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　　提　要:目的　以腺病毒介导 gax基因转染血管平滑肌细胞(VSMC),探讨 gax 基因表达增强后VSMC 增殖的变化。方

法　以携带大鼠 gax基因表达序列的复制缺陷型 5型腺病毒载体(AdCMV-gax)常规转染 VSMC 后 , 应用免疫细胞化学染色

检测 gax基因表达的变化;应用四唑盐(MTT)比色试验 、3H 标记的胸腺嘧啶核苷(3H-TdR)掺入试验和流式细胞仪检测观察

gax基因表达增强对 VSMC 增殖的影响。结果　①AdCMV-gax转染前 , PDGF-BB 下调 Gax蛋白的表达 , 接近正常生理浓度

的PDGF-BB(2 ng ml)即可使 VSMC 的 Gax蛋白表达率由 36.42%显著降低至 22.83%(P <0.05), 随着 PDGF-BB 浓度的升

高 , gax 基因表达下降程度更加显著;AdCMV-gax转染后 ,无论有无 PDGF-BB 刺激 , VSMC 中 gax基因的表达均比转染前显著

增高。 ②AdCMV-gax 转染使VSMC表达 gax增强后 , VSMC 的MTT吸光度值和3H-TdR掺入量均较未转染组显著降低 , G0-G1

期的VSMC比例较未转染组显著增高(P<0.01), G2-M期和 S 期细胞比例显著降低(P<0.01)。结论　增强 gax 基因表达

可抑制由有丝分裂原刺激所引起的 VSMC 增殖。

　　关键词:gax 基因;血管平滑肌细胞;细胞增殖
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Effect of adenovirus-mediated gax gene transfection on the inhibition of vascular smooth
muscle cell proliferation
WANG Geng , HE Guo-xiang , XU Xiao-hui , RAN Bo-li , ZHANG Ping , CHEN Yu(Department of Cardiology , Southwest Hospital ,
Third Military Medical University , Chongqing 400038 , China)

　　Abstract:Objective　To explore the effect of gax gene overexpression mediated by adenovirus transfection on

vascular smooth muscle cells(VSMC)proliferation.Methods　The expression of GAX protein was evaluated by im-

munocytochemical staining and the effect of gax overexpression on VSMCs proliferation was observed by 3-(4 ,5-dime-

thyl-thiazol-2-yl)2 , 5-diphenytertrazolium bromide (MTT)colorimetric analysis and
3
H-thymidine incorporation and

flow cytometry after replication-defective adenovirus type 5(Ad5)vector encoding the rat gax gene (AdCMV-gax)

was transfected to VSMCS.Results　①Before AdCMV-gax was transfected to VSMCs , GAXprotein could be down-

regulated by platelet-derived growth factor(PDGF)BB at the dose of 2 ng ml from 36.42%to 22.83%(P<0.05).

This concentration was within physiological range.Gax expression was down-regulated in a dose-dependent manner.

AfterAdCMV-gax was transfected to VSMCs , the level of gax expression was significantly higher than that before

transfection , but no correlation with the stimulation of PDGF-BB was found.②The optical density (OD)of MTT

and
3
H-thymidine incorporation decreased significantly in VSMCs transfected with AdCMV-gax compared with that in

VSMCs without being transfected.The rate of VSMCs during G0-G1 period was higher , while that of VSMCs during

G2-M and S period was lower in cells transfected than that in cells without being transfected(P <0.01).Conclusion

　Overexpression of gax can inhibit VSMCs proliferation stimulated by mitogen.

　　Key words:gax;vascular smooth muscle;cell;proliferation

　　血管平滑肌细胞(VSMC)增殖是动脉粥样硬化及

血管成形术后再狭窄(Restenosis , RS)病灶形成的重要

病理机制
[ 1]
。同源盒基因在胚胎发育中调节细胞的生

长和分化
[ 2]
。Gax(Growth-arrest specific homeobox)基因
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是一个主要存在于心血管系统的同源盒基因 ,在球囊

