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论著·实验研究

内源性一氧化碳对肺动脉平滑肌细胞
凋亡基因表达谱的影响

孙晓洁　余莉　王晓琴　刘忠强　王娟　高正祥　刘瀚

（四川大学华西第二医院肺血管重构研究室，四川 成都　６１００４１）

　　［摘　要］　目的　运用芯片技术研究内源性一氧化碳（ＣＯ）刺激下血管平滑肌细胞凋亡相关基因表达谱的变
化。方法　取ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大鼠肺动脉平滑肌细胞进行离体培养，用血小板源性生长因子 ＢＢ（ｐｌａｔｅｌｅｔｄｅ
ｒｉｖｅｄｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＰＤＧＦＢＢ，２０ｎｇ／ｍＬ）和高氯血红素（ｈｅｍｉｎ，２０μｇ／ｍＬ）进行刺激后２ｈ，用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ表达基因
谱芯片检测其基因表达谱变化。结果　ＰＤＧＦ刺激后，Ｍａｐ２ｋ３（Ｐ３８）信号通路中相关差异表达基因 Ｋｒａｓ、Ｎｒａｓ、丝
分裂原蛋白激酶的激酶Ｍａｐ２ｋ３、细胞周期素ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＨ、ＣｙｃｌｉｎＬ１等的表达显著上调，而周期素依赖性蛋白
激酶抑制因子Ｐ２７的表达显著下调。Ｈｅｍｉｎ刺激后，Ｐ５３依赖途径中的一些基因如：Ｇａｄｄ４５α、Ｐ２１、Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１表达
显著上调。结论　内源性ＣＯ所引发的血管平滑肌细胞的凋亡可能与Ｐ５３调控途径密切相关。
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　　肺血管重构是肺动脉高压的主要病理学改
变［１］。血管重构受细胞增殖及凋亡双重机制调控。

近二十年来，人们发现内源性一氧化碳（ＣＯ）可以通
过旁分泌与自分泌的方式来调控血管平滑肌细胞的

增殖与凋亡［２３］。但其分子调控机制不甚清楚。本

研究利用基因芯片技术，用内源性 ＣＯ干预处于异
常生长状态的肺动脉平滑肌细胞，通过对其凋亡相

关基因表达谱的分析，来探讨内源性 ＣＯ对肺动脉
平滑肌细胞凋亡调控的可能分子机制。

１　材料与方法

１．１　材料与试剂
Ｍ１９９培养基购于ＧＩＢＣＯ公司；血小板源性生长

因子ＢＢ（ＰＤＧＦＢＢ）和高氯血红素（ｈｅｍｉｎ）购于Ｓｉｇｍａ
公司；胎牛血清（ＦＢＳ）购自Ｈｙｃｌｏｎｅ公司；αａｃｔｉｎ抗体
购自博瑞克生物有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ、ＳｕｐｅｒｓｃｒｉｐｔＴｍⅡ、ＤＮＡ
Ｌｉｇａｓｅ均购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；ＲＮｅａｓｙｍｉｎＫｉｔ和Ｏｌｉｇｏ
ｔｅｘＤｉｒｅｔＭｒｎａＫｉｔ购自Ｑｉａｇｅｎ公司；ＩＶＴｌａｂｅｌｉｎｇＫｉｔ、
ＧｅｎｅｃｈｉｐＴ７Ｏｌｉｇｏ（Ｄｔ）ＰｒｏｍｏｔｅｒＰｒｉｍｅｒＫｉｔ、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ
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ｍｏｕｓｅ４３０２．０基因表达谱芯片购自Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司。
１．２　大鼠肺动脉平滑肌细胞培养及分组

试验用１１０±１０ｇ雄性 ＳｐｒａｇｕｅＤａｗｌｅｙ（ＳＤ）大
鼠（购自华西医学实验动物中心），麻醉后，于无菌状

态下迅速取肺动脉血管，分离中膜，剪碎并置于培养

瓶内，采用含２０％ ＦＢＳ的Ｍ１９９培养液于３７℃，９５％
空气，５％二氧化碳条件下贴块法培养。经形态学及
α肌动蛋白（αａｃｔｉｎ）免疫组化染色证实为平滑肌细
胞。取第４代细胞，胰酶消化后稀释并配置计数细胞
浓度为１×１０５／Ｌ的细胞悬液，接种于７５ｃｍ的培养
皿内，待平滑肌细胞培养至８０％融合状态时，采用含
０．５％ＦＢＳ的Ｍ１９９继续培养细胞２４ｈ后随机分为对
照组：不加特殊刺激因素（５个培养瓶）；实验组Ⅰ：加
有２０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ的刺激组（５个培养瓶）；实验
组Ⅱ：加有２０ｎｇ／ｍＬＰＤＧＦＢＢ及２０μｍｏｌ／Ｌｈｅｍｉｎ的
刺激组（５个培养瓶）；于加药２ｈ后收集细胞。各组
的５瓶细胞收集混匀后备用。
１．３　各组肺动脉平滑肌细胞基因表达的差异检测

