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３ ７ 丈 的 含 １ ０％ 胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基吹散细胞ＴＴＧＧ －３
＇

， 下 游 引 物 ：
５

＇

－ＧＴＣＣＡＧＣＣＣＴＣＡＴＣＣＴＧ －

后 ，接种于培养瓶中 ，

２ｈ 后使用差速离心贴壁法分ＧＣＣ －

３

＇

。 鼠源 ａ
－ＳＭＡ 上游引 物 ：

５
＇

－ＴＧＧＣＣＡＣＴＧＣＴ－

离 以保留 ＣＦｓ 。 在 ５％Ｃ０
２ 、

３７＾ 培养箱 中放置过ＧＣＴＴＣＣＴＣＴＴＣＴＴ －３
＇

， 下 游 引 物 ：

５

＇

－ＧＧＧＧＣＣＡＧＣＴ－

夜 。 培养 ＣＦｓ 至 ８０％￣ ９０％ 汇合状态时 ， 采用胰蛋ＴＣＧＴＣＡＴＡＣＴＣＣＴ －

３

＇

。 鼠 源 ｐ
－

ａｃ ｔ ｉｎ 上 游 引 物 ：
５

＇

－

白酶予 以消化传代培养 ， 取 ２￣ ４ 代细胞用于实验 ，ＡＣＧＧＴＣＡＧＧＴＣＡＴＣＡＣＴＡＴＣ －３
＇

， 下游 引 物 ：
５ 、ＡＣＴ－

经倒置显微镜 、免疫组化方法鉴定为 Ｃ Ｆｓ 。 ＧＴＧＴＴＧＧＣ ＡＴＡＧＡＧＧＴＣ －

３
＇

。 反应条件如下 ：
５０Ｔ

、

１ ． ４ ． ２瞬 时转 染ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｓ和ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ取２ｍ ｉｎ
，

９５丈
、

１ ０ｍ ｉｎ
， 接着 

９５
＂

Ｃ
、
２０ｓ

，
６０ 、

３０ｓ
，

７２

对数生长期 ＣＦｓ 进行转染实验 。 转染前 １ｄ
，将 Ｃ Ｆｓｔ

、
３０ｓ 共 ５０ 个循环的扩增 阶段条件 ；

９５ 丈
、
１ ５ｓ

，

细胞计数后 ，接种于 ６ 孔板 ， 用 ０
Ｐ

ｔ ｉ

－ＭＥＭ 稀释待转６０Ｔ
、

１ｍ ｉ ｎ
，

９５ 丈
、

１ ５Ｓ 的溶解 曲 线 阶段条件 。 以

染 。 成熟 ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏ ｒｓ／ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ 由 美 国 Ｂ ｉ ｏｍ ｉ ｃ卩
－

ａｃ ｔ ｉｎ 作为 内参 ， 用 ２

ＡＡＵ

法计算基 因 的相对表达

生物技术公司设计并合成 。 引物序列如下 ：
ｍ ｉＲ －２９ ａ水平 。

ｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ 上 游 引 物 ：

５
＇

－ＵＡＧＣＡＣＣＡＵＣＵＧＡＡＡＵＣＧ － １ ． ４ ． ５ＭＴＴ 比 色 法检测 细胞增 殖 检测前设计分

ＧＵＵＡ －

３
，

， 下 游 弓 ｜物 ：

５ ＾ＵＡＡＣＣＧＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧ －组 ： 转染ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉ ｎｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏｒｓ组 、转染ｍ ｉ Ｒ －２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ

Ｇ ；ＵＧＣＵＡ －

３

＇

；

ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉｔｏ ｒｓ 引 物序列 ：

５

＇

－ＵＡＡＣ －组 、 阴性对照组和空 白 对照组 。 将处于对数生长期

ＣＧＡＵＵＵＣＡＧＡＵＧＧＵＧＣＵＡ －

３ 、 将 ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉｎｈ ｉ ｂ ｉ

－的各组 ＣＦｓ 用胰蛋 白 酶消化后 ， 完全培养基重悬形

ｔｏ ｒｓ 和 ｍ ｉｍ ｉｃ ｓ 及其 阴 性对 照分别 与脂质体 Ｌ ｉ

ｐ
ｏ

－成细胞悬液 。 用血球计数板进行细胞计数 。 以每孔

ｆｅｃ ｔａｍｍ ｅ

？

２０００Ｒｅａ
ｇ
ｅｎ ｔ 轻吹混匀 ， 室温静置 ２０ｍ ｉ ｎ １ｘ １ ０

４

的密度铺于 ９６ 孔板 中 ， 每组 ５ 个复孔 ， 每孔

后 ， 加人相应各孔细胞 中 ，
３ ７Ｔ

、
５％Ｃ０

２ 保温箱孵２００
ｐ

ｉ
， 连续监测 ２ｄ

， 铺板过程 中要确保每孔加人

育 ２４ｈ
， 更换含血清及双抗的 ＤＭＥＭ 完全培养基并细胞数 －致 。 置于 ３ ７Ｔ

、
５％Ｃ０

２ 培养箱培养 。 从

用浓度为 １ 〇ｎ
ｇ
／ｍ ｌ 的 ＴＧＦ －

（

３ １ 刺激细胞生长 ， 转染铺板后第 ２ 天开始 ，每孔加人 ５
ｇ

／ ＬＭＴＴ
， 继续培养

４８ｈ 后提取转染后细胞的总 ＲＮＡ 。 ４ｈ
， 吸取培养上清液 ， 每孔加入 ２００

ｐ
ｉＤＭＳ０

， 室温

１ ． ４ ． ３ 总 ＲＮＡ 提取和一 步 法 ｑ
ＲＴ － ＰＣＲ 检测 ｍ ｉ Ｒ －下摇床振荡 １ 〇ｍ ｉ ｎ

， 使蓝紫色结晶充分溶解 ， 在酶标

２９ ａ检 测 转 染 后 ＣＦｓ 中 的 ｍ ｉ Ｒ －２９ ａ 含 量 ， 用仪上测定各孔波长 ４９０ｎｍ 处 Ａ 值 。

Ｓ ｔｅｐ
Ｏｎｅ

？
Ｒｅａｌ

－Ｔ ｉｍｅＰＣＲ 系统进行 ｑ
ＲＴ －ＰＣＲ 检测 。１ ． ５ 统计学处理 采用 ＳＰＳＳ１ ９ ． ０ 软件进行分析 ，

采用 ＴＲ Ｉ ｚｏ ｌ 并根 据操 作 手 册
一 步法 抽 提 细 胞 总数据 以 ｘ± ｓ 表示 。 单变量两组资料 间 的 比较采用 ｔ

ＲＮＡ
， 紫外分光光度法测定 ＲＮＡ 的浓度和纯度 ， 通检验 ， 多组均数的 比较采用方差分析 。 所有实验数

过计算 吸光度 （
ａｂｓｏｒｂ ａｎｃｅ

， 
Ａ

） 值 ，

Ａ２６０／Ａ２ ８０ 的 比据分析重复至少 ３ 次 。

值了解其纯度并选取 比值在 １ ．８￣ ２ ．０ 的 ＲＮＡ 样品２

进行 试验 。 采 用ＥｚＯｍ ｉｃ ｓｍ ｉＲＮＡｑ
ＰＣＲＤｅ ｔ ｅ ｃ ｔ ｉｏｎ

＂

Ｐ ｒ ｉｍｅ ｒ试剂盒与Ｅ ｚＯｍ ｉ ｃ ｓＯ ｎ ｅ
－Ｓ ｔ ｅ

ｐｑ
ＰＣ Ｒ试剂 盒并２ ． １瞬时转染

ｍｉＲ －２９ ａｍ ｉｍ ｉｃｓ 、
ｉｎｈｉｂ ｉ ｔｏｒｓ对ｍ ｉＲ －

参照操作手册检测 ｍ ｉ Ｒ －２９ ａ
。 反应条件如下 ：

４２ 丈
、２９ａ 的表达影响 瞬时转染 Ｃ Ｆｓｍ ｉＲ－２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ

、

ｉ ｎ －
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ｐ

ｒ
；

５ １
 （
４

）
？

４９ ５
？

ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏｒｓ及其 阴性对照４８ｈ后 ，
Ｏｎｅ －

ｓ ｔｅｐＲｅａ ｌ
－

ｔ ｉｍｅ２ ． ３瞬 时转染
ｍ ｉＲ －２９ ａｍ ｉｍ ｉｃｓ 、

ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｓ对ＣＦｓ

ｑ
ＰＣＲ 结果显示 ，转染 ｍ ｉＲ －２９ ａｍ ｉｍ ｉｃ ｓ 后 ， 与正常对活化增 殖 的 影 响 瞬 时转染 Ｃ Ｆｓｍ ｉ Ｒ －２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ

照组和 阴性对照组 比较 ， 实验组 ｍ ｉ Ｒ －

２９ ａ 的表达显２４
、
４８ｈ 后 ， 与空 白 对照组和其阴性对照组 比较 ， 实

著上调 ， 差异具有统计学意义 ０
＝ １ ３ ．５ ６

、

１ ３ ．８６
，

Ｐ＜验组 ＣＦｓ 活 力 明 显下 降 ， 差异有统计学意 义 （
Ｆ＝

０ ． ０５
） ， 转染ｍ ｉＲ －２９ ａ ｉｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｓ

后 ， 与正常对照组和３ ５ ．４６
、
３ ３ ．５ ７

，

Ｐ＜０ ？０５
） ， 而瞬时转染

ＣＦｓｍ ｉＲ －２９ ａ

阴性对照组 比较 ，实验组 ｍ ｉＲ －２９ ａ 的表达明 显下降 ，

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔ ｏ ｒｓ２４
、
４ ８ｈ 后 ， 与空 白对照组和其阴性对照组

差异有统计学意 义 ０
＝ ９ ．２３

、
８ ．６５

，Ｐ＜ ０ ． ０５
） 。 见比较 ， 实验组 Ｃ Ｆｓ 活力 明显增强 ， 差异有统计学意 义

图 １
。 （

Ｆ
＝

２ １ ． ２３
、
２５ ． １ ８

，／
＾

〈 Ｏ ． ＯＳ
） 。 见图

３
。

２ ００

「
＊

ｔｔ＃ ２ ００

１

＂

□２４ ｈ ｔ
＃＃

＿
￣

＾

 ？
 ， ５ 〇

－Ｓ４ ８ ｈ

ｓ
， ５ °

－

 与

ｉ
： ｉ

，

：

ｌ ｒｉｍｒｉｆ
＝

——！ １ ２ ３ ４

０
丨

■
＇

 ＿—— １ ＇ ＇

＇ ２ ３ ４

 图 ３ 瞬时转染 后各组 ＣＦｓ 增殖活性变化

图 １ 瞬时转染 ４８ｈ 后各 组 ＣＦｓ 内 ｎ ｉ ｉ Ｋ －

２９ ａ 的表达变化 １  ： 阴性对照绀 ： 空 「 丨
对 照组 ；

３
 ： 转 染 ｍ ｉ Ｋ －

２９ ａｍ ｉ ｍ ｉ ｃ ｓ 组 ；

４
： 转

Ｉ ： 阴性对照组 ；
２

： 空 白对照组 ；
３ ： 转染 ｍ ｉ Ｒ －

２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃｓ 组 ；

４
： 转染 ｍ ｉ 丨 ｛

－２９ ａ ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉ ｔｏ ｒｓ 组 ； 与令 甶对照组 比较 ：

