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剪切修复基因 D 通过下调 mTOR / LOX-1 抑制 ox-LDL 诱导的
人脐静脉平滑肌细胞增殖

余卫英, 夏子荣, 李 青, 夏 珍, 李菊香
(南昌大学第二附属医院心内科,江西省南昌市 330006)

[摘　 要] 　 [目的] 　 探讨剪切修复基因 D(XPD)在氧化型低密度脂蛋白(ox-LDL)促血管平滑肌细胞增殖中的作

用及分子机制。 [方法] 　 将重组质粒 pEGFP-N2 / XPD 利用脂质体转染人脐静脉平滑肌细胞(HUVSMC),沉默哺

乳动物雷帕霉素靶蛋白(mTOR)基因,用 MTT、EdU 法测定各组细胞的增殖;流式细胞仪检测各组凋亡率;利用

Western blot 检测 XPD、血凝素样氧化型低密度脂蛋白受体 1(LOX-1)、mTOR、p-mTOR、Bcl-2 及 Bax 的表达。 [结
果] 　 与对照组比较,ox-LDL 组 XPD 表达明显下调(P<0. 05),Bax 蛋白表达下调(P<0. 05),Bcl-2 蛋白、Bcl-2 / Bax、
mTOR 磷酸化活性及 LOX-1 蛋白表达升高(P<0. 05);MTT、BdU 结果显示,ox-LDL 组细胞增殖较对照组上调(P<
0. 05)。 转染 pEGFP-N2 / XPD 重组质粒能上调 Bax 蛋白表达(P<0. 05)并抑制 Bcl-2 蛋白、mTOR 磷酸化活性及

LOX-1 蛋白表达(P<0. 05),Bcl-2 / Bax 比值下调(P<0. 05);流式细胞仪检测结果显示,转染 pEGFP-N2 / XPD 重组质

粒后,细胞凋亡率较对照组增加(P<0. 05);MTT、BdU 结果显示,转染 pEGFP-N2 / XPD 重组质粒后,细胞增殖较对

照组下调(P<0. 05)。 沉默 mTOR 基因后,与对照组相比,siRNA mTOR 组 HUVSMC 中 LOX-1 蛋白表达被抑制(P<
0. 05)。 [结论] 　 XPD 能抑制 HUVSMC 的增殖并且促进其凋亡,下调 mTOR 和 LOX-1 蛋白表达,抑制 ox-LDL 的促

HUVSMC 增殖和抗凋亡作用,有可能成为抗动脉粥样硬化治疗的靶点。
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Xeroderma pigmentosum group D gene inhibits the proliferation of human umbilical vein
smooth muscle cell induced by ox-LDLvia down-regulating mTOR/ LOX-1 pathway
YU Weiying, XIA Zirong, LI Qin, XIA Zhen, LI Juxiang
(Department of Cardiovascular Medicine, the Second Affiliated Hospital of Nanchang Universty, Nanchang, Jiangxi
330006, China)
[ABSTRACT]　 　 Aim　 To investigate the mechanism and signal pathways of xeroderma pigmentosum group D(XPD)
gene on the proliferation of human umbilical vein smooth muscle cell (HUVSMC) induced by ox-LDL. 　 　 Methods 　
HUVSMCs were transfected with the plasmids of pEGFP-N2 / XPD using Lipofectamine 2000, and subsequently silent
mTOR gene. 　 MTT and EdU assay was used to detect the cell proliferation. 　 Flow cytometry was used to examine the cell
apoptosis. 　 The expression of XPD, lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1( LOX-1), mTOR, phospho-
mTOR, Bcl-2 and Bax was measured by Western blot. 　 　 Results　 The expression of XPD and Bax protein was down-
regulated in ox-LDL group (P<0. 05), while the expression of LOX-1, mTOR, Bcl-2 protein and the ratio of Bcl-2 / Bax
was significantly up-regulated (P<0. 05), compared with control group. 　 Cell proliferation of ox-LDL group increased ob-
viously (P<0. 05). 　 After transfected with the pEGFP-N2 / XPD plasmid, the expression of Bax was significantly up-regu-
lated, while the expression of LOX-1, mTOR, Bcl-2 and the ratio of Bcl-2 / Bax were significantly down-regulated (P<
0. 05). 　 Flow cytometry showed that overexpression of XPD increased the apoptosis rate of HUVSMC (P<0. 05). 　 MTT
and BdU showed that cell proliferation of pEGFP-N2 / XPD group reduced compared with control group (P<0. 05). 　 Com-
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pared with control group, the expression of LOX-1 was significantly down-regulated in siRNA mTOR group (P<0. 05).
Conclusion　 XPD can inhibit HUVSMC proliferation and promote its apoptosis, and reduce the effect of ox-LDL promoting
proliferation of HUVSMC via the mTOR / LOX-1 pathway. 　 XPD may be the target of treatment of atherosclerosis.
[KEY WORDS]　 xeroderm pigmentosum group D gene;　 ox-LDL;　 human umbilical vein smooth muscle cell;　 ather-
osclerosis;　 mTOR

