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[摘　 要] 　 目的　 探讨干扰素诱导蛋白 １６( ＩＦＩ１６) ｓｉＲＮＡ 对干扰素 α( ＩＦＮ￣α)诱导的人脑血管外膜成纤维细胞

(ＨＢＶＡＦ)增殖与凋亡的影响ꎮ 方法　 在 ＨＢＶＡＦ 中转染 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ ４８ ｈ 后ꎬ用 ２×１０６ Ｕ / Ｌ ＩＦＮ￣α 处理转染 ＩＦＩ１６
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表达水平ꎮ 结果　 转染 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 后ꎬＨＢＶＡＦ 中 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平下调ꎬ同时抑制细胞 Ｇ / Ｓ 期转换ꎮ
ＩＦＮ￣α 诱导 ＨＢＶＡＦ 中 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达上调ꎬ抑制细胞 Ｇ / Ｓ 期转换ꎬ促进细胞凋亡ꎮ 但在转染 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ
的 ＨＢＶＡＦ 中 ＩＦＮ￣α 的上述作用受到了抑制ꎮ 结论　 ＩＦＮ￣α 抑制 ＨＢＶＡＦ 增殖ꎬ促进其凋亡可能与促进 ＩＦＩ１６ 表达
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ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ＨＢＶＡＦꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ａｔ Ｇ / Ｓ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｒｏｍｏｔｅｄ.
Ｍｅａｎｗｈｉｌｅꎬ ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＩＦＮ￣α ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｌｅｖｅｌｓꎬ ａｎｄ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ
ｃｙｃｌｅ ｔｒａｎｓｉｔｉｏｎ ａｔ Ｇ / Ｓ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅｄ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎ ＨＢＶＡＦ.　 Ｓｕｃｈ ｅｆｆｅｃｔ ｗａｓ ｒｅｓｔｒａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＩＦＩ ｌ６ ｓｉＲ￣
ＮＡ ｉｎｔｏ ＨＢＶＡＦ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＩＦＮ￣α ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｃｅｌｌｓ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＢＶＡＦ ｂｙ ｕｐ￣ｒｅｇ￣
ｕｌａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩ１６.

　 　 血管外膜成纤维细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ａｄｖｅｎｔｉｔａｌ ｆｉｂｒｏ￣
ｂｌａｓｔꎬＶＡＦ)是动脉管壁细胞成分之一ꎬ其增殖、迁
移、表型转换和分泌细胞外基质等变化是动脉粥样

硬化、高血压、冠状动脉搭桥术后及支架植入术后

再狭窄等血管增殖性疾病主要的病理生理机制之

一[１￣２]ꎮ 干扰素( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎꎬＩＦＮ)通过表达多种 ＩＦＮ
诱导蛋白发挥抗增殖、抗病毒、干预细胞生长和分

化等作用[３]ꎮ 近年研究发现 ＩＦＮ￣α 能抑制 ＶＡＦ 及
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血管内皮细胞、血管平滑肌细胞增殖ꎬ促进 ＶＡＦ 凋

亡[４￣６]ꎻＩＦＮ￣β 能抗增殖及抑制动脉粥样硬化[７]ꎮ 干

扰素诱导蛋白 １６ ( ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ￣ｉｎｄｕｃｉｂｌｅ ｐｒｏｔｅｉｎ １６ꎬ
ＩＦＩ１６)是 ＩＦＮ 诱导蛋白 ｐ２００ 家族的人源蛋白成员

