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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察经动脉外膜转染 OPN鄄002鄄siRNA 对大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生和骨桥蛋白(OPN)、转
化生长因子 茁1(TGF鄄茁1)及增殖细胞核抗原(PCNA)表达的影响。 方法摇 通过前期细胞实验筛选出最敏感的 OPN鄄
002鄄siRNA 序列作为动物实验转染基因。 72 只 Wistar 大鼠,随机分为假手术组、球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siRNA 转染

组和 OPN鄄002鄄siRNA 转染组。 用免疫荧光、HE 染色、real鄄time RT鄄PCR 和 Western blot 观察大鼠颈动脉球囊损伤后

内膜增生情况和 OPN、TGF鄄茁1 及 PCNA 的表达变化,以及 OPN鄄002鄄siRNA 对它们的影响。 结果摇 (1)球囊损伤术

后 3 天未见明显的新生内膜,7 天内膜开始增厚,14 天时内膜增厚显著。 (2)OPN、TGF鄄茁1 mRNA 和蛋白水平于术

后 3、7、14 天时持续升高,而 PCNA mRNA 和蛋白水平均于术后 3 天开始升高,7 天达高峰,14 天时下降。 (3)与球

囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组比较,OPN鄄002鄄siRNA 转染组在各个时间点新生内膜厚度明显减轻(P < 0. 001),
OPN、TGF鄄茁1、PCNA mRNA 和蛋白表达显著减少(P < 0. 001)。 结论摇 OPN鄄002鄄siRNA 可能通过特异性抑制 OPN、
TGF鄄茁1、PCNA 的表达,从而减轻血管损伤后的内膜增生。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of OPN鄄002鄄siRNA transfection on intimal hyperplasia and osteopon鄄
tin (OPN), transforming growth factor鄄茁1 (TGF鄄茁1), proliferating cell nuclear antigen (PCNA) expression after carotid
balloon injury in rat. 摇 摇 Methods摇 Through preliminary experiment, OPN mRNA in cultured vascular smooth muscle
cells was tested by real鄄time reverse transcription polymerase chain reaction ( real鄄time RT鄄PCR), and OPN鄄002鄄siRNA
was determined as the most sensitive sequence and used as transfected siRNA in the subsequent animal experiments. 摇 Sev鄄
enty鄄two rats were randomly divided into four groups: sham group, balloon injury group, OPN鄄scramble鄄siRNA (OPN鄄SCR鄄
siRNA) group and OPN鄄002鄄siRNA group. 摇 Changes of intimal hyperplasia and OPN, TGF鄄茁1, PCNA expressions were
detected by immunofluorescence, hematoxylin鄄eosin (HE) staining, real鄄time RT鄄PCR and Western blot, and also the
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effect of OPN鄄002鄄siRNA was studied on them. 摇 摇 Results摇 (1)There was no apparent neointima on the 3rd day after
balloon injury. 摇 Intima began to thicken on the 7th day after injury, and intimal thickening was significant on the 14th
day. 摇 (2)The expression of OPN, TGF鄄茁1 mRNA and protein started to increase on the 3rd day and persisted until the
14th day. 摇 The expression of PCNA mRNA and protein started to increase on the 3rd day, peaked on the 7th day, de鄄
creased on the 14th day. 摇 (3)Compared with balloon injury group and OPN鄄SCR鄄siRNA group, the neointima thickness
decreased significantly on each time point in OPN鄄002鄄siRNA group (P < 0郾 001), and both mRNA and protein expression
of OPN, TGF鄄茁1 and PCNA reduced significantly on each time point in OPN鄄002鄄siRNA group (P < 0郾 001). 摇 摇 Conclu鄄
sion摇 OPN鄄002鄄siRNA can inhibit intima hyperplasia after artery injury by decreasing the expression of OPN, TGF鄄茁1 and
PCNA.

