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!摘要"

!

目的
!

观察人主动脉夹层组织中
7

9

)*<<0).*8,+5*)802J

$

7(J

%的表达情况#并探讨其相关生物学功能&

方法
!

采用荧光定量
UOHFMU

和蛋白质印迹检测
7(J

在
#$

例主动脉夹层组织中的表达情况&通过腺病毒载体转染人主

动脉平滑肌细胞使其过表达
7(J

#采用
M,44M0138.3

P

V.8HG

$

MMVHG

%'流式细胞仪等技术明确过表达
7(J

对主动脉平滑肌细

胞增殖'凋亡的影响&

结果
!

夹层主动脉组织中
7(J

的
-U@(

和蛋白表达水平均高于正常主动脉组织&过表达
7(J

可

以抑制主动脉平滑肌细胞增殖#并促进其凋亡$

-

#

">"$

%&

结论
!

7(J

可能通过调控主动脉平滑肌细胞增殖'凋亡诱导其

丢失#进而参与主动脉夹层的发生'发展&
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主动脉夹层是一种起病急骤的危重大血管疾

病#指血流经主动脉内膜破口侵入管壁中层并沿其

延伸剥离形成假腔#年发病率约为
">"&n

%

">"En

)

#

*

&目前#与主动脉夹层疾病过程相关的具

体分子机制尚未完全阐明&在临床诊疗方面#虽然

近年来对于主动脉夹层的诊断及手术治疗水平已有

显著提高#然而其围术期死亡率仍高达
G̀

%

&È

)

!H&

*

&进一步明确主动脉夹层的疾病机制对于

未来改良其临床治疗策略具有潜在的启发意义#因

此十分必要&

血管平滑肌细胞是主动脉中层最主要的细胞成

分#在生理状态下其正常的生物学功能对维持主动

脉管壁结构的完整性和力学强度的完好性十分重

要)

E

*

&既往已有研究证实在主动脉夹层的疾病过程

中#管壁中层的血管平滑肌细胞发生了明显的丢

失)

$

*

&这种丢失被认为和病理状况下平滑肌细胞增

-

&E%

-
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月#第
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卷

殖及凋亡功能的异常密切相关)

'

*

#但其具体分子机

制尚不明确&本研究以
68*3502+(

型急性主动脉

夹层患者的临床组织标本及原代人主动脉平滑肌细

胞为研究对象#通过
UOHFMU

'蛋白质印迹法'

M,44

M0138.3

P

V.8HG

$

MMVHG

%'流式细胞仪等技术探讨了

7

9

)*<<0).*8,+5*)802J

$

7(J

%这一细胞增殖'凋亡

及分化相关基因在主动脉夹层中的表达情况及其相

关生物学功能&

$

!

材料和方法

#>#

!

一般资料
!

收集自
!"#E

年
'

月至
!"#E

年
%

月在我院胸心外科接受手术治疗的急性
68*3+502+

(

型主动脉夹层患者术中切除的病变升主动脉组织

标本作为病变组#排除马凡综合征'大动脉炎'二叶

瓣畸形患者&共收集到
#$

例患者的升主动脉标本#

其中男性
##

例#女性
E

例#平均年龄$

ED>%f#'>%

%

岁&对照组标本取自在我院及第二军医大学长征医

院进行尸检#且既往无大血管疾病史'手术史及家族

史病例的升主动脉管壁组织&共收集到
%

例#其中

男性
$

例#女性
E

例#平均年龄$

E#>!f%>'

%岁&所

有主动脉组织标本在处理时均去除外膜和内膜#仅

保留富含血管平滑肌的中层组织&所有人体标本的

收集'使用均在获得患者书面知情同意的前提下按

照我院医学伦理委员会对于人体标本应用的相关规

定进行&

#>!

!

细胞的培养及传代
!

本研究的细胞学实验采

用原代人源主动脉平滑肌细胞$

N1-*3*028.)

<-008N-1<)4,),44<

#

T(67M<

%作为研究对象#产

品购自
M*<)*+,Z.040

P

.)<

公司#同时采用该公司的

7,+.1-!&#

细胞培养基按照使用说明进行

T(67M

的培养和传代&用于实验的细胞学样品为

第
E

%

D

代&

#>&

!

荧光定量
UOHFMU

检测主动脉夹层组织中

<4?-U@(

的表达水平
!