应用Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ表达谱基因芯片检测。取各组
收集的细胞，利用Ｔｒｉｚｏｌ一步法提取大鼠肺动脉平滑
肌细胞的总 ＲＮＡ，电泳及分光光度计测 Ａ２６０／Ａ２８０
以鉴定总ＲＮＡ质量。将每一组提取的ＲＮＡ５０μＬ加
入ＲＮＡ纯化离心柱中进行纯化。定量后每组取５μｇ
总ＲＮＡ，以Ｔ７（ｄ７）２４为引物进行反转录反应，总体
系为１２μＬ。将反转录合成的双链ｃＤＮＡ加入ｃＤＮＡ
纯化离心柱内进行纯化。以每组反转录ｃＤＮＡ为模
板合成带有生物标记的ｃＲＮＡ并进行纯化。每组各
取２０μｇ带有生物标记的ｃＲＮＡ加入ｃＲＮＡ裂解缓冲
液中，进行片断化，后再各取１０μＬ片断化 ｃＲＮＡ与
ｍｏｕｓｅ４３０２．０基因表达谱芯片进行杂交，将芯片置
于杂交炉中４５℃，６０ｒｐｍ转速下杂交１６ｈ。洗涤完
毕后用ＧｅｎｅａｒｒａｙＳｃａｎｎｅｒ３０００７Ｇ扫描仪进行扫描。
通过扫描得到对照组与实验组的荧光信号。再利用

ＧＣＯＳ（Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ公司）图像分析软件对芯片图像进
行分析，并把图像信号转化为数字信号，最后以各实

验组与对照组进行比较，差异为两倍的标准来确定差

异表达基因，比值≥２为表达显著上调，比值≤０．５为
表达显著下调。为了减少误差，在列表中用该比率的

自然对数值表示，≥１为表达显著上调。

２　结果

２．１　细胞形态及αａｃｔｉｎ免疫组化染色结果
所培养细胞光镜下可见呈条索状生长，经αａｃ

ｔｉｎ免疫组化染色后，可见细胞浆呈黄色或棕黄色，

证实所培养的细胞确实为血管平滑肌细胞。

２．２　总ＲＮＡ抽提结果
抽提总ＲＮＡ经琼脂糖凝胶电泳后可见１８Ｓ和

２８Ｓ条带清晰，说明 ＲＮＡ的纯度基本达到要求，根
据紫外线分光光度计检测 Ａ２６０／Ａ２８０的吸收值，总
ＲＮＡ的获得率为０．６１４～１．０３３μｇ／μＬ。
２．３　芯片杂交结果

将图像信号转化为数字信号，并根据同一探针

基因在不同组中所测出的信号强度值，绘制散点图。

散点图中Ｘ轴为对照组的信号值，Ｙ轴为实验组的
信号值，图中红色点代表在实验组和对照组中该基

因的检测值均为Ｐ（Ｐｒｅｓｅｎｔ）即达到检出所规定的信
号强度，蓝色的点代表两组中一个值为非Ｐ，黄色的
点代表两组均为Ａ（Ａｂｓｅｎｔ）即未达到检出所规定的
信号强度。散点图中共有８条斜线，它们的斜率由上
往下为３０，１０，３，２，－２，－３，－１０，－３０，以差异为两
倍的标准来确定差异表达基因，所以筛选出来的差异

基因应该在２和 ２线外，即实验组与对照组进行比
较，比值≥２表示表达显著上调，比值≤０．５表示表达
显著下调。且为红色点所代表的基因。见图１、图２。
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　　图１　实验组Ⅰ与对照组杂交后信号对比散点图
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　　图２　实验组Ⅱ与实验组Ⅰ杂交后信号对比散点图

