
用
-6.

% 丹参活血祛瘀!凉血消痈!具有抑制血小板聚

集"抗凝和促纤溶的作用!还可抑制 A@I#的增殖及

>N"的合成!对 #">介入治疗术后康复具有重要意

义
--.

% 实验研究证实黄芪"丹参联合应用对 *血瘀+

大鼠血液流变学各项指标改善更为显著
-'.

% 金银花

清热解毒!现代研究证实可不同程度减轻新生内膜厚

度及管腔狭窄程度!丹皮清热凉血!活血祛瘀!可抑制

血管平滑肌增殖% 四药配伍使内皮健康修复以达到

益气活血凉血生肌之效!进而改善其生活质量!提示

益气活血凉血生肌方药可作为冠心病患者 $#?术后

气虚血瘀证的基础方药%
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小鼠胚胎成纤维细胞内质网应激反应中的长链

非编码 34&表达谱及生物信息学研究

全弘扬!樊倩倩!王!林

摘!要!目的!探究内质网应激反应也称为未折叠蛋白效应& V2dLMJCJ KEL̂C02 EC1KL21C! i$*'激活后小鼠胚胎成纤维细胞

&_LV1CC_YÈL20Td0YELYMG1̂1! IaP1'的长链非编码 *N"&ML2\2L2TLJ02\*N"! M2T*N"'表达谱% 方法!分离 %) 天的小鼠胚胎获

得并培养 IaP1!采用内质网应激反应诱导剂衣霉素& V̂20TG_̀T02'处理细胞 %+U 后发生 i$*,以未处理的 IaP1作为阴性对照!采

用基因芯片技术检测 M2T*N"表达谱!实时荧光定量 $#*&ECGMê0_C$#*'验证 M2T*N"芯片结果并进行生物信息学分析% 结果

与未使用衣霉素处理的 IaP1相比! 衣霉素处理的 IaP1有 5%% 个 M2T*N"1表达量出现显著上调!3-& 个 M2T*N"1出现显著下

调,实时荧光定量 $#*验证部分 M2T*N"1表达结果与芯片一致,高级生物信息学分析分析了显著变化的 M2T*N"1并提示它们可

能参与了细胞内许多生物学过程的调控% 结论!M2T*N"表达谱及生物信息学分析提示 M2T*N"在 i$*激活后的细胞功能中可

能发挥重要作用%

关键词!长链非编码 *N"!内质网应激反应!基因芯片!生物信息学

中图分类号! *'!!!!文献标识码! "!!!!!"#!%&,%%-+-./,0112,%+3)4(567,'&%(,&5,&%3

=V91?55/2D%12>/B?8DI7/2/D>21.8@/05'@CI/?52>K2DT 42D02I/DT 34& /DN2C5?=.J1F2D/06/J12JB85@5CDI?1=DI29B85./03?@/0CBC.

'@1?55L)

b,$1 '(129$12! Y$1 b*$1W*$1! )$12 U*1&3"4$5#6"1#(7!89:*(%(29! ;1:#*#,#"(7B$:*><"=*>$%?>*"1>"! @A<? c!D<@! B"*J

E*12 FGGGGH! @8*1$

&J5@180@!"JM?0@/H?!RLCfKMLECÛCKL̂C2 0̂GM10\20d0TG2TCLdML2\2L2TLJ02\*N"&M2T*N"' CfKEC11CJ 02 C2JLKMG1_0TEĈ0TVMV_

1̂EC11EC1KL21CGM1LD2LZ2 G1V2dLMJCJ KEL̂C02 EC1KL21C&i$*',N?@E2I5!ILV1CC_YÈL20Td0YELYMG1̂1&IaP1' ZCEC01LMĜCJ dEL_%)

JG̀ _LV1CC_YÈL! TVM̂VECJ G2J ÊCĜCJ Z0̂U V̂20TG_̀T02 dLE%+ ULVE1̂L02JVTCi$*,RUCV2 ÊCĜCJ IaP1ZCECV1CJ G12C\Ĝ0cCTL2 ÊLM,

)%+)
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RUCM2T*N"CfKEC110L2 KELd0MCZG1CfG_02CJ Y G̀TV1̂L_0WCJ M2T*N"GEEG̀,RUCEC1VM̂1LdGEEG̀ G11G̀ ZCECcGM0JĜCJ Y ÈCGMê0_C$#*