采用
O*V*U*

公司的

F2.-,6)2.

=

8UOU,*

P

,38V.8

抽提组织及细胞的总

U@(

反转录为
)A@(

&荧光定量
FMU

采用的试剂

为
O*V*U*

公司的
6eZUF2,-.[RJG&

H

#反应仪

器为
U0)N,

公司的
X.

P

N8M

9

)4,2

*

EG"U,*4HO.-,

FMU6

9

<8,-

&

7(J

的引物序列为!

L02\*2+$bH

W(W(WMW(MW((W(WM((MMH&b

#

U,;,2<,

$bHOWMMOO MOM OMM OOW W(W OWH&b

(

#G6

2U@(

的引物序列为!

L02\*2+$bHMWW(M(MWW

(M( WW( OOW (MH&b

(

U,;,2<,$bHWM( OWM

M(W(WOMOMWOOMWH&b

&其中
#G62U@(

作

为实验内参&

#>E

!

蛋白质印迹法检测主动脉夹层组织中
7(J

蛋白表达水平
!

采用碧云天公司的核蛋白抽提试剂

盒分别制备组织及细胞学标本的核蛋白样品&每个

样本等量上样#于
#"̀

聚丙烯酰胺凝胶中依次进行

电泳'转膜'一抗及二抗孵育'显影拍照等实验流程&

蛋白 质 印 迹 中 所 使 用 的 抗 体 为
X*-.3 Z!

$

*K#$#D&$

#

(K)*-

%#

7(J

$

*K#"#!D#

#

(K)*-

%#其

中
X*-.3Z!

作为实验内参&

#>$

!

腺病毒转染与分组
!

实验中采用了同时表达

绿色荧光蛋白$

P

2,,354102,<),38

=

208,.3

#

WLF

%和

7(J

的重组腺病毒
(+H7(J

#及仅表达绿色荧光

蛋白的重组腺病毒
(+HWLF

&二者均购自上海生博

生物医药科技有限公司#其中
(+HWLF

作为对照&

腺病毒转染按常规实验流程进行操作&

#>'

!

细胞增殖实验
!

细胞增殖能力的检测采用碧

云天公司的
MMVHG

试剂盒&细胞以
E"""

个"孔的

密度接种于
%'

孔板中#

#'N

后用分别以重组腺病毒

(+H7(J

和
(+HWLF

转染细胞作为实验及对照组&

在转染后的
"

'

!E

'

EG

'

D!N

这
E

个时间点#每孔各加

入
#"

&

X

的
MMVHG

溶液#

&Da

孵育
#N

后#测量
E$"

3-

处的光密度值&实验重复
&

次&

#>D

!

细胞凋亡实验
!

细胞转染腺病毒
EGN

后#按

照凋亡检测试剂盒说明#以
FZ6

冲洗细胞#加入
FC

和
(33,[.3

+

HLCOM

荧光抗体#染色
#$-.3

后采用

流式细胞术测定凋亡率&实验重复
&

次&

#>G

!

统计学处理
!

所有数据均采用
6(6%>#&

软

件进行分析#计量资料采用
$

@f(

表示#检验水准

$

"

%为
">"$

&

C

!

结
!

果

!>#

!

主动脉夹层组织
7(J

的表达水平
!

荧光定

量
UOHFMU

结果显示#夹层患者主动脉中层
<4?

-U@(

的表达水平较正常对照组升高了约
&

倍

$

-

#

">"#

#图
#(

%&蛋白质印迹结果显示#主动脉

夹层管壁中层
7(J

蛋白表达水平较正常组织明显

-

EE%

-
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谈梦伟#等
>

人主动脉夹层组织
7

9

)*<<0).*8,+5*)802J

的表达及其生物学功能

增加$图
#Z

%&

图
$

!

主动脉夹层及正常主动脉中膜
=9V

的表达水平
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G
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201

=

<>7(J

!

7

9

)*<<0).*8,+5*)802J

!>!

!

过表达
7(J

的
T(67M<

构建
!

