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[摘　 要] 　 目的 　 观察 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰对球囊损伤的大鼠颈动脉内膜增生的影响ꎮ 方法 　 构建并制备

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 和阴性对照慢病毒载体并感染球囊损伤的大鼠颈动脉ꎬ １ 周和 ４ 周后取损伤的颈动脉ꎬ实时定量

ＰＣＲ 检测 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 的表达ꎬＨＥ 染色评估术后 ４ 周颈动脉内膜增生情况ꎬ并行免疫荧光或免疫组化检测颈动

脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２、α￣ａｃｔｉｎ、ＰＣＮＡ 和 β１ 整合素的表达ꎬＭａｓｓｏｎ 染色了解颈动脉中胶原纤维合成情况ꎮ 结果　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
ＲＮＡ 干扰能明显降低 １ 周时颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 的表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ并显著抑制 ４ 周后颈动脉的内膜增

生(Ｐ<０.０５)ꎮ 与阴性对照组相比ꎬＫｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组术后 ４ 周颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２、α￣ａｃｔｉｎ、ＰＣＮＡ 和 β１ 整合素的表

达水平均明显降低ꎬ颈动脉内膜和中膜胶原纤维的合成也减少ꎮ 结论　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰可能通过抑制血管平滑

肌细胞增殖、迁移和细胞外基质合成减轻血管内膜增生ꎮ
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[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ꎻ　 ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎻ　 ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａꎻ　 ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｙ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｏｂｓｅｒｖｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｏｎ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｉｎ ｔｈｅ ｂａｌｌｏｏｎ ｉｎ￣
ｊｕｒｅｄ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｌｅｎｔｉｖｉｒａｌ ｖｅｃｔｏｒｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ａｎｄ ｐｒｏ￣
ｄｕｃｅｄꎬ ｔｈｅｎ ｂａｌｌｏｏｎ ｉｎｊｕｒｅｄ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｌｅｎｔｉｖｉｒｕｓ. 　 Ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ａｔ １ ａｎｄ ４
ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ.　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｑｕａｎｔｉ￣
ｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ.　 Ｔｈｅ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｂａｌｌｏｏｎ ｉｎｊｕｒｙ ｗａｓ ａｓｓｅｓｓｅｄ ｂｙ ＨＥ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　 Ｔｈｅ
ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｎｄ ｈｉｓｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ꎬ α￣ａｃｔｉｎꎬ ＰＣＮＡ ａｎｄ β１￣ｉｎ￣
ｔｅｇｒｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ.　 Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｗａｓ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ ｂｙ Ｍａｓｓｏｎ ｓｔａｉｎｉｎｇ.　
　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｃａｎ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒ￣
ｔｅｒｉｅｓ ａｔ １ ｗｅｅｋ(Ｐ<０.０５)ꎬ ａｎｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｏｆ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｂａｌｌｏｏｎ ｉｎｊｕｒｙ (Ｐ
<０.０５).　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ꎬ α￣ａｃｔｉｎꎬ ＰＣＮＡ ａｎｄ β１￣ｉｎ￣
ｔｅｇｒｉｎ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｇｒｏｕｐ ４ ｗｅｅｋｓ ａｆｔｅｒ ｏｐｅｒａｔｉｏｎ.　 Ｔｈｅ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ
ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｉｎｔｉｍａ ａｎｄ ｍｅｄｉａ ｗａｓ ａｌｓｏ ｒｅｄｕｃｅｄ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ
ｍａｙ ｉｎｈｉｂｉｔ ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｏｎꎬ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘ ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｔｏ ａｌｌｅｖｉａｔｅ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒ￣
ｐｌａｓｉａ.

