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!!'摘要(!目的!探讨烟酰胺磷酸核糖转移酶!:JM=8J:K2JI6C@=7C@=9J;=7N<89K:7O69K76#34>/1"在扩张型心肌

病!IJ<K86IMK9IJ=2N=CK8@N#V.>"中的表达及其与V.>发生发展的关系)方法!收集"%!%0"%!-年期间经四川

大学华西医院确诊的!-!例中国汉族V.>患者外周血#随机选择在四川大学华西医院体检中心体检的中国汉族

健康人!-A例作为对照组)利用LF*+4和)6K<8J26,/.)检测V.>组及对照组各样本34>/1血浆蛋白及细胞

内:9JLO2)34表达水平)同时构建细胞内:9JLO过表达及空质粒转染大鼠心肌细胞系 BU."细胞#通过

5+1,!-细胞周期及流式细胞术检测34>/1对BU."细胞增殖-B"(" 诱导氧化应激前后细胞凋亡的影响)结果

V.>组血浆细胞外34>/1蛋白水平高于对照组!L%%#%W"#且不同心衰程度及左室大小之间患者血浆34>/1

蛋白水平差异有统计学意义!L 均%%#%W")V.> 组细胞内:9JLO 2)34水平低于对照组!L%%e%W")体外

实验中#转染34>/1过表达质粒后 BU."细胞增殖能力较空质粒组显著增强#+期比例增加)直接转染或转染

后用 B"(" 诱导氧化应激前后#:9JLO过表达组 BU."存活细胞比例高于空质粒组#晚期凋亡及坏死细胞比例

降低)结论!细胞外34>/1血浆蛋白水平的高表达与外周血细胞内:9JLO 2)34水平的低表达是V.>的

生物学特征之一)细胞内34>/1降低可能是V.>发病机制中的重要因素)

'关键词(!34>/1!V.>!BU."!凋亡!增殖
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2)34J:C69JC@69K<;<==IM6<<7#M=:89J;E867=:6=O8@6;J=<=HJMK<M@K9KM869J78JM78= V.>#1@6I6M96K76=O

J:89KM6<<E<K934>/12KN;6K:J2C=98K:8OKM8=9J:8@6CK8@=H6:67J7=OV.>#

'J,KLCB-?(!!34>/1!!V.>!!BU."!!4C=C8=7J7!!/9=<JO69K8J=:

!!扩张型心肌病!IJ<K86IMK9IJ=2N=CK8@N#V.>"

是一种原因不明的心肌疾病#临床表现以心室扩大

及心室收缩功能下降为主#常伴房性或室性心律失

常#是中-青年心力衰竭的常见病因)烟酰胺磷酸核

糖转移酶!:JM=8J:K2JI6C@=7C@=9J;=7N<89K:7O69K76#

34>/1"是 合 成 烟 酰 胺 腺 嘌 呤 二 核 苷 酸

!:JM=8J:K2JI6KI6:J:6IJ:EM<6=8JI6#34V"的关键限

速酶
+!,)34>/1以两种形式存在于体内#分别为

细 胞 内 34>/1 !J34>/1"形 式 和 细 胞 外

34>/1!634>/1"形式+",)J34>/1主要作为

34V补救合成途径的限速酶而发挥其生物学功能#

调节 34V依赖的蛋白质如沉默信息调节因子!

!7J98EJ:,!#+*)1!"参与了心肌发育-能量代谢-生存

和死亡等重要的生理过程
+-,&而634>/1作为细

胞因子参与各种炎症性疾病的发生进展
+&,)我们前

期研究也已发现 :9JLO 基因+3/位点97U%-&

和97"W%WW$T与中国汉族人群V.> 的发病及预后

均有相关性#提示34>/1在V.> 的发生发展中

扮演了重要角色
+W,)

本研究拟通过 LF*+4-)6K<8J26,/.) 检测

V.>患者和对照组外周血34>/1蛋白及2)34

表达#结合临床特征分析#分析634>/1与V.>

的关系&并构建:9JLO过表达质粒转染大鼠心肌

细胞系BU."细胞#研究J34>/1对BU."细胞增

殖-凋亡的影响以及在氧化应激中的角色#分别探讨

了细胞内-外34>/1与V.>发生发展的关系)

