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文章亮点： 

实验不仅构建了腺病毒介导的抑制 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子表达的 shRNA，并通过转染内皮细
胞，抑制 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子表达，进一步在细胞层面证实 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因
子-shRNA 转可染明显抑制韦伯潘力氏小体的释放。 

关键词： 
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缩略语： 

N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子：N-ethylmaleimide-sensitive factor，NSF 
 
摘要 

背景：利用 RNA 干扰和沉默基因达到临床治疗效果，已经越来越受到重视。 

目的：探讨利用小干扰 RNA 方法抑制内皮细胞韦伯潘力氏小体释放的效果和意义。 

方法：设计腺病毒介导的针对调节韦伯潘力氏小体释放的关键蛋白 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子 N
端功能区 shRNA，筛选鉴定收获病毒，转染人主动脉内皮细胞，携带 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子
shRNA 的腺病毒感染设为实验组、单纯病毒表达载体转染设为阴性对照组，空白对照组未加任何东西。 

结果与结论：用携带 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子 shRNA 的腺病毒感染内皮细胞后，3 组 N-己基顺丁
烯二酰亚胺敏感因子 mRNA 表达比较，差异有显著性意义(P < 0.05)；实验组的表达随时间变化持续下降，
24，48，72 h 组间比较差异有显著性意义(P=0.048)。N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子蛋白表达实验组低
于两对照组，差异有显著性意义(P < 0.05)；而两对照组之间比较差异无显著性意义(P=0.249)。免疫荧光染
色显示，N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子 shRNA 腺病毒感染，明显抑制凝血酶诱导的韦伯潘力氏小体的释
放。说明携带 N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子 shRNA 的腺病毒感染人主动脉内皮细胞，能明显抑制 N-己
基顺丁烯二酰亚胺敏感因子 mRNA 及蛋白表达，抑制凝血酶诱导的韦伯潘力氏小体释放。 

 

 

RNA interference inhibits Weibel-Palade body release from endothelial cells     
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Abstract 

BACKGROUND: RNA interference and silent genes have got more and more attention as they can achieve 
the clinical effect.  

OBJECTIVE: To explore the effect of small hairpin RNA in inhibiting the Weibel-Palade body release in 
endothelial cell.  

METHODS: A small hairpin RNA mediated with an adenovirus vector was designed depending upon the 
N-terminal functional area of N-ethylmaleimide sensitive factor which act as a key protein in Weibel-Palade 
body release in endothelial cell. Being screened and identified, the harvested viruses were transfected into  
human aortic endothelial cell. The adenovirus vector with N-ethylmaleimide sensitive factor small hairpin 
RNA was regarded as the experimental group, and the pure adenovirus vector was regarded as negative 
control group, the blank control group without any treatment.  
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RESULTS AND CONCLUSION: There was significant difference of N-ethylmaleimide sensitive factor mRNA 
expression in the endothelial cell in three groups after transfected with N-ethylmaleimide sensitive factor small 
hairpin RNA (P < 0.05); the expression of N-ethylmaleimide sensitive factor mRNA in the experimental group was 
decreased with time prolonged, and there was significant difference of the N-ethylmaleimide sensitive factor 
mRNA expression in the experimental group at 24, 48 and 72 hours (P=0.048). The expression of 
N-ethylmaleimide sensitive factor protein in the experimental group was lower than that in the negative control 
group and blank control group, and the difference was significant (P < 0.05); there was no significant difference 
between negative control group and blank control group (P=0.249). The immunofluorescence staining showed 
that the release of Weibel-Palade body in endothelial cell induced with thrombin was inhibited obviously after 
transfected with N-ethylmaleimide sensitive factor small hairpin RNA. The expression of N-ethylmaleimide 
sensitive factor mRNA and protein in endothelial cell transfected with harvested adenoviruses which carried the 
N-ethylmaleimide sensitive factor small hairpin RNA were significantly decreased, and the release of 
Weibel-Palade Body induced with thrombin was inhibited dramatically.  