损伤血管壁后其表达快速下调 ,在受到有丝分裂原刺

激后的 VSMC 中也明显降低
[ 2 , 3]
。这说明 gax 基因对

VSMC的生长和增殖可能起着抑制作用。本实验利用

携带 gax 基因的腺病毒(AdCMV-gax)转染 VSMC ,增强

其 gax基因表达 ,探讨 gax 基因表达增强对 VSMC增殖

的影响。
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1　材料与方法

1.1　材料
　　携带大鼠 gax基因的重组腺病毒载体(AdCMV-gax)由作者

用位置特异型重组的方法构建 , 并经 PCR 鉴定 , 获得病毒滴度

约5×1010空斑形成单位/毫升(pfu ml), 最佳感染复数(MOI)为

50。VSMC 由作者以大鼠主动脉经组织块贴壁法原代培养获

得 ,并经-平滑肌肌动蛋白免疫细胞化学鉴定 ,第 6～ 8 代细胞应

用于本实验 。血小板衍化生长因子 BB(PDGF-BB)(R&D System

公司)、DMEM 培养基(美国 Hyclone 公司), 胎牛血清(FBS)(美

国Hyclone公司), 氚标记胸腺嘧啶核苷(3H-TdR)(上海原子能

研究所)。

1.2　不同浓度 PDGF-BB对转染前后 VSMC 的 gax 蛋

白表达率的影响
1.2.1　实验分组　　分转染组和未转染组 , 分别以 PDGF-BB

不同浓度(0、2 、5、10、20 、30 ng ml)刺激 24 h。

1.2.2　转染方法　　将 VSMC 传入 24 孔板 , 各组每个实验条

件设 3 孔。当细胞 80%融合时 , 无血清培养 24 h , 然后将培养

板中培养液吸出 ,加入 AdCMV-gax 转染液 50 MOI , 置 37 ℃、5%

CO2 培养 1 h ,其间每 10～ 15 min 摇动培养板 1 次 ,使其均匀感

染 , 1 h 后去除转染液 , 加入各浓度 PDGF-BB , 继续培养。未转

染组除不转染AdCMV-gax外 , 其余同前。

1.2.3　免疫细胞化学检测　　按 S-P 试剂盒使用说明进行 , 兔

抗大鼠 gax多克隆抗体的工作浓度为 1∶100。 DAB 显色后镜下

计数着色细胞数和未着色细胞数 ,计算阳性细胞占同类细胞的

百分比 ,每张玻片随机计数 3 个视野(×100), 取平均值。

1.3　MTT 比色试验
　　分组及转染方法同前。以每孔 3×103 个细胞将 VSMC 接

种于 96孔培养板中 , 各组每个实验条件设 3 孔 , 贴壁后无血清

培养24 h , 以AdCMV-gax转染 , 培养板中每孔终体积 200 μl;检

测时 ,每孔加入 MTT溶液(5 mg ml)20μl , 37 ℃继续孵育 4 h;吸

弃培养孔内上清液 ,每孔加入 150 μl DMSO ,振荡 10 min , 使结晶

物完全溶解;选择 490 nm 波长 , 在酶联免疫检测仪上测定各孔

吸光度值(A 值)。

1.4　流式细胞仪检测VSMC增殖周期

　　分转染组和未转染组 , 每组又分别施加无血清培养和

PDGF-BB(10 ng ml)刺激两种干预因素。细胞 80%融合时 ,无血

清培养 24 h;转染及施予干预因素后 24 h 按常规方法收集细

胞 ,制备成单细胞悬液 , 70%乙醇固定 , PI 染色 , 在流式细胞仪

中以激发波长 488 nm 测定所制样品。

1.5　
3
H-TdR掺入法测定细胞 DNA合成

　　实验分组及干预因素同流式细胞仪检测 VSMC 增殖周期。

以每孔 1×105 个细胞将VSMC 接种于 24 孔培养板中 ,各组每个

实验条件设 3孔。37 ℃、5%CO2 培养 24 h 后 ,无血清培养24 h;

转染及施予干预因素后 24 h 加入3H-TdR, 使之终浓度为 3.7×

104 Bq ml;继续培养 16 h 后 , 常规消化收集细胞, 经微孔滤膜抽

滤细胞并用 10%三氯乙酸(TCA)破碎细胞膜 , 滤膜烘干后置于闪

烁瓶中 ,加入闪烁液 ,用液体闪烁计数仪测定放射性强度。

1.6　统计学分析
　　数据用 x±s表示。采用 SPSS10.0 统计软件进行非配对 t

检验。

2　结果

2.1　不同浓度 PDGF-BB对转染前后 VSMC 的 gax 蛋

白表达率的影响 ,见图 1 、2 ,表 1

图 1　单纯 PDGF-BB刺激后的 gax蛋白表达　(S-P×100)

