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ＡＫＴ对低氧模型细胞的促增殖作用

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　　摘　要：目的　验证转染丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ／ＰＫＢ）基因对缺氧损伤内皮细胞的生物学作用。方法　首先构建人

脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣ）的氯化镍（ＮｉＣｌ２）模拟低氧模型，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）表达以鉴定模型是否构

建成功。然后，分别转染血管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）、ＡＫＴ及两种基因联合转染模拟低氧模型。继续培养转染后细胞１、２、３、４

ｄ，采用四甲基偶氮唑盐（ＭＴＴ）试验检测细胞增殖率。结果　转染ＶＥＧＦ组、转染ＡＫＴ组、转染ＶＥＧＦ与ＡＫＴ双质粒组细胞增

殖能力较单纯ＮｉＣｌ２ 组（模型组）均有增高，转染ＡＫＴ组高于单独转染ＶＥＧＦ组，转染 ＶＥＧＦ与 ＡＫＴ双基因组最高。结论　转

染ＡＫＴ基因能够促进缺氧损伤的内皮细胞增殖，单独转染ＡＫＴ比单独转染ＶＥＧＦ的作用强，同时转染 ＡＫＴ、ＶＥＧＦ促内皮细

胞增殖作用最强。
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　　冠心病治疗如溶栓治疗、介入治疗、外科手术治疗，目的都

在于恢复或改善狭窄甚至闭塞的冠状动脉血流、恢复相应区域

心肌的血液供应。近年来，转染基因促进小血管生长和侧支循

环形成以实现缺血区的自我搭桥分子搭桥
［１］，成为国内外心

血管领域研究热点，研究较多的有血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒ

ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）、血管紧张素１（Ａｎｇ１）等。

有研究发现丝氨酸／苏氨酸蛋白激酶（ＡＫＴ／ＰＫＢ，又称蛋白激

酶Ｂ）是体内细胞生存信号转导共同的中继站
［２４］，在众多因子

的信号途径中均有高表达和活化，并发挥了重要作用。本实验

构建人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣ）的模拟低氧模型，选用ＡＫＴ／ＰＫＢ、ＶＥＧＦ两种

基因，然后分别进行转染，通过检测细胞增殖活性，研究 ＡＫＴ

基因对缺氧损伤的内皮细胞的生物学作用，以寻找一种新的用

于分子搭桥的基因。

１　材料与方法

１．１　材料　ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＶＥＧＦ与ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｆｌａｇ

ｍｙｒＡＫＴ１，由第四军医大学生物化学教研室惠赠；ＨＵＶＥＣ

由西安交通大学药理学教研室惠赠；ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂

质体及 ＤＭＥＭ 培养基，购自 Ｇｉｂｃｏ，美国；氯化镍（ＮｉＣｌ２）·

６Ｈ２Ｏ、鼠抗人 ＨＩＦ１α抗体、山羊抗鼠ＩｇＧ、四甲基偶氮唑盐

（ＭＴＴ）粉及二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），购自Ｓｉｇｍａ，美国；鼠抗人

ＡＫＴ抗体，购自ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ，美国；ＳＡＢＣ免疫组织化学试

剂盒，购自博士德公司，内含兔抗人 ＶＥＧＦ抗体、生物素化山

羊抗兔ＩｇＧ、ＳＡＢＣ（链霉亲和素生物素过氧化物酶复合物）及

山羊血清封闭液。

１．２　方法

１．２．１　ＨＵＶＥＣ氯化镍（ＮｉＣｌ２）模拟低氧模型的构建方法　

选用对数生长期细胞制备成单细胞悬液，调整密度为２×１０５／

ｍＬ，每孔１００μＬ接种至９６孔培养板。将第３天处于对数生

长期的细胞，弃原培养液，换为ＤＭＥＭ培养基与ＮｉＣｌ２ 的混合

液（ＮｉＣｌ２ 浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ）１００μＬ继续培养２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测缺氧诱导因子１α（ＨＩＦ１α）验证模型。

