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CBP 基因沉默对大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察小干扰 RNA(siRNA)重组慢病毒介导的 CREB 结合蛋白(CBP)基因沉默对大鼠颈动脉球

囊损伤后新生内膜增生的影响,并探讨其作用机制。 方法摇 雄性 SD 大鼠 48 只,随机分为 4 组:假手术组、PBS 对

照组、慢病毒介导 CBP 基因 siRNA 转染组(CBP鄄siRNA鄄Lenti 组)及慢病毒介导非 CBP 同源序列 siRNA 转染组(NC鄄
siRNA鄄Lenti 组),建立大鼠颈动脉球囊损伤模型,术后 28 天处死动物。 分别用实时定量 PCR、Western Blot 检测大

鼠颈动脉 CBP 和乙酰化核因子 资B p65(NF鄄资B p65)的表达水平;病理组织学观察血管内膜增生情况;免疫组织化

学染色对损伤血管壁增殖细胞核抗原(PCNA)的表达进行评估。 结果摇 术后 28 天,与 PBS 对照组和 NC鄄siRNA鄄
Lenti 组比较,CBP鄄siRNA鄄Lenti 组 CBP mRNA 和蛋白的表达显著下调(P 均 < 0郾 05),CBP 沉默能明显抑制新生内膜

面积(0郾 108 依 0郾 008 mm2 比 0郾 238 依 0郾 022 mm2、0郾 252 依 0郾 016 mm2,P < 0郾 05)、内膜与中膜面积比(0郾 706 依 0郾 062
比 1郾 483 依 0郾 136、1郾 497 依 0郾 137,P < 0郾 05)的增加,及下调血管壁乙酰化 NF鄄资B p65 和 PCNA 的表达水平(P 均 <
0郾 05)。 结论摇 慢病毒介导的 CBP 基因沉默能有效地抑制颈动脉球囊损伤后新生内膜的形成,其机制可能与抑制

NF鄄资B p65 的过度乙酰化有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim 摇 To investigate the effects of siRNA recombinant lentivirus targeting CREB binding protein
(CBP) gene on neointimal hyperplasia in rat carotid arteries after balloon injury and its possible mechanism. 摇 摇 Methods
Forty鄄eight male SD rats were randomly divided into four groups: Sham group, PBS group, CBP鄄siRNA鄄Lentivirus group
and NC鄄siRNA鄄Lentivirus group to establish the model of balloon鄄injury in left common carotid artery, and the rats were
sacrificed 28 days after injury and in vivo gene transfer. 摇 The expression of CBP and acetylated nuclear factor kappaB p65
(NF鄄资B p65) were determined by real鄄time PCR and Western Blot. 摇 Proliferating cell nuclear antigen (PCNA) protein
expression was detected by immunohistochemistry. 摇 Meanwhile, morphometric analysis was used to measure neointimal hy鄄
perplasia. 摇 摇 Results摇 28 days after operations, lentivirus siRNA targeting CBP markedly decreased CBP mRNA and pro鄄
tein expression compared with PBS and NC鄄siRNA鄄Lentivirus groups(P < 0郾 05). 摇 CBP gene silencing significantly re鄄
duced the neointimal area (0郾 108 依 0郾 008 mm2 vs 0郾 238 依 0郾 022 mm2 and 0郾 252 依 0郾 016 mm2, P < 0郾 05) and intima /
media ratio (0郾 706 依0郾 062 vs 1郾 483 依0郾 136 and 1郾 497 依0郾 137, P <0郾 05). 摇 Furthermore, compared with PBS and NC鄄
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siRNA鄄Lentivirus groups, PCNA and acetylation of NF鄄资B p65 expression were both obviously downregulated in CBP鄄siR鄄
NA鄄Lentivirus group (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions 摇 Lentivirus鄄mediated CBP gene silencing could efficiently suppress
neointimal formation in balloon injured rat carotid artery, and the mechanism was involved with downregulation of NF鄄kB
p65 acetylation.

