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大鼠颈动脉气囊导管损伤早期原癌基因c—Fos、c—Jun的表达研究 

蒲庆华，时 德，赵 渝 

(重庆医科大学临床学院普外科 重庆 400016) 

【摘 要】目的：采用RT-PCR方法研究动脉损伤早期原癌基因c-los、c-jUll的表达规律；方法：制备大鼠颈动脉气囊导管扩 

张损伤模型，采用RT-PCR方法检测损伤早期不同时相点动脉壁平滑胍细胞 (VSMC)c-los、c-jun基因的表达丰度，同时采 

用免疫纽化方法观测c-f酏蛋白的表达。结果：c-jun在损伤后30rain达高峰 术后1h、2h仍能检测到明显的表达，术后5h 

后不能检出 c_f0s在术后30rain、1h均可检测到该基因多量的表达，以后随时间的推移表达逐渐下降，5h时不雠 出。损伤 

后45 rain中膜残留VSMC c-los蛋白表达阳性，阳性率86％ 结论：在动脉损伤后极早期即有c-缸 ，明uri的大量表达，RT- 

PCR检铡原癌基因的表达为研究动脉损伤早期VSMC的活化机理挺供了—个的敏感方法。 
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Proto—oncogene c-fos、c-jun expression in arterial wall early after balloon injury 

PUQinghua，elal 

fDepartraent ofGeneral Surgery．College ofClinical Medicine,Chongqing Medical University) 

[Absl~aet】 Objective．'To study the expression ofproto-oncogene c-fos、c-jun in arterial wall dwing the eady 

period after balloon injury．Methods：The balloon catheter injury was performed on left cz)inmon carotid of rat by 

imitating the process of angioplasty．Total RNA was isolated from the arterial wall at different time after injury． 

Expression of c-fos，c-jun mRNA was demonstrated and levels of two mRNA were estimated by the rb~erse 

transcriptase-polymerase chain reaction(RT-PCR)．Meanwhile，presence of c-fos protein in vascular smooth 

muscle cells(VSMCs)was deteeted with immunohistochemistry，Results：The expression of c-jan reached its 

maximum 30 min mer injury and remained elevated at 1 and 2 hour．c-fos level was maximal at 0．5 h and 

malntainod for 1 hour．A雠 rwards it gradually declined and returned to basal levels after 5 h．1mmunostain of c-fos 

protein was mostly positive in the remaining VSMCs at 45 min(86％ )．Conclusion：Balloon injury induces high 

expression of c-fos and un in the very early period．Using RT-PCR"to detect proto-oncogene expression provides 

a sensitive method for studying the principle of VSMCs activition and proliferation during the early period after 

injury． 

[Key words] Angioplasty；Vascular smooth muscle cell；Proto．oncogen~；Rat 

动脉粥样硬化性闭塞导致的心脑缺血是临床常 

见疾病，经皮腔内冠状动脉成形术、旁路转流术以 

及血管内膜剥脱术是这类疾病主要的手术治疗方 

法，但其中有30％ 一60％的病人术后1年内可因 

新内膜过度增生而导致血管再度狭窄 。因此，认 

识血管再狭窄的发生机制进而达到控制的目的，成 

为近年来一个活跃的研究领域。研究发现，动脉损 

伤后再狭窄的形成是一个复杂的病理生理过程，已 

证实VSMC的活化、增殖和迁移是导致动脉壁过度 

增生的中心环节 ，动脉损伤后血管壁局部存在多 
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主岳研究方向：血管外科． 

种生长因子，包括PDGF、bFGF、TGF·D、IGF 

等，为VSMC提供了重要的丝裂原和趋化刺激，是 

启动和维持损伤动脉壁持续增生的重要因素‘ 。 因 

此，控制生长因子的信号级联成为控制再狭窄的一 

个可能目标。已知生长因子活化信号级联最终导致 

原癌基因e-fos、c-jun、c-myc的表达I ，损伤早期 

应用反义RNA阻断局部原癌基因功能可使内膜增 

生显著降低 ，说明原癌基因活化后介导的血管平 

滑肌细胞活化增殖在动脉增生的发生、发展中有重 

要作用 探明其表达规律，进而控制其活化具有潜 

在的临床应用前景。本文采用RT-PCR的方法，在 

大鼠颈动脉气囊导管损伤动物模型中检测动脉损伤 
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早期e-Fos、c-Jun的表达情况，同时在动脉损伤早 

期检测了e-Fos蛋白的表达。这一检测为了解损伤 

后VSMC活化增殖提供了—个早期的敏感指针。 

1 材料与方法 

I_1 实验材料 

实验动物：健康雄性Wistar大鼠，体重350--450g，购 

自第三军医大学创伤外科研究所。主要试剂：l"ripure 

(Roche)．I"aqDNA聚台酶，N-MttLV逆转录酶，dNTP， 

Oligo(dl")，Rnase抑制荆 (上海生工)；主要器材：2F 

Fogarty气囊导管 (Baxter) Du-．640紫外分光光度计 (美国 

Beekanan)；PCR仪 (PE公司)，GelDoc20CO凝胶成像系统 

(美国BioPad) 

