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心血管疾病是目前世界范围内威胁人类健康'

导致人类死亡的第一大疾病#严重影响我国居民健
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&血管内皮损伤与功能障碍是心血管事件链

上最重要的病理机制#与高血压'冠心病等严重危害

人类健康的心血管疾病的发生发展及其危险因素互

为因果#彼此促进(

*

)

&血管内皮能够合成'释放多种
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%'62'-1P'#+

#

ES

"由

左旋精氨酸在内皮型一氧化氮合酶!

+%#167+.'$.

%'62'-1P'#+3

G

%67$3+

#

+ES,

"的催化下合成#具有舒

张血管'保护血管内皮'抗炎抗氧化及阻止血栓形成

等作用(

%

)

&

+ES,

是一氧化氮合酶同工酶中的一种
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!

@CRA

裂 解 液 !添 加
#+#""

R*,!

'

#+#""RC

"提取细胞总蛋白#取上清加入上样

缓冲液煮沸变性&得到总蛋白样品经
>0A

测定浓

度后取
#"

&

5

经
,B,9

聚丙烯酰胺凝胶电泳#

)"U

恒

压湿转至
RUB!

膜&而后使用
(=

脱脂牛奶室温封

闭
!7

#一抗!

+ES,

$

#+!"""

%

4

9+ES,

$

#+#"""

%

IARB?

$

#+("""

"

%Y

孵育过夜#二抗!

#+("""

"室

温孵育
%(

'

&":'%

后曝光显色&目的蛋白的表达

水平以
IARB?

为内参进行标准化&

间接法检测
@8

!

收集细胞培养液上清#每组

&"

&

F

%

,*"$"

裂解液裂解细胞所得样品#每组取

!"

&

F

经
#+*

稀释&按照总
ES

检测试剂盒说明书

的流程#采用还原比色法检测
ES

的含量&

划痕实验
!

取
&

孔板#预先在背面用马克笔做好

标记&完成慢病毒稳定转染的
*A803

#取对数生长

状态的细胞#再次传代并将细胞铺板&在细胞密度达

到
'"=

'

$"=

时#使用
!""

&

F

无菌枪头在各孔底面

划出竖直且平行的划痕&稳定培养
!7

!作为
"7

"#

之后每隔
#!7

在倒置显微镜下观察一次&参考马克

笔所做的标记于固定位置观察#并拍照记录&

小管形成实验
!

预先在冰浴条件下#于
$&

孔板

中均匀加入用
S

4

6'*8*

培养基
#+#

稀释的生物基

质胶!

>B*$62'

5

+.

"

#""

&

F

#

*)Y

孵育
*":'%

&完

成慢病毒稳定转染的
*A803

#取对数生长状态的

细胞&终止消化后稀释为
#0#"

( 个*
:F

的细胞悬

液#取
#""

&

F

覆盖于基质胶表面#放入细胞培养箱

孵育&

*7

后在
S.

G

:

4

"3>D%*

倒置荧光显微镜下

观察#并拍照记录&应用
C:$

5

+)A%

5

'1

5

+%+3'3

$%$.

G

<+2

软件对所得图像进行分析#采用小管数目

!

EOO2$%-7+3

"'小管总长度!

L16/.+%

5

67

"'分支点

数!

EO)"%-6'1%3

"作为量化指标&

(*#
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统计学处理
!

所有数据根据对照组标准化后以

A

/

,#

的形式表现&通过
I2$

4

7R$#R2'3:(

和

C:$

5

+)

软件进行统计学处理#多组数据的组间差

异采用单因素方差分析#其中两两之间的差异采用

)

检验&

!

#

"/"(

为差异有统计学意义&

结
!!!

果

稳定转染小鼠主动脉内皮细胞
!

原代培养小鼠

主动脉内皮细胞生长状态良好#呈不规则的梭形&

通过嘌呤霉素筛选'传代后#在倒置荧光显微镜下可

以观察到细胞内
I!R

表达率高#病毒转染效率可达

$"=

以上&荧光定量
R0@

的结果显示$与对照组相

比#

F%-@EA9>+6$!/)

过表达组
F%-@EA9>+6$!/)

的表达显著升高!

!."/"%)

"#

F'%-@EA9

4

!#

敲低组

F'%-@EA9

4

!#

的 表 达 显 著 降 低 !

! ."/"*!

"#

F%-@EA9AE@CF

敲低组
F%-@EA9AE@CF

的表达

显著降低!

!."/""$

"#

F%-@EA9?#$

过表达组

F%-@EA9?#$

的表达显著升高!

!."/"!$

"#差异

均具有统计学意义!图
#

"&

! !

*A803

$

*1"3+$126$+%#167+.'$.-+..3/,6$O.

G

62$%3M+-6+#

*A803N+2+1O3+2(+#"%#+2'%(+26+#M."12+3-+%-+:'-213-1

4

+

!

0

#""

"

/L7+F%-@EA+P

4

2+33'1%.+(+.3N+2+#+6+2:'%+#O

G

@L9R0@/

L7+2+3".63N+2+

4

2+3+%6+#$3A

/

,#H

!

