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反义 !"# $%&'寡核苷酸对 %()*介导的血管收缩的影响及其机制

雷!艳!

"第三军医大学基础部外科应用解剖与手术学教研室#

!!$摘!要%!目的!研究反义 567 8*.9寡核苷酸在血管紧张素
!

$ 型受体"*,$'#介导的血管平滑肌收缩反应中的作用及其

机制& 方法!采用反义寡核苷酸"*/-:+#基因封闭技术来特异性调控 567 8*.9的表达!观察 567 8*.9在*,$'介导的大鼠主

动脉血管平滑肌收缩中的作用及其与血管平滑肌肌球蛋白轻链激酶"8;<9#的关系& 结果!*=>

!

诱导大鼠主动脉产生浓度依赖

性的收缩!*,$'拮抗剂32?@AB@=和 567 8*.9C*/-:+处理均可拮抗*=>

!

诱导的血管收缩反应& 同时!*=>

!

处理可明显升高血管

8;<9的活性!*,$'拮抗剂和 567 8*.9C*/-:+也明显抑制了*=>

!

的这一作用& 结论!567 8*.9参与了*,$'介导的血管收

缩反应的调节!其机制与8;<9调节途径有关&

!!$关键词% 反义寡核苷酸'567 8*.9'血管紧张素
!

$ 型受体'血管收缩
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!

$作者简介% 雷!艳"$DED H#!女!重庆市人!讲师!学士!主要从事普

通外科临床及实验方面的研究& 电话("#"6#%7EF""F$

! $收稿日期% "#$$C#%C#"!!$修回日期% "#$$C#%C"F

$+,-./012./3+44+,564!67 $%&'./501+/1+670863+69:/;,7+6503+6/<.1,;7.=,6/5=.,506/0/3;,+3>: %($*

;(IJ@=!

":K5@ABLK=B2M/NA>OP@3*553OKQ *=@B2LR@=Q -5KA@BOSK/NA>KAR!<233K>K2MT@?OP8KQPO@3/POK=PK?!,UOAQ 8O3OB@AR8KQOP@30=OC

SKA?OBR!<U2=>VO=>G###67!<UO=@#

!!%>15=.,5(?>@+,50<+!,2?BNQRBUKLKPU@=O?L@=Q BUKKMMKPB2M567 8*.9@=BO?K=?K23O>2QK2WR=NP3K2BOQK"*/-:+# 2= BUKP2=BA@PBO3K

AK?52=?K2MS@?PN3@A?L22BU LN?P3KO=QNPKQ XR@=>OBK=?O=

!

BR5K$ AKPK5B2A"*,$'#4$+5-631!,UKKW5AK??O2=?2M567 8*.9YKAKAK>N3@C

BKQ XR*/-:+@55A2@PU4,UKKMMKPB?2M567 8*.92= BUKP2=BA@PBO3KAK?52=?K2MA@B@2ABOP?L22BU LN?P3KO=QNPKQ XR*,$'@=Q OB?AK3@BO2=?

YOBU LR2?O= 3O>UBPU@O= ZO=@?K"8;<9# YKAK2X?KASKQ4*+1;751!<2=PK=BA@BO2=CQK5K=QK=BP2=BA@PBO3KAK?52=?KY@?O=QNPKQ XR*=>

!

O= A@B

@2AB@XNBBUK*=>

!

CO=QNPKQ S@?PN3@AP2=BA@PBO2= Y@?@=B@>2=O[KQ XR*,$'O=UOXOB2A"32?@AB@=# @=Q 567 8*.9C*/-:+4,UK@PBOSOBR2M8;C

<9O= @2AB@Y@?O=PAK@?KQ XR*=>

!

XNBOBY@?@3?2@=B@>2=O[KQ XR*,$'O=UOXOB2A@=Q 567 8*.9C*/-:+4A6/,7;106/!567 8*.9O?O=C

S23SKQ O= BUKAK>N3@BO2= 2MBUKS@?PN3@AP2=BA@PBO2= O=QNPKQ XR*,$'@=Q OB?LKPU@=O?LO?52??OX3R@??2PO@BKQ YOBU 8;<95@BUY@R4

!!'+:B6=31(@=BO?K=?K23O>2QK2WR=NP3K2BOQK' 567 8*.9'@=>OBK=?O=

!

BR5K$ AKPK5B2A' S@?PN3@AP2=BA@PBO2=

!!血管紧张素
!

"@=>O2BK=?O=

!

!*=>

!

#是肾素C血

管紧张素系统"AK==O=C@=>O2BK=?O= ?R?BKL!'*/#中最重

要的活性物质!在正常或病理条件下的血管功能调节

中起重要作用$$%

& *=>

!

