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=>3?FQ+

&显色)

6#".@N!

膜成像系统检测*

C&D&E&E

!

免疫荧光检测
!

'

组
;<9=>+

分别制成细胞悬液

$

1b$%

0 个"毫升&#高压灭菌盖玻片置于
10

孔板#滴加
7%

&

3

上述细胞悬液%培养过夜#细胞贴壁生长后#每孔添加
$R3

培

养基#相同条件再次培养过夜%吸出培养基#磷酸盐缓冲液

$

?6Y

&轻洗
1

次%

0̀

多聚甲醛室温固定
'%R#,

%

?6Y

轻洗
1

次#

'̀ ;

1

a

1

室温封闭
$7R#,

%

?6Y

洗
1

次%每孔滴加一抗

$%%

&

3

#湿盒孵育
1O

%

?6Y

轻洗
1

次#每次
7R#,

%滴加二抗室

温避光孵育
$O

%

?6Y

洗
'

次#

0d

#

).

二脒基
.1.

苯基吲哚$

8I?2

&

核染%荧光显微镜观察*

C&D&F

!

23.$/

激活
45.

!

6

对细胞状态)功能的影响

C&D&F&C

!

线粒体膜电位检测
!

线粒体膜电位检测试剂盒$

Z>.

$

&#

;<9=>+

分组培养于六孔板#吸除培养液#

?6Y

洗涤
$

次#

加
$R3

新鲜培养液%

Z>.$

工作液!每
7%

&

3Z>.$

$

1%%b

&加
/

R3

超纯水稀释后剧烈涡旋振荡#再加
1R3Z>.$

染色缓冲液

$

7b

&#混匀为
Z>.$

染色工作液%培养板每孔加
Z>.$

工作液
$

R3

#培养箱孵育
1%R#,

%孵育期间#以每毫升
Z>.$

染色缓冲液

$

7b

&加
0R3

蒸馏水#配制
Z>.$

染色缓冲液$

$b

&#冰浴%孵育

结束吸除上清液#

Z>.$

染色缓冲液$

$b

&洗涤
1

次%加
1R3

培

养液%

4#T",=HF#

J

+B(%#

荧光显微镜观察*

C&D&F&D

!

I,,BW#,

'

.52:>

"碘化丙啶$

?2

&流式细胞仪检测
!

I,,BW#,

'

.52:>

细胞凋亡检测试剂盒#细胞分组培养及预处

理#将培养液分别吸出留存#

?6Y

洗涤
$

次#胰酶消化)室温孵

育至轻吹可使贴壁细胞脱落时#弃胰酶%分别加入各组收集的

原培养液#稍混匀#移至离心管内#

$%%%b

M

离心
7R#,

#弃上清

液收集细胞#

?6Y

重悬计数%取各组
;<9=>+

'$

7

%

$%

&

b

$%

0

(#

$%%%b

M

离心
7R#,

#弃上清液)加
$(7

&

3I,,BW#,

'

.

52:>

结合液#重悬%加
7

&

3I,,BW#,9.52:>

混匀#铝箔包裹

17_

避光孵育
$%R#,

%

$%%%b

M

离心
7R#,

#弃上清液#加
$(%

&

3I,,BW#,9.52:>

结合液重悬%加
$%

&

3?2

染色液混匀#冰

浴避光放置%流式细胞仪检测*

0$''
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C&D&F&E

!

内皮细胞相关标志物检测
!

依照前序研究分为
'

组

进行预处理#检测细胞与
89:

形成相关的标志物表达#观察

23.$/

激活
45.

!

6

介导细胞信号转导通路发生改变后#引起下

游功能标志物的表达情况*$

$

&蛋白水平差异测定!

AB+CBD,

EF"C

检测各组
GA5

)

J

.+BFBHC#,

)

C.?I

的蛋白表达#获得蛋白相

对表达水平后#分析
23.$/

在激活
45.

!

6

后#

;<9=>+

功能相

关蛋白的表达变化*$

1

&

R@4I

水平测定!抽提各组
;<9=>+

总
@4I

#

@BGBDCI#!5#D+CYCDN,!H84I

合成试剂盒进行
H8.

4I

合成%

]B,6N,T

搜索待测基因完整
R@4I

序列#

63IY:

和
J

D#RBD7&%

分析设计特异性
DBNF.C#RB?>@

引物$

;QRN,

GA5

正向引物
7d.:>>:>>:I>:>:]>>>>>>.'d

#反向

引物
7d.:>>I:>>]>:]II:>I>>:>.'d

%

;QRN,

J

.+B.