1!材料与方法

1#1!病例及标本收集

V.>组$"%!%0"%!-年期间经四川大学华西

医院确诊的中国汉族 V.> 患者 !-! 例#平均

!$-e&Ud!"#U$"岁)V.> 诊断依据$"%%$年美国

心脏病协会制定的诊断标准以及"%%A年中华医学

会心血管学会和中华心肌病诊断与治疗建议工作组

共同颁布的6心肌病诊断与治疗标准7)心功能评估

采用 美 国 纽 约 心 脏 病 协 会 !36R =̂9P B6K98

477=MJK8J=:#3̂ B4"心功能分级标准#其中7.6

级AT例#8级W-例)对照组$随机选择四川大学华

西医院体检中心体检的中国汉族健康人!-A例#平

均!$-#!"d!%#"T"岁)V.> 患者于入院次日凌晨

静息状态下取肘静脉血送检#采用罗氏.=;K7L$%"

电化学发光分析仪检测'型,钠尿肽!'3/")

收集V.> 患者及对照组新鲜外周血"2F于

肝素钠抗凝管中#置于离心机!$%%9.2J:#离心

!%2J:)吸 取 最 上 层 为 淡 黄 透 明 的 血 清 层#于

bT%a保存#以备LF*+4使用&吸取中间层即外周

血单个核细胞层加入事先置有 19J_=<试剂VL/.

处理后的离心管中#提取)34#以备)6K<8J26,/.)

检测)

本研究遵循的程序符合本院人体试验委员会所

制定的伦理学标准#得到该委员会批准#并与受试者

签署临床研究知情同意书)

1#/!试剂

34>/1LF*+4 试剂盒购自 ?+.3F*YL 公

司#逆转录试剂盒购自 'J=:669公司#YK78+8K98

?:JS697K<+̂ ') D966: >K7869购自 )=M@6公司#

19J_=<试剂购自*:SJ89=H6:公司#BU."细胞株及

:9JLO过表达质粒:9JLO,CMV341>-#!!\"

和CMV341>-#!!\"空质粒由四川大学华西第二医

院分子与转化实验室馈赠#细胞周期检测试剂盒购

自凯基生物#5+1,!细胞增殖检测试剂盒购自碧云

天生物试剂公司#二甲基亚砜!V>+("购自+JH2K

公司#胰酶-V>L> 高糖培养基购自 BN.<=:6公

司#胎牛血清购自1@692=YJ7@69公司#无内毒素质

粒大 提 试 剂 盒 购 自 天 根 生 化 科 技 有 限 公 司#

4::6QJ:1,Y*1../*凋亡试剂盒购自贝博公司#g,

89626DL3LB/V34转染试剂购自)=M@6公司#

-ZB"(" 溶液购自成都市科龙化工试剂厂)

1#;!实验方法

1#;#1!血清 34>/1蛋白检测!采用LF*+4测

定V.> 组和对照组血清34>/1的水平#操作步

骤严 格 按 说 明 书 进 行)采 用 酶 标 仪 !美 国

'*()4VWW%"测量吸光度值#选定波长为&W%:2)

1#;#/!)6K<8J26,/.)检测:9JLO基因2)34

水平!分别检测&%例V.>患者及&%例健康对照

者外周血白细胞内 :9JLO 2)34 表达水平#

V.> 组和对照组外周血提取 )34#逆转录成

MV34#然后进行 :9JLO 基因的荧光定量检测#

B,4M8J:作为内参照#/E;>6I网站设计引物序列

如下$:9JLO-Y$Ẁ,44D4D4.1D.1DD.414

U&
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DD4,-̀#:9JLO,)$Ẁ,4..4.4D414.4DD.

4.1D4,-̀#B,4M8J:,Y$Ẁ,1D4.D1DD4.41.