　 　 血管内膜增生( ｉｎｔｉｍａ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａꎬ ＩＨ)是动脉

粥样硬化和血管成形术后再狭窄等心脑血管疾病

共同的病理特征[１￣２]ꎮ 血管内膜增生发病机制复

杂ꎬ目前认为可能与血管平滑肌细胞 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬ ＶＳＭＣ)增殖、迁移及合成大量细

胞外基质(ｅｘｔｒａ ｃｅｌｌｕｌａｒ ｍａｔｒｉｘꎬ ＥＣＭ)ꎬ内皮功能障
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碍与损伤ꎬ血小板聚集与血栓形成ꎬ脂质沉积ꎬ炎症

反应等多种因素有关[３￣５]ꎮ 近期研究发现 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
通过活化整合素参与细胞增殖、迁移、细胞￣细胞外

基质黏附、细胞骨架重构以及炎症等生理过程[６]ꎬ
提示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 可能影响血管内膜增生ꎮ 本文通过

观察 Ｋｉｎｌｄｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰(ＲＮＡ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅꎬ ＲＮＡｉ)
对大鼠颈动脉球囊损伤后内膜增生的影响ꎬ探讨

Ｋｉｎｌｄｉｎ￣２ 在血管内膜增生中的作用机制ꎬ并为治疗

心脑血管疾病提供新的思路ꎮ

１　 实验和方法

１.１　 材料和试剂

大龄雄性 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠购自武汉大

学动物实验中心ꎬ６ ~ ８ 月龄ꎬ３５０ ~ ４００ ｇꎬ许可证号

ＳＣＸＫ(鄂) ２００８￣０００４ꎮ 小鼠抗 α 肌动蛋白 ( α￣
ａｃｔｉｎ)、兔抗 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 抗体购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎬ兔
抗 β１ 整合素和兔抗增殖细胞核抗原( ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｉｎｇ
ｃｅｌｌ ｎｕｃｌｅａｒ ａｎｔｉｇｅｎꎬ ＰＣＮＡ)抗体购自美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ
公司ꎬＣｙ３ 标记的羊抗兔二抗和异硫氰酸荧光素

( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬ ＦＩＴＣ)标记羊抗小鼠二

抗购自美国 Ｓａｎｔｚ Ｃｒｕｚ 公司ꎮ 辣根过氧化物酶

(ｈｏｒｓｅｒａｄｉｓｈ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬ ＨＲＰ)标记羊抗兔二抗购自

武汉博士德生物工程有限公司ꎬＴｒｉｚｏｌ 试剂购自美国

Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司ꎮ 实时定量聚合酶链反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ
ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＰＣＲ) 试剂盒购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 中国

公司ꎮ
１.２　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 慢病毒载体的构建与制备

根据 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中大鼠 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 基因序

列(ＮＭ＿００１０１１９１５)和 ＲＮＡｉ 原理ꎬ构建 ３ 条 ｓｉＲＮＡ
(ｓｍａｌｌ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ＲＮＡ)序列及 １ 条阴性对照序列

(上海吉凯基因化学技术有限公司)ꎬ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
ｓｉＲＮＡ 靶向序列 分 别 为 ５′￣ＣＡＡＡＣＡＧＡＴＡＡＣＡＧ￣
ＣＡＣＧＧ￣３′ꎬ５′￣ ＣＡＧＡＣＡＧＣＴＣＴＴＡＣＡＡＣＣＴ￣３′和 ５′￣
ＣＴＧＡＡＧＡＴＧＣＡＡＣＡＴＣＴＧＡ￣３′ꎬ阴性对照序列为 ５′￣
ＴＴＣＴＣＣＧＡＡＣＧＴＧＴＣＡＣＧＴ￣３′ꎮ 选择最有效的一条

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 靶序列(第 １ 条)合成含有绿色荧

光蛋白基因标记的短发夹 ＲＮＡ( ｓｈｏｒｔ ｈａｉｒｐｉｎ ＲＮＡꎬ
ｓｈＲＮＡ)并插入到慢病毒载体 ＧＶ１１８ 基因组中ꎬ然
后共转染至 ２９３Ｔ 细胞中培养ꎬ之后收集富含慢病毒