摇 摇 经皮冠状动脉介入术(percutaneous coronary in鄄
tervention,PCI)普遍用于治疗冠心病,然而术后再狭

窄(restenosis,RS)的发生严重影响了它的远期疗

效。 PCI 术后 RS 的形成是一个复杂的病理生理过

程,血管平滑肌细胞 ( vascular smooth muscle cell,
VSMC)的迁移、过度增殖和细胞外基质( extracellu鄄
lar matrix,ECM)大量合成是导致血管内膜增厚、管
腔狭窄的主要原因。 虽然药物涂层支架已明显降

低了 RS 的发生,但仍有约 8% 的 PCI 患者发生

RS[1]。 使用抗增殖药物(雷帕霉素及紫衫醇)的包

被支架在抑制增殖的同时也削弱内皮化,导致晚期

及极晚期支架血栓的形成[2鄄3]。 因此,需要改善 PCI
的治疗结果,基因治疗可能成为一种很有发展前景

的预防再狭窄及晚期血栓的方法[4鄄6]。
骨桥蛋白(osteopontin,OPN)作为 ECM 中一种

重要的功能性蛋白,在大鼠血管损伤的新生内膜中

其表达快速、显著增加,发挥调节 VSMC 增殖和迁移

的作用,被认为是 VSMC 表型转化的标志基因[7]。
本研究拟通过转染 OPN鄄002鄄siRNA 对大鼠颈总动

脉球囊损伤后 OPN、细胞增殖相关基因转化生长因

子 茁1(transforming growth factor鄄茁1,TGF鄄茁1)和增殖

细胞核抗原(proliferating cell nuclear antigen,PCNA)
表达的影响,探讨 OPN鄄002鄄siRNA 在预防再狭窄方

面的作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 合成并筛选 OPN鄄siRNA
摇 摇 设计并合成 3 对可能有效的 OPN鄄siRNA,同时

合成 1 对针对荧光素酶的 DNA 序列,转录成 OPN鄄
scramble鄄siRNA(OPN鄄SCR鄄siRNA),其 5'端用 Cy3 标

记,以便于检验转染效果。 并通过笔者之前的研

究[8] 应用实时反转录聚合酶链反应( real鄄time re鄄
verse transcription polymerase chain reaction, real鄄time
RT鄄PCR)检测 OPN mRNA 的表达水平,选择其中最

敏感的小干扰 RNA( small interfering RNA,siRNA)
序列“OPN鄄002鄄siRNA冶作为转染基因,进行动物实

验。 正 义 链: 5忆鄄GGAUGAAUCUGACGAAUCUdTdT鄄
3忆;反义链:3忆鄄dTdTCCUACUUAGACUGCUUAGA鄄5忆。
1郾 2摇 动物模型制作

选用中国医科大学实验动物中心提供的 72 只

健康 Wistar 雄性大白鼠,体质量 350 ~ 400 g。 10%
水合氯醛(300 mg / kg)麻醉后,颈正中切开,钝性分

离左颈总动脉,用血管夹临时阻断左颈总动脉近

心、远心端血流,用 1. 5 mm 球囊导管(购自美国

Metronic 公司)从颈外动脉插入左颈总动脉内,注入

生理盐水,反复全程抽拉球囊,重复 3 次,制成左颈

总动脉内膜损伤。 术后结扎颈外动脉,恢复血流,
缝合颈部切口。
1郾 3摇 实验分组及处理

动物随机分为 4 组,每组 18 只。 (1)假手术

组:分离出左颈总动脉后,不行颈动脉球囊拉伤处

理;(2)球囊损伤组:球囊拉伤颈动脉后,损伤血管

周围释放 200 滋L 的 30%聚醚胶(pluronic gel)溶液;
(3)OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组:球囊拉伤颈动脉后,损
伤血管周围释放 200 滋L 转染复合物(含 OPN鄄SCR鄄
siRNA 15 滋g 的 30% 聚醚胶溶液);(4) OPN鄄002鄄
siRNA 转染组:球囊拉伤颈动脉后,损伤血管周围释

放 200 滋L 转染复合物(含 OPN鄄002鄄siRNA 15 滋g 的

30%聚醚胶溶液) [9]。 分别于术后不同的实验终点

分批处死动物,每组每批 6 只。 取出左颈总动脉,分
别置于 4%多聚甲醛和液氮中,用于 HE 染色、real鄄
time RT鄄PCR 及 Western blot 检测。
1郾 4摇 在体 OPN鄄siRNA 转染

