产物进行琼脂糖凝胶电泳!利用
;/=4*M(/

J

2K#B!

软件对获得的电泳图像进行分析获得
/̂'3*3*-LEaF

相对表

达量"

!B"B'

!

利用蛋白免疫印迹法)

X2C42'-I=54

*对气道壁平滑肌

细胞中
/̂'3*3*-

和
+(C

U

(C2D"

蛋白表达量
!

提取培养气道壁平

滑肌细胞中总蛋白!于
6]

下
#$88'

,

L*-

离心
!$L*-

!取上清

液!保存于
\%8]

冰箱"利用
?QF

蛋白定量试剂盒对获得的

蛋白浓度进行检测!取
$8

'

J

蛋白进行十二烷基
D

聚丙烯酰胺

凝胶电泳)

>̂̂D1FMN

*并电转至硝酸纤维素膜上!用
$T

脱脂

奶粉进行封闭
!%8 L*-

!分别将一抗
/̂'3*3*-

)

!l!888

*%

+(C

U

(C2D"

)

!l$88

*及内参加入后!

6]

过夜!将二抗加入!利用

双色红外荧光扫描系统对结果进行检测!计算蛋白相对量"

!B"B&

!

采用酶联免疫吸附测定)

N_,̂F

*检测
,_D7

和
QQ_$

水

平
!

取处理后
6:<

的气道壁平滑肌细胞上清液!利用
N_,̂F

法对
,_D7

和
QQ_$

水平进行检测"

!B"BQ

!

四甲基偶氮唑盐)

;&&

*比色法对细胞增殖情况进行

检测
!

取对数期生长的气道壁平滑肌细胞!将
%88

'

_

约含

$888

个细胞接种于培养板!分别在培养
%

%

#

和
6A

后终止培

养!每次终止培养前
6<

!将
%8

'

_$L

J

,

L_

的
;&&

溶液加入

后!培养
6<

!将培养基去除后!继续往各孔加入
%88

'

_>;D

Ŝ

!振荡至结晶溶解!利用全自动酶标仪对各孔进行检测"

!B"BR

!

采用流式细胞仪对细胞凋亡情况及细胞周期进行检测

!

取对数期生长的气道壁平滑肌细胞!消化后收集细胞!用
6

]

预冷
1?̂

冲洗
#

次!利用结合缓冲液
!L_

重新悬浮细胞

)浓度
!i!8

7

*!取细胞悬液
!88

'

_

计入流式管中!并加入
%8

'

J

,

L_

碘化丙啶)

1,

*

!8

'

_

!避光条件下放置
%8L*-

!利用流

式细胞仪)购自美国
?2+@L(-Q5/=42'

公司*对细胞凋亡情况进

行检测"另取消化后细胞!用预冷的
98T

乙醇固定过夜后!离

心!收集细胞!用
1?̂

洗涤
#

次!以
!88

'

J

,

L_

加入
Ea(C2F

!

于
#9]

恒温箱孵育
%$L*-

!加入
1,$88

'

_

于
6]

下避光
%$

L*-

!利用流式细胞仪对细胞周期进行检测"

!B#

!

统计学处理
!

采用
1̂̂ %̂!B8

统计软件进行分析!计量

资料以
/gC

表示!多组间比较采用单因素方差分析!组间两两

比较采用
_̂ >D:

检验!每组实验重复进行
#

次"以
%

$

8B8$

为

差异有统计学意义"

"

!

结
!!

果

"B!

!

小鼠哮喘模型构建鉴定
!

对照组小鼠在模型构建过程中

均未出现饮食%行为%呼吸节律异常!实验组小鼠在模型构建过

程中出现了活动减少%呼吸节律不齐%急促%烦躁不安%四肢震

颤%呛咳等表现!严重的甚至出现点头呼吸及口鼻紫绀"肺组

织免疫组织化学显示!对照组小鼠气道上皮完整!未出现平滑

肌增厚%炎性细胞浸润等现象(实验组小鼠气道上皮细胞出现

破坏%炎性细胞浸润及平滑肌增厚等现象!提示构建小鼠哮喘

模型成功!见图
!

"

"B"

!

不同处理组
/̂'3*3*-

基因表达和
+(C

U

(C2D"

蛋白表达
!

