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#摘要$

!

目的
!

探讨
23$4$

及其
853

突变体对
567

%

7!701

信号通路和体外血管生成的稳定性影响及机制&方法
!

脂质体

介导质粒"
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$转染人脐静脉内皮细胞"

=>;?2

$!将
=>;?2+

细胞分为对照

组'

23$4$

组'

23$4$.853

组!

6,<#.23$4$0

组!分别取各个不同时间点评价
@6<A#

B

CD

上的各组管腔血管形成能力及新生血管的

稳定性&

EC+<CA,FD"<

法检测各组
23$4$

蛋白表达!以及
567

和
7!701

信号通路蛋白表达&结果
!

23$4$

组内皮细胞
23$4$

表

达"

$&/)G%&$4

$明显高于对照组"

%&(%G%&%)

$!差异有统计学意义"

!

$

%&%$

$#

23$4$.853

组"

$&-4G%&$)

$与
23$4$

组相比

23$4$

蛋白表达差异无统计学意义"

!

%

%&%4

$!但
6,<#.23$4$

组蛋白表达"

%&4$G%&%)

$明显下降&在
$1H@6<A#

B

CD

上
23$4$

及

其他各组之间血管生成比较差异无统计学意义"

!

%

%&%4

$&

')H

时!各组血管生成有区别&

-1H

!

23$4$

组
@6<A#

B

CD

上血管生成

明显高于其他各组!其他各组生成的血管不能维持&

23$4$

高表达促进
7!701

!

567

蛋白表达增加!

23$4$.853

组'

6,<#.23$4$

组蛋白表达则较
23$4$

组下降&结论
!

23$4$

促进
567

和
7!701

信号通路激活!促进体外血管生成并可维持生成血管的稳

定性&
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23$4$

是四跨膜蛋白超家族重要的成员之一#与整合素

的作用关系最为密切'

$.4

(

)血管形成的过程中#内皮细胞发生

极化#细胞间接触形成#

23$4$

定位在极化内皮基底膜的外

侧'

).-

(

)

23$4$

在血管生成中有重要作用#其是否通过与整合

素结合调节内皮细胞黏附影响血管的新生#以及维持新生血管

稳定性的机制并不清楚)

23$4$.853

是整合素结合缺陷的

23$4$

突变体#将破坏
23$4$

与整合素的结合#本研究通过

@6<A#

B

CD

上的管腔形成实验评价各组血管形成能力及新生血

管的稳定性维持的差异)

567

和
7!701

是血管生成过程中调

节内皮细胞增殖*迁移#促进细胞间黏附的主要信号转导分

子'

/

(

#本研究将进一步探讨
23$4$

促进血管形成及新生血管

稳定性的相关分子机制)
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作者简介%刘涛$
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&#博士#副主

任医师#主要从事冠心病介入治疗的研究)

!

#
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通讯作者#
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!
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质粒和细胞株
!9

VC"W;.23$4$

质粒由美国
XYD6H".

L6

大学张欣教授提供)

9

::;.23$4$.853

突变体采用定点

突变法构建#

9

::;.6,<#.23$4$

质粒构建采用反义核苷酸技

术将
23$4$

基因反向插入载体%已通过测序证实目的质粒的

构建)人脐静脉内皮细胞株$

=>;?2+

&购自武汉大学)

@&@&A

!

主要试剂
!

琼脂糖$

6

B

6A"+C

&*胰蛋白酶$

IA

N9

+#,

&*溴

乙啶*改良
?6

B

DC

培养基$

3@?@

&*二甲基亚砜购自美国
W#

B

.

L6

公司)

@6<A#

B

CD

*

ZJ

B

C,C.=3

转染试剂购自美国
[3

公司)

胎牛血清购自美国
\#F7"

公司)鼠抗人
23$4$

抗体$

42.$$

&由

美国
"YD6H"L6

大学张欣教授提供#

567

抗体*

7!701

抗体*

"

.67.

<#,

抗体购自美国
W6,<62AJQ

公司)化学发光试剂购自美国

]#A7C

公司)

];3Z

膜购自美国
P#KCW7#C,7C

公司)

@&@&B

!

仪器
!

超低温冰箱$

5CO7"

公司#美国&*

T:$%%'

型电

子天平$武汉医用仪器公司&*

=8.04

型恒温摇床$中科院武汉

科学仪器厂&*

3̂ V.1

电热恒温震荡水槽$上海医用电子仪器

厂&*台式高速低温离心机$

[C7YL6,

公司#美国&*微量紫外分

光光度计*电泳仪$

[#".56!

