
[收稿日期] 　 ２０１７￣０６￣１９ [修回日期] 　 ２０１７￣０８￣１４
[基金项目] 　 国家自然科学基金项目(８１３００３４８)ꎻ江西省青年科学基金资助项目(２０１３２ＢＡＢ２１５０１５)ꎻ江西省卫生厅科技计

划项目(２０１４３０８４)
[作者简介] 　 俞菊梅ꎬ硕士ꎬ住院医师ꎬ主要研究方向为心血管疾病的基因治疗ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ３６３４４９５６８＠ ｑｑ.ｃｏｍꎮ 通讯作者孙

国芳ꎬ硕士ꎬ主治医师ꎬ主要研究方向为心血管疾病的基因治疗ꎬＥ￣ｍａｉｌ 为 ｌａｄｈ＿２０００＠ １６３.ｃｏｍꎮ

[文章编号] 　 １００７￣３９４９(２０１８)２６￣０１￣００１９￣０６ 实验研究

人剪切修复基因 Ｄ 介导 ｏｘ￣ＬＤＬ 促进 ＨＵＶＥＣ 凋亡作用

俞菊梅１ꎬ 胡利琳２ꎬ 丁 颖３ꎬ 元文峰４ꎬ 李菊香５ꎬ 孙国芳３

(１.南昌大学第一附属医院心电图室ꎬ江西省南昌市 ３３０００６ꎻ２.南昌大学医学院ꎬ江西省南昌市 ３３０００６ꎻ
３.南昌大学第二附属医院心电诊断室ꎬ江西省南昌市 ３３０００６ꎻ４.江西省乐安县人民医院ꎬ

江西省抚州市 ３４４３００ꎻ５.南昌大学第二附属医院心血管内科ꎬ江西省南昌市 ３３０００６)

[关键词] 　 人剪切修复基因 Ｄꎻ　 ＲＮＡ 干扰ꎻ　 人脐静脉内皮细胞ꎻ　 氧化型低密度脂蛋白ꎻ　 细胞凋亡

[摘　 要] 　 目的　 探讨人剪切修复基因 Ｄ(ＸＰＤ)是否介导氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)促进人脐静脉内皮细胞

(ＨＵＶＥＣ)凋亡ꎮ 方法　 以 ｏｘ￣ＬＤＬ 建立 ＨＵＶＥＣ 凋亡模型ꎮ 用脂质体将 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 转染 ＨＵＶＥＣꎬ给予 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理ꎮ
实验分 ６ 组:空白对照组ꎻ阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎻＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎻｏｘ￣ＬＤＬ ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎻｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣
ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ＭＴＴ 测定细胞活力ꎻ流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周期ꎻ用 ＲＴ￣ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＸＰＤ、Ｂａｘ 和

Ｂｃｌ￣２ 的表达ꎮ 结果 　 建立 ＨＵＶＥＣ 凋亡模型 ｏｘ￣ＬＤＬ 的最佳浓度为 １００ ｍｇ / Ｌꎮ 与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＸＰＤ￣
ｓｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ存活率明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞减少(Ｐ<０.０５)、Ｓ 期细胞增加

(Ｐ<０.０５)ꎬＸＰＤ、Ｂａｘ 表达降低(Ｐ 均<０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ 表达增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组细胞凋亡率明显

增加(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞存活率下降(Ｐ<０.０５)ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞增加(Ｐ<０.０５)、Ｓ 期细胞明显减少(Ｐ<０.０１)ꎬＸＰＤ、Ｂａｘ 表达

升高(Ｐ 均<０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ 表达降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组细胞凋亡率下

降(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞存活率明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞减少(Ｐ<０.０５)、Ｓ 期细胞增加(Ｐ<０.０５)ꎬＸＰＤ、Ｂａｘ 表达降