之一ꎬ研究发现 ＩＦＩ１６ 参与了细胞增殖和凋亡的调

控[８]ꎮ 近来有研究报道该蛋白家族成员 ｐ２０４(鼠源

ＩＦＩ１６)能促进大鼠 ＶＡＦ 凋亡[９]ꎬ但 ＩＦＮ￣α 对 ＶＡＦ 增

殖与凋亡的影响是否与其诱导 ＩＦＩ１６ 表达有关尚未

见文献报道ꎮ 本研究拟观察 ＩＦＮ￣α 对 ＶＡＦ 增殖与

凋亡的影响及 ＩＦＩ１６ 表达变化ꎬ为研究 ＩＦＮ 及其诱

导蛋白运用于防治心血管疾病提供理论及实验

依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

　 　 人 脑 血 管 外 膜 成 纤 维 细 胞 ( ｈｕｍａｎ ｂｒａｉｎ
ｖａｓｃｕｌａｒ ａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔꎬＨＢＶＡＦ)细胞株(Ｓｃｉｅｎ￣
Ｃｅｌｌ 公司)ꎻＤＭＥＭ 高糖培养基和胎牛血清(Ｈｙｃｌｏｎｅ
公司)ꎻ Ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ￣Ａ、 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ ( ｈ )、 ｓｉＲＮＡ
ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ、ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔ、Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ(ＦＩＴＣ￣ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ)￣Ａ、ＩＦＩ１６ 抗体、β￣ａｃｔｉｎ 抗体、
ｓｉＲＮＡ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｍｅｄｉｕｍ(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司)ꎻＩＦＮ￣α
(北京三元基因工程有限公司)ꎻＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶试

剂盒、细胞周期与凋亡检测试剂盒(碧云天公司)ꎻ
ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 荧光染料试剂(ＴａＫａＲａ 公司)ꎻ人 β￣
ａｃｔｉｎ 引物上游 ＴＧＧＣＡＣＣＡＣＡＣＣＴＴＣＴＡＣＡＡＴＧꎬ下

游 ＴＣＡＴＣＴＴＣＴＣＧＣＧＧＴＴＧＧＣꎻ人 ＩＦＩ１６ 引物上游

ＧＡＡＧＴＧＣＣＡＧＣＧＴＡＡＣＴＣＣＴＡꎬ下游 ＴＡＣＣＴＣＡＡＡ￣
ＣＡＣＣＣＣＡＴＴＣＡＣ(上海生工生物公司)ꎻ逆转录试剂

(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)ꎮ
１.２　 ＨＢＶＡＦ 的培养

从液氮罐中取出 ＨＢＶＡＦꎬ经 ３７℃水浴ꎬ再经 １０
倍体积 ＤＥＭＥ 培养液 (含 １０％ 胎牛血清) 漂洗ꎮ
１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎬ弃上清液ꎬ加入 １ ｍＬ 上述培

养液吹打重悬细胞ꎬ加培养液至 ４ ｍＬ 后ꎬ置于

３７℃、含 ５％ＣＯ２ 培养箱内ꎮ ２４ ｈ 后更换新培养液ꎮ
采用复苏后第 ３ 代生长状态良好的细胞用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

实验分六组:空白对照组(Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组)、非特异

性 ｓｉＲＮＡ 转染组( ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组)和 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ
组ꎬ用 ２×１０６ Ｕ / Ｌ ＩＦＮ￣α 处理各组 ２４ ｈꎬ即获 ＩＦＮ￣α＋
空白对照组 ( ＩＦＮ￣α ＋ Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组)、 ＩＦＮ￣α ＋ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ 组和 ＩＦＮ￣α＋ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组ꎮ

１.４　 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 表达

按 Ｔｒｉｚｏｌ 法提取总 ＲＮＡ 后ꎬ４２℃ ６０ ｍｉｎꎬ７０℃ ５
ｍｉｎ 合成 ｃＤＮＡꎮ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 采用 ９５℃预变性 ３０
ｓꎬ９５℃ ５ ｓꎬ６０℃ ３４ ｓꎬ重复循环 ４０ 次ꎮ ９５℃ １５ ｓꎬ
６０℃ １ ｍｉｎꎬ９５℃ １５ ｓ 进行熔解曲线ꎮ 计算各组

ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 的相对表达量ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＦＩ１６ 蛋白表达

通过细胞裂解液(ＲＩＰＡ)提取细胞蛋白ꎮ 蛋白

定量后加入 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 上样缓冲液ꎬ沸水 ５ ｍｉｎ 变

性ꎮ 湿法转膜转移蛋白条带至 ＮＣ 膜ꎮ 常温下 ５％
脱脂奶粉封闭 １ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ加入一抗工作液 ４℃
孵育过夜( ＩＦＩ１６ 抗体稀释度 １ ∶ ５００、β￣ａｃｔｉｎ 抗体稀

