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低氧对大鼠肺动脉平滑肌细胞表达信号转导及转录激活因子基因表达的影响
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　　提　要:目的　研究低氧对肺动脉平滑肌细胞中信号转导及转录激活因子(STATs)基因表达的影响。方法　低氧处

理培养的大鼠肺动脉平滑肌细胞 ,采用半定量 RT-PCR方法检测常氧组 、低氧 2、6 、12 h 组的 STAT3 和 STAT5基因的表达水

平。结果　低氧培养 2 h 组肺动脉平滑肌细胞中 STAT3 、STAT5mRNA 表达水平升高 , 在低氧 6 h 组达最高 ,与正常组比较

均有明显差别。低氧 12 h 组的表达量低于 6 h 组 ,但高于正常组。结论　低氧增强培养的肺动脉平滑肌细胞中 STATs 基

因的表达 ,在低氧所致的肺肺动脉收缩等疾病中可能发挥重要作用。
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Hypoxia enhancing expressions of signal transducers and activators of transcription in

pulmonary arterial smooth muscle cells
QIAN Pin , WANG Guan-song , MENG Wei-zong , GUAN Song , CHEN Wei-zhong(Institute of Respiratory Diseases , Xinqiao Hospi-

tal , Third Military Medical University , Chongqing 400037 , China)

　　Abstract:Objective　To study the effect of hypoxia on the expressions of signal transducers and activators of

transcription(STATs)in pulmonary arterial smooth muscle cells(PASMC).Methods　Rat pulmonary smooth mus-

cle cells were cocultured under hypoxic condition.The expressions of STAT3mRNA and STAT5mRNA were detected

with semi-quantitative RT-PCR in PASMC , which were random divided into 5 groups:normal group(N), hypoxia 2

h (H2), hypoxia 6 h (H6), and hypoxia 12 h (H12).Results　The expressions of STAT3 mRNA and STAT5

mRNA increased in H2 PASMC , came to the highest in H6 , and decreased in H12 , but still higher than those in N

groups.They were expressed in normoxia PASMC.Conclusion　Hypoxia enhances the expressions of STATs in

PASMC , and the genes may play important roles in pulmonary artery contraction due to hypoxia.

　　Key words:hypoxia;pulmonary artery;smooth muscle cells;signal transducers and activators of transcription

　　肺血管收缩与舒张异常是临床多种疾病的重要病

理学进程 ,肺动脉平滑肌细胞(Pulmonary arterial smooth

muscle cells , PASMC)的异常增生是其改变的主要细胞

学基础
[ 1, 2]
。既往研究表明 ,信号转导及转录激活因子

(Signal transducers and activators of transcription , STATs)

可参与调节多种信号转导途径 ,与多种疾病的病理机
制相关

[ 3]
。本研究观察低氧状况下肺动脉平滑肌细胞

中STATs基因表达状况 ,以探讨 STATs基因在肺血管
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收缩中的作用。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂
　　胶原酶Ⅰ 型(Sigma公司), DMEM 培养基 , 胎牛血清 , 胰蛋

白酶 ,HBSS(Hyclone公司), Tripure 分离试剂 , PCR产物纯化试剂

盒(Roche 公司), MMLV 逆转录酶 , Oligo(dT)15 , RNA 酶抑制剂

(Promega公司), Taq DNA 酶 , dNTPX(上海博亚公司), 其它试剂

为国产分析纯。PTC-200 DNA 扩增仪(MT Research 公司 , USA),

SX-100 凝胶成像分析系统(上海四星公司)。

1.2　细胞培养
　　大鼠肺动脉平滑肌细胞(PASMC)系的培养和鉴定 采用胶

原酶法 , 0.1%胶原酶 , 消化处理 12 h 以后过网。见文献[ 4] 。

1.3　细胞低氧处理和实验分组
　　利用自制的缺氧小室 , 将已配好的低氧气体置换进容器
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内[ 5] 。并间断抽气后用血气分析仪监测容器内的氧分压 ,保持