球囊拉伤后,结扎颈外动脉,将 200 滋L 转染复

合物(含有 Cy3 标记的 OPN鄄SCR鄄siRNA 15 滋g 的

30%聚醚胶溶液)注射至损伤的血管周围,缝合颈

部创口。 转染 3 天后,即取大鼠损伤段局部血管,放
入液氮罐中,制成冰冻切片(片厚 5 滋m),避光,置
于荧光显微镜下观察。
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1郾 5摇 血管病理形态学检测

病变血管标本经石蜡包埋后,从每段血管的横

截面随机切下 3 张切片后,利用 HE 染色在光学显

微镜下观察其内膜增生情况,并利用计算机图像分

析系统,检测血管内膜、中膜厚度的改变,计算内膜

/ 中膜( I / M)的面积比。
1郾 6摇 real鄄time RT鄄PCR 检测

采用 Trizol 一步法提取颈总动脉的总 RNA。 取

各组总 RNA 3 滋L 逆转录合成 cDNA,逆转录反应根

据逆转录试剂盒操作说明进行,反应总体积为 20
滋L,反应条件为 37益 15 min,85益 5 s,4益 7 min。
应用 ABI 7500 扩增仪进行 PCR 扩增反应,20 滋L 反

应体系组成如下:带有预先混合 SYBR 染料的 DNA
聚合酶 Ex Taq II(2 伊 ) 10 滋L,PCR 正向引物(10
滋mol / L) 0. 8 滋L,PCR 反向引物(10 滋mol / L) 0. 8
滋L,荧光定量参比染料 II 0. 4 滋L,cDNA 模板 2 滋L,
蒸馏水 6 滋L。 反应条件为:95益活化 30 s,95益变性

5 s,然后 60益退火和延展 30 s,共 40 个循环。 以 茁鄄
肌动蛋白(茁鄄actin)作为内参。 按 2 -吟吟Ct 法计算目

的基因相对于对照基因的表达量[10]。 实验重复 3
次,取均值。 real鄄time RT鄄PCR 引物序列和扩增产物

长度见表 1。

表 1. real鄄time RT鄄PCR 引物序列和扩增产物长度

Table 1. Primer sequence and amplification product length

引物名称 引物序列
扩增片段

长度

OPN 上游引物:5'鄄GCAGGACTGAAGGAGC鄄3'
下游引物:5'鄄GAGACAGGAGGCAAGG鄄3' 145 bp

TGF鄄茁1 上游引物:5'鄄GGTGGACCGCAACAACG鄄3'
下游引物:5'鄄TGAGCACTGAAGCGAAAGC鄄3' 327 bp

PCNA 上游引物:5'鄄TCGCAACTCCGCCACCA鄄3'
下游引物:5'鄄ACGCCGCCCGAACTGAT鄄3' 120 bp

茁鄄actin 上游引物:5'鄄CGTGCGTGACATTAAAGAG鄄3'
下游引物:5'鄄TTGCCGATAGTGATGACCT鄄3' 132 bp

1. 7摇 Western blot 检测

提取各组动脉总蛋白后,将蛋白浓度调至同一

水平,每孔加样 80 滋g,进行聚丙烯酰胺凝胶电泳,
转膜, 脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h, 分 别 加 入 一 抗 OPN
(1颐 400)、TGF鄄茁1(1 颐 400)和 PCNA(1 颐 400),4益孵

育过夜。 洗膜 3 次,加入辣根过氧化酶标记的二抗

孵育,显色 2 ~ 5 min,凝胶成像分析系统测定条带的

平均积分光密度值。
1郾 8摇 统计学处理

全部数据均采用 SPSS 13. 0 软件进行统计处

理,计量资料以x 依 s 表示,不同组间均数比较采用

单因素方差分析,两两比较采用 LSD 检验,P < 0. 05
为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 在体 OPN鄄siRNA 转染效果观察

摇 摇 转染 Cy3 标记的 OPN鄄SCR鄄siRNA 3 天后,将转

染局部血管制成 5 滋m 厚的冰冻切片,置于荧光显

微镜下,用 550 nm 光激发,可以发现,残存血管外

膜、中膜及内膜下均有红色荧光分布,以中膜最为

明显,证明转染成功(图 1)。
2郾 2摇 血管病理形态学检测结果

假手术组的血管内膜光滑、完整,无内膜增生。
大鼠颈动脉球囊损伤后 3 天,可见内皮剥脱,说明球

囊损伤动脉模型成功。 球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siR鄄
NA 转染组 7 天时可见内膜增生,管腔狭窄,14 天时