１．２．２　实验分组及基因转染　（１）分组：将细胞分为５组，正

常细胞组（对照组）、模型组（ＮｉＣｌ２ 组）、ＮｉＣｌ２ 缺氧细胞转染
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ＶＥＧＦ组（ＶＥＧＦ组）、ＮｉＣｌ２ 缺氧细胞转染 ＡＫＴ 组（ＡＫＴ

组）、ＮｉＣｌ２ 缺氧细胞转染 ＶＥＧＦ及 ＡＫＴ组（双质粒组）。（２）

扩增并大量制备质粒，并与ＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂质体孵

育：①用２０μＬ无血清ＤＭＥＭ培养基稀释质粒０．４μｇ，转染双

质粒组加入两种质粒各０．２μｇ；②用１９．２μＬ无血清ＤＭＥＭ

培养基稀释０．８μＬＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂质体，得到２０μＬ

转染液，保温５ｍｉｎ；③将第一步含０．４μｇ质粒的２０μＬ无血

清ＤＭＥＭ与含０．８μＬＬｉｐｏｆｅｃｔＡＭＩＮＥ２０００脂质体的等体

积无血清ＤＭＥＭ２０μＬ混合成４０μＬ混合液，在室温下孵育

２０ｍｉｎ，保证质粒与脂质体充分结合。（３）基因转染：①直接将

上述混合液按分组加入到每孔中，摇动培养板，轻轻混匀，对照

组及ＮｉＣｌ２ 组加入转染液调整至相同体积；②在３７℃，５％的

ＣＯ２ 中继续培养６ｈ，更换为ＮｉＣｌ２ 浓度为２００μｍｏｌ／Ｌ的含有

小牛血清的ＤＭＥＭ培养液与ＮｉＣｌ２ 混合液继续培养。

１．２．３　采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ分别验证ＶＥＧＦ、ＡＫＴ蛋白表达　

１、２、３、４ｄ后，采用 ＭＴＴ试验检测细胞增殖，检测各组在

４９０ｎｍ／６３０ｎｍ处的吸光度值（ＯＤ４９０）。

１．３　统计学处理　使用ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行统计学分

析，所有实验数据采用狓±狊表示。对实验数据进行单因素的

方差分析，以犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＵＶＥＣＮｉＣｌ２ 模拟低氧模型的构建　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ可

见 ＨＩＦ１α的表达，说明模型构建成功，见图１。

图１　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α表达

２．２　转染ＶＥＧＦ、ＡＫＴ对低氧模型细胞的生物学作用　（１）

Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＶＥＧＦ的表达：用 ＶＥＧＦ抗体作 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ检测，转染ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ＶＥＧＦ质粒细胞提取的总蛋

白、转染质粒后上清中蛋白表达量显著高于对照组（图２），说

明ＶＥＧＦ质粒成功转染。（２）Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＫＴ表达：用

ＡＫＴ抗体作 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ，转染 ｐｃＤＮＡ３．１（＋）ｆｌａｇｍｙｒ

