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摘要　动脉平滑肌细胞 (sm oo th m u scle cell, SM C)是动脉粥样硬化 (a thero sclero sis,A S)斑块中的

主要细胞,它的增殖在A S形成过程中极其重要Λ利用体外培养的人主动脉 SM C,观察了天然高密

度脂蛋白 (na t ive h igh den sity lipop ro tein, N 2HDL )及氧化修饰HDL (ox id ized HDL , OX2HDL )对

培养人主动脉 SM C cyclin D 1 (细胞周期蛋白D 1)基因转录表达的影响Λ结果表明: (1)N 2HDL 对

SM C cyclin D 1基因表达无影响 (P > 0105) ; (2)OX2HDL 使 SM C cyclin D 1基因表达显著增强 (P <

0101) ,其表达量随时间 (2、12、24 h)延长而增加Λ上述结果表明, OX2HDL 的致A S 作用可能与其

刺激 SM C cyclin D 1基因表达增加有关Λ
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Effect of Ox ida tively M od if ied H igh D en sity L ipoprote in on Tran scr iptiona l
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Abstract　T he sm oo th m u scle cells (SM C) are the p redom inan t type of cells w ith in a thero scle2
ro t ic lesion s, and their p ro lifera t ion p lays an im po rtan t ro le in the p rocess of a thero sclero sis (A S)

genesis. U sing the estab lishm en t of p rim ary cu ltu re and subcu ltu re m ethod fo r hum an arteria l
SM C, the effects of N at ive HDL and ox id ized HDL on cyclin D 1 gene tran scrip t iona l exp ression
w ere ob served. R esu lts a re as fo llow s: (1)N 2HDL had no effects on the exp ression of cyclin D 1

gene in the cu ltu red hum an SM C (P > 0. 05) ; (2)OX2HDL p rom o ted the exp ression of cyclin D 1

gene sign if ican t ly (P < 0. 01) , the exp ression increased w ith the SM C incubat ing t im e (2, 12 and
24 hou rs)p ro longed. T hese resu lts suggest tha t the OX2HDL ’s a therogen ic ro le m ay be clo sely re2
la ted to its st im u la t ing effect on cyclin D 1 gene exp ression.
Key words　A rteria l sm oo th m u scle cell, O x id ized h igh den sity lipop ro tein, Cyclin D 1 gene exp re
ssion,A thero sclero sis