的主要生物学效应是通过其

$ 型受体"*,$'#所介导& 567 8*.9是丝裂原活化蛋

白激酶"LOB2>K=C@PBOS@BKQ 5A2BKO= ZO=@?K!8*.9#家族

的重要成员!参与多种细胞的内信号传递!在细胞生

长)分化)死亡)应答外界刺激和炎症反应等方面起着

重要作用$"C6%

& 本实验通过采用反义寡核苷酸"@=BOC

?K=?K23O>2QK2WR=NP3K2BOQK!*/-:+#基因封闭技术来特

异性调控 567 8*.9的表达!研究 567 8*.9在*,$'

介导的血管平滑肌收缩效应中的作用!及其与血管平

滑肌肌球蛋白轻链激酶"8;<9!一种平滑肌细胞收缩

调节的关键分子#的关系!探讨*=>

!

通过其*,$'途

径在心血管功能调节中的作用机制!为临床疾病治疗

提供一种新的途径&

)C材料与方法

$4$!材料

!!/:大鼠 %F 只!雌雄各半!体重 "## \"6# >!由第三军医大

学实验动物中心提供&

$4"!方法

$4"4$!血管制备和离体培养!!/:大鼠实验前 $" U禁食!自

由饮水!实验当日用戊巴比妥钠"6# L>]Z>#腹腔注射麻醉!无

菌条件下取胸主动脉!清除血管周围结缔组织!制备 " \6 LL

长的血管段& 培养组血管放入 % 孔板内!加入:8(8]̂$" 完全

培养基!根据实验分组加入相应寡核苷酸孵育!在 6E_)F`

<-

"

孵箱中培养 "G U后用于实验&

$4"4"!567 8*.9反义寡核苷酸转染!!硫代修饰的 567

8*.9反义"*/-:+#和正义寡核苷酸"/-:+#由上海生物工

程技术公司合成& */-:+的设计依照反义链与大鼠 567 基因

翻译起始编码区互补的原则!*/-:+序列(F*)))<<,,,<<,C

)<)*<*,6*!/-:+序列(F**,),<)<*))***))<<<6*& 按

照说明书将 567 8*.9反义及正义寡核苷酸与转染试剂 /N5KAC

K̂PB,A@=?MKPBO2= 'K@>K=B"aO@>K=#混合!加入放有血管的培养孔

中孵育 "G U& 设 567 8*.9C*/-:+为
"

组!567 8*.9C/-:+

为
!

组!空白对照组与 /-:+组共同作为对照!设为
#

组& 常

+F"%+
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规方法提取血管组织蛋白!bK?BKA= X32B方法检测反义寡核苷酸

的抑制效率&

$4"46!567 8*.9反义寡核苷酸对 *,$'介导的血管收缩的

影响!!实验分为 6 组(对照组)*,$'拮抗剂"32?@AB@=#组)567

8*.9C*/-:+组& 将血管段挂于含 9Cc液的 6E _恒温离体

器官灌流浴槽中!槽中持续通入 F`<-

"

和 DF`-

"

的混合气体!

血管收缩张力通过张力传感器经八道生理记录仪记录& 按累

积浓度法向浴槽9AKX?液中依次加入 *=>

!

!使其终浓度分别

为 $#

CD

)$#

C7

)$#

CE

)$#

C%

)$#

CF

L23];!持续记录血管张力&

$4"4G!567 8*.9反义寡核苷酸对 *,$'调节 8;<9活性的

影响!!实验分为 G 组(对照组"*组#)*=>

!

组"T组#)*=>

!

加*,$'拮抗剂组"<组#)*=>

!

加 567 8*.9C*/-:+组":

组#& 按实验分组用*=>

!

)*,$'拮抗剂和 567 8*.9C*/-:+

处理血管后!按文献$G%方法检测血管8;<9的活性&

$46!统计学处理

!!数据以均数d标准差"

!

!d"#表示& 组间比较用单因素方

差分析!方差分析有统计学意义的组间比较采用#检验&

DC结果

"4$!567 8*.9反义寡核苷酸的抑制效率

!!567 8*.9C*/-:+转染后!血管表达 567 8*.9的水平显

著降低!其表达水平为对照组的 6G4G`"$e#4#$#& 而正义寡

核苷酸转染后!567 8*.9的表达水平与对照组相比无明显差

异& bK?BKA= X32B电泳及光密度分析结果见图 $&
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图 )C!"# $%&'反义寡核苷酸的抑制效率

"4"!567 8*.9C*/-:+和 *,$'拮抗剂对 *=>

!

诱

导的血管收缩反应的影响

!!$#

CD

\$#

CF

L23];的 *=>

!

可诱导大鼠主动脉产生浓度依

赖性的收缩!*,$'拮抗剂 32?@AB@= 预处理非常显著地抑制了

*=>

!

诱导的血管收缩"$e#4#$#!提示*=>

!

