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ＲＮＡ干扰沉默蛋白激酶 Ｂ基因表达对移植
静脉内膜增生的影响

于维东１，胡新华２，张志深２，李铁民１，杨军２，张强１

（中国医科大学附属第一医院 １．干部诊疗科 ２．外科，辽宁 沈阳 １１０００１）

　　摘要：目的　观察纳米粒子包载的靶向蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）基因的 ｓｈＲＮＡ表达载体局部转染对大
鼠移植静脉内膜增生的影响。方法　应用聚乳酸聚乙醇酸共聚物（ＰＬＧＡ）和聚乙烯醇（ＰＶＡ）包载 ＰＫＢ
的 ＲＮＡ干扰基因载体，制备纳米级粒子混合物。建立自体颈静脉 －颈总动脉移植模型共 ７２只，随机
分成转基因组、空载体组和对照组。分别于术后３，７，１４，２８ｄ取材；常规 ＨＥ及 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ染色，用 Ｎｏｒｔｈ
ｅｒｎｂｌｏｔ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＫＢ基因的 ｍＲＮＡ及蛋白的变化，ＨＥ和 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ染色观察内膜厚度，ＴＵＮＥＬ
法观察血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）凋亡的动态变化。结果　转基因组内膜中 ＰＫＢ基因的 ｍＲＮＡ及蛋白
产物表达较其他两组明显减少（Ｐ＜０．０５）；术后 ７，１４，２８ｄ转基因组静脉内膜增生厚度较其他组明
显减少（Ｐ＜０．０１）；转基因组细胞凋亡率较其他组明显增高（Ｐ＜０．０５）。结论　纳米粒子可以作为
转基因载体；沉默 ＰＫＢ基因表达能有效地抑制自体移植静脉内膜的增生，促进 ＶＳＭＣ的凋亡。
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　　利用自体静脉行冠状动脉搭桥或肢体旁路转
流手术，目前仍然是挽救患者生命和肢体功能的

重要手段。然而，血管移植后狭窄、闭塞使手术远

期失败率高达 ３０％ ～５０％。蛋白激酶 Ｂ（ｐｒｏｔｅｉｎ
ｋｉｎａｓｅＢ，ＰＫＢ）是 １９９１年发现的一种分子质量约
为 ６０ｋＤ的蛋白激酶，属于丝氨酸／苏氨酸蛋白激
酶家族成员。ＰＫＢ是逆转录病毒 Ａｋｔ８癌基因
ｖＡｋｔ编码的蛋白产物，故也称为 Ａｋｔ［１］。ＰＫＢ是细
胞存活信号通路中的关键调节者，能促进细胞存

活及抑制细胞凋亡。为此，笔者拟构建靶向 ＰＫＢ
基因的 ＲＮＡ干扰（ＲＮＡｉ）表达载体，通过纳米粒
子包载并局部转染，观察其对移植血管内膜增生

的影响。

１　材料与方法

１．１　实验材料
Ｗｉｓｔａｒ大鼠 ７２只，雌雄不拘，体重２５０～３００ｇ，

购于中国医科大学实验动物中心。聚乳酸聚乙醇

酸（ＰＬＧＡ）、聚乙烯醇（ＰＶＡ）由中国医学科学院生
物工程研究所提供。凋亡检测试剂盒和 ＰＫＢ多克
隆抗体均为武汉博士德公司产品。

１．２　实验方法
１．２．１　ＲＮＡ干扰表达载体的构建及包装　自
ＧｅｎＢａｎｋ中 查 到 大 鼠 ＰＫＢ的 基 因 序 列 （ＮＭ＿
０３３２３０），设计软件选择 ＲＮＡ干扰片段，ＢＬＡＳＴ软
件同源性分析。短发夹环 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）序列的排
列顺序均为：ＢａｍＨＩ酶切位点 ＋反义序列 ＋Ｌｏｏｐ
＋正义序列 ＋终止信号 ＋ＨｉｎｄＩＩＩ酶切位点。具
体序列如下：ｓｈＲＮＡ，针对 １２９～１５７之间的 ２９ｂｐ
（ ＣＡＡＧＡＡＴＧＡＴＧＧＣＡＣＣＴＴＴＡＴＴＧＧＣＴＡＣＡ ） ５′
ＧＧＡＴＣＣＣＧ ＴＧＴＡＧＣＣＡＡＴＡＡＡＧＧＴＧＣＣＡＴＣＡＴＴＣＴ
ＴＧＴＴＧＡＴＡＴＣＣＧＣＡＡＧＡＡＴＧＡＴＧＧＣＡＣＣＴＴＴＡＴＴＧ
ＧＣＴＡＣＡＴＴＴＴＴＴＣＣＡＡＡＡＧＣＴＴ３′。采用 Ｔ载体克
隆、ＢａｍＨＩ及 ＸｈｏＩ双酶切，将 ｓｈＲＮＡ序列插入
ｐＬＸＩＮ载体，ＰＴ６７细胞包装重组，构建靶向 ＰＫＢ
基因的逆转录病毒 ＲＮＡ干扰载体重组质粒 ｐＬＸ
ＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ。
１．２．２　纳米微粒包载 ＤＮＡ质粒　将 ｐＬＸＩＮＰＫＢ
ｓｈＲＮＡ质粒加入适量 ＰＬＧＡ二氯甲烷溶液中，在冰
浴条件下用高速搅拌器进行乳化，形成油包水型

