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目的
!

观察低氧和缺氧诱导因子
.$

"

"

IQW.$

"

#对
;̂)1

细胞分泌血管相关生成因子的影响$

方法
!

选用携带和干扰
IQW.$

"

基因的慢病毒转染
;̂)1

细胞!以转染携带和干扰
IQW.$

"

基因的
;̂)1

细胞分

别作为过表达组)干扰组!同时以空载病毒转染
;̂)1

细胞作为对照组!

'

组在低氧状态下培养
-12

后收集细

胞$通过荧光显微镜观察转染效率!采用
<T.LC<

法检测
IQW.$

"

和血管相关生成因子
8<U=

表达水平(

?JQK=

法检测培养上清液中血管相关生成因子蛋白水平$结果
!

慢病毒转染
;̂)1

细胞最佳感染复数"

>FQ

#

为
$%

!转染效率约
;%_

!经过嘌呤霉筛选后转染阳性细胞达
(%_

以上$干扰组人血管生成素"

=UH

#

.

#

和血管

内皮生长因子"

V?HW

#

8<U=

表达均低于过表达组!而转化生长因子"

THW

#

.

$

8<U=

表达高于对照组和过表

达组!过表达组
=UH.

#

8<U=

表达高于对照组!差异有统计学意义"

!

$

%&%;

#$培养上清液中
THW.

"

未检

测到!过表达组
=UH.

#

水平低于对照组"

!

$

%&%;

#(过表达组
V?HW

和
TUW.

"

水平高于对照组!干扰组
THW.

$

和
V?HW

水平低于对照组"

!

$

%&%;

#$干扰组
THW.

$

)

V?HW

和
TUW.

"

水平低于过表达组!差异有统计学意

义"

!

$

%&%;

#$结论
!

低氧和
IQW.$

"

可影响慢性白血病
;̂)1

细胞血管生成相关因子的表达和自分泌!但在

8<U=

表达和蛋白分泌水平上存在差异$
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骨髓中造血细胞不受控制地增殖是白血病的特

征之一&慢性白血病细胞会导致更多造血功能正常的

成熟细胞群的出现&临床进展比较慢&生存周期长-

$

.

%

目前&医学界对慢性白血病的生物学和分子遗传学有

了较深的理解&临床转化和诊治取得了重大进展-

1.'

.

%

但造血细胞中许多信号传导途径与
NC<

"

=NJ

交叉&

包括抑制信号'细胞凋亡'细胞生存及增殖信号-

0

.

%

近年研究表明&长非编码
<U= IBJC

的抑制增强了

伊马替尼诱导的慢性粒细胞性白血病#

C>J

$细胞凋

亡&

IBJC

沉默明显抑制了磷酸肌醇
.'

激酶#

LQ'̂

$

和蛋白激酶
N

#

=53

$的磷酸化&提示
IBJC

抑制后导

致伊马替尼诱导的凋亡增加与
6.>

X

6

表达的减少可

能和
LQ'̂

"

=53

途径活性的抑制有关-

;

.

%通过
<U=

干涉#

<U=#

$或小分子靶向抑制缺氧诱导因子
.$

"

#

IQW.$

"

$后&在体外抑制原始细胞集落形成&抑制肿

瘤的生长和白血病进展-

).-

.

%然而由于新血管生成过

程已被证明是持续肿瘤生长和癌症进展必需的阶段&

因此血管生成相关治疗制剂是目前临床研究的重

点-

/

.

%上述研究提示&

IQW.$

"

及信号相关通路#如

LQ'̂

"

=53

信号通路$和慢性白血病有密切的联系%

已有文献报道
C>J

患者骨髓
IQW.$

"

表达明显增

高-

(

.

%缺氧'

IQW.$

"

及
C>J

细胞分泌血管相关因子

之间的关系目前尚不清楚&本实验的目的在于观察

;̂)1

细胞分泌血管生成因子与
IQW.$

"

和缺氧之间

的关系&为高海拔缺氧环境中的白血病临床治疗提供

一定的基础依据%

!

!

材料与方法

!&!

!

材料

!&!&!

!

细胞培养
!

