
论著!基础研究
!!

!"#

!

$%&'()(

"

*

&#++,&$)-$./'0/&1%$(&$)&%%)

+#<SR

沉默
R<F

对低氧下大鼠肺动脉平滑肌细胞活力的影响"

张
!

婕$

!金
!

泉$

!吴素玲$

!管
!

明1

#

"

$&

浙江省杭州市儿童医院内二科
!

'$%%$0

#

1&

浙江大学医学院附属杭州市第一人民医院耳鼻喉科
!

'$%%%)

$

!!

"摘要#

!

目的
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利用小干扰
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$技术干扰大鼠肺动脉平滑肌细胞"

JRDEF+

$含胱冬肽酶富集功

能域的凋亡抑制因子"

R<F

$的表达!验证
R<F

在
JRDEF+

活力变化中的作用%方法
!

体外培养
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!分

为常氧组'缺氧组'

+#<SR.S7
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缺氧组'
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缺氧组%采用
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法检测细胞活力情况!免疫

荧光染色法及
N7+37O,P:"3

检测
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在
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中的表达!
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法分别检测
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表达%结果
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低氧下
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的
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表达较
+#<SR.S7

V

93#U7a
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表达较
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R<F

参与调控低氧下大鼠
JRDEF+

生长!对
JRDEF+

活力具有一定的增强作用!可能是促凋

亡因子及抗凋亡因子共同作用的结果%
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低氧性肺动脉高压是一种慢性进行性疾病%其中

低氧是该病发生的最主要原因)肺动脉血管收缩*肺

血管重构及微血管损伤是低氧性肺动脉高压的主要

发病机制'
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)肺动脉平滑肌细胞#
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JRDEF+

$是肺动脉壁的主要

构成细胞)

JRDEF+

的增殖和凋亡平衡影响肺血管

的厚度%是肺血管重塑的主要机制之一'
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)研究低氧

性肺动脉高压的发病机制%寻找更有效安全的治疗方

法一直是研究的热点)

含胱冬肽酶富集功能域的凋亡抑制因子#

9

4

"

4

3".

+#+O7

4

O7++"OZ#3269+

4

9+7O76OY#387,3!"89#,

%

R<F

$

是一种高效及多功能的调节内外源性凋亡的抗凋亡
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蛋白'
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R<F

可以拮抗由细胞毒性药物*放射性损

伤*氧化应激反应*缺氧*细胞内
F9

1a平衡失调*内质

网应激等引起的凋亡'

;
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)由于
R<F

对于
JRDEF+

生长与肺血管重塑的影响并不明确%本研究主要通过

干扰
R<F

的表达%探讨是否影响下游反应元件的激

活%最终通过一系列内外源性抗凋亡因子的表达%使

得机体适应外界环境的变化)因此%本研究通过小干

扰
<SR

#

+89::#,37OW7O#,
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+#<SR

$技术%体外

干扰
JRDEF+R<F

的表达%检测细胞活力变化%讨论

R<F

在
JRDEF+

生长中的作用%现报道如下)
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材料与方法
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主要试剂
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胎牛血清*

BEQE

培养基*

%&1;_

胰蛋白酶
.

乙二胺四乙酸#

QB?R

$消化液购于美国

=

X

F:",7

公司&

>J?K.EQE

购于美国
f#P6"

公司&

青*链霉素#

$%%b

$购于上海碧云天生物技术公司&

<7U7O3R#!T#O+3D3O9,!6BSRD

X

,327+#+g#3

购于美

国
?27O8"T#+27OD6#7,3#W#6

公司&
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"W76398#,71%%%

购于美国
K,U#3O"

V

7,

公司&

0h

%

).

二脒基
.1.

苯基吲哚

#

BRJK

$购于#

=a@

$索莱宝公司&

TK?F

标记山羊抗

兔
K

V

f

购于美国
GB

公司&

GFR

蛋白定量试剂盒购

于南京维森特生物技术公司&吐温
1%

#

?Z77,.1%

$购

于上海生工生物工程公司&聚偏氟乙烯#

JCBT

$膜购于

美国
E#::#
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"O7

公司&
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平滑肌肌动蛋白#
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.+8""328Y+.
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$抗体*

%

.963#,

抗体*

R<F

抗体购于美国

D9,39FOY[

公司&

FFg./

购于北京普鲁顿公司)
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方法

D&E&D
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大鼠
JRDEF+

的分离*培养及分组
!