.D.444D,-̀#B,4M8J:,)$Ẁ,.1DD44DD1DD

4.4D.D4DD,-̀#由上海生工公司合成))1,/.)

结果采用"b"".8
法计算基因的相对表达量)

1#;#;!细胞培养及质粒转染!BU."细胞用含

!%Z胎牛血清和!Z抗生素的V>L> 高糖培养基

培养于-Aa-体积分数WZ.(" 条件下)BU."细

胞按每孔"#W[!%W
数量接种于"&孔培养板中#次

日细胞长至T%Z左右时#按照g,89626DL3L B/

V34转染试剂说明#将%#W$H:9JLO,CMV341>

-#!!\"质粒加入W%$F无血清培养基中&以!c!

加入%#W$F转染试剂#对照组!空质粒组"用空质粒

CMV341>-#!!\"同剂量转染#转染&T@后提取细

胞总)34#通过)1,/.)检测:9JLO的表达情

况#方法同!#-#")

1#;#3!5+1,!法检测细胞增殖!BU."细胞按每

孔&[!%&
数量接种于U$孔培养板中#次日将

%#!$H:9JLO,CMV341>-#!!\"质粒加入!%$F

无血清培养基中&以!c!的比例加入%#!$F转染

试剂#对照组用空质粒同剂量转染#置于-Aa#体积

分数WZ .(" 培养"&@-&T@-A"@及U$@后每孔

加入!%$F 5+1,!溶液#细胞培养箱中继续孵育

"#W@#随后置U$孔板于摇床上摇动! 2J:#在

&W%:2测定吸光度#以$U%:2作为参考波长)同

一样本设W个复孔#共行-次独立实验)

1#;#M!细胞周期检测!BU."细胞按每孔W[!%W

数量接种于!"孔培养板中#次日将!$H34>/1,

CMV341>-#!!\"质粒加入!%%$F无血清培养基

中&以!$!的比例加入!$F转染试剂#对照组用空

质粒同剂量转染#置于-Aa#体积分数WZ .(" 的

细胞培养箱中培养#转染后"&@及&T@收集细胞#

用/'+洗涤细胞并调整细胞浓度为![!%$ 2Fb!#

A%Z乙醇固定#&a保存过夜#染色前用/'+洗去

固定液#加入&%%$F/*染色混匀#&a避光-%2J:#

Y4.+49JK.6<<+=9869流式细胞仪记录激发波

&TT:2处红色荧光)

1#;#N!4::6QJ:f,Y*1.!/*双染法检测 B"(" 诱

导氧化应激的细胞凋亡!利用!"孔板将:9JLO,

CMV341>-#!!\"质粒及空质粒转染 BU."细胞

!方法同前"#分别检测转染后"&@及&T@基础凋

亡情况&利用!"孔板将 :9JLO,CMV341>-#!

!\"质粒及空质粒转染 BU."细胞!方法同前"#转

染后 "&@ 后加入 "%%$2=<.F 及 &%%$2=<.F

B"("#继续培养"&@及&T@后收细胞)各组细胞

以结合缓冲液重悬#调节细胞浓度到![!%$ 2Fb!#

加入 W$F 4::6QJ: f 和 !%$F /*#避光反应

!%2J:&!@内上流式细胞仪进行检测分析#YF!通

道检测4::6QJ:f,Y*1.绿色荧光#YF"通道检测

/*红色荧光)

1#3!统计学方法

组间连续性变量比较采取 G9E7PK<,5K<<J7'

和 >K::,5@J8:6N非参数检验&两组变量的相关性

采取+C6K92K:/7相关性检验&实验数据以!$QdH"

的形式表示#两组数据之间的差异采用独立样本D

检验#三组间数据比较采用单因素方差分析#差异有

统计学意义时采用+3G检验进行两两比较)检验

标准为%#%W)

/!结果

/S1!外周血TG+OD蛋白和 E8TG水平在Y:+

组与对照组中的表达差异

LF*+4结果表明#与对照组相比#V.> 组外周

血34>/1蛋白表达水平增高1!$#$Ud&#UA":H.

