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锌指蛋白基因抑制人平滑肌细胞表型转化的实验研究 
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[摘 要] 目的 探讨锌指蛋 白基因 A20抑制氧化型低密度脂蛋白诱导平滑肌细胞增殖及表型转化的影响。方法 用 

DOTAP)]~质体转染 pEGFPEHA20．N1原代培养的平滑肌细胞，经 G418筛选，A20表达经免疫荧光鉴定。Brdu检测转染前后氧化型 

低密度脂蛋白诱导平滑肌细胞增殖情况及a-SM—actin抗体检测细胞表型转化情况。结果 A20基因在平滑肌细胞得到有效表达， 

少量的氧化型低密度脂蛋白能诱导平滑肌细胞增殖，平滑肌细胞 ．SM—actin骨架蛋白表达减少，而 A20转染的平滑肌细胞增殖不 

明显， 一SM—actin骨架蛋白表达呈强阳性。结论 A20基因在动脉粥样硬化中能抑制平滑肌细胞的病理性增生。 
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Zinc finger protein inhibits the proliferation and phenotype changing of OxLDL-induced smooth muscle cells 

BAI Li，MI Jian—hong，YANG Ming—can，ZHANG Wei (Emergency Department，Kunming General Hospital of Chengdu Military 

Region，Kunming Yunnan 650032，China) 

Abstract：Objective To examine the effectiveness of zinc finger protein A20 in inhibiting the proliferation and phenotype changing of 

OxLDL—induced smooth muscle cells．Methotis Smooth muscle cells were transfected with pEGFPEHA20 N1 with the help of DOTAP．The 

positive cell clones were selected by G418．The stable transfection and expression of A20 in smooth muscle cells were determined by fluores— 

cence analysis．The proliferation and phenotype changing in transfeeted and untransfeeted OxLDL·induced smooth muscle cells were deter— 

mined by immunofluorescence analysis．Results A20 gene can significantly inhibit the proliferation and phenot~ e changing of OxLDL—in— 

duced smooth muscle cells．Conclusion A20 gene is conducive to the treatment of atherosclerosis． 

Keywords：A20 gene；oxidized low density lipoprotein；smooth muscle cells prolifration phenotype 

动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)的发展与氧化 

修饰低密度脂蛋白(oxidized low density lipoprotein，Ox． 

LDL)密切相关，后者血中含量的高低在动脉粥样硬化 

的病变形成中起重要作用。研究表明，小剂量氧化修 

饰低密度脂蛋白通过间接或直接作用可导致平滑肌细 

胞的病理性增殖 。血管平滑肌细胞(VSMC)的病理 

性增殖主要体现在其表型的转变，即平滑肌细胞从收 

缩型向合成型的转变。病理性增殖的 VSMC对外界各 

种病理性刺激条件下能增生，具体表现可为 VSMC从 

血管的中膜迁移至内膜，并在血管内膜中大量增殖，是 

最后导致 AS和血管再狭窄等疾病的主要原因。锌指 

蛋白家族成员A20基因是内皮细胞的保护基因，当外 

界损伤因子作用于细胞时能有效对其进行保护 。J。 

因此，深入研究锌指蛋白A20基因对平滑肌细胞的表 
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型转化及病理性增殖的影响，将为 A20基因在 As中 

的作用提供参考资料。 

1 材料与方法 

1．1 试 验试 剂 

E—tag抗体购自美国Amersham Pharmacia Biotech，pEGFPE— 

HA20一N1质粒为本实验室保存。G418购自美国 Gibico公司， 

DMEM培养基及胎牛血清为 HLycone公司产品，Brdu抗体、Cy3 

免疫荧光试剂盒、仅一SM—actin抗体为博士德产品。 

1．2 DOTAP脂质体介导的锌指蛋白基因转染 

原代培养人平滑肌细胞 ，保持无菌条件取人脐静脉，用消 

毒 PBS液反复冲洗管腔，清除管腔中的血凝块，待冲洗干净后 

再分离脐动脉，将脐动脉中膜在手术显微镜下分离出来，取一 

块组织放入无菌小烧杯，用酶消化法(大豆胰蛋白酶抑制剂 

1 mg／mL，弹性蛋白酶 t mg／mL，胶原酶 3 mr,／mL，牛血清白蛋 

白 1 mg／mL)分离 VSMC，然后将分离的细胞中加入低血清 

1640培养液进行培养。采用 —SM．actin(S-aetin)抗体做免疫 

组织荧光化学染色鉴定原代培养的平滑肌细胞是否符合需要。 

1．3 细胞转染和筛选、培养 

用胰酶消化原代培养的平滑肌细胞，然后将其种植在培养 

玻片上。转染方法采用 DOTAP脂质体介导法，在原代培养的 

SMC进行 pEGFPEHA20-NI质粒转染，大约 8 h后将转染液去 
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掉，采用低血清的1640培养液继续培养1—2 d后换液，细胞筛 