G2J dVÊUCEG2GM̀WCJ Y Ỳ0L02dLE_Ĝ0T1,3?5CB@5!RUCECZCEC5%% M2T*N"1! ZUL1CCfKEC110L2 ZG110\20d0TG2 M̂̀ VK eEC\VMĜCJ 02 IaP1

ÊCĜCJ Z0̂U V̂20TG_̀T02 G1TL_KGECJ Z0̂U ÛCTL2 ÊLM1! ZU0MC3-& M2T*N"1ZCEC10\20d0TG2 M̂̀JLZ2 eEC\VMĜCJ,"2V_YCELd10\20d0TG2 M̂̀

GM̂CEM2T*N"1ZCECcGM0JĜCJ Y`ECGMe0̂_C$#*,"dVÊUCEY0L02dLE_Ĝ0T1G2GM̀101LdM2T*N"KELd0MC1V\\C1̂CJ ÛĜ_G2`TLVMJ YC024

cLMcCJ 02 _VM̂0KMCTCMMVMGEKĜUZG̀1,$2D0BC5/2D!:VEM2T*N"CfKEC110L2 KELd0MCG2J Y0L02dLE_Ĝ0T11̂VJ0C11̂EL2\M̀1V\\C1̂ ÛĜ_G2`

M2T*N"1TG2 YCEC\VMĜCJ 02 ÛCTCMM1V2JCEi$*G2J TLVMJ GM1L02 V̂E2 EC\VMĜCi$*G2J L̂UCETCMMVMGEKELTC11C1,

O?F P21I5!bL2\2L2TLJ02\*N",a2JLKMG1_0TEĈ0TVMV_1̂EC11EC1KL21C, I0TELGEEG̀, B0L02dLE_Ĝ0T1

!!内质网应激反应&C2JLKMG1_0TEĈ0TVMV_1̂EC11EC4

1KL21C'也称为未折叠蛋白效应 & V2dLMJCJ KEL̂C02 EC4

1KL21C!i$*'% 当细胞遭受过酸"低氧"缺糖等刺激

时!会导致未折叠蛋白或者错误折叠蛋白在内质网腔

内积聚!引起 i$*

-%.

% 研究表明!哺乳动物细胞中内

质网应激反应激活后将通过 ?*a% &02L10̂LMEClV0E02\

C2Ẁ_C%'""RP+&GT̂0cĜ02\̂EG21TE0K 0̂L2 dGT̂LE+'以及

$a*Q&$Q*eM0DCa*D02G1C, $Q*! JLVYMCe1̂EG2JCJ

*N"GT̂0cĜCJ KEL̂C02 D02G1C') 个膜蛋白进行跨膜信

号转导并调控相关基因表达
-'.

% ?*a% 激活后会进一

步剪接 7e盒结合蛋白 &7eYLfY02J02\KEL̂C02!

7B$e%'的 _*N"产生比正常情况下小 '+YK 的 _*4

N"!同时指示分子 B0$的 _*N"表达也有明显增

加
-)!5.

% 已有大量研究发现!细胞的内质网应激反应

与心血管疾病"神经退行性疾病"糖尿病等代谢疾病

以及各类肿瘤的发生"发展有着密切联系
-( =6.

%

目前!长链非编码 *N"&ML2\2L2 eTLJ02\*N"!

M2T*N"'被定义为含有 F'&& 个核苷酸且不编码蛋白

质的转录本 *N"% M2T*N"是很多类型非编码 *N"

的总称!包括增强子 *N"!核仁小*N"!基因间的转录

本 *N"!反义链 *N"以及与编码基因有重叠部分的转

录本 *N"% 近来!大量研究发现部分 M2T*N"的表达

具有时空特异性!且在不同的哺乳动物生理"病理过程

中发挥重要的调节作用
--.

% 但 M2T*N"在内质网应激

反应转导通路中的调节作用和机制还鲜有报道% 本研

究通过建立内质网应激的小鼠细胞模型!采用芯片技

术检测 M2T*N"表达谱!通过实时定量 $#*验证部分

芯片结果!以及相关 M2T*N"生物信息学分析!为探索

M2T*N"参与 i$*信号转导相关过程提供基础%

对象与方法

%,研究对象(清洁级 #(3Bb.+H小鼠!%& 周龄!体质量

'5 ='6\&购于北京维通利华实验动物技术有限公司',检测用

芯片为 :aY0L̂CTU ILV1CM2T*N"I0TELGEEG̀&欧易公司',N?9

)R) 细胞&购于北京协和医学院细胞中心'%

',方法(&%'细胞培养( IaP细胞使用 >IaI细胞培养

基!%&<胎牛血清!%__LM.b丙酮酸钠!'__LM.bbe谷氨酰

胺!%&&V20̂1._M青霉素!%&&

-

\._M链霉素 &均购于 [0YTL公

司'!于 )3s"(< #:

'