在 3%左右。当细胞传代至 5 ～ 8 代时 , 用 0.25%胰蛋白酶(含

0.02% EDTA)将满瓶的细胞消化传代。随机分成以下组:常氧

组(N)、低氧 2 h 组(H2)、6 h 组(H6)、及 12 h组(H12)。

1.4　逆转录PCR

　　采用Tripure试剂一步法提取 PASMC 细胞总 RNA , 1%甲醛

变性琼脂糖凝胶电泳鉴定 , 紫外分光光度计测定纯度并定量。

根据 Genbank提供的 mRNA序列 , 应用引物设计软件自行设计

STAT3和 STAT%, 阳性对照 HPRT引物参见文献[ 6] , 序列见表

1。先将 RNA 逆转录为 cDNA , 再进行 PCR扩增。 STAT2扩增条

件为94 ℃ 1 min , 64 ℃ 1 min , 72 ℃ 2 min ,进行 35 循环;STAT3

扩增条件为 94 ℃ 1 min , 67 ℃ 1 min , 72 ℃ 1.5 min , 进行 35 循

环。再 72 ℃延伸 10 min。最后取 6 μl产物电泳后 ,保存在计算

机里 ,进行图像分析 , 与阳性对照 HPRT 比较 ,进行半定量分析。

以目的片段与HPRT 的光密度比值作为目的片段 mRNA 的相对

含量。

表 1　PCR引物序列

Tab 1　Sequences of PCR primers

Primer Upper sequence Lower sequence Length

STAT3 5′- TGG GTC TGG CAT GAC AAT-3′ 5′-CGT TGG TGT CAC ACA GAT-3′ 465 bp

STAT5 5′-CAA CAG CATGTC CGT GTC-3′ 5′-ATC TGC GGC TTC ACG TAT-3′ 468 bp

HPRT 5′-GCT GGTGAAAAGGAC CTC TCG-3′ 5′-GCA GAT GGC CAC AGG ACT AGA-3′ 248 bp

1.5　统计学分析
　　所有结果以 x±s表示 ,采用 SPSS 10.0软件进行 F 检验和

q 检验。

2　结果

2.1　低氧时肺动脉平滑肌细胞 STAT 3基因的表达状况

　　低氧 2 h 时STAT3 和 STAT5 基因在 PASMC 表达明显升高 ,

低氧6 h 时表达显著 ,至高峰 , 12 h 已有降低 , 仍明显高于低氧2

h 的表达水平。在正常状况下 PASMC 表达 STAT3 和 STAT5 的

水平较低。见表 2 ,图 1 、2。

表 2　低氧对 PASMC表达 STAT3 mRNA的影响(n=4 , x±s)

Tab 2　Effect of hypoxia on STAT3 mRNA expression

in PASMC(n=4 , x±s)

N H2 H6 H12

STAT3 0.24±0.10 0.74±0.11＊■ 1.18±0.13＊ 0.81±0.08＊■

STAT5 0.54±0.06 0.88±0.09＊■ 1.16±0.10＊ 0.81±0.08＊■

＊:P<0.01 vs N group ■:P<0.01 vs H6 group

M:PCR marker;N:Normal contool;1-3:Hypoxia for 2 , 6 and12 h

respectively

图 1　低氧对PASMC表达 STAT3 mRNA的影响

Fig 1　Effect of hypoxia on STAT3 mRNA expression

M:PCR marker;N:Normal contool;1-3:Hypoxia for 2 , 6 and 12 h

respectively

图 2　低氧对PASMC表达 STAT5 mRNA的影响

Fig 2　Effect of hypoxia on STAT5 mRNA expression

3　讨论

　　自从研究干扰素(IFN)诱导基因转录时首次发现

了信号转导及转录激活因子(Signal transducers and acti-

vators of transcription , STATs)是在研究干扰素(IFN)诱

导基因转录时首次发现的
[ 7]
。以后在人和动物已发现

有8 个 STAT ,其中 7个在哺乳动物 ,分别为 STAT1 ,

STAT2 ,STAT3 ,STAT4 , STAT5a ,STAT5b , STAT6 , 一个在

DrosDphila(果蝇纲)。研究发现 , 在小鼠发育早期 ,

STAT3存在于蜕膜和内脏内胚层 , STAT5存在于多种

组织和髓类细胞中 。STAT3 ,STAT5a ,STAT5b有 750 ～

790个氨基酸 ,分子量(84 ～ 113)×10
3
。其功能区包

括:①SH2结构域 ,核心序列为GTFLLFSs(E D),SH2介

导STAT 与活化受体的酪氨酸残基相结合 ,并且 STAT
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可形成二聚体;SH3结构域 ,能与富含 pro 位点结合。