Key Words: tissue construction; cytological experiments of tissue construction; Weibel-Palade body; RNA 
interference; N-ethylmaleimide-sensitive factor, endothelial cells; adenovirus; provincial grants-supported paper; 
tissue construction photographs-containing paper 
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0  引言 

 
利用小干扰RNA(small linterfering RNA, siRNA 或interfering RNAs，iRNAs) 特异性抑

制靶基因表达，近年来在心血管疾病的防治方面也受到了越来越多的重视[1-5]。 

内皮细胞韦伯潘力氏小体的释放与动脉粥样硬化、急性冠脉综合征等心血管疾病的发生发

展密切相关[6-10]。N-己基顺丁烯二酰亚胺敏感因子(N-ethylmaleimide-sensitive factor，NSF)是

介导韦伯潘力氏小体膜与细胞膜融合从而导致韦伯潘力氏小体释放的关键蛋白[6-8]。但迄今为

止，尚未见利用RNA干扰技术抑制NSF蛋白的表达，从而抑制韦伯潘力氏小体释放的研究报道。

在以往研究NSF释放机制的基础上[6-10]，实验设计合成针对NSF基因功能区的shRNA，进行了

抑制韦伯潘力氏小体释放的研究。该研究对动脉粥样硬化和冠心病的防治有一定的参考价值。 

 

1  材料和方法 

 

设计：细胞组织构建实验。 

时间及地点：于2008年9月至2011年6月在首都医科大学附属北京世纪坛医院中心实验室

及心内科实验室完成。 

材料：  

主要仪器设备：超净工作台购自苏州净化设备厂；Universial 32 高速冷冻离心机为 Hettich

产品；深低温冰箱为 Heraeus 公司产品；荧光倒置显微镜购自 IX-71 OLYMPUS(Japan)；荧

光定量 PCR 仪为 FTC2000 Canada 产品。 

主要试剂： 

Main reagents: 

 

 

 

 

 

 

 

 

割胶回收试剂盒、小量质粒抽提试剂盒 
感受态细胞 DH-5α 
pRNAT-H1.1/Adeno、293 细胞、人主动脉内皮细胞 
LipofectamineTM2000 
RT-PCR 引物探针、RT 试剂、荧光定量 PCR 试剂、PCR 退火试剂盒 
NSF 一抗 
内参一抗、HRP 二抗 DEPC  

