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ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖中的作用及机制研究
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　　［摘要］　目的　探讨 ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌细胞（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈ
ｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）增殖中的作用及机制。方法　 培养原代 ＲＰＡＳＭＣｓ，采用３％Ｏ２缺氧处理细胞
构建缺氧诱导细胞增殖模型。采用小干扰ＲＮＡ（ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇＲＮＡｓｅｑｕｅｎｃｅ，ｓｉＲＮＡ）敲低Ｄｎａｓｅ２ａ的
表达，采用质粒过表达上调细胞中 Ｄｎａｓｅ２ａ和 Ｈｉｆ１ａ的表达。采用外源性加入线粒体 ＤＮＡ
（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）诱导细胞增殖，使用脯氨酸羟化酶抑制剂 ＲＯＸＡ作为 ＨＩＦ１α激动剂上调
细胞中ＨＩＦ１α的表达。采用 ＭＴＳ法检测各组细胞增殖能力，实时荧光定量 ＰＣＲ法检测 Ｄｎａｓｅ２ａ的
ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测ＤＮａｓｅ２α、增殖细胞核抗原（ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ，ＰＣＮＡ）和
细胞周期蛋白（ｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎＤ１，ＣｙｃｌｉｎＤ１）的表达。结果　缺氧可诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖，并上调
ＤＮａｓｅ２α的表达（Ｐ＜０．０５）。ｓｉＲＮＡ可显著降低ＲＰＡＳＭＣｓ中 Ｄｎａｓｅ２ａ的表达（Ｐ＜０．０５），并显著增强缺
氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（Ｐ＜０．０５），同时显著上调ＰＣＮＡ和ＣｙｃｌｉｎＤ１的蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。过表达
Ｄｎａｓｅ２ａ可显著上调ＲＰＡＳＭＣｓ中ＤＮａｓｅ２α的表达（Ｐ＜０．０５），并显著抑制缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（Ｐ＜
０．０５）。外源性加入 ｍｔＤＮＡ可诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖，而过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ可显著抑制 ｍｔＤＮＡ诱导的
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖（Ｐ＜０．０５）。过表达Ｈｉｆ１ａ或使用脯氨酸羟化酶抑制剂 ＲＯＸＡ可显著上调 ＨＩＦ１α表达，
并显著上调ＤＮａｓｅ２α的蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。结论　ＤＮａｓｅ２α可抑制缺氧或线粒体 ＤＮＡ诱导的大鼠
肺动脉平滑肌细胞增殖，缺氧诱导的ＤＮａｓｅ２α表达上调与ＨＩＦ１α有关。
　　［关键词］　ＤＮａｓｅ２α；线粒体ＤＮＡ；大鼠肺动脉平滑肌细胞；缺氧；增殖
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ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＤＮａｓｅ２α，ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇｃｅｌｌｎｕｃｌｅａｒａｎｔｉｇｅｎ（ＰＣＮＡ）ａｎｄｃｅｌｌｃｙｃｌｅｐｒｏｔｅｉｎＤ１（ＣｙｃｌｉｎＤ１）
ｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＨｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＰＡＳＭＣｓａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ
ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮａｓｅ２α．ｓｉＲＮＡｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｎａｓｅ２ａ（Ｐ＜０．０５）ａｎｄ
ｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＰＡＳＭＣｓ（Ｐ＜０．０５），ａｎｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＰＣＮＡａｎｄ
ＣｙｃｌｉｎＤ１ｗａｓｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄ（Ｐ＜０．０５）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｎａｓｅ２ａｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤｎａｓｅ２ａ
（Ｐ＜０．０５）ａｎｄｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＰＡＳＭＣｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｐｏｘｉａ（Ｐ＜０．０５）．ＥｘｏｇｅｎｏｕｓｍｔＤＮＡ
ａｌｓｏｐｒｏｍｏｔｅｄｔｈｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆＲＰＡＳＭＣｓ，ｗｈｉｌｅ，ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＤＮａｓｅ２αｉｎｈｉｂｉｔｅｄｔｈｅａｂｏｖｅ
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ｒｅｇｕｌａｔｅｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＩＦ１αａｎｄＤＮａｓｅ２α（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＤＮａｓｅ２αｉｎｈｉｂｉｔｓｔｈｅ
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ｗｉｔｈＨＩＦ１α．
　　［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］　ＤＮａｓｅ２α；ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ；ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ；ｈｙｐｏｘｉａ；

ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ
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　　肺动脉高压（ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ，ＰＨ）是
一种高度恶性的心血管疾病，其特征是肺远端动脉进

行性阻塞导致血管阻力增加［１］。ＰＨ的发病机制复
杂，涉及肺动脉内皮细胞功能障碍、平滑肌细胞增殖、

代谢改变、表型转变和慢性炎症［２－３］。大量研究表明，

缺氧可通过刺激血管中膜的平滑肌细胞增殖来诱导肺

血管重构［４］，因此探究缺氧诱导肺动脉平滑肌细胞增

殖的分子基础及其调控机制，对肺动脉高压的防治有

重要意义。

　　肺动脉高压患者肺血管的线粒体形态结构和代谢
动力学功能出现异常，尤其是线粒体含量丰富的平滑

肌细胞表现更为明显［５－７］。损伤后的线粒体释放包括

线粒体ＤＮＡ（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡ，ｍｔＤＮＡ）和甲酰肽在
内的多种内容物到细胞质或细胞外，ｍｔＤＮＡ被认为是
损伤 相 关 模 式 分 子 （ｄａｍａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｐａｔｔｅｒｎｓ，ＤＡＭＰｓ）的重要来源，细胞质核酸异常增多
或核酸酶降解能力不足时可激活相关通路，介导炎症

应答，增殖／凋亡和表型转换等［８］。针对线粒体应激

释放的 ｍｔＤＮＡ，机体会启动核酸修复清除系统，
ＤＮａｓｅ２α是由 Ｄｎａｓｅ２ａ基因编码的酸性核酸内切酶，
负责降解由内体输送的细菌 ＤＮＡ和由自噬小泡输送
的ｍｔＤＮＡ［９］。ＤＮａｓｅ２α的缺失与系统性红斑狼疮样
症状患者的肺动脉高压、肺部炎症性疾病和慢性关节