内膜明显增生,管腔重度狭窄。 OPN鄄002鄄siRNA 转

染组与同一时间点的球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siRNA
转染组相比,内膜增生受到显著抑制,管腔增大,差
异有统计学意义(P < 0. 001;图 2、表 2)。

图 1. 在体 OPN鄄siRNA 转染效果(400 伊 )摇 摇 A 为转染无 Cy3 标记的 OPN鄄SCR鄄siRNA 3 天后的免疫荧光显像,B 为转染 Cy3 标记的

OPN鄄SCR鄄siRNA 3 天后的免疫荧光显像。

Figure 1. The transfection of OPN鄄siRNA in vivo(400 伊 )
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图 2. 颈总动脉 HE 染色结果(400 伊 )摇 摇 血管损伤后 14 天。 A 为球囊损伤组,B 为 OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组,C 为 OPN鄄002鄄
siRNA 转染组。
Figure 2. Haematine鄄eosin staining of carotid artery wall(400 伊 )

表 2. 4 组血管内膜、中膜面积和 I / M 的比较(x 依 s,n = 6)
Table 2. Comparison of blood vessel intima, medium membrane area and I / M in the four groups(x 依 s,n = 6)

分摇 组 指摇 标 术后 7 天 术后 14 天

假手术组 新生内膜面积(mm2) 0 0
中膜面积(mm2) 0. 1315 依 0. 0127 0. 1325 依 0. 0127

球囊损伤组 新生内膜面积(mm2) 0. 0985 依 0. 0060a 0. 1327 依 0. 0152a

中膜面积(mm2) 0. 1333 依 0. 0062 0. 1317 依 0. 0081
I / M 0. 7405 依 0. 0300a 1. 0090 依 0. 1165a

OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组 新生内膜面积(mm2) 0. 0958 依 0. 0057a 0. 1287 依 0. 0098a

中膜面积(mm2) 0. 1290 依 0. 0057 0. 1320 依 0. 0059
I / M 0. 7443 依 0. 0574a 0. 9780 依 0. 1074a

OPN鄄002鄄siRNA 转染组 新生内膜面积(mm2) 0. 0410 依 0. 0048b 0. 0652 依 0. 0099b

中膜面积(mm2) 0. 1303 依 0. 0042 0. 1250 依 0. 0155
I / M 0. 3144 依 0. 0335b 0. 5210 依 0. 0427b

a 为 P < 0. 001,与假手术组比较;b 为 P < 0. 001,与球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组比较。

2. 3摇 real鄄time RT鄄PCR 检测结果

在假手术组,OPN、TGF鄄茁1 mRNA 仅微弱表达,
PCNA mRNA 不表达。 血管球囊损伤后,OPN、TGF鄄
茁1 mRNA 表达明显升高,且随时间的延长持续升

高;PCNA mRNA 表达 7 天达高峰。 经 OPN鄄002鄄siR鄄
NA 干预后,同一时间点 OPN、TGF鄄茁1、PCNA mRNA
表达明显减少,明显低于 OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组及

球囊损伤组(P < 0. 001;图 3)。

图 3. real鄄time RT鄄PCR 分析 4 组不同时间 OPN、TGF鄄茁1、PCNA mRNA 表达(n = 6)摇 摇 图中柱状体从左到右依次为假手术组、
球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组、OPN鄄002鄄siRNA 转染组。 a 为 P < 0. 001,与假手术组比较;b 为 P < 0. 001,与球囊损伤组、OPN鄄SCR鄄siR鄄
NA 转染组比较。

Figure 3. The level of OPN, TGF鄄茁1 and PCNA mRNA expression analyzed by real鄄time RT鄄PCR at different time points in
four groups(n = 6)
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2郾 4摇 Western blot 检测结果

在假手术组,有 OPN、TGF鄄茁1 微弱的蛋白条

带,无 PCNA 蛋白条带;然而,血管球囊损伤 3、7、14
天后,OPN、TGF鄄茁1、PCNA 蛋白条带灰度逐渐增加,

OPN、TGF鄄茁1 在 14 天时最明显,PCNA 在 7 天时最

明显。 经 OPN鄄002鄄siRNA 干预后,与同一时间点的

球囊损伤组、 OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组比较, OPN、
TGF鄄茁1、PCNA 表达明显减少(图 4)。