Fig 1　Expression of gax protein in VSMCafter simple PDGF-BB

stimulation without AdCMV-gax transfection　(S-P×100)

图 2　AdCMV-gax转染后 VSMC的 gax蛋白表达　(S-P×200)

Fig 2　Expression of gax protein in VSMC after AdCMV-gax

transfection　(S-P×200)

表 1　PDGF-BB对 VSMC的 gax蛋白表达的影响(%, x±s)

Tab 1　Effect of PDGF-BB on the expression of gax protein in VSMC(%,  x±s)

Concentration of PDGF-BB(ng ml)
Group PDGF-BB(-)

2 5 10 20 30

non-transfection 36.42±7.14 22.83±3.90■ 14.57±2.87■■ 7.28±3.23■■ 3.58±1.64■■ 2.31±1.08■■

transfection 85.91±11.12△△ 82.59±9.64△△ 79.73±17.08△△ 85.79±9.66△△ 76.85±16.56△△ 71.91±12.67△△

■:P<0.05, ■■:P<0.01 vs PDGF-BB(-);△△:P<0.01 vs non-transfection
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2.2　MTT 比色试验见表 2

表 2　AdCMV-gax转染后 VSMC的 MTT值的变化(A , x±s)

Tab 2　Changes by MTT in VSMCafter AdCMV-gax transfection(A ,  x±s)

Concentration of PDGF-BB(ng ml)
Group PDGF-BB(-)

2 5 10 20 30

Non-transfection 0.23±0.09 0.41±0.04☆ 0.45±0.06☆ 0.62±0.03■ 0.65±0.11■ 0.72±0.09■

Transfection 0.19±0.11 0.22±0.08★ 0.26±0.07★ 0.36±0.12★ 0.27±0.03△ 0.33±0.02△

☆:P<0.05 vs PDGF-BB(-);■:P<0.01 vs PDGF-BB(-);★:P<0.05 vs non-transfection;△:P<0.01 vs non-transfection

2.3　流式细胞仪检测VSMC增殖周期见表 3 ,图 3

表 3　AdCMV-gax转染和有丝分裂原对 VSMC增殖周期的影响(%,  x±s)

Tab 3　Effect of AdCMV-gax transfection and mitogen on the cell cycle of VSMC(%,  x±s)

Non-transfection Transfection

G0-G1 G2-M S G0-G1 G2-M S

Serum(-) 83.66±2.13 8.82±3.13 7.17±1.59 83.34±2.97 8.74±2.49 7.88±1.60

PDGF-BB 56.05±5.27■ 9.07±3.25 34.87±2.30■ 81.53±1.72△ 7.86±1.58 10.61±1.24△

■:P<0.01 vs serum(-);△:P<0.01 vs non-transfection

A:Non-transfection and PDGF-BB;B:Transfection and PDGF-BB

图 3　AdCMV-gax转染和 PDGF-BB对 VSMC 增殖周期的影响

Fig 3　Effect of AdCMV-gax transfection and mitogen on the cell cycle of VSMC

2.4　
3
H-TdR掺入法测定细胞 DNA合成见表 4

表 4　AdCMV-gax和有丝分裂原对 VSMC 3H-TdR掺入的影响( x±s)

Tab 4　Effect of AdCMV-gax transfection and mitogen on the

3H-TdR of VSMC( x±s)

Non-transfection Transfection

Serum(-) 5 816.67±1 178.10 3 620.67±2 263.46

PDGF-BB 14 696.00±3 535.77☆ 3 991.00±566.19△

☆:P<0.05 vs serum(-);△:P<0.01 vs non-transfection

3　讨论

　　动脉粥样硬化和血管成形术后 RS 最重要的病理特

征就是VSMC 的增殖。VSMC与不能再分裂 、分化的骨

骼肌和心肌细胞不同 ,当接受有丝分裂原刺激后可发生

表型转变 ,重新进入细胞周期进行有丝分裂 ,从而发生

增殖 。众多生长因子对 VSMC增殖的作用及其信号传

导途径已有广泛的研究报道
[ 4 , 5]
,但是在这个过程中关

于细胞核内基因改变和调控的研究却相对较少。

　　目前研究表明在大多数真核细胞中存在与细胞生

长和分化有关的同源盒基因 ,其编码蛋白通过对下游

靶基因的表达进行调节 ,控制胚胎的发育及细胞的分

化。它是机体形态发生的各基本通路所必需的 ,能在

生命发生后决定细胞的表型
[ 6]
。各种同源盒基因对细

胞生长和增殖的调节不尽相同 ,一些促进细胞增殖和

肿瘤的发生 ,而另一些则抑制细胞生长和增殖
[ 7, 8]
。

　　Gax基因是一个主要存在于心血管系统的同源盒
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基因 ,血小板衍化生长因子 BB(PDGF-BB)是促进