炎等多种疾病的发生发展有关［１０－１３］。

　　我们推测，未被 ＤＮａｓｅ２α降解完全的 ｍｔＤＮＡ可
以诱导平滑肌细胞的增殖。本研究拟通过 ＰＣＲ、
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、小干扰ＲＮＡ和质粒转染等实验技术探讨
ｍｔＤＮＡＤＮａｓｅ２α的平衡关系在缺氧诱导平滑肌细胞
增殖中的作用及机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
　　大鼠原代肺动脉平滑肌细胞（ｒａｔｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，ＲＰＡＳＭＣｓ）购自武汉齐氏生物公
司；ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基（货号：ＧＦ３１１５）购自重庆鼎国
生物技术有限责任公司；胎牛血清购自ＨｙＣｌｏｎｅ公司；
β巯基乙醇购自重庆川东化工集团有限公司；反转录
试剂盒和 ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ试剂盒、ＲＮＡ提取试剂盒
（货号：Ｒ６８３４０２）购自美国 ＯＭＥＧＡ公司；青链霉素、
０．２５％胰蛋白酶、ＢＣＡ蛋白定量试剂盒、细胞组织裂解
液、蛋白酶磷酸酶抑制剂混合物（货号：Ｐ１０４５）、Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ实验一抗稀释液（货号：Ｐ００２３）、脱脂奶粉、
ＨＲＰ标记山羊抗兔二抗、ＨＲＰ标记山羊抗小鼠二抗
购自碧云天公司；抗 ＰＣＮＡ抗体（货号：２５８６ｓ）、抗 α
Ｔｕｂｕｌｉｎ抗体（货号：２１２５Ｓ）购自美国 ＣＳＴ公司；Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ（货号：１３７７８１５０）、ＯｐｔｉＭＥＭ减血
清培养基（货号：３１９８５０６２）、Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染
试剂均购自美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；质粒小
提试剂盒（货号：ＤＰ１０３）购自 Ｔｉａｎｇｅｎ公司；小干扰
ＲＮＡ购自上海吉玛生物有限公司，Ｄｎａｓｅ２ａ干扰序列：
ｓｉＤｎａｓｅ２ａ１靶序列为 ＧＧＧＡＵＵＧＧＣＡＡＧＣＡＡＣＵＡＡ
ＴＴ，ｓｉＤｎａｓｅ２ａ２的靶序列为 ＧＣＵＧＧＡＡＧＧＵＡＵＣＵＵＵ
ＧＣＵＴＴ；ＣｅｌｌＴｉｔｅｒ９６ ＡＱｕｅｏｕｓＯｎｅＳｏｌｕｔｉｏｎＣｅｌｌＰｒｏｌｉｆ
ｅｒａｔｉｏｎＡｓｓａｙ试剂盒（货号：Ｇ３５８０）购自重庆荣达普麦
生物技术有限公司；ＰＢＳ、ＴＢＳ、ＰＭＳＦ购自武汉博士德
公司；ＲＯＸＡ（货号：ＨＹ１３４２６）购自ＭＣＥ公司；Ｄｎａｓｅ２ａ
过表达质粒由上海吉玛生物有限公司设计合成；低氧

工作站购自英国ＢａｋｅｒＲｕｓｋｉｎｎ公司。

２３７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



１．２　细胞培养及分组
１．２．１　细胞缺氧处理　　ＲＰＡＳＭＣｓ采用含１０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基常规培养，置于常氧（体积
分数２１％Ｏ２、５％ＣＯ２、７４％Ｎ２的混合气体）培养箱中培
养。每２～３天换液传代，分组处理前，０．２％低血清培
养基饥饿处理 ２４ｈ，同步化细胞周期，更换 １０％胎牛
血清的ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基继续培养，分别将４组细胞
置于常氧培养箱和３％Ｏ２低氧工作站培养２４、４８ｈ，标
记为常氧 ２４ｈ组、缺氧 ２４ｈ组、常氧 ４８ｈ组、缺氧
４８ｈ组。实验均独立重复３次。
１．２．２　实时荧光定量 ＰＣＲ检测　　收集各组细胞，
检测Ｄｎａｓｅ２ａ的ｍＲＮＡ表达水平，用ＲＮＡ提取试剂盒
提取各组细胞总ＲＮＡ，按反转录试剂盒说明书反转录
后得到ｃＤＮＡ，避光配制反应体系，ＰＣＲ反应条件为：
９５℃ ３０ｓ，９５℃ ５ｓ，６０℃ ３０ｓ，循环 ４０次，引物由
Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成，大鼠 Ｄｎａｓｅ２ａ上游引物 ５′ＣＣＴ
ＧＴＧＧＡＴＴＧＧＴＴＣＧＴＧＧ３′，下 游 引 物 ５′ＡＴＧＴＧＣ
ＣＣＴＡＣＡＣＣＧＴＣＴＴＧ３′；βａｃｔｉｎ上游引物 ５′ＣＴＡＡＧ
ＧＣＣＡＡＣＣＧＴＧＡＡＡＡＧＡＴ３′，下游引物 ５′ＡＣＣＡＧＡＧ
ＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡＣ３′。实验均独立重复３次。
１．２．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测细胞中 ＤＮａｓｅ２α、ＰＣＮＡ、
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达　　收集各组的细胞，ＰＢＳ清洗
后，加入含有蛋白酶抑制剂的细胞裂解液，置于冰上裂