大鼠

JRDEF+

的培养和鉴定采用胶原酶
)

消化法'

(

(

)取

DB

大鼠%超净台内处死%取肺组织%分离肺内动脉血

管于磷酸盐缓冲液#

JGD

$中)分离出血管中膜%用眼

科剪将血管中膜剪碎%放入预先盛有含
%&1_

胶原酶

)

的离心管中离心%弃上清液后将沉淀组织重悬于
;

8@

含有
$%_

胎牛血清的
BEQE

培养液中%取细胞

悬液%置于培养皿中于培养箱中孵育)一般约
$

周平

滑肌细胞可从组织块中爬出%待细胞即将融合时%进

行消化传代%取
1

$

'

代细胞进行实验)将
JRDEF+

分成以下
0

组!常氧组*低氧组*

R<F.+#<SRa

低氧

组*

S7

V

93#U7.+#<SRa

低氧组)

D&E&E

!

免疫荧光染色法检测
R<F

*

69+

4

9+7.'

表达
!

将生长状态良好的
JRDEF+

细胞接种至
$1

孔板中%

置于
'-`

*

;_ F>

1

培养箱中培养过夜后%弃去培养

基)取细胞
JGD

洗涤
$

次%多聚甲醛固定细胞%室温

孵育
$%8#,

)

JGD

洗涤
'

次%加入含
%&1_ ?O#3",L.

$%%

%室温静置
'%8#,

)

JGD

洗涤
'

次%加入约
0%

&

@

一抗#

R<F$c$%%%

*

69+

4

9+7.'$c$%%%

*

!

.DER$c

1%%

稀释$%

0`

孵育过夜)除去未结合的一抗%

JGD

洗

涤后加入二抗%静置
'%8#,

%

JGD

洗涤)随后用
BRJK

染核
;8#,

%

JGD

洗涤%用尖镊子将玻片取出%晾干%载玻

片上滴一滴封片液)荧光显微镜下观察%拍照)

D&E&F

!

+#<SR

转染细胞
!

JRDEF+

接种于
)

孔板

中%待细胞长至
-%_

融合时%弃培养基%用
JGD

洗
'

次%无血清培养基洗
1

次%加入新的无血清培养基%将

@#

4

"W76398#,71%%%

*

R<F.+#<SR

#

R<F.+#<SR$

*

1

*

'

$或阴性对照序列#

S7#

V

93#U7.+#<SR

$分别加入细胞

中%充分混匀%培养
0/2

后%换液%进行后续实验)

R<F

的
'

个
+#<SR":#

V

"

序列见表
$

)

表
$

!!

各
+#<SR

序列

干扰基因 方向 序列#

;h.'h

$

R<F.+#<SR$

正向引物
FffRRRFffF]ff]RfRRR??

反向引物
]]]F]RFFRfFFf]]]FFf??

R<F.+#<SR1

正向引物
fRf]R]fRRfFF]]ffR]f??

反向引物
FR]FFRRffF]]FR]RF]F??

R<F.+#<SR'

正向引物
FFFRfFRRRF]f]fRfFR]??

反向引物
R]fF]FRFRf]]]fF]fff??

S7

V

93#U7.+#<SR

正向引物
]]F]FFfRRFf]f]FRFf]??

反向引物
RFf]fRFRFf]]FffRfRR??

D&E&G

!

FFg./

法检测细胞活力
!