ＡＫＴ１质粒细胞提取总蛋白表达量显著高于对照组（图３），说

明ＡＫＴ质粒成功转染。（３）采用 ＭＴＴ法检测各组细胞生存

率：ＶＥＧＦ组、ＡＫＴ组、双质粒组，细胞增殖能力与 ＮｉＣｌ２ 组

（模型组）比较均有增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１）；ＡＫＴ

组细胞增殖能力与 ＶＥＧＦ组比较有增高，差异有统计学意义

（犘＜０．０１）；双质粒组细胞增殖能力与ＶＥＧＦ组、ＡＫＴ组比较

均有增高，差异有统计学意义（犘＜０．０１），见表１。

　　１：对照组；２：转染质粒细胞提取总蛋白；３：转染质粒后上清中蛋白。

图２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＶＥＧＦ表达

　　１：对照组；２：转染质粒细胞提取的总蛋白。

图３Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＫＴ的表达

表１　　ＭＴＴ分析各组细胞增殖活性（狓±狊，狀＝１２，ＯＤ４９０）

组别 １ｄ ２ｄ ３ｄ ４ｄ

对照组 ０．２７７±０．００４ ０．４３１±０．００５ ０．６１１±０．００５ １．１９１±０．００９

ＮｉＣｌ２组 ０．２０１±０．００５ ０．２０４±０．００７ ０．１７７±０．０１４ ０．１５８±０．０２１

ＶＥＧＦ组 ０．２１９±０．００４ ０．２７３±０．０１０ ０．３１７±０．０１１ ０．４２５±０．０２５

ＡＫＴ组 ０．２４１±０．００６△ ０．３１６±０．００８△ ０．３８１±０．０１２△ ０．６００±０．０２８△

双质粒组 ０．２６０±０．００３△＃ ０．３５２±０．０１０△＃ ０．４５６±０．０１７△＃ ０．８００±０．０２６△＃

　　：犘＜０．０１，与ＮｉＣｌ２组比较；△：犘＜０．０１，与ＶＥＧＦ组比较；＃：犘＜０．０１，与ＡＫＴ组比较。

３　讨　　论

冠心病是严重危害人类健康的一类疾病，其发生的主要机

制是冠状动脉狭窄或者痉挛导致相应支配区域心肌供血相对

或绝对不足，进而导致心肌细胞的凋亡、坏死，且以心肌梗死心

肌细胞坏死最为严重［５６］。传统的药物、介入以及外科手术治

疗等策略，其根本目的都在于恢复或改善狭窄甚至闭塞的冠状

动脉血流、恢复相应区域心肌的血液供应，降低心肌细胞损害；

然而，上述治疗方法均不能充分保证全部缺血坏死心肌微循环

的改善或者重建［７］。因此，有必要探索新的方法，能够在实施

上述治疗方法时弥补其不足，或独立应用时能够有效发挥诱导

血管形成、改善血供的作用。

１９９８年Ｆｏｌｋｍａｎ
［１］提出了分子搭桥的概念，即将具有促

血管形成的蛋白或多肽经过载体包装并注射或灌注到目标区

域，或者采用特定方法转染某些基因，以刺激缺血区小血管生
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长和侧支循环形成来实现缺血区的自我搭桥，以增加灌注不足

或不完全血运重建区域心肌的血流，改善心脏功能，治疗冠心

病。近年来研究较多的用于分子搭桥的因子有ＶＥＧＦ、Ａｎｇ１、

成纤维细胞生长因子（ＦＧＦ）、肝细胞生长因子（ＨＧＦ）、ＨＩＦ

１α、一氧化氮（ＮＯ）等。

通过大量文献研究，发现上述众多因子在生存反应中均有

ＡＫＴ／ＰＫＢ的高表达和活化
［８１８］。例如ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ在 ＶＥＧＦ