图 4. Western blot 分析 4 组 OPN、TGF鄄茁1、PCNA 蛋白表达(n = 6)摇 摇 A 为 Western blot 电泳图,B 为定量分析的柱状图。 1 为假手

术组,2 为球囊损伤组,3 为 OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组,4 为 OPN鄄002鄄siRNA 转染组。 a 为 P < 0. 001,与假手术组比较;b 为 P < 0. 001,与球囊损伤

组、OPN鄄SCR鄄siRNA 转染组比较。

Figure 4. Western blot showing the expression of OPN, TGF鄄茁1 and PCNA protein in four groups(n = 6)

3摇 讨摇 论

经皮冠状动脉介入术后 RS 的形成是一个复杂

的病理生理过程,VSMC 的迁移、增生和 ECM 大量合

成是导致血管内膜增厚、管腔狭窄的主要原因。 ECM
是血管内膜损伤后新生内膜的主要成分,在 PCI 术后

RS 的发生中,ECM 含量大于 50% [11],因此,ECM 是

血管重塑的主要元素,也是形成 RS 的主要物质,被认

为是血管损伤重塑过程中重要的始动因素[7]。 很多

参与 PCI 术后RS 的细胞因子均能够刺激VSMC 过多

表达 OPN[7,12]。 同时发现,利用抗 OPN 抗体可以抑

制 VSMC 的表型转化、迁徙和增生[13]。 我们前期的

研究[14鄄15]也证明,应用针对大鼠 OPN 的反义核苷酸

可明显抑制 VSMC 的增殖,表明以 OPN 为靶点在防

治血管再狭窄发生方面具有重要作用。
RNA 干扰是由双链 siRNA 介导的内源性基因

沉默的一种现象,虽然这种现象是人体内的一种生

理过程,但在哺乳细胞内应用合理的 siRNA 可以对

靶基因的表达有特异的敲除作用,对染色体 DNA 序

列的复制和转录过程不产生任何作用,具备抑制基

因表达的高效性和高度序列特异性[16]。 因此 siR鄄
NA 已被用于在体及离体情况下基因功能研究的工

具,而且 siRNA 技术被期望作为包括血管重建术后

再狭窄的几种人类疾病治疗的有力手段。 Wang
等[17]证实,经球囊损伤大鼠颈动脉外膜转染 AD鄄
AMTS鄄7鄄siRNA 可明显抑制球囊损伤后新生内膜的

形成。

PCNA 作为 DNA 聚合酶 啄 的附属蛋白,是 DNA
复制所必须,其在细胞核中表达增加,表明细胞进

入 DNA 合成期或 DNA 合成前期。 PCNA 的表达既

是细胞增殖的机制,又是反映细胞增殖状态的一项

可靠指标,因此被用于关于球囊损伤后血管再狭窄

的临床及基础研究[18鄄19]。 TGF鄄茁1 促进 ECM 形成并

抑制其分解,促进 VSMC 增殖,促进再狭窄的形

成[20]。 TGF鄄茁1 在 RS 的发生和发展方面,通过不同

的机制都发挥了重要的作用[21鄄23]。
我们的研究亦表明,抑制 OPN 表达后,TGF鄄茁1

的 mRNA 和蛋白表达也都出现了显著下调。 虽然

骨桥蛋白曾经被证明是 TGF鄄茁1 的效应基因[24],但
也有研究显示骨桥蛋白具有调节 TGF鄄茁1 的激活作

用[25鄄26],因此 TGF鄄茁1 的作用发挥也有可能依赖于

OPN。 我们同时发现,抑制 OPN 的表达后,血管新

生内膜中 PCNA 的阳性细胞数也出现了明显的减

少,这些都支持 OPN 在 RS 的发生中扮演着主角

作用。
总之,我们成功地证明了经动脉外膜转染 OPN鄄

siRNA 能够显著降低 OPN 及细胞增殖相关基因

TGF鄄茁1、PCNA 的表达,减轻新生内膜的形成。 该研

究试图为临床治疗血管再狭窄提供一定的理论依

据及实验基础,但其作用机制有待继续深入研究。
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