E&D1QE

结果显示!实验组中
1?̂

对照组和错义链对照组小

鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-EaF

相对表达量均高于对照

组中
1?̂

对照组和
C*EaF

转染组!差异均有统计学意义)

%

$

9:!%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



8B8$

*!实验组中
C*EaF

转染组小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'D

3*3*-EaF

相对表达量均低于
1?̂

对照组和错义链对照组!差

异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*"

X2C42'-I=54

结果显示!实验

组中
1?̂

对照组和错义链对照组小鼠气道壁平滑肌细胞中

/̂'3*3*-

蛋白表达量均高于对照组中
1?̂

对照组和
C*EaF

转

染组!而
+(C

U

(C2D"

蛋白表达量则低于对照组中
1?̂

对照组和

C*EaF

转染组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!实验组中

C*EaF

转染组小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-

蛋白表达量

均低于
1?̂

对照组和错义链对照组!而
+(C

U

(C2D"

蛋白表达量

则高于
1?̂

对照组和错义链对照组!差异均有统计学意义

)

%

$

8B8$

*!见表
!

%图
!

!

#

"

!!

F

+对照组(

?

+实验组"

图
!

!!

免疫组织化学检测小鼠哮喘模型肺组织

病理改变'

bN

-

i%88

(

表
!

!!

不同处理组
/̂'3*3*-

基因表达和
+(C

U

(C2D"

!!!

蛋白表达情况'

/gC

(

组别
/̂'3*3*-EaF /̂'3*3*-

蛋白
+(C

U

(C2D"

蛋白

实验组

!

1?̂

对照组
8B"#6g8B!86

+

8B9$%g8B!#$

+

8B%!"g8B8$"

+

!

错义链对照组
8B"#"g8B!!$

+

8B9!$g8B!%9

+

8B%%9g8B876

+

!

C*EaF

转染组
8B$!#g8B8"9

(I

8B66!g8B!8#

(I

8B67%g8B89%

(I

对照组

!

1?̂

对照组
8B$%!g8B8:# 8B68%g8B8"9 8B6$!g8B897

!

错义链对照组
8B$#%g8B8"% 8B#"7g8B8"! 8B6#:g8B89!

!

C*EaF

转染组
8B$!9g8B89$ 8B#:!g8B8:$ 8B6%6g8B87"

!!

(

+

%

$

8B8$

!与
1?̂

对照组相比(

I

+

%

$

8B8$

!与错义链对照组相

比(

+

+

%

$

8B8$

!与对照组相比"

图
!

!!

E&D1QE

检测实验组和对照组中
/̂'3*3*-

基因表达

图
%

!!

X2C42'-I=54

检测实验组和对照组中

/̂'3*3*-

蛋白表达

"B#

!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和
QQ_$

水平的影响
!

实验组中
1?̂

对照组%错义链对照组和
C*EaF

转染组气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和
QQ_$

水平均高于

对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!实验组中
C*EaF

转

染组气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和
QQ_$

水平均低于

1?̂

对照组和错义链对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!见表
%

"

图
#

!!

X2C42'-I=54

检测实验组和对照组中

+(C

U

(C2D"

蛋白表达

表
%

!!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和

!!!

QQ_$

水平的影响'

/gC

-

UJ

+

L_

(

组别
,_D7 QQ_$

实验组

!

1?̂

对照组
$#"B9g%7B:

+

##9B6g%9B%

+

!

错义链对照组
$%%B:g!"B9

+

#!:B7g%!B$

+

!

C*EaF

转染组
#7"B:g6#B"

(I+

%7%B$g#$B9

(I+

对照组

!

1?̂

对照组
%89B:g%#B$ !6%B$g!:B"

!

错义链对照组
!"7B$g%8B6 !#"B7g!9B!

!

C*EaF

转染组
!:6B9g!7B" !#$B"g!$B:

!!

(

+

%

$

8B8$

!与
1?̂

对照组相比(

I

+

%

$

8B8$

!与错义链对照组相

比(

+

+

%

$

8B8$

!与对照组相比"

"B%

!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞增殖的影响
!

实验组中

1?̂

对照组%错义链对照组和
C*EaF

转染组
%

!

6A

细胞增殖

量均高于对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*(实验组中

C*EaF

转染组
%

!

6A

细胞增殖量均低于
1?̂

对照组和错义

链对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!见表
#

"

表
#

!!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞增殖的影响'

/gC

(

组别
%A #A 6A

实验组

!

1?̂

对照组
8B9"g8B!#

+

!B6!g8B!$

+

!B79g8B!%

+

!

错义链对照组
8B99g8B!!

+

!B#:g8B!#

+

!B7#g8B!8

+

!

C*EaF

转染组
8B$"g8B8"

(I+

!B86g8B!:

(I+

!B6!g8B!!

(I+

对照组

!

1?̂

对照组
8B#7g8B!! 8B:!g8B!" !B!9g8B%6

!

