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　　［摘要］　目的　 探讨１４３３γ基因在ＬＰＳ预处理对抗心肌细胞缺氧／复氧（Ａ／Ｒ）损伤中的作用。方法 　构建 ｐＳＵ
ＰＥＲ／１４３３γＲＮＡ干扰重组质粒，转染入心肌细胞，分为５组：对照组、Ａ／Ｒ组、ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组、ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组、
ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１４３３γ蛋白表达，生化自动分析仪测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性，ＭＴＴ
法测定细胞存活率，流式细胞仪检测细胞凋亡，线粒体肿胀实验检测线粒体通透性转换孔（ｍＰＴＰ）开放。结果　 Ａ／Ｒ损
伤使细胞存活率下降，ＬＤＨ升高，细胞凋亡增加，ｍＰＴＰ开放；ＬＰＳ预处理可使１４３３γ表达明显增加，通过抑制 ｍＰＴＰ开
放，对Ａ／Ｒ损伤的细胞有保护作用；ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γＲＮＡ干扰重组质粒通过抑制１４３３γ蛋白表达，取消 ＬＰＳ预处理的
保护作用。结论　 ＬＰＳ预处理可对抗心肌细胞缺氧／复氧损伤，其机制与上调１４３３γ，从而抑制ｍＰＴＰ开放有关。
　　［关键词］　 １４３３γ；内毒素耐受；缺氧／复氧损伤；ＲＮＡ干扰
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　　内毒素主要是革兰阴性杆菌的细胞壁脂多糖
（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）成分，内毒素耐受（ｅｎｄｏｔｏｘｉｎ

ｔｏｌｅｒａｎｃｅ，ＥＴ）是指预先给予小剂量内毒素刺激后机体
产生的一系列复杂的适应性调节反应［１］。研究［２－３］表

明，ＥＴ不仅可以减轻随后大剂量内毒素所致的机体损
伤，还可对抗多个脏器的缺血／再灌注损伤，但机制不
明。１４３３蛋白家族是几乎存在于所有细胞内的一种
重要的功能信号分子，文献［４］指出１４３３γ亚型在大
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鼠主动脉受损的心肌组织中表达明显升高，提示其有

可能在提高心肌组织对损伤的反应性以及作为修复信

号等方面发挥重要作用。本实验拟培养原代乳鼠心肌

细胞，建立缺氧／复氧（Ａ／Ｒ）损伤模型，以模拟心肌缺
血／再灌注损伤，研究小剂量 ＬＰＳ预处理，对心肌细胞
Ａ／Ｒ损伤的直接作用，探讨１４３３γ蛋白在其中所起
的作用。

１　材料与方法

１．１　受试药品与主要试剂
　　限制性内切酶ＢｇｌⅡ、ＸｈｏⅠ、ＢａｍＨⅠ（ＮＥＢ公司），Ｔ４ＤＮＡ

连接酶、凝胶回收试剂盒及质粒提取试剂盒（Ｐｒｏｍｅｇａ公司），
１４３３γ抗体、βａｃｔｉｎ抗体及相应二抗（ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司），线粒体
分离试剂盒（ＢｉｏＶｉｓｉｏｎ公司），ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司），ＭＥＭ培养基（ＧｉｂｃｏＢＲＬ公司），胎牛血清（杭州四季青生
物工程材料有限公司），伤寒菌内毒素脂多糖（ＬＰＳ）、增强化学发
光印迹试剂、硝酸纤维素膜（Ａｍｅｒｓｈａｍ，ＵＫ）、胰酶、ＭＴＴ、ＨＥＰＥＳ、
ＰＭＳＦ、亮肽素、丙烯酰胺、ＳＤＳ，亚甲基双丙烯酰胺、过硫酸铵、
ＴＥＭＥＤ、ＥＤＴＡ和ＤＴＴ（Ｓｉｇｍａ公司），其他试剂均为分析纯。