２．４　ＰＤＧＦ刺激后Ｍａｐ２ｋ３（Ｐ３８）信号通路中相关
差异表达基因

Ｋｒａｓ、Ｎｒａｓ、丝分裂原蛋白激酶的激酶 Ｍａｐ２ｋ３、
细胞周期素 ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＨ、ＣｙｃｌｉｎＬ１等的表达显
著上调，而周期素依赖性蛋白激酶抑制因子 Ｐ２７的
表达显著下调。见表１。
·３８８·
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２．５　Ｈｅｍｉｎ刺激后凋亡相关差异表达基因
实验组Ⅱ与实验组Ⅰ相比，在４５１０２条基因中

差异表达基因有３６４条，其中上调２１２条，下调１５２
条，与凋亡相关的差异表达基因１８条，包括沉默调
节蛋白１（Ｓｉｒｔ１）、内质网核信号因子 １（Ｅｒｎ１）等。
其中与平滑肌细胞凋亡相关的Ｐ５３依赖途径中的一
些基因如 Ｇａｄｄ４５α、Ｐ２１、Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１表达显著上调。

见表２。
实验组Ⅱ与对照组相比，在４５１０２条基因中差

异表达基因有 ６８３条，其中上调 ３６０条，下调 ３２３
条，与凋亡相关的差异表达基因１２条，包括白介素
６（ＩＬ６）、Ｍｃｌ１、细胞分裂及凋亡调控因子１（Ｃｃａｒ１）
等。其中 Ｐ５３依赖途径中的一些基因如 Ｐ２１、
Ｇａｄｄ４５α、Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１表达显著上调。见表３。

表１　ＰＤＧＦ刺激后Ｍａｐ２ｋ３（Ｐ３８）信号通路中相关差异表达基因

基因库序号 比率ｌｏｇ值 基因名称 基因代码

Ｍ６４４０３．１ １．４ ｃｙｃｌｉｎＤ１ Ｃｃｎｄ１
ＢＣ０１０２０２．１ １．１ ｖＫｉｒａｓ２Ｋｉｒｓｔｅｎｒａｔｓａｒｃｏｍａｖｉｒａｌｏｎｃｏｇｅｎｅｈｏｍｏｌｏｇ Ｋｒａｓ
ＢＭ２５０６７２ １ ｃｙｃｌｉｎＬ１ Ｃｃｎｌ１
ＮＭ＿０２３２４３．１ １．１ ｃｙｃｌｉｎＨ Ｃｃｎｈ
ＢＢ０１８５２８ １．２ ｎｅｕｒｏｂｌａｓｔｏｍａｒａｓｏｎｃｏｇｅｎｅ Ｎｒａｓ
Ｄ８７１１５．１ ２ ｍｉｔｏｇｅｎａｃｔｉｖａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｋｉｎａｓｅｋｉｎａｓｅ３ Ｍａｐ２ｋ３
ＮＭ＿００９８７５．１ １ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ｂ（Ｐ２７） Ｃｄｋｎ１ｂ