低(Ｐ 均<０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ 表达增高(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＸＰＤ 能介导 ｏｘ￣ＬＤＬ 促进 ＨＵＶＥＣ 凋亡作用ꎮ
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ｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣ) ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ (ｏｘ￣ＬＤＬ). 　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　
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ｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<
０.０１)ꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ Ｇ０ / Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ
ＸＰＤ ａｎｄ Ｂａｘ ｗｅｒｅ ｄｅｃｌｉｎｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｅｌｅｖａｔｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎻ Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｂｌａｎｋ
ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｇｒｏｕｐ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ
(Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ Ｇ０ / Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＸＰＤ ａｎｄ Ｂａｘ ｗｅｒｅ ｅｌｅｖａｔｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｄｅｃｌｉｎｅｄ (Ｐ<０.０５). 　 Ｃｏｍ￣
ｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐꎬｔｈｅ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ ｇｒｏｕｐ ｗａｓ ｒｅｄｕｃｅｄ (Ｐ<
０.０５)ꎬｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０１)ꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ Ｇ０ / Ｇ１ ｐｈａｓｅ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ (Ｐ<０.０５)ꎬｗｈｉｌｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｉｎ Ｓ ｐｈａｓｅ (Ｐ<０.０５)ꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ＸＰＤ ａｎｄ Ｂａｘ ｗｅｒｅ ｄｅｃｌｉｎｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５)ꎬ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂｃｌ￣２ ｗａｓ ｅｌ￣
ｅｖａｔｅｄ (Ｐ<０.０５).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＸＰＤ ｃａｎ ｍｅｄｉａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ.

　 　 氧化型低密度脂蛋白(ｏｘｉｄｉｚｅｄ ｌｏｗ￣ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏ￣
ｐｒｏｔｅｉｎꎬｏｘ￣ＬＤＬ)可导致内皮细胞功能紊乱[１]ꎬ而动

脉粥样硬化的发生与内皮细胞功能紊乱密切相

关[２￣３]ꎮ 许多心血管疾病如高血压、冠心病、周围血

管疾病等ꎬ其病理学基础均与动脉粥样硬化有

关[４]ꎮ ２０１０ 年世界卫生组织心血管疾病报告统计ꎬ
全球每年因心血管疾病死亡人数约 １３５０ 万ꎬ居各种

死因的首位[５]ꎮ 因此ꎬ需要针对抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导内

皮细胞功能紊乱进行相关研究ꎮ
转录因子ⅡＨ(ＴＦⅡＨ)由 ＸＰＤ/ ｐ８０、ＸＰＢ / ｐ８９、ｐ３４、

ｐ４４、ｐ５２、ｐ６２、ＭＡＴ１、Ｃｙｃｌｉｎ Ｈ、Ｃｄｋ７ 这 ９ 个亚基组成ꎬ
人剪切修复基因 Ｄ(ｈｘｅｒｏｄｅｒｍａ ｐｉｇｍｅｎｔｏｓｕｍ ＤꎬＸＰＤ)
是其中一个组成成分[６]ꎮ ＸＰＤ 基因表达上调可促进平

滑肌细胞凋亡并抑制其增殖的作用在本实验室既往研

究中已被证实[７]ꎬ而且 ＸＰＤ 基因参与细胞的凋亡、肝
癌等肿瘤[８￣１０]的发生和发展等多种生理及病理机制ꎮ
在人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓꎬＨＵＶＥＣ)中 ＸＰＤ 基因有表达ꎬ并且初步发现 ＸＰＤ
基因可促进 ＨＵＶＥＣ 的凋亡[１１]ꎮ 而下调 ＸＰＤ 基因的

表达是否可抑制 ＨＵＶＥＣ 凋亡未见相关报道ꎮ 为此ꎬ本
实验用 ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导建立内皮细胞凋亡模型ꎬ同时使用

