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［摘　要］目的：探讨沉默干扰素诱导蛋白１６（ＩＦＩ１６）表达对人主动脉外膜成纤维细胞（ＨＡＡＦｓ）凋亡的影响及
其部分机制。方法：应用ＩＦＩ１６小干扰ＲＡＮ（ｓｉＲＮＡ）、ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ转染 ＨＡＡＦｓ分别 ＩＦＩ１６基因沉默组（ＩＦＩ１６
ｓｉＲＮＡ组）、阴性对照组（ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组），未经干预的ＨＡＡＦｓ作为空白组；用流式细胞仪检测凋亡，应用Ｗｅｓｔ
ｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＦＩ１６、细胞外调节蛋白激酶１／２（ＥＲＫ１／２）、磷酸化 ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）蛋白表达。结果：与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组或空白组相比，ＩＦＩ１６ｓｉＲＮＡ组的细胞凋亡率下降，伴随着 ＩＦＩ１６蛋白表达减少，ｐＥＲＫ１／２水平增
高，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。结论：沉默ＩＦＩ１６表达可减少 ＨＡＡＦｓ细胞凋亡，其机制可能部分与 ＥＲＫ信
号通路有关。

［关键词］干扰素诱导蛋白；血管外膜成纤维细胞；凋亡

［中图分类号］Ｒ５４１　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１６）０５０５０７０４
ＤＯＩ：１０．１９３６７／ｊ．ｃｎｋｉ．１０００２７０７．２０１６．０５．００３

ＲｅｄｕｃｉｎｇＥｆｆｅｃｔｏｆＩＦＩ１６ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＨｕｍａｎＡｏｒｔｉｃ
ＡｄｖｅｎｔｉｔｉａｌＦｉｂｒｏｂｌａｓｔｓＡｐｏｐｔｏｓｉｓ

ＸＩＡＯＹａｎ１，ＷＵＱｉａｎｇ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＩｎｔｅｒｎａｌＭｅｄｉｃｉｎｅ，ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｃｉａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｌｏｇｙ，
ＧｕｉｚｈｏｕＰｒｏｖｉｎｃｅＰｅｏｐｌｅ＇ｓＨｏｓｐｉｔａｌＡｆｆｉｌｉａｔｅｄｔｏＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｃｉａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００２，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓｉｌｅｎｃｉｎｇｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１６（ＩＦＩ１６）
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ（ＨＡＡＦｓ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ｔｈｅｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｓｍａｌｌｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅＲＮＡｓ（ｓｉＲＮＡｓ）ｏｆＩＦＩ１６ａｎｄＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡｗｅｒｅｔｒａｎｓｅｃｔｅｄｉｎｔｏＨＡＡＦｓｉｎＩＦＩ１６
ｓｉＲＮＡｇｒｏｕｐ，ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐａｎｄｕｎｔｒｅａｔｅｄｂｌａｎｋｇｒｏｕｐ．Ｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙｆｌｏｗ
ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＦＩ１６，ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ（ＥＲＫ１／２）ａｎｄｐｈｏｓｐｈｏ
ｒｙｌａｔｅｄｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ（ｐＥＲＫ１／２）ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：
ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆＩＦＩ１６ｗｅｒｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｔｈｅＨＡＡＦｓ，ｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｗａｓｄｏｗｎｒｅｇｕ
ｌａｔｅｄ，ｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｓｏｆｐＥＲＫ１／２ｗｅｒｅｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｗｅｒｅｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：ＩｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＩＦＩ１６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｃａｎｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅＨＡＡＦｓｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓ，
ｗｈｉｃｈｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅＥＲＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｐａｔｈｗａｙ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ；ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ；ａｐｏｐｔｏｓｉｓ

　　血管外膜成纤维细胞（ｖａｓｃｕｌａｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌｆｉ
ｂｒｏｂｌａｓｔ，ＶＡＦ）增殖和凋亡的失衡是血管重构的细