　　大量研究表明, HDL 具有抗A S 作用, 而一旦

HDL 发生氧化修饰 (OX2HDL )后即具有致A S 作

用[ 1～ 3 ]Λ最近,本室先后报道, 在高脂膳食诱发家兔

高脂血症动物模型体内和内源性高甘油三酯血症患

者体内不仅存在氧化修饰低密度脂蛋白 (OX2
LDL ) , 氧化修饰极低密度脂蛋白 (OX2VLDL ) , 而

且也存在氧化修饰高密度脂蛋白 (OX2HDL ) [ 4, 5 ]Λ说
明在某些特殊情况下活体内HDL 也可发生氧化修

饰Λ

动脉平滑肌 (SM C)是A S斑块中的主要细胞成

分,它的增殖在A S的形成过程中发挥着关键作用Λ
由于 SM C 尤其是人体动脉 SM C 体外培养较难等



原因,使有关 SM C 的研究工作受到限制Λ在所查国
内外文献中,迄今尚未见有关OX2HDL 对培养人主

动脉 SM C 细胞周期蛋白 (cyclin)D 1基因表达影响

的报道Λ我们在建立人主动脉 SM C 体外培养方法

的基础上,利用斑点杂交分析和N o rthern 转膜印迹

分析, 观察了OX2HDL 与人 SM C 保温不同时间,

cyclin D 1基因表达的变化,为探讨OX2HDL 刺激动

脉 SM C 增殖的分子机制奠定基础Λ

1　材料与方法

111　材料

核酸探针 cyclin D 1质粒与菌种由文一博士馈

赠, Α2act in 重组质粒和HB 109宿主菌由本室保存Λ
人主动脉 SM C 第 12～ 17代 (自行培养 ) Λ

DM EM 培养基 (G IBCO , BRL ) , 新生小牛血清 (成

都华西生化制品厂) ; H EPES (M erck ) ; 胰蛋白酶

(D ifco,上海化学试剂站进口分装) ; 配制消化液与

H ank 氏液所需其它试剂均为国产分析纯ΛL 2谷氨
酰胺,丙酮酸钠 (Sigm a) ; 青霉素,链霉素,庆大霉素

(华北制药厂) ;二氧化碳温育箱 (QU EN E,U SA ) 1
核糖核酸酶A , 无 RNA 酶的DNA 酶, E coR

É , H ind Ë ,核酸m arker,M O PS, Sarco syl (华美公

司) ; 地高辛DNA 标记及检测试剂盒 (宝灵曼公

司) ; 玻璃乳DNA 分离系统由本室保存; D EPC, 盐

酸胍 (Sigm a 公司) 1
112　方法

11211　核酸探针的制备及标记

Cyclin D 1和 Α2act in 重组质粒分别转化宿主菌

后,均按碱裂解法分离纯化,经相应的限制性内切酶

消化后,用玻璃乳DNA 分离法回收插入片段Λ按照
试剂盒提供的方法,采用随机引物法标记探针Λ
11212　SM C 总RNA 提取

按酸性盐酸胍2酚2氯仿一步法[ 6 ]进行Λ
11213　HDL 的制备、氧化修饰及鉴定

1121311　人血浆 HDL 的制备: 新鲜人血浆购自成

都市中心血站,人血浆HDL 采用本室张林华等[ 7 ]一

次性密度梯度超速离心法制备, 测定纯化的 HDL

蛋白质含量Λ分离的HDL 置含012% ED TA 的 PBS

透析48 hΛ超滤除菌后4℃保存Λ
1121312　HDL 的氧化修饰: HDL 氧化修饰按L a

等[ 8 ]建立的方法进行, 将 HDL ( 2 m göm l) 置 10

Λm o löL Cu2+ 的 PBS 中, 37℃温育24 h, 4℃透析除

去Cu2+ 后,除菌过滤,分装, 4℃保存备用Λ
1121313　234 nm 紫外光吸收测定: 共轭二烯 (con2

juga ted dienes CD )在234 nm 波长下,有光吸收,用

日本岛津UV 2120202型紫外分光光度仪测定光吸

收值Λ
1121314　硫代巴比妥酸反应物质 ( th iobarb itu ric

acid react ion sub stance, TBA R S)测定: 在激发光为

515 nm ,发射光为550 nm 条件下按荧光法[ 9 ]置于日

本岛津R F2510荧光分光光度仪测定荧光强度值Λ
1121315　琼脂糖凝胶脂蛋白电泳: 先用苏丹黑 B

预染天然的和氧化的HDL 组分,然后用015%琼脂

糖凝胶在70～ 80 V 下电泳20～ 30 m inΛ
11214　N 2HDL、OX2HDL 对 SM C cyclin D 1基因表

达的影响

按传代法制备 SM C 细胞悬液 (第12～ 17代细

胞) ,分别接种于8个大号培养瓶中,细胞密度104～

105öm l, 48 h 后弃去培养液,用H ank 氏液洗涤3次,

加入适量的无血清培养基 (DM EM ) , 继续培养24

h,弃DM EM ,每瓶分别加HDL 及OX2HDL 使其终

浓度为50 Λgöm l脂蛋白的3%L PD S (无脂人血清)

无血清培养基, 对照仅加3%L PD S 无血清培养基,

分别继续培养0, 2, 12, 24 h,然后按酸性盐酸胍2酚2
氯仿一步法抽提 SM C 总RNA Λ重复实验5次Λ
11215　RNA 2DNA 斑点杂交及N o rthern 杂交分