颗粒的细胞上清液并进行浓缩ꎬ采用逐孔稀释滴度

测定法ꎬ测定慢病毒滴度接近 １×１０１２ ＴＵ / Ｌꎮ
１.３　 大鼠颈动脉球囊损伤模型及慢病毒感染

ＳＤ 大鼠随机分为假手术组(ｎ ＝ １２)、阴性对照

组(ｎ＝ １６)和 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组(ｎ ＝ １６)ꎬ４０ ｍｇ / ｋｇ

戊巴比妥钠腹腔麻醉后ꎬ颈部正中切口暴露左颈总

动脉、颈外动脉和颈内动脉ꎬ颈外静脉给予普通肝

素(１００ Ｕ / ｋｇ)抗凝后ꎬ用显微血管夹夹闭左颈总动

脉近心端和颈内动脉ꎬ临时阻断血流ꎮ 在颈外动脉

剪一斜形切口ꎬ将 １.２５ ｍｍ×１５ ｍｍ 球囊从颈外动脉

切口逆行插入颈总动脉ꎬ充盈球囊后将球囊旋转并

来回抽动ꎬ重复 ３~５ 次ꎬ以剥脱内膜ꎮ 退出球囊ꎬ将
５０ μＬ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 慢病毒或阴性对照慢病毒稀

释液(２×１０１１ ＴＵ / Ｌ)注入损伤动脉节段(约 ２ ｃｍ)ꎬ
局部作用 ３０ ｍｉｎꎬ结扎颈外动脉ꎬ松开血管夹ꎬ缝合

颈部切口ꎬ普通饮食喂养 ４ 周ꎮ 假手术组仅分离出

左颈总动脉、颈内动脉和颈外动脉后缝合伤口ꎮ
１.４　 实时定量 ＰＣＲ 检测 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 的表达

于 １ 周和 ４ 周时取球囊损伤和慢病毒感染的左

颈总动脉ꎬ组织匀浆后使用 Ｔｒｉｚｏｌ 试剂抽提总 ＲＮＡꎬ
取总 ＲＮＡ ３ μｇ 在 ２０ μＬ 逆转录体系中合成 ｃＤＮＡꎬ
以 ４ μＬ ｃＤＮＡ 为模板加入 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 上下游引物和

ＳＹＢＲ 荧光复合物在 ２０ μＬ 反应体系中进行 ＰＣＲ 扩

增ꎬ并连续测定荧光强度ꎬ利用 ＡＢＩ Ｐｒｉｓｍ ７９００ 软件

分析得到每个样品的 Ｃｔ 值ꎬ使用 ２－ΔΔＣｔ值分析结果ꎮ
引物序列分别为 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 上游 ５′￣ＡＧＡＴＣＴＧＧＣＴ￣
ＴＣＧＣＴＧＴＧＡＴ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＣＧＧＧＡＴＴＧＡＴＧＴＣＡＧＴＴ￣
ＧＴＧ￣３′ꎻ内参 ( β￣ａｃｔｉｎ) 上游 ５′￣ＣＡＣＧＡＴＧＧＡＧＧＧ
ＧＣＣＧＧＡＣＴＣＡＴＣ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＡＡＡＧＡＣＣＴＣＴＡＴＧＣ￣
ＣＡＡＣＡＣＡＧＴ￣３′ꎮ
１.５　 ＨＥ 染色检测内膜增生

４ 周后取剩余大鼠的左颈总动脉ꎬ血管标本经

４％多聚甲醛固定、脱水及石蜡包埋ꎬ切成厚 ４ μｍ 切

片ꎮ 苏木精￣伊红( ｈｅｍａｔｏｘｙｌｉｎ￣ｅｏｓｉｎꎬ ＨＥ)染色ꎬ日
本尼康显微镜下观察血管横切面新生内膜增生情

况并拍照ꎮ 每份标本非连续切片 ５ 张ꎬ采用 Ｉｍａｇｅ￣
Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 图像分析软件测定血管内膜和中膜面

