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Fas和 FasL在 Na+／H+交换器一1抑制诱导缺氧大鼠 

肺动脉平滑肌细胞凋亡中的作用 

陆俊羽 姚伟 钱桂生 吴国明 陈维中 李淑平 

【摘要】 目的 探}1t Fas、Fasl Na ／H 交换器一1(NHE一1)抑制所诱导的缺氧大鼠肺动脉平滑叽细 

胞(PASMCs)凋亡中的作用。方法 将转染 NHE一1特异性核酶基因的大鼠PASMCs置于缺氧条件下(02 

的体积分数低下 1 )培养。缺氧培养 2、6、I2、24和 48 h后用原位末端标记法(TUNEI )检测细胞凋1l二情况； 

半定量逆转录一聚合酶链反应(sqRT—PCR)疗法检测细胞内fas和 fasl mRNA表达变化；免疫细胞化学法检 

测细胞内Fas和 Fasl 蛋『J表达变化。结果 转染 NHE一1特异性核酶基因的大鼠 PASMCs在缺氧培养时， 

其细胞凋亡率随缺氧时间的延长而逐渐 Yt 高，但细胞内fas、fasl mRNA及 Fas、Fasl 蛋白表达与对照组细胞 

比较差异均无显著性。结论 Fas／Fasl 死TL=通路可能不参与NHE一1抑制而诱 导缺氧大鼠PASMCs凋亡的 

调控 。 
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[Abstract] Objective To investigate the role of Fas and Fasl expression in apoptosis of pulmonary 

artery smooth muscle cells (PASMCs)in hypoxia induced by inhibition of Na ／H exchanger isoform 一1 

(NHE一1)in rat．Methods The cells were cultured in hypoxia (< 1 ()!)for 2，6，12，24 and 48 hours 

respectively． Then cel1 apoptosis was observed with termina1 deoxynudeotidy1 transferase — mediated 

dUTP—biotin nick end 1abeling(TUNEI )．The changes in fas and fas1 mRNA expression in PASMCs were 

detected by semi—quantitative reverse transcription—polymerase chain reaction(sqRT—PCR)in vitro．The 

expression of Fas and Fasl protein in cells was determined immunohistochemically．Results No significant 

changes in the expression of fas／fasl mRNA and protein between cells transfected with NHE一1 ribozyme 

gene and cells transfectsd with pl XSN．or nontransfected contro1 in hypoxia．Conclusion Apoptosis of 

PASMCs induced by NHE一1 inhibition may occur independent1y of Fas／Fasl death pathway． 

[Key words】 Na’ ／H exchanger isoform 一1； Fas／Fasl ； cell apoptosis； gene expression； 

protein expression； smooth muscle； vascular 

研究表明，肺动脉平滑肌细胞(PASMCs)增殖 

在低氧肺动脉高压肺血管结构重建中起重要作用。 

PASMCs的 Na ／H 交换器一1(Na ／H exchanger 

isoform一1，NHE一1)活化 所致细 胞 内碱 化在 

PASMCs增殖中起“容许性”作用⋯。我们在前期实 

验中，通过构建 NHE一1特异性核酶基因逆转录病 

毒载体，转染入体外培养大 鼠 PASMCs内，发现 

NHE一1抑制可诱导细胞内酸化而抑制 PASMCs 
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增殖，并促进其凋亡 。本研究拟观察NHE一1抑制 

后Fas、Fasl 表达变化，探讨 Fas／Fasl 死亡通路是 

否参与NHE一1抑制从而诱导 PASMCs凋亡调控。 

1 材料与方法 

1．1 材料和主要试剂：转染表达 NHE一1特异性 

核酶基因的体外培养大鼠PASMCs(PRZ细胞)；转 

染逆转录病毒真核表达载体(pl XSN)空载体的大 

鼠 PASMCs(PX 细胞 )；正常大 鼠 PASMCs(PA 细 

胞)为我们前期实验制备，并经实验证实能转染表达 

NHE一1特异性核酶并有效抑制大鼠 PASMCs内 

NHE一1表达 。莫洛尼鼠白血病病毒(MMI V)逆 

转录酶购自美国 Promega公司，Tripure、原位凋亡 

试剂盒购自Roche公司，Tag酶购自上海生工生物 

公司，Fas、FasI 抗体及链霉亲和素过氧化物酶复合 
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物(sABc)试刹盒购fj武汉博 j 德公司。 

