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摘要院目的 研究一氧化氮合酶渊NOS冤反义核酸渊ASODN冤对脊髓损伤后 NOS 表达尧细胞凋亡尧信号转导通路的影响遥
方法 设计并合成诱导型 NOS 反义寡脱氧核苷酸渊ASODN-iNOS冤及诱导型 NOS 无义寡脱氧核苷酸渊NSODN-iNOS冤袁
微量注入大鼠蛛网膜下腔并制备成脊髓压迫伤动物模型遥伤后 6 h 分别用 RT-PCR 检测 iNOSmRNA 表达及用

Westernblotting 检测组织中磷酸化丝裂原激活蛋白激酶渊p-p38MAPK冤的变化袁用双标染色流式细胞术检测伤后 7 2 h

细胞凋亡情况遥损伤对照组鞘内注射不含核酸的溶液成分遥 结果 脊髓损伤后组织中存在 iNOS 的表达和 p-p38

MAPK 变化曰损伤后局部组织中存在明显的细胞凋亡曰ASODN-iNOS 可以抑制 iNOS 的表达袁并可以显著抑制损伤后

p-p38MAPK 的表达和细胞凋亡的发生袁与损伤对照组相比差异有统计学意义渊P<0.01冤遥 结论 ASODN-iNOS 可以抑

制脊髓损伤后 iNOS的表达和细胞凋亡袁ASODN 的这种作用可能与 p-p38MAPK 信号转导通路有关遥
关键词院一氧化氮合酶曰寡核苷酸类, 反义曰细胞凋亡曰蛋白激酶类曰信号转导曰脊髓损伤
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Role of antisense oligodeoxynucleotide of inducible nitric oxide synthase in the apoptosis and
p-p38 MAPK signal transduction in rat neurons after spinal cord injury
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Abstract: Objective Tostudytheroleofantisenseoligodeoxynucleotides(ASODN)ofinduciblenitricoxidesynthase(iNOS)

ontheapoptosisandp-p38mitogen-activatedproteinkinase(p-p38MAPK)signaltransductionoftheneuronsafterspinalcord

injury(SCI). Methods Antisenseandnon-senseoligodeoxynucleotidesofiNOSweredesignedandsynthesized, and injected

intothesubarachnoidspace12hbeforethecompressiveinjurywasgiventotheratspinalcord. Reversetranscription-PCR

andflow-cytometrywere usedtoexaminetheiNOSmRNAexpressionandtheapoptosisoftheneuronswithintheinjured

spinalcord. Thechangesofp-p38MAPKsignaltransductionpathwayweredetectedbyWesternblotting. Results Obvious
increaseiniNOSexpressionandup-regulatedp-p38MAPKweredetectedafterSCI, andneuronalapoptosiswasobservedin

theinjuredspinalcord.ASODN-iNOStreatmentresultedindecreasedexpressionlevelsofiNOSmRNAandp-p38MAPK,and

theneuronalapoptosiswasalleviated. Conclusion ASODN-iNOSinhibitsiNOSexpressionandneuronalapoptosisfollowing

SCIwhichmayberelatedtothep-p38MAPKsignaltransductionpathway.
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一氧化氮渊NO冤已被证实参与了脊髓损伤的继发

性反应过程袁其中诱导型一氧化氮合酶渊iNOS冤的活

性变化与脊髓损伤过程中的细胞凋亡密切相关咱1袁2暂袁
但有关参与此病理过程中的信号转导通路目前所知

甚少遥我们应用 NOS 反义核酸渊ASODN冤阻断 NOS
的表达袁研究其与细胞凋亡和磷酸化 p38 丝裂原激活

蛋白激酶渊p-p38MAPK冤信号转导通路变化之间的关

系遥

1 材料和方法

1.1 试剂和仪器

ESCORT尧凋亡试剂盒渊Sigma 公司冤袁寡脱氧核

苷酸 渊ODN袁上海生工生物工程公司冤曰TRIzol 试剂

盒尧RT-PCR 试剂盒 渊Gibco BRL冤袁p38 MAPK assay
kit 渊NEB 公司冤袁羊抗兔 IgG-HRP渊华美公司冤袁PVDF
膜渊Hybond冤曰蛋白电转移装置渊Bio-Rad冤袁微量注射