积ꎬ并计算内膜和中膜面积比( ｉｎｔｉｍａ / ｍｅｄｉａꎬＩ / Ｍ)ꎮ
１.６　 免疫组化或免疫荧光技术检测

取石蜡包埋的血管标本切片ꎬ脱蜡至水抗原修

复后ꎬ 加入用 ５％ ＢＳＡ 按一定比例稀释好的抗

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ( １ ∶ ２５０ )、 α￣ａｃｔｉｎ ( １ ∶ ４００ )、 ＰＣＮＡ
(１ ∶ ５００)、β１ 整合素(１ ∶ ２５０)抗体覆盖组织ꎬ切片

平放于湿盒内 ４ ℃ 孵育过夜ꎬ洗涤后再分别加入

Ｃｙ３、ＦＩＴＣ 和 ＨＲＰ 标记的二抗ꎬ 避光室温孵育

５０ ｍｉｎꎮ 免疫组化用二氨基联苯胺(３ꎬ３′￣ｄｉａｍｉｎｏ￣
ｂｅｎｚｉｄｉｎｅꎬＤＡＢ)显色后苏木素复染细胞核ꎬ脱水封

片ꎬ免疫荧光使用 ４ꎬ６￣联脒￣２￣２ 苯基吲哚(４′ꎬ６￣ｄｉａ￣
ｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅꎬ ＤＡＰＩ)复染细胞核后封片ꎬ均
在日本尼康荧光显微镜下观察并采集图像ꎬ采用
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Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ ６.０ 图像分析软件进行数据分析ꎮ
１.７　 Ｍａｓｓｏｎ 染色检测胶原纤维

石蜡包埋的血管标本切片ꎬ脱蜡至水ꎬ苏木精

染细胞核后用 Ｍａｓｓｏｎ 复合染色液 ５ ~ １０ ｍｉｎꎬ醋酸

洗涤后用磷钼酸水溶液处理ꎬ苯胺蓝染色 ５ ｍｉｎꎬ最
后中性树胶封片于显微镜下照相ꎮ 阳性结果为胶

原纤维呈蓝色ꎬ胞浆、纤维素呈红色ꎬ胞核呈蓝黑色ꎮ
１.８　 统计学处理

所有数据采用 ＳＰＳＳ１３.０ 软件进行统计学处理ꎬ
数据采用 ｘ± ｓ 表示ꎮ 计量数据的比较采用方差分

析ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＲＮＡ 干扰对颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 表达的

影响

与假手术组相比ꎬ 阴性对照组和 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
ｓｉＲＮＡ 组颈总动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 水平在 １ 周和

４ 周时均明显升高(Ｐ<０.０５)ꎬ１ 周和 ４ 周时 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣
２ ｓｉＲＮＡ 组 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 水平较阴性对照组都显

著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示大鼠颈动脉慢病毒感染和

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰有效ꎬ且作用能持续到第 ４ 周

(图 １)ꎮ

图 １. 颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 相对水平比较　 　 ａ 为 Ｐ<
０.０５ꎬ与假手术组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性对照组(１ 周)相比ꎻｃ 为

Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组(１ 周)相比ꎻｄ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性对照

组(４ 周)相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ
ｉｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ

２.２　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰抑制内膜增生

大鼠颈动脉球囊损伤和慢病毒感染 ４ 周后ꎬ通
过 ＨＥ 染色和图像定量分析得出 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组

和阴性对照组颈动脉内膜较假手术组明显增生(Ｐ<
０.０５)ꎬＫｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组内膜 /中膜面积比较阴性