摇 摇 经皮冠状动脉介入治疗(percutaneous coronary
intervention, PCI)是临床治疗冠心病的重要手段,
但术后再狭窄(restenosis, RS)的形成严重影响了其

远期疗效[1]。 大量研究证实,血管平滑肌细胞(vas鄄
cular smooth muscle cells, VSMC)的增殖、迁移而引

起的内膜增生是 RS 发生发展的关键因素[2]。
CREB 结合蛋白(CREB binding protein, CBP)是一

种重要的转录辅激活子,能够调节多种转录因子,
对细胞增殖、分化和凋亡等生理过程进行调控[3,4]。
本室前期研究发现, CBP 参与了凝血酶诱导的

VSMC 增殖,且其表达与 VSMC 增殖能力呈正相关,
提示 CBP 可能为防治 RS 的新靶点[5]。 因此,本研

究在前期研究[通过 RNA 干扰技术,将 CBP 基因小

干扰 RNA 的重组慢病毒(CBP鄄siRNA鄄Lentivirus)转
染至大鼠球囊损伤的颈动脉] [6] 基础上,观察 CBP
沉默对球囊损伤诱导内膜增生的影响,并探讨其分

子机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 绿色荧光蛋白(green fluorescent protein, GFP)
标记的 CBP 小干扰 RNA 重组慢病毒(CBP鄄siRNA鄄
Lentivirus)及非 CBP 同源序列小干扰 RNA 重组慢

病毒(NC鄄siRNA鄄Lentivirus)由上海吉凯基因技术有

限公司协助构建、筛选,滴度为 2 伊 1012 TU / L。 CBP
的 shRNA 靶向序列为 5忆鄄GCAAACAGAGCATGGT鄄
CAA鄄3忆;非 CBP 同源序列的 shRNA 靶向序列为 5忆鄄
TTCTCCGAACGTGTCACGT鄄3忆。 Trizol 购自美国 In鄄
vitrogen 公司;实时定量 PCR 试剂盒购自日本 TaKa鄄
Ra 公司;CBP 单克隆抗体、兔抗增殖细胞核抗原

(PCNA)多克隆抗体及 Protein A / G PLUS鄄Agarose 均

购自美国 Santa Cruz 公司;兔抗乙酰化核因子 资B
(NF鄄资B)p65 多克隆抗体购自美国 Cell Signalling 公

司;1郾 5 mm 伊20郾 0 mm 球囊导管由 Medtronic 公司提

供。
1郾 2摇 实验动物和分组处理

健康雄性 SD 大鼠 48 只,体重 350 ~ 400 g,由华

中科技大学同济医学院动物实验中心提供( SCXK
[鄂]2004鄄0007),随机分为 4 组:假手术组、PBS 对

照组、NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组和 CBP鄄siRNA鄄Lenti 转
染组。 按照参考文献[7]的方法,3% 戊巴比妥钠

(30 mg / kg)腹腔注射麻醉,取颈正中线切口,暴露

并游离左侧颈总动脉、颈外动静脉和颈内动脉。 经

颈外静脉给予 100 U / kg 肝素钠抗凝,夹闭颈总动脉

近心端和颈内动脉远心端,临时阻断血流。 另在颈

外动脉远心端剪一斜形切口,将球囊导管从颈外动

脉切口逆行插入颈总动脉,直至距颈外动脉分叉处

2郾 5cm,向球囊内注入生理盐水充盈球囊,将球囊旋

转并来回抽动,重复操作 3 次,以剥脱内膜。 退出球

囊,生理盐水冲洗管腔后 100 滋L CBP鄄siRNA鄄Lenti、
NC鄄siRNA鄄Lenti 病毒稀释液(1 伊 1011 TU / L)或 PBS
缓慢注入损伤动脉节段,局部作用 30 min,结扎颈外