　 　 动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)是心血管疾

病最 常 见 的 病 理 特 征 之 一, 血 管 平 滑 肌 细 胞

(vascular smooth muscle cell,VSMC)过度增殖是促

进 As 发生发展的一个关键因素。 VSMC 增殖与凋

亡失衡是动脉粥样硬化斑块形成及易损斑块恶化

的主要病理基础[1],研究表明,氧化型低密度脂蛋

白(oxidized low density lipoprotein,ox-LDL)在 As 的

形成过程中扮演极其重要的角色[2]。 最近大量研

究证实可以通过抑制 VSMC 增殖而阻止 As 的进

程[3]。 剪切修复基因 D(xeroderma pigmentosum D,
XPD) 是 转 录 因 子 IIH ( transcription factor IIH,
TFIIH)9 个亚基中的一个[4-5]。 XPD 可以激活 DNA
损伤检控点,增加基因的稳定性,防止基因突变和

疾病的产生[6-7]。 有报道 XPD 通过 P53 促进细胞凋

亡[8-9],P53 通过抑制哺乳动物雷帕霉素靶蛋白

(mammalian target of rapamycin,mTOR)而抑制肿瘤

的发展[10-11]。 另有研究发现,在内皮细胞中雷帕霉

素可以通过抑制 mTOR 的活性而抑制血凝素样氧

化型低密度脂蛋白受体 1 ( lectin-like oxidized low-
density lipoprotein receptor 1,LOX-1)对 ox-LDL 的结

合,LOX-1 不仅参与血管内皮损伤,还介导平滑肌细

胞的增殖和迁移进而影响动脉粥样硬化斑块的稳

定性[12]。 目前对 XPD 的研究主要集中在肿瘤的发

生与核酸剪切修复途径中基因功能缺失的关系[13]。
XPD 除了在核苷酸切除修复和转录过程中发挥主

要作用外,还参与细胞的增殖与凋亡[14]。
前期研究证明过表达 XPD 可以抑制 ox-LDL 诱

导的血管平滑肌细胞增殖,促进细胞凋亡,在抑制

As 的形成过程中起重用作用[15],因此,我们设想高

表达 XPD 是否可以下调 mTOR / LOX-1 蛋白表达,
从而抑制 ox-LDL 诱导的血管平滑肌细胞增殖并促

进细胞凋亡,在抑制 As 的形成过程中起作用,从而

寻找抗 As 的新途径。 本研究将 pEGFP-N2 / XPD 重

组表达质粒,转染人脐静脉平滑肌细胞(human um-
bilical vein smooth muscle cell,HUVSMC)使 XPD 高

表达,给予 ox-LDL 预处理,沉默 mTOR 基因,观察

HUVSMC 增殖和凋亡情况,探讨 XPD 参与 ox-LDL
诱导的 HUVSMC 增殖作用信号通路机制。

1　 材料和方法

1. 1　 主要材料

HUVSMC 细胞株购自上海众华生物科技有限

公司,本实验所用的重组质粒 pEGFP-N2 / XPD 和空

载质粒 pEGFP-N2 由张吉翔教授(南昌大学第二附

属医院消化内科)赠予,经过 PCR 反应、酶切以及基

因测序鉴定 pEGFP-N2 / XPD 后用于实验。 DMEM
(高糖)培养基及胎牛血清购自 Hyclone 公司,DMSO
购自 Ameresco 公司,ox-LDL 购自广州奕源生物科技