;̂)1

细胞由青海省人民医院血

液病研究室冻存&生长于含有
$%_

胎牛血清的
<L.

>Q$)0%

培养基#含
$%%B

"

8J

青霉素和
$%%8

M

"

J

链

霉素&

4

I

值
-&1

%

-&0

$中&

'-b

&

;_CF

1

培养箱中常

规孵育&每
1

%

'

天换液传代&分瓶传代继续培养%取

对数生长期的细胞用于后续实验%

!&!&"

!

仪器及试剂
!

细胞培养箱购自美国
T27D.

8"E#+27D

公司(全自动酶标仪购自美国
N#"T75

有限

公司#型号
?JZ/%%

$(实时荧光定量
LC<

仪器购自美

国
=N

公司#型号
=NQ-;%%

$(倒置荧光显微镜购自日

本
F:

X

8

4

A+

公司(

TD#a":<U=

提取试剂购自美国
Q,.

G#3D"

M

7,

公司(

?JQK=

试剂盒购自欣博盛有限公司%

引物的设计使用加拿大
LD78#7D

公司的
LD#87D;&%

软

件&

LC<

试剂购自北京索莱宝有限公司&

LC<

所用引

物均由上海生工生物工程技术服务有限公司合成%

细胞转染慢病毒载体购自广东赛尔飞世有限公司%

!&"

!

方法

!&"&!

!

细胞转染及分组
!

将对数生长期的
$c$%

;

细胞接种于
$1

孔板&共接种
0

个孔&培养液体积

18J

&

'-b

孵育箱中培养
$12

&待细胞铺满培养孔

)%_

时&加入含有
IQW.$

"

干扰或过表达
J7,3#G#DA+

病毒液&其中
'

个孔感染复数#

>FQ

$分别为
$%%

'

$%

和
$

(第
0

孔为空载病毒液&同时加入
$%

&

JL":

X

.

YD7,7

稀释液#终浓度
;

&

M

"

8J

$&混匀&继续培养
0/2

后加
$8J

新鲜培养基&稀释
L":

X

YD7,7

%每
0

小时观

察细胞形态&更换新鲜培养液%感染
0!

后观察荧光

表达情况&并根据细胞生长情况换液&保持细胞活性(

确定最佳感染
>FQ

为
$%

&每
$

毫升培养基加
$

&

J

嘌

呤霉素#终浓度
$

&

M

"

8J

$筛选转染的阳性细胞&根据

实际情况可以重复筛选
$

次%收集转染阳性的细胞

继续做后续实验%以转染携带和干扰
IQW.$

"

基因的

;̂)1

细胞分别作为过表达组和干扰组&同时以空载

病毒转染
;̂)1

细胞为对照组&分别给予低氧#

;_

CF

1

&

'_ F

1

$处理
-12

后收集细胞和培养上清液%

上述实验重复
'

次%

!&"&"

!

总
<U=

提取及
LC<

检测
!

收集处理后的

;̂)1

细胞&每
$c$%

) 细胞加入
$8JTD#a":

反复吹

打至细胞完全裂解&提取细胞总
<U=

%核酸蛋白测

定仪测定光密度#

=C

$

1)%

"

=C

1/%

的比值&并进行
<U=

样品的纯度与浓度测定%

<U=

纯度和浓度合格者将

<U=

反转录制备
6@U=

&逆转录体系为
0%&%

&

J

即

T"39:<U=+98

4

:7$%&%

&

J

&

0c!UTL1&;

&

J

&

F:#

M

"

!T

4

D#87D1&%

&

J

&

;cNAEE7D/&%

&

J

&焦碳酸二乙酯

#

@?LC

$

I

1

F$0&;

&

J

&

<U9+7Q,2#Y#3#",$&%

&

J

和

>.>JV1&%

&

J

%

=NQ-;%%LC<

检测仪检测
8<U=

表达&反应体系为
1%&%

&

J

&即
6@U=1&%

&

J

&

$%c

;)'

重庆医学
1%$(

年
1

月第
0/

卷第
'

期



NAEE7D1&;

&

J

&

LC<LD#87D1&%

&

J

&

!UTL1&%

&

J

&

LD78#ZT9

]

%&;

&

J

和
!!I

1

F$$&%

&

J

%扩增条件!