1．2 动物模型的建立 

动物荣食12h，2％戊巴比妥钠4Omg／r．g腹腔麻醉。沿 

颈前正中线切开皮肤，在颈前三角区暴露左颈总动脉及颈内 

外动脉。自颈外动脉向近心端插人气囊导管至颈总动脉起始 

部，球囊充水0．1ml，自远心端慢速回拉至颈内外动脉分叉 

处，重复共三次，完成后结扎颈外动脉。 

1．3 PCR引物的设计 

在Oligo 5,0引物设计辅助软件上进行 按所公布的人c 
-Fos、c-Jun基困序列进行引物设计，扩增片段跨越两个外显 

子以确保以反转录产物为模板进行的PCR所得产物忠实反 

映其相应的RNA模板量。同时设计一对0-Aetin I物作为 

内对照。引物序列如下： 

Pfimerl：5。-CGA ccTTCrAOGAOGA1b O0 3。 

Primer2：5。-TCGGI"GTAG TGGTGATGTGc-3。 

扩增c-ju~eDNA从372至629位核苷酸序列，产物长 

258bp。 

Primcr3：5'-CAGAAG OGGCAA AGTAGAGCA 0 3。 

Primer4：5'-CTC GGG G1lA GGT GAA GAC AAA( 3。 

扩增c-los eDNA从506至1 I 54位核苷酸序列，产物长 

67Obp。 

Primet5：5'-n ．G TAA CCA CCT GGG ACG A1lA 1lGG - 

3。 

Primet6：5'-GAT C丌 GAT C丌 CAT GGT GC丁AG ．3。 

扩增-Actin eDNA从426至1246位核苷酸序列，产物 

长 $21bp。 

引物台成由上海生工生物技术有限公司完成。 

1．4 TriPureTM分离组织细胞总 RNA 

按试剂盒方法进行．简要步骤如下：于手术后不同时相 

点分别取手术侧及健侧颈总动脉血管，置0．5ml l"riPure中． 

剪碎后充分匀浆并于室温放置5rain使核蛋白复合物完全分 

离。加人0．1ml氧仿，剧烈震荡1 5s 室温放置5min后4℃ 

离心12 OCO转／rain x 15rain，将上层无色水相转移至一个 

新的无RNme的离心管中，加人0．25ml异丙酵沉淀RNA。 

颠倒混匀数次，窒温放置5一lOmin使船 沉淀充分形 

成。4℃离心12 000转／min x lOmin。乙醇洗RNA沉淀一 

次后溶于DEPC水中。 

1．5 逆转录Pc 

取l～5 gRNA模板样品，~．&Oligo(dT)l·o．5 g， 

7O℃孵育5 rain后，取出置于冰上。按顺序加人以下反应成 

分：5 x缓冲液4 I．1OmM dNTP 2 I，R1 抑制荆 

20U，去离子水至20 1。37℃孵育5rain。加人40U逆转 

录酶，37℃孵育印min．70℃10min，冰上冷却。产物用于 

PCR或 -20℃贮存备用。 

1．6 目的片段的扩增 

取适量RI"-PCR产物，进行DNA片段的扩 。其中日 

-Actin及 c-Fc~PCR循环条件如下：95℃ lmin；58℃ 

lmin 72℃ lmin。e-Jun循环 条件 为：95℃30s，63℃ 

30s，72℃ 30s。各PCR反应均以热启动方式进^檐环，即 

95℃2min后再加人Taq酶。循环次数根据不同引物所测定 

的PCR指数期确定，PCR在反应进^平台期之前终止。 

1．7 PCR指数期的确定及产物的定量分析 

在PCR进行过程中，分别在第1 5、20、25、30、35、 

4O、45个循环时在DNA变性的高温段,~ PcR反应，迅速 

从反应管中吸出12 1产物。将不同循环的PcR产物取等 

量进行琼脂糖凝胶电泳，特异性扩增片段经光密度值测定， 

做出靶序列模板数与循环次数的曲线圈，找出谈对引物PCR 

反应的指数期和平台期。定量PCR应选择在指数期中进 

行 

2 结 果 

2．1 PCR反应指数期的确定 

1 2 3 4 5 6 7 8 

2 

5148， 

图l~-fos序列PCR不同循环数扩增产物电泳分析 

1^DNA／H~nd III+EeoRI(bp) 

2~8分别为PCR第15、20、25、30、35、40、45簟环产物 

不同循环数PCR反应样品行琼脂糖凝胶电泳 
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(图1)，经图像分析系统测定各孔特异性扩增产物 