表２　Ｈｅｍｉｎ刺激后凋亡相关差异表达基因（与单独ＰＤＧＦ刺激比较）

基因库序号 比率ｌｏｇ值 基因名称 基因代码

ＮＭ＿０１９８１２ １．５ Ｓｉｒｔｕｉｎ１（ｓｉｌｅｎｔｍａｔｉｎｇｔｙｐｅｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎ２，ｈｏｍｏｌｏｇ）１（Ｓ．ｃｅｒｅｖｉｓｉａｅ） Ｓｉｒｔ１
ＢＧ０７５１７９ １．５ Ｅｎｄｏｐｌａｓｍｉｃｒｅｔｉｃｕｌｕｍ（ＥＲ）ｔｏｎｕｃｌｅｕｓｓｉｇｎａｌｌｉｎｇ１（Ｅｒｎ１），ｍＲＮＡ Ｅｒｎ１
ＢＣ０１２９５５ １．２ ｔｒｉｂｂｌｅｓｈｏｍｏｌｏｇ３（Ｄｒｏｓｏｐｈｉｌａ） Ｔｒｉｂ３
ＮＭ＿００７５７０ １．３ Ｂｃｅｌｌｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｇｅｎｅ２，ａｎｔｉｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｖｅ Ｂｔｇ２
ＮＭ＿０１３８６３ １．７ Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉａｔｅｄａｔｈａｎｏｇｅｎｅ３ Ｂａｇ３
ＮＭ＿０１１３６１ ２．１ ｓｅｒｕｍ／ｇｌｕｃｏｃｏｒｔｉｃｏｉｄｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ Ｓｇｋ
ＮＭ＿１３４０９７ ２．９ ｔｏｐｏｉｓｏｍｅｒａｓｅＩｂｉｎｄｉｎｇ，ａｒｇｉｎｉｎｅ／ｓｅｒｉｎｅｒｉｃｈ Ｔｏｐｏｒｓ
ＮＭ＿００７８３６ ３．６ ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅ４５ａｌｐｈａ Ｇａｄｄ４５ａ
ＮＭ＿００７６６９ ３．８ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ａ（Ｐ２１） Ｃｄｋｎ１ａ
ＮＭ＿０１０４４２ ４．４ ｈｅｍｅｏｘｙｇｅｎａｓｅ（ｄｅｃｙｃｌｉｎｇ）１ Ｈｍｏｘ１
ＡＷ４９５７１１ ３．１ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５３ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１ Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１
ＢＭ２３２２９８ ２ ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１ Ｓｑｓｔｍ１
Ｍ１２５７３ ３．６ ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ１Ｂ Ｈｓｐａ１ｂ
ＢＣ００３８３９ －１ ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｓｅｑｕｅｎｃｅ１ Ｍｃｌ１
Ｍ６０６５１ －１ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｉｎｏｓｉｔｏｌ３ｋｉｎａｓｅ，ｒｅｇｕｌａｔｏｒｙｓｕｂｕｎｉｔ，ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ１（ｐ８５ａｌｐｈａ） Ｐｉｋ３ｒ１
ＮＭ＿０１１８１０ －２．１ Ｆａｓａｐｏｐｔｏｔｉｃｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｍｏｌｅｃｕｌｅ Ｆａｉｍ
ＢＧ０７５１６５ －１．２ Ｉｎｓｕｌｉｎｌｉｋｅｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ１，ｍＲＮＡ（ｃＤＮＡｃｌｏｎｅＭＧＣ：１８６１７ＩＭＡＧＥ：４１９４２９５） Ｉｇｆ１
ＢＣ０２６９４７ －１ ＲＩＫＥＮｃＤＮＡＡ２３００７２Ｉ１６ｇｅｎｅ Ａ２３００７２Ｉ１６Ｒｉｋ

表３　Ｈｅｍｉｎ刺激后凋亡相关差异表达基因（与对照组比较）

基因库序号 比率ｌｏｇ值 基因名称 基因代码

ＮＭ＿０３１１６８ ４．３ ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ６ ＩＬ６
ＢＣ００３８３９ １ ｍｙｅｌｏｉｄｃｅｌｌｌｅｕｋｅｍｉａｓｅｑｕｅｎｃｅ１ Ｍｃｌ１
ＡＷ５３８０４９ １ ｃｅｌｌｄｉｖｉｓｉｏｎｃｙｃｌｅａｎｄａｐｏｐｔｏｓｉｓｒｅｇｕｌａｔｏｒ１ Ｃｃａｒ１
ＡＫ０１７６２２ １．６ ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｓｅｒｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ Ｐｔｄｓｒ
ＮＭ＿００７６６９ ３．５ ｃｙｃｌｉｎｄｅｐｅｎｄｅｎｔｋｉｎａｓｅｉｎｈｉｂｉｔｏｒ１Ａ（Ｐ２１） Ｃｄｋｎ１ａ
ＮＭ＿００７８３６ ２．３ ｇｒｏｗｔｈａｒｒｅｓｔａｎｄＤＮＡｄａｍａｇｅｉｎｄｕｃｉｂｌｅ４５ａｌｐｈａ Ｇａｄｄ４５ａ
ＡＷ４９５７１１ １．３ ｔｒａｎｓｆｏｒｍａｔｉｏｎｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ５３ｉｎｄｕｃｉｂｌｅｎｕｃｌｅａｒｐｒｏｔｅｉｎ１ Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１
ＢＭ２３２２９８ ２．２ ｓｅｑｕｅｓｔｏｓｏｍｅ１ Ｓｑｓｔｍ１
ＡＹ０５７９１３ ２．１ ｂｒａｉｎｄｅｒｉｖｅｄｎｅｕｒｏｔｒｏｐｈｉｃｆａｃｔｏｒ Ｂｄｎｆ
ＮＭ＿０２０５８１ －１ ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎｌｉｋｅ４ Ａｎｇｐｔｌ４
ＡＦ３１９９８１ －１ ｍｅｌａｎｏｍａａｎｔｉｇｅｎ，ｆａｍｉｌｙＨ，１ Ｍａｇｅｈ１
ＡＫ０１２４０４ －１．１ ＢＣＬ２ｌｉｋｅ１３（ａｐｏｐｔｏｓｉｓｆａｃｉｌｉｔａｔｏｒ） Ｂｃｌ２ｌ１３
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３　讨论