析

1121511　斑点杂交: 将10 Λg SM C 总 RNA 样品

(加等体积甲酰胺)点于尼龙膜上, 80℃烘烤2 h,与

地高辛标记的探针 (cyclin D 1和 Α2act in)杂交17 h,

杂交条件采用甲酰胺系统,地高辛标记DNA 探针Λ
漂洗, 显色完毕后, 用UV P2T ran sillum ina to r 中的

grab2it 和 Gelw o rk1D in term edia te 软件扫描系统

记录蓝色深浅Λ
1121512　N o rthern 杂交分析: SM C 总 RNA 经甲

醛变性电泳法[ 10 ]电泳分离后,将其转移到固相支持

物尼龙膜上, 再用地高辛标记的探针与之杂交Λ40

Λg RNA 经甲醛变性后,进行电泳6～ 7 h (5 V öcm ) ,

转膜18 h,以后步骤与斑点杂交分析相同Λ

2　结　　果

211　用作探针的D NA 片段的鉴定

Cyclin D 1和 Α2act in 的重组质粒用相应的限制

性核酸内切酶切割,经玻璃乳DNA 分离系统回收

插入片段Λ经1%琼脂糖凝胶电泳可见用作探针的各

种DNA 插入片段大小与文献报道一致, 其中, cy2
clin D 1基因长113 kb (E coR É ) , Α2act in 基因长018

kb (H indË酶切) ,见 F ig. 1Λ
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F ig. 1　 Separation of insert fragm ent by agaro se elec2

t ropho resis

11ΚDNA öH ind Ë m arker; 21Α2A ctin insert;

31Α2A ctinöH ind Ë ; 41Cyclin D 1 insert

51Cyclin D 1öE coR É

212　培养人 SM C总 RNA 纯度的鉴定

脂蛋白与人 SM C 分别培养2、12和24 h 后, 用

一步法提取纯化 SM C 总 RNA , 经DN ase (RN ase2
F ree)水解样品中残留的DNA , 测定 A 260 nm öA 280 nm

值为118～ 210,说明无蛋白污染,经1%琼脂糖凝胶

电泳鉴定,可见细胞总 RNA 电泳分离后呈清晰的

28S 和18S 二条区带,样品槽中无DNA 滞留, 说明

RNA 样品无降解,无细胞DNA 混杂,见 F ig. 2Λ

F ig. 2　A garo se electropho resis of to tal RNA from cultu red

hum an arterial SM C

213　OX-HDL 的鉴定

21311　琼脂糖凝胶电泳鉴定见 F ig. 3.

由 F ig. 3可见, N 2HDL 与正常人血清 HDL 电

泳迁移率一致,而OX2HDL 则明显增加Λ
21312　硫代巴比妥酸反应物质 (TBA R S)及共轭二

烯 (CD )鉴定见 T ab le 11

F ig. 3　A garo se gel electropho resis

11OX2HDL ; 21N 2HDL ; 31OX2LDL ;

41N 2LDL ; 51N o rm al hum an serum

Table 1　 Iden tificat ion of ox idized HDL by TBA R S and CD

n (TBA RS per m g p ro tein)

önmo l

A 234 nm

(CD per m g p ro tein)

N 2HDL OX2HDL N 2HDL OX2HDL

01785±01046 31478±010863 01712±01073 11938±010333

xθ±s, n= 6

3 　Compared w ith N 2HDL , P < 0101

由 T ab le 1可见, OX2HDL 的共轭二烯 (CD )在

234 nm 光吸收及OX2HDL 的 TBA R S 值均显著高

于N 2HDL (P < 0101) ΛHDL 发生了氧化修饰,分子

内共轭二烯 (CD ) 增加, 其 234 nm 光吸收值及

TBA R S 值均增加,由 F ig. 3可见, OX2HDL 电泳迁

移率显著大于N 2HDL , 表明本实验所用OX2HDL

符合要求Λ
214　OX-HDL 对培养人动脉 SM C cycl in D 1基因

表达的影响

21411　斑点杂交分析: 将不同时间提取的细胞

RNA 样品点在尼龙膜的不同位置上,分别与地高辛

标记的 cyclin D 1基因片段以及 Α2act in 内标探针进

行斑点杂交Λ采用计算机扫描分析系统对每个样品
杂交信号进行扫描分析,所得 cyclin D 1基因表达强

度值见 T ab le 2.