收集细胞%将转染

0/2

的细胞用胰蛋白酶
.QB?R

消化%稀释细胞使其

浓度为
'b$%

-

"

@

)分别取
$%%

&

@

于
()

孔板培养%每

组设
'

个复孔%常氧培养过夜贴壁)在常氧或低氧条

件下将各组细胞分别培养
%

*

10

*

0/

*

-12

后%按
$c$%

体积比混合
FFg./

和无血清
BEQE

培养基%取
$%%

&

@

加入待测孔中%

'-`

*

;_ F>

1

孵育
$2

&用微板分光光

度计测定
0;%,8

波长下的吸光度#

1

$值)实验重复

'

次)

D&E&H

!

N7+37O,P:"3

!

收集各组细胞%加入细胞裂解

液%在冰上静置裂解
1%8#,

&

0`$%%%%b

V

离心
;

8#,

%取上清液%加入
1b

十二烷基硫酸钠#

DBD

$凝胶

上样缓冲液水浴#

$%%`

$变性
$%8#,

%样本备用或分

装冻存)取
1%

&

V

蛋白样品%

$%_DBD.

聚丙烯酰胺凝

胶#

JRfQ

$电泳%

$%%C

转移至
JBCT

膜%封闭液中封

闭
$2

&加入一抗'分别为
R<F

抗体#

$c$%%%

$*

%

.96.

3#,

抗体#

$c;%%

$(室温孵育
12

&洗膜&放入辣根过氧

化物酶#

=<J

$标记的羊抗兔
K

V

f

室温孵育
$2

&

JGD?

洗膜%在暗室中加
QF@

发光试剂%

L

射线胶片曝光

$

$

18#,

后显影*定影%杂交信号在图像分析系统中

进行光密度扫描)应用管家基因
%

.963#,

作为内参%其

余目的蛋白与其的比值对目的蛋白相对表达水平)

实验重复
'

次)

表
1

!!

各基因
<?.JF<

引物

目的基因 方向 序列#

;h.'h

$

产物大小

#

P

4

$

69+

4

9+7.'

正向引物
F?ffRF?fFff?R??fRfRF $%0

反向引物
FFfff?fFff?RfRf?RRfF

T9!!

正向引物
RFRR?f?ffffRfRfRF?ff $$$

反向引物
FFF??RFFFfR?FRF?FRff

G9!

正向引物
RffF??fRffRRf?FFfR?F 0()

反向引物
??f?FfFR?F?f?f??fFRf

G6:.1

正向引物
ff?fRRF?fffffRffR??f $%1

反向引物
RfRfFfR?f??f?FFRFFRf

fRBJ=

正向引物
fFRRfRfRfRffFFF?FRf -0

反向引物
?f?fRfffRfR?fF?FRf?f
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!

<?.JF<

!
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一步法提取各组细胞总
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<SR

%按照反转录试剂盒说明书步骤%合成
6BSR

)

紫外吸收法测定总
<SR

在
1)%,8

和
1/%,8

处
1

值%计算其浓度和纯度)用
JF<

扩增目的片段)以

fRBJ= 8<SR

表达水平作为内参)

JF<

反应条

件!

(0`

预变性
$%8#,

&

(0`

变性
'%+

%

;;`

退火

'%+

%

-1 `

延伸
;%+

%循环
';

次)

JF<

产物在

$&;_

$

$&/_

的琼脂糖凝胶上电泳%条带经紫外显色

灰度扫描)各基因
<?.JF<

引物见表
1

)实验重复

'

次)

D&F

!

统计学处理
!

采用
DJDD$)&%

软件分析数据%计

量资料
PdL

表示%组间比较采用单因素方差分析%两

两比较分别采用
DSg.

\

法或
A

检验%以
O

$

%&%;

为差

异有统计学意义)

E

!

结
!!

果

E&D

!

+#<SR

在
JDFEF+

中抑制
R<F

表达的效率检

测
!

常氧下%免疫荧光染色发现
R<F

在
JDFEF+

的

细胞核和细胞质内均存在表达%见图
$

)常氧下%

R<F.+#<SR

干扰后%

R<F

在
JDFEF+

中的表达水平

经
<?.

\

JF<

检测%结果显示!相对于对照细胞#未转

染
+#<SR

%常氧%

R<F

表达水平设为
$%%_

$%

R<F.