动脉,恢复颈总至颈内动脉血流,缝合颈部切口。
假手术组除不插入球囊导管外,其余操作同手术

组。 球囊损伤及慢病毒转染 28 天后处死动物,分离

左颈总动脉标本,进行相关指标检测。
1郾 3摇 实时定量 PCR 检测血管中 CBP mRNA 的表达

液氮保存标本总 RNA 的提取与互补 DNA(cD鄄
NA)的合成按照试剂盒说明书进行。 本实验设定

GAPDH 为管家基因,CBP 和 GAPDH 引物参考 Gene
Bank(NM_133381,NM_017008),采用 Primer 5郾 0 引

物分析软件设计相应引物。 CBP 上游引物为 5忆鄄TG鄄
GAGAAGCACAAGGAGGTC鄄3忆,下游引物为 5忆鄄GCG鄄
GCGTAAGGAAGAGAAC鄄3忆,扩增片长 176 bp;GAP鄄
DH 上游引物为 5忆鄄TTCAACGGCACAGTCAAGG鄄3忆,
下游引物为 5忆鄄CTCAGCACCAGCATCACC鄄3忆,扩增

片长 114 bp。 实时定量 PCR 总反应体系 20 滋L,反
应条件为 95益预变性 15 s 后进入 PCR 循环,95益
变性 5 s,60益退火延伸 30 s,共 45 个循环,在 ABI鄄
Prism 7500 荧光定量 PCR 仪进行扩增及定量分析,
采用 2 - 驻驻Ct方法进行计算和统计。
1郾 4摇 免疫组织化学检测血管组织 PCNA 的表达

标本经 4% 多聚甲醛固定、脱水、石蜡包埋,切
成厚 4 滋m 切片。 3% 过氧化氢甲醇溶液灭活内源

性过氧化物酶,抗原修复,正常山羊血清中孵育 10
min。 一抗兔抗 PCNA 多克隆抗体 37益孵育 1 h 后

4益过夜,辣根过氧化物酶标记的二抗室温孵育 1 h,
氨基联苯胺显色,苏木素复染。 以 PBS 代替一抗作

为阴性对照。 每张切片随机选取 3 个不同视野,分
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别计数每个高倍镜下内膜及中膜细胞总数及相应

区域 PCNA 阳性细胞数,求百分比即细胞增殖指数,
3 次记数取平均值。
1郾 5摇 组织形态学分析

石蜡切片常规 HE 染色,光镜下观察血管横切

面新生内膜增生情况。 每份标本非连续切片 5 张,
利用 Image鄄Pro Plus5郾 0 专业图像分析软件,以内弹

力膜为界,分别测量血管内膜和中膜面积,并计算

内膜与中膜面积比( intima / media, I / M)。
1郾 6摇 免疫沉淀和 Western Blot 检测血管中 CBP、乙
酰化 NF鄄资B p65 的表达

参照文献[5]提取血管总蛋白,BCA 蛋白浓度

测定试剂盒定量蛋白浓度。 各组取等量蛋白分别

加入 CBP / NF鄄资B p65 的一抗,4益 孵育过夜。 再加

入 20 滋L Protein A / G PLUS鄄Agarose,4益 振荡 3 h,
2500 r / min 离心 5 min,吸出上清。 细胞裂解液洗涤

沉淀 5 次,2 伊 SDS 上样缓冲液悬浮沉淀。 经聚丙烯

酰胺凝胶电泳,转至硝酸纤维素膜上,封闭洗涤后,
加入 CBP、NF鄄资B p65 或乙酰化 NF鄄资B p65 一抗 4益
孵育过夜,次日加入相应辣根过氧化物酶标记的二

抗室温孵育 1 h。 洗膜后采用增强化学发光检测系

统进行观察。
1郾 7摇 统计学方法

采用 SPSS13郾 0 软件包进行统计分析,数据均以

x 依 s 表示。 数据比较采用单因素方差分析,各组间

的两两比较采用 SNK 检验,以 P < 0郾 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 大鼠颈动脉 CBP 的表达

摇 摇 假手术组动脉壁有少量的 CBP mRNA 表达。
PBS 对照组和 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组在球囊损伤后

28 天,CBP mRNA 的表达明显升高,分别是假手术

组的 2郾 62 和 2郾 58 倍。 而 CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组

CBP mRNA 的表达水平显著低于 PBS 对照组及 NC鄄
siRNA鄄Lenti 转染组(P < 0郾 05)。 同时 Western Blot
检测结果显示 CBP 蛋白的表达情况与上述结果一