解１５ｍｉｎ，用细胞刮收集细胞于离心管中，冰上超声
１０ｓ，４℃ １２０００×ｇ离心１０ｍｉｎ，转移上清于新的离心
管中，ＢＣＡ法测定蛋白浓度并调整蛋白浓度一致，加
入５×ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ１００℃ 变性１０ｍｉｎ。采用５％浓缩
胶、１０％的分离胶进行 ＳＤＳＰＡＧＥ分离，恒压转膜
（１００Ｖ，７０ｍｉｎ），５％脱脂牛奶常温封闭２ｈ，然后置于
一抗稀释液稀释的 ＤＮａｓｅ２α（１∶５００）、αＴｕｂｕｌｉｎ
（１∶１５００）、ＰＣＮＡ抗体 （１∶２０００）和 ＣｙｃｌｉｎＤ１
（１∶１０００）抗体中４℃孵育过夜。ＴＢＳＴ洗膜３次，每
次１０ｍｉｎ，置于５％脱脂奶粉稀释 ＨＲＰ标记的山羊抗
兔二抗（１∶２０００）、ＨＲＰ标记的山羊抗鼠二抗（１∶２０００）
孵育２ｈ，ＴＢＳＴ洗膜３次，每次１０ｍｉｎ，化学发光法曝
光显影，使用 Ｑｕａｎｔｉｔｙｏｎｅ软件对条带进行光密度分
析。实验均独立重复３次。
１．２．４　小干扰 ＲＮＡ转染细胞　　按照 Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ
ＲＮＡｉＭＡＸ转染试剂说明书进行转染，将 ｓｉＲＮＡ配成
终浓度为 ２０μｍｏｌ／Ｌ的工作液，以 ６孔板为例，取
１５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养液，加入５μＬｓｉＲＮＡ工作液混
匀静止 ５ｍｉｎ，取 １５０μＬＯｐｔｉＭＥＭ加入 １０μＬ的
ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸ混匀静止 ５ｍｉｎ，将二者混匀
后室温静置２０ｍｉｎ，静置时将６孔板中的旧培养基弃
去，更换为 ２ｍＬ不含抗生素培养基，将上述 Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＲＮＡｉＭＡＸｓｉＲＮＡ复合液加入６孔板中，轻轻
晃动混匀，于常氧培养箱内继续培养６ｈ后，置于３％
Ｏ２低氧工作站缺氧，４８ｈ后进行检测。干扰 Ｄｎａｓｅ２ａ
表达分为 ３组：ｓｉＤｎａｓｅ２ａＮＣ组、ｓｉＤｎａｓｅ２ａ１组、
ｓｉＤｎａｓｅ２ａ２组。实验均独立重复３次。
１．２．５　过表达质粒转染细胞　　由上海吉玛生物公
司设计针对 Ｄｎａｓｅ２ａ、Ｈｉｆ１ａ的过表达质粒，另设非靶
向质粒作为对照，根据制造商的说明使用 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００转染试剂进行质粒转染。以 ６孔板为
例，待细胞接种贴壁后，将１２５μＬＯｐｔｉＭＥＭ培养基分
别与 ６μＬＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ３０００，２μｇ质粒 ＤＮＡ，４μＬ
ｐ３０００混匀后，于室温下静置２０ｍｉｎ，转染时培养基不
含抗生素，４８ｈ后进行检测。过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ分为
２组：缺氧４８ｈ＋ｐｃＤＮＡ组、缺氧４８ｈ＋过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ
组；过表达 Ｈｉｆ１ａ分为 ２组：ｐｃＤＮＡ组、过表达 Ｈｉｆ１ａ
组。实验均独立重复３次。
１．２．６　ＭＴＳ法测定细胞增殖　　胰酶消化细胞后，
吹打成单细胞悬液状态，细胞以 ３×１０３个／孔接种在
９６孔板，分组处理后，避光条件下每孔加入 ２０μＬ
ＭＴＳ和１００μＬＰＢＳ，继续培养２～４ｈ，酶标仪测定波长
４９０ｎｍ处各孔光密度值［Ｄ（４９０）］。实验均独立重复
３次。
１．３　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２０．０统计软件进行数据分析，使用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６．０作图，数据以 珋ｘ±ｓ表示，两组间比
较采用独立样本 ｔ检验，多组间差异比较采用单因素
方差分析，Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　缺氧２４、４８ｈ可诱导原代大鼠肺动脉平滑肌细
胞增殖

　　３％Ｏ２缺氧处理 ＲＰＡＳＭＣｓ２４、４８ｈ，ＭＴＳ实验结
果显示，缺氧２４、４８ｈ组细胞增殖能力高于常氧各对
应时间点组（Ｐ＜０．０５，图１Ａ）。与常氧各对应时间点
组相比，缺氧 ２４、４８ｈ组 ＲＰＡＳＭＣｓ内 ＰＣＮＡ蛋白和
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的表达量均显著增加（Ｐ＜０．０５，图１Ｂ、
Ｃ），表明缺氧２４、４８ｈ可诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
２．２　缺氧 ２４、４８ｈ显著上调 ＲＰＡＳＭＣｓ的 ＤＮａｓｅ２α

蛋白表达

　　为了探究ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导平滑肌细胞增殖
中的变化，３％Ｏ２缺氧处理细胞 ２４、４８ｈ，采用实时荧
光定量ＰＣＲ法检测Ｄｎａｓｅ２ａｍＲＮＡ水平变化，Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ法检测 ＤＮａｓｅ２α蛋白表达变化。与常氧各对应
时间点组相比，缺氧２４、４８ｈ组Ｄｎａｓｅ２ａｍＲＮＡ的表达
量变化无统计学差异（图 ２Ａ），ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量
显著增加（Ｐ＜０．０５，图２Ｂ、Ｃ）。

３３７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）



!" "#

时间
$%

&'"

&'(

&'!

&')

&

!
*
"
+
&
,

值

常氧组

缺氧组

-./0

（
(1!)&

(）
!

!"2343567

（
88!)&

(）
!

.9:567;)

（
(8!)&

(）
!

!"2343567

（
88!)&

(）
!

) ! ( "

) ! ( "

组别

8

"

(

!

)

&

蛋
白
相
对
表
达
量

-./0 .9:567 ;)

0 .<

=

=

=

=

=

=

ａ：Ｐ＜０．０５，与常氧组各对应时间点比较
Ａ：ＭＴＳ法检测各组细胞增殖能力；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达；Ｃ：ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白定量结
果；１：常氧２４ｈ组；２：缺氧２４ｈ组；３：常氧４８ｈ组；４：缺氧４８ｈ组

图１　不同缺氧时长对ＲＰＡＳＭＣｓ增殖能力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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Ａ：实时荧光定量ＰＣＲ法检测缺氧对Ｄｎａｓｅ２ａ的ｍＲＮＡ表达影响；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测各组细胞ＤＮａｓｅ２α蛋白表达；Ｃ：ＤＮａｓｅ
２α蛋白定量分析；１：常氧２４ｈ组；２：缺氧２４ｈ组；３：常氧４８ｈ组；４：缺氧４８ｈ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与常氧组各对应时间点比较

图２　不同缺氧时长对ＲＰＡＳＭＣｓ的Ｄｎａｓｅ２ａ表达的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．３　敲低Ｄｎａｓｅ２ａ显著增强缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖
　　为探究ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌
细胞增殖中的作用，使用Ｄｎａｓｅ２ａ特异性ｓｉＲＮＡ在３％
缺氧条件下下调 ＲＰＡＳＭＣｓ中 Ｄｎａｓｅ２ａ的表达。结果
显示，与 ｓｉＤｎａｓｅ２ａＮＣ组相比，ｓｉＤｎａｓｅ２ａ１组和
ｓｉＤｎａｓｅ２ａ２组细胞 Ｄｎａｓｅ２ａｍＲＮＡ显著减少（Ｐ＜
０．０５，图３Ａ），ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量显著减少（Ｐ＜
０．０５），ＰＣＮＡ和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达上调（Ｐ＜０．０５，图
３Ｂ、Ｃ）；ＭＴＳ结果显示，与 ｓｉＤｎａｓｅ２ａＮＣ组相比，ｓｉ
Ｄｎａｓｅ２ａ１组和ｓｉＤｎａｓｅ２ａ２组细胞增殖能力上调（Ｐ＜
０．０５，图３Ｄ）。上述结果表明，缺氧下敲低Ｄｎａｓｅ２ａ，可
显著增强缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
２．４　过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ显著抑制缺氧诱导的 ＲＰＡＳＭＣｓ

增殖

　　为进一步明确ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ
增殖中的作用，使用质粒过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ，在３％Ｏ２缺
氧条件下上调 Ｄｎａｓｅ２ａ的表达。结果显示，与缺氧
４８ｈ＋ｐｃＤＮＡ组相比，缺氧 ４８ｈ＋过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ组