１．２　心肌细胞的分离培养
　　参照文献［５］的方法，取出生１～３ｄ的 ＳＤ乳鼠的心脏，
０１％胰酶消化分离心肌细胞，用含１５％胎牛血清的ＭＥＭ培养
基混悬后置ＣＯ２培养箱（５％ ＣＯ２、３７℃）培养２ｈ去除成纤维
细胞，计算细胞悬液中台盼蓝拒染的活细胞数，需达９０％以上。
分别按５×１０５／孔、１×１０５／孔接种于６孔培养板和９６孔培养板
内置ＣＯ２培养箱培养，前３ｄ加入终浓度为０．１ｍｍｏｌ／ＬＢｒｄｕ抑
制纤维细胞生长。培养４ｄ随机分组进行实验。

１．３　心肌细胞Ａ／Ｒ模型建立［６］

　　正常氧含量为２１％，为使心肌细胞氧含量明显低于２１％
造成缺氧，本实验室先以模拟缺氧液（ｍｍｏｌ／Ｌ：ＮａＨ２ＰＯ４０．９、
ＮａＨＣＯ３６．０、ＣａＣｌ２１．８、ＭｇＳＯ４１．２、ＨＥＰＥＳ２０、ＮａＣｌ９８．５、ＫＣｌ
１０．０，ｐＨ６．８，并用９５％ Ｎ２和５％ ＣＯ２混合气体饱和３０ｍｉｎ）置
换正常培养基，并置细胞于缺氧环境中（９５％ Ｎ２和５％ ＣＯ２混
合气体持续通气的缺氧密闭容器中）孵育３ｈ，然后换用模拟复
氧液，并于复氧环境中孵育２ｈ，建立心肌细胞Ａ／Ｒ损伤模型。

１．４　ｐＳＵＰＥＲＲＮＡｉ质粒构建
　　从ＧｅｎＢａｎｋ中获得大鼠１４３３γ基因序列号：Ｄ１７４４７，运用
美国 ＯｌｉｇｏＥｎｇｉｎｅ公司提供的 ＲＮＡ干扰设计软件，输入
Ｄ１７４４７，即获得所需的靶序列：５′ＣＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴＧＡＣＡＧＡＧ
３′（２７８）。根据ｐＳＵＰＥＲ质粒特点及 ｓｈＲＮＡ设计要求，合成带
“ＴＴＣＡＡＧＡＧＡ”茎环序列和ＢａｍＨⅠ、ＸｈｏⅠ的黏性末端的ＤＮＡ
序列，配对的２条互补单链寡核苷酸退火后形成双链，用于构
建重组质粒。合成的正向序列：５′ＧＡＴＣＣＣＣＣＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＴ
ＧＡＣＡＧＡＧＴＴＣＡＡＧＡＧＡＣＴＣＴＧＴＣＡＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＧＴＴＴＴＴＣ３′。
为保证ＲＮＡ干扰靶序列的特异性，设计阴性对照的正向序列：
５′ＧＡＴＣＣＣＣＡＧＧＡＧＧＡＧＧＴＡＣＡＣＡＣＡＴＡＴＴＣＡＡＧＡＧＡＴＡＴＧＴＧ
ＴＧＴＡＣＣＴＣＣＴＣＣＴＴＴＴＴＴＣ３′。以 ｐＳＵＰＥＲ质粒为载体，ＢｇｌⅡ、
ＸｈｏⅠ双切后，插入带有黏性末端的１４３３γｓｈＲＮＡ或阴性对
照ｓｈＲＮＡ核苷酸序列。

１．５　基因转染［７］

　　转染前去除培养基中的抗生素，将 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００与
ＤＮＡ以（μｌ）２．０∶０．８混合，加入到每孔细胞中。

１．６　ｐＳＵＰＥＲＲＮＡｉ质粒干扰效率的检测
　　干扰效率检测实验分为３组：①正常对照组：未转染质粒，
②ｐＳＵＰＥＲ阴性对照组：转染ｐＳＵＰＥＲ质粒，③ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ
组：转染ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ质粒。用ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ２０００将构建
的相应质粒放入细胞液，共同孵育２４ｈ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测１４３
３γ的蛋白表达，验证ｐＳＵＰＥＲＲＮＡｉ质粒干扰效率。