FBHC#,

正向引物
7d.>>]:]>]:II::I>:>>>>>.'d

#反

向引物
7d.I]]>:::>:>]]>::>I:>:].'d

%

;QRN,C.

?I

正向引物
7d.>>>I]I:>]I]I>:>III]>>.'d

#反

向引物
7d.:]I>>>I::>>>III]:I]>I].'d

%

;Q.

RN,

(

.NHC#,

正向引物
7d.I>] ]>I I]: :>I I>] ]>I

>I].'d

#反向引物
7d.]I>]>>I]:I]I>:>>I>]I>

I.'d

&*依据
XNW#RN

$

Y\6@]DBB,

"

@ae

V

?>@ XN+CBDX#W

$

1b

&试剂盒#以
I62?D#+R-'%%;:DBNF.C#RB?>@

扩增仪行

荧光定量
?>@

检测#

1

.

))

>C法$

8NCNI++#+C

:X

G'&%Y"PCUNDB

#

I62

&进行实验分析*

C&E

!

统计学处理
!

统计学分析采用
Y?YY$(&%

统计软件#计

量资料以
Ff:

表示%比较组间数据采用
a,B.UN

S

I4a9I

分

析$

C

检验&%组间多重比较采用
3Y8

法*取
(7̀

可信区间#

!

$

%&%7

为差异有统计学意义*

D

!

结
!!

果

D&C

!

23.$/

介导
45.

!

6

激活情况的测定结果

D&C&C

!

45.

!

6.

J

)7

和
2

!

6

"

表达
!

实验成功分离提取
;<.

9=>+

各组蛋白#

AB+CBD,EF"C

检测各组
2

!

6

"

)胞浆和细胞核蛋

白中
J

)7

*依据结果换算
2

!

6

"

)

J

)7

的各组
@NC#"

值#

I

)

6

)

>'

组
2

!

6

"

分别为!

%&-00

)

%&0/-

)

%&)$7

%胞核内
J

)7

分别为!

%&---

)

$&$--

)

%&-0(

%胞浆内
J

)7

分别为!

%&(-/

)

%&7-(

)

$&$7'

*

胞浆中
45.

!

6.

J

)7

的表达#

6

组明显减少#而
>

组相对表达量

较
6

组增多$图
$

&*

D&C&D

!

免疫荧光检测结果
!J

.

J

)7

通常在正常脐静脉内皮细

胞中呈现低表达状态%

45.

!

6

受到
23.$/

的作用后明显激活#

染色结果可见
J

)7.

J

7%

二聚体向细胞核内发生明显转移活动%

在
23.$/

处理后的细胞中加入
K4L

后#

45.

!

6

受抑制的细胞

中
J

.

J

)7

表达水平明显出现下降*

D&D&D

!

23.$/

激活
45.

!

6

对细胞的影响

D&D&D&C

!

线粒体膜电位检测
!

实验结果可观察到正常培养的

;<9=>+

细胞线粒体基质中#存在明显的
Z>.$

聚合物#线粒

体膜电位较高$显示为明显的红色荧光&%

;<9=>+

中添加
23.

$/

后
Z>.$

单体明显增多#细胞线粒体膜电位较低$显示为绿

色荧光&%然而#添加
45.

!

6

抑制剂
K4L

后#

23.$/

的
45.

!

6

激

活作用受到抑制#线粒体膜电位正常的红色荧光细胞数量明显

增多#而显示绿色荧光的凋亡细胞减少*

D&D&D&D

!

I,,BW#,9.52:>

"

?2

细胞凋亡检测
!

K$

表示检测

许可范围内误差#无实际意义%

K1

象限表示凋亡晚期和坏死细

胞量%

K'

象限表示正常活细胞量%

K0

象限为早期凋亡细胞量*

其中#正常体外培养的
I

组细胞
K'

象限检测量为
'

组最多

$

(/&-$̀

&#

K1

)

K0

象限均为
'

组最少$

%&$0̀

)

%&%1̀

&%

45.

!

6

受到激活的
6

组细胞
K1

)

K0

象限均为
'

组最多$

$&7$̀

)

1-&-)̀

&#而正常活细胞最少$

)/&-%̀

&%

45.

!

6

激活受抑制后

的
>

组细胞#各象限细胞检测量均接近正常细胞*见图
1

*

图
$

!!

2

!

6

"

及
45.

!

6.

J

)7

相对表达水平

!!

I

!正常培养细胞%

6

!

45.

!

6

受到激活%

>

!

45.

!

6

激活受抑制*

图
1

!!

流式细胞仪检测结果
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图
'

!!