Ｄｎａｓｅ２ａｍＲＮＡ表达量显著增加（Ｐ＜０．０５，图 ４Ａ），
ＤＮａｓｅ２α蛋白的表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），ＰＣＮＡ蛋
白和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达下调（Ｐ＜０．０５，图 ４Ｂ、Ｃ）；
ＭＴＳ结果显示：与缺氧４８ｈ＋ｐｃＤＮＡ组相比，缺氧４８ｈ
＋过表达Ｄｎａｓｅ２ａ组ＲＰＡＳＭＣｓ增殖受到显著抑制（Ｐ＜
０．０５，图４Ｄ）。结果表明，缺氧条件下使用质粒过表
达Ｄｎａｓｅ２ａ后，可抑制缺氧诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。
２．５　外源性线粒体ＤＮＡ可诱导ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖
　　为模拟缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中ｍｔＤＮＡＤＮａｓｅ２α
失衡状态，使用浓度为 ３０ｎｇ／μＬ外源性线粒体 ＤＮＡ
处理ＲＰＡＳＭＣｓ４８ｈ，检测其对 ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量
和细胞增殖能力的影响。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＭＴＳ结果分
别显示，与对照组相比，线粒体ＤＮＡ组的ＤＮａｓｅ２α蛋
白表达量未发生明显变化（图 ５Ａ、Ｂ），细胞增殖能力
增强（Ｐ＜０．０５，图５Ｃ），ＰＣＮＡ蛋白和ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表
达量上调（Ｐ＜０．０５，图５Ａ、Ｂ）。结果提示：外源性线粒
体ＤＮＡ可诱导ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖。

４３７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　
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１：ｓｉＤｎａｓｅ２ａＮＣ组；２：ｓｉＤｎａｓｅ２ａ１组；３：ｓｉＤｎａｓｅ２ａ２组；ａ：Ｐ＜０．０５，与ｓｉＤｎａｓｅ２ａＮＣ组比较
Ａ：实时荧光定量ＰＣＲ法检测ｓｉＲＮＡ干扰Ｄｎａｓｅ２ａ的效率；Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测干扰Ｄｎａｓｅ２ａ对ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的
影响；Ｃ：ＤＮａｓｅ２α、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白定量结果；Ｄ：ＭＴＳ法检测干扰Ｄｎａｓｅ２ａ对细胞增殖的影响

图３　干扰Ｄｎａｓｅ２ａ基因对ＲＰＡＳＭＣｓ增殖能力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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１：缺氧４８ｈ＋ｐｃＤＮＡ组；２：缺氧４８ｈ＋过表达Ｄｎａｓｅ２ａ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与缺氧４８ｈ＋ｐｃＤＮＡ组比较
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的影响；Ｃ：ＤＮａｓｅ２α、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白定量结果；Ｄ：ＭＴＳ法检测过表达Ｄｎａｓｅ２ａ对细胞增殖的影响

图４　过表达Ｄｎａｓｅ２ａ对ＲＰＡＳＭＣｓ增殖能力的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

!"#$

（
%&!'(

%）
!

)*+,- .!

（
%/!'(

%）
!

!"0121345

（
66!'(

%）
!

789345)'

（
%6!'(

%）
!

!"0121345

（
66!'(

%）
!

' .

$

' .

组别

.:(

':6

':(

(:6

(

蛋
白
相
对
表
达
量

;

+

+

' .

组别

(:6

(:<

(:%

(:.

(:'

(

!
=
<
>
(
?

值

7

+

@#+,- .!

!7#$

789345@'

１：对照组；２：线粒体ＤＮＡ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测线粒体ＤＮＡ对ＤＮａｓｅ２α、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达的影响；Ｂ：ＤＮａｓｅ２α、ＰＣＮＡ、ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白定量结
果；Ｃ：ＭＴＳ法检测线粒体ＤＮＡ对细胞增殖的影响

图５　线粒体ＤＮＡ对ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量和ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

５３７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）



２．６　过表达Ｄｎａｓｅ２ａ可抑制外源性线粒体 ＤＮＡ诱导
的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖

　　为探讨 ＤＮａｓｅ２α在外源性线粒体 ＤＮＡ诱导
ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的作用，使用质粒过表达 Ｄｎａｓｅ２ａ
后，再使用浓度为３０ｎｇ／μＬ的外源性线粒体 ＤＮＡ处
理ＲＰＡＳＭＣｓ４８ｈ，检测 ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量和细胞
增殖能力。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和ＭＴＳ结果分别显示，与线粒
体ＤＮＡ＋ｐｃＤＮＡ组相比，线粒体 ＤＮＡ＋过表达Ｄｎａｓｅ２ａ
组ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量显著上调（Ｐ＜０．０５，图６Ａ、Ｂ），
细胞增殖受到抑制（Ｐ＜０．０５，图 ６Ｃ），ＰＣＮＡ蛋白和
ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白表达量下调（Ｐ＜０．０５，图６Ａ、Ｂ）。结果
提示：过表达Ｄｎａｓｅ２ａ可抑制外源性线粒体 ＤＮＡ诱导
的ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，表明ＤＮａｓｅ２αｍｔＤＮＡ的平衡在
维持ＲＰＡＳＭＣｓ正常生长状态中发挥着重要作用。

２．７　缺氧诱导的ＤＮａｓｅ２α表达上调依赖ＨＩＦ１α
　　由于在外源性线粒体 ＤＮＡ诱导大鼠肺动脉平滑
肌细胞增殖模型中，未能模拟出ＤＮａｓｅ２α蛋白在缺氧
条件表达被上调的现象，为进一步明确ＤＮａｓｅ２α如何
在缺氧条件下被上调，在常氧条件下使用 Ｈｉｆ１ａ过表
达质粒和浓度为１０、２０ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＲＯＸＡ（脯氨酸羟化
酶抑制剂）处理ＲＰＡＳＭＣｓ４８ｈ，检测其对ＤＮａｓｅ２α蛋
白表达量的影响。结果显示，与 ｐｃＤＮＡ组相比，过表
达Ｈｉｆ１ａ组ＨＩＦ１α的蛋白表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），
ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量也显著增加（Ｐ＜０．０５，图７Ａ、Ｂ）。
与ＤＭＳＯ组相比，浓度为２０ｎｍｏｌ／Ｌ的ＲＯＸＡ处理组细
胞中ＨＩＦ１α蛋白表达量显著增加（Ｐ＜０．０５），ＤＮａｓｅ２α
蛋白表达量也显著增加（Ｐ＜０．０５，图７Ａ、Ｃ）。结果提
示：缺氧诱导的 ＤＮａｓｅ２α蛋白表达上调可能依赖于
ＨＩＦ１α。
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图６　过表达Ｄｎａｓｅ２ａ对线粒体ＤＮＡ诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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图７　上调ＨＩＦ１α对ＤＮａｓｅ２α蛋白表达量的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）
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３　讨论