１．７　实验分组
　　共分５组，每组重复６次。①对照组：弃去原培养液，换用
复氧液置于培养箱（５％ ＣＯ２－９５％ 空气，３７℃）３ｈ，再换上复
氧液孵育２ｈ；②Ａ／Ｒ组：按 １．３方法建立 Ａ／Ｒ损伤模型；③
ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组：２００ｎｇ／ｍｌＬＰＳ预先加入心肌细胞培养基，２４ｈ
后再进行Ａ／Ｒ损伤；④ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组：用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００将空载质粒转染入心肌细胞，２４ｈ后再进行 ＬＰＳ＋
Ａ／Ｒ处理；⑤ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组：用 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉ
ｎｅＴＭ２０００将重组质粒（ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ）转染入心肌细胞，
２４ｈ后进行ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ处理。

１．８　检测方法
１．８．１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测　　加入三去污剂裂解液裂解细胞，
提取总蛋白，同等量蛋白质完成 ＳＤＳＰＡＧＥ后，进行电转膜，再
先后结合一抗和二抗，最后Ｘ线片曝光分析。
１．８．２　ＭＴＴ比色法检测细胞存活率　　每组细胞以１０４／孔接
种于９６孔培养板，每孔加入 ＭＴＴ溶液（５ｍｇ／ｍｌ溶于 ＰＢＳ）
２０μｌ，３７℃孵育４ｈ。后每孔加 ＤＭＳＯ１５０μｌ振荡１０ｍｉｎ，使
蓝色结晶充分溶解。酶联免疫检测仪在４９０ｎｍ波长处测定其
光吸收值［Ｄ（４９０）］，间接反映各组活细胞数量。
１．８．３　生化检测　　各组分别取孵育液２００μｌ，美国Ｂｅｃｋｍａｎ
生化自动分析仪测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性。
１．８．４　细胞凋亡检测　　各级处理结束后，收集细胞，在细胞
悬液中加入１０μｌＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和５μｌ的ＰＩ，混匀并避光室
温反应１５ｍｉｎ，后加入３００μｌＢｉｎｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ，立即行流式细胞仪
检测。

１．８．５　线粒体通透性转换孔道（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｐｅｒｍｅａｂｉｌｉｔｙｔｒａｎ
ｓｉｔｉｏｎｐｏｒｅ，ｍＰＴＰ）开放检测　　按试剂盒说明分离心肌细胞线
粒体，ＪａｎｕｓｇｒｅｅｎＢ染色检测线粒体活性，电镜证实纯度［８］。

通过线粒体肿胀实验检测 ｍＰＴＰ的开放。５２０ｎｍ波长测各组
吸光度初值（Ｄ１），加２００μｍｏｌ／ＬＣａＣｌ２诱导ｍＰＴＰ开放，２０ｍｉｎ
后吸光度不再变化，记录此时吸光度值（Ｄ２），△Ｄ＝Ｄ１－Ｄ２。
用△Ｄ／ｍｉｎ×１０００表示ｍＰＴＰ开放程度。

１．９　统计学处理
　　数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１１．５统计软件行组间方差
分析。

２　结果

２．１　ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ质粒的干扰效率
　　由于原代心肌细胞质粒转染效率很低，为保证实验的可靠
性，我们首先通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ印迹检测质粒转染后１４３３γ蛋白
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的表达。正常对照组１４３３γ蛋白有表达（０．４２±０．０５），转染
阴性质粒ｐＳＵＰＥＲ（０．４５±０．０６）对１４３３γ蛋白表达基本无影
响，ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ组１４３３γ蛋白表达（０．１２±０．０２）较正常
组明显下降（Ｐ＜０．０１，图１），提示重组 ＲＮＡ干扰质粒能有效
降低１４３３γ的表达，可以进行后续实验。
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１：正常对照组；２：ｐＳＵＰＥＲ阴性对照组；３：ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ组
图１　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ重组质粒ＲＮＡ干扰效率