公司#美国&*微型离心机$

W#

B

L6

公

司#美国&*荧光倒置显微镜$

_#Y",

公司#日本&)

@&A

!

方法
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细胞的培养
!

=>;?2+

细胞复苏#接种至

-47L

的培养瓶中$

%&1̀

明胶铺被&#于
'-a

*

4̀ 2X

1

培养箱

中采用
3@?@

培养基培养$含
$%̀

胎牛血清&#贴壁后换液#

细胞生长融合后传代)继续培养#选取第
'

#

0

代亚融合状态

的
=>;?2+

进行实验)

@&A&A
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::;.23$4$
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::;.23$4$.853
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质粒的转染
!

=>;?2+

细胞分为对照组*

23$4$

组*

23$4$.

853

组*

6,<#.23$4$0

组)对照组采用
Z>

B

C,C.=3

及等体积

磷酸盐缓冲液$

][W

&#其余组将质粒与
Z>

B

C,C.=3

配成混合

体系$质粒终浓度为
1

$

B

"

$%%

$

P

#

Z>

B

C,C.=3

转染试剂浓度

为
)

$

P

"

$%%

$

P

&#将
$%%

$

P

体系溶于
X].Ib@.3@?@

中#混

匀后#室温下孵育
$4L#,

#置于
'-a

#

4̀ 2X

1

培养箱#待细胞

长至
-%̀

#

/%̀

密度)转染
0/H

检测目的基因蛋白的表达)

@&A&B

!

管腔形成实验检测
=>;?2+

的血管生成能力及血管

稳定性的维持
!

@6<A#

B

CD

铺
10

孔板$每孔约加入
$%%

$

P

融化

的
@6<A#

B

CD

并缓慢凝固&#实验前
$!

饥饿处理细胞$更换无血

清培养基&)调整细胞计数板浓度至每毫升
$c$%

4 个#加入

4%%

$

P

细胞悬液#

$1

*

')

*

-1H

后观察管腔形成情况)

@&A&C

!

细胞蛋白质的提取及浓度测定
!

用刮法提取各时间点

各组细胞总蛋白)各组取等量的细胞总蛋白常规电泳*转膜*

孵育%加入相应抗体#

0a

过夜后加入相应的二抗$

$d4%%%

&#

常温封闭#洗去二抗#采用电化学发光$

?2P

&在暗室中曝光%采

用灰度分析软件#分析目的条带相对吸光度值#数据用相应的

"

.67<#,

进行标准化处理)

@&A&D
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EC+<CA,FD"<

!

EC+<CA,FD"<

法检测各组
23$4$

*

567

和
7!701

蛋白表达#计算相对吸光度值)

@&B

!

统计学处理
!

采用
W]WW$-&%

统计软件进行分析#计量

资料用
/G<

表示#组间差异用单因素方差$

:_X;:

&分析#以

!

$

%&%4

为差异有统计学意义)

A

!

结
!!

果

A&@

!

23$4$

蛋白表达
!

23$4$

组$

$&/)G%&$4

&

23$4$

蛋白

表达明显高于对照组$

%&(%G%&%)

&#差异有统计学意义$

!

$

%&%$

&%

23$4$.853

组$

$&-4G%&$)

&与
23$4$

组相比
23$4$

蛋白表达差异无统计学意义$
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&#但
6,<#.23$4$

组蛋白

表达$

%&4$G%&%)

&明显下降)

A&A

!

@6<A#

B

CD

上血管生成的能力
!

在
$1H

时
@6<A#

B

CD

上

23$4$

及其他各组之间血管生成差异无统计学意义$

!
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&)

')H

时#各组血管生成有区别)但是
-1H

时#

23$4$

组
@6<A#

B

CD

上血管生成明显高于其他各组#其他各组的生成的

血管不能维持$图
$

&)显示!

23$4$

促进体外血管生成并可维

持生成血管的稳定性#而
23$4$.853

组*

6,<#.23$4$

组血管

生成和维持血管生成能力明显下降)

图
$
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@6<A#

B

CD

上类微血管管型结构形成
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!
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$
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#与对照组比较%

%

!

!

$

%&%4

#与
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组比较)

图
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567

信号通路蛋白表达

A&B

!

EC+<CA,FD"<

法检测信号通路
!

23$4$

高表达促进
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01

*

567

蛋白表达增加#

23$4$.853

组*
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达则较
23$4$

组下降$图
1

&)

23$4$

促进
7!701

*

567

信号通

路激活%

6,<#.23$4$

组
7!701

*

567

信号通路激活明显下降#

853

破坏
23$4$

引起的
7!701

#

567

信号通路激活)

B

!