　　肺动脉高压是指肺小动脉阻塞、狭窄，肺血管阻力
增加，导致右心室肥厚并最终衰竭的综合征，其中缺氧

诱导的肺动脉平滑肌细胞过度增殖是肺血管改建的中

心环节。有研究指出，肺动脉高压患者的血管平滑肌

细胞常常出现线粒体破裂［１４］，破裂的线粒体释放包括

ｍｔＤＮＡ和甲酰肽在内的多种内容物到细胞质或细胞
外［１５］，ＤＮａｓｅ２α负责降解 ｍｔＤＮＡ来维持细胞内核酸
含量的稳态平衡，因此我们推测 ＤＮａｓｅ２α与 ｍｔＤＮＡ
的平衡关系可能在缺氧诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中发挥独
特的作用。

３．１　ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的变化
　　本研究结果表明，缺氧在诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖的
同时也上调了ＤＮａｓｅ２α的表达。与此一致，急性心肌
梗死患者和缺血性心脏病患者的 ＤＮａｓｅ表达增加，提
示缺血缺氧可上调 ＤＮａｓｅ表达［１６］。进一步探讨

ＤＮａｓｅ２α在缺氧情况下是如何被上调的，ＬＩＵ等［１７］发

现缺氧是以ＨＩＦ１α依赖的方式上调人眼睑上皮细胞
中ＤＮａｓｅ２α的表达。通常情况下，缺血缺氧可促进转
录因子ＨＩＦ１α不断累积，与ＨＩＦ１β结合形成复合物，
进而与缺氧反应基因上的缺氧反应元件结合，来调节

细胞能量代谢、增殖和凋亡等相关基因的表达。同时

本研究结果也显示，质粒过表达ＨＩＦ１α或使用脯氨酸
羟化酶抑制剂后，ＤＮａｓｅ２α的蛋白表达量也会相应增
加，但是 ｍＲＮＡ没有发生显著增加，提示 ＨＩＦ１α对
ＤＮａｓｅ２α的表达调控不是依赖转录调节，而可能是在
转录后或翻译水平实现调控的。

３．２　ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的调控
作用

　　为了进一步探讨ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ
增殖中的作用，在敲低 ＤＮａｓｅ２α后，发现细胞增殖能
力增强，过表达ＤＮａｓｅ２α则会抑制缺氧诱导的细胞增
殖，说明ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导肺动脉平滑肌细胞增殖
中起着保护作用。相关研究显示，恶性胃癌、结肠癌、

胰腺癌、肝癌以及恶性淋巴瘤患者的 ＤＮａｓｅ含量较
低［１８－２０］，说明ＤＮａｓｅ的含量或者活性的相对不足可能
与肿瘤细胞的异常增殖状态有关，特别是 ＤＡＯＵＳＴ
等［１８］在从６０多种不同类型的肿瘤中提取的分离细胞
显示出ＤＮａｓｅ活性不足。这与 ＤＮａｓｅ抑制肿瘤细胞
的增殖，ＤＮａｓｅ１可增强肺微血管中的肿瘤细胞生长
阻滞等研究一致［２１］，支持了 ＤＮａｓｅ２α可以影响缺氧
诱导的ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。既往研究表明，重组人ＤＮａｓｅ
可以通过降解ＤＮＡ减缓炎症反应来治疗气管插管哮

喘患者、难治性治疗哮喘、阻塞性肺疾病等慢性肺疾病

和狼疮性肾炎［２２－２３］，提示 ＤＮａｓｅ２α有望成为抑制缺
氧诱导肺动脉平滑肌细胞增殖新的防治靶点，作为药

物来防治肺动脉高压［２４］。

３．３　ＤＮａｓｅ２α在调控缺氧诱导 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的
机制

　　关于ＤＮａｓｅ２α在缺氧诱导ＲＰＡＳＭＣｓ增殖中的机
制研究较少，ＯＫＡ等［２５］在心力衰竭的小鼠模型观察

到，心肌肥厚与 ＤＮａｓｅ２α的表达减少和细胞质内
ｍｔＤＮＡ的增加有关，ＤＮａｓｅ２α的表达上调后可以改善
心肌重构。缺氧能使线粒体呼吸传递链功能的失衡，

导致ＲＯＳ的短暂积累，损害 ｍｔＤＮＡ，这些受损基因的
表达导致故障蛋白的合成、活性氧的进一步积累，甚至

对ｍｔＤＮＡ造成更大的损伤，进而导致故障蛋白的合成
和活性氧的进一步过量产生，这种状态被称为“线粒

体恶性循环”，这也是缺氧使细胞内损伤 ｍｔＤＮＡ生成
过量的原因［２６］。以上研究提示，ＤＮａｓｅ２αｍｔＤＮＡ的
平衡关系可能影响了缺氧诱导的 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。为
了进一步探讨我们的猜想，通过加入外源性ｍｔＤＮＡ来
模拟这一失衡状态，研究结果显示，ｍｔＤＮＡ能诱导
ＲＰＡＳＭＣｓ的增殖，这与 ｍｔＤＮＡ可引起肝癌细胞增殖
的研究一致［２７］，过表达ＤＮａｓｅ２α可抑制 ｍｔＤＮＡ诱导
的平滑肌细胞增殖，可能的相关机制是损伤后的线粒

体把ｍｔＤＮＡ释放到细胞质或细胞外，ｍｔＤＮＡ含有大
量与细菌类似的未甲基化 ＣｐＧ序列，激活 ＴＬＲ９等受
体［２８］介导的信号途径，通过 ｐ３８ＭＡＰＫ和 ＮＦκＢ等
途径，诱导活化中性粒细胞和单核巨噬细胞，引起炎症

细胞因子释放增加、粘附分子表达上调，引发严重的炎

症反应［２９］。进入细胞浆中的ｍｔＤＮＡ还可以通过细胞
质内 ＤＮＡ感受器 ｃＧＡＳＳＴＩＮＧＴＢＫ１ＩＲＦ３增加干扰
素的表达或自噬信号通路，激活免疫炎症反应，引起细

胞增殖效应［３０－３２］。

　　综上所述，本研究发现 ｍｔＤＮＡＤＮａｓｅ２α之间的
平衡关系会影响 ＲＰＡＳＭＣｓ增殖。缺氧可引起平滑肌
细胞中受损的 ｍｔＤＮＡ增加，同时也可上调 ＤＮａｓｅ２α
的表达，当ＤＮａｓｅ２α不足以清除受损的 ｍｔＤＮＡ时即
可引起细胞增殖效应，而过表达 ＤＮａｓｅ２α来增强对
ｍｔＤＮＡ的降解，可抑制缺氧或 ｍｔＤＮＡ诱导的平滑肌
细胞的增殖，这一研究结果有望为缺氧性肺动脉高压

的防治提供新的治疗靶点。

参考文献：

［１］高钰琪．高原军事医学［Ｍ］．重庆：重庆出版社，２００５：
５４－７４．

７３７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）



ＧＡＯＹ Ｑ．Ｐｌａｔｅａｕｍｉｌｉｔａｒｙｍｅｄｉｃｉｎｅ［Ｍ］．Ｃｈｏｎｇｑｉｎｇ：
ＣｈｏｎｇｑｉｎｇＰｕｂｌｉｓｈｉｎｇＨｏｕｓｅ，２００５：５４－７４．