乳液后，再加入 ＰＶＡ水溶液，搅拌形成均一的水
包油包水乳液，于通风橱内常压下搅拌挥发有机

溶剂２ｈ后，高速离心机离心 ２０ｍｉｎ；收集沉淀，水
洗除掉游离的基因及 ＰＶＡ后，冷冻干燥。
１．２．３　纳米粒子粒径及分布的测定　采用激光

子相关光谱仪（ＰＣＳ美国 Ｂｒｏｏｋｈａｖｅｎ公司）、ＢＩ
９０００ＡＴ相关器、ＢＩ２００ＳＭ光度计及 Ｉｎｎｏｖａ３０４氩
离子激光器（美国 Ｃｏｈｅｒｅｎｔ公司）于 ２５＋０．１℃
下，进行激光光散射的测定。纳米粒子表面形态

的观察：将包装了质粒 ＤＮＡ的纳米粒子溶于蒸馏
水中，滴加于盖玻片上，自然干燥，喷金扫描。

１．２．４　载基因纳米粒子体外释放试验　称取含
ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ质粒 ＤＮＡ的纳米粒子１５．５ｍｇ，
加入 ＴＥ溶液中制成均一的悬浮液，将其放入双室
扩散池的一侧；两池之间用 ０．２２的滤膜隔开，另
一侧为接收池，存放等体积新鲜的 ＴＥ释放液，将
此双室扩散池置于 ３７℃ １３０ｒ／ｍｉｎ的恒温摇床中
进行释放实验，每 ２４小时用新鲜缓冲液更换接收
池中的释放液；更换出的样品直接用紫外分光光

度计在波长 ２６０ｎｍ处测定吸光值，计算出释放量
并绘制累积释放曲线。

１．２．５　实验动物分组、局部基因定位转染及取
材　７２只大鼠，随机分成转基因组、空载体组和
对照组，每组 ２４只。应用显微外科技术建立大鼠
自体静脉移植模型［２］：移植前将切取的颈静脉内

侧支５ｍｍ，于不同溶液中浸泡３０ｍｉｎ；切断同侧颈
总动脉，用 １１０无创缝合线将静脉段与同侧颈总
动脉断端间（端 －端吻合）。转基因组采用纳米
粒子包载的 ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ质粒溶液浸泡静
脉；空载体组用纳米粒子包载的 ｐＬＸＩＮ空质粒浸
泡静脉；对照组用生理盐水浸泡静脉。分别于术

后 ３，７，１４，２８ｄ宰杀动物切取移植静脉段，液氮
中冻存。

１．２．６　形态学观察　参照文献［２］，取部分标本

以 １０％中性福尔马林液固定过夜，石蜡包埋后
切片，作 ＨＥ染色和 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ弹力纤维染色。计算
机图像分析仪分析 Ｖｅｒｈｏｅｆｆ切片，测量内膜厚度。
１．２．７　Ｎｏｒｔｈｅｒｎ印迹检测 ＰＫＢｍＲＮＡ的表达　收
集移植静脉，提取总 ＲＮＡ，用逆转录 －聚合酶链反
应（ＲＴＰＣＲ）方法制备 ＰＫＢ的 ｃＤＮＡ探针，采用
ＰｒｉｍｅａＧｅｎｅ随机引物标记试剂盒（美国 Ｐｒｏｍｅｇａ
公司）分别进行 α３２ ＰｄＣＴＰ标记。取 ３０μｇ总
ＲＮＡ，经 １％琼脂糖 －甲醛凝胶变性电泳分离，转
移 ＲＮＡ到硝酸纤维素滤膜，４２℃条件下预杂交
３ｈ，再加入 ｃＤＮＡ探针进行杂交 １６～１８ｈ；杂交
膜先后经 ２×ＳＳＣ（０．５％ＳＤＳ），２×ＳＳＣ（０．１％
ＳＤＳ），０．１×ＳＳＣ（０．５％ＳＤＳ）和 ０．１×ＳＳＣ分别
漂洗，－７０℃放射自显影 ４８ｈ后洗片。凝胶成像
系统摄像，分析各条带吸光度值，与对应的 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ条带比较。
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１．２．８　免疫组织化学染色（免疫组化）　ＰＫＢ多
克隆抗体购自武汉博士德公司。按试剂盒说明染