ＲＮＡ 干扰下调 ＸＰＤ 基因的表达ꎬ观察 ＨＵＶＥＣ 增殖和

凋亡的变化ꎬ探讨 ＸＰＤ 基因表达下调对 ｏｘ￣ＬＤＬ 促

ＨＵＶＥＣ 凋亡作用的影响ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞与试剂

ＨＵＶＥＣ 由齐氏生物科技有限公司提供ꎬ１０％胎牛

血清和 ＤＭＥＭ 培养基由 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司提供ꎻｏｘ￣ＬＤＬ 购

自广州奕源生物科技公司ꎻ脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ

２０００、ｓｉＲＮＡ 和总 ＲＮＡ 提取试剂(ＴｒｉｚｏｌＴＭ)由 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ
公司提供ꎻ反转录试剂盒由宝生物工程有限公司提供ꎻ
２×浓缩 ＰＣＲ 扩增预混液由天根生物技术有限公司提

供ꎻＰＣＲ 引物购自上海英潍捷基生物技术有限公司ꎻ一
抗 β￣ａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ＸＰＤ 由美国 ＣＳＴ 公司提供ꎻ二抗

ＨＲＰ￣Ｇｏａｔ ａｎｔｉ Ｍｏｕｓｅ ＩｇＧ 由北京中杉金桥公司提供ꎮ
１.２　 细胞培养、转染 ｓｉＲＮＡ 及 ｏｘ￣ＬＤＬ 的处理

采用 ＨＵＶＥＣ 进行传代培养ꎮ 将 ＨＵＶＥＣ 在

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱及含 １０％胎牛血清和 １％浓度的

双抗(链霉素和青霉素)ＤＭＥＭ 培养基中培养ꎮ 先根

据不同浓度的 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理对细胞活力及 ＸＰＤ 表达

的影响ꎬ筛选出最佳 ｏｘ￣ＬＤＬ 作用浓度(即能明显抑制

细胞活力并上调 ＸＰＤ 表达且浓度不宜过高)ꎮ 以 ２×
１０５ / 孔将 ＨＵＶＥＣ 铺于 ６ 孔板内ꎬ２４ ｈ 后细胞融合率

达 ８０％~ ９０％ꎬ每孔加入脂质体 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００
１０.０ μＬ 转染ꎮ 实验设置 ６ 组进行转染:①空白对照

组(不对 ＨＵＶＥＣ 做任何处理)ꎻ②阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组

(ＨＵＶＥＣ 转染了阴性对照 ｓｉＲＮＡ)ꎻ③ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组

(ＨＵＶＥＣ 转染了 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ)ꎻ④ｏｘ￣ＬＤＬ 组(ＨＵＶＥＣ
经过 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理)ꎻ⑤ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组

(对转染了阴性对照 ｓｉＲＮＡ 的 ＨＵＶＥＣ 进行 ｏｘ￣ＬＤＬ
处理)ꎻ⑥ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组(对转染了 ＸＰＤ￣
ｓｉＲＮＡ 的 ＨＵＶＥＣ 进行 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理)ꎮ 转染 ６ ｈ 后更

换血清培养基ꎬ４８ ｈ后收获各组 ＨＵＶＥＣꎮ
１.３　 ＭＴＴ 检测细胞存活率

９６ 孔 板 的 空 白 调 零 孔 只 加 培 养 基 (不 含

ＨＵＶＥＣ)ꎬ将各实验组 ＨＵＶＥＣ 依次加入 ９６ 孔板其余

孔内ꎬ之后往每孔内加入 ２０ μＬ 的 ＭＴＴ (噻唑蓝染

料ꎬ浓度为 ５ ｇ / Ｌ)ꎬ可见各实验孔内有蓝紫色结晶产

生ꎬ继续孵育 ４ ｈꎬ待结晶产生完全后弃去各孔的上清

液ꎬ然后往每孔内各加入 １５０ μＬ 的二甲基亚砜(ＤＭ￣
ＳＯ)溶解结晶ꎬ将 ９６ 孔板放置摇床上振荡 １０ ｍｉｎꎬ然
后用酶标仪进行比色ꎬ将酶标仪波长设置为 ４９２ ｎｍꎬ
然后测定各孔的吸光度值(Ａ 值)ꎬ细胞的相对活力＝
(实验组的吸光度值 / 对照组的吸光度值)×１００％ꎮ
１.４　 ＲＴ￣ＰＣＲ检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ＸＰＤ的 ｍＲＮＡ表达