［２］ＲＹＡＮＪＪ，ＡＲＣＨＥＲＳＬ．Ｅｍｅｒｇｉｎｇｃｏｎｃｅｐｔｓｉｎｔｈｅｍｏｌｅｃｕ
ｌａｒｂａｓｉｓｏｆｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ：ｐａｒｔＩ：ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐｌａｓｔｉｃｉｔｙａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｎａｍｉｃｓｉｎｔｈｅｐｕｌｍｏｎａｒｙｃｉｒｃｕ
ｌａｔｉｏｎａｎｄｒｉｇｈｔｖｅｎｔｒｉｃｌｅｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
［Ｊ］．Ｃｉｒｃｕｌａｔｉｏｎ，２０１５，１３１（１９）：１６９１－１７０２．ＤＯＩ：１０．
１１６１／ＣＩＲＣＵＬＡＴＩＯＮＡＨＡ．１１４．００６９７９．

［３］ＴＲＯＭＢＥＴＴＡＡ，ＧＨＩＲＡＲＤＯＳ，ＰＡＳＴＯＲＥＳ，ｅｔａｌ．Ｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎｉｎｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｏｐｈａｔｉｅｓ：ａｃａｓｅｒｅ
ｐｏｒｔａｎｄａｒｅｖｉｅｗｏｆｔｈｅｌｉｔｅｒａｔｕｒｅ［Ｊ］．ＰｕｌｍＣｉｒｃ，２０１９，９
（３）：２０４５８９４０１９８６９８３７．ＤＯＩ：１０．１１７７／２０４５８９４０１９８６
９８３７．

［４］ＧＩＢＢＯＮＳＧＨ，ＤＺＡＵＶＪ．Ｔｈｅｅｍｅｒｇｉｎｇｃｏｎｃｅｐｔｏｆｖａｓｃｕ
ｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇ［Ｊ］．ＮＥｎｇｌＪＭｅｄ，１９９４，３３０（２０）：１４３１－
１４３８．ＤＯＩ：１０．１０５６／ＮＥＪＭ１９９４０５１９３３０２００８．

［５］ＦＵＨＲＭＡＮＮＤＣ，ＢＲＮＥＢ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎａｎｄ
ｆｕｎｃｔｉｏｎｕｎｄｅｒｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｆｈｙｐｏｘｉａ［Ｊ］．ＲｅｄｏｘＢｉｏｌ，２０１７，
１２：２０８－２１５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｅｄｏｘ．２０１７．０２．０１２．

［６］ＲＹＡＮＪ，ＤＡＳＧＵＰＴＡＡ，ＨＵＳＴＯＮＪ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ｄｙｎａｍｉｃｓｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＪＭｏｌＭｅｄ
（Ｂｅｒｌ），２０１５，９３（３）：２２９－２４２．ＤＯＩ：１０．１００７／ｓ００１０９
０１５１２６３５．

［７］ＺＨＵＡＮＢ，ＷＡＮＧＸ，ＷＡＮＧＭＤ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｓ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｔｈｒｏｕｇｈｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｍｅｄｉａｔｅｄｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍｓｔｒｅｓｓ
［Ｊ］．Ａｇｉｎｇ（ＡｌｂａｎｙＮＹ），２０２０，１２（２３）：２３６８４－２３６９７．
ＤＯＩ：１０．１８６３２／ａｇｉｎｇ．１０３８９２．

［８］ＲＩＬＥＹＪＳ，ＴＡＩＴＳＷ．ＭｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ａｎｄｉｍｍｕｎｉｔｙ［Ｊ］．ＥＭＢＯＲｅｐ，２０２０，２１（４）：ｅ４９７９９．
ＤＯＩ：１０．１５２５２／ｅｍｂｒ．２０１９４９７９９．

［９］ＥＶＡＮＳＣＪ，ＡＧＵＩＬＥＲＡＲＪ．ＤＮａｓｅⅡ：ｇｅｎｅｓ，ｅｎｚｙｍｅｓ
ａｎｄｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ｇｅｎｅ，２００３，３２２：１－１５．ＤＯＩ：１０．１０１６／
ｊ．ｇｅｎｅ．２００３．０８．０２２．

［１０］ＲＡＮＣＨＯＵＸＢ，ＭＥＬＯＣＨＥＪ，ＰＡＵＬＩＮＲ，ｅｔａｌ．ＤＮＡ
ｄａｍａｇｅａｎｄｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，
２０１６，１７（６）：Ｅ９９０．ＤＯＩ：１０．３３９０／ｉｊｍｓ１７０６０９９０．

［１１］ＢＲＹＡＮＴＡＪ，ＰＨＡＭ Ａ，ＧＯＧＯＩＨ，ｅｔａｌ．ＴｈｅＴｈｉｒｄ
Ｍａｎ：ＤＮＡ ｓｅｎｓｉｎｇａｓｅｓｐｉｏｎａｇｅｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｖａｓｃｕｌａｒ
ｈｅａｌｔｈａｎｄｄｉｓｅａｓｅ［Ｊ］．Ｐｕｌｍ Ｃｉｒｃ，２０２１，１１（１）：
２０４５８９４０２１９９６５７４．ＤＯＩ：１０．１１７７／２０４５８９４０２１９９６５７４．

［１２］ＫＡＷＡＮＥＫ，ＴＡＮＡＫＡＨ，ＫＩＴＡＨＡＲＡＹ，ｅｔａｌ．Ｃｙｔｏｋｉｎｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｂｕｔａｃｑｕｉｒｅｄ ｉｍｍｕｎｉｔｙｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔａｒｔｈｒｉｔｉｓ
ｃａｕｓｅｄｂｙＤＮＡｅｓｃａｐｅｄｆｒｏｍｄｅｇｒａｄａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｒｏｃＮａｔｌ
ＡｃａｄＳｃｉＵＳＡ，２０１０，１０７（４５）：１９４３２－１９４３７．ＤＯＩ：１０．
１０７３／ｐｎａｓ．１０１０６０３１０７．

［１３］ＲＯＤＥＲＯＭＰ，ＴＥＳＳＥＲＡ，ＢＡＲＴＯＫＥ，ｅｔａｌ．ＴｙｐｅⅠ ｉｎ
ｔｅｒｆｅｒｏｎｍｅｄｉａｔｅｄａｕｔｏｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｄｕｅｔｏＤＮａｓｅⅡ ｄｅｆｉ

ｃｉｅｎｃｙ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１７，８（１）：２１７６．ＤＯＩ：１０．
１０３８／ｓ４１４６７０１７０１９３２３．