+#<SR$

%

R<F.+#<SR1

%

R<F.+#<SR'

作用后%

R<F

8<SR

的表达水平分别为#

0)&/d'&%

$

_

*#

01&)d

)&(

$

_

*#

;%&-d$%&%

$

_

%其中
R<F.+#<SR1

抑制

R<F

表达的效率最高 #图
1R

$)

N7+37O,P:"3

*免疫

荧光染色检测
R<F.+#<SR1

干扰%

R<F

在
JDFEF+

的表达水平%结果发现
R<F

在
R<F.+#<SR1

干扰后

的细胞中表达较对照细胞显著下降#图
1G

*

F

$)因此

最终选取
R<F.+#<SR1

来进行后续实验)

图
$

!!

R<F

在
JRFEF+

中表达%荧光显微镜
b/%%

&

!!

R

!

R<F8<SR

表达量被
R<F.+#<SR$

*

R<F.+#<SR1

*

R<F.+#<SR'

转染后所抑制&

G

!

N7+37O,P:"3

结果显示
R<F

表达水平在
R<F.+#<.

SR1

干扰后显著下降&

F

!免疫荧光结果显示
R<F

表达水平在
R<F.+#<SR1

干扰后显著下降)

9

!

O

$

%&%;

图
1

!!

R<F.+#<SR

抑制
R<F

在
JRDEF+

中的表达%荧光显微镜
b0%%

&
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E&E

!

R<F

对低氧下
JRDEF+

细胞活力的影响
!

FFg./

法检测细胞活力结果显示低氧明显促进

JRDEF+

活力#

O

$

%&%$

$%且呈时间依赖性%各组在
%

2

时
1

值差异无统计学意义#

O

%

%&%;

$)在低氧情况

下%

R<F.+#<SRa

低 氧 组 的
1

值 较
S7

V

93#U7.

+#<SRa

低氧组明显减弱%差异有统计学意义#

O

$

%&%;

$)见表
'

)

E&F

!

低氧下
JRDEF+

中
69+

4

9+7.'

表达水平变化及

与
R<F

的关系
!

为了进一步研究
R<F

对低氧下

JRDEF+

活力影响的机制%笔者采用免疫荧光染色检

测了
69+

4

9+7.'

在低氧作用后表达水平变化)免疫荧

光染色结果显示%低氧作用
0/2

%低氧组
69+

4

9+7.'

阳

性细胞较常氧组显著增加'#

11&0d;&1

$

_ML&

#

;&;d

$&/

$

_

()用
R<F.+#<SR

下调
R<F

表达%再低氧作

用
0/2

%免疫荧光染色结果显示
R<F.+#<SR

组与

S7

V

93#U7.+#<SR

组比较%

69+

4

9+7.'

阳性细胞显著增

加'#

;%&$d;&/

$

_ML>

#

$-&1d0&$

$

_

()结果表明%

R<F

干扰后%

JRDEF+

对低氧敏感度增加%可能与

69+

4

9+7.'

表达增加有关)见图
'

)

表
'

!!

FFg./

法测量不同分组下
JRDEF+

细胞活力情况%

PdL

(

1

值&

组别
%2 102 0/2 -12

常氧组
%&1;(d%&%%' %&1)$d%&%%1 %&1;/d%&%%1 %&1)1d%&%%'

低氧组
%&1)%d%&%%1 %&;)/d%&%%)

9

%&)(-d%&%%/

9

%&/1;d%&%$%

9

S7

V

93#U7.+#<SRa

低氧组
%&1)$d%&%%' %&;-1d%&%%;

9

%&)/-d%&%%-

9

%&/$-d%&%$$

9

R<F.+#<SRa

低氧组
%&1;(d%&%%' %&0;;d%&%%;

9P

%&;/1d%&%%)

9P

%&));d%&%%-

9P

!!

9

!

O

$

%&%;

%与常氧组比较&

P

!

O

$

%&%;

%与
S7

V

93#U7.+#<SRa

低氧组比较

图
'

!!

R<F

表达抑制后低氧条件下
JRDEF+

中
69+

4

9+7.'