细胞总 ＲＮＡ 提取和逆转录参照试剂说明书进行

０２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



操作ꎮ β￣ａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ＸＰＤ 引物序列依次为:上游

引物 ５′￣ＡＧＣＧＡＧＣＡＴＣＣＣＣＣＡＡＡＧＴＴ￣３′ꎬ下游引物 ５′￣
ＧＧＧＣＡＣＧＡＡＧＧＣＴＣＡＴＣＡＴＴ￣３′ꎻ上游引物 ５′￣ＧＧＴＧＣ￣
ＣＡＣＣＴＧＧＴＣＣＡ￣３′ꎬ下游引物 ５′̄ ＡＣＴＴＧＴＧＧＣＣＣＣＡＧＡＴ￣
ＡＧＧ￣３′ꎻ上游引物 ５′̄ ＧＧＡＴＧＣＧＴＣＣＡＣＣＡＡＧＡＡ￣３′ꎬ下游

引物 ５′̄ ＧＣＡＣＴＣＣＣＧＣＣＡＣＡＡＡＧＡ￣３′ꎻ上游引物 ５′̄ ＴＣＴ￣
ＧＣＣＴＣＴＧＣＣＣＴＡＴＧＡＴ￣３′ꎬ下游引物 ５′̄ ＣＧＡＴＴＣＣＣＴＣＧ￣
ＧＡＣＡＣＴＴＴ￣３′ꎮ 以上基因的产物大小分别为 ２８５ ｂｐ、４５１
ｂｐ、３８６ ｂｐ 和 ３６３ ｂｐꎮ ＰＣＲ 反应体系如下:５００ ｎｇ 由

ｍＲＮＡ 反转录合成的 ｃＤＮＡ(ＰＣＲ 模板)ꎬ各基因上下游

引物各 １ μｇꎬ２×浓缩 ＰＣＲ 扩增预混液 １２.５ μＬ(ＴａｑＤＮＡ
聚合酶、ｄＮＴＰ、ＰＣＲ 缓冲溶液)ꎬ补超纯水至 ＰＣＲ 反应终

体积为 ２５ μＬꎮ 按下列条件进行 ｃＤＮＡ 扩增:９４℃预变性

５ ｍｉｎꎬ１个循环ꎻＰＣＲ 反应:９４℃变性４０ ｓꎬ ５５℃退火４０ ｓꎬ
７２℃延伸５０ ｓꎬ３５个循环ꎻ最终７２℃延伸７ ｍｉｎꎬ１个循环ꎻ
β￣ａｃｔｉｎ、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ＸＰＤ 退火温度分别为 ５５℃、５８℃、
５４℃、５３℃ꎮ ＰＣＲ 反应结束后ꎬ取 ５ μＬ ＰＣＲ 产物进行琼

脂糖凝胶电泳ꎬ电泳结束后将上述琼脂糖凝胶放置于凝

胶成像仪下进行电泳结果观察并且拍照记录ꎮ 然后利

用 Ｂａｎｄ Ｌｅａｄｅｒ ３.００ 凝胶电泳图象分析软件ꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ
条带的灰度值比对其他 ＰＣＲ 产物条带进行分析ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 和 ＸＰＤ 的蛋白表达

用 ＲＩＰＡ 裂解液提取 ＨＵＶＥＣ 内的总蛋白ꎬ二喹啉

甲酸法(ＢＣＡ 法)根据铜离子与蛋白之间的反应及显色

关系间接测定蛋白质浓度ꎬ取 ２０ μｇ 总蛋白进行 ＳＤＳ￣
聚丙烯酰胺凝胶电泳分离出各蛋白成分ꎬ然后通过转

膜实验将蛋白转印到硝酸纤维膜(ＮＣ 膜)上ꎬ然后用

３％ＢＳＡ 液封闭 ＮＣ 膜上的非特异性吸附蛋白质位点ꎬ
于 ４℃环境中过夜放置ꎮ 封闭后的膜用一抗 β￣ａｃｔｉｎ、
Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ＸＰＤ(１ ∶ ２０００ 稀释)孵育ꎬ于 ４℃环境中过