#

"

"#HE0

#

!

#

"/"(H

图
C

!

稳定转染小鼠主动脉内皮细胞及其

Y%*;@6

过表达'敲低效率

A#

&

C

!

$+07'

1

+,0%-2(*+(!:6U<-0%!+4(Y%*;@6

"/(,(O

.

,(--#"%

'

?%"*?!"3%(22#*#(%*

1

!!

Y%*;@6

对内皮细胞
(@8$N;@6

表达的影响

荧光定量
R0@

的结果显示$与空白组相比#阴性对

照组'

F'%-@EA9

4

!#

敲低组'

F%-@EA9AE@CF

敲低

组的
+ES, :@EA

的 表 达 水 平 无 明 显 改 变%

F%-@EA9>+6$!/)

过表达组
+ES,:@EA

表达显

著升 高 !

! ."/""!

"#差 异 具 有 统 计 学 意 义%

F%-@EA9?#$

过表达组的
+ES,:@EA

表达下降

!

!."/"")

"#差异具有统计学意义!图
!

"&

!!

L7+:@EA+P

4

2+33'1%.+(+.31M+ES,N+2+#+6+2:'%+#O

G

@L9

R0@/L7+2+3".63N+2+

4

2+3+%6+#$3A

/

,#H"#HO.$%Q

#

!

#

"

!

#

"/"(

#

!

!

"

!

#

"/""(/

图
K

!

小鼠主动脉内皮细胞
(@8$N;@6

的表达水平

A#

&

K

!

>4(N;@6(O

.

,(--#"%"2(@8$#%:6U<-

!!

Y%*;@6

对内皮细胞
(@8$

'

.

)(@8$

蛋白表达

的影响
!

K+36+2%O.16

结果显示$与空白组相比#阴

性对照组'

F'%-@EA9

4

!#

敲低组'

F%-@EA9AE@CF

敲低组'

F%-@EA9?#$

过表达组的
+ES,

蛋白的表

达水平无明显改变#而
F%-@EA9>+6$!/)

过表达组

+ES,

蛋白的表达显著升高!

!."/"*&

"%另外#与

空白组相比#阴性对照组'

F%-@EA9>+6$!/)

过表达

组'

F%-@EA9AE@CF

敲低组'

F%-@EA9?#$

过表达

组的
4

9+ES,

*

+ES,

比值无明显改变#而
F'%-@EA9

4

!#

敲低组的
4

9+ES,

*

+ES,

比值则显著升高!

!.

"/""'

"!图
*

"&

Y%*;@6

对内皮细胞内
@8

含量及其分泌水平

的影响
!

各组内皮细胞内的
ES

水平均无明显差

异%而与空白组相比#

F%-@EA9>+6$!/)

过表达组中

培养基上清液中的
ES

水平则有显著升高!

!.

"/"#$

"#差异具有统计学意义!图
%

"&

Y%*;@6)X(+0KFE

对内皮细胞迁移与血管形成

能力的影响
!

划痕实验结果显示$相比于对照组#

F%-@EA9>+6$!/)

过表达组的
*A803

伤口愈合速

"*#



!

叶
!

楠#等
/

长链非编码
@EA>+6$!/)

通过上调
+ES,

*

ES

通路影响内皮细胞功能

! !

L7+

4

216+'%+P

4

2+33'1%.+(+.31M+ES,$%#

4

9+ES, N+2+

#+6+2:'%+#O

G

K+36+2%O.16/L7+2+3".63N+2+

4

2+3+%6+#$3A

/

,#H"#H

O.$%Q

#

!

#

"

!

#

"/"(

#

!

!

"

!

#

"/""(/

图
J

!

小鼠主动脉内皮细胞
(@8$

%

.

)(@8$

蛋白的表达水平

A#

&

J

!

>4(

.

,"+(#%(O

.

,(--#"%"2(@8$0%!

.

)(@8$#%:6U<-

!!

L7+ES

4

21#"-6'1%'%-+...

G

3$6+3$%#ES3+-2+6'1%'%:+#'":

3$:

4

.+N+2+#+6+2:'%+#O

G

2+#"-6'1%-1.12':+62

G

/L7+2+3".63N+2+

4

2+3+%6+#$3A

/

,#H"#/O.$%Q

#

!

#

"

!

#

"/"(/

图
M

!

小鼠主动脉内皮细胞内
@8

含量以及
@8

的分泌水平

A#

&

M

!

>4(@8

.

,"!5*+#"%0%!-(*,(+#"%#%:6U<-

率在
#!7

和
!%7

都有显著提高!

!

均
#

"/""#

"%小

管形成实验的结果显示$相比于对照组#

F%-@EA9

>+6$!/)

过表达组的
*A803

在单位视野内形成的

小管分支数无明显改变!

!."/$)"

"#而在小管的总

长度和分支点数上显著升高!

!."/""$

#

!."/"!"

"

!图
(

"&

!!