器渊上海医用激光仪器厂冤袁冷冻离心机渊Eppendorf冤袁
流式细胞仪渊Coulter冤袁PCR 仪渊MJResearch袁Inc冤袁微

型电泳仪渊北京东方特力科贸中心冤遥
1.2 ODN 的设计与合成

反义渊AS冤和无义渊NS冤ODN 根据 iNOS 的 cDNA
序列设计袁与 mRNA 中的 AUG 起始密码子后的 18
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图 1 RT-PCR 结果

Fig.1 Results of RT-PCR
M:Marker;Lane1:NSODN;Lane2:ASODN;Lane3:Injured

spinalcordascontrol;Lane4:Normalcontrol

个碱基序列互补遥ASODN-iNOS院5'CAGGGGCAAG

CCATGTCT3'曰NSODN-iNOS院5'GACAGTCGCGAGC
ACTGT3'遥硫代磷酸基修饰袁PAGE 纯化遥经 NCBI

BlastProgram 检验未发现与啮齿类组织具有同源性遥
1.3 实验分组和模型制备

健康 SD 雄性大鼠渊中山医科大学实验动物中心

提供冤袁体质量 280~320g袁随机分为 4 组院ASODN-
iNOS尧NSODN-iNOS尧损伤对照组和正常对照组袁每

组 9 只动物遥每组动物分别于伤后 6 h 进行 Western
blottin 和 RT-PCR 检测袁7 2 h 进行细胞凋亡检测袁每

次检测任取 3 只动物遥脊髓后路压迫伤模型采用

Nystrom 的方法咱3暂袁咬除 T10~L2 节段的椎板袁压迫物质

量 3 5 g袁时间 10min遥
1.4 体内转染过程

脂质体原液浓度为 2 mg/ml袁参考说明进行配

制曰ODN 终浓度为 40 滋mol/L袁现用现配遥脂质体与

ODN 的质量比为 6颐1遥轻柔混合袁室温孵育 15min遥
ASODN-iNOS 和 NSODN-iNOS 组动物损伤前 12 h
蛛网膜下腔微量注射混合物袁每只动物 10 滋l遥损伤对

照组仅注射 ESCORT 与无菌生理盐水的混合物 10 滋l袁
正常对照组不做任何处理遥
1.5 RT-PCR

取脊髓组织 100mg袁加 1mlTRIzol 混匀 5min曰
加 0.2ml 氯仿震摇 1 5 s袁4 益尧1 0 0 0 0 g离心 15min曰
上层水相加 0.5ml 异丙醇混匀 10min曰4 益尧1 0 0 0 0 g

离心 10min曰沉淀加 1ml75%乙醇袁4 益尧5 0 0 0 g离

心 5 min袁用 DEPC 水重新溶解曰将 9 滋l 提取的总

RNA 与 Oligo(d)T 及下游引物各 1 滋l 混合袁70 益反应

10min 后冷却 1min曰将 10伊PCR 缓冲液尧25mmol/L

MgCl2尧0.1 mol/L DTT 各 2 滋l 与 1 滋l 10 mmol/L
dNTP 混合后加至上述混合物中袁42 益反应 5min曰加

2 滋lSupersript域并补水至 20 滋l袁42 益反转录 50min遥
反 转 录 产 物 2 滋l尧10伊PCR 缓 冲 液 5 滋l尧50 mmol/L

MgCl2 1.5 滋l尧上游引物 1 滋l尧10mmol/LdNTP1滋l尧Taq
酶 0.5 滋l 混合后补水至 50 滋l袁95 益预变性 5min袁95 益
变性 6 0 s袁55 益退火 3 0 s袁72 益延伸 3 0 s袁30 个循环袁
72 益延伸 5min遥反应产物 7.5 滋l 行 1.2%琼脂糖凝胶

电泳袁紫外灯下拍照记录咱1暂遥引物设计如下院iNOS 上

游 为 5'CCCTTCCGAAGTTTCTGGCAGCAGC3'袁下

游 为 5'GGGTGTCAGAGTCTTGTGCCTTTGG3'袁扩

增 473bp遥
1.6 Westernblotting

取脊髓组织 100mg袁PBS渊pH7.4冤洗 3 次袁剪碎袁
加 1ml 裂解液袁匀浆袁常规提取蛋白质并定量咱4暂遥取

200 滋g 蛋白加入 20 滋l 重悬的 p-p38MAPK 抗体 渊兔

抗人 1:200冤袁4 益轻摇过夜曰依次用 1伊裂解液和 1伊激

酶缓冲液洗 2 次袁再与 200 滋mol/LATP 和 2 滋g 活性转

录因子 -2 室温孵育 30min曰加 25滋l 3伊SDS 上样缓冲液袁
100 益变性 5min曰取 30 滋l 样品进行 10% SDS-PAGE
电泳袁并以湿性垂直电转膜仪将蛋白转移至 PVDF 膜