选采用含G418 6OO g／mL的1640培养液培养，1～2周后收集 

能抵 抗 G418 的 细 胞。对 照 组 中 也 同 样 要 用 含 G418 

6OO p,g／mL的 1640培养液进行选择性培养。荧光显微镜检测 

转染 A20重组质粒的抗 G418活细胞 GFP表达情况，对照组为 

转染空载体、未转染 的细胞。后续实验选用高表达锌指蛋白 

A20基因的抗 G418阳性细胞。 

1．4 OxLDL的制备 

OxLDL购自协和医科大学生物化学教研室 ，氧化试验在本 

实验室进行，主要方法是添加铜离子至终浓度为 1 m0L／L，在 

37℃条件下氧化 24 h。试验分组如下：原代培养的 SMC分两 

组 ，一组为 A20基因组 ，另一组为空载体 pEGFP-N1组。在同 

等条件下每组再分别以不加任何刺激因素作为对照和加 

OxLDL 10 mg／L。 

1．5 细胞增殖实验 

用 Brdu检测种植在玻片上的原代细胞 ，在加入 Brdu 2 h 

后用 4％多聚甲醛固定，按常规免疫荧光方法检测，一抗为鼠抗 

Brdu单克隆抗体，二抗、三抗分别为生物素化的羊抗 鼠IsG和 

SABC-ey3，荧光显微镜观察计数。转染 pEGFP-N1及未转染细 

胞作为对照。 

1．6 Ot—SM—actin骨架蛋 白检测 

4％多聚甲醛固定玻片上的原代细胞，按常规免疫荧光方 

法检测，一抗为鼠抗人 0【-SM-actin单克隆抗体，二抗、三抗分别 

为生物素化的羊抗鼠IgG和 SABC-ey3，激光共聚焦荧光显微镜 

照相。转染 pEGFP—N1及未转染细胞作为对照。 

1．7 统计学方法 

采用 SPSS6．0统计软件处理所有数据，以均数 4-标准差 

(元±s)表示，行 t检验。 

2 结果 

原代培养的SMC呈梭形，状态良好，经 S-aetin抗体做单抗 

行细胞免疫荧光染色鉴定原代培养的细胞为平滑肌细胞 ，说明 

获得的原代细胞主要是收缩型 SMC，为进一步进行表型转化实 

验提供了基础。筛选 A20基因超表达的 SMC。本实验表明经 

DOTAP介导质粒转染，在所有经过 G418选择的阳性细胞 中， 

锌指蛋白A20基因表达的 SMC达 100％，选择锌指蛋白A20基 

因高表达的SMC继续培养用于下一步检测。转染成功的 SMC 

通过荧光显微镜观察可见胞浆胞核中有很强的绿色荧光，而未 

转染的SMC无绿色荧光。 

增殖检测未加 OxLDL时转染 pEGFP-N1与转染 A20组平 

滑肌细胞增殖相差不显着。加 OxLDL时，转染 pEGFP—N1组平 

滑肌细胞增殖明显上升，而转染 A20组细胞增殖上升不明显， 

两组间相差显著。免疫荧光结果还表明，未加 OxLDL时，转染 

pEGFP—N1与转染 A20组平滑肌细胞均有较强的 d-SM-actin表 

达，两者间相差不显著 ；an OxLDL时，转染 pEGFP-N1组平滑肌 

细胞 -SM—actin的表达较低 ，而转染 A20组细胞 q-SM-actin的 

表达很强，两组间相差显著。 

3 讨论 

本实验观察到转染的SMC有很强的绿色荧光，说 

明通过本方法能使 A20目的基因转染成功并有强表 

达 引。平滑肌细胞表型由收缩型向合成型转化是病 

理性增殖的起始， 其进行有丝分裂和增殖的重要前 

提。VSMC两种表型相互转化时其主要的表型标志是 

肌动蛋白0【一SM—actin。研究表明肌动蛋白actin有 (It、 

B、-y三种分型。肌细胞中有 仅一actin分布，而 VSMC中 

的 一actin又称为 (It—SM—actin。原代 VSMC中分离到 
．SM．actin的 cDNA表达量远高于传代细胞(去分化 

细胞)，在原代 SMC(分化状态)(It—SM-actin的基因高 

度表达，但在 SMC传代后(低分化)呈低表达，说明 

SMC由增殖型向收缩型转化，仅一SM—actin表达的增加 

是其标志之一_6引。因此，本实验采用仅一SM-actin作为 

平滑肌表型转化的标志是可行的。OxLDL有助于 AS 

形成，通过促进内皮细胞凋亡，从而曝露内皮下基质， 

促使血液中单核细胞从血中迁移到内皮下间隙，从而 