致(图 1)。
2郾 2摇 血管病理形态学检查

光镜下假手术组血管内膜光滑,仅见单层内皮

细胞,内弹力板连续完整,中膜平滑肌细胞走行一

致,呈长梭形;PBS 对照组和 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组

内膜增生严重,血管腔呈向心或偏心性狭窄,新生

内膜平滑肌细胞排列紊乱;CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组

内膜增生程度明显减轻,管腔狭窄不明显。 与 PBS
对照组和 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组比较,CBP鄄siRNA鄄
Lenti 转染组颈总动脉新生内膜面积、内膜与中膜面

积比(I / M)均显著降低,差异有统计学意义(P <
0郾 05;图 2 和表 1)。

图 1. 大鼠颈动脉 CBP mRNA(A)及蛋白(B)的表达水平

1 为假手术组,2 为 PBS 对照组,3 为 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组,4 为

CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组。 a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P <
0郾 05,与 PBS 对照组及 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组比较。

Figure 1. CBP mRNA and protein level in carotid arteries

表 1. 各组血管内膜面积、中膜面积及其面积比值的变化(x
依 s, n = 6)
Table 1. Comparison of intimal area, medial area and ratio
of intima to media in different groups (x 依 s, n =6)

分摇 组 内膜面积(mm2) 中膜面积(mm2) 内膜 / 中膜面积比

假手术组 0郾 008 依 0郾 003 0郾 168 依 0郾 014 0郾 049 依 0郾 023

PBS 对照组 0郾 238 依 0郾 022a 0郾 161 依 0郾 017 1郾 483 依 0郾 136a

NC鄄siRNA
鄄Lenti 转染组

0郾 252 依 0郾 016a 0郾 169 依 0郾 020 1郾 497 依 0郾 137a

CBP鄄siRNA
鄄Lenti 转染组

0郾 108 依 0郾 008ab 0郾 154 依 0郾 017 0郾 706 依 0郾 062ab

a 为 P < 0郾 05,与假手术组比较;b 为 P < 0郾 05,与 PBS 对照组及 NC鄄
siRNA鄄Lenti 转染组比较。

8 ISSN 1007鄄3949 Chin J Arterioscler,Vol 21,No 1,2013



图 2. 大鼠颈动脉 HE 染色摇 摇 A 为假手术组,B 为 PBS 对照组,
C 为 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组,D 为 CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组。

Figure 2. Carotid arteries HE staining in different groups

2郾 3摇 大鼠颈动脉 PCNA 蛋白表达变化

PBS 对照组及 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组在球囊损

伤后第 28 天,新生内膜可见大量的阳性表达细胞

(棕黄色颗粒),中膜层表达较少。 CBP鄄siRNA鄄Lenti
转染组,新生内膜中 PCNA 阳性细胞数较少,中膜偶

见阳性染色细胞。 与 PBS 对照组和 NC鄄siRNA鄄Lenti
转染组比较,CBP 沉默可明显抑制新生内膜 PCNA
阳性表达指数(P < 0郾 05,图 3)。
2郾 4摇 CBP 沉默对大鼠颈动脉乙酰化 NF鄄资B p65 表

达的影响

假手术组乙酰化 NF鄄资B p65 有微弱的蛋白条

带;PBS 对照组及 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组球囊损伤

后 28 天,蛋白条带明显增强,其表达水平均高于假

手术组 (P < 0郾 05)。 CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组中,
CBP 沉默能显著抑制 NF鄄资B p65 乙酰化 ( P <
0郾 05),但对总的 NF鄄资B p65 蛋白表达并没有明显影

响(P > 0郾 05;图 4)。

图 3. 免疫组织化学染色法检测大鼠颈动脉 PCNA 表达摇 摇 A 为阴性对照,B 为 PBS 对照组,C 为 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组,D 为 CBP鄄
siRNA鄄Lenti 转染组。 a 为 P < 0郾 05,与 PBS 对照组及 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组比较。