闪晶生物试剂公司 
GenScript 公司 
Invitrogen 公司 
ShineGene 公司 
Abcam 公司 
南京金思特公司 
Sigma 

注：其他普通化学试剂为上海化学试剂厂生产的分析级试剂。 

试剂 来源 
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方法： 

NSF特异性siRNA的设计与合成： 

NSF特异性siRNA的设计：从GeneBank中选取人

NSF基因序列(基因收录号：N_006178))，采用siRNA 

Target Designer- Version 1.51设计软件，设计针对NSF

基因N-末端区(1-205个氨基酸)的19nt寡核苷酸干扰序

列(5’-TAG GAC TGG TTG TTG GAA ACA-3’)设计

NSF-shRNA序列。 

NSF-shRNA的合成：合成编码NSF-shRNA的DNA

模板的两条单链，模板链后面连接RNA PolyIII聚合酶转

录中止位点，同时两端分别设计MluⅠ和HindⅢ酶切位

点，可以克隆至siRNA载体SD1219多克隆位点的MluⅠ

和HindⅢ酶切位点之间(DNA模板由上海Shinegene公

司合成)。 

NSF-shRNA腺病毒表达载体(pRNAT-NSF-shRNA)的构

建及鉴定： 

腺病毒载体的构建：使用 pRNAT-H1.1/Adeno 

(SD1219) 腺病毒载体，见图1。经MluⅠ和HindⅢ双酶

切SD1216，凝胶电泳，回收纯化后，与新合成的两端

分别带有MluⅠ和Hind Ⅲ酶切位点NSF-shRNA DNA

模板进行连接。50 ng的退火产物，在3单位的T4 DNA

连接酶作用下，10 μL反应体积内16 ℃过夜，连接产物转

化DH5α感受态细菌，将5 μL连接产物与50 μL感受态细胞

混匀，冰浴30 min，42 ℃热休克90 s，再冰浴3-5 min，

加入400 μL 预冷的LB液体培养基，37 ℃轻摇培养

45-60 min，取200 μL在LB-Kana(卡那霉素)固体培养基

(卡那霉素浓度为25 mg/L)上铺板接种，自然干燥5-  

10 min，37 ℃倒置培养过夜，收获细菌，使用闪晶公

司的小量质粒抽提试剂盒提取质粒DNA，并使用MluⅠ

和Hind Ⅲ双酶切鉴定和测序鉴定后标记冻存。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

腺病毒包装及收获：生长旺盛的293细胞，配成

2×109-2×1011 L-1细胞悬液，进行重组腺病毒DNA转染，

加入50 μL无血清培养基于两管中，一管加入0.8 μg 

DNA，另一管加入2 μL脂质体2000，5 min后将两管溶

液混合，静置20 min，加入24孔板，6 h后，更换1 mL 5%

血清培养液继续培养10 d，将已经出毒的细胞反复冻融

3次，收获原代病毒。 

病毒滴度测定：75 cm2培养瓶中加入10 mL、5×106 

293A细胞，取0.5 mL原代病毒保存液，加入培养瓶，

晃动3次，37  CO℃ 2孵箱中培养90 min，加入5%DMEM

培养液9 mL，72 h后收集细胞，600×g离心5 min，去

上清，加入1 mL病毒保存溶液，-20 /37℃  ℃冻融3次，

离心收集上清，使用 TCID50(50% tissue culture 

infective dose)法进行病毒滴度测定(参考说明书)，并使

用荧光PCR检测病毒干扰效率，检测后冻存于-80 ℃。  

人 主 动 脉 内 皮 细 胞 转 染 ： 采 用 脂 质 体

LipofectamineTM2000进行细胞转染。2×108 L-1种植于6

孔板，80%的融合时，使用NSF-shRNA腺病毒和单纯

病毒表达载体感染人主动脉内皮细胞分别设为实验组

和阴性对照组，空白对照组不加任何东西，每孔加病毒

液60 μL，分为0(感染后即刻)，24，48，72 h组分别收

获细胞。 

RT-PCR检测目的基因表达： 

总RNA的提取：使用TRIZOL法提取总RNA。分组

转染的细胞，每孔加入200 μL TRIZOL试剂，吹打裂解

细胞，4  8 000×℃ g离心5 min，弃上清，50 μL 

H2O(DEPC处理)溶解RNA，55-60 ℃，5-10 min，测A

值定量RNA浓度，并电泳检测总RNA。 

引物设计与合成：根据人NSF mRNA序列(基因收

录号：NM＿006178)，设计的PCR引物分别为：上游：

TGG GCT GGG CTT TCT ATT G；下游：TGC CAT 

CTT GTC GGT GTC A；PCR扩增片段长150 bp。β-

肌动蛋白(β-actin)为参照：上游引物：TGA CGT GGA 

CAT CCG CAA AG；下游引物：CTG GAA GGT GGA 

CAG CGA GG；PCR扩增片段长度205 bp。引物由上

海Shinegene公司设计合成。 

荧光定量PCR实时检测NSF mRNA表达：利用实时

荧光定量PCR(RT-PCR)荧光信号的积累实时监测整个

PCR进程，建立扩增曲线，准确确定Ct值(每个反应管

内的荧光信号到达设定阈值时所经历的循环数)，按照试

剂盒说明书进行操作。根据预实验确定的反应条件：   

25 10 min 42℃  ℃ 60 min，85 ℃ 5 min，4 ℃冷却。荧

光定量PCR扩增条件为：94 ℃ 4 min；94℃ 20 s，60 ℃ 

30 s，72 ℃ 30 s，循环35次。 

Western Blot检测NSF蛋白表达：转染腺病毒的细胞用

3 mL 4 ℃预冷的PBS(0.01 mmol/L pH 7.2-7.3)洗涤3

图 1  pRNAT-H1.1/Adeno(SD1219) 