1．2 细胞的缺氧培 养：细胞接种 r 24孔培 养板 内 

的玻片 f：，K成 层 换含体f』 分数为0．4 小牛 

m清的 Dulbecco改良 Eagle培 养．：夜(DMEM)培养 

基，使 处J：挣【I：状态Jt ， 缺瓴 胞培养箱进行缺 

氧培养(体fj 分数为5 的 (：()!fll体积分数为95 

的 N：)。分圳 缺铽2、6、1 2、24 f̈ 48 h时取出细胞 

进行 指 愉测。术缺 细胞为 、 组。 

1．3 原f 细胞洲I’：愉洲 ：按原f 洲 I’：试剂盒说明书 

操作，结果 光镜(×400)I 观察， 少观察 5个视 

野，汁数200个以 I：flH胞，汁卵：⋯惟细胞百分率。 

1．4 、卜定II}逆转求一聚 酶链反应(sqRT—PCR) 

法俭测 fas、fasl mRNA的 衷达 ：取对数生长期的单 

层细 胞，JfI Fripure提 取细胞总 RNA 后进 行逆转 

录一聚 酶 链 反 (R F PCR)，以 B一肌 动 蛋 白 

(B—actin)为 参照。fas rjI物 ：I：游 ：5L ACG AAC 

CAG ( 人人 C人C CAA 人T 一3 ；1 游 ：5 一A( C 

(；( A A(；A CT( 人(；( 人人A T(；一3 ；产物 长度 为 

504 bp。fasl 弓I物 ：f 游 ：5 一TC F FAC CGT T(；【： 

T( A CCA I'T一3 ；I 游 ：5 一人T( ”rT TCT CAC 

CCT T( T 人T 一3 ；J 物 长度 为 739 bp。内参照 

B—actinIjI物 ：}：游：5 ～CC人人(；( 【：C AAC CGC 

(；A(；人人(；AT(；人C一3 ；I 游：5 一人(；(；GT A(：A 

T(；( T(；( T( 【：( (；(、(、人( AC一3 ；产 物 长度 为 

587 bp。PCR反 条件：94(。 r 40 s，58(、退 火 

5O s，72(’延仲 90 s，J 复 3()个循环，末次循环后 

延仲 10 rain。将J 物进i l乜泳，紫外灯下观察并照 

相。¨描照片，测定行条Ⅵlirb"fj{分吸光度值(integral 

optical density，A，以厌度 畏示 )。以 fas或 fasl 和 

B—actin／虹物条带 值比( h ／A． nn或 Ah ／ ) 

反映 fas mRNA和fasl mRNA的表达程度。 

1．5 Fas、Fasl 的免疫细胞化学染色：细胞接种于 

24孔培养板I大J的玻片 上，生长成单层后，按 SABC 

试剂盒说l1月 进行 Fas、Fasl 蛋白免疫细胞化学染 

色，3，3 一：氯基联 苯胺 (diaminobenzidine，DAB)显 

色。胞浆lf1或核膜{宗黄色颗粒为阳性，不加一抗为阴 

性对照。Jfj l'iger图像分析系统分析，随机取 5个视 

野，以其 均 值作为 Fas和Fasl，的相对含量。 

1．6 统计学处理：用 SPSS11．5软件进行数据处 

理。所宵数据以均数±标准差( ± )表示，并进行 

FI，SD 苫性检验，组间差异用 q检验进行统计学 

分析 ，P<0．05为差异有统汁学意义。 

2 结 果 

2．1 原f 细胞洲I ：率(表 1)：缺氧条件下，PA组和 

PX组细胞洲 I ：率在 各时间点 间差异无显著性 

(P均>0．05)，PRZ组细胞堋亡率在缺氧 6 h时开 

始升高，斤随缺氧时间延长而逐渐升高。 

2．2 PASMCs中fas mRNA表达(表 2)：PCR产 

物电泳结果经图像分析显示，fas的 PCR产物条带 

A ／A 同时间点各组细胞间以及同组细胞各 

时间点问 异均无显善性(，)均>0．05)。 

2．3 PASMCs中fasl，mRNA表达(表3)：PCR产 

物电泳结 果经图像分析 示，fasl，的 PCR产物条 

带 An ／A 除在未缺氧和缺氧 24 h时 著高于 

¨时问点 PA组细胞外(P均<0．05)，其余同时间 

点各组细胞问以及同组细胞各时间点间差异均无显 

菩性(P均>0．05)。 

2．4 NHE—l抑 制后 PASMCs中Fas蛋 白表达 

表 I NHE—I核酶基因转染对缺氧 PASMCs原位细胞凋亡率的影响( ±s。月一5) 