胞学基础［１－２］。血管重构是高血压等血管增殖性

疾病的主要病理生理特点［１－２］。人干扰素诱导蛋
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白１６（ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎｉｎｄｕｃｉｂｌｅｐｒｏｔｅｉｎ１６，ＩＦＩ１６）是由
ｐ２００家族中人源蛋白基因ＩＦＩ１６编码，在细胞生长
中起着负性调控作用，对细胞的凋亡起促进作

用［３］。本课题组前期研究发现 ＩＦＩ１６在人脑血管
外膜成纤维细胞（ｈｕｍａｎｂｒａｉｎｖａｓｃｕｌａｒａｄｖｅｎｔｉｔｉａｌ
ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔｓ，ＨＢＶＡＦｓ）存在基础表达，通过下调
ＩＦＩ１６表达能促进 ＨＢＶＡＦｓ增殖，提示 ＨＢＶＡＦｓ增
殖的调控可能部分与 ＩＦＩ１６表达有关［４］。但 ＩＦＩ１６
对ＨＡＡＦｓ凋亡的影响尚未见报道。本研究进一步
通过ＩＦＩ１６小干扰ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）转染使ＩＦＩ１６基因
沉默从而抑制 ＩＦＩ１６表达，观察其对 ＨＡＡＦｓ凋亡
的影响，探讨其可能的机制，为治疗血管疾病提供

新的理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料
原代 ＨＡＡＦｓ（６１２０）、成纤维细胞培养基

（２３０１）、胎牛血清（００１０）、成纤维细胞生长因子
（２３５２）、青霉素／链霉素溶液（０５０３）购自 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ
公司；ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥｓｉＲＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ购
自 Ｒｏｃｈｅ公司；ＩＦＩ１６ｓｉＲＮＡ（ｓｃ３５６３３）、Ｃｏｎｔｒｏｌ
ｓｉＲＮＡ（ｓｃ３７００７）、ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）
（ｓｃ３６８６９）及ＩＦＩ１６抗体（ｓｃ８０２３）购自 ＳａｎｔａＣｒｕｚ
公司；细胞外调节蛋白激酶 １／２（ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｓｉｇ
ｎａｌｒｅｇｕｌａｔｅｄｋｉｎａｓｅ１／２，ＥＲＫ１／２）抗体（ａｂ１７９４２）
和磷酸化 ＥＲＫ１／２（ｐＥＲＫ１／２）抗体（ａｂ４７３３９）购
自Ａｂｃａｍ公司；ＧＡＰＤＨ抗体（ｓｃ２５７７８）购自北京
中杉金桥；ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥＡｐｏｐｔｏｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔＩ
（５５９７６３）购自ＢＤ生物科学。
１．２　方法
１．２．１　人主动脉成纤维细胞（ＨＡＡＦｓ）的培养和
分组　ＨＡＡＦｓ的培养按 ＨＡＡＦｓ说明书的方法进
行培养，取３～５代细胞用于实验。实验细胞分为
３组，为ＩＦＩ１６基因沉默组（ＩＦＩ１６ｓｉＲＮＡ组）和阴性
对照组（ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组）以及未经干预的ＨＡＡＦｓ
组（空白组）。

１．２．２　ｓｉＲＮＡ转染　在六孔板中转染，取生长状
态好的ＨＡＡＦｓ，以１５×１０５个／孔铺板，用不含双
抗的成纤维完全培养基培养，第２天待细胞密度达
３０％～５０％时进行ｓｉＲＮＡ转染。按ＸｔｒｅｍｅＧＥＮＥ
ｓｉＲＮＡＴｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎＲｅａｇｅｎｔ说明书操作，添加 ｓｉＲ
ＮＡ转染复合物干预６ｈ后，换不含双抗的成纤维
完全培养基继续培养，使用 ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ（ＦＩＴＣ

ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄ）检测转染效率，大约在８０％ ～９０％之
间。每组３复孔，实验重复３次。
１２３　ＩＦＩ１６、ＥＲＫ１／２与 ｐＥＲＫ１／２蛋白测定　
按细胞裂解液（ＲＩＰＡ）说明书提取细胞蛋白。应用
ＰｒｏｔｅｉｎＡ２８０检测蛋白浓度。加人ＳＤＳＰＡＧＥ蛋白
上样缓冲液，１００℃加热 ５ｍｉｎ变性。每孔上样
８０μｇ蛋白样品进行 ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电泳，湿法转
膜转移蛋白条带至 ＰＶＤＦ膜。５％脱脂奶粉室温
封闭１ｈ，ＴＢＳＴ洗膜，加入一抗工作液（ＩＦＩｌ６抗体、
ＥＲＫ１／２抗体、ｐＥＲＫ１／２抗体、ＧＡＰＤＨ稀释度分
别为１∶２００、１∶１０００、１∶１０００、１∶５００），置４℃冰箱
过夜，ＴＢＳＴ洗膜，室温下孵育稀释的二抗１ｈ，ＴＢＳＴ
洗膜，ＥＣＬ化学发光。ＩｍａｇｅＪ软件分析ＩＦＩ１６与内参
条带、ｐＥＲＫ１／２与ＥＲＫ１／２的吸光度值之比。
１２４　ＨＡＡＦｓ的凋亡　按 ＡｎｎｅｘｉｎＶＰＥＡｐｏｐｔｏ
ｓｉｓＤｅｔｅｃｔｉｏｎＫｉｔＩ说明书操作，用流式细胞仪检测
ＨＡＡＦｓ的凋亡情况 ，采用细胞凋亡分布图，Ｑ２象
限代表晚期凋亡及坏死细胞，Ｑ３象限表早期凋亡
细胞，凋亡细胞比例（％）＝Ｑ２＋Ｑ３。Ｑ１象限是坏
死细胞，Ｑ４象限是正常细胞。采用 ＦｌｏｗＪｏ软件进
行分析。

１３　统计学处理
应用ＳＰＳＳ１９０统计软件对各组数据进行正态

性及方差齐性检验，计量数据用均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示，采用单因素方差分析，以 Ｐ＜００５为差
异有统计学意义。

２　结果
２１　ＨＡＡＦｓ凋亡率

细胞凋亡包括早期凋亡和晚期凋亡。与 Ｃｏｎ
ｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和空白组比较，ＩＦＩ１６ｓｉＲＮＡ组的细胞
凋亡率减少（Ｐ＜００５），见图 １。以上各指标在
ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和空白组间比较，差异无统计学
意义（Ｐ＞００５）。
２２　ＩＦＩ１６、ＥＲＫ１／２及ｐＥＲＫ１／２蛋白表达

与ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和空白组比较，ＩＦＩ１６ｓｉＲ
ＮＡ组 ＩＦＩ１６蛋白表达下调（Ｐ＜００５），同时 ｐ
ＥＲＫ１／２蛋白表达量增加（Ｐ＜００５），见图２。以
上指标在ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组和空白组间差异无统计
学意义。

３　讨论

ＶＡＦ是血管外膜的主要细胞，在血管重构中
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注：Ａ为细胞凋亡统计结果，（１）与ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ组及空白组比较，Ｐ＜００５；Ｂ为细胞凋亡分布情况，Ｑ２象限代表晚期凋亡
及坏死细胞，Ｑ３象限代表早期凋亡细胞，凋亡细胞比例（％）＝Ｑ２＋Ｑ３；Ｑ１象限是坏死细胞，Ｑ４象限是正常细胞

图１　沉默ＩＦＩ１６表达对ＨＡＡＦｓ凋亡的影响
Ｆｉｇ．１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｏｆＩＦＩ１６ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＡＡＦｓ

注：Ａ为统计结果，Ｂ为蛋白电泳结果。（１）与ＣｏｎｔｒｏｌｓｉＲＮＡ
组及空白组比较，Ｐ＜００５

图２　ＩＦＩ１６、ｐＥＲＫ１／２及 ＥＲＫ１／２蛋白的表达
Ｆｉｇ．２　ＰｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＩＦＩ１６，

ｐＥＲＫ１／２ａｎｄＥＲＫ１／２

扮演者重要角色，有效地抑制ＶＡＦ的增殖、迁移以
及表型转化等对防治血管增殖性疾病有重要意

义［１］。

ＩＦＩ１６在多种上皮细胞，消化道，泌尿生殖道如
卵巢、前列腺、乳腺和乳管表达，并发挥着调节细胞

增殖、凋亡、衰老以及细胞分化等广泛的生物学功

能［５］。在骨肉瘤和软骨肉瘤细胞过表达 ＩＦＩ１６能
抑制细胞增殖［６］。在前列腺癌细胞核过表达ＩＦＩ１６
表达能抑制肿瘤增殖，而异位表达 ＩＦＩ１６于细胞质
则促进癌细胞衰老［７］。在乳腺癌细胞中缺失或减