对照组显著降低(Ｐ<０.０５)ꎬ提示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 慢

病毒感染能抑制颈动脉内膜增生(图 ２)ꎮ

图 ２. 大鼠颈动脉内膜增生比较　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与假手术组相比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与阴性对照组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃａｒｏｔｉｄ ｉｎｔｉｍａｌ ｈｙｐｅｒｐｌａｓｉａ ｉｎ ｒａｔｓ

２.３　 颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 和 α￣ａｃｔｉｎ 免疫荧光表达

大鼠颈动脉球囊损伤和慢病毒感染 ４ 周后通过

免疫荧光来检测颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 和 α￣ａｃｔｉｎ 蛋白

表达水平ꎬ进一步评估慢病毒感染和 ＲＮＡ 干扰的效

果ꎬ采用 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 和 α￣ａｃｔｉｎ / ＤＡＰＩ 荧光强度比进行

比较分析ꎬ结果显示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组颈动脉中

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 和 α￣ａｃｔｉｎ 蛋白表达水平较阴性对照组明

显降低ꎬ但较假手术组升高(图 ３)ꎮ
２.４　 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰对 ＰＣＮＡ 和 β１ 整合素表

达的影响

大鼠颈总动脉中 ＰＣＮＡ 免疫组化染色显示ꎬ假
手术组可见少量阳性细胞ꎬ阴性对照组可见大量阳
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性细胞ꎬ主要分布在新生的内膜中ꎬＫｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ
慢病毒感染后阳性细胞减少ꎬ提示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干

扰能抑制细胞增殖ꎮ β１ 整合素免疫组化染色结果

示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组颈总动脉内膜和中膜中 β１ 整

合素的表达较阴性对照组明显降低ꎬ而 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
ｓｉＲＮＡ 组和阴性对照组 β１ 整合素的表达均较假手

术组升高(图 ４)ꎮ

２.５　 颈动脉 Ｍａｓｓｏｎ 染色结果

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 组和阴性对照组大鼠颈动脉内

膜和中膜中胶原纤维较假手术组明显增多ꎬ表明结

缔组织增多ꎬ而 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 慢病毒感染后胶原

纤维的合成较阴性对照组显著减少ꎬ内膜增生减轻

(图 ５)ꎮ

图 ３. 颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２和 α￣ａｃｔｉｎ 蛋白表达　 　 Ａ 为颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 红色荧光表达ꎬＢ 为颈动脉中 α￣ａｃｔｉｎ 绿色荧光表达ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ａｎｄ α￣ａｃｔｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ

３　 讨　 论

ＶＳＭＣ 异常增殖、中膜向内膜迁移、细胞外基质

沉积是血管内膜增生的重要基础ꎬ也是影响动脉粥

样硬化和血管成形术后再狭窄的主要原因[１￣４]ꎮ 尽

管随着抗增殖药物、药物洗脱支架的广泛使用ꎬ一
定程度上减少了再狭窄的发生ꎬ但引起的内皮化延

迟、支架内血栓等并发症已成为临床上比较棘手的

问题[１ꎬ７￣８]ꎮ 目前ꎬ如何防治血管内膜增生和再狭窄

是心血管疾病领域研究的热点问题ꎮ ＲＮＡ 干扰诱
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图 ４. 大鼠颈动脉中 ＰＣＮＡ(上图)和 β１ 整合素(下图)的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＰＣＮＡ(ａｂｏｖｅ) ａｎｄ β１ ｉｎｔｅｇｒｉｎ(ｂｅｌｏｗ) ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ

图 ５. 大鼠颈动脉中胶原纤维的表达

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｃｏｌｌａｇｅｎ ｆｉｂｅｒｓ ｉｎ ｒａｔ ｃａｒｏｔｉｄ ａｒｔｅｒｉｅｓ

导的基因沉默具有低毒性、特异性、高效性等特点ꎬ
作为基因治疗方法引起了许多研究者的兴趣[９]ꎮ
我们根据 ＲＮＡ 干扰原理ꎬ构建了 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ
慢病毒载体并感染球囊损伤大鼠颈动脉ꎬ结果显示