Table I Changes of apoptosis rates of cells transfected with NHE—I ribozyme gene in hypoxia(x~s，月一 5) 

：’引州II．r nIJ点 I】A．el【IE较：’，’<o．0I；’ I州21l术缺敏ljlf比较： P<0．o 

表 2 NHE—I核酶基因转染对缺氧 PASMCs内 fas mRNA表达水平的影响( ±s，月一3) 

Table 2 Changes of fas mRNA expression of cells transfected with NHE — I ribozyme gene in hypoxia(x+
_ s，月一 3) 
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表 3 NHE—I核酶基因转染对缺氧 PASMCs内fasL mRNA表达水平的影响( ±s，，l=3) 

Table 3 Changes of fas1 mRNA expression of cells transfected with NHE —I ribozyme gene in hypoxia(x~s，，l一3) 

： -』lt ¨I】点 I A组比较： ， <0．05 

表 4 NHE—I核酶基因转染对缺氧 PASMCs内 Fas蛋白表达水平的影响( ±s，n一3) 

Table 4 Changes of Fas protein expression of cells transfected with NHE —I ribozyme gene in hypoxia(x~s，，l一3) 

表 5 NHE～I核酶基因转染对缺氧 PASMCs内FasL蛋白表达水平的影响( ±s，n一3) 

Table 5 Changes of Fas1 protein expression of cells transfected with NHE—I ribozyme gene in hypoxia(x~s．，l一3) 

(彩色插 罔 l，表4)：DAP,染 h 。细胞核膜及胞 

浆内均ur 镓黄色 颗粒。 I 像分析显示，Fas 

蛋 门I；ft 染色 fIIi 时 点 细胞问及l川组 

细胞各,,j'lhl点问篪蚌均厄 }；= Iq(，’均>O．05)。 

2．5 NHE—l抑 制JI PASMCs lII FasI 蛋 n丧达 

(彩色插 l司2，丧 5)：I)AB染包h ，细胞核膜 及胞 

浆内均 叮 踪黄色I；f 颗粒。 像分析 示，FasI 

蛋 惟：染色 值 IIIffh1点行组细胞问及【川组 

细胞各It,j"f．1点问差异均厄 并 (P均>o．05)。 

3 讨 论 

NHE—l是仔 ：m锊’f 滑肌细胞膜 的 ‘种 

管家齄 蛋白，可介导 l：l细胞外 Na 和细胞内 

H ，从 凋 细胞内H 、pH fff、Na’和细胞容积。 

Quinn等‘‘研究发现， 小板源 H-'I-长因子(PD( F) 