表达水平变化%荧光显微镜
b/%%

&
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E&G

!

低氧下
JRDEF+

凋亡通路中多种凋亡因子表

达水平及与
R<F

的关系
!

低氧作用
0/2

后%低氧组

69+

4

9+7.'8<SR

表达水平较常氧组显著增加%且内

源性促凋亡因子
G9!

*

T9!!

表达显著增加%抗凋亡因

子
G6:.1

表达显著下降%差异均有统计学意义#

O

$

%&%;

$)

R<F.+#<SRa

低氧组与
S7

V

93#U7.+#<SRa

低氧组比较%

69+

4

9+7.'

和
T9!!

表达均显著增加%

G6:.1

表达则显著下降#

O

$

%&%;

$%而
G9!

表达无明显

变化#

O

%

%&%;

$%见图
0

)

!!

9

!

O

$

%&%;

%与常氧组比较&

P

!

O

$

%&%;

%与
S7

V

93#U7.+#<SRa

低

氧组比较

图
0

!!

R<F

表达抑制后低氧条件下凋亡因子表达水平变化

F

!

讨
!!

论

!!

低氧性肺动脉高压是由低氧血症引起的肺动脉

压力升高%是一种慢性进行性疾病%其主要病理特征

为肺动脉压力持续增高*肺动脉壁的增厚及血管肌

化%目前其治疗手段和效果有限%预后极差%常导致患

者右心心力衰竭而死亡'

$

(

)其中低氧是该病发生的

最主要原因)肺动脉血管收缩*肺血管重构及微血管

损伤是低氧性肺动脉高压的主要发病机制'

1

(

)低氧

性肺血管重建是低氧性肺动脉高压的主要病理改变%

JRDEF+

是构成肺动脉壁的主要细胞%

JRDEF+

增

殖和凋亡失衡是肺血管重塑的主要机制%而细胞活力

的变化能从侧面说明反映细胞增殖凋亡情况)

R<F

是
$((/

由
g>DQgK

等'

0

(首次发现并命名

是一种高效及多功能的调节内外源性凋亡途径的抗

凋亡因子)

R<F

含有两个功能区域!

FR<B

和
J

"

Q

%

FR<B

区同凋亡因子
69+

4

9+7

的
FR<BD

区及凋亡受

体蛋白
<RKBB

和
R

4

9W.$

具有同源性)

R<F

通过与

69+

4

9+7

或其受体蛋白之间的相互作用来调节凋亡信

号%维持其线粒体膜电位的稳定%抑制线粒体释放活

性氧'

;

(

)在心肌细胞缺血再灌注模型中%

R<F

缺陷的

小鼠%心肌细胞损伤更加显著'

).-

(

)而过表达
R<F

可

保护心肌因缺血再灌注引起的损伤'

/.(

(

)

R<F

参与细

胞程序性死亡*凋亡*迁移等行为的调控%维持线粒体

膜电位的稳定'

;

%

$%.$'

(

)

本研究发现
R<F

在
JRDEF+

表达%对于低氧性

肺动脉高压研究显示%低氧促进
JRDEF+

活力%凋亡

减少%增殖增加'

$0

(

%在肺血管重塑中发挥着重要作用%

这与本研究的研究结果相符)本研究用转染法将外

源性
+#<SR

导入
JRDEF+

构建
R<F

干扰模型%在经

过体外转染
JRDEF+

并做筛选后%选定转染效率最

好的靶点
1

#

R<F.+#<SR1

$%采用免疫荧光来检查转

染结果%结果显示
R<F

表达显著降低%说明转染模型

构建成功)研究结果显示
R<F

对
JRDEF+

活力可

能具有一定的增强作用%低氧下
JRDEF+

细胞活力

较常氧下增加)低氧下%当
R<F

受到抑制时%细胞活

力受抑制&本研究显示这一结果可能与多种因子相互

作用有关%当
R<F

表达 被抑 制时%促凋亡因子

69+

4

9+7.'

和
T9!!

表达显着增加%抗凋亡因子
G6:.1

的表达降低%而促凋亡因子
G9!

无明显变化)
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