２．２　各组１４３３γ蛋白表达
　　心肌细胞遭受 Ａ／Ｒ损伤后，１４３３γ蛋白表达较对照组升
高（Ｐ＜０．０１），而当预先给予 ＬＰＳ处理，１４３３γ蛋白表达进一
步升高，是Ａ／Ｒ组的１倍。ｐＳＵＰＥＲ空载质粒对１４３３γ的蛋
白表达无影响，而 ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ重组质粒则能明显降低
ＬＰＳ预处理所诱导的１４３３γ蛋白表达上升（Ｐ＜０．０１，图２）。
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１：对照组；２：Ａ／Ｒ组；３：ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；４：ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；
５：ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测；Ｂ：半定量分析　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ａ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组比较

图２　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组１４３３γ蛋白表达水平

２．３　ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ质粒转染后对心肌细胞存活
率、ＬＤＨ的影响

　　Ａ／Ｒ损伤使心肌细胞存活率较正常组明显下降，ＬＤＨ值明
显升高（Ｐ＜０．０１）。ＬＰＳ预处理对Ａ／Ｒ损伤的心肌细胞有保护

作用，能使细胞存活率升高，ＬＤＨ值下降（Ｐ＜０．０１）。转染
ｐＳＵＰＥＲ空载质粒对 ＬＰＳ预处理的心肌细胞的存活率及 ＬＤＨ
值没有明显影响（Ｐ＞０．０５），但是转染 ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ重组
质粒，则使 ＬＰＳ预处理的心肌细胞存活率明显下降，ＬＤＨ值明
显升高（Ｐ＜０．０１）。与未转染组相比，转染了ＲＮＡ干扰的重组
质粒组细胞存活率、ＬＤＨ值差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１，表１）。

表１　各组对心肌细胞缺氧／复氧损伤时ＬＤＨ及细胞存活率的
影响（ｎ＝６，珋ｘ±ｓ）

组别　　　　 存活率（％） ＬＤＨ（ＩＵ／Ｌ）
对照组 ９４．６±７．４ ２．３８±０．３２
Ａ／Ｒ组 ２１．３±３．２ａ ３７．４２±４．８３ａ

ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组 ７５．４±５．７ｂ １０．５２±１．１７ｂ

ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组 ７２．７±４．２ｂ １２．６７±１．５２ｂ

ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组 ２４．６±３．１ｃ ３５．２１±４．３６ｃ

ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０１，与 Ａ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜
００１，与ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组比较

２．４　ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ质粒转染后对心肌细胞凋亡的
影响

　　Ａ／Ｒ损伤组心肌细胞凋亡较正常组［（２．６±０．４）％］明显
升高，达到（４２．７±６．２）％（Ｐ＜０．０１）。ＬＰＳ预处理的心肌细胞
再遭受Ａ／Ｒ损伤时，较直接遭受Ａ／Ｒ损伤的细胞，能明显降低
心肌细胞的凋亡（Ｐ＜０．０１），只有（１６．５±２．４）％。ｐＳＵＰＥＲ空
载质粒对ＬＰＳ预处理的心肌细胞凋亡［（１８．２±２．７）％］无明
显影响，但是 ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ重组质粒则能取消 ＬＰＳ预处理
所致的心肌细胞凋亡减少，使心肌细胞凋亡率升至（３７．５±
５５）％（Ｐ＜０．０１，图３）。
２．５　ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ质粒转染后对心肌细胞 ｍＰＴＰ

开放的影响

　　ｍＰＴＰ开放时，线粒体通透性增大，导致线粒体肿胀，吸光
度下降。Ａ／Ｒ组ｍＰＴＰ持续开放，线粒体通透性增高，线粒体
肿胀，△Ｄ／ｍｉｎ值较对照组明显升高（Ｐ＜０．０１）。ＬＰＳ预处理
组ｍＰＴＰ开放受到抑制，△Ｄ／ｍｉｎ值较 Ａ／Ｒ组明显减小（Ｐ＜
００１），说明ＬＰＳ预处理能防止 ｍＰＴＰ的开放。转染空载质粒
ｐＳＵＰＥＲ对ＬＰＳ预处理抑制 ｍＰＴＰ开放无明显影响，但是重组
质粒ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ组则能使ｍＰＴＰ开放明显增加，△Ｄ／ｍｉｎ
值较ＬＰＳ预处理组明显升高（Ｐ＜０．０１，图４）。

