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［摘要］　目的：观察诱导型环氧合酶（ＣＯＸ２）抑制剂ＮＳ３９８对重组人ＣＤ４０配体（ｒｈＣＤ４０Ｌ）抑制人Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）链启动

子活性的影响，探讨ＮＳ３９８治疗ＡＳ的可能机制。方法：体外培养人血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ），人Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）链基因启

动子重组质粒ｐＣＯＬＨ２２．４和ｐＣＯＬＨ２１．６扩增和酶切鉴定后转染 ＶＳＭＣｓ，用不同浓度ｒｈＣＤ４０Ｌ（０．１、０．２、０．４μｇ／ｍｌ）、１００

μｍｏｌ／ＬＮＳ３９８以及ｒｈＣＤ４０Ｌ（０．４μｇ／ｍｌ）＋ＮＳ３９８（１００μｍｏｌ／Ｌ）作用于转染后细胞，ＥＬＩＳＡ检测各组细胞ＣＡＴ目的基因

的表达，以未加任何细胞因子或药物处理的成功转染后细胞为对照组。结果：与对照组相比，ＮＳ３９８增加ｐＣＯＬＨ２２．４、

ｐＣＯＬＨ２１．６ＣＡＴ基因的表达（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＣＤ４０Ｌ抑制Ⅰ型胶原基因启动子活性，且呈剂量依赖性，０．４μｇ／ｍｌ的ｒｈＣＤ４０Ｌ

对启动子活性抑制作用最强（Ｐ＜０．０５）；而ＮＳ３９８可以逆转０．４μｇ／ｍｌｒｈＣＤ４０Ｌ的抑制作用（Ｐ＜０．０５）。结论：ＮＳ３９８增加

Ⅰ型胶原基因启动子活性，在转录水平上促进Ⅰ型胶原的表达；ｒｈＣＤ４０Ｌ抑制人Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）链启动子活性可能与ＣＯＸ２
通路有关。
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　　ＣＤ４０ＣＤ４０Ｌ在致动脉粥样硬化（ＡＳ）炎症反应中起着