公 司, 脂 质 体 LipofectamineTM2000 购 自 美 国

Invitrogen 公司,siRNA mTOR 购自 GenePharma(上

海)公司,一抗 XPD、LOX-1、mTOR、p-mTOR、Bcl-2
和 Bax 购自美国 Cell Signaling Technology(CST)公

司,β-actin 购自 Santa Cruz 公司,辣根过氧化物酶羊

抗兔 IgG(二抗)购自北京中杉。 Annexin V-FITC 细

胞凋亡试剂盒购自南京凯基生物有限公司,MTT 购

自北京索莱宝科技有限公司,BdU 购自广州市锐博

生物科技有限公司。
1. 2　 人脐静脉平滑肌细胞培养和 ox-LDL 诱导 HU-
VSMC 增殖模型的建立

实验中 HUVSMC 置于细胞玻璃培养瓶中,用含

12%胎牛血清和双抗(1×105 U/ L 的链霉素和1×105 U/ L
的青霉素)的 RPMI 1640 培养基培养,置于 95%空气

湿度 孵 箱 内 培 养 ( 37℃、 5% CO2 )。 实 验 中 将

HUVSMC 以 5×107 个 / L 接种在 96 孔板,每孔均为

100 μL,并设置一调零孔(只加培养液)。 加入不同

浓度的 ox-LDL(0、6. 25、12. 5、25、50、100 mg / L),以
最佳浓度后给予不同作用时间(0、6、12、24、36 h)得
出最佳作用时间,每组 3 个平行,通过 MTT、BdU 法

检测细胞增殖。
1. 3　 质粒转染

将 HUVSMC 置于含 10% 胎牛血清及双抗(青
霉素和链霉素)的 DMEM 培养基中,以 37 ℃、95%
空气湿度、5% CO2 条件下培养。 转染前 1 天,用不

含抗生素的培养基将细胞按 1. 5 ×105 个 / 孔种于 6
孔板中。 24 h 后,待细胞融合度约 50%时可进行转

染。 分别将 8 μg / 孔的空载质粒 pEGFP-N2 及重组
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质粒 pEGFP-N2 / XPD 稀释在 250 μL / 孔不含血清的

培养基中,轻轻混匀。 在 EP 管中加 10 μL / 孔的 Lipo-
fectamineTM2000,用不含血清培养基稀释成 250 μL / 孔,
轻轻混匀后在室温下孵育 5 min。 将混合稀释好的

质粒分别与稀释好的 LipofectamineTM2000 轻轻混

匀,室温下孵育 20 min,形成复合物。 用 PBS 清洗

细胞,每孔加入 2 mL 不含抗生素的培养基。 把混匀

后的质粒 LipofectamineTM2000 复合物加入到每孔,
并轻轻摇动混匀。 在培养箱中培养 6 h 后换有血清

的培养基常规条件下继续培养。 培养 48 h 后,提取

各孔细胞的蛋白,通过 Western blot 检验重组质粒

pEGFP-N2 / XPD 的转染效果。 实验分组:(1)对照

组;(2) pEGFP-N2 组;(3) pEGFP-N2 / XPD 组;(4)
ox-LDL 组;(5) ox-LDL+pEGFP-N2 组;(6) ox-LDL+
pEGFP-N2 / XPD 组。
1. 4　 siRNA mTOR

siRNA mTOR ( forward:5′-GCCGCAUUGUCUCU
AUCAATT-3′; reverse: 5′-UUGAUAGAGACAAUGCG
GCTT-3′)由 GenePharma(上海)公司构建。 按试剂

盒给予转染,实验分为:(1)对照组;(2)阴性对照

(siRNA NC) 组; (3) siRNA mTOR 组; (4) ox-LDL
组;(5) ox-LDL + siRNA NC 组;(6) ox-LDL + siRNA
mTOR 组。 转染 24 h 后通过 Western blot 检验

siRNA mTOR 的转染效果。
1. 5　 MTT 检测细胞活力

将 HUVSMC 以适量(确保行 MTT 检测时细胞

铺至 80%左右)接种在 96 孔板,每孔均为 100 μL,
并设置一调零孔(加等量培养液),加入 MTT 约 48 h
后弃去上清液后再每孔加入 150 μL 的 DMSO,锡箔