AB+CBD,EF"C

检测
GA5

%

?.+BFBHC#,

%

C.?I

的蛋白表达

!!

N

!

!

$

%&%7

%

E

!

!

$

%&%$

图
0

!!

DBNF.C#RB?>@

检测基因的表达水平

D&E

!

内皮细胞相关标志物检测

D&E&C

!

AB+CBD,EF"C

结果
!

实验结果可见
23.$/

激活
45.

!

6

后可影响各功能标志物的表达水平$图
'

&*测得
I

)

6

)

>

组

@NC#"

值$蛋白相对表达水平&为#

GA5

!

%&7('

)

$&'%$

)

%&/17

%

?.+BFBHC#,

!

$&%1(

)

$&0-)

)

$&'$7

%

C.?I

!

$&1/$

)

%&)7%

)

%&/'1

*相

对以
I

组为
$

计算的各组
@NC#"

值可见!

6

组细胞受
23.$/

作

用后
GA5

$

1&$(

&)

?.+BFBHC#,

$

$&0'

&均明显增高#

C.?I

$

%&7$

&表

达明显降低%

>

组细胞中添加
K4L

后
GA5

$

$&'(

&)

?.+BFBHC#,

$

$&1/

&表达回降#

C.?I

$

%&)0

&表达有所增加*

D&E&D

!

荧光定量
?>@

检测结果
!

获取检测结果后以
1

.

))

>C法

进行数据分析$表
$

&*

6

组
GA5

)

?.+BFBHC#,

表达明显增加

$

!

$

%&%7

&#

C.?I

较
I

组明显下调$

!

$

%&%$

&*

表
$

!!

DBNF.C#RB?>@

检测基因的表达水平

组别
1

[

))

>C

GA5 ?.+BFBHC#, C.?I

I

组
$&%%% $&%%% $&%%%

6

组
'&7$'

N

$&((-

N

%&1-)

E

>

组
$&$'/ $&0)$ %&('1

!!

N

!

!

$

%&%7

%

E

!

!

$

%&%$

#与
I

组相比

!!

>

组中添加
K4L

后
23.$/

对
;<9=>+

的损伤及功能影

响受到有效抑制$图
0

&!

>

组
GA5

)

?.+BFBHC#,

明显较
6

组表达

下调并接近
I

组表达水平#且与
6

组相比差异有统计学意义

$

!

$

%&%7

&*

>

组
C.?I

表达恢复接近正常#与
6

组比较差异

有统计学意义$

!

$

%&%$

&*

E

!

讨
!!

论

炎性因素导致的血管内皮受损是
89:

形成的常见原因#

血栓形成过程中静脉内膜致凝作用产生优势效应#这与静脉内

皮组织中
54

)

:5

和
GA5

等异常表达密不可分#并促使了血

栓的形成和发展*内皮细胞具备生理性抗凝血及病理性血栓

形成的调控功能#其损伤在血栓疾病发展过程中发挥了重要作

用*相关研究也证实了#除溶性凝血因子的激活和血小板黏附

聚集释放外#内皮细胞损伤可视为血栓形成的
'

个独立要素之

一'

0

(

*

内皮细胞是循环中免疫和炎性介质的主要靶点*

>ON,.

!DN+BTND

等'

7

(研究证实#

3.$/

作用于血管内皮细胞#促使细胞

凋亡信号活化)导致细胞生长及功能异常#并且
23.$/

直接激

活了血管内皮细胞中的
45.

!

6

而诱导
;>X=>+

发生死亡*

本课题组既往研究证实#

23.$/

在
89:

患者及动物模型血液

中均存在异常表达#其变化与
89:

的发生与发展存在密切联

系'

).-

(

%同时#通过构建
23.$/

过表达和抑制的病毒载体感染人

脐静脉内皮细胞#可对细胞的生理活性产生显著影响'

7

(

*

6NT.

BD

等'

/

(研究结果可见#

45.

!

6

的持续激活可促进多种炎性因子

表达发生改变#通过促发炎症进展过程而引发细胞损伤#从而

导致了疾病的发生*静息状态下的
45.

!

6

在胞质以二聚体

$

J

)7.

J

7%

&形式存在#其与抑制物"
2

!

6

结合为无活性状态'

(

(

%受

激活物作用后结合物可解离#

45.

!

6

二聚体转移入细胞核中激

活其介导的细胞信号通路#从而发挥靶基因转录等重要作

用'

$%

(

*

本研究中
23.$/

作用
;<9=>+

后发现细胞内
45.

!