夜放置ꎬ然后用二抗ＨＲＰ￣ＩｇＧ 继续孵育 ２ ｈꎮ 孵育完成

后使用 ＤＡＢ 显色试剂显色ꎬ显色后照相ꎮ 利用凝胶定

量软件 ＬａｂＷｏｒｋ３.０ ＵＶＰꎬ以 β￣ａｃｔｉｎ 条带的灰度值对其

他基因表达蛋白条带实施对比分析ꎮ
１.６　 流式细胞仪检测细胞凋亡率和细胞周期

收集各组 ＨＵＶＥＣꎬ用 ＰＢＳ 溶液分别洗涤各组

细胞 ２ 次ꎬ再用 ５００ μＬ 含 Ｃａ２＋ 缓冲液的 Ｂｉｎｄｉｎｇ
Ｂｕｆｆｅｒ 悬浮细胞ꎬ然后分别加入 １０ μＬ ＰＩ 和 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ 染色剂对细胞进行染色ꎬ最后用流式细胞

仪检测细胞凋亡及分析细胞周期ꎮ 收集以上各组

细胞ꎬ用 ＦＡＣＳ Ｃａｌｉｂａｒ 流式细胞仪分析细胞周期ꎬ从
而得出各组细胞周期百分比ꎮ
１.７　 统计学分析

每组实验均重复 ３ 次ꎬ以上所有实验数据均以

ｘ±ｓ 表示ꎬ然后利用 ＳＰＳＳ１７.０ 统计学软件分析数据ꎬ
多组间比较采用单因素方差分析ꎬ两组间比较采用

ＬＳＤ 检验ꎬ若 Ｐ<０.０５ 则认为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｏｘ￣ＬＤＬ在不同浓度下对 ＨＵＶＥＣ存活率的影响

将 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度为 ０ 时的 ＨＵＶＥＣ 活性设置为

１００％ꎬ另将 ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度分别设置为 ５０、１００、１５０、
２００ ｍｇ / Ｌꎬ实验发现各浓度下的 ＨＵＶＥＣ 活性均降低ꎬ
而且浓度为 １００ ｍｇ / Ｌ 时细胞活性被抑制的效果较适

宜(表 １)ꎮ 由此得出结论:１００ ｍｇ / Ｌ 的 ｏｘ￣ＬＤＬ 是建立

ＨＵＶＥＣ 凋亡模型的最适浓度ꎬ该浓度用于后续实验ꎮ

表 １. 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ对 ＨＵＶＥＣ存活率的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ
ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｏｆ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

ｏｘ￣ＬＤＬ 浓度(ｍｇ / Ｌ) 存活率(％)
０(对照组) １００.００±０.００
５０ ９５.９２±３.２９
１００ ６７.６９±１.２２ａ

１５０ ４５.９３±３.４１ａ

２００ ３８.７２±３.２８ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ(对照组)比较ꎮ

２. ２　 ｏｘ￣ＬＤＬ 促进 ＨＵＶＥＣ 凋亡模型中 ＸＰＤ 基因的

表达情况

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 相比ꎬ
５０、１００、１５０ 及 ２００ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＸＰＤ 表达的蛋

白均有不同程度增加ꎬ且 １００ ｍｇ / Ｌ 时蛋白表达量最

高ꎬ该浓度用于后续实验(图 １)ꎮ

图 １. 不同浓度 ｏｘ￣ＬＤＬ 时 ＸＰＤ 基因的蛋白表达情况(ｘ±ｓꎬ
ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ(对照组)比较ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＸＰＤ ｇｅｎｅ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｘ￣
ＬＤＬ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
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２.３　 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 凋亡率、存
活率及细胞周期的影响

与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组的细

胞凋亡率明显下降(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞存活率明显增加

(Ｐ<０.０１)ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞减少(Ｐ<０.０５)、Ｓ 期细胞增

加(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组的细胞凋

亡率明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬ细胞存活率下降(Ｐ<０.０５)ꎬ
Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞增加(Ｐ<０.０５)、Ｓ 期细胞明显减少(Ｐ<
０.０１)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋
ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组的细胞凋亡率下降(Ｐ<０.０５)ꎬ细胞存