VSMC增殖能力最强的细胞因子
[ 9 , 10]

,我们在实验中发

现PDGF-BB下调 gax基因表达 ,接近正常生理浓度的

PDGF-BB(2 ng ml)即可使 VSMC的 gax 蛋白表达率由

36.42%显著降低至 22.83%,说明在 PTCA 术血管受

损后 ,PDGF-BB稍有增多的情况下 ,gax 表达即有下调。

随着 PDGF-BB浓度的升高 ,刺激细胞 DNA 合成能力

的增强 ,VSMC中 gax 表达降低更加明显。Weir 等
[ 3]
在

球囊损伤后的大鼠颈动脉中也观察到 gax 基因表达的

降低。这说明 gax 基因对 VSMC 而言 ,可能是一个抑

制性的同源盒基因。

　　本研究 MTT 比色试验表明 ,在 PDGF-BB刺激后 ,

VSMC增殖能力比刺激前明显升高 ,并且随 PDGF-BB

浓度增加 , VSMC 增殖越明显;以腺病毒为载体对

VSMC进行转染 ,使 gax基因表达增强后 ,VSMC增殖能

力较转染前显著降低 ,对 PDGF-BB浓度增加所引起的

增殖作用反应不敏感 ,在 gax 基因表达较高时其增殖

能力没有随 PDGF-BB 浓度增加而升高的趋势。流式

细胞仪检测细胞周期变化的结果提示 ,PDGF-BB刺激

使处于静止的 G0-G1 期 VSMC比例显著降低 ,G2-M 和

S期的VSMC 比例明显增高;转染 AdCMV-gax 使 gax 基

因表达增强以后 ,PDGF-BB 的上述作用显著减弱。以

上实验说明 gax基因可抑制由有丝分裂原刺激所引起

的VSMC表型 、DNA合成和增殖能力的改变 ,使 VSMC

维持收缩型表型的特征 。本实验以
3
H-TdR掺入法测

定细胞DNA合成所得结果也说明 gax基因对 VSMC增

殖起抑制作用。

　　综上所述 , AdCMV-gax 转染使 VSMC 表达 gax 增

强 ,有利于维持 VSMC 的收缩表型及血管壁 VSMC 数

量的平衡 ,对 PTCA术后 RS 的防治具有有益的作用。
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讨论

　　淋巴细胞性垂体炎的特点:①好发于育龄期妇女;②年龄

为(35.4±13.0)岁;③发病多在妊娠后期和产后;④垂体大多增

大 ,少数病程长者可出现垂体萎缩;⑤多以垂体功能减退为主

要表现 , 有时也可出现垂体激素增多的表现 , 其中以泌乳素增

多为最常见。本病由于缺乏特异性的临床表现 , 诊断上需与

垂体腺瘤 、细菌性垂体炎 、垂体增生 、席汉综合征 、坏死性漏斗

垂体炎进行鉴别[ 1] , 确诊有赖于病理 。垂体炎的大体形态表现

为不同程度的肿胀 、质地较坚韧 , 颜色变化较大 , 从灰白到黄色

不等。正常垂体中几乎没有淋巴细胞 , 假如仅仅是淋巴细胞浸

润 ,还不能证明是垂体炎 , 只有镜下观察到数个淋巴细胞攻击

一个正常的垂体细胞才能得出自身免疫反应的病理诊断 ,本例

的病理改变与此点符合。目前尚缺乏特异性的治疗方案 ,糖皮

质激素可使增大的垂体缩小并改善垂体功能。 本病病因尚未

完全阐明 ,可能与自身免疫有关。有关淋巴细胞浸润垂体发生

自身免疫性改变的观点越来越得到重视 , 如过去认为席汉综合

征的病因是产后大出血导致垂体坏死 , 现在也有研究表明可能

与淋巴细胞性垂体炎有关[ 2] 。 目前看来自身免疫性病变是内

分泌系统腺体功能低下的常见病因之一 ,值得临床重视。

　　关键词:垂体炎;淋巴细胞
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