Figure 1  pRNAT-H1.1/Adeno(SD1219) 
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次，加裂解液1 mL摇匀，置于冰上裂解30 min，4  ℃   

12 000 r/min离心15 min，取上清液进行SDS-PAGE 电

泳，转膜，压片曝光和进行斑点扫描。 

免疫荧光染色检测NSF重组腺病毒对韦伯潘力氏小体释

放的作用：采用上述同样方法培养转染NSF-siRNA重组

腺病毒的人主动脉内皮细胞，转染72 h后收集细胞，用

4 U/L凝血酶(Thrombin)处理培养细胞1 h，同时以不加

任何干预的正常细胞为对照，以鼠抗人VWF抗体为一抗

对上述4组细胞进行免疫荧光染色，观察韦伯潘力氏小

体的释放的抑制情况。 

主要观察指标：主要观察内皮细胞韦伯潘力氏小体

的释放，以免疫荧光染色显示；观察主要调控蛋白NSF

的mRNA及蛋白质表达，分别以PCR和Western Blot显

示。 

统计学分析：3次重复的实验数据，使用SPSS 13.0

统计软件进行分析，对计量资料进行正态分布检验，以 

x
_

±s表示。先进行方差齐性检验，如不齐则采用变量变

换达到齐性，采用one-way ANOVA分析进行组间比较，

两两比较用LSD法，α=0.05，P < 0.05为差异有显著性

意义。 

   

2  结果 

 

2.1  NSF-shRNA 序 列 及 腺 病 毒 表 达 载 体 鉴 定

NSF-shRNA序列   设计的针对NSF基因N-末端区

(1-205个氨基酸 )的19nt寡核苷酸干扰序列 (5’-TAG 

GAC TGG TTG TTG GAA ACA-3’)NSF-shRNA，见图

2。该序列经过Blast数据库分析，与其他分子无同源序

列，G+C含量接近50%，正义链和反义链，以Loop(9nt)

相连，称为NSF-shRNA，并分别在5’和3’端引入Mlu Ⅰ

和Hind Ⅲ酶切位点，总长度为76 bp。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

重组腺病毒载体NSF-shRNA测序结果：将设计合成的

NSF-shRNA 序 列 与 腺 病 毒 载 体 pRNAT-H1.1/ 

Adeno(SD1219)，见图1，连接，转化连接子，获得真

核表达质粒阳性克隆。测序鉴定及序列比对结果，见图

3，均正确。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PCR产物电泳鉴定结果，见图4，Lane 1-11、13-16

为阳性克隆，出现大小为250 bp的扩增条带；Lane12

为阴性克隆，未出现特异性扩增条带。引物为

pRNA-H1(正义链)：5’ TAA TAC GAC TCA CTA TAG 

GG3’ ；pShuttle-H1.1 (反义链)：CAA AAC TAC ATA 

AGA CCC CCA C。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.2  重组腺病毒鉴定   

重组腺病毒滴度测定：使用TCID50法进行病毒滴度测

定。pRNAT-H1.1(SD1219)腺病毒载体携带cGFP基因，

使用不同浓度腺病毒悬液感染293细胞48 h后荧光显微镜

下的结果，见图5，显示0.1 μL病毒感染293A细胞48 h，

感染效率最高，荧光表达最好。并根据TCID50法计算滴

度公式计算出本次病毒制备的滴度为2×109 TU/mL。 

图 2  设计的 NSF-shRNA 具体序列 

Figure 2  Specific sequence of N-ethylmaleimide sensitive 
factor small hairpin RNA 