孵箱中培养!取对数生长期细胞&传至

第 5 代'用于后续实验,N?9)R) 细胞使用 >IaI细胞培养

基!%&<小牛血清% &''小鼠胚胎成纤维细胞分离(将 % 只雄

鼠与两只雌鼠合笼!并于次日早晨起观察阴栓!发现阴栓后 %)

天颈椎脱臼处死孕鼠!用乙醇消毒孕鼠腹部!取出小鼠胚胎于

)3s预热的 $B@ 溶液清洗 ) 次!去除胚胎的头"尾"四肢及内

脏并用 $B@ 清洗干净剩余组织!将组织剪碎成 %__n%__n

%__以下的碎块!加入 %_M&,&(<的胰酶 & 9̀ TML2C公司'消

化 )&_02!每隔 (_02 轻轻晃匀组织 % 次!将消化好的组织转入

含有正常培养基的 %&T_培养皿中加入正常 IaP细胞培养基

培养
-%&.

% &)'细胞免疫荧光(取对数期细胞消化后种于放置

了盖玻片的 %' 孔细胞培养板&康宁公司'中!让细胞爬片过夜

生长!用预热的 $B@ 洗涤玻片!采用参考文献的方法操作免疫

荧光实验
-%%.

!用荧光显微镜&:M̀_KV1公司'观察结果% 实验

使用波形蛋白抗体&#CMM@0\2GM02\RCTU2LML\̀公司'!二抗购于

?2c0̂EL\C2 公司% &5'诱导细胞 i$*(IaP1的正常培养基中加

入 (

-

\._M的衣霉素 & V̂20TG_̀T02!ICETD I0MM0KLEC公司 ' 于

)3s"(< #:

'

孵箱中培养细胞 %+U% 检测相关指示分子的表

达变化检测 i$*的激活情况% &('*N"提取及 *Re$#*检

测(使用 RE0WLM&?2c0̂EL\C2 公司'提取细胞总 *N"&具体操作按

照产品说明书'% 使用 REG21@TE0K P̂0E1̂e@ ÊG2J T>N"@ 2̀ ÛC4

101@VKCEI0f&全式金公司'进行反转录合成 T>N"% 7B$e%

的上游引物((ke "[[#""#"[R[R#"["[R##e)k!下游引

物((ke[""##"[["[RR""[""#"#[e)k!未剪接时产物为

%6(YK!剪接时产物为 %(-YK% $#*条件( -(s! %_02, -(s!

)&1,('s!)&1,3's!)&1!5& 个循环,3's!3_02% &+'芯片检

测差异表达的 M2T*N"(用 %_MRE0WLM处理 % 个 %&T_培养皿的

IaP1!保存处理以后的细胞悬液于 %,(_M离心管中!送交上

海欧易生物医学科技有限公司采用 :aY0L̂CTU ILV1CM2T*N"

I0TELGEEG̀&欧易公司'检测 M2T*N"表达谱% &3'实时荧光定

量 $#*验证芯片结果(提取 IaP1的总 *N"!并使用随机引物

反转录合成 T>N"% 在 "B?@ ĈK :2C$MV1荧光定量 $#*仪上

运行实时荧光定量 $#*!每个样本 ) 个复孔% 所使用引物序

列由 $E0_CE( 设计&天一辉远公司合成'!具体引物序见表 %%

&6'生物信息学分析(芯片表达数据聚类分析(ICA,M2T*N"

靶基因预测分析(对于每一个差异表达的 M2T*N"计算得到与

之共表达的编码基因!进而通过编码基因的功能注释预测 M24

T*N"的功能
-%'.

%

)'+)
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表 ,)检测 0!4&的 1?8B;@/.?%$3引物序列

引物基因 实时荧光定量 $#*引物序列&(k

'

)k'

%61E*N"上游引物 [R""###[RR[""####"RR

下游引物 ##"R##""R#[[R"[R"[#[

B0$ 上游引物 #"["[R[["[RR[""""R

下游引物 """"RR"["##"[R[R"""

P*&-%&%% 上游引物 "[["#R"["[R""[#"[["["

下游引物 RR#"#[[#R[R[[[RR["

P*''5)+) 上游引物 ""[[RRR##[""#"#R#R

下游引物 ["##"""R[[#""#"#R"

P*)(3-(5 上游引物 #"[["#[[R#RR#RR[[[

下游引物 R"#R[#"RRRR#"[[R#RRR[R

25%+)&+ 上游引物 #"[R"["#"""[[#"R#"

下游引物 ""[""R"""#R"[[R[[[

结!!果

%,IaP1提取后检测成纤维细胞含量(本研究通

过经典的小鼠胚胎成纤维细胞提取方法!提取了增殖

活性较好的胚胎成纤维细胞% 由实验结果可见!