能显著抑制颈动脉内膜增生ꎮ
Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 是近期发现的黏着斑蛋白ꎬ 属于

Ｋｉｎｄｌｉｎ 家族的一个成员ꎬ含有一个典型的 ＦＥＲＭ 结

构域( ｆｏｕｒ￣ｐｏｉｎｔ￣ｏｎｅꎬｅｚｒｉｎꎬｒａｄｉｘｉｎꎬｍｏｅｓｉｎ)ꎬ它通过

ＦＥＲＭ 结构域与整合素 β 亚基胞内段相互作用ꎬ在
细胞增殖、迁移、分化、细胞￣细胞外基质黏附、细胞

骨架重构以及整合素介导的双向信号传导中都具

有重要的作用[１０￣１２]ꎮ 目前对于 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 的生理功

能还知之甚少ꎬ之前的研究发现 Ｋｉｎｌｄｉｎ￣２ 基因敲除

的小鼠和斑马鱼心脏发育严重异常并具有胚胎致

死性ꎬ 提 示 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 在 机 体 发 育 中 有 重 要 作

用[１１￣１２]ꎮ 在细胞水平ꎬＫｉｎｄｌｉｎ￣２ 基因敲除能明显降

低胚胎干细胞黏附于层黏蛋白和纤维连接蛋白的

能力[１１]ꎮ 而且 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ 也能够调节足细胞￣基质黏

附和基质沉积[１３]ꎮ 本文通过 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 慢病

毒感染大鼠颈动脉ꎬ实时定量 ＰＣＲ 检测颈动脉中

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ 水平ꎬ免疫荧光检测颈动脉中 Ｋｉｎｄ￣
ｌｉｎ￣２ 蛋白的表达ꎬ结果显示慢病毒感染有效并能通

过 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｓｉＲＮＡ 降低颈动脉中 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ｍＲＮＡ
和蛋白的表达ꎮ 我们进一步研究发现 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２
ｓｉＲＮＡ 能显著抑制大鼠颈动脉内膜增生ꎮ 为了阐明

Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰影响内膜增生的作用机制ꎬ我们

检测了颈动脉中 α￣ａｃｔｉｎ、β１ 整合素及胶原纤维的表

达ꎬ结果表明 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰能明显降低颈动脉

中 α￣ａｃｔｉｎ、β１ 整合素和胶原纤维的表达ꎮ
整合素属于跨膜糖蛋白ꎬ由 α、β 两个亚基组
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成ꎬ是连接细胞内信号传导和细胞外基质环境的纽

带ꎬＫｉｎｄｌｉｎ￣２ 可以与整合素 β 亚基胞内段结合介导

整合素双向信号转导[１４￣１５]ꎮ α￣ａｃｔｉｎ 是 ＶＳＭＣ 的标

志之一ꎬ可以反映 ＶＳＭＣ 的增殖和合成能力[１６]ꎮ 胶

原是构成正常血管壁和新生内膜细胞外基质的主

要成分之一ꎬ主要由 ＶＳＭＣ 合成并且是整合素的配

体[１７]ꎮ 根据我们的实验结果得出 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干

扰可能通过抑制整合素的活性和表达ꎬ减弱整合素

胞外段和细胞外配体结合ꎬ影响细胞骨架重组、细
胞形成黏着斑和伪足等生理过程ꎬ进而抑制 ＶＳＭＣ
增殖、迁移和细胞外基质合成并减轻血管内膜增

生ꎮ 但具体的作用机制及信号转导通路还有待进

一步研究ꎮ 本研究通过 Ｋｉｎｄｌｉｎ￣２ ＲＮＡ 干扰有效的

抑制了球囊损伤的大鼠颈动脉内膜增生ꎬ这为临床

上治疗动脉粥样硬化和再狭窄提供了一个重要的

作用靶点和新的治疗思路ꎮ
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