至关重要的作用，环氧合酶（ＣＯＸ）是 ＡＳ炎症反应中的一个

关键酶。研究［１］发现选择性ＣＯＸ２抑制剂可以延缓 ＡＳ进

程并对ＡＳ斑块的稳定性产生影响。胶原是ＡＳ斑块的重要

组成成分，在维持斑块稳定性方面起着重要作用，ＡＳ后期胶

原含量下降直接导致斑块由稳定变为不稳定。胶原启动子

是胶原转录合成的启动环节，前期研究［２３］已经构建了人Ⅰ
型胶原α２（Ⅰ）链基因（ＣＡＴ基因）启动子重组质粒，并讨论

了影响其活性的一些因素。本研究选取ＣＡＴ报告基因活性

较高的重组质粒ｐＣＯＬＨ２２．４和ｐＣＯＬＨ２１．６为研究对象，

进一步研究 ＣＯＸ２抑制剂（ＮＳ３９８）对重组人 ＣＤ４０配体

（ｒｈＣＤ４０Ｌ）抑制ＣＡＴ基因表达的影响，探讨 ＮＳ３９８对 ＡＳ
进程影响的可能机制。

１　材料和方法

１．１　仪器及试剂　主要仪器：超净工作台、倒置相差显微

镜、ＣＯ２培养箱、离心机、紫外分光光度计等。主要试剂：脂

质体转染试剂盒（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，ＣＡＴ

ＥＬＩＳＡ试剂盒购自Ｒｏｃｈｅ公司，ｒｈＣＤ４０Ｌ购自美国Ｒ＆Ｄ公

司，诱导型环氧合酶（ＣＯＸ２）抑制剂ＮＳ３９８购自美国Ｓｉｇｍａ
公司，限制性内切酶ＫｐｎⅠ、ＮｈｅⅠ购自Ｒｏｃｈｅ公司，人Ⅰ型

胶原 α２（Ⅰ）链 基 因 启 动 子 重 组 质 粒 ｐＣＯＬＨ２２．４ 和

ｐＣＯＬＨ２１．６由第二军医大学长征医院实验诊断科高春芳教

授提供，ｐＣＭＶＳＰ６质粒由第二军医大学免疫学教研室提供。

１．２　血管平滑肌细胞培养和鉴定　组织贴块法行人脐动脉

血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）原代培养［４５］。培养液为含１０％新

生牛血清和１０％胎牛血清的ＤＭＥＭ，待细胞长成“峰谷”交

错的致密细胞层，可进行传代培养。ＶＳＭＣ的鉴定：倒置相

差显微镜观察活细胞的形态和生长方式；抗α肌动蛋白免疫

细胞化学染色［６］鉴定细胞。取第３～６代ＶＳＭＣ用于后续实

验。

１．３　ｐＣＯＬＨ２２．４和ｐＣＯＬＨ２１．６的转化、扩增和鉴定　常

规制备ＪＭ１０９大肠杆菌的感受态细菌并转化ｐＣＯＬＨ２２．４
和ｐＣＯＬＨ２１．６质粒；质粒ｐＣＯＬＨ２２．４和ｐＣＯＬＨ２１．６的扩

增与抽提按华舜生物公司小量柱离心式质粒抽提纯化试剂

盒操作手册进行；以特异性限制性内切酶行ｐＣＯＬＨ２２．４和

ｐＣＯＬＨ２１．６酶切鉴定；以分光光度计法定量对所提取的质

粒行核酸定量。

１．４　质粒转染人 ＶＳＭＣ及转染后处理　采用脂质体介导

的基因转染技术，以质粒ｐＣＭＶＳＰ６作为阴性对照。脂质体

转染试剂盒（Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ）购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，操作参照

说明书。将ｐＣＯＬＨ２２．４、ｐＣＯＬＨ２１．６重组质粒转染靶细

胞２４ｈ后，换用无血清培养基，ＣＯ２孵箱静置培养５ｈ，在孔

内分别加入不同浓度（０．１、０．２、０．４μｇ／ｍｌ）的ｒｈＣＤ４０Ｌ、终

浓度为１００μｍｏｌ／Ｌ的ＮＳ３９８以及ｒｈＣＤ４０Ｌ（０．４μｇ／ｍｌ）＋

ＮＳ３９８（１００μｍｏｌ／Ｌ）共同作用，并补加血清至２％，继续培

养２４ｈ后测报告基因ＣＡＴ活性。
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１．５　ＣＡＴＥＬＩＳＡ测定　参考ＣＡＴＥＬＩＳＡｋｉｔ（Ｒｏｃｈｅ）说明