②C末端:为转录激活结构域 ,其中的磷酸丝氨酸决定

STAT 的核转位 , 其只见于 STAT1 , STAT3 , STAT4 ,

STAT5a ,STAT6b。N末端:其VTTE保守序列存在于所

有STAT ,参与DNA结合 ,如发生微小缺失 ,会使 STAT

失去被磷酸化的能力。 ③DNA 结合区:其决定 STAT

与DNA结合 。④酪氨酸磷酸化位点 ,位于所有 STAT

的701位氨基酸上 ,当其磷酸化时 ,STAT 呈活化状态。

已有文献提示 ,在血管组织中 STAT3和 STAT5表达丰

富 ,可能在相关信号转导中起重要的作用。

　　目前缺氧对平滑肌细胞作用后 STATs基因变化及

其作用的文献还缺乏 ,我们首次报道缺氧作用 2 h后

STAT3 、STAT5基因在复合培养的 PASMC 中就有明显

升高 ,6 h达高峰 ,12 h有所降低 ,但仍明显高于正常水

平。表明缺氧可以明确促进 STATs 基因在 PASMC 的

表达。至于缺氧是如何刺激STATs基因的表达 ?我们

有研究发现缺氧能够激活复合培养的 PASMC 中白细

胞介素 6等细胞因子 ,可能是刺激 STATs基因表达的

一种途径 ,具体有多少环节参加可能是复杂的
[ 10]
。

　　在糖尿病合并血管病变患者中 , 2 型 LDL 活化

STAT5B ,促进p21(waf)的表达和增加处于G1 期细胞的

比例 。认为在糖尿病血管病变中 ,STAT5b在转录水平

影响血管病变的发生及发展
[ 8]
。而糖尿病血管病变的

主要特征为 VSMC 的异常生长 、增殖和迁移
[ 9]
。在鸡

体内 JAK2 、STAT3 在集落刺激因子(GM-CSF)刺激下激

活并参与血管生成;在小鸡尿囊绒膜(CAM)中 ,GM-

CSF 使 JAK2迅速磷酸化 ,并持续至少 10 min ,STAT3磷

酸化 ,持续 10 min。 JAK2 抑制剂 AG-490 可抑制上述

反应 。表明 JAK2 STAT3参与 GM-CSF 诱导的血管生

成
[ 10]
。我们研究发现在低氧状况下 STAT3 、STAT5均

明显升高 ,可能再进行核转位从而调节多种等多种信

号途径 ,参与肺血管收缩与舒张 ,高血压 、动脉粥样硬

化等多种疾病的发病机制 。
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①右眼眶泪腺混合瘤;②右眼眶囊肿;③右眼眶转移癌。术中

外上方前路开眶 ,见肿块位于泪腺前面 ,边界不规则 , 下方和泪

腺粘连。分离肿块并切除。送检泪腺组织镜下见结核结节 , 其

内有干酪样坏死 ,周边有郎罕巨细胞 、上皮样细胞及淋巴细胞。

诊断:右眼眶泪腺结核。

讨论

　　眼眶结核是一种罕见的眶内组织干酪坏死性肉芽肿 ,西方

国家少见 ,在亚洲或非洲不发达国家中仍可见到该病。结核杆

菌可通过血源性传播至眼眶或由眼眶周围软组织或骨结构直

接侵犯眼眶 ,结核杆菌常侵犯泪腺 , 使泪腺肿大;侵犯软组织引

起无痛性进行性眼球突出;眶骨可产生结核性骨髓炎 , 经久不

愈 ,皮肤眶骨病变区窦道形成。 眼眶结核诊断很困难 , 有时因

眶内肿块开眶手术取出肿块病理检查发现结核[ 1] 。本病例患

者表现为右眼眶泪腺区无痛性肿块 , 全身检查未见结核病灶 ,

患者无确切的结核病史 ,因此难以将泪腺包块与泪腺结核相联

系。近年来 , 结核病发病呈上升趋势[ 2] , 因此在考虑眼眶包块

的诊断和治疗时 , 不可忽视这一罕见眼眶疾病。早期诊断 、早

期药物治疗 ,可防止眼眶结核并发症的发生[ 3] 。

　　关键词:眼眶;结核病

　　中图法分类号:R529.8　　　文献标识码:B
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