纸遮盖避光在摇床上振荡 10 min。 调酶标仪在

492 nm 处测定各孔吸光度(OD492 nm 值),细胞存活

率=(OD实验组 / OD对照组)×100% 。
1. 6　 EdU 检测细胞增殖

采用 EdU 测定细胞增殖。 细胞以 4 000 个 / 孔
接种于 96 孔板,细胞贴壁后,根据 ox-LDL 不同预处

理浓度及预处理时间进行分组,给予重组质粒

pEGFP-N2 / XPD 及载体转染结束时,按试剂盒进行

EdU 标记,细胞固定化,Apollo 及 DNA 染色,荧光显

微镜下计算染色细胞核占相应总细胞的百分比,每
组 6 个复孔。
1. 7　 流式细胞仪检测细胞凋亡率

用 PBS 液洗涤细胞 2 次后弃残余液。 用不含

EDTA 的胰酶消化(注意避免过度消化细胞),加培

养基终止消化,收集约(2×105) ~ (1×106)的细胞数

量,用 500 μL Binding Buffer 冲悬细胞,分别加入

5 μL Annexin V-FITC 和 5 μL PI,15 min 后用流式细

胞仪检测细胞凋亡率。
1. 8　 RT-qPCR 法检测检测 mRNA 表达水平

将 6 孔板内各组试剂孵育 24 h 后,去除培养液

洗涤后,按每 10 cm2 培养面积加入 1 mL Trizol,加入

1 / 5 体积氯仿并颠倒混匀,静置 15 min 离心 25 min
(12 000 r / min、 4 ℃)。 吸取上层水相而转移至

1. 5 mL 新灭菌无核酶素离心管内,沉淀 RNA 后弃

上清,加 75%乙醇再次离心收集 RNA。 按试剂盒测

试 RNA 浓度,再行 cDNA 合成及按试剂盒 RT-qPCR
的操作条件完成,引物采用广州市锐博生物科技有

限公司 (锐博公司作为专利未公布引物序列)。
mRNA 表达量以 2-ΔΔCt 公式计算。
1. 9　 Western blot 检测蛋白表达水平

将 6 孔板内各组试剂孵育 24 h 后吸净各个孔

内培养基,预冷 PBS 冲洗 3 次后,分别加入细胞裂

解 200 μL,裂解细胞提取总蛋白,使用 BCA 法测定

蛋白质浓度,按 100 μg / 孔上样,经 12% SDS-PAGE
电泳分离蛋白,转膜,5% 脱脂奶粉-TBST 封闭 2 h,
分别用 XPD、LOX-1、mTOR、p-mTOR、Bcl-2、Bax 和

β-actin 的一抗(1 ∶ 1 000)4 ℃孵育过夜,加二抗孵

育 2 h,0. 1% Tween-TBS 洗 10 min,重复 3 次,经过

显色后置入 BIO-RAD Image Lab 成像系统中曝光成

像。 将图片用凝胶图象处理系统分析每组条带灰

度比值。
1. 10　 统计学处理

以上实验均重复 3 次。 采用 SPSS 20. 0 统计学

软件分析,实验所得数据以 x±s 表示,各组数据总

体差异的比较采用单因素方差分析(ANOVA),组
间两两比较采用 t 检验。 P<0. 05 为差异有统计学

意义。

2　 结　 果

2. 1　 ox-LDL 促 HUVSMC 增殖

不同浓度的 ox-LDL 孵化 HUVSMC 24 h,使用

MTT、EdU 法 检 测 细 胞 增 殖 率 比 值, 结 果 显 示

50 mg / L 的 ox-LDL 效果最佳,100 mg / L 与 50 mg / L
的 ox-LDL 作用效果差异无统计学意义(P>0. 05),
因此 后 续 实 验 采 用 50 mg / L 的 ox-LDL 孵 化

HUVSMC 6、12、24 和 36 h,结果表明 24 h 作用效果

最佳,后续研究采用 50 mg / L 的 ox-LDL 孵化 HU-
VSMC 24 h 构建模型(图 1)。
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图 1. ox-LDL 促 HUVSMC 增殖作用的时间和剂量相关性(n=3)
A 为 MTT 检测不同浓度 ox-LDL 对 HUVSMC 增殖的影响;B 为 MTT 检测 50 mg / L 的 ox-LDL 干预不同时间对 HUVSMC 增殖的影响;
C 为 EdU 检测不同浓度 ox-LDL 对 HUVSMC 增殖的影响;D 为 EdU 检测 50 mg / L 的 ox-LDL 干预不同时间对 HUVSMC 增殖的影响。

a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 1. Dose-dependent and time-course effects of ox-LDL on HUVSMC proliferation(n=3)