书进行。所有实验重复３遍，每次２复孔。以未加入任何细

胞因子或药物孔的ＣＡＴ值为１，实验孔与之比值作为实验

孔ＣＡＴ的相对表达量。

１．６　统计学处理　数据以珚ｘ±ｓ表示，各组间比较采用方差

分析、ＳＮＫ法两两比较，Ｐ＜０．０５为差异具有统计学意义。

２　结　果

２．１　ＶＳＭＣ的鉴定　倒置相差显微镜观察活细胞的形态和

生长方式：可见ＶＳＭＣ呈梭形，平行生长，束状排列，密集与

稀疏处相互交错呈“峰谷”状（图１Ａ）。经α肌动蛋白免疫染

色，可见细胞染成棕黄色，染色阳性，证实为血管平滑肌细胞

（图１Ｂ）。

图１　人脐动脉ＶＳＭＣ的鉴定（×４００）

Ａ：倒置相差显微镜；Ｂ：抗α肌动蛋白免疫细胞化学染色

２．２　转染及处理后细胞ＣＡＴ报告基因的表达　由表１可

知，ＮＳ３９８可以增加ｐＣＯＬＨ２２．４、ｐＣＯＬＨ２１．６ＣＡＴ基因的

表达（Ｐ＜０．０５）；ｒｈＣＤ４０Ｌ可以抑制Ⅰ型胶原基因启动子活

性，且呈剂量依赖性，０．４μｇ／ｍｌ的ｒｈＣＤ４０Ｌ对启动子活性

抑制作用最强，有明显统计学差异（Ｐ＜０．０５）；而 ＮＳ３９８可

以逆转此种表达抑制作用（Ｐ＜０．０５）。结果提示 ＮＳ３９８增

加Ⅰ型胶原基因启动子活性，在转录水平上诱导Ⅰ型胶原的

表达。

表１　ＮＳ３９８和ｒｈＣＤ４０Ｌ对转染

重组质粒后细胞报告基因表达的影响

（ｎ＝６，珚ｘ±ｓ）

组　别
ＣＡＴ基因的相对表达

ｐＣＯＬＨ２２．４ ｐＣＯＬＨ２１．６
对照组 １ １
ｒｈＣＤ４０Ｌ

　　０．１μｇ／ｍｌ ０．８３±０．０６ ０．８１±０．０５

　　０．２μｇ／ｍｌ ０．７４±０．０４ ０．７５±０．０７

　　０．４μｇ／ｍｌ ０．６２±０．０４ ０．６４±０．０３

ＮＳ３９８ １．５６±０．１２ １．５３±０．１１

ＮＳ３９８＋０．４μｇ／ｍｌ

　　ｒｈＣＤ４０Ｌ ０．９３±０．０６△ ０．９７±０．０４△

Ｐ＜０．０５与对照组相比；△Ｐ＜０．０５与０．４μｇ／ｍｌｒｈＣＤ４０Ｌ相比

３　讨　论

　　ＣＤ４０和ＣＤ４０Ｌ在 ＡＳ病变中高表达，尤其在易破裂的

斑块肩部及破裂的斑块中更为显著。ＣＤ４０Ｌ可促进 ＡＳ相

关细胞（如巨噬细胞、内皮细胞和血管平滑肌细胞）分泌表达

趋化因子、黏附分子、细胞因子、基质金属蛋白酶及促凝因

子，并通过ＣＤ４０诱导斑块相关细胞表达基质金属蛋白酶与

组织因子，从而诱发急性冠脉事件［７８］。除了限制病变的进

展外，抗ＣＤ４０治疗能够改变ＡＳ斑块的组成，形成能够促进

斑块稳定的形态，如减少了巨噬细胞和脂质的相对含量，并

同时增加了平滑肌细胞和胶原的含量［９］。这表明 ＣＤ４０

ＣＤ４０Ｌ系统不仅是 ＡＳ的始动因素，还是影响 ＡＳ斑块稳定

性的一个重要因素。一些研究［１０１１］发现ＣＯＸ２与斑块易损

性有关；也有研究［１２］发现给予 ＣＯＸ２抑制剂ｒｏｆｅｃｏｘｉｂ的

ＬＤＬＲ缺失小鼠，ＡＳ范围较对照组明显降低了２５％～

５０％。

　　启动子是基因转录起始所必需的一段ＤＮＡ序列，位于

结构基因的上游。启动子的激活是信号转导途径的最后一

站。Ⅰ型胶原是ＡＳ形成中细胞外基质的主要成分，其前胶

原由２条α１链和１条α２链构成，由α１（Ⅰ）和α２（Ⅰ）基因共

同编码。高春芳等［２３］前期构建了一组人Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）链

基因启动子重组体，发现其中重组质粒 ｐＣＯＬＨ２２．４和

ｐＣＯＬＨ２１．６表达ＣＡＴ报告基因活性最高，所以本研究选取

这二者作为本实验的研究对象，针对启动子激活这一环节，

在转录水平研究ｒｈＣＤ４０Ｌ及 ＮＳ３９８对胶原蛋白合成的调

控。

　　Ｈｏｒｔｏｎ等［１３］发现离体情况下ＣＤ４０Ｌ完全抑制人血管

平滑肌细胞中前胶原表达，认为这种作用与胶原转录无关而

与 ＭＭＰ有关。Ｈｕｉ等［１４］发现 ＮＳ３９８诱导胶原α１（Ⅰ）表

达，而外源性 ＰＧＥ２抑制胶原 α１（Ⅰ）表达；ＴＧＦβ１ 诱导

ＣＯＸ２ｍＲＮＡ，ＣＯＸ２蛋白和ＰＧＥ２合成；外源性ＰＧＥ２显著

抑制ＴＧＦβ１ 介导的胶原α１（Ⅰ）表达。Ｈａｎ等
［１５］发现 ＮＳ

３９８逆转衰老引起的皮肤成纤维细胞中 ＣＯＸ２、ＰＧＥ２、

ＭＭＰ１、ｐ３８表达的增加和ＴＩＭＰ１、前胶原表达的降低。

　　本研究发现ｒｈＣＤ４０Ｌ抑制Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）启动子表

达，ＮＳ３９８增加Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）启动子活性，同时可以逆

转ｒｈＣＤ４０Ｌ对Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）启动子活性的抑制作用，说

明ｒｈＣＤ４０Ｌ诱导Ⅰ型胶原α２（Ⅰ）启动子表达在某种程度上

与ＣＯＸ２有关。
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