IaP1与细胞系 N?9)R) 具有相似的梭形细胞形态!

且有卵圆形的细胞核和部分伪足&图 % 中 ""B'% 免

疫荧光实验检测提取细胞中波形蛋白的表达!发现几

乎所有的细胞都表达波形蛋白&图 %#'!此结果提示

分离的胚胎成纤维细胞中几乎没有上皮细胞存在%

由此可见本实验所使用分离的 IaP1都具有成纤维

细胞的特性%

图 ,)提取的 N=65的形态和波形蛋白表达情况
& n%&&'

",提取的 IaP1的形态结构,B,细胞系 N?9)R) 的形态结构,#,免疫荧光结果,c0_C2 0̂2,红色荧光为

细胞波形蛋白表达结果,>"$?,细胞核染色结果,_CE\C,波形蛋白和细胞核染色合并和结果

!

!!',IaP中内质网应激反应激活的检测结果(本

研究通过使用衣霉素& V̂20TG_̀T02'处理小鼠胚胎成

纤维细胞&_LV1CC_YÈL20Td0YELYMG1̂1! IaP1'诱导其

发生 i$*% 细胞 i$*的重要调控分子 7B$e% 的

_*N"在加入衣霉素处理 %+U 后被剪接!出现了明显

的剪接后条带&图 '"'!且实时定量 $#*结果显示加

入衣霉素处理 %+U 后重要指示分子 B0$的 _*N"表

达有显著增加&图 'B'% 此结果表明!加入衣霉素处

理的 ) 组 IaP1内的 i$*较未加入衣霉素处理的对

照组成功激活%

),内质网应激反应激活后 IaP中 M2T*N"的表

达谱变化(芯片分析结果显示!与衣霉素未处理组相

比!衣霉素处理后并发生了 i$*的 IaP1有 5%% 个

M2T*N"1表达显著上调!3-& 个 M2T*N"1表达显著下

调&统计学处理变化倍数 F' 倍',变化倍数大于 ( 倍

的上调 M2T*N"1有 %- 个!下调 M2T*N"1的有 +3 个

))+)
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图 *)N=6细胞内质网应激反应的激活

",) 组 IaP1样本中 fYK e% 的 _*N"剪接结果!#L2 代表没有

加入衣霉素诱导的 IaP1! R_代表加入衣霉素诱导 %+U 后的

IaP1, B,加入衣霉素诱导的 IaP1中 i$*激活指示分子 B0$

的 _*N"相对于衣霉素未处理组 IaP1的表达变化倍数 &相对

于 ["$>9标准化' ,与对照组相比!

$$

!]&,&%

!

&图 )'% 针对芯片结果中显著变化的 M2T*N"1!进行

实时荧光定量 $#*验证&图 5'!相对表达量的结果

与芯片结果一致%

5,M2T*N"功能预测的结果(选择衣霉素处理组

与衣霉素未处理组中差异表达上调"下调各 '&& 个显

著变化的 M2T*N"1作为 M2T*N"生物信息学功能预

测分析的目标!对这些 M2T*N"计算得到与之共表达

的蛋白编码基因!再对每一个 M2T*N"对应的蛋白编

码基因进行 [:分析% 筛选 [:靶基因的标准是 !]

&,&( 且假阳性率&dGM1CJ01TLcCÈ EĜC!P>*' ]&,&(%

对各个 [:分析的条目进行频次统计!并选择出现次

数多的条目做图分析!结果见图 (% 芯片筛选出的与

差异 M2T*N"共表达的基因包括("̂d+""̂d5"aEL%Y 和

aJC_% 等与内质网应激通路相关的重要基因% [:

图结果显示!与倍数显著变化的 M2T*N"共表达的蛋

白编码基因多存在于细胞组分的细胞质中!参与了许

多与代谢相关的生物学途径!且这些基因的分子功能

多为结合功能%

讨!!论

细胞的内质网应激反应是细胞遭受多种应激刺

激后!大量未折叠或错误折叠的蛋白质堆积于内质网

腔中引起的一种应激反应!与肿瘤"神经退行性疾病"

糖尿病等临床常见疾病的发生"发展关系密切
-+ =6.

%

目前研究结果已经揭示了细胞中内质网应激反应的

主要转导通路!并且已有文章报道相当一部分的 _04

TEL*N"参与并调控了细胞内质网应激反应
-%).