错义链对照组
8B#6g8B8" 8B9"g8B!9 !B!6g8B%8

!

C*EaF

转染组
8B#!g8B8: 8B97g8B!$ !B!7g8B%!

!!

(

+

%

$

8B8$

!与
1?̂

对照组相比(

I

+

%

$

8B8$

!与错义链对照组相

比(

+

+

%

$

8B8$

!与对照组相比"

"B'

!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞周期及细胞凋亡的影响

!

实验组中
1?̂

对照组和错义链对照组气道壁平滑肌
M

8

,

M

!

::!%

重庆医学
%8!7

年
7

月第
6$

卷第
!7

期



期比例显著低于对照组!而
^

,

M

%

期比例则高于对照组!差异

均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!实验组中
C*EaF

转染组气道壁平

滑肌细胞
M

8

,

M

!

期比例高于
1?̂

对照组和错义链对照组!而

^

,

M

%

期比例则低于
1?̂

对照组和错义链对照组!差异均有统

计学意义)

%

$

8B8$

*(实验组中
1?̂

对照组和错义链对照组细

胞凋亡率均低于对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!实

验组中
C*EaF

转染组细胞凋亡率则高于
1?̂

对照组和错义链

对照组!差异均有统计学意义)

%

$

8B8$

*!见表
6

"

表
6

!!

不同处理组对气道壁平滑肌细胞周期及细胞

!!!

凋亡的影响'

/gC

-

T

(

组别
细胞周期

M

8

,

M

!

期
^

,

M

%

期
细胞凋亡率

实验组

!

1?̂

对照组
$!B:g$B9

+

69B%g6B#

+

#B7g!B#

+

!

错义链对照组
$8B"g$B#

+

6$B"g#B"

+

#B#g!B!

+

!

C*EaF

转染组
7%B%g9B%

(I

##B:g6B!

(I

"B6g!B9

(I

对照组

!

1?̂

对照组
79B:g7B" #:B9g7B% :B!g!B%

!

错义链对照组
7$B9g9B# #$B"g$B9 :B6g!B6

!

C*EaF

转染组
7#B6g7B$ #6B7g$B$ :B"g!B$

!!

(

+

%

$

8B8$

!与
1?̂

对照组相比(

I

+

%

$

8B8$

!与错义链对照组相

比(

+

+

%

$

8B8$

!与对照组相比"

#

!

讨
!!

论

!!

支气管哮喘作为一种气道炎症%重塑%高反应性的慢性进

展性疾病!气道壁平滑肌细胞在气道重塑过程中发挥重要作

用!不仅体现在细胞本身大量增殖及肥大!而且出现表现改变!

分泌细胞因子的能力增加!而细胞因子又会促进气道壁平滑肌

细胞增殖及分泌-

$D7

.

"

/̂'3*3*-

作为一种凋亡抑制蛋白!可结

合细胞周期调控因子
Q>̀ 6

!激活
Q>̀ %

,

+

0

+=*-N

!并使
EI

发

生磷酸化!加入细胞由
M

!

期进入
^

期!同时!还可使
Q>̀ 6

结

合复合物中释放出
U

%!XFP!

,

Q,1!

!通过与
+(C

U

(C2

作用而对

P(C

介导的细胞凋亡进行抑制!从而加速细胞的恶性转化及异

常增殖-

9

.

"本研究有选择性的利用
EaF

干扰引起
/̂'3*3*-

基因沉默!观察其对小鼠支气管哮喘模型气道壁平滑肌细胞增

殖%凋亡及分泌功能的影响"

本研究参考有关文献-

$

.进行支气管哮喘小鼠模型构建!

结果显示!构建的模型可反应支气管哮喘实际病理过程"本研

究
E&D1QE

结果显示!实验组中
1?̂

对照组和错义链对照组

小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-EaF

相对表达量均高于对

照组中
1?̂

对照组和
C*EaF

转染组)

%

$

8B8$

*!说明在支气

管哮喘模型小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-

基因呈高表达!

从而抑制细胞凋亡而加速细胞增殖过程-

:

.

!同时!实验组中

C*EaF

转染组小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-EaF

相对表

达量均低于
1?̂

对照组和错义链对照组)

%

$

8B8$

*!说明在对

/̂'3*3*-

基因有效抑制后!小鼠气道壁平滑肌细胞中
/̂'3*3*-

基因呈低表达!进一步提示
/̂'3*3*-

与气道壁平滑肌细胞异常

增殖有关"

X2C42'-I=54

结果进一步说明!