活率明显增加(Ｐ<０.０１)ꎬＧ０ / Ｇ１ 期细胞减少(Ｐ <
０.０５)、Ｓ 期细胞增加(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２ 和图 ２)ꎮ

表 ２. ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 凋亡率、存活率及细胞周期的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｏｘ￣ＬＤＬ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅꎬ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ (ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

分　 组 凋亡率(％) 存活率(％)
细胞周期

Ｇ０ / Ｇ１ 期(％) Ｓ 期(％)
空白对照组 ５.１７±０.１６ １００ ６７.１２±５.３４ ２２.８８±１.９３
阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组 ４.５９±０.０１ １０１.００±３.７４ ６６.５６±５.１０ ２３.３６±１.８９
ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组 ２.００±０.３０ａ １４０.４３±４.２６ｂ ５０.２３±３.２１ａ ４０.９２±５.２４ａ

ｏｘ￣ＬＤＬ 组 ２８.９３±０.７１ｄ ６６.６５±４.９０ｃ ７４.９８±７.４５ｃ ４.６６±３.３４ｄ

ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组 ２８.３２±０.６３ ７０.５８±４.６７ ７４.１２±６.９６ ５.２１±４.７８
ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组 １５.２６±０.７４ｅ １１０.９１±３.２２ｆ ６３.２２±５.６８ｅ １７.１１±４.７８ｅ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｅ 为 Ｐ<０.０５ꎬｆ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对

照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎮ

图 ２. 流式细胞仪检测 ＨＵＶＥＣ 凋亡

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｌｏｗ ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ

２. ４ 　 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 内 ＸＰＤ、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达的影响

ＲＴ￣ＰＣＲ 结果表明ꎬ与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬ
ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组 ＸＰＤ、Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达均降低(Ｐ 均<
０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达增高(Ｐ<０.０５)ꎻ与空白对

照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＸＰＤ、Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达升高(Ｐ
均<０.０５)ꎬＢｃｌ￣２ ｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 ｏｘ￣
ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ
组 ＸＰＤ、Ｂａｘ ｍＲＮＡ 表达降低(Ｐ 均< ０. ０５)ꎬＢｃｌ￣２
ｍＲＮＡ 表达增高(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ

２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １ꎬ２０１８



图 ３. 各组内皮细胞 ＸＰＤ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２的 ｍＲＮＡ 表达水平(ｘ±ｓꎬｎ ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎬ３ 为 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ
组ꎬ４ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ５ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎬ６ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与空白

对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＸＰＤꎬ Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)

２. ５ 　 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 和 ｏｘ￣ＬＤＬ 对 ＨＵＶＥＣ 内 ＸＰＤ、
Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达的影响

与阴性对照 ｓｉＲＮＡ组相比ꎬＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ组ＸＰＤ、Ｂａｘ
蛋白表达均降低ꎬＢｃｌ￣２蛋白表达升高(Ｐ 均<０.０５)ꎻ与空

白对照组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组 ＸＰＤ、Ｂａｘ 蛋白表达均升高ꎬ
Ｂｃｌ￣２蛋白表达降低(Ｐ 均<０.０５)ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照

ｓｉＲＮＡ组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组 ＸＰＤ、Ｂａｘ 蛋白表

达均降低ꎬＢｃｌ￣２蛋白表达升高(Ｐ均<０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

图 ４. 各组内皮细胞内 ＸＰＤ、Ｂａｘ、Ｂｃｌ￣２ 基因的蛋白表达水平(ｘ±ｓꎬｎ ＝ ３) 　 　 １ 为空白对照组ꎬ２ 为阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎬ３ 为 ＸＰＤ￣
ｓｉＲＮＡ 组ꎬ４ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ５ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组ꎬ６ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＸＰＤꎬ Ｂａｘꎬ Ｂｃｌ￣２ ｉｎ ｅａｃｈ ｇｒｏｕｐ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ３)
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３　 讨　 论