讨
!!

论
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内皮细胞间黏附连接的建立是血管形成的关键环节#无论

是机体最初的血管形成还是在原有血管基础上的血管再生#均

以内皮细胞网络结构形成为前提#内皮细胞间的节点形成#是

各种不同类型血管形成的关键调节者'

(

(

)前期研究表明#

23$4$

在血管形成的过程中发挥着极为重要的作用'

$%.$1

(

)

23$4$

定位在极化内皮基底膜的外侧#可能通过与整合素相

互作用#参与整合素相关的内皮细胞
.

细胞间的黏附#调节血管

形成及稳定性维持)

本研究采用前期构建的整合素结合缺陷的
23$4$.853

突变体#以及采用反义核苷酸技术构建的
6,<#.23$4$

基因'

$'

(

)

体外内皮细胞管腔形成实验研究中证实#

23$4$

基因表达增

加#其体外血管再生能力明显增强#相同时间内#内皮细胞节点

形成数目明显高于对照组#抑制
23$4$

的表达#内皮细胞管腔

形成受到抑制)对于整合素结合缺陷的
23$4$.853

突变体

研究#本研究发现#内皮细胞管腔形成能力明显被削弱#这可能

与突变体组中内皮细胞黏附*迁移*侵袭能力被削弱有关)随

着时间的推移#

')H

#各组血管生成有区别)

-1H

后#

23$4$

高

表达组血管结构清晰完整#但其余各组新形成的血管结构均有

不同程度的破坏#以
23$4$

表达抑制组破坏最为明显)因此#

本研究认为#

23$4$

是通过与整合素结合形成复合物促进和

维持细胞黏附结构形成及黏附稳定性维持#影响内皮细胞迁

移*侵袭等血管形成的相关事件#最终促进体外内皮细胞血管

形成#维持血管稳定性的)

2!701

与
567

协同作用#参与调节血管再生中内皮细胞管

腔形成的过程'

$0.$4

(

)本研究观察到
23$4$.853

突变体*

6,<#.

23$4$

削弱了
567

*

7!701

的激活#而
23$4$

高表达的内皮细

胞#

567

*

7!701

激活明显增强)

567

*

7!701

的激活促进了细胞

间黏附连接的建立#最终促进内皮细胞血管形成#维持新生血

管的稳定性)

研究表明
23$4$

是调节内皮细胞
567

*

7!701

信号分子活

动的上游蛋白#同时还通过与整合素的相互作用促进内皮细胞

黏附连接的建立及功能完整性的维持#最终促进内皮细胞体外

管腔形成#并维持新生血管的稳定性)

参考文献

'

$

(

6̂,

B

@

#

5

N

JT

#

PCC3

#

C<6D&2"AACD6<#",+FC<MCC,<A6,+.

LCLFA6,C0P)K6L#D

N

LCLFCA4

$

I@0WZ4

&#

23$4$

#

6,!

23)'#,D#OCAK#FA"<#7

9

HC,"<

N9

C+6,!HC

9

6<#7L#

B

A6<#",

6,!#,O6+#OC76

9

67#<#C+

'

T

(

&]P"W X,C

#

1%$0

#

(

$

-

&!

C$%1/$-&

'

1

(

e6L6!6@

#

WCY#

B

J7H#^&@"DC7JD6AF6+#+"KD6L#,#,.#,<C.

B

A#,#,<CA67<#",+

'

T

(

&2JAAI"

9

@CLFA

#

1%$4

#

-)

$

1]<1

&!

0-.40&

'

'

(

=J6,

B

V

#

@#6"f

#

]6<6AA"

N

"@

#

C<6D&IC<A6+

9

6,#,23$4$

6,!#,<C

B

A#,

&

)

"

$ LC!#6<C

9

D6<CDC<.C,H6,7C!C,!"<HCD#6D

7"D",

N

K"AL#,

B

7CDD6,

B

#"

B

C,C+#+

'

T

(

&TIHA"LF=6CL"+<

#

1%$)

#

$0

$

'

&!

)%).)$/&

'

0

(

I#D

B

HL6,T

#

W7H#6

99

6ACDD#]

#

P6D[

#

C<6D&5C

B

JD6<#","K

B

D#"FD6+<"L6<JL"A.

9

A"

9

6

B

6<#,

B

7CDD+F

N

<HC#,<C

B

A#,

9

6A<.

,CA<C<A6+

9

6,#,23$4$

'

T

(

&_C"

9

D6+#6

#

1%$)

#

$/

$

'

&!

$/4.

$(/&

'

4

(
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