预变性
(;b$%8#,

&变性
(;b$;+

&退火
)%b)%

+

&共进行
0%

个循环%设置甘油醛
.'.

磷酸脱氢酶

#

H=L@I

$基因作为内参%应用
LD#87D;&%

软件设计

引物%引物序列见表
$

%

!&"&#

!

?JQK=

检测培养上清液血管相关因子水平
!

通过
?JQK=

法测定培养上清液中的人血管生成素

#

=UH

$

.

'

'

=UH.

#

'转生化长因子
.

"

#

THW.

"

$'血管

内皮生长因子#

V?HW

$和转化生长因子
.

$

#

THW.

$

$的

水平%其中
=UH.

'

'

=UH.

#

'

THW.

"

'

V?HW

实验

前不需要标本预处理&而
THW.

$

实验前需要对标本进

行
;%

倍数稀释&并给予氯化氢#

IC:

$

$%

&

J

进行预处

理
$;8#,

&加入氢氧化钠#

U9FI

$

$%

&

J

后进行后续

?JQK=

操作步骤%结果根据标准绘制标准函数和曲

线&将
=C

值换算为浓度&并将稀释样品检测浓度乘

以稀释倍数计算样品浓度%

!&#

!

统计学处理
!

采用
KLKK$(&%

统计软件进行实

验数据分析&计量资料数据以
9dN

表示&

'

组间比较

采用单因素方差分析&两组间比较采用
,0C

检验&以

!

$

%&%;

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"&!

!

细胞形态观察及转染效率
!

;̂)1

细胞经吉姆

萨染色处理后&在显微镜下细胞胞体呈圆形或椭圆

形&边缘可见瘤状突起%细胞核呈圆形或椭圆形&约

占细胞直径的
0

"

;

&染色质呈颗粒状&有聚集趋势&为

淡蓝色&核膜较清楚&胞质质量较少&呈不透明的深蓝

色&核周有淡染区%

;̂)1

细胞形态与原始红细胞形

态相似%最适
>FQ

值为
$%

&转染效率约
;%_

&经过

嘌呤霉素筛选后阳性细胞大于
(%_

&见图
$

'

1

%

表
$

!!

各基因引物序列

基因 引物序列#

;\.'\

$ 序列长度#

Y

4

$

=UH.

'

< CCH=CTTC=THTTTTCC=C= 1%

=UH.

'

K =CCHH=TTTCTCTTCCC=H= 1%

=UH.

#

< HHCH=HHTHT=HH=H==HH= 1%

=UH.

#

K TTCCTC=CHC==CCTCC=C $(

THW.

"

< HHHC=HTC=TT====THHH= 1%

THW.

"

K HCTCTHHHT=TTHTHTTHHC 1%

V?HW< T==C=CCHC==HTTCCTC= $(

V?HWK ==HHTC==C=CHCC==H= $/

THW.

$

< HHCC=H=TCCTHTCC==HC $(

THW.

$

K HTHHHTTTCC=CC=TT=HC=C 1$

H=L@I< =TC==H==HHTHHTH==HC= 1%

H=L@IK C===HHTHH=HH=HTHHHT $(

图
$

!!

;̂)1

细胞形态%吉姆萨染色&

c$%%

'

图
1

!!

'

组转染阳性细胞%吉姆萨染色&

c$%%

'

))'
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表
1

!!

低氧状态下
'

组血管生成相关因子
8<U=

水平

项目 对照组 过表达组 干扰组
6 !

=UH.

'

-&00d'&(/ 0&)0d1&)% '&/$d$&(- 1&%;) %&$-$

=UH.

#

'&('d%&)$ ;&'/d%&;(

9

$&0%d%&/$

9Y

00&'%$

$

%&%$

THW.

"

-&%1d$&10 -&;/d$&'( ;&1'd'&0; $&0-( %&1)-

THW.

$

$&/;d%&)% '&$'d$&$) 0&(;d$&$)

9Y

$$&(;$ %&%%$

V?HW -&(1d1&-- $1&1;d'&/( '&-)d'&)%

Y

)&;/$ %&%$;

!!