6

表达

出现明显变化#分别对
;<9=>+

胞浆)胞核蛋白进行检测#发

现受
23.$/

作用时胞核中
J

)7

表达量明显上调#而胞浆中表达

量较正常减少#证实了
23.$/

可有效激活细胞内
45.

!

6

%研究

中加入
45.

!

6

激活抑制剂
K4L

后可有效阻碍
23.$/

的上述作

用效应#使细胞核中
J

)7

的表达明显下调接近正常*研究中免

疫荧光检测结果亦证实#

23.$/

作用后
45.

!

6

明显激活#发生

磷酸化的
J

)7.

J

7%

二聚体向核内转移#可见荧光信号闪亮)呈

亮绿色%而该效应在
K4L

干预后发生显著改变*相关研究也

证实#

K4L

可使细胞内
45.

!

6

介导的信号转导通路激活受影

响#并有效干扰了细胞和动物模型体内相关靶基因的转录过

)$''
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程'

$$.$1

(

*

本研究对
23.$/

作用后的
;<9=>+

进行线粒体膜电位检

测#发现大量细胞发生了线粒体膜电位的下降#证明细胞受到

明显影响处于非正常生长状态#并使大多数细胞发生凋亡早期

改变*正常机体细胞群体稳态的维持主要通过细胞凋亡来进

行动态调整#该过程发生异常会引发细胞组群功能改变#甚至

导致疾病的发生和发展*

>O"

S

等'

$'

(研究证实#血管内壁受损

可因炎性因子所诱发的内皮细胞凋亡异常所致#而该过程最终

可致血管内壁损伤)诱发血凝块形成#并进一步引发炎性反应

过程而导致血管内血栓或粥样硬化斑块等*然而#实验中使用

45.

!

6

抑制剂阻断
23.$/

作用后#正常活细胞量明显增加#而

细胞凋亡和坏死量几乎均接近正常对照*研究可见#

23.$/

引

起
;<9=>+

生长状态异常#尤其是早期凋亡状态细胞增多%

然而#

45.

!

6

介导的细胞内信号转导通路受阻后#细胞状态得

以明确改善*同时#检测
23.$/

作用
;<9=>+

后细胞功能障

碍标志物的表达水平#发现与正常细胞比较
GA5

表达水平明

显升高#而
45.

*

6

的激活抑制则可影响这一变化*

GA5

在体

内同时存在于血浆及内皮组织#为内皮细胞合成的大分子糖蛋

白#内皮受损或受刺激时合成)分泌增加*既往研究显示#动脉

粥样硬化$

IY

&高危因素者和
IY

确诊患者
GA5

有表达上调的

改变#

GA5

在内皮细胞损伤处和血小板一起参与栓子的形成#

可作为内皮损伤的标志物'

$0

(

*内皮细胞功能标志物中
?.+B.

FBHC#,

亦呈现了与
GA5

相同的表达变化趋势#

?.+BFBHC#,

常作

为内皮细胞功能障碍的标志物和静脉血栓的临床危险因

素'

$7

(

*内皮细胞受异常刺激或功能异常时#

AB#EBF.?NFN!B

小

体与细胞膜融合#

?.+BFBHC#,

则演化为细胞表面的膜糖蛋白#介

导了内皮细胞)血小板)白细胞间的相互作用#其活化可诱导促

凝物激活和纤维蛋白形成而致静脉易栓性*内皮细胞可合成

C.?I

和尿激酶型纤溶酶原激活物$

Q.?I

&#参与构成机体内复

杂的纤溶系统#从而在血管内皮受损时参与维持正常止凝血过

程的动态平衡*

C.?I

对纤维蛋白有较高的亲和力#其可在纤

维蛋白表面活化纤溶酶原发挥纤溶作用'

$)

(

*本课题实验发

现#

23.$/

作用后
;<9=>+

产生的
C.?I

明显低于正常细胞#

而
45.

!

6

激活抑制剂作用后#

23.$/

对
;<9=>+

的影响明显

得到改善#

C.?I

水平回升至接近正常表达状态*

本研究发现
23.$/

可能通过激活
45.

*

6

介导的信号转导

通路#使内皮细胞生长状态)凋亡形式等发生改变#继而引发静

脉细胞的生理功能障碍#并导致血栓相关的内皮细胞功能标志

物
GA5

)

?.+BFBHC#,

)

C.?I

等产生异常变化#这些因素可能共同

参与了血栓疾病的发生与发展*

89:

形成的机制极其复杂#

23.$/

通过参与炎性反应和免疫反应调节等过程#发挥其对内

皮细胞正常生长状态和功能的影响#可能是其中较为重要的机

制之一*
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