［１４］ＭＡＲＳＢＯＯＭＧ，ＴＯＴＨＰＴ，ＲＹＡＮＪＪ，ｅｔａｌ．Ｄｙｎａｍｉｎ
ｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１ｍｅｄｉａｔｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｉｔｏｔｉｃｆｉｓｓｉｏｎｐｅｒ
ｍｉｔｓｈｙｐｅｒｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓａｎｄ
ｏｆｆｅｒｓａｎｏｖｅｌｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｔａｒｇｅｔｉｎｐｕｌｍｏｎａｒｙｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ
［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，２０１２，１１０（１１）：１４８４－１４９７．ＤＯＩ：１０．
１１６１／ＣＩＲＣＲＥＳＡＨＡ．１１１．２６３８４８．

［１５］ＢＨＡＮＳＡＬＩＳ，ＳＯＨＩＫ，ＤＨＡＷＡＮＶ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ｍｔＲＯＳ）ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｌｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌ（ＳＭＣ）ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｐｕｌ
ｍｏｎａｒｙａｎｄｓｙｓｔｅｍｉｃｖａｓｃｕｌａｔｕｒｅ［Ｊ］．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉｏｎ，２０２１，
５７：９７－１０７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｍｉｔｏ．２０２０．１１．０１２．

［１６］ＦＵＪＩＢＡＹＡＳＨＩＫ，ＫＡＷＡＩＹ，ＫＩＴＡＹＡＭＡＭ，ｅｔａｌ．Ｓｅｒｕｍ
ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩａｃｔｉｖｉｔｙｃａｎｂｅａｕｓｅｆｕｌｄｉａｇｎｏｓｔｉｃｍａｒｋ
ｅｒｆｏｒｔｈｅｅａｒｌｙｄｉａｇｎｏｓｉｓｏｆｕｎｓｔａｂｌｅａｎｇｉｎａｐｅｃｔｏｒｉｓｏｒｎｏｎ
ＳＴｓｅｇｍｅｎｔｅｌｅｖａｔｉｏｎｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｎｆａｒｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｌ，
２０１２，５９（３）：２５８－２６５．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｊｊｃｃ．２０１２．０１．
００５．

［１７］ＬＩＵＹ，ＷＡＮＧＪＹ，ＣＨＥＮＤ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αｉｎｔｈｅｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆｈｕｍａｎｍｅｉｂｏｍｉａｎ
ｇｌａｎｄｅｐｉｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＩｎｖｅｓｔＯｐｈｔｈａｌｍｏｌＶｉｓＳｃｉ，２０２０，
６１（３）：１．ＤＯＩ：１０．１１６７／ｉｏｖｓ．６１．３．１．

［１８］ＤＡＯＵＳＴＲ，ＡＭＡＮＯＨ．Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅａｎｄｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ
ａｃｔｉｖｉｔｅｓｉｎｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌａｎｄｈｕｍａｎｔｕｍｏｒｓｂｙｔｈｅｈｉｓｔｏ
ｃｈｅｍｉｃａｌｓｕｂｓｔｒａｔｅｆｉｌｍｍｅｔｈｏｄ［Ｊ］．ＣａｎｃｅｒＲｅｓ，１９６３，２３：
１３１－１３４．

［１９］ＧＯＬＯＮＫＡＲＭ，ＹＥＯＨＢＳ，ＰＥＴＲＩＣＫＪＬ，ｅｔａｌ．Ｄｅｏｘｙｒｉ
ｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩａｃｔｉｖｉｔｙ，ｃｅｌｌｆｒｅｅＤＮＡ，ａｎｄｒｉｓｋｏｆｌｉｖｅｒｃａｎｃ
ｅｒｉｎａｐｒｏｓｐｅｃｔｉｖｅｃｏｈｏｒｔ［Ｊ］．ＪＮＣＩＣａｎｃｅｒＳｐｅｃｔｒ，２０１８，
２（４）：ｐｋｙ０８３．ＤＯＩ：１０．１０９３／ｊｎｃｉｃｓ／ｐｋｙ０８３．

［２０］ＦＵＮＡＫＯＳＨＩＡ，ＫＩＭＵＲＡＴ，ＷＡＫＡＳＵＧＩＨ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉ
ｃａｌｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎｏｆｓｅｒｕｍｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ：Ｉ．Ａｎａｌｙｓｉｓｏｆ
ｓｅｒｕｍｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｗｉｔｈｎｏｒｍａｌ
ａｎｄａｆｔｅｒｅｎｄｏｓｃｏｐｉｃｒｅｔｒｏｇｒａｄｅｐａｎｃｒｅａｔｏｇｒａｐｈｙ［Ｊ］．Ｇａｓ
ｔｒｏｅｎｔｅｒｏｌＪｐｎ，１９７９，１４（５）：４３２－４３５．ＤＯＩ：１０．１００７／
ＢＦ０２７７３７３０．

［２１］ＬＡＵＫＯＶ?Ｌ，ＫＯＮＥＣ̌Ｎ?Ｂ，ＪＡＮＯＶＩＣ̌ＯＶ?Ｌ，ｅｔａｌ．
Ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅｓａｎｄｔｈｅｉｒａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｉｎｂｉｏｍｅｄｉｃｉｎｅ
［Ｊ］．Ｂｉｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ，２０２０，１０（７）：１０３６．ＤＯＩ：１０．３３９０／
ｂｉｏｍ１００７１０３６．

［２２］ＤＵＲＷＡＲＤＡ，ＦＯＲＴＥＶ，ＳＨＥＭＩＥＳＤ．Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ
ｍｕｃｕｓｐｌｕｇｇｉｎｇａｎｄａｔｅｌｅｃｔａｓｉｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｔｒａｃｈｅａｌｒｈＤＮａｓｅ
ｔｈｅｒａｐｙｉｎａｍｅｃｈａｎｉｃａｌｌｙｖｅｎｔｉｌａｔｅｄｃｈｉｌｄｗｉｔｈｒｅｆｒａｃｔｏｒｙ
ｓｔａｔｕｓａｓｔｈｍａｔｉｃｕｓ［Ｊ］．ＣｒｉｔＣａｒｅＭｅｄ，２０００，２８（２）：５６０－
５６２．ＤＯＩ：１０．１０９７／００００３２４６２００００２００００００４５．

［２３］ＳＩＬＶＥＲＭＡＮＲＡ，ＦＯＬＥＹＦ，ＤＡＬＩＰＩＲ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｕｓｅｏｆ
ｒｈＤＮＡｓｅｉｎｓｅｖｅｒｅｌｙｉｌｌ，ｎｏｎｉｎｔｕｂａｔｅｄａｄｕｌｔａｓｔｈｍａｔｉｃｓ