9

!

!

$

%&%;

&与对照组比较(

Y

!

!

$

%&%;

&与过表达组比较

表
'

!!

低氧状态下
'

组血管生成相关因子水平

项目 对照组 过表达组 干扰组
6 !

=UH.Q

#

,

M

"

8J

$

%&-)d%&11 %&/$d%&'' %&)0d%&1; %&)1- %&;0/

=UH.

#

#

,

M

"

8J

$

-'&''d$/&11 ;'&;-d/&%(

9

)'&;'d/&00 '&-;$ %&%0/

THW.

$

#

4M

"

8J

$

0($&0/d$%1&0% ;;$&1;d$$1&%1 $;-&)(d$-'&1%

9Y

$%&)$) %&%%'

V?HW

#

4M

"

8J

$

;/-&$%d'$&0( -;(&-0d$%(&0'

9

')/&)%d$%'&-(

9Y

1(&$')

$

%&%$

TUW.

"

#

4M

"

8J

$

$1&%0d$&'$ $0&('d$&/'

9

$$&'0d$&)$

Y

-&)(0 %&%%)

!!

9

!

!

$

%&%;

&与对照组比较(

Y

!

!

$

%&%;

&与过表达组比较

"&"

!

低氧状态下
IQW.$

"

和血管生成相关因子
8<.

U=

的表达比较
!

干扰组
=UH.

#

和
V?HW8<U=

表达均低于过表达组#

!

$

%&%;

$&而
THW.

$

8<U=

表达高于对照组和过表达组#

!

$

%&%;

$(过表达组

=UH.

#

8<U=

表达高于对照组&差异有统计学意义

#

!

$

%&%;

$&见表
1

'图
'

%

图
'

!!

低氧状态下
'

组血管生成相关因子
8<U=

水平

"&#

!

低氧状态下
'

组培养上清液中血管生成相关因

子水平的比较
!

培养上清液中
THW.

"

未检测到&过

表达组
=UH.

#

水平低于对照组#

!

$

%&%;

$(过表达

组
V?HW

和
TUW.

"

水平高于对照组#

!

$

%&%;

$&干

扰组
THW.

$

和
V?HW

水平低于对照组#

!

$

%&%;

$%

干扰组
THW.

$

'

V?HW

和
TUW.

"

水平低于过表达组&

差异有统计学意义#

!

$

%&%;

$&见表
'

%

#

!

讨
!!

论

!!

关于低氧和缺氧诱导因子#

IQW

$与造血的研究已

经有相关报道&主要集中在缺氧通过
IQW

相关的能量

代谢'细胞周期及免疫功能等方面影响疾病的维持和

进展-

$%.$'

.

%关于
IQW

和
C>J

细胞之间的关系有研

究提示
IQW

表达增加可以促进
N

细胞淋巴瘤
1

#

N6:.

1

$表达&抑制细胞凋亡&并促进
V?HW

的表达&诱导肿

瘤新血管生成-

)

.

%本实验结果提示&低氧和
IQW.$

"

可影响慢性白血病
;̂)1

细胞血管生成相关因子的表

达和自分泌&但在
8<U=

表达和分泌水平上存在差

异%血管生成是新血管通过已有血管萌芽形成和原

有血管纵向分隔的过程&血管新生是一种正常的生物

学过程-

$0.$;

.

%许多血管相关生成因子参与实体瘤血

管生成&目前可应用靶向药物来预防实体瘤中的血管

生成%

=,

M#

来源于内皮细胞&是血管中
T75

信号传导

的拮抗剂-

$).$-

.

%

=,

M'

和
=,

M#

是内皮细胞特异性

酪氨酸激酶受体#

T#71

$的配体&

T#71

是血管生成的基

本调节剂-

$/

.

%

=,

M#

上调导致血管通透性增加和不

稳定而引发内皮炎症和血管生成%

=,

M#

在许多肿瘤

类型的脉管系统中高表达&和肿瘤血管生成密切相

关&可作为
T#71

激动剂-

$(.1$

.