采用
(+H

7(J

转染状态良好的
T(67M<

使其过表达
7(J

作为实验组$

(+H7(JT(67M<

%#转染后采用荧光

显微镜观察#确定转染效率达到了
D$̀

$图
!(

%#对

照组细胞转染
(+HWLF

$

(+HWLFT(67M<

%&转染

完成
&'N

后#抽提
T(67M<

的总
U@(

及核蛋白检

测
7(J

的表达量&荧光定量
UOHFMU

结果显示#

(+H7(JT(67M<

中
<4?-U@(

水平较对照组

升高了约
!>%

倍$

-

#

">"#

#图
!Z

%&蛋白质印迹显

示#

(+H7(JT(67M<

中
7(J

蛋白的水平也较对

照组上调$图
!M

%&实验结果证实成功构建了过表

达
7(J

的
T(67M<

&

图
C

!

过表达
=9V

的
93#=9VD9L=?8

构建
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5
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ON,82*3<5,)8.03,55.).,3)
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2,*)N,+D$̀ >B2.

P

.3*4 -*

P

3.5.)*8.03

!

_#"">Z *3+ M

!
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=

2,<<.03057(J.3(+H7(JT(67M<\*<;,2.5.,+8N201

P

N

g

UOHFMU

$

,i&

#
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@f(
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*3+Y,<8,23K4088.3

P

*3*4
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#
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WLF

!

W2,,354102,<),38

=

208,.3

(

7(J

!

7

9

)*<<0).*8,+5*)802J

(

T(67M<

!

T1-*3*028.)<-008N-1<)4,),44<

!>&

!

过表达
7(J

对
T(67M<

增殖及凋亡的影

响
!

细胞增殖实验结果显示#

(+H7(J T(67M<

组在转染后
!E

'

EG

'

D!N

这
&

个时间点的增殖情况

均低于
(+HWLFT(67M<

组$图
&(

%#差异均有统

计学意义$

-

#

">"$

或
-

#

">"#

%&细胞凋亡实验结

果显示#

(+H7(JT(67M<

组的凋亡率高于对照

组$图
&Z

%#差异具有统计学意义$

-

#

">"#

%&以上

结果表明#在
T(67M<

过表达
7(J

可抑制其增殖

能力#同时促进其凋亡&

图
K

!

过表达
=9V

抑制
D9L=?8

的增殖并促进其凋亡
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本研究发现
68*3502+(

型主动脉夹层患者升

主动脉管壁中层
7(J

的表达量在
-U@(

和蛋白

水平均高于正常升主动脉&我们成功构建了可稳定

过表达
7(J

的
(+H7(JT(67M<

#并且发现在

T(67M<

中过表达
7(J

可抑制细胞增殖#同时促

进细胞凋亡&

-

$E%
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位于主动脉中层的血管平滑肌细胞是其管壁最

主要的细胞类有形成分#其功能正常是确保主动脉

具备完好力学强度的首要因素&而在某些病理状况

下其生物学行为的失调则被认为与主动脉夹层的疾

病机制密切相关&已有研究表明#可由多种因素介

导的主动脉中层平滑肌细胞的丢失#造成所谓的+中

层退行性变,及管壁机械强度降低是主动脉夹层发

生的重要病理学基础)

'HD

*

&而平滑肌细胞增殖及凋

亡功能的异常正是导致这一退行性变的重要细胞学

机制)

'

*

&为了探究参与调控上述细胞增殖及凋亡生

物学过程的具体分子机制#我们通过本研究证实

7(J

参与调控了这两个生物学过程&

7(J

是 碱 性 螺 旋
H

环
H

螺 旋 亮 氨 酸 拉 链

$

KTXTI

%转录因子家族的一员#它通过与自身或

7

9

)

等
KTXTI

家族的其他成员形成同源或异源二

聚体调控细胞增殖'凋亡与分化&有研究证实#

7(J

主要通过在转录水平的调控实现上述生物学

效应)

G

*

#其相关功能在肿瘤领域被广泛研究&

7(J

在某些恶性肿瘤中表达水平明显低于正常组织及良

性病变#且与分化程度密切相关#高分化者阳性表达

率明显高于低分化和未分化者)

%

*

#提示其具有抑癌

基因的作用&然而#目前尚无关于
7(J

在心血管

领域功能或相关疾病机制中作用的研究&本研究首

次发现
7(J

在主动脉夹层患者管壁表达增高#且

T(67M<

过表达
7(J

后可抑制细胞增殖#促进凋

亡#提示
7(J

在主动脉夹层的疾病机制中可能具

有重要作用&然而#

7(J

通过何种分子机制实现其

对
T(67M<

增殖'凋亡的调控#以及相关的下游基

因和信号通路的确认则需要后续研究加以阐明&
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