既往许多研究表明ꎬＸＰＤ 不仅与转录因子ⅡＨ
介导的转录和核苷酸修复过程有密切关联ꎬ还与众

多肿瘤的发生、细胞凋亡过程以及抗肿瘤药物抗药

性的产生[１２]有关ꎮ
上调 ＸＰＤ 基因的表达可诱导 ＨＵＶＥＣ 的凋亡ꎬ

而内皮细胞的凋亡参与了动脉粥样硬化的发生与

发展[３]ꎮ 由此或许可得出:下调 ＸＰＤ 基因的表达可

抑制内皮细胞凋亡ꎬ进而延缓动脉粥样硬化的发生

和发展ꎮ 因此ꎬ本实验用 ｏｘ￣ＬＤＬ 建立内皮细胞凋亡

模型ꎬ将 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 转染内皮细胞ꎬ观察 ＨＵＶＥＣ 增

殖及凋亡变化情况ꎮ 实验结果表明ꎬ沉默 ＸＰＤ 基因

的表达能抑制 ＨＵＶＥＣ 凋亡并促进其增殖ꎬ并能抑

制 ｏｘ￣ＬＤＬ 促内皮细胞凋亡作用ꎮ
利用 ＲＮＡ 干扰可下调 ＸＰＤ 基因的表达ꎬ通过

设计阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组和 ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组ꎬ可使 ＸＰＤ
表达下调ꎬ再根据 ＭＴＴ 和流式细胞仪检测结果显

示ꎬＸＰＤ 表达下调使内皮细胞的凋亡率明显降低ꎬ
使内皮细胞活力明显增加ꎮ 既往研究发现 ｏｘ￣ＬＤＬ
可刺激内皮细胞发生凋亡ꎬ因此本实验通过筛选出

ｏｘ￣ＬＤＬ 刺激内皮细胞凋亡的最适浓度建立内皮细

胞凋亡模型ꎬ然后通过设计 ｏｘ￣ＬＤＬ ＋ 阴性对照

ｓｉＲＮＡ 组和 ｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组ꎬ结果表明 ＸＰＤ
基因表达下调可以抑制经过 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理的内皮细

胞的凋亡ꎬ增加内皮细胞活力ꎬ由此可证明 ＸＰＤ 基

因表达下调除了具有抑制内皮细胞凋亡的作用ꎬ对
ｏｘ￣ＬＤＬ 促内皮细胞凋亡也具有明显的抑制作用ꎮ
此外ꎬ与阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组的

Ｂｃｌ￣２ 基因表达增加、Ｂａｘ 基因表达减少ꎻ与 ｏｘ￣ＬＤＬ＋
阴性对照 ｓｉＲＮＡ 组相比ꎬｏｘ￣ＬＤＬ＋ＸＰＤ￣ｓｉＲＮＡ 组的

Ｂｃｌ￣２ 基因表达增加ꎬＢａｘ 基因表达减少ꎮ 相关文献

报道ꎬＢｃｌ￣２ 与 Ｂａｘ 属于同一个基因家族ꎬ它们是调

控细胞周期的关键基因ꎬＢｃｌ￣２ 是抑凋亡基因而 Ｂａｘ
是促凋亡基因ꎬＢｃｌ￣２ 表达升高和 Ｂａｘ 表达下降被认

为是细胞凋亡被抑制的标志ꎬ因此这再次证明 ＸＰＤ
基因表达下调对 ｏｘ￣ＬＤＬ 促内皮细胞凋亡具有抑制

作用ꎮ
综上所述ꎬＸＰＤ 基因表达下调能抑制 ＨＵＶＥＣ

凋亡ꎬ并能抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 促内皮细胞凋亡的作用ꎬ即
ＸＰＤ 能介导 ｏｘ￣ＬＤＬ 促进 ＨＵＶＥＣ 凋亡作用ꎮ 这也

许有助于延缓动脉粥样硬化的发生ꎬ为以动脉粥样

硬化为病理基础的心血管疾病的临床治疗提供一

定理论依据ꎮ
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