随着基因组计划的深入发展，基因芯片在基因功

能研究中，正发挥着越来越重要的作用。通过它可以

快速筛选两个或多个样本之间的差异表达基因，并可

以监测同一组织细胞在不同状态下多种基因表达水平

的差异，对于揭示疾病的发生发展机制有重要意义。

在肺血管重构中，平滑肌细胞的增殖状态是决

定血管反应性和血管重构性的重要因素。近二十年

来，人们发现内源性 ＣＯ可以通过旁分泌与自分泌
的方式来调控血管平滑肌细胞的增殖与凋亡［２３］。

但多数学者认为内源性ＣＯ只对处于异常增殖状态
的血管平滑肌细胞发挥作用，而对静息状态的细胞

却无显著作用，因此本研究利用 ＰＤＧＦ促进肺动脉
平滑肌细胞增殖；再选择内源性 ＣＯ合成所需要的
血红素氧合酶诱导剂 ｈｅｍｉｎ进行干预，探讨内源性
ＣＯ抑制肺动脉高压形成的作用机制。

本研究结果显示经 ＰＤＧＦＢＢ刺激血管平滑肌
后，细胞内 Ｋｒａｓ、Ｎｒａｓ及丝裂素活化蛋白激酶系统
中的 Ｍａｐ２ｋ３（Ｐ３８）表达显著上调，细胞周期素
ＣｙｃｌｉｎＤ１、ＣｙｃｌｉｎＨ及ＣｙｃｌｉｎＬ１等的表达也显著上调，
而周期素依赖性蛋白激酶抑制因子 Ｐ２７的表达却
明显受抑制，与既往研究结果相符［４５］。

Ｈｅｍｉｎ可以诱导Ｈｍｏｘ１表达进而促进ＣＯ的生
成。本研究也证实经 ｈｅｍｉｎ刺激后 Ｈｍｏｘ１表达上
调１６倍之多。Ｍａｉｎｅｓ［６］则认为该系统是产生内源
性ＣＯ最主要的途径。

多数学者认为平滑肌细胞的凋亡可分为Ｐ５３依
赖性和非Ｐ５３依赖性。目前对Ｐ５３调控凋亡的具体
机制不甚清楚。有研究表明Ｐ５３蛋白与细胞周期中
的Ｇ１、Ｇ２和 Ｍ两个关卡的形成有关，可触发其下
游的细胞周期素依赖性蛋白激酶抑制剂Ｐ２１参与细
胞周期阻滞，促进细胞凋亡［７］。有关 ＣＯ对细胞凋
亡的调节作用目前并不十分清楚。有研究表明 ＣＯ
有促进增殖状态下的细胞发生凋亡的作用［８］，然而

也有研究表明其有拮抗炎症状态下的细胞发生凋亡

的作用［９］，Ｂｒｏｕａｒｄ等［１０］则认为 ＣＯ对细胞凋亡的
作用存在细胞类型的特异性。总之ＣＯ对细胞凋亡
的作用是复杂的，可能与细胞所处的状态以及细胞

种类有关。本研究结果显示经内源性 ＣＯ干预后，
Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１表达显著上调，同时 Ｐ５３的下游基因 Ｐ２１
表达上调近１６倍，而非 Ｐ５３依赖性凋亡途径中的
Ｂｃｌ２、Ｂａｘ等则无显著变化，因此推测内源性 ＣＯ所
引发的血管平滑肌细胞的凋亡可能属 Ｐ５３依赖性。

另外近年研究发现 Ｇａｄｄ４５基因家族也是 Ｐ５３调控
的下游基因，它可以与 Ｐ２１相互作用抑制细胞生
长［１１］，参与细胞凋亡过程［１２］。本研究中Ｇａｄｄ４５α表
达上调近１６倍，进一步说明内源性ＣＯ所引发的血管
平滑肌细胞的凋亡可能与Ｐ５３调控途径密切相关。

本研究发现经内源性 ＣＯ刺激后的 ＰＡＳＭＣ与
静息状态 ＰＡＳＭＣ的基因表达有很大差异，其中抑
制细胞增殖和促进凋亡的基因如 Ｐ２１、Ｇａｄｄ４５α、
Ｔｒｐ５３ｉｎｐ１表达上调８～９倍，说明内源性ＣＯ刺激后
并不是使细胞恢复到常态，而是进一步促进血管壁

中已增多的平滑肌细胞发生增殖抑制和凋亡。
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