2FS7!-#A!d!#"!":H.2F#L%%#%W2)3̂ B4

*f级患者的血浆 34>/1 蛋白含量1!!%#$Ad

$e"-":H.2F2高于 3̂ B4 7.6患者1!&#WUd

"e!A":H.2F2以及对照组1!-#A!d!#"!":H.2F2

!L 均 % %#%W") 3̂ B4 7.6 患 者 的 血 浆

34>/1蛋白含量高于对照组!Li%e%%$")但

V.>患者外周血中 :9JLO 2)34水平低于健

康对照组!L%%e%W")

/S/!Y:+患者外周血TG+OD蛋白水平与临床特

征的相关性

相关分析发现#V.> 患者血清 34>/1蛋白

水平与 '3/间存在显著正相关!Ci%#W$#Li

%e%%!"#与左室舒张末内径和容积间也存在正相关

!Ci%#"U-#Li%#%!!&Ci%#"U&#Li%#%!!"#与左

室搏出量-左室射血分数及短轴缩短率没有相关性

!L&%#%W")

/S;!?54)=过表达对 F4:/细胞增殖及凋亡的

影响

/#;#1!成功转染:9JLO过表达质粒和对照质粒

经)1,/.)检测结果显示#:9JLO过表达质粒转染

&T@后#BU."细胞内:9JLO 2)34表达与空质

粒组相比明显升高#:9JLO过表达质粒转染成功)

/#;#/!:9JLO过表达对 BU."细胞增殖的作用

结果如图!示#培养&T@后#过表达质粒组 BU."

%W
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细胞增殖能力提高#但与空质粒组差异没有统计学

意义#转染后A"@及U$@#过表达质粒组的 BU."

细胞增殖能力较空质粒组增强!L%%#%W")

图1!F4:/细胞转染?54)=过表达及空质粒后/3%-32%-5/%及

4N%的增殖能力

U#<1!OBC=#R,B'>#*,$'A'$#>KCRF4:/$,==?'R>,BH,#(<>B'(?R,$>,-L#>%

C*,BP,@AB,??#(<?54)='(-,EA>KA='?E#-?RCB/3%#32%#

5/%'(-4N%

"L%%#%W#""L%%#%!

/#;#;!:9JLO过表达对细胞周期的影响!结果

如图"所示#转染后"&@#过表达质粒组细胞位于+

期的比例较空质粒组增加!L%%#%W"#转染后&T@

更加明显!L%%#%!"#提示:9JLO表达升高能促

进 BU."细胞的V34合成#从而促进了 BU."细

胞增殖)

图/!F4:/细胞转染TG+OD过表达及空质粒后/3%及32%"期

细胞比例

U#</!D%,ABCACB>#C(CR"A%'?,$,==?CRF4:/'R>,BH,#(<>B'(?R,$>,-

L#>%C*,BP,@AB,??#(<TG+OD'(-,EA>KA='?E#-?RCB/3%'(-

32%

"L%%#%W#""L%%#%!

/#;#3!:9JLO过表达对 BU."细胞凋亡的影响

结果见图-#转染后"&@及&T@#过表达质粒组的存

活细胞均较空质粒组升高#"&@时两组差异有统计

学意义!L%%#%W"#&T@时两组差异无统计学意义

!L&%#%W")过表达组晚期凋亡及坏死细胞的比例

在转染后"&@及&T@较空质粒组均明显降低#&T@

时降低更明显)说明在基础情况下#:9JLO 对

BU."细胞生长有明显抗凋亡作用)

图;!?54)=过表达对F4:/细胞凋亡影响

U#<;!D%,,RR,$>CRC*,BP,@AB,??#C(?54)=C(F4:/'ACA>C?#?

4$1@6C9=C=98J=:=O8@6SJK;<6M6<<7=O BU."KO869;6J:H

89K:7O6M86IRJ8@=S69,6QC9677J:HK:I62C8NC<K72JI7O=9"&@K:I

&T@&'$1@6C9=C=98J=:=O<K86KC=C8=8JMK:I:6M9=8JMM6<<7=OBU."