３　讨论

　　ＬＰＳ又名内毒素，进入机体后能激发炎症反应［９］。

内毒素又可引起生物体的耐受现象，以避免机体对内

毒素刺激过度反应而造成伤害，这是生物在长期进化
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Ａ：对照组；Ｂ：Ａ／Ｒ组；Ｃ：ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；Ｄ：ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；Ｅ：ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组
图３　流式细胞术检测各组细胞凋亡
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１：对照组；２：Ａ／Ｒ组；３：ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；４：ｐＳＵＰＥＲ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组；
５：ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ＋ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组　ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；
ｂ：Ｐ＜０．０１，与Ａ／Ｒ组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＬＰＳ＋Ａ／Ｒ组比较
图４　ＬＰＳ预处理及ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ对心肌细胞缺氧／复氧

损伤时ｍＰＴＰ开放的影响

中形成的一种保护性调节机制。更有研究［１０］指出，内

毒素耐受还能诱导出机体对缺血再灌注损伤的交叉耐

受作用。为此，本实验以原代培养乳鼠心肌细胞为研

究对象，建立Ａ／Ｒ损伤模型以模拟缺血再灌注，结果
表明，当预先给予小剂量 ＬＰＳ处理２４ｈ后，对随后的
Ａ／Ｒ损伤有明显的对抗作用。但是，究竟是何机制涉
及小剂量ＬＰＳ预处理对 Ａ／Ｒ损伤的保护作用？我们
认为，小剂量ＬＰＳ的这种保护作用必然与心肌一些重
要基因的表达改变有关。１４３３是一类共有７个亚型
的酸性蛋白，分别为 β、ε、γ、η、σ、τ、ζ，几乎存在于机
体所有的细胞中［１１］。１４３３蛋白通过直接调节结合
蛋白的催化活性、细胞内胞浆限位或是修饰等调节结

合蛋白与其他分子间的相互作用，控制配体蛋白在细

胞内的亚定位，在信号传导、细胞周期调控、细胞凋亡

等过程中发挥极其重要的作用［１２－１３］。研究指出，大鼠

行球囊扩张术后，颈动脉平滑肌细胞与心肌细胞内

１４３３γ亚型蛋白表达上调，提示１４３３γ可能在提高
心肌对损伤的反应性以及作为修复信号等方面发挥重

要作用，因此，我们高度怀疑 ＬＰＳ预处理对心肌的保
护作用与１４３３γ有关。为验证此假说，本实验构建
了ｐＳＵＰＥＲ／１４３３γ重组质粒，转染入心肌细胞，通过
ＲＮＡ干扰方式降低１４３３γ蛋白的表达，结果发现，小
剂量 ＬＰＳ预处理的抗 Ａ／Ｒ损伤作用被取消，表现为
ＬＤＨ活性增加，细胞存活率下降，细胞凋亡明显升高。
进一步研究发现，１４３３γ的这种保护作用与 ｍＰＴＰ的
开放有关，当１４３３γ表达明显下降时，ｍＰＴＰ开放明
显增加。ｍＰＴＰ是位于线粒体的跨膜多蛋白复合体孔
道，其开放程度决定着细胞的命运［１４］。一旦 ｍＰＴＰ过
度开放，会造成线粒体基质膨胀、嵴伸展，使原来存在

的线粒体膜电位被驱散，导致线粒体外膜破裂，并使分

布在膜间的前凋亡分子如细胞色素Ｃ、Ｓｍａｃ／ＤＩＡＢＬＯ、

凋亡诱导因子（ＡＩＦ）等释放，通过 ｃａｓｐａｓｅ依赖机制或
是ＡＩＦ依赖机制导致细胞凋亡或死亡［１５］。

　　综上所述，本实验在原代培养的乳鼠心肌细胞中
证实小剂量 ＬＰＳ预处理对随后遭受 Ａ／Ｒ损伤的心肌
细胞有保护作用，机制涉及１４３３γ蛋白的表达，其保
护作用可能是通过抑制ｍＰＴＰ的开放实现。