2. 2　 ox-LDL 对 HUVSMC 中 XPD 蛋白表达的影响

与对照组比较,50 mg / L ox-LDL 孵化 HUVSMC
24 h 使 XPD 的表达下降 61. 71% (P<0. 01),表明在

HUVSMC 中,ox-LDL 抑制 XPD 蛋白的表达(图 2)。
2. 3　 过表达 XPD 对 ox-LDL 诱导 HUVSMC 增殖的

影响

为探索过表达 XPD 后对 ox-LDL 诱导 HUVSMC
增殖的影响,采用脂质体转染法瞬时分别转染重组

质粒 pEGFP-N2 / XPD 和空载质粒 pEGFP-N2 至

HUVSMC。 与对照组相比,重组质粒 pEGFP-N2 /

XPD 组 XPD 蛋白表达增高 2. 6 倍(P<0. 01,图 3),
表明重组质粒 pEGFP-N2 / XPD 转染成功。 EdU 检

测结果显示,与对照组相比,ox-LDL 组细胞增殖率

增加 56. 51% (P<0. 05),转染 pEGFP-N2 / XPD 后细

胞增殖率较对照组减少 39. 13% (P<0. 05),而转染

pEGFP-N2 / XPD 的 ox-LDL 预处理组细胞增殖率较

ox-LDL 组减少 29. 45% (P<0. 05,图 4),以上证实过

表达 XPD 可以抑制 ox-LDL 预处理诱导的 HUVSMC
增殖。
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图 2. ox-LDL 对 HUVSMC 中 XPD 蛋白表达的影响(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 2. Effect of ox-LDL on XPD protein expression
in HUVSMC(n=3)

图 3. 不同组 HUVSMC 中 XPD 蛋白的表达(n=3)
a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 3. Expression of the XPD protein in HUVSMC
from different groups (n=3)

图 4. EdU 检测 pEGFP-N2 / XPD 转染和 ox-LDL 处理后 HUVSMC 细胞增殖的变化(n=6)
a 为 P<0. 05,b 为 P<0. 01,与对照组比较;c 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 4. EdU assay detected changes of proliferation of HUVSMC treated with pEGFP-N2 / XPD
transfection and ox-LDL(n=6)

2. 4　 过表达 XPD 对 HUVSMC 凋亡的影响

流式细胞仪检测结果显示,与对照组比较,ox-
LDL 组凋亡率减少 35. 35% (P <0. 05),重组质粒

pEGFP-N2 / XPD 组 的 凋 亡 率 增 加 38. 09% ( P <
0. 05);过表达 XPD 可以减弱 ox-LDL 抗凋亡作用,
凋亡率增加 62. 02% (图 5)。

与对照组相比,ox-LDL 组 Bax 蛋白表达下调

(P<0. 05),Bcl-2 蛋白表达上调(P<0. 05),Bcl-2 /
Bax 比值增加 2. 53 倍(P<0. 05);重组质粒 pEGFP-
N2 / XPD 组 HUVSMC 中 Bax 蛋白表达上调 ( P <
0. 01),Bcl-2 蛋白表达显著下调(P<0. 01),Bcl-2 /
Bax 比值下降 68. 72% (P<0. 05)。 过表达 XPD 可

以抑制 ox-LDL 预处理 HUVSMC 诱导的凋亡相关蛋

白表达(P<0. 05;图 6)。
2. 5　 过表达 XPD 对 ox-LDL 诱导 LOX-1 蛋白的表

达以及 mTOR 磷酸化的影响

与对照组相比,ox-LDL 组 LOX-1 蛋白表达增加

89. 81% (P <0. 01),mTOR 磷酸化活性上调,增加

90. 74% (P<0. 01);重组质粒 pEGFP-N2 / XPD 组中

LOX-1 蛋白表达减少 40. 21% (P<0. 01),mTOR 磷

酸化活性下调,减少 53. 37% (P <0. 01)。 过表达

XPD 抑制 ox-LDL 预处理诱导的 LOX-1 蛋白表达及

mTOR 磷酸化活性(P<0. 01;图 7)。
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图 5. 各组细胞凋亡情况(n=3)
a 为 P<0. 05,与对照组比较;b 为 P<0. 05,与 ox-LDL 组比较。

Figure 5. Cell apoptosis rate of HUVSMC from different groups(n=3)

图 6. pEGFP-N2 / XPD 转染和 ox-LDL 处理后 HUVSMC
中 Bcl-2、Bax 蛋白表达水平及 Bcl-2 / Bax 变化(n=3)