从 T ab le 2可见:

1)未加脂蛋白对照组的 SM C cyclin D 1基因均

有一定量的表达,说明 cyclin D 1基因在维持人动脉

SM C 的正常生长及功能具有一定作用Λ
2) HDL 对 SM C cyclin D 1基因相对含量无影

响,说明N 2HDL 对 cyclin D 1基因表达无影响Λ
3)OX2HDL 使 SM C cyclin D 1基因表达增加,

cyclin D 1基因 m RNA 含量 2 h 开始增加 ( P <
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0101) , 以后逐渐上升, 至24 h 达到峰值, 与对照组 比较增加了2167倍 (P < 0101) Λ

Table 2　Effect of OX2HDL on cyclin D 1 gene exp ression in hum an cu ltu red arteria l SM C

(relat ive scann ing in tensionöΛg RNA , xθ±s)

N o
Contro l N 2HDL OX2HDL

0 h 2 h 12 h 24 h 0 h 2 h 12 h 24 h 0 h 2 h 12 h 24 h

1 912 1102 1130 951 859 983 1031 1041 1040 1813 2541 3852

2 1032 1192 1071 1049 1039 1009 1181 1180 992 1725 2635 3902

3 1123 1040 1078 1091 1007 1152 913 1183 1121 1941 2712 3841

4 1089 1004 1009 1101 1101 1146 1030 1032 1035 1885 2649 3782

xθ±s 1039±92 1084±82 1071±49 1048±48 1010±86 1072±89 1038±109 1109±83 1047±53
1841±

93141) , 2)

2834±

701) , 2)

3844±

491) , 2)

1) 1Compared w ith the contro l group , P < 0101; 2). Compared w ith“0”h group , P < 0101

21412　N o rthern 杂交分析: 将 N 2HDL 和 OX2
HDL 与人 SM C 分别保温2, 12和24 h 提取 SM C 的

总RNA ,将其进行转移电泳后, m RNA 吸附在尼龙

膜上,分别与地高辛标记的 cyclin D 1基因片段和 Α2

act in 内标探针进行杂交,漂洗,显色. 采用计算机扫

描分析系统对每个样品杂交信号进行扫描分析得

cyclin D 1基因m RNA 相对含量见 T ab le 3Λ

Table 3　Effect of OX2HDL on cyclin D 1 gene exp ression in hum an cu ltu red

arteria l SM C (relat ive scann ing in tensionöΛg RNA , xθ±s)

N o
Contro l N 2HDL OX2HDL

0 h 2 h 12 h 24 h 0 h 2 h 12 h 24 h 0 h 2 h 12 h 24 h

1 771 708 746 706 741 701 718 721 781 1071 1289 1621

2 704 719 721 725 750 781 729 719 721 1001 1241 1701

3 785 671 781 731 781 676 689 728 739 987 1310 1607

4 810 805 623 789 835 765 813 692 771 1043 1264 1689

xθ±s 767±45 725±56 717±67 737±35 776±42 730±50 737±53 715±15 753±27
1025±

891) , 2)

1276±

301) , 2)

1654±

471) , 2)

1) 1Compared w ith the contro l group , P < 0101; 2). Compared w ith the“0”h group , P < 0101