参考文献：

［１］ＢｉｓｗａｓＳＫ，ＬｏｐｅｚＣｏｌｌａｚｏＥ．Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅ：ｎｅｗｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ，
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓａｎｄｃｌｉｎｉｃａｌｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＩｍｍｕｎｏｌ，２００９，３０
（１０）：４７５－４８７．

［２］ＳｔｅｖｅｎｓＳＬ，ＬｅｕｎｇＰＹ，ＶａｒｔａｎｉａｎＫＢ，ｅｔａｌ．Ｍｕｌｔｉｐｌｅｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ
ｉｎｇｐａｒａｄｉｇｍｓｃｏｎｖｅｒｇｅｏｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｄｅｐｅｎｄｅｎｔｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｔｏｐｒｏｍｏｔｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏｉｓｃｈｅｍｉｃｂｒａｉｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．ＪＮｅｕｒｏｓｃｉ，
２０１１，３１（２３）：８４５６－８４６３．

［３］ＬｉＪ，ＬａｉＸ，ＣｈｅｎＹ，ｅｔａｌ．Ｅｎｄｏｔｏｘｉｎｔｏｌｅｒａｎｃｅａｔｔｅｎｕａｔｅｓｌｉｖｅｒｉｓｃｈｅ
ｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙｂｙｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１ｒｅｃｅｐｔｏｒａｓ
ｓｏｃｉａｔｅｄｋｉｎａｓｅ４ｉｎｋｕｐｆｆｅｒｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｒａｎｓｐｌａｎｔＰｒｏｃ，２０１１，４３（７）：
２５３１－２５３５．

［４］ＡｕｔｉｅｒｉＭＶ．Ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｔｈｅｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎｐｒｏｔｅｉｎ１４
３３ｇａｍｍａｉｎｉｎｊｕｒｅｄａｒｔｅｒｉｅｓａｎｄｓｔｉｍｕｌａｔｅｄｈｕｍａｎｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＥｘｐＭｏｌＰａｔｈｏｌ，２００４，７６（２）：９９－１０７．

［５］刘丹，陈和平，何明．新生大鼠心肌细胞分离与原代培养［Ｊ］．江
西医学院学报，２００５，４５（５）：５３－５５．

［６］ＬｉｕＤ，ＨｅＭ，ＹｉＢ，ｅｔａｌ．Ｐｉｍ３ｐｒｏｔｅｃｔｓａｇａｉｎｓｔｃａｒｄｉｏｍｙｏｃｙｔｅａｐｏｐ
ｔｏｓｉｓｉｎａｎｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｖｉａｐ３８ｍｅｄｉａｔｅｄｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙ
［Ｊ］．ＩｎｔＪＢｉｏｃｈｅｍＣｅｌｌＢｉｏｌ，２００９，４１（１１）：２３１５－２３２２．

［７］ＨｕａｎｇＭ，ＣｈａｎＤＡ，ＪｉａＦ，ｅｔａｌ．ＳｈｏｒｔｈａｉｒｐｉｎＲＮＡｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｔｈｅｒａｐｙｆｏｒｉｓｃｈｅｍｉｃｈｅａｒｔｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２００８，１１８（１４Ｓｕｐ
ｐｌ）：Ｓ２２６－Ｓ２３３．

［８］ＣｈａｉｙａｒｉｔＳ，ＴｈｏｎｇｂｏｏｎｋｅｒｄＶ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆｃｅｌｌｄｉｓｒｕｐｔｉｏｎ
ｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｉｓｏｌａｔｉｏｎｉｎｈｉｇｈｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓｓｔｕｄｙ
［Ｊ］．ＡｎａｌＢｉｏｃｈｅｍ，２００９，３９４（２）：２４９－２５８．