少的 ＩＦＩ１６水平是导致肿瘤抑制因子 ｐ５３活性降
低，ｐ５３介导的凋亡失调，促使肿瘤发生的原因之
一［８］。在衰老的前列腺上皮细胞和老年人成纤维

细胞ＩＦＩ１６表达增加，且在衰老的成纤维细胞沉默
ＩＦＩ１６后细胞表现出增殖能力［７－８］。本研究结果表

明，在ＨＡＡＦｓ中沉默ＩＦＩ１６能抑制细胞凋亡。
ＥＲＫ１／２由相对分子量分别为４４ｋＤ和４２ｋＤ

的ＥＲＫｌ和ＥＲＫ２组成，能被各种刺激因子磷酸化
而激活，并通过与转录因子作用，发挥调节细胞增

殖、凋亡及分化等生物学功能。激活的ＥＲＫ１／２能
磷酸化转录因子 ｃｍｙｃ和 Ｓｐ１，增强转录因子 ｃ
ｍｙｃ和Ｓｐ１与人端粒酶逆转录酶（ｈｕｍａｎｔｅｌｏｍｅｒａｓｅ
ｒｅｖｅｒｓｅｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ，ｈＴＥＲＴ）启动子特异性结合，增

９０５

　５期 肖　燕等　沉默干扰素诱导蛋白１６对人主动脉外膜成纤维细胞凋亡的影响



加转录活性，抑制细胞凋亡［９－１０］。在肿瘤细胞中，

ＩＦＩ１６蛋白能通过 ｃｍｙｃ的介导抑制 ｈＴＥＲＴ的转
录［１１］。在正常人细胞中抑制内源性的 ＩＦＩ１６表达
能增加 ｈＴＥＲＴ的转录［１１］。细胞凋亡受抗凋亡蛋

白和促凋亡蛋白的调控，其中 Ｂ细胞淋巴瘤／白血
病２（Ｂｃｅｌｌｌｙｍｐｈｏｍａ／ｌｅｗｋｍｉａ２，Ｂｃｌ２）具有抗凋
亡作用，Ｂｃｌ２相关Ｘ蛋白（Ｂｃｌ２ＡｓｓａｃｉａｔｅｄＸｐｒｏ
ｔｅｉｎ，Ｂａｘ）和Ｂｃｌ２相关凋亡促进因子（Ｂｃｌ２ａｓｓｏｃｉ
ａｔｅｄｄｅａｔｈｐｒｏｍｏｔｅｒ，Ｂａｄ）具有促凋亡作用，而细胞
中Ｂｃｌ２／Ｂａｘ的比值决定细胞是否凋亡。ＥＲＫ１／２
能磷酸化 Ｂａｄ蛋白，从而抑制 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ异二聚体
中的Ｂａｘ游离，导致 Ｂａｘ同二聚体的形成减少，抑
制细胞凋亡［１２］。本研究显示，抑制 ＩＦＩ１６的表达，
伴随着ｐＥＲＫ１／２蛋白的上调，ＨＡＡＦｓ细胞凋亡的
减少。

综上所述，通过 ＩＦＩ１６小干扰 ＲＮＡ（ｓｉＲＮＡ）技
术，能抑制ＩＦＩ１６蛋白表达，下调 ＨＡＡＦｓ细胞的凋
亡，伴随着ｐＥＲＫ１／２蛋白表达量增多，提示 ＩＦＩ１６
能调控 ＨＡＡＦｓ细胞的凋亡，其机制可能部分与
ＥＲＫ１／２信号通路有关，但 ＩＦＩ１６是否通过 ＥＲＫ１／
２／ｃｍｙｃ／ｈＴＥＲＴ以及 ＥＲＫ１／２／Ｂａｄ／Ｂａｘ信号通路
调节ＨＡＡＦｓ细胞凋亡，仍需进一步研究。
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