1 为对照组,2 为 pEGFP-N2 组,3 为 pEGFP-N2 / XPD 组,4 为 ox-LDL 组,
5 为 ox-LDL+pEGFP-N2 组,6 为 ox-LDL+pEGFP-N2 / XPD 组。
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。

Figure 6. The changes of Bcl-2 and Bax protein levels
and Bcl-2 / Baxin HUVSMC treated with

pEGFP-N2 / XPD transfection and ox-LDL(n=3)

图 7. pEGFP-N2 / XPD 转染和 ox-LDL 处理后 HUVSMC
中 LOX-1和 p-mTOR 蛋白表达水平变化(n=3)

1 为对照组,2 为 pEGFP-N2 组,3 为 pEGFP-N2 / XPD 组,4 为 ox-LDL 组,
5 为 ox-LDL+pEGFP-N2 组,6 为 ox-LDL+pEGFP-N2 / XPD 组。
a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。

Figure 7. The changes of LOX-1 and p-mTOR protein
levels in HUVSMC treated with pEGFP-N2 / XPD

transfection and ox-LDL(n=3)
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2. 6 　 沉默 mTOR 对 ox-LDL 诱导的 LOX-1 蛋白表

达的影响

为了确定 mTOR 与 LOX-1 蛋白之间的关系,采
用脂质体转染 siRNA mTOR 至 HUVSMC。 与对照组

相 比, siRNA mTOR 组 mTOR 明 显 下 调, 下 降

48. 03% (P <0. 01;图 8),说明 siRNA mTOR 转染

成功。
与对照组相比, siRNA mTOR 组 HUVSMC 中

LOX-1 蛋白表达减少 46. 32% (P<0. 05),ox-LDL 组

LOX-1 蛋白表达增加 2. 09 倍 ( P < 0. 05 )。 抑制

mTOR 表达可以下调 LOX-1 蛋白,说明 LOX-1 蛋白

在 mTOR 蛋白下游(P<0. 05;图 9)。

图 8. 各组 HUVSMC 中 p-mTOR 的表达(n=3)
A 为 RT-qPCR 检测各组细胞 mTOR mRNA 表达量;B 为 Western blot 检测各组细胞 mTOR 蛋白表达量。 a 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 8. Expression of p-mTOR in HUVSMC from different groups(n=3)

图 9. siRNA mTOR 转染和 ox-LDL 处理后 HUVSMC
中 LOX-1蛋白表达水平变化(n=3)

1 为对照组,2 为 siRNA NC 组,3 为 siRNA mTOR 组,4 为 ox-LDL 组,
5 为 ox-LDL+siRNA NC 组,6 为 ox-LDL+siRNA mTOR 组。

a 为 P<0. 01,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 ox-LDL 组比较。

Figure 9. The changes of LOX-1 protein levels in
HUVSMC treated with siRNA mTOR transfection

and ox-LDL(n=3)