/̂'3*3*-

蛋白在支

气管哮喘小鼠气道壁平滑肌细胞中呈高表达!而其发挥生理作

用可能通过与
+(C

U

(C2D"

蛋白相互作用而使细胞发生异常

增殖-

"

.

"

,_D7

是重要的炎性因子!其水平升高可促使
&<

向
&<%

分

化!而
&<%

功能亢进!则会加速支气管哮喘病程进展-

!8

.

!

QQ_$

则是
&<!

相关趋化因子!对嗜酸性粒细胞具有正向趋化作用!

而嗜酸性粒细胞浸润及数量与支气管哮喘发作及病情严重程

度关系密切-

!!

.

"本研究结果显示!实验组中
1?̂

对照组%错义

链对照组和
C*EaF

转染组气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和
QQ_$

水平均高于对照组)

%

$

8B8$

*!实验组中
C*EaF

转染

组气道壁平滑肌细胞合成分泌
,_D7

和
QQ_$

水平均低于
1?̂

对照组和错义链对照组)

%

$

8B8$

*!说明支气管哮喘小鼠模型

中
,_D7

和
QQ_$

水平增加!这可能与气道壁平滑肌细胞大量

合成分泌
,_D7

和
QQ_$

有关-

!%

.

!而抑制
/̂'3*3*-

基因则可减

少两者的分泌!结合本研究结果!实验组中
C*EaF

转染组
%

!

6A

细胞增殖量均低于
?̂

液对照组和错义链对照组)

%

$

8B8$

*!说明抑制
/̂'3*3*-

基因可减少气道壁平滑肌细胞!从而

减少了
,_D7

和
QQ_$

分泌"

本研究结果显示!实验组中
C*EaF

转染组
%

!

6A

细胞增

殖量均低于
1?̂

对照组和错义链对照组)

%

$

8B8$

*!实验组中

C*EaF

转染组气道壁平滑肌细胞
M

8

,

M

!

期比例高于
1?̂

对照

组和错义链对照组!而
^

,

M

%

期比例则低于
1?̂

对照组和错义

链对照组)

%

$

8B8$

*!实验组中
C*EaF

转染组细胞凋亡率则高

于
1?̂

对照组和错义链对照组)

%

$

8B8$

*!说明抑制
/̂'3*3*-

基因表达可有效抑制哮喘模型小鼠气道壁平滑肌细胞异常增

殖!并加速细胞凋亡的发生!提示
/̂'3*3*-

介导的细胞凋亡通

路在气道壁平滑肌细胞异常增殖中发挥重要作用!特异性的对

/̂'3*3*-

基因进行抑制可加速气道壁平滑肌细胞凋亡!从而阻

止支气管哮喘发生的病理基础产生-

!#

.

"

综上所述!

C*EaF

技术可特异性引起
/̂'3*3*-

基因沉默!

降低其在支气管哮喘模型小鼠气道壁平滑肌细胞中的表达!可

加速气道壁平滑肌细胞凋亡发生!有效抑制细胞异常增殖及分

泌功能!有望为进一步开展体内实验研究提供新的线索!并为

支气管哮喘的基因治疗提供新的靶位"
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融合表达时都缺乏信号识别序列!过表达无明显组织毒性!它

的合成和转运到细胞膜有可能绕过大肠埃希菌易位子复合

体-

:

.

"

;*C4*+

有紧凑的
6

个
(

螺旋结构!不同于其他膜蛋白!

这
6

个螺旋结构并不形成疏水跨膜部分!它的表面富有极性和

带电残基!有特殊的表面亲水性质!是这种表面极性而不是疏

水性促使它与细胞膜结合紧密!对膜蛋白在大肠埃希菌中的表

达起到强大的促进作用!并增加其溶解性-

!%
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"

去饱和酶均是多次跨膜的固有膜蛋白!他们的过量表达即

是进行相关研究的第一步!也是最大的瓶颈之一"本文利用遗

传工具成熟的大肠埃希菌表达系统!结合与
;*C4*+

的融合表

达!成功过量表达了
.

D#

脂肪酸去饱和酶!实现分子生物学意

义上的过量表达"此研究结果为进一步对跨膜型脂肪酸去饱

和酶的结构和功能研究奠定基础!为改造出一个高活性的
.

D#

脂肪酸去饱和酶的研究奠定基础"在原核宿主中重组高效表

达
.

D#

脂肪酸去饱和酶!作用于
!:

!

%8

碳的脂肪酸底物!有效

将
.

D7

脂肪酸转变为
.

D#

脂肪酸!具有重要的医学和营养学

价值"
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