信号途径被激活，从而诱导抗凋亡蛋白（如：Ｂｃｌ２、Ｂｃｌ１３、Ｂｃｌ

１６、ＢｃｌＸＬ、ＢｃｌＡ１、ＢｃｌＡＬ１３、ＢｃｌＸＩＡＰ）的表达上调、抑制

Ｐ５３、Ｆａｓ、Ｂａｘ、Ｂａｄ蛋白的表达，进而抑制细胞凋亡；Ａｎｇ１结

合酪氨酸激酶受体（Ｔｉｅ２）后通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径

抑制内皮细胞凋亡，诱导内皮细胞迁移和管腔形成［１３，１９］；ＦＧＦ

通过激活ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径促血管内皮再生、趋化，促进血

管侧支循环建立和改善内皮细胞依赖性血管舒张［８９，２０２１］；

ＨＧＦ与其原癌基因编码的跨膜蛋白ｃｍｅｔ受体结合后，激活

Ｐ３８和ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ信号途径增加凋亡抑制因子Ｂｃｌ２的表达，

减少Ｃａｓｐａｓｅ３的活性以对抗缺氧所致的内皮细胞凋亡
［１４１５］；

ＨＩＦ１α激活后启动控制细胞存活和新生血管形成的基因表

达，受ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和酪氨酸激酶信号途径调控，进而促进新生

血管形成［１６１７］；外源的ＮＯ主要通过ＰＩ３Ｋ／ＡＫＴ和Ｐ３８ＭＡＰＫ

信号途径调节信号转导因子和转录激活因子３（ＳＴＡＴ３）的活

性，在血管损伤和移植排斥中起保护作用［１８］。

ＡＫＴ又称蛋白激酶Ｂ（ＰＫＢ），是一种丝氨酸／苏氨酸激

酶，是体内重要的凋亡抑制蛋白，它可以诱导各种编码抗凋亡

蛋白基因表达或是通过信号耦联而抑制凋亡发生。ＰＩ３Ｋ

ＡＫＴ／ＰＫＢ是体内细胞生存信号转导共同的中继站，许多生长

因子在生存反应中刺激细胞生长均有 ＡＫＴ／ＰＫＢ的高表达和

活化。它诱导各种编码抗凋亡蛋白基因表达，或是直接通过信

号耦联而不依赖转录方式抑制凋亡发生［２４］。是参与促进新生

血管生成的主要酶，是包括细胞代谢、凋亡在内多种细胞进程

的重要调节因子，能调节内皮细胞生存、迁移、内皮管腔形成

等［２２２４］。

因此，本研究首先设计了细胞实验，选择 ＮｉＣｌ２ 构建了

ＨＵＶＥＣ模拟低氧模型。ＮｉＣｌ２ 是常用的缺氧模拟化合物，被

广泛应用于低氧模型的构建［２５２６］。Ｎｉ２＋作用于细胞，可与酶

的功能位结合，抑制 Ｎａ＋Ｋ＋ＡＴＰａｓｅ与Ｃａ２＋ＡＴＰａｓｅ活性，

导致 Ｎａ＋Ｋ＋泵及Ｃａ２＋泵的活性受到抑制
［２７］。而组织器官

严重缺氧细胞损伤的主要病理、生理机制正是细胞内 ＡＴＰ减

少所导致的Ｎａ＋Ｋ＋泵及Ｃａ２＋泵活性受抑制，进而导致细胞

内Ｎａ＋、Ｃａ２＋增多，Ｋ＋减少
［２８］。Ｎａ＋增多可以促进水进入细

胞，导致细胞水肿。Ｋ＋减少将导致蛋白质包括酶功能抑制，进

而导致合成代谢障碍；酶的生成减少，将进一步影响ＡＴＰ的生

成和离子泵的功能。Ｃａ２＋增多可抑制线粒体的呼吸功能；可

激活磷脂酶，使膜磷脂分解，引起溶酶体的损伤及其水解酶的

释出；还可以激活一种蛋白酶使黄嘌呤脱氢酶转变成黄嘌呤氧

化酶，从而增加自由基的生成，加重细胞损伤。构建模型后，通

过 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＨＩＦ１α，鉴定 ＮｉＣｌ２ 模拟低氧的效果。

ＨＩＦ１α是一种由缺氧诱导产生的、可以激活缺氧反应基因转

录的ＤＮＡ结合蛋白，是目前发现的惟一在特异性低氧状态下

发挥活性的异源二聚体转录因子，是机体缺氧反应信号转导的

共同通路［２９３０］。本研究结果显示，ＨＩＦ１α表达上调，证明模型

构建成功。然后，选用 ＶＥＧＦ作为对照，分别进行转染，通过

检测细胞增殖活性，验证假设。经过对数据统计学分析发现，

转染ＡＫＴ基因能够促进缺氧损伤的内皮细胞增殖，单独转染

ＡＫＴ组细胞增殖能力高于单独转染ＶＥＧＦ组，同时转染ＡＫＴ

与ＶＥＧＦ双质粒组高于单独转染 ＶＥＧＦ或 ＡＫＴ组。分析其

机制，可能是因为 ＡＫＴ存在于众多促血管形成因子通路，通

过多个通路对细胞的生长、增殖、分化及代谢进行调控，同时诱

导各种编码抗凋亡蛋白基因表达或是通过信号耦联而抑制凋

亡发生，导致缺氧损伤细胞凋亡减少［２４］，间接促进细胞增殖。

要明确这些机制以及ＡＫＴ的抑制细胞凋亡作用，需进一步实

验研究。
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