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!"# 基因对血管平滑肌细胞中连接蛋白 $% 表达的影响

冉擘力，何国祥，王) 耿，宋治远，舒茂琴) ) （第三军医大学西南医院心血管内科，重庆市介入心脏病学研究所，重庆 %"""(’）

) ) 摘) 要：目的) 研究连接蛋白 %(（*+%(）在 ,&- 基因抑制血管平滑肌细胞（./0*）增殖中的作用。方法) 以携带大鼠
,&- 基因表达序列的复制缺陷型 $ 型腺病毒载体（12*0.#,&-）转染 ./0*后，应用免疫细胞化学染色检测 ,&- 和 *+%( 表
达的变化；应用(3标记的胸腺嘧啶核苷（ (3#425）掺入试验观察 ,&- 基因表达增强对 ./0*增殖的影响。结果)（!）12#
*0.#,&- 转染前，血小板衍化生长因子 66（,789:7:9#2:;<=:2 >;?@9A B8C9?;，DEFG#66）下调 D&- 蛋白的表达，12*0.#,&- 转
染后，无论有无 DEFG#66刺激，./0*中 D&- 蛋白的表达均比转染前显著增高。（&）12*0.#,&- 转染使 ./0*中 *+%( 蛋
白的表达基本恢复至有丝分裂原刺激前状态。（(）12*0.#,&- 转染使 ./0* 的( 3#425 掺入量均较未转染组显著降低。
结论) ,&- 基因对 *+%( 表达的调控，使细胞间连接通讯得到维护，是其抑制 ./0*增殖的重要机制之一。
) ) 关键词：,&- 基因；血管平滑肌细胞；细胞增殖；连接蛋白 %(
) ) 中图法分类号：5(&&H !&；5(&IH &%；5(I%H & ) ) ) 文献标识码：1
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) ) ,&- 是重要的细胞周期蛋白依赖性激酶抑制剂
（CQC7<M#2:,:M2:M9 Y<M8U: <MA<V<9?;，*Z[），在细胞周期
的调节中占据了重要地位。,&- 在 F! \ / 和 F& \ 0 处
构筑了两道“堤坝”，当 ,&- 大量降解时，细胞就可以
顺利地实现 F! \ / 转换而进入恶性增殖。以往对 ,&-
的研究多集中在抑制肿瘤细胞的增殖上，而在心血管

领域中有关 ,&- 对 ./0*增殖的影响及其机制的报道
较少。本实验利用携带 ,&- 基因的重组腺病毒载体
（12*0.#,&-）转染 ./0*，研究转染前后血小板衍化
生长因子 66（DEFG#66）对 ./0* 表达 D&- 和连接蛋
白 %( 的影响，探讨 ,&- 基因影响 ./0*增殖的机制。

>? 材料与方法

!H !) 材料
) ) 携带大鼠 ,&- 基因的重组腺病毒载体（12*0.#,&-）由作

) ) 作者简介：冉擘力，男，重庆市人，博士，主治医师，讲师，主要从事冠心病、心
脏电生理方面的研究。电话：（"&(）]’-]$]-!

) ) 收稿日期：&""-#!!#("；修回日期：&""’#"!#"%

者用位置特异性重组的方法构建，并经 D*5鉴定，获得病毒滴
度约 $ ^ !"!"空斑形成单位 \毫升（ ,BL \ T7），最佳感染复数
（0O[）为 %"。./0*由作者以大鼠主动脉经组织块贴壁法原
代培养获得，并经 !#平滑肌肌动蛋白免疫细胞化学鉴定，第 ]
_ ’ 代细胞应用于本实验。兔抗大鼠 D&- 单克隆抗体及兔抗人
连接蛋白 %(（*+%(）多克隆抗体为美国 /8M98 *;L‘ 公司产品。
血小板衍化生长因子 66（DEFG#66）为 5aE /QU9:T公司产品，
E0K0培养基和胎牛血清（G6/）均为美国 3Q*7?M: 公司产品，
氚标记胸腺嘧啶核苷（ (3#425）为上海原子能研究所产品。