L7+*A803'%K1"%#7+$.'%

5

$33$

G

$%#6"O+M12:$6'1%$33$

G

N+2+1O3+2(+#"%#+2'%(+26+#M."12+3-+%-+ :'-213-1

4

+

!

0#""

"

/

X"$%6'6$6'(+$%$.

G

3'31M67+6':+9-1"23+N1"%#7+$.'%

5

$33$

G

N+2+

371N%O

G

N1"%#7+$.'%

5

2$6+/X"$%6'6$6'(+$%$.

G

3'31M6"O+M12:$6'1%

N+2+

4

+2M12:+#6721"

5

7

;

"%-6'1%3%":O+2

#

O2$%-7+3%":O+2$%#

616$.6"O+.+%

5

67/L7+2+3".63N+2+

4

2+3+%6+#$3A

/

,#H"#/E0

#

!

#

"

!

#

"/"(

#

!

!

"

!

#

"/""(/

图
D

!

划痕实验和小管形成实验

A#

&

D

!

T"5%!4(0'#%

&

0--0

1

0%!+57(2",N0+#"%0--0

1

'*#
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本研究结合既往发现并以此为基础#筛选动脉

粥 样 硬 化 相 关 的
F%-@EA

&在 获 得 可 靠 的

F%-@EA

全长序列后#结合慢病毒构建可行性#构

建了相应
F%-@EA

的干扰与过表达载体&未能获

得可靠的
L'+9#9A,

全长序列#

*AFAL#

全长序列

过长无法插入质粒等原因使得我们无法考察其对内

皮细胞
+ES,

表达的影响&基于动静脉不同的生理

组成#为了使细胞实验更接近体内的生理病理状态#

本研究选用了原代的
*A803

&

本研究首先发现
F%-@EA9>+6$!/)

能够上调

内皮细胞
+ES,

*

ES

信号通路&通过慢病毒稳定转

染实现的过表达
F%-@EA9>+6$!/)

上调了
+ES,

:@EA

与蛋白的表达#且同步上调
+ES,

的磷酸

化#使得
4

9+ES,

*

+ES,

比值保持不变#从而上调

ES

的产量&既往研究表明#血管内皮生长因子

!

($3-".$2+%#167+.'$.

5

21N67M$-612

#

U8I!

"的许多

生物学功能依赖于
+ES,

的活性被激活(

*"

)

#包括诱

导血管内皮细胞的增殖'迁移'分化和血管形成

等(

*#/*!

)

&为了进一步验证
F%-@EA9>+6$!/)

上调

+ES,

*

ES

通路在内皮细胞中发挥的作用#我们使

用稳定过表达
F%-@EA9>+6$!/)

的内皮细胞进行

功能学实验#包括划痕实验与小管形成实验&发现

过表达
F%-@EA9>+6$!/)

上调了内皮细胞划痕愈

合速率和小管形成水平#表明
F%-@EA9>+6$!/)

能

够影响内皮细胞的迁移与血管形成能力#这与其对

+ES,

*

ES

信号通路的调控作用相符合&而在既往

研究中有学者发现
F%-@EA9>+6$!/)

可以帮助内

皮细胞抵御缺血再灌注损伤#是一种保护性分

子(

#)

#

**

)

#与本研究结果基本一致&

除此之外#我们还发现了敲低
F'%-@EA9

4

!#

在

不影响
+ES,:@EA

和蛋白表达水平的情况下#能

够上调
+ES,

的磷酸化水平#这与既往研究中

F'%-@EA9

4

!#

促进细胞凋亡'抑制细胞增殖的表现

相符合(

!!

#

*%

)

&但在后续实验中#敲低
F'%-@EA9

4

!#

上调
ES

分泌水平的表现却并不稳定#缺乏统计学

意义&既往研究指出
F%-@EA9?#$

能够促进血管

平滑肌细胞增殖#引起血管重构(

!"/!#

)

#而我们发现

过表达
F%-@EA9?#$

能够下调内皮细胞内
+ES,

的
:@EA

水平#但在后续实验中
F%-@EA9?#$

并

没有影响
+ES,

蛋白的表达'磷酸化以及
ES

的含

量&我们推测这可能是由于在生理状态即非病理模

型中改变
F%-@EA

的表达水平对
+ES,

*

ES

的调

控作用有限&在本研究中#

F%-@EA9AE@CF

对内

皮细胞
+ES,

的表达'

ES

的含量及其分泌水平没

有产生显著的影响&

综上所述#本研究发现了
F%-@EA9>+6$!/)

在

内皮细胞可以上调
+ES,

*

ES

的表达以及内皮细胞

的迁移和血管形成能力&这提示了
F%-@EA9

>+6$!/)

可能起到保护血管内皮'阻止动脉粥样硬

化等心血管疾病发生发展的的作用#为今后进一步

探究如何保护内皮功能障碍#防治心血管疾病提供

了新的思路和实验依据&此外#

F%-@EA9>+6$!/)

如何实现对
+ES,

的表达及其磷酸化的调控#是否

还有其他靶基因参与了血管内皮功能的调节#均值

得进一步研究和探讨&
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