EB染色光密度值。由于已知当PCR产物聚集达 

1O。墩 量级时，反应进人平台期，故设第35个循环 

时产物已达2×i0“。代人公式Nf=No(1+0．7 ‘中 

求出反应的起始模板数，再用同一公式计算出线性 

时相点的实际模板数 ’。用光密度值对产物分子数 

进行回归，得到模板数与光密度值的回归方程：Y= 

6E+oTg⋯ (W=0．9889) 将光密度值代入方程， 

得到各时相点产物模板数，以之对循环数做图，得 

到靶序列的累积与循环数的增长曲线如图2。可以 

看出，在反应的第15至第3O循环之间，PCR产物 

呈指数级扩增，至第3O循环后，反应进入平台 

期，产物不再随循环次数的增加而以指数级累积。 

因此，该对引物的定量PCR应在第3O循环以内进 

行。以相同方法测定其它引物的PCR反应指数 

期 

0 20 40 60 

dc(n】 

图2 c．fo~序列PCR产物的累积与循环的曲线关系 

2．2 动腑濒 伤后原癌基固的表达 

在指数期内终止PCR反应，将等量的样品加 

至凝胶中电泳鉴定术后30rain，lh，2h及5h原癌 

基因c-Fos、c-Jun的表达情况。同时加入用等量模 

板以D—actin引物进行扩增的PCR产物。不同时相 

点的电泳结果见图3及图4 可以看到，在动脉损 

伤后极早期即有原癌基因的大量表达，其中c—Jun 

表达在损伤后30rain达高峰。术后lh、2h仍能检 

测到明显的表达，术后5h后不能检出。c_Fos的表 

达规律略有不同。术后30rain、lh均可检测到该基 

因多量的表达，以后随时间的推移表达开始下降， 

5h时不能检出 

2．3 动脉损伤早期 c-Fos蛋白水平的检测 

5Ol， 

111， 

5148 

l 

l 
图4 PTA术后动脉壁原癌基因c．1os PCR产物定量分析 

图5 动脉损伤后45rain，VSMC细胞棱c-fbs蛋白 

染色阳性。(SP浩 ×400) 

为更好地了解原癌基因在动脉损伤后的活化情 

况，我们检测了c-Fos在组织中的表达情况。结果 

见图5。正常动脉染色阴性。损伤后45rain中膜残 

留VSMC c·Fos蛋白表达阳性，阳性率86％。 

3 讨 论 

原癌基因c-Fos／c-Jun表达产物活化后形成的异 

二聚体AP-1(Activation Profien-1)是胞内重要的 

转录因子，可参与调控细胞增殖、分化和转化等重 

要细胞生物学行为 。另外，原癌基因c_fos／c-jun 

还是早期反应基因，它将细胞接受外界刺激的短暂 

4  2  0  8  6  0  0  1  叭 叭 啪 ㈣ 
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胞内活化信号转变为细胞增殖和分化的长时间持续 

信号 。本研究发现，术后极早期 (30rain)即有大 

量的原癌基因表达，提示此时动脉壁内存在太量的 

活化因素，刺激VSMC活化。此表达活化状态可持 

续至损伤后2h，5h后不能检出。损伤早期原癌基 

因c-fos／e-jun的表达提示，继损伤即刻产生的活化 

刺激 因素诱导VsMc早期反应基因c·fos／e-jun表 

达，VSMC功能被活化，细胞可进人增殖周期并发 

生功能分化，由收缩型转变为合成型。此外，原癌 

基因c-fos／e-jun转录产物还可介导多种细胞因子尤 

其是生长因子的表达。这就启动了损伤血管局部 

VSMC活化的自分泌、旁分泌机制，损伤动脉局部 

将有持续的VSMC过度增生和括化。 

采用RT-PCR的方法检测目的基因的转录情 

况，认为较Northern-blot直接分析样品中RNA的 

丰度更敏感，它可检测那些半衰期短，低拷贝的 

mRNA样品 ⋯ 但事实上，要想绝对定量是非常困 

难的。即使将内对照引入系统，由于扩增的模板数 

N=No(1+eff)“，其中Ⅳ嗽 是样品中的起始模板数， 

eff是反应的效率，rl是循环次数。不同引物引发效 

率上的微小差异也会带来PCR产物数量上的明显 

差异。因此，以相对恒定的内源性分子 -Actin作 

为内对照的研究只能提供一个半定量的结果。由于 

定量PCR是通过扩增后产物的量来判断其相应 

RNA模板的丰度，因此反应必须控制在PCR的指 

数期进行，这样方能准确、敏感地反映不同样品间 

目的分子 RNA模板数上的差异。 

在计算机软件辅助下进行引物设计，首先限制 

引物长度在2O一24碱基之间，在程序提供的多对 

引物之间依据下列原则作最优选 ： 1．引物 GC 

含量在40％ 一60％之间，Tm值不低于54℃，两 

引物之间相差不超过3℃。2．引物链内二级结构能 

量AG>0kJ／mol，链间双链体能量△G>-2O．934 kJ／ 

mol，其中两引物3’末端的稳定互补结构尤其应予 

避免。3．引物与模板序列之间3’末端互补能量应在 

-29．3一-36．68kJlmol之间。过高和过低均将影响 

PCR的引发效率。实验中，以反转录物为模板进行 

PCR时，获得了高产量的特异性扩增条带，说明引 

物设计上是成功的。 

综上，本文对太鼠颈动脉气囊导管损伤后即刻 

动脉壁内原癌基因c-Fos／c-Jun的表达情况进行了检 

测，建立RT-PCR的方法为检测VsMc功能活化状 

态提供了一个敏感、特异的指标。 
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