Figure 3. PCNA expression in carotid arteries by immunohistochemical staining

图 4. 大鼠颈动脉 NF鄄资B p65 及乙酰化 NF鄄资B p65 蛋白的表

达水平摇 摇 a 为 P < 0. 05,与假手术组比较;b 为 P < 0. 05,与 PBS
对照组及 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组比较。

Figure 4. NF鄄资B p65 and acetylated NF鄄资B p65 level in ca鄄
rotid arteries

3摇 讨摇 论

近年来,随着药物涂层支架及抗增殖生物制剂

的广泛应用使 PCI 术后 RS 的发生率极大的降

低[8,9]。 但伴随的内皮愈合延迟、高敏反应、支架内

晚期血栓形成等严重并发症,一直备受关注[10]。 基

因治疗作为一种全新的治疗策略,已逐步应用于心

血管疾病的防治[11,12]。 在本研究中,我们以慢病毒

为载体介导 CBP shRNA 沉默 CBP 基因,发现 CBP
沉默能显著下调大鼠颈动脉 CBP 及乙酰化 NF鄄资B
p65 的表达水平,可明显抑制球囊损伤诱导的新生

内膜增生,从而推测 CBP 可能参与调控新生内膜的

形成。
CBP 是一种广泛表达的转录辅激活子,其既可
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以作为连接众多转录因子和基本转录复合物的蛋

白质桥梁,又能通过乙酰化组蛋白及相关转录因子

参与基因的转录调控[4,13]。 NF鄄资B 是参与血管 RS
的一类重要转录因子。 生理情况下,NF鄄资B 主要与

抑制蛋白 I资B 结合形成无活性的三聚体存留于细胞

质中[14]。 当受到球囊扩张而引起的各种刺激信号

时,I资B 会快速的磷酸化进而降解,使得 NF鄄资B p65
亚基核转位,与靶基因启动子区域 NF鄄资B 识别序列

结合,调节下游与 VSMC 增殖相关基因的表达,从而

促进 VSMC 向血管内膜的迁移、增殖[15]。 因此,是
否可以通过 CBP 沉默,改变 NF鄄资B p65 的活性来减

轻血管 RS? 本实验结果显示,大鼠颈动脉球囊损伤

后,PBS 对照组和 NC鄄siRNA鄄Lenti 转染组 CBP 明显

上调、NF鄄资B p65 乙酰化水平增加、血管内膜增厚;
而 CBP 沉默能有效抑制球囊损伤诱导的 CBP 高表

达、NF鄄资B p65 乙酰化及新生内膜增生。 这些现象

提示,动脉球囊损伤后 CBP 对 NF鄄资B p65 的乙酰

化,可能是血管 RS 发生发展的重要分子机制。
临床和基础研究表明,血管成形术后损伤血管

段 VSMC 迁移、增殖而引起的 RS 是一个长期渐进

的病理生理过程[16]。 因此,挑选一种稳定、高效、持
久的基因转染载体是基因治疗成功的关键。 本研

究采用的慢病毒载体系统是一种复制缺陷型逆转

录病毒载体,能够转染分裂期与非分裂期细胞,而
且病毒的遗传物质能够整合到宿主的基因组,使得

慢病毒载体 RNAi 作用更持久[17]。 我们的实验结

果显示,颈动脉球囊损伤后 28 天,NC鄄siRNA鄄Lenti
转染组与 CBP鄄siRNA鄄Lenti 转染组损伤动脉壁全层

仍然可见较强的绿色荧光分布,同时 CBP鄄siRNA鄄
Lenti 转染组显示出较强的 CBP 沉默效应,这说明慢

病毒载体介导的 CBP 基因沉默稳定、高效,是血管

RS 基因防治的理想载体。
综上所述,本研究初步证实了慢病毒介导的

CBP 基因沉默能显著抑制球囊损伤诱导的血管内

膜增生及 NF鄄资B p65 乙酰化,提示 NF鄄资B p65 过度

乙酰化可能是 CBP 参与调控新生内膜形成的重要

分子机制。 CBP 基因有可能成为防治血管 RS 的一

个新靶点,但由于其调控机制的复杂性,故在临床

应用推广之前,尚有待于更深入的研究。
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