!H &) 12*0.#,&- 转染前后 DEFG#66 对 ./0* 表达
D&- 和 *+%( 蛋白的影响

!H &H !) 实验分组) ) 分转染组和未转染组，每组又分别施加
DEFG# 66（!" M> \ T7）刺激和无 DEFG#66刺激两种干预因素。
!H &H &) 转染方法) ) 将 ./0*传入 &% 孔板，各组每个实验条
件设 ( 孔。当细胞 ’"b融汇时，无血清培养 &% A，然后将培养
板中培养液吸出，加入 12*0.#,&- 转染液 %" 0O[，置 (- c、
$b*O&培养 ! A，其间每 !" _ !$ 分钟摇动培养板 ! 次，使其均
匀感染，! A 后去除转染液，加入 DEFG#66，继续培养 &% A。未
转染组除不转染 12*0.#,&- 外，其余同前。
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)# %# (" 免疫细胞化学检测" " 按 *+试剂盒使用说明进行，+%&
和 ,-’(抗体的工作浓度分别为 ). %//和 ). !//。012显色后镜
下计数 +%&蛋白染色阳性细胞数和总细胞数，计算阳性细胞占
同类细胞的百分比，每张玻片随机计数 ( 个视野（ 3)//），取平
均值。对作连接蛋白 ’( 染色的玻片进行图像分析，每张玻片
随机检测 ( 个视野的光密度值（ 3 )//），取平均值。
)# (" (45678掺入法测定细胞 091合成
" " 实验分组及干预因素同 +%& 蛋白检测。以每孔 ) 3 )/!个

细胞将 :*;,接种于 %’ 孔培养板中，各组每个实验条件设 (
孔。(& <、!=,>%培养 %’ ?后，无血清培养 %’ ?；转染及施予
干预因素后 %’ ?加入( 45678，使之终浓度为 (# & 3 )/’ 2@ A BC；
继续培养 )D ?后，常规消化收集细胞，经微孔滤膜抽滤细胞并
用 )/=三氯乙酸（6,1）破碎细胞膜，滤膜烘干后置于闪烁瓶
中，加入闪烁液，用液体闪烁计数仪测定放射性强度。

)# ’" 统计学分析
" " 数据用 !! E "表示，采用 *+** )/# / 统计软件进行非配对 #
检验。

!" 结果

%# )" 17,;:5$%& 转染前后 +0FG522对 :*;,的 +%&
蛋白表达的影响

" " 未转染组没有给予 +0FG522刺激时，:*;,上 $%& 蛋白表
达阳性率为 (H=，+0FG522刺激后，其阳性表达率显著下降为
’# %(=（$ I /# /)），而转染 $%& 后其阳性表达率仍保持在
((J K)=的较高水平（$ I /# /)）；+0FG522 刺激前后转染组
:*;,的 $%& 蛋白阳性表达率没有显著差异（$ L /# /!）。
%# % " 17,;:5$%& 转染前后 +0FG522 对 :*;, 的

,-’( 表达的影响
" " 未转染组和转染组没有施加 +0FG522刺激时，:*;,上可
见少量 ,-’( 免疫细胞化学染色阳性颗粒；给予 +0FG522 刺激
后，未转染组着色颗粒显著增多（$ I /# /)），转染 17,;:5$%&
后，着色颗粒比转染前显著减少（$ I /# /!，图 )）。
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M：$ I /# /)，与 +0FG522（ N）比较；O：$ I /# /)，与未转染组比较
图 #" $%&’()*!+ 转染 (,’&前后 -./0对连接蛋白 12
表达的影响