3　 讨　 论

XPD 是 TFⅡH 的组成部分之一,在转录起始和

核苷酸切除修复中增加基因稳定性,XPD 的表达及

功能缺陷可能导致机体不能有效修复突变基因,促
进肿瘤的发生发展[16]。 肿瘤抑制基因 p53 是最关

键的肿瘤抑制基因之一,它通过激活癌细胞凋亡和

自噬性细胞死亡,以及细胞周期阻滞来发挥抗癌作

用。 p53 分为野生型和突变型。 野生型 p53 基因在

维持细胞正常生长、抑制恶性增殖中起重要作用,
当某些细胞的 DNA 损伤无法修复时,其诱导细胞发

生凋亡[17]。 已有研究显示,在 p53 诱导的凋亡过程

中,XPD 能结合并作用于 p53,加速细胞凋亡[18]。
近年研究发现,在高龄、高胆固醇血症、糖尿病

及吸烟等各种 As 的危险因素作用下,血管内皮受损

并产生活性氧可导致 DNA 损伤,提示 As 的发生发

展与 DNA 损伤有密切关系[19-20]。 VSMC 过度增殖

是导致 As 发生发展的一个极其重要的环节[21]。 已

有研究表明,小剂量的 ox-LDL 即可直接或间接导致

血管平滑肌细胞增殖,ox-LDL 刺激 VSMC 过度增殖

是 As 发病机制之一[2,22]。 本研究发现 ox-LDL 预处

理 HUVSMC 后 XPD 蛋白表达减少,并且通过上调

抗凋亡基因 Bcl-2 和下调促凋亡基因 Bax 以及上调

Bcl-2 / Bax 比值来发挥抗凋亡作用,抗凋亡基因 Bcl-
2 和促凋亡基因 Bax 是参与细胞凋亡调控关键的基

因族,在凋亡的各个阶段起调节作用,Bcl-2 表达上

调和 Bax 表达下调可以认为是凋亡被抑制[23],而过

表达 XPD 可以通过下调 Bcl-2 蛋白及上调 Bax 蛋白

表达来减弱 ox-LDL 的抗凋亡作用。
人 LOX-1 蛋白是 C 型凝集素基因簇中Ⅱ型跨
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膜糖蛋白,是 ox-LDL 结合、内化和降解的重要受体。
在正常生理状态下,LOX-1 在血管平滑肌细胞的细

胞膜上呈低水平表达[24]。 然而,在 As、心力衰竭、
肥胖、糖尿病、缺血再灌注等许多疾病状态下 LOX-1
的表达均增加[25-26]。

最近研究发现 LOX-1 除了结合和内化 ox-LDL
外,还有助于血管平滑肌细胞中泡沫细胞的形成;
LOX-1 在 As 发生的早期和晚期均发挥了重要作用。
有报道指出,LOX-1 不仅参与血管内皮损伤,诱导炎

症反应,介导平滑肌细胞的增殖和迁移,而且还参

与了泡沫细胞的形成以及血小板的激活,甚至还能

够影响动脉粥样硬化斑块的稳定性[2,27]。 本研究使

用 ox-LDL 刺激 HUVSMC 增殖,模拟 As 的发生,发
现 ox-LDL 能够上调 HUVSMC 中 LOX-1 蛋白的表

达,其上调作用能被 XPD 过表达所抑制,提示过表

达 XPD 能够抑制 ox-LDL 诱导的 HUVSMC 增殖,与
其抑制平滑肌细胞 LOX-1 介导的 ox-LDL 入胞

有关[28]。
mTOR 是一种高度保守的丝氨酸 /苏氨酸激酶,

对细胞的生长、增殖有重要的调控作用[29]。 mTOR
信号通路由于处于生长调节的中心环节而倍受关

注,mTOR 作为一种重要的调节基因,通过调节细胞

能量代谢及细胞周期等途径发挥重要的生理功能,
mTOR 在调节脂肪及细胞增殖、生长等过程中起着

中心调控点的作用[30]。 在动物模型中使用西罗莫

司(mTOR 抑制剂)能够通过减少炎症反应而抑制

脂质在血管平滑肌细胞中聚集,增加斑块的稳定

性[31-32]。 最近有研究发现雷帕霉素脂质体可能通

过调控 PI3K / Akt / mTOR 信号通路抑制人主动脉血

管平滑肌细胞过度迁移[33]。 Dou 等[34] 采用纳米医

学方法选择性抑制小鼠的哺乳动物雷帕霉素复合

物靶点 1(mTORC1)信号通路,增强雷帕霉素的抗

As 活性。
最近报道雷帕霉素(mTOR 抑制剂)通过干扰

mTOR、NF-κB 及 LOX-1 之间的信号通路下调 LOX-
1 与自噬减少有关,mTOR 是 LOX-1 的上游[35-36]。
本研究发现过表达 XPD 可以抑制 ox-LDL 诱导的

mTOR 及 LOX-1 的表达,siRNA mTOR 下调 mTOR
表达可抑制 ox-LDL 上调 LOX-1 表达的作用。 提示

在 HUVSMC 中, 过表达 XPD 抑制 ox-LDL 诱导

LOX-1 的表达作用可能与其抑制 mTOR 通路有关;
本研究结果与既往文献结果相一致。 这种现象提

示或许可以通过上调 VSMC 中的 XPD 表达来抑制

mTOR / LOX-1 进而控制及治疗 As 的发生及发展。
综上所述,XPD 能抑制 HUVSMC 的增殖并且促

进其凋亡,XPD 可以下调 mTOR 和 LOX-1 蛋白表

达,抑制 ox-LDL 的促 HUVSMC 增殖和抗凋亡作用。
这也许成为治疗 As 新的靶点,为 As 治疗提供新的

思路。
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