在血管壁聚集，这是As形成的早期机制⋯。 

小剂量的 OxLDL可直接或间接导致平滑肌细胞 

增殖，其间接导致血管平滑肌细胞增殖是通过诱导一 

系列生长因子产生从而诱导平滑肌细胞增殖。本实验 

观察到 ．SM—actin的基因在原代细胞中呈强表达，但 

OxLDL作用后可见平滑肌细胞增殖明显加强，同时细 

胞 0【一SM—actin表达减少，说明OxLDL可诱导平滑肌细 

胞由收缩型向合成型转变，从而启动平滑肌细胞的病 

理性增殖。而 A20基因表达的细胞经 OxLDL处理后 

细胞增殖不明显，同时细胞仍有很强的 Ot—SM．actin表 

达，细胞仍处于收缩状态，说明 A20基因可有效对抗 

OxLDL诱导的平滑肌细胞病理性增殖。锌指蛋白A20 

基因C．末端包括 7个 Cys2／Cys2锌指，A20基因通过 

它的锌指区可以与一系列功能蛋白连接 (如 LMP1、 

TRAFs、IKK-／NEMO／IKKAP1、14—3-3、ABINs等)，从而 

发挥作用 。。。本研究同时表明A20基因能有效抑制 

氧化型低密度脂蛋白诱导的SMC增殖，提示A20基因 

可能在预防和治疗动脉粥样硬化方面具有意义。 
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直视下缝扎胆囊三角系膜止血。1例胆囊十二指肠瘘直视下修 

补十二指肠瘘口。2例继发胆总管结石患者切除胆囊后，切开 

胆总管，行胆道镜取石及T管引流术。2例胆总管损伤，均为电 

灼小破口，行胆总管探查，3-0细针线修补破 口，T管引流。术 

后 10 d带T管出院，1个月后行 T管造影无异常，拔 T管。全 

组无严重并发症 

3 讨论 

3．1 LC中转 MC原 因分析 

主要有以下原因：①胆囊炎处于急性期，胆囊三角 

粘连及炎性充血水肿，胆囊三角解剖不清。②胆囊萎 

缩，胆囊炎病史长，且反复多次发作者，胆囊三角区为 

“冰冻样改变”。③胆囊管结石嵌顿，嵌顿的结石与胆 

总管紧贴并压迫部分胆总管，而且不能挤压到胆囊方 

向，属于 Mirrzzi综合症 型，此种情况继续 LC操作胆 

管损伤机率高。④胆囊管解剖变异。本组 1例胆囊管 

汇人肝右管，1例胆囊管紧贴胆总管，且并行较长，约 

2．5 cm，1例胆囊管从胆总管后方绕过汇人胆总管左 

侧，术中解剖关系不清，为避免不必要的医源性损伤， 

应及时中转。⑤胆囊十二指肠瘘。术中发现胆囊三角 

解剖不清，大网膜、十二指肠与胆囊致密粘连，中转后 

发现胆囊十二指肠瘘，切除胆囊，修补十二指肠瘘口。 

⑥腹腔内广泛粘连，本组 1例因既往有胃大部切除术、 

剖腹产手术史，腹腔内广泛粘连，无法建立有效气腹； 

另2例既往有上腹部手术史，虽建立了气腹，但因广泛 

致密粘连难以进行腔镜下操作。⑦继发胆总管结石。 

术中因胆囊管直径大于0．5 cm，而胆囊内多数结石直 

径小于0．5 cm，可疑继发胆总管结石。本组 2例中转 

证实胆总管内继发结石。⑧术中胆总管损伤。均为电 

灼小破口，行胆总管探查，细针线修补破口，T管引流。 

⑨术中出血。本组中2例因术中胆囊动脉出血严重， 

且残端较短，腹腔镜下止血可能误伤胆管；另2例因胆 

囊床出血，腹腔镜下止血失败。⑩胆囊床迷走胆管胆 

漏。术中发现漏胆，腹腔镜下无法明确原因，不得不中 

转 MC【 j。 

3．2 LC中转 MC的意义 

腹腔镜胆囊切除术、小切 口胆囊切除术均为微创 

外科技术(minimall invasice suryery，MIS)，已被医患双 

方接受。由腹腔镜胆囊切除术中转小切口胆囊切除 

术，并没有改变手术微创结果；与腹腔镜胆囊切除术中 

转传统开腹大切口胆囊切除术相比较，中转小切 口胆 

囊切除术还具有对术后患者痛苦、创伤、内环境无影响 

等优点；术后平均住院时间及费用也没有增加。而且 

MC技术包含了传统和微创双重特点 引。所以，在 

LC术中遇到困难时选择 MC，兼顾了利用传统积累的 

经验不但解决术中问题，而且还不失微创特色，极大地 

符合病人的利益。 
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