？

Ｐ ＜ ０ ． ０５
； 与鹛性对照

染 ｍ ｉ Ｒ －２９ ａ ｉ ｎ ｌ ｉ ｉ ｈ ｉ ｔｏ ｒｓ 组 ；

１

．

ｊ 空 白对照组 比较 ：

？

Ｐ＜ ０ ． ０５
； 与阴性对照组 比较 ：

＂Ｖ ＜ 〇 ． 〇 １

组 比较 ：

Ｍ
Ｐ ＜ 〇 ． 〇 ｌ

２ ．２瞬 时 转 染ｍ ｉＲ －２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃｓ
、

ｉ ｎ ｈ ｉ ｂ ｉｔｏ ｒｓ对
３讨 ｉ匕

Ｃｏ ｌ ｌ Ａ ｌ 和 ａ
－ ＳＭＡ 的 表 达 影 响 瞬 时 转 染 Ｃ ＦｓＣ Ｆｓ 是心脏 中 数域最多 的细胞 ， 在心肌纤维 化

ｍ ｉ Ｋ －２９ ａｍ ｉｍ ｉ ｃ ｓ
、

ｉ ｉ ｉ ｈ ｉ ｈ ｉ ｌ ｏ ｒｓ 及 其 阴 性 对 照 ４ ８ｈ 后 ，屮 发挥重要的 调控作 用 在心肌纤维化的过程 中 ，

Ｒｅａｌ
－

ｔ ｉｍ ｅ
ｑ
ＰＣＲ 结果显示 ，转染 ｍ ｉ Ｒ －２９ ａｍ ｉｍｉｃｓ 后 ， Ｃ Ｆｓ 受到 ＴＧＦ －

ｐ
ｌ

、血管 内皮生长 因子 （
ｖａｓｃｕ ｌａ ｒｅｎ

－

与正常对照组和其阴性对照组 比较 ， 实验组 Ｃ ｏ ｌ ｉ Ａ ｌ （ 丨 ＜ ， 丨 丨 ｜ （

．

丨 ； ；１ 丨

８ １

￣

０如 ｜ 丨 ｛＾ ； １ 〇 丨

．

５ 丨： （；［
） 等因子刺激 ， 分化为 以

和 ａ
－

ＳＭ Ａ 的表达水平明 显下调 ， 差异有统计学意 义
ａ

－ＳＭ Ａ 为表面标志物肌成纤维 母细胞 ， 有较强 的胶

（
Ｃ〇 ｌ ｌ Ａ ｌ

：

／
＝ ７ ． ３ １Ｊ ． ２ ２

，Ｐ ＜ ０ ． ０ ５
；
ａ

－ ＳＭ Ａ

＾

＝ ５ ． ４５
，

原分泌能力 因此 ， 心肌纤维 化主要是通过 Ｃ Ｆｓ

５ ． ６７
，／

＞

＜ ０ ． ０５
） ，转染 ｍ ｉＲ－２９ ａ ｉ ｎｈ ｉｂ ｉ ｔｏｒｓ 后 ， 与正常

活化增殖成肌成纤维母细胞 ， 促进 Ｃｏ ｌ ｌ Ａ １ 和 ｃｘ
－

对照组和其阴性对照组 比较 ， 实验组 Ｃｄ ｌ Ａ ｌ 和 ａ
－

ＳＭ Ａ 等 的过 度 表达 ， 使得 ￡ＣＭ 蛋 白 和胶原过度沉
ＳＭＡ 的 表 达 水 平 显 著 上 升 ， 差 异 有 统 计学 意 义＾ｋｇ＃

（
Ｃｏ ｌ ｌ Ａ ｌ

：
？＝ １ ０ ． １ ４

Ｊ Ｏ ． ２７
，Ｐ＜ ０ ． ０５

；
ａ

－ＳＭＡ
：
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