KO869;6J:H89K:7O6M86IRJ8@=S69,6QC9677J:HK:I62C8NC<K72JI7O=9

"&@K:I&T@&"L%%#%W

/#;#M!:9JLO过表达对 B"(" 诱导 BU."细胞

凋亡的影响!结果见附表)诱导凋亡后"&@#过表

达质粒组在 B"(" 浓度"%%$2=<.F及&%%$2=<.F

时#晚期凋亡及坏死细胞数比例较空质粒组下降#且

存活细胞比例均高于空质粒组#差异均有统计学意

义)"%%$2=<.FB"(" 诱导凋亡后&T@两组存活

细胞比例差异有统计学意义!L%%#%W"#&%%$2=<.

FB"(" 诱导时两组晚期凋亡及坏死细胞比例差异

有统计学意义!L%%#%W")说明:9JLO对 B"("

附表!?54)=过表达对F/7/诱导F4:/细胞凋亡的影响!̀

D'H=,!D%,#(R=&,($,CRC*,BP,@AB,??#(<?54)=C(F4:/'ACA>C?#?#(-&$,-HKF/7/!̀

/@K76 B"("

"&@

(S69 L2C8N
L

&T@

(S69 L2C8N
L

FK86KC=C8=8JM\:6M9=8JMM6<<7 "%%$2=<.F -"#U-d!#W! &&#&"d!#A& %#%%% "A#$!d!#A! -%#-&d!#TW %#!"U

&%%$2=<.F &!#""d!#$" WW#%Ud!#T$ %#%%% -T#A%d!#U- W!#""d"#!" %#%%"

fJK;<6M6<<7 "%%$2=<.F W-#&Td"#%& &A#A$d!#W! %#%!A WA#UWd"#%& W$#$Ad!#&! %#&!W

&%%$2=<.F W%#!Ud!#T- &!#%&d!#A" %#%%- W"#&"d!#T" -U#$Ad!#AW %#%%!

!!(S69$:9JLO,CMV341>-#!!\"H9=EC&L2C8N$CMV341>-#!!\"H9=EC

!W
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诱导的BU."细胞凋亡有明显保护作用)

;!讨论

;S1!TG+OD在Y:+中的表达及意义

研究已发现634>/1作为细胞因子参与各种

炎症性疾病的发生进展#许多炎性疾病都存在血清

34>/1蛋白水平增高#包括败血症+$,-急性肺损

伤
+A,-类风湿关节炎+T,-炎症性肠病+U,-银屑病+!%,

和

心肌梗死
+!!,)长期以来#V.> 的炎性本质被广泛

研究#许多非特异性炎症标志如.)/#补体.--.&-

13Y,t-*F,$-*F,!%等均发现在 V.> 患者中升

高
+!" !-,

并参与了V.>的炎症和免疫调节过程
+!&,)

34>/1可刺激多种细胞因子#包括*F,$-*F,!%和

13Y,t#其中对*F,$的刺激作用最强
+!W,)*F,$是

辅助性1细胞!A!1@!A"相关的细胞因子#导致调

节性1细胞.辅助性1细胞!A!196H.1@!A"失衡#

使慢性心肌炎向V.> 发展
+!$,)*F,$和13Y,#还

是细胞凋亡的膜表面分子Y4+,Y4+F途径的重要

决定因素#参与V.> 心肌细胞的凋亡过程
+!A,)本

研究表明外周血中34>/1蛋白表达与V.>患者

心衰程度及患者左室大小呈正相关#34>/1可能

作为促炎性细胞因子参与了 V.> 心力衰竭的过

程)值得注意的是#34>/1的细胞外促炎作用主

要通过634>/1形式展开#而非通过J34>/1及

34V合成酶的作用#二者需单独评价+!W,)