%除肿瘤外&在炎症中

=,

M#

表达增加&具有促炎作用&可通过抑制
T#71

功

能促进血管失稳和渗漏-

11.1'

.

%本实验结果提示&在低

氧下
IQW.$

"

干扰或过表达对
;̂)1

细胞分泌
=,

M'

没有影响&而
IQW.$

"

过表达使
;̂)1

细胞分泌
=,

M#

的能力下降&这表明在低氧下除
IQW.$

"

之外可能还

有其他低氧相关因素的影响&这有待进一步的验证%

V?HW

是由间充质细胞和基质细胞以旁分泌方

式产生和分泌的&它是内皮细胞的有效促分裂原和化

学引诱物-

10

.

%

V?HW

诱导恶性细胞的新血管形成并

在肿瘤细胞中高表达&是内皮增殖'迁移和存活的刺

激剂-

1;

.

%

C>J

致癌基因
NC<

"

=NJ

通过
LQ'̂

和

8TF<

途径诱导
V?HW

和
IQW.$

"

基因表达&有助于

促进血管生成-

1)

.

%本实验结果提示低氧下
IQW.$

"

干扰降低
V?HW8<U=

的表达&过表达上调
V?HW

8<U=

表达的同时促进
V?HW

蛋白分泌%既往研究

提示
K#921.LI@'.IQW.$

"

.V?HW

轴在白血病微环境

-)'
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1%$(

年
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'
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中是重要的缺氧信号传导&且与
C>J

对伊马替尼耐

药有关-

1-

.

%

IQW.$

"

抑制通过降低
V?HW

'葡萄糖转

运蛋白#

H:A3

$

.$

'磷酸甘油酸激酶#

LĤ

$和多药耐药

蛋白
L

糖蛋白#

L.

M4

$增加
;̂)1

细胞对高三尖杉酯碱

的敏感性-

1/

.

%由此可见&低氧诱导的
IQW.$

"

表达相

关的血管生成在
C>J

发病及治疗效果中的重要

意义%

THW.

"

是一种表皮生长因子受体#

?HW<

$配体&

选择性结合
?HW<

并激活
?HW<

介导的信号通路&调

节细胞增殖'分化'运动和存活-

1(

.

&

IQW

激活后&

THW.

"

的上调引起自分泌激活
?HW<

信号传导-

'%

.

%

有文献报道&组织因子通过蛋白酶激活受体
.1

#

L=<.

1

$处理的胰腺癌细胞的培养基增强了人脐静脉内皮

细胞增殖和血管形成&其被
>?̂

抑制剂
L@(/%;(

阻

断&活化的
L=<.1

通过诱导
THW.

"

和
V?HW.

"

基因

表达促进癌细胞释放
V?HW.

"

来增强肿瘤血管生成&

独立于
QĴ

"

IQW+.

"

途径-

'$

.

%本研究也提示
IQW.$

"

过表达和干扰后对
THW.

"

8<U=

的表达无明显意

义%但是&有文献报道&慢性缺氧状态下结肠腺癌

ICT.$$)

细胞中通过
H?F

数据库的微阵列生物信

息学分析鉴定了
$-

个参与血管生成的相关基因如

V?HW.=

&

K89!-

&

OA,

&白细胞介素#

QJ

$

./

&趋化因子

受体#

CeC<0

$&血小板衍生生长因子
=

#

L@HW.=

$&

THW.

"

&血管生成素样蛋白
0

#

=UHLTJ.0

$的表达明

显上调-

'1

.

%考虑体内和体外实验&以及不同细胞之间

存在差异%

THW.

$

在转录水平调节
V?HW

的基因表达间接

作用血管生成&可诱导成纤维细胞分化和活化-

''

.

%

THW.

$

和细胞外基质对人心脏成纤维细胞向肌成纤

维细胞的分化具有协同作用-

'0

.

%本研究结果提示&在

;̂)1

细胞中&

IQW.$

"

的过表达可抑制
THW.

$

8<U=

的表达&促进
THW.

$

的分泌%因此这也可能是临床上

C>J

既有血管生成&也有骨髓纤维化的原因&关于

THW.

$

在血管生成和纤维化及
C>J

中的作用的深入

研究是很有意义的%
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