色，ＤＡＢ显色。正常静脉作为对照，磷酸盐缓冲液
（ＰＢＳ）代替一抗作阴性对照。４００倍光镜观察：
细胞浆或胞核出现棕黄色颗粒为 ＰＫＢ阳性，计数
单位视野内阳性细胞占总细胞数的百分比。

１．２．９　ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡　按试剂盒说明
进行染色，ＤＡＢ显色。４００倍光镜下计数单位视
野内阳性细胞占总细胞数的百分比。

１．２．１０　免疫蛋白印迹（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）检测 ＰＫＢ
蛋白的表达　取组织加裂解液，匀浆，离心 ２０ｍｉｎ
取上清液，测蛋白浓度；以 ５０μｇ上样，经 １０％
ＳＤＳ－聚丙酰胺凝胶电泳后，将蛋白转移至硝酸纤
维素膜上，５％脱脂奶粉封闭，与 ＰＫＢ多克隆抗体
结合 １ｈ，再与二抗结合 ３０ｍｉｎ后显影，凝胶成像
仪分析结果。

１．３　统计学处理
采用 ＳＰＳＳ１０．０软件进行统计学处理。组内

差异采用方差分析，组间比较采用 ｔ检验。

２　结　果

２．１　纳米粒子的粒度、体外释放及直径的测定
制备的载 ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ质粒 ＤＮＡ纳米粒

子的粒度集中分布在 ２４５～３４７ｎｍ，平均粒度为
２８９．６ｎｍ。粒径呈窄分布，粒径大小稳定可靠，
包封效率为 ６１％，用紫外分光光度计测得 ＤＮＡ
含量为 ３．２％。粒子的体外释放开始阶段存在爆
破释放现象，约 １周后释放量开始稳定，释放曲线
缓慢上升，平稳维持释放 １６ｄ以上（图 １）。电镜
扫描观察载 ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ的纳米粒子，其直
径在 ３００ｎｍ左右（图 ２）。
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图１　载ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ纳米粒子的累积释放曲线 图２　载 ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ质粒 ＤＮＡ纳米粒子扫描电镜图
（×８０００）

２．２　移植静脉内膜的形态学改变
各组均可见移植静脉内膜增厚。术后 ３ｄ，对

照组及空载体组的内膜增生厚度与转基因组差

异无显著性意义（Ｐ＞０．０５）；术后７，１４，２８ｄ，转
基因组内膜增生程度明显低于对照组及空载体

组，差异有显著意义（Ｐ＜０．０１）；对照组及空载
体组比较差异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 １）。

表１　移植静脉内膜增生程度的比较（μｍ）

分组 移植后３ｄ 移植后７ｄ 移植后１４ｄ 移植后２８ｄ

对照 ７．９±１．８ １８．２±５．６１） ２３．９±５．３１） ２５．４±６．６１）

空载体 ８．０±２．２ １７．８±４．８１） ２４．５±５．９１） ２６．６±４．８１）

转基因 ７．５±２．３ １１．０±３．４ １６．４±４．０ １７．０±３．５

　　注：１）与转基因组相比较，Ｐ＜０．０１

２．３　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＰＫＢ的 ｍＲＮＡ表达
感染 ｐＬＸＩＮＰＫＢｓｈＲＮＡ后，ＰＫＢ的 ｍＲＮＡ表

达术后 ７，１４，２８ｄ均显著降低，以 ２８ｄ降低最为
显著，表达量降低至 １／６（图 ３）。
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图 ３　Ｎｏｒｔｈｅｒｎｂｌｏｔ检测移植血管 ＰＫＢ的 ｍＲＮＡ表达

２．４　ＰＫＢ免疫组化检测
ＰＫＢ阳性表达细胞胞浆有棕黄色颗粒状沉

淀。３组术后 ３ｄ阳性表达均较少，移植 ７ｄ表达
增多，１４～２８ｄ达高峰，此时阳性细胞分布广泛，
增生内膜及中层血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）中均可
见较多阳性表达转基因组 ＰＫＢ阳性表达在所有时
间点均较其他 ２组明显减少（Ｐ＜０．０１）（表２）。

９５
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２．５　细胞凋亡检测
移植血管的凋亡细胞百分率在术后 ７ｄ开始