% 然

而!关于小鼠细胞内质网应激反应通路调控机制的研

图 R)衣霉素处理后的 N=65与未处理组

相比较的 BD034&表达谱聚类图

红色聚类代表表达上调的 M2T*N"!绿色聚类代表表达下调的 M24

T*N",使用芯片中衣霉素处理组与对照组相比变化倍数大于 (

倍&!]&,&('的 M2T*N"聚类

!

究!目前尚不完善%

M2T*N"是近年来被研究者广泛关注的 F'&&YK

的内源性非蛋白编码 *N"% 大量报道揭示了许多 M24

T*N"参与了哺乳动物的重要生理过程并起到重要

作用% 本实验通过基因芯片技术!检测了小鼠成纤维

细胞经衣霉素处理激活内质网应激反应后 M2T*N"

的表达谱!与未使用衣霉素处理的 IaP1对比!d*4

N"JY 数据库中的 P*''5)+)"P*)(3-(5"P*&-%&%% 以

及 N:N#:>ac),& 数据库中的 25%+)&+ 等 M2T*N"的

表达有显著的变化!实时荧光定量 $#*验证结果与

芯片变化趋势一致!表明了芯片结果的可靠性
-%5!%(.

%

)5+)
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图 S)N=65中部分 BD034&实时荧光定量 %$3结果验证

""B"#">分别代表 P*&-%&%%"P*''5)+)"P*)(3-(5 和 25%+)&+ 在 ' 种 IaP1当中的相对表达量&相对于

%61E*N"' % 与 #L2 组相比!

$

!]&,&(!

$$

!]&,&%

!

图 -)BD034&靶基因显著性的 A"分析结果

",̀ 轴代表 [:分析中的不同细胞组分,B,̀ 轴代表 [:分析中的不同生物学途径,#,̀ 轴代表

[:分析中的不同分子功能

!

!!此外!M2T*N"的功能预测分析 [:富集结果提

示 IaP1内质网应激反应激活以后!发生变化的 M24

T*N"可能参与并影响了细胞质中的部分分子功能!

且主要可能是影响了一些具有蛋白或离子结合功能

)(+)
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的分子% 文献已报道分子伴侣 B0$.[*$36 与 "RP+

蛋白分子结合的脱离激活了相应蛋白的磷酸化从而

引起内质网应激反应!还有许多分子伴侣与蛋白分子

的结合参与调控了整个内质网应激反应信号通路%

因此影响蛋白结合功能的这部分 M2T*N"可能在内

质应激反应调控机制中发挥重要的作用% 同时![:

分析结果提示与变化的 M2T*N"共表达的蛋白编码

基因主要富集在与细胞代谢相关的生物学途径中!也

有部分共表达基因与细胞中酶催化活性以及转运相

关!由此可推测内质网应激反应激活后引起变化的

M2T*N"可能拥有较为复杂的功能并影响了较多的生

物学途径% 这些发生变化的 M2T*N"的具体功能还

需要我们进一步的探究% 同时!芯片的共表达数据分

析提供了部分差异变化的 M2T*N"可能存在的靶基因!

例如 d*N"JY 数据库中 P*)(3-(5 的基因就有可能有

"̂d'"@CT+%\等与细胞应激反应"内质网生物功能密切

相关的基因% 但是!这些 M2T*N"能否调节预测的靶基

因!如何调节这些靶基因!还值得深入研究%
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-H.,NĜVEC! '&&-! 5(6&3')(' ( '') e''3
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*N"1-H.,NVTMC0T"T0J1*C1!'&&-!)3(6- e-'

%(!BV >! jV Q! @V2 @! "#$%&N:N#:̂0L2>ac),&( 02 ĈE\EĜ0cCG22L̂G4
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AB/* 在髓母细胞瘤中的表达及其靶向

抑制剂的作用与意义

林中啸!蔡!铭!虞晓明!张一平!杨!涛!盛汉松!陈成春!张!弩

摘!要!目的!探讨 @99&1L20TUCJ\CUL\10\2GM02\KĜUZG̀'信号通路下游转录因子 [M0' 在髓母细胞瘤 &_CJVMMLYMG1̂L_G!

IB'中的表达及其靶向抑制剂对 IB细胞增殖抑制的作用% 方法!使用不同浓度的 [M0' 特异性抑制剂 ["NR+% 作用 >LG̀细

胞!观察细胞形态的变化!采用 ##Qe6 法检测细胞的增殖抑制作用!*Re$#*法和 8C1̂CE2 YML̂法分别检测 >LG̀细胞中 [M0'

_*N"的表达量及 [M0' 蛋白表达水平的差异% 结果!使用 ["NR+% 作用细胞后!可见细胞形态出现明显改变!细胞异常突起增

)++)
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