　　从 T ab le 3可见, N o rthern 杂交结果与斑点杂

交结果一致Λ1) HDL 对人 SM C cyclin D 1基因表达

无影响, 2)OX2HDL 刺激 SM C cyclin D 1基因显著

增加,其m RNA 相对含量2 h 明显增加, 12 h 继续

增加,到24 h 达峰值,与对照组相比,增加了1124倍

(P < 0101) Λ

3　讨　　论

大量流行病学,临床病理,动物实验研究及本室

以往研究均表明, HDL 有抗A S 作用,本研究用N 2
HDL 与 SM C 作用不同时间显示, N 2HDL 对 SM C

cyclin D 1基因表达没有影响, 表明N 2HDL 对动脉

SM C 的增殖无影响Λ
HDL 具有抗A S 的作用, 90年代以来我们及国

外研究均发现,一旦HDL 在体外氧化修饰后, OX2
HDL 即具有致A S 作用[ 2, 3, 11 ]Λ本室以往研究表明,

在高脂血症活体体内存在OX2HDL [ 12 ]Λ因此, 我们

认为在对A S 的发病机制的研究中, 不仅应注意

OX2LDL 和OX2VLDL 的作用,而且也应注意OX2
HDL 的作用Λ
迄今尚未见有关OX2HDL 对人动脉 SM C cy2

clin D 1基因表达影响研究的报道1Cyclin 为细胞周

期蛋白,参与细胞周期活动,调节细胞分裂、增殖,分

为A、B、D 和 E 几类[ 13 ] ,而 cyclin D 1又分为D 1、D 2

和D 4等几个亚类Λ1991年X iong 等[ 14 ]确定了 cyclin

D 1,它显著区别于 cyclin A、B、EΛcyclin D 1是细胞周

期蛋白的一个新家族,关于它的功能目前尚不十分

清楚Λ该蛋白在细胞周期的 G1期表达, 并与 cdc2相
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关蛋白相偶连Λ在恶性胶质瘤细胞中, cyclin D 1基因

过度表达Λ但在不同细胞中, cyclin D 1基因表达又有

很大的变异,而较高水平的表达与细胞增殖有关Λ研
究表明, 人 cyclin D 1与各类增生性疾病密切相关Λ

X iong 等[ 15 ]研究发现,在成纤维细胞中 cyclin D 1可

与胞浆多种蛋白结合,在这些蛋白质中已证明有些

是蛋白激酶如CD K2、CD K4和CKD 5等的催化亚基Λ
另外, 他们还发现可与 cyclin D 1结合的一种36 kd

的蛋白质是增殖细胞核抗原 (PCNA ) ΛSpeir等[ 16 ]合

成了能结合人 PCNA 的m RNA 的反义寡核苷酸

(15聚或18聚核苷酸)并将其转入到兔主动脉 SM C,

结果发现 PCNA 反义 RNA 能抑制 SM C 生长, 其

抑制作用有浓度依赖关系, 抑制效果可持续至少9

dΛ这表明 PCNA 可能参与 SM C 的增殖过程Λcyclin

D 1能通过结合胞浆蛋白激酶催化亚基及 PCNA ,调

节细胞周期,促进DNA 合成,引起细胞增殖Λ
本研究显示, OX2HDL 可引起人动脉 SM C 的

cyclin D 1基因表达增加 (P < 0101) Λ推测, OX2HDL

通过与 SM C 膜OX2HDL 受体结合,激活细胞内信

号传导通路活化核内原癌基因 (f os、sis、m y c 等)和

cyclin D 1基因的表达Λcyclin D 1基因是极早表达基

因, 它的表达产物可通过与胞浆 CD K2、CD K5、

CD K4、及DNA 结合蛋白及 PCNA 结合,促进DNA

合成,最终导致 SM C 增殖Λ由于 cyclin D 1基因表达

持续时间较长,能持续作用细胞24 h,且其表达产物

作用于不同蛋白激酶,提示 cyclin D 1基因的激活在

人动脉 SM C 增殖中可能发挥重要作用Λ
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