增高，１４ｄ达高峰；转基因组凋亡细胞增加明显，

在术后 ７，１４，２８ｄ与空载体组和对照组之间差
异均有显著性（Ｐ＜０．０１）；空载体组与对照组差
异无显著性（Ｐ＞０．０５）（表 ２）。

表２　移植静脉ＰＫＢ表达及细胞凋亡率比较（％）

分组
ＰＫＢ

移植３ｄ 移植７ｄ 移植１４ｄ 移植２８ｄ
ＴＵＮＥＬ

移植３ｄ 移植７ｄ 移植１４ｄ 移植２８ｄ
对照 １５．８±４．２ ２１．２±６．２１） ２７．５±７．８１） ３２．８±６．６１） ７．９±２．３１） １５．４±３．２１） ２６．４±６．４１） ２３．５±６．０１）

空载体 １６．０±３．８ ２０．４±５．８１） ２８．０±７．２１） ３２．２±６．８１） ８．０±２．４１） １５．３±３．４１） ２５．５±５．８１） ２２．８±４．２１）

转基因 １４．０±４．２ １７．０±４．０ ２２．２±６．２ ２５．２±６．４ １０．０±２．０ ２７．５±６．５ ３８．０±７．６ ３５．４±６．６

　　注：１）与转基因组相比较，Ｐ＜０．０１

２．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测蛋白产物的表达
空载体组及对照组在术后 ３～７ｄ即出现

ＰＫＢ蛋白产物的表达，１４ｄ达高峰，２８ｄ有所下
降，两组之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）；转基因
组的 ＰＫＢ蛋白产物表达在术后 ３，７，１４ｄ较对照
组及空载体组明显减少，差异均有显著性（均

Ｐ＜０．０５）（图 ４）。
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图 ４　Ｗｅｓｔｅｒｎ蛋白印迹检测移植血管 ＰＫＢ蛋白产物表达

３　讨　论

纳米粒子是一种新兴的非病毒基因载体，它

可以使被包裹的 ＤＮＡ免受水解酶的降解，提高转
染基因的稳定性。本实验所用的 ＰＬＧＡ纳米粒子
具有很好的组织相容性，现已应用于临床；在人

体内其最终代谢产物为 Ｈ２Ｏ和 ＣＯ２，无任何毒
性。ＰＫＢ分子约由 ４８０个氨基酸残基组成，包含
３种哺乳动物异构体。ＰＫＢ１在大部分组织中表
达；ＰＫＢ２主要存在于胰岛素效应组织，如骨骼
肌、肝、肾和心脏；ＰＫＢ３则在睾丸和脑组织中高
表达。ＰＫＢ是细胞存活信号通路中的关键调节
者，细胞发育的不同阶段 ＰＫＢ发挥的作用可能不
相同。ＰＫＢ对未分化的胚胎干细胞的自我更新和
增殖的调节可能具有重要作用，对分化的细胞则

可能通过调节葡萄糖代谢和蛋白质合成等促进

细胞特定功能的行使；其表达异常可能导致细胞

生存状态和功能的异常改变。ＰＫＢ的研究已经成
为细胞信号转导研究领域的一个新热点［３］。ＲＮＡ
干扰也被称为基因沉寂疗法，是近年来发现和发

展起来的新型基因阻断技术，主要利用双链 ＲＮＡ
诱发对宿主细胞特异性 ＲＮＡ转录的抑制，从而抑
制特异基因的表达［４］；它具有特异性强、效率高

的特点。双链 ＲＮＡ在体内无法稳定表达而发挥
作用。研究发现小的发夹样 ＲＮＡ（ｓｈＲＮＡ）可以发
挥与双链 ＲＮＡ相同的作用。通过在哺乳动物细
胞内转染带有 ＲＮＡ聚合酶 ＩＩＩ启动子 Ｈ１或 Ｕ６的
基因，可以形成发夹样 ＲＮＡ［５］。本实验采用纳米
技术包裹反义 ＰＫＢ基因进行局部转染，通过动物
模型的在体实验研究，进一步观察反义 ＰＫＢ基因
的表达效果，以及其对自体移植静脉内膜增生程

度的影响。结果发现，ＰＫＢ的 ｍＲＮＡ及其蛋白产
物的表达明显减少，内膜增生受到显著的抑制。

本实验证实，纳米粒子作为基因载体是可行的、

有效的，而反义 ＰＫＢ基因的表达能有效抑制自体
移植静脉内膜的增生。笔者推测，其作用机制可

能是通过抑制 ＶＳＭＣ增殖、促进 ＶＳＭＣ的凋亡而
实现的［６］。故认为，ＰＫＢ可能成为防治内膜增生
或移植血管狭窄、闭塞的新的药物或基因干预靶

点；其对移植血管的狭窄或闭塞机制的研究有非

常重要的意义。
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