%# (" (45678掺入法测定细胞 091合成
" " (45678掺入量反映增殖细胞 091 合成的情况，是反映细
胞增殖的良好指标。未转染组没有施加 +0FG522 刺激时，
:*;,的( 45678 掺入量较少，+0FG522 刺激后( 45678掺入量
显著增加至 )’ &)(# %’（$ I /# /)）；转染 $%& 后其掺入量则明显
受到抑制（$ I /# /!），17,;:5$%& 转染可使没有施加 +0FG522
时 :*;,的(45678掺入量减少，但不显著（$ L /# /!，表 )）。

表 #" $%&’()*!+ 转染前后有丝分裂原对 (,’& 23)4%5
掺入的影响（6*7，"! 8 "）

组别 血清（ N） +0FG522
未转染组 ! H%/# !% E K%)# !& )’ &)(# %’ E ( !’/# )%M

转染组 ! /&(# !/ E ) %!%# // K ’!)# %! E ) HD!# ’%O

M：$ I /# /)，与血清（ N）组比较；O：$ I /# /!，与未转染组比较

2" 讨论

" " 目前有关 $%& 的研究多数集中在其抑制肿瘤细胞
增殖方面，而对 $%& 基因抑制 :*;, 增殖及其机制的
相关报道较少。有研究表明，$%& 对细胞周期实行负
调控，抑制细胞增殖［)］。且 $%& 过度表达可拮抗有丝
分裂原的促细胞增殖作用，其机制与 $%& 基因转录显
著下降及翻译减少有关［%、(］。我们在实验中发现有丝

分裂原 +0FG522下调 $%& 基因表达，以腺病毒为载体
对 :*;,进行转染后，$%& 基因表达增强。本实验(45
678掺入法测定结果表明，在 +0FG522刺激后，:*;,
增殖能力比刺激前明显增强，以腺病毒为载体对

:*;, 转染 $%& 基因后，+0FG522 刺激所引起的
:*;,增殖较转染前显著减弱，说明 $%& 基因可抑制
由有丝分裂原刺激所引起的 :*;,增殖。
" " 为深入了解 $%& 基因抑制 :*;, 增殖的相关机
制，本实验探讨了 17,;:5$%& 转染对细胞间连接通讯
的影响。资料表明 :*;,间隙连接的主要组成成分是
,-’(［’］。其功能缺陷与肿瘤细胞增殖失控和恶性表
型的发生有关［!，D］。由于动脉粥样硬化和 8* 病灶中
:*;, 的生长特征类似肿瘤细胞，所以间隙连结的功
能及数目的改变可能与动脉粥样硬化和 8* 的发生关
系密切。本实验显示无血清培养后的 :*;, 表达
,-’( 较少；+0FG522刺激后，激活了 +P, 及癌基因的
基因转录［&，H］，,-’( 的磷酸化、正常转运及装配受到干
扰，使大量 ,-’( 滞留于细胞质内，其功能受到抑制，从
而使 :*;,发生表型改变及异常增殖。转染 17,;:5
$%& 使 $%& 基因表达增强以后，+0FG522 刺激所引起
的 ,-’( 异常改变得到纠正，这可能是腺病毒介导的
$%& 基因过度表达作为一种刺激信号引起信号转导中
的级联反应，导致效应分子 ,-’( 蛋白的酪氨酸残基发
生磷酸化作用［D］，从而维持细胞间隙连接的正常功

能，使 :*;,能够保持收缩表型和高分化状态，抑制细
胞分裂增殖。综上所述，$%& 基因转染使 $%& 过度表
达可抑制 :*;,增殖，有利于减轻血管球囊损伤后新
生内膜的形成及防止 8*的发生。
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外科换药疼痛的心理护理