［９］ＮａｋａｃｈｉＨ，ＡｏｋｉＫ，ＴｏｍｏｍａｔｓｕＮ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒｕｃｔｕｒａｌｍｏｄｕｌａｔｏｒｏｆ
ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒｔｙｐｅ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｍｏｔｅｓｂｏｎｅｆｏｒｍａｔｉｏｎｕｎｄｅｒｌｉ
ｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎａｍｕｒｉｎｅｔｏｏｔｈｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｍｏｄｅｌ［Ｊ］．ＥｕｒＪＰｈａｒｍａｃｏｌ，２０１２，６７９（１／３）：１３２－１３８．

［１０］ＬａｎｇｄａｌｅＬＡ，ＫａｊｉｋａｗａＯ，ＦｒｅｖｅｒｔＣ，ｅｔａｌ．Ｓｕｓｔａｉｎｅｄｔｏｌｅｒａｎｃｅｔｏ
ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅａｆｔｅｒｌｉｖｅｒｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｓｈｏｃｋ，
２００３，１９（６）：５５３－５５８．

［１１］ＫｊａｒｌａｎｄＥ，ＫｅｅｎＴＪ，ＫｌｅｐｐｅＲ．Ｄｏｅｓｉｓｏｆｏｒｍｄｉｖｅｒｓｉｔｙｅｘｐｌａｉｎ
ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｉｎｔｈｅ１４３３ｐｒｏｔｅｉｎｆａｍｉｌｙ？［Ｊ］．ＣｕｒｒＰｈａｒｍ
Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ，２００６，７（３）：２１７－２２３．

［１２］ＭｏｒｒｉｓｏｎＤＫ．Ｔｈｅ１４３３ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ｉｎｔｅｇｒａｔｏｒｓｏｆｄｉｖｅｒｓｅｓｉｇｎａｌｉｎｇ
ｃｕｅｓｔｈａｔｉｍｐａｃｔｃｅｌｌｆａｔｅａｎｄｃａｎｃｅｒｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ［Ｊ］．ＴｒｅｎｄｓＣｅｌｌ
Ｂｉｏｌ，２００９，１９（１）：１６－２３．

［１３］ＯｂｓｉｌｏｖａＶ，ＳｉｌｈａｎＪ，ＢｏｕｒａＥ，ｅｔａｌ．１４３３ｐｒｏｔｅｉｎｓ：ａｆａｍｉｌｙｏｆ
ｖｅｒｓａｔｉｌｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｒｅｇｕｌａｔｏｒｓ［Ｊ］．ＰｈｙｓｉｏｌＲｅｓ，２００８，５７（Ｓｕｐｐｌ３）：
Ｓ１１－Ｓ２１．

［１４］ＫｉｎｎａｌｌｙＫＷ，ＰｅｉｘｏｔｏＰＭ，ＲｙｕＳＹ，ｅｔａｌ．ＩｓｍＰＴＰｔｈｅｇａｔｅｋｅｅｐｅｒ
ｆｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓ，ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ｏｒｂｏｔｈ？［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａ，２０１１，
１８１３（４）：６１６－６２２．

［１５］ＲｙｕＳＹ，ＰｅｉｘｏｔｏＰＭ，ＴｅｉｊｉｄｏＯ，ｅｔａｌ．Ｒｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｉｏｎ
ｃｈａｎｎｅｌｓｉｎｃｅｌｌｄｅａｔｈ［Ｊ］．Ｂｉｏｆａｃｔｏｒｓ，２０１０，３６（４）：２５５－２６３．

（收稿：２０１２０２１１；修回：２０１２０４１８）

（编辑　汪勤俭）

０１７１
第３４卷第１７期
２０１２年９月１５日　　　　　　　　　　

第　三　军　医　大　学　学　报
Ｊ　Ｔｈｉｒｄ　Ｍｉｌ　Ｍｅｄ　Ｕｎｉｖ

　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３４，Ｎｏ．１７
Ｓｅｐ．１５　２０１２