释度 １ ∶ ５０００)ꎬＴＢＳＴ 洗膜ꎬ３７℃孵育二抗 ｌ ｈꎬＴＢＳＴ
洗膜ꎬＥＣＬ 化学发光ꎬＸ 光胶片显影、定影后对胶片

进行扫描ꎮ ＢａｎｄＳｃａｎ ４.３ 软件计算 ＩＦＩ１６ 与 β￣ａｃｔｉｎ
吸光度比值ꎮ
１.６　 流式细胞仪检测细胞周期

按细胞周期与凋亡检测试剂盒说明书进行

ＤＮＡ 含量分析及凋亡测定ꎮ
１.７　 统计学分析

所得数据采用ｘ±ｓ 表示ꎬ结果用 ＳＰＳＳ １１.５ 统计

软件进行单因素方差分析ꎮ Ｐ<０.０５ 为差异具有统

计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＩＦＩ １６ ｍＲＮＡ 和蛋白的表达变化

　 　 与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎬ ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组中 ＩＦＩ１６
ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平下降(Ｐ<０.０５)ꎻＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇ￣
ａｔｉｖｅ 组、ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组和 ＩＦＮ￣α＋ＩＦＩ１６ ｓｉＲ￣
ＮＡ 组中 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平升高 ( Ｐ <
０.０５)ꎻＮｅｇａｔｉｖｅ 组与 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组间 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ
和蛋白表达水平无统计学差异ꎮ 与 ＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ
组比较ꎬＩＦＮ￣α＋ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组中 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋

白表达水平下降(Ｐ < ０. ０５)ꎻ ＩＦＮ￣α ＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组与

ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组间 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋白表达

水平无统计学差异(图 １)ꎮ
２.２　 细胞周期的改变

与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎬＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组 Ｇ０ / Ｇ１ 期细

胞数减少ꎬ Ｓ 期细胞数增多 ( Ｐ < ０. ０５)ꎻ ＩＦＮ￣α ＋
Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组、ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组和 ＩＦＮ￣α＋ＩＦＩ１６
ｓｉＲＮＡ 组 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞数增多ꎬＳ 期细胞数减少(Ｐ
<０.０５)ꎻＮｅｇａｔｉｖｅ 组与 ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组间差异无统

计学意义ꎮ 与 ＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎬＩＦＮ￣α＋ＩＦＩ１６
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ｓｉＲＮＡ 组 Ｇ０ / Ｇ１ 期细胞数减少ꎬＳ 期细胞数增多(Ｐ
<０.０５)ꎻＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组与 ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ

组间差异无统计学意义(图 ２)ꎮ

图 １. 干预后 ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ 和蛋白在 ＨＢＶＡＦ 中的表达　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＩＦＩ１６ ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ＨＢＶＡＦ

图 ２. 干预后对 ＨＢＶＡＦ 细胞周期的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＨＢＶＡＦ
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２.３　 细胞凋亡情况比较

凋亡细胞数在 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组、Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组与

ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组间差异无统计学意义ꎮ 与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ
组比较ꎬＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组、ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组

和 ＩＦＮ￣α ＋ ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 组凋亡细胞数增多 ( Ｐ <

０.０５)ꎮ 与 ＩＦＮ￣α ＋ Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎬ ＩＦＮ￣α ＋ ＩＦＩ１６
ｓｉＲＮＡ 组凋亡细胞数减少 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎻ ＩＦＮ￣α ＋
Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组与 ＩＦＮ￣α＋ｃｏｎｔｒｏｌ ｓｉＲＮＡ 组间凋亡细胞数

差异无统计学意义(图 ３)ꎮ

图 ３. 干预后对 ＨＢＶＡＦ 细胞凋亡的影响　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ＩＦＮ￣α＋Ｎｅｇａｔｉｖｅ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒｓ ｏｎ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＢＶＡＦ

３　 讨　 论

血管壁内、中、外膜分别由血管内皮细胞、血管

平滑肌细胞与 ＶＡＦ 组成ꎮ 长期以来均将前两者视

为血管增殖性疾病病理改变的关键作用靶点ꎬＶＡＦ
仅具有营养与支持的作用[１]ꎮ 然而随着研究的深

入ꎬ发现在血管损伤后ꎬＶＡＦ 增殖活性大于平滑肌

细胞ꎻＶＡＦ 获得 α 平滑肌肌动蛋白特征后转化为肌

成纤维细胞ꎬ并具备了平滑肌细胞的特点ꎻ增强了

ＶＡＦ 与肌成纤维细胞合成细胞外基质的能力ꎮ 分

泌合成的细胞外基质不但促进 ＶＡＦ、平滑肌细胞增

殖ꎬ而且还促进血管内胶原蛋白纤维化诱导晚期血

管狭窄[１０￣１１]ꎮ 因此 ＶＡＦ 各种功能的异常在血管重

构过程中同样起着关键的作用ꎬ故促进 ＶＡＦ 凋亡并

抑制其增殖对防治血管增殖性疾病至关重要ꎮ
ＩＦＮ 是一组具有多种生物学效应(如抗增殖、调

节免疫应答、抗病毒等)的活性细胞因子家族ꎬ并被

分为Ⅰ型( ＩＦＮ￣α、β、τ 等)、Ⅱ型 (１ＦＮ￣γ) 和Ⅲ型

(ＩＦＮ￣λ)ꎮ 体外实验显示 ＩＦＮ￣α 能抑制血管壁细胞

增殖[５￣７]ꎮ 在体实验发现动脉球囊损伤后通过在损

伤局部转染过表达 ＩＦＮ￣β 或肠外给予 ＩＦＮ￣γ 能抑制

新生内膜的形成以及血管平滑肌细胞增殖[１２￣１３]ꎮ
提示在血管增殖性疾病的治疗过程中运用 ＩＦＮ 是可

行的ꎮ 本 研 究 结 果 也 同 样 显 示 ＩＦＮ￣α 能 抑 制

ＨＢＶＡＦ 增殖以及促进其凋亡ꎮ
ＩＦＩ１６ 蛋白在人体多种细胞(如上皮细胞、成纤

维细胞、内皮细胞、单核 /巨噬细胞、部分肿瘤细胞

等)胞核与胞质中存在表达[１４]ꎮ 本研究发现ꎬＩＦＩ１６
蛋白在 ＨＢＶＡＦ 中存在基础表达ꎮ ＩＦＩ１６ 蛋白氨基

端有参与蛋白与蛋白相互作用的 ＰＹＤ 结构域与核

定位序列(ｎｕｅｌｅａｒ ｌｏｅａｌｉｚａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅꎬＮＬＳ)ꎬ二者

通过与凋亡、炎性反应信号通路相关蛋白之间的相

互结合参与细胞增殖、凋亡、分化及炎症反应调控

等过程[１４]ꎮ 体外实验发现 ＩＦＩ１６ 能抑制血管内皮细

６７９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ １０ꎬ２０１６



胞[５]、ＶＡＦ[１５]增殖ꎮ 在体实验证实对出生 ７ 周的裸

鼠分别注射稳定表达 ＩＦＩ１６ 基因以及不表达该基因

的头颈部鳞状细胞癌细胞后ꎬＩＦＩ１６ 组肿瘤内新生血

管的合成减少ꎬ肿瘤组织也明显小于阴性对照

组[１６]ꎮ 但尚未明了 ＩＦＩ１６ 在 ＶＡＦ 凋亡过程中所扮

演的角色ꎮ 本研究结果发现ꎬ单纯下调 ＩＦＩ１６ 的表

达对 ＨＢＶＡＦ 凋亡无明显影响ꎬ但能促进细胞 Ｇ / Ｓ
期转换ꎮ 当 ＩＦＮ￣α 诱导 ＩＦＩ１６ 表达增加后ꎬ更多的

细胞停滞在 Ｇ０ / Ｇ１ 期ꎬ凋亡细胞数亦有所增加ꎮ 然

而通过 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 沉默表达 ＩＦＩ１６ 后ꎬＩＦＮ￣α 的上

述作用受到了抑制ꎮ 推测 ＩＦＩ１６ 可能是参与 ＩＦＮ￣α
促进 ＶＡＦ 凋亡ꎬ抑制其增殖的机制之一ꎮ

综上所述ꎬＩＦＮ￣α 能促进 ＩＦＩ１６ 表达ꎬ诱导 ＶＡＦ
凋亡、抑制其增殖ꎬ但 ＩＦＩ１６ ｓｉＲＮＡ 沉默 ＩＦＩ１６ 表达

后可抑制 ＩＦＮ￣α 诱导的 ＶＡＦ 凋亡ꎬ促进其增殖ꎬ推
测 ＩＦＩ１６ 可能参与了 ＩＦＮ￣α 对 ＶＡＦ 凋亡、增殖的调

控ꎮ 从而为 ＩＦＮ 及其诱导蛋白应用于血管增殖性疾

病提供更多的理论依据ꎮ
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