和表皮， 长因子(F( F)等 长【夫1 f-．可以通过激活 

NHE—l，导致牛PASMCs细胞IJ、J碱f{二，从而诱发细 

胞增殖；而 肯刺激细胞增殖作JlI都能被 NHE—l 

特异性抑制剂二甲基氨 吡咪(5一N，N—dimethyl 

amiloride，I)MA)抑制。找们 兜l=ji『的实验中发现， 

转染NHE一1特异 核酶琏l凡J Jr ，人鼠PASMCs内 

NHE—l mRNA表达 及 pHi 寿降低，细胞洲亡 

率显菩增加，说明抑制 NHE—l 16"，【1丁涵过细胞内 

酸化滂导PASMCs洲亡 。 

目前认为，细胞洲 有两条 要的信号转导涵 

路，即线粒体依赖性途径和死 受体途径‘ ’‘。细胞 

凋亡的死 I’：受体途径是指细胞洲l’：由死亡受体 

(TNFR或 Fas)介导，涵过死1 ：受体的死I’：功能区 

来实现。Fas是由 fas基冈编码的一种细胞表面受 

体，俘在 J：许多组织细胞丧面，为糖基化的跨膜蛋 

白，由跨膜f 和胞浆区组成。Fas蛋白N端在膜外， 

具有3个富含、}之胱氯酸的结构域，c端在胞浆区内， 

有 ‘段 8o个氯齄酸的序列与细胞 信号的传递 

仃关，被称为死1 ：功能区或者死l、：结构域(DD)。Fas 

的死亡功能 可以与几个蛋白发生多聚化作用从而 

形成死亡诱导信号复合物(death inducing signaling 

complex，DISC)，在细胞洲IL=信号的传递中起着重 

要的、几乎是催化剂的作用。Fas死亡区结合蛋白 

(Fas associated death domain protein，FADD，或称 

Mort—I)c一术端含有死亡功能区的接头分子，可与 

Fas细胞内死亡功能区相互结合‘ ‘，序列分析显示 

内源性 FADD是以配体依赖的方式与 Fas系统相 

连，其 N一末端为死亡效应区(DED)，是濡导细胞洲 

亡所必需的 ‘。Fas介导的细胞洲亡需要天然配体 

(FasI ／Apo一1I )参与。Fas和 FasI 的可溶型可同 

时在细胞巾表达，参与凋节细胞膜 Fas与 FasI 的 

结合”。。一 细胞受到训亡信 号刺激，Fas涵过与其 

特异性配体 FasI 结合而在细胞膜表面发生聚合， 

与FADD形成的复合物涵过FADD的DED与半胱 
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氨酸天冬氨酸蛋白酶 8(caspase 8)特异结构域结 

合，caspase 8自身被降解而激活，激活的caspase 8 

亚基释放到胞浆中，进而激活 caspases的级联反 

应 ，诱导细胞洲亡 。 

Boyle等 研究发现 ，来源于巨噬细胞的一氧化 

氮(NO)通过增强巨噬细胞表达的 Fasl ，与血管平 

滑肌细胞(VSMCs)上的 Fas相互作用，从而引起 

VSMCs洲亡。Imanishi等 发现，在动脉粥样硬化 

损伤血管，表达 Fas1 的血管内皮细胞可以通过 

Fas／Fasl 途径诱导 VSMCs训亡，且这一作用能被 

有 Fas可溶性受体作用的重组 Fas—Fc所阻断。但 

Sata等⋯ 在基因敲除小鼠上进行的研究发现，机械 

损伤后出现的急性或慢性 VSMCs洲亡均与 Fas死 

亡通路无关。Kim等 的研究也发现，在新生儿期 

血管重构、VSMCs训亡过程中Fas／Fasl 的表达无 

明显变化，认为Fas／Fas1 不参与这一过程的调控。 

本实验中通过 sqRT—PCR法检测细胞内 fas 

和 fas1 mRNA表达变化 ，免疫组 化法检 测细胞内 

Fas和Fas1 蛋白表达变化。显示转染NHE一1特异 

性核酶基因后，大鼠PASMCs内fas mRNA及蛋白 

的表达在常氧和缺氧培养时均无显著变化，而 fasl 

mRNA的表达在个别时问点显著增加，但在常氧和 

缺氧培养时 Fas1 蛋白的表达并无显著变化。而我 

们同期的其他研究显示，NHE一1特异性核酶抑制 

NHE一1后，可能通过引起细胞内 Ca 浓度增加、 

bel一2表达降低及 bax表达增加而诱导 PASMcs 

凋亡 。因此推断，Fas／FasI 死亡通路可能不参与 

NHE一1抑制而诱导PASMCs洲亡的调控。至于某 

些时间点fasl mRNA或蛋白表达显著增加在缺氧 

PASMCs洲亡中是否有意义，尚待进一步研究。 
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· 启 事 · ： 
： 
： 

北京医学会 2005年危重病医学学术年会征文通知 i 
： 

北京医学会 2005年危电病医学专业委员会第一届年会将于2005年 12月 17— 18日在北京召开。大会将邀请国内 

外知名危重病医学号家作 题报告。届时，欧洲危重病协会将委派专家对与会代表进行“危重病人紧急事件处理培训课 ； 
程”的演示。为进一步推动危重病医学的发展，鼓励中青年医师积极开展基础及临床研究，本次年会将举办论文报告会，： 

会议组委会将进行优秀论文评选。欢迎 ICU 界医师踊跃投稿，参加会议。 

征文内容包括严重全身感染、急性呼吸窘迫综合征、ICU镇静、休克复苏、出凝血功能障碍、危重患者营养支持以及 ； 
组织灌流与氧代谢的监测、连续性肾脏替代治疗(CRRT)、肺复张技术等。征文要求：2005年12月前未在正式刊物发表 ： 

的论文。论文全文及巾文摘要打印稿及电子版文件(Word格式)各 1份。投稿请寄：北京东单二条甲 7号，北京医学会周 

捷收，邮编 100005。征文截稿 日期：2005年 10月 17日。 ； 

(北京医学会危重病医学专业委员会) 

-t̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ^̂ ．̂ ^̂ ^̂  ̂
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