诱导的血管收缩

效应主要通过*,$'& 567 8*.9C*/-:+转染后血管的收缩反

应也显著降低!其最大收缩张力显著低于对照组"$e#4#$#!见

图 "&
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(与对照组比较!$e#4#$

图 DC!"# $%&'E%F?GH和%()*拮抗剂对%/8

!

诱导的血

管收缩反应的影响

"46!567 8*.9C*/-:+和 *,$'拮抗剂对 *=>

!

调

节血管8;<9活性的影响

!!*=>

!

处理使血管8;<9活性明显升高!与对照组相比!差

异具有统计学意义"$e#4#$#!*,$'拮抗剂可抑制*=>

!

的这

一作用!567 8*.9C*/-:+明显抑制了 *=>

!

诱导的 8;<9活

性升高!其活性水平降低"$e#4#$#!见图 6&
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!

)!"# $%&'E%F?GH和 %()*拮抗剂对血管

$IA'活性的影响

"C讨论

!!血管紧张素
!

是一种具有多种功能的激素!在血

管平滑肌细胞的收缩和生长等过程发挥着重要的调节

作用& 它的作用主要通过其*,$'诱导多条细胞内信

号转导通路来发挥& 本实验结果也证实了 *=>

!

诱导

大鼠主动脉血管平滑肌收缩主要是通过其 *,$'& 已

有报道显示!*=>

!

可通过 *,$'激活 8*.9信号途

径!在心血管系统中起重要作用!目前的相关研究主要

集中在心肌细胞和血管平滑肌细胞的生长)增殖和凋

亡等方面$FC%%

&

+%"%+
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!!反义寡核苷酸技术是研究细胞信号传导分子机制

的一项生物技术!临床试验证明它在疾病的治疗中具

有显著的效果$E%

& 本实验采用反义寡核苷酸技术特

异性抑制了 567 8*.9的表达!观察 567 8*.9在*=>

!

通过*,$'介导的血管收缩效应中的作用& 实验结

果显示!用 */-:+阻断 567 8*.9信号途径后!大鼠

主动脉对 *=>

!

诱导的收缩反应显著降低!提示 567

8*.9信号途径参与了 *=>

!

通过 *,$'介导的血管

收缩过程& 本实验证实 567 8*.9是*,$'介导血管

收缩的信号分子的同时!是否也提示反义 567 8*.9

寡核苷酸可能作为治疗 *,$'相关疾病"如高血压

等#的新的靶点!这需要进一步的研究证实&

!!血管平滑肌细胞的收缩]舒张与肌球蛋白轻链

"8;<#的磷酸化状态有密切关系!而肌球蛋白轻链激

酶"8;<9#是调节 8;<磷酸化的关键分子& 本实验

进一步观察了 567 8*.9C*/-:+对 *=>

!

调节血管

8;<9活性的影响!结果显示*=>

!

通过*,$'诱导血

管8;<9活性升高!567 8*.9C*/-:+可明显拮抗

*=>

!

升高 8;<9活性的作用& 这一结果提示 *=>

!

通过*,$'激活 567 8*.9后!可能通过增强 8;<9

活性!进而促进 8;<磷酸化来诱导血管平滑肌收缩&

但是!这其中的具体信号传导途径尚不清楚!还需进一

步的研究来证明&
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术前多次发生 /*c的患者!术中发生破裂的可能性增

加& 为防止动脉瘤破裂需要做好以下工作(麻醉要平

稳!避免血压波动!分离动脉瘤时麻醉要加深!血压降

低!降低动脉瘤的压力'充分打开脑池!耐心等待脑组

织塌陷'使用临时阻断载瘤动脉'暴露和分离动脉瘤

时!使用显微器械!吸引器头不堵住!首先暴露载瘤动

脉!再从载瘤动脉开始分离至瘤颈!不挤压瘤体部&

!!择期手术治疗的破裂动脉瘤的好处在于(

$

在急

性期!不管开颅手术还是介入治疗!都可能发生血管痉

挛!有些甚至是致命性的& 选择出血 " 周后手术!患者

已经渡过了脑血管痉挛高峰期!可以最大限度减低和

避免脑血管痉挛的发生&

%

蛛网膜下腔出血已大部分

或完全吸收!病人症状减轻!生命体征稳定!便于术中)

术后管理&

&

颅内压力下降!便于手术显露&

'

降低

了脑水肿)脑肿胀的发生!保护了正常脑组织!减少了

术后并发症&

!!对于大脑中动脉瘤若没有合并明显的血肿!采用

择期锁孔手术!一方面缩短了手术时间!减少了机体组

织的创伤'另一方面也夹闭破裂动脉瘤!减少了并发症

的发生!有效规避了脑血管痉挛的发生!是一种安全)

快捷)微创的治疗手段&
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