向^ 勤，罗^ 梅^ ^ （第三军医大学大坪医院野战外科研究所门诊部，重庆 @???@"）

^ ^ 疼痛是伴随现有的或潜在的组织损伤而产生的生理和心
理因素复杂结合的主观感受［&］。由于人体组织受伤后一些致

痛物质刺激游离的神经末梢，伤口换药时又直接刺激创面的神

经末梢，操作时可引起剧烈疼痛。换药无论大小对患者来说，

都是一种心理刺激，因此，加强心理护理已成为外科换药工作

中一个重要组成部分。现本科 "??E 年 # "?? 例换药疼痛患者
的心理护理实践和体会，现报告如下。

!" 临床资料

^ ^ 本科在 "??E 年 & D &" 月共换药 # "?? 例，其中男性 B MC?
例，女性 B "C? 例，年龄 &? _ A& 岁，平均 @" 岁；其中拨甲 " C&"
例，脓肿切开 " ?A& 例，慢性溃疡 & "B& 例，烫伤 AM# 例，其他换
药 @#M 例。

#" 常见的心理特点及护理对策

"< &^ 紧张恐惧的心理
^ ^ 小至孩童大到老者均有发生。由于个人经历、职业、家庭、
环境、文化水平、耐受力等不一样，对换药疼痛的理解及感觉也

不相同，初次换药容易产生紧张、恐惧的心理。护理人员在接

待这类患者时，应用和蔼可亲的态度让患者感到温暖，耐心倾

听患者的诉说，取得信任，消除顾虑，操作时向患者作好解释工

作，强化其参与意识，让患者了解自己的病情及伤口情况，细心

观察反应，当疼痛难忍时，可向患者讲清楚，疼痛是机体的“保

护性”反应，说明机体正处在调整状态，疼痛感是暂时的，鼓励

患者增强同病魔做斗争的决心和信心，让患者在心理默念“放

松”、“不疼”等语句，通过自我暗示，减轻疼痛；也可让患者听

他喜欢的音乐以转移其注意力。但对于某些较大且严重的

^ ^ 作者简介：向^ 勤，女，重庆市人，主管护师，主要从事护理学方面的研究。电
话：（?"B）EA#C#C??

^ ^ 收稿日期："??#:&&:?#；修回日期："??A:?&:"M

位于神经末梢丰富部位的有剧烈疼痛难忍的伤口，仍需行局部

阻滞麻醉以减轻疼痛，防止疼痛性休克的发生。

"< "^ 焦虑不安的心理
^ ^ 此种心理年轻患者较老年患者多，尤其是外伤后换药患
者，担心受伤的程度及预后，思想上有一定压力，易产生焦虑不

安的心理，加重疼痛反应。护理人员必须从每个患者的具体情

况出发，细心观察，有针对性地做好心理疏导工作，让患者把想

说的话说出来，使其感到心情舒畅，心理上得到最大满足。可

采用心理治疗中的发泄疗法，患者愤怒或发牢骚时，可以引导

其适当发泄，放松心情，提高疼痛阈值。

"< B^ 忧虑怀疑心理
^ ^ 患者的怀疑大多数是一种自我消除暗示，常影响其对客观
事物的正确判断。长期换药患者如慢性小腿溃疡、糖尿病足患

者，由于伤口血运较差，愈合时间较长，显效较慢，故患者失望

感较重，身心疲惫，忧心忡忡，缺乏战胜疾病的信心。对这样的

患者，护士在换药时更需要做好解释和心理疏导工作，告之当

前的痛苦是暂时的，要勇于面对现实，以顽强的意志和毅力配

合治疗，树立战胜疾病的信心。特别是在回答患者的问题时，

一定要坚定，充满信心，多使用安慰性、鼓励性语言，缓解患者

的心理压力，降低其不愉快的程度，稳定患者的情绪，增强疼痛

的耐受性，起到有效的心理支持作用。

^ ^ 针对换药疼痛患者的心理特征，用最佳的心理护理措施来
影响其心理活动，使患者保持良好的情绪，是减少晕厥发生，提

高患者满意度的关键，使其伤口尽快痊愈。

^ ^ 关键词：换药疼痛；心理护理；措施
^ ^ 中图法分类号：H@#B< E^ ^ ^ 文献标识码：>
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