８３７ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｒｅｆｒａｃｔｏｒｙｔｏｂｒｏｎｃｈｏｄｉｌａｔｏｒｓ：ａｐｉｌｏｔｓｔｕｄｙ［Ｊ］．ＲｅｓｐｉｒＭｅｄ，
２０１２，１０６（８）：１０９６－１１０２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｒｍｅｄ．２０１２．
０４．００２．

［２４］ＹＡＳＵＤＡＴ，ＫＡＷＡＩＹ，ＵＥＫＩＭ，ｅｔａｌ．Ｃｌｉｎｉｃａｌａｐｐｌｉｃａ
ｔｉｏｎｓｏｆＤＮａｓｅＩ，ａｇｅｎｅｔｉｃｍａｒｋｅｒａｌｒｅａｄｙｕｓｅｄｆｏｒｆｏｒｅｎｓｉｃ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＬｅｇＭｅｄ（Ｔｏｋｙｏ），２００５，７（４）：２７４－
２７７．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｌｅｇａｌｍｅｄ．２００４．１０．００８．

［２５］ＯＫＡＴ，ＨＩＫＯＳＯＳ，ＹＡＭＡＧＵＣＨＩＯ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ
ＤＮＡｔｈａｔｅｓｃａｐｅｓｆｒｏｍａｕｔｏｐｈａｇｙｃａｕｓｅｓｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎａｎｄ
ｈｅａｒｔｆａｉｌｕｒｅ［Ｊ］．Ｎａｔｕｒｅ，２０１２，４８５（７３９７）：２５１－２５５．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎａｔｕｒｅ１０９９２．

［２６］ＫＡＡＲＮＩＲＡＮＴＡＫ，ＰＡＷＬＯＷＳＫＡＥ，ＳＺＣＺＥＰＡＮＳＫＡＪ，
ｅｔａｌ．ＲｏｌｅｏｆｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎＲＯＳｍｅｄｉａｔｅｄ
ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｏｆａｇｅｒｅｌａｔｅｄｍａｃｕｌａｒｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ（ＡＭＤ）
［Ｊ］．ＩｎｔＪＭｏｌＳｃｉ，２０１９，２０（１０）：Ｅ２３７４．ＤＯＩ：１０．
３３９０／ｉｊｍｓ２０１０２３７４．

［２７］ ＬＩＵＹ，ＹＡＮＷ，ＴＯＨＭＥＳ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄ
ＨＭＧＢ１ａｎｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｍｅｄｉａｔｅｔｕｍｏｒ
ｇｒｏｗｔｈｉｎｈｅｐａｔｏｃｅｌｌｕｌａｒｃａｒｃｉｎｏｍａｔｈｒｏｕｇｈＴｏｌｌｌｉｋｅｒｅｃｅｐｔｏｒ
９［Ｊ］．ＪＨｅｐａｔｏｌ，２０１５，６３（１）：１１４－１２１．ＤＯＩ：１０．
１０１６／ｊ．ｊｈｅｐ．２０１５．０２．００９．

［２８］吴启建，张二龙，孙滨达，等．ＴＬＲ９ＪＮＫ信号通路调控
缺氧诱导大鼠肺动脉平滑肌细胞增殖［Ｊ］．第三军医大
学学报，２０２１，４３（２１）：２３５０－２３５７．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．
１０００５４０４．２０２１０７１４５．
ＷＵＱＪ，ＺＨＡＮＧＥＬ，ＳＵＮＢＤ，ｅｔａｌ．ＴＬＲ９ＪＮＫｓｉｇｎａ
ｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙｒｅｇｕｌａｔｅｓｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆｒａｔ

ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＪＴｈｉｒｄＭｉｌＭｅｄ
Ｕｎｉｖ，２０２１，４３（２１）：２３５０－２３５７．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．
１０００５４０４．２０２１０７１４５．

［２９］ＬＡＮＹＹ，ＨＥＡＴＨＥＲＪＭ，ＥＩＳＥＮＨＡＵＲＥＴ，ｅｔａｌ．Ｅｘｔｒａ
ｎｕｃｌｅａｒＤＮＡａｃｃｕｍｕｌａｔｅｓｉｎａｇｅｄｃｅｌｌｓａｎｄｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｓｔｏ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｇｉｎｇＣｅｌｌ，２０１９，１８
（２）：ｅ１２９０１．ＤＯＩ：１０．１１１１／ａｃｅｌ．１２９０１．

［３０］ＣＨＡＮＭＰ，ＯＮＪＩＭ，ＦＵＫＵＩＲ，ｅｔａｌ．ＤＮａｓｅⅡｄｅｐｅｎｄ
ｅｎｔＤＮＡｄｉｇｅｓｔｉｏｎｉｓｒｅｑｕｉｒｅｄｆｏｒＤＮＡｓｅｎｓｉｎｇｂｙＴＬＲ９
［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１５，６：５８５３．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｎｃｏｍ
ｍｓ６８５３．

［３１］ ＢＡＵＭ Ｒ，ＳＨＡＲＭＡＳ，ＣＡＲＰＥＮＴＥＲＳ，ｅｔａｌ．Ｃｕｔｔｉｎｇ
ｅｄｇｅ：ＡＩＭ２ａｎｄｅｎｄｏｓｏｍａｌＴＬＲｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙｒｅｇｕｌａｔｅａｒ
ｔｈｒｉｔｉｓａｎｄａｕｔｏａｎｔｉｂｏｄｙｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｉｎＤＮａｓｅⅡｄｅｆｉｃｉｅｎｔ
ｍｉｃｅ［Ｊ］．ＪＩｍｍｕｎｏｌ，２０１５，１９４（３）：８７３－８７７．ＤＯＩ：１０．
４０４９／ｊｉｍｍｕｎｏｌ．１４０２５７３．

［３２］韦汉南，陈德伟，张二龙，等．缺氧诱导线粒体 ＤＮＡ释
放后激活ｃＧＡＳＳＴＩＮＧ通路促进肺动脉平滑肌细胞增殖
［Ｊ］．陆军军医大学学报，２０２２，４４（２）：１１７－１２４．ＤＯＩ：
１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２１０７１３４．
ＷＥＩＨＮ，ＣＨＥＮＤＷ，ＺＨＡＮＧＥＬ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａ
ｉｎｄｕｃｅｄｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌＤＮＡｒｅｌｅａｓｅｐｒｏｍｏｔｅｓｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎｏｆ
ｐｕｌｍｏｎａｒｙａｒｔｅｒｉａｌｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓｖｉａａｃｔｉｖａｔｉｎｇｃＧＡＳ
ＳＴＩＮＧｐａｔｈｗａｙ［Ｊ］．ＪＡｒｍｙＭｅｄＵｎｉｖ，２０２２，４４（２）：
１１７－１２４．ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．２０９７０９２７．２０２１０７１３４．

（收稿：２０２１１１２８；修回：２０２２０１１７）

（编辑　栾　嘉）

９３７　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２２，４４（８）