在本研究中#我们发现 :9JLO 2)34 在

V.>患者外周血白细胞中低表达#这可能是因为我

们检测的:9JLO2)34来自外周血白细胞提取

的)34逆转录而成#主要代表外周血白细胞内!即

J34>/1"的 2)34水平#故可能与血清34>/1

!634>/1"蛋白水平变化不一致#同时提示血清中

升高的34>/1蛋白可能来源于非血源器官或组

织的分泌)有研究也发现V.>患者中心肌组织的

:9JLO 2)34 水平降低#但 34>/1 蛋白升

高
+!T,)因此:9JLO2)34水平的低表达与血清

蛋白水平的高表达是V.>的生物学特征之一)

;S/!细胞内TG+OD对F4:/细胞增殖-凋亡的作

用

细胞内34>/1主要作为34V补救合成途径

的限速酶而发挥其生物学功能)本研究发现

34>/1促进了大鼠心肌细胞系 BU."细胞增殖#

这与其他团队在平滑肌细胞
+!U,
及肿瘤细胞

+"%,
中的

研究结果一致)f43VL)fLL)
+!U,
等发现在人类

血管平滑肌细胞中#34>/1通过增加细胞 34V

水平#增加细胞+*)1!的活性#使/W-组蛋白去乙

酰化抑制/W-的转录#最终促进平滑肌细胞增殖)

该通路间接调节/W-的活性#效果显著#因此推测

34>/1在细胞内发挥的作用可能比较单一#那就

是主要产生 34V#然后激活+*)1!调控细胞的代

谢和寿命)543D 等
+"%,
也发现在前列腺癌细胞

中#34>/1和+*)1!明显增加#而抑制 34>/1

后通过34V的减少显著抑制了癌细胞生长和侵

袭)本研究进一步发现#34>/1主要是通过增加

细胞周期中+期!V34合成期"的比例促进了细胞

增殖)

本研究还发现 B"(" 诱导氧化应激前后#

:9JLO过表达均可明显减少细胞凋亡#这与目前

心肌缺血研究中 34>/1对心肌细胞的保护作用

一致#:9JLO过表达的转基因小鼠心脏内 34V

水平增加#在缺血模型中#其梗死面积和细胞凋亡都

明显减少
+"!,)

;S;!细胞内-外TG+OD在Y:+发生发展中可能

的作用差异

细胞内-外34>/1二者的不同作用可能与其

结构特征有一定关系)34>/1的二聚体结构是

合成34V限速酶的前提条件
+"",#突变的 34>/1

无法形成二聚体导致合成 34V的酶活性基本丧

失#但仍然具有细胞因子活性+"-,)此外#34>/1

的细胞因子作用和合成34V限速酶的作用相互独

立
+"&,)同一疾病中细胞内-外34>/1可能发生不

同变 化 并 发 挥 不 同 作 用)有 研 究 发 现#血 浆

34>/1增高所致脑血管疾病易感性增加和脑细

胞内34>/1降低导致神经元的丢失共同参与了

大脑衰老过程
+"W,)

本研究发现 V.> 患者血浆 34>/1含量增

高#并与V.>患者心衰程度及左室容积正相关#提

示634>/1具有促炎细胞因子功能)而细胞内

34>/1增加可促进 BU."增殖#减少氧化应激中

的凋亡#均通过 34V合成酶的机制发挥作用)此

外我们也发现V.> 患者细胞内 :9JLO 2)34

水平降低#提示细胞内34>/1降低导致细胞保护

功能不足可能是V.>发病的重要因素)细胞外增

高的34>/1作为细胞因子和细胞内34>/1作

为34V合成酶可能共同参与了V.>的发生发展#

细胞内34>/1降低可能是V.>发病机制的重要

因素)

综上而言#34>/1血清中的高表达和外周血

白细胞中2)34水平的低表达是V.> 患者的生

"W
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物学特征之一)细胞内 34>/1促进 BU."细胞

增殖#减少基础情况下及氧化应激中的凋亡)细胞

内-外34>/1可能分别以34V合成酶的机制和

促炎细胞因子的作用共同参与V.> 的发生发展#

细胞内34>/1降低可能是 V.> 发病的重要因

素)细胞内-外34>/1在V.> 发病机制中不同

的作用还有待进一步研究)
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