渊90mA尧1.5h冤袁封闭 1 h遥将膜与 ATF-2 抗体渊1颐1000冤
4 益孵育过夜袁羊抗兔 HRP-IgG渊1颐2 000冤孵 育 1 h袁
TBST 洗 3 次袁DAB 显色遥PVDF 膜显色条带为相对

分子质量为 35000~40000 的 p-p38 蛋白咱5暂遥
1.7 细胞凋亡检测

取脊髓组织 100mg袁剪碎袁轻柔吹打袁200 目尧400
目筛网过滤遥4 益尧300r/min 离心 10min袁弃上清袁沉

淀用冰生理盐水稀释袁细胞记数并配成 1伊106/ml 单

细胞悬液遥取 1ml 上述单细胞悬液袁4 益尧1000r/min

离心 5min袁弃上清曰沉淀用 500 滋lbinding 缓冲液渊1伊冤
溶解袁再依次加入 5 滋l Annexin V-FITC尧10 滋l 碘化丙

锭袁室温避光孵育 10min袁流式细胞仪检测咱6暂遥
1.8 统计学处理

采 用 SPSS8.0 统 计 软 件 行 单 因 素 方 差 分 析

渊ANOVA冤袁组间比较用 LSD 法遥

2 结果

2.1 RT-PCR 结果

RT-PCR 结果渊图 1冤显示袁在 400~500bp 之间形

成 mRNA 电泳条带袁ASODN-iNOS 条带与 NSODN-

iNOS 和损伤对照组的相比明显变弱尧变浅袁正常对照

组则没有明显的 iNOS 条带遥

2.2 Westernblotting 结果

图 2 所示为损伤后 6 h 时 p-p38MAPK 表达情

况遥ASODN-iNOS 组 p-p38MAPK 信号分子表达与

损伤对照组相比明显降低遥

M 1 2 3 4

300
400
500

bp
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表 1 脊髓损伤 7 2 h 后组织中细胞凋亡比率渊n=3, x依s冤
Tab.1 Ratio of apoptotic cells in local tissues 72 h

after the spinal cord injury(n=3, Mean依SD)

*P<0.01vs injurycontrolgroup

Group Apoptosis(%)
Normalcontrol 2.70依0.70
Injurycontrol 8.40依0.27
NSODN-iNOS 7.95依1.83
ASODN-iNOS 1.97依0.43*

图 2 p-p38MAPK 的 Westernblotting 检测结果

Fig.2 Westernblotting of p-p38 MAPK
1:NSODN;2:ASODN;3:Injuredspinalcordascontrol;

4:Normalcontrol

1 2 3 4

p-p38MAPK

2.3 流式细胞术检测结果

从流式细胞术双标法检测结果 渊表 1冤 看 袁
ASODN-iNOS 可以显著抑制细胞凋亡率袁与损伤对

照组相比有显著差异渊P<0.01冤遥

3 讨论

脊髓损伤病理过程分为原发性损伤和继发性损

伤袁最终细胞死亡的方式有坏死和凋亡遥坏死主要发

生在原发性损伤的中心部位袁对细胞来说是被动或不

受控的曰细胞凋亡主要伴随于继发性损伤而出现袁发

生于损伤中心区及其周围邻近部分袁是一种可控的程

序性死亡遥有研究显示袁脊髓损伤后第 1 天就开始出

现细胞凋亡袁第 3 天达到高峰袁以后逐渐减少咱7袁8暂遥细

胞凋亡的重要性在于决定损伤后细胞的存活数量和

突触联系的有效形成遥本实验选用伤后 7 2 h 作为检

测凋亡发生的时间点袁发现在脊髓损伤早期存在细胞

凋亡过程遥ASODN-iNOS 可以抑制脊髓损伤后细胞

凋亡率袁提示 iNOS 的诱导活化与脊髓继发性损伤过

程中细胞凋亡有关遥
NO 已被证实参与了脊髓损伤的继发性反应过

程袁其中 iNOS 的活性变化与脊髓损伤过程中的细胞

凋亡密切相关 咱1袁2暂遥NO 可与周围环境中的超氧离子

渊O2
-冤结合生成亚硝酸根离子(ONOO-)袁后者可使DNA

烷化袁并抑制 DNA 修复酶 O- 甲基鸟嘌呤 - 甲基转移

酶的活性袁抑制细胞 DNA 合成袁破坏细胞内的蛋白

质和核酸袁并启动凋亡连锁反应渊如 polyADP-ribose
polymerase 的激活尧线粒体膜通透性改变尧细胞色素

C 的释放尧蛋白质的亚硝酸化和 DNA 断裂等冤袁最终

导致神经细胞凋亡咱9暂遥已知 p-p38MAPK 参与了神经

细胞凋亡过程中的信号转导袁其表达的强弱预示神经

细胞的存活与否袁是细胞对不同损伤的应急反应表现
咱10暂遥在脊髓损伤后神经元和胶质细胞的凋亡过程中可

以看到 p-p38MAPK 的表达增加袁说明脊髓损伤后存

在 p-p38MAPK 信号转导通路的改变 咱11暂袁但 p-p38
MAPK 与 NO/NOS 在脊髓损伤后的关系目前所知甚

少袁脊髓损伤后 NOS 活性变化是否有 p-p38 信号转

导途径参与目前还未见相关文献报道遥我们对此进行

了初步研究袁从实验结果看袁损伤后 6 h 时 p-p38
MAPK 表达显著增加袁这与以往的研究结果 咱5袁12暂接
近曰应用 ASODN-iNOS 可以明显降低损伤后 p-p38
信号分子的表达袁而 NSODN-iNOS 则没有这方面的

作用遥有研究报道脊髓损伤后 iNOSmRNA 的表达高

峰为伤后 6~24h咱13袁14暂袁而 p-p38 在伤后 6 h 出现高峰袁
其高峰出现在 iNOS 大量表达之前袁由此推论院脊髓

损伤导致 p-p38MAPK 激活袁p-p38MAPK 的激活又

可 能 使 NOS 活 性 增 强 袁 并 促 使 细 胞 发 生 凋 亡 曰
ASODN 可以降低 p-p38MAPK 和 NOS mRNA 的表

达袁并减少细胞凋亡的发生遥
本实验采用的方法为脂质体介导的寡核苷酸片

段进行直接体内转染袁该方法简便尧有效袁脂质体载体

在体内安全尧无毒袁并可避免以往基因治疗中存在的

免疫排斥反应尧炎症反应和移植细胞不能长期存活的

问题袁为基因治疗的实际应用提供了一定的实验依据

和技术途径遥
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咱14暂刘成龙, 靳安民, 周初松, 等. 大鼠脊髓损伤后一氧化氮合酶基因
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结果显示 HCV 核心蛋白尧包膜蛋白尧非结构蛋白

NS3尧NS5a 和 NS5b 在细胞中得到表达遥
目前对丙型肝炎的治疗还没有理想的药物袁抗病

毒疫苗可能是最终解决病毒性疾病的有效手段咱9暂遥由

于 HCV存在高度变异特性袁主要原因是在病毒 RNA
复制过程中 RNA 依赖的 RNA 聚合酶缺乏校正功

能袁使得只根据某一基因型病毒的单个抗原设计的基

因工程疫苗或 DNA 疫苗只能对该基因型的病毒有

效袁不能保护其他型别病毒感染曰同时袁该抗原的变异

也将使单抗原疫苗在短期内趋于无效袁限制了这些候

选疫苗的实际应用遥有效的疫苗必须能诱导机体产生

针对不同病毒株的免疫保护作用袁灭活疫苗或减毒活

疫苗具有病毒的全套抗原袁可诱发针对所有病毒抗原

的免疫反应袁可以克服使用单个抗原时由于变异所引

起的免疫逃避遥本研究结合先前的研究提示袁编码

HCV 大前体蛋白的 ORF 序列克隆入载体袁转染真核

细胞后能够表达各组分蛋白咱9暂袁这为 HCV 核酸疫苗

的研制提供了新的思路袁克服传统利用单一抗原来研

制核酸疫苗的局限遥
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