图 3  重组质粒测序图，测序鉴定及序列比对结果正确 

Figure 3  Recombinant plasmid sequencing disgram, right 
sequenced identification and sequence alignment 
results 

图 4  重组腺病毒 NSF-shRNA 载体 PCR 产物电泳图 

Figure 4  PCR product electrophoresis pattern of recombinant
adenovirus N-ethylmaleimide sensitive factor small 
hairpin RNA carrier 

注：Lane 1-11、13-16 为阳性克隆，出现大小为 250 bp 的扩增条

带；Lane12 为阴性克隆，未出现特异性扩增条带 



 
杨水祥，等. RNA 干扰抑制内皮细胞韦伯潘力氏小体的释放 

ISSN 2095-4344  CN 21-1581/R   CODEN: ZLKHAH 305

www.CRTER.org 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

重组腺病毒NSF-mRNA荧光PCR检测结果：重组腺病毒

收获及测定滴度后，感染QBC939细胞，感染后收集细

胞、提取总RNA、检测目的NSF-mRNA表达。结果显

示，与对照组相比，NSF基因在干扰病毒转染后表达降

低，表明重组腺病毒具有干扰效果，干扰病毒包装成功，

检验结果见表1。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.3 转染人主动脉内皮细胞后NSFmRNA的表达   

总RNA质量检测：利用紫外分光光度计检测样品12

份， A260/A280在1.8-2.0，均合格；2%凝胶电泳，18 s

和28 s两条带明亮清晰，亮度比值2∶1，说明RNA质量

良好(图省略)。 

 

RT-PCR实时定量NSF-mRNA扩增曲线：实时荧光定量

PCR(RT-PCR)根据反应体系中的荧光基团，建立实时

扩增曲线，内参基因及NSF-mRNA的扩增曲线如下，见

图6。该反应体系中，Ct值的重现性极好，即同一模板

不同时间扩增或同一时间不同管内扩增，得到的Ct值恒

定，并可利用标准曲线对未知样品进行定量测定。溶解

曲线是内嵌染料在反应末尾时对扩增产物溶解而产生

的溶解峰，单峰表明扩增产物特异性好。本实验各组中

目的基因及对照基因的溶解曲线均为单峰，表明扩增结

果具有特异性，见图6。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 5  不同浓度腺病毒感染感染 293A 细胞 48 h 的比较

(×200) 

Figure 5  Comparison results of 293A cells after transfected 
with different-concentration adenovirus for 48 h 
(×200) 

A：1 μL 时荧光显微镜显示感染效率高，荧光表达丰富； 

B：0.1 μL 时显示感染效率最高，荧光表达最好； 

C：0.01 μL 时显示感染效率差； 

D：0.001 μL 时感染效率最差。 

表 1  重组腺病毒感染 QBC939 细胞后目的基因表达 

Table 1  Target gene expression of recombinant adenovirus 
transfected QBC939 cells 

样本编号 
内参 (β-actin) 

Ct1 Ct2 Ct3 平均 Ct 值 平均相对拷贝数

 
S007 

 
18.787 

 
19.418 

 
19.244 

 
19.149 9 

 
9.55×107 

对照 20.621 21.250 21.004 20.958 1 
 

2.82×107 

样本编号 
NSF 

Ct1 Ct2 Ct3 平均 Ct 值 平均相对拷贝数

 
S007 

 
24.421 

 
25.048 

 
24.651 

 
24.706 5 

 
2.26×106 

对照 25.403 26.030 25.593 25.675 5 1.18×106 
 

Figure 6  Amplification curve and melting curve of real-time 
quantitative-PCR N-ethylmaleimide sensitive factor 
small hairpin RNA 

图 6  RT-PCR 实时定量 NSFmRNA 扩增曲线与溶解曲线

注：1-4 分别代表空白对照组 0，24，48，72 h；5-8 分别代表阳性

对照组 0，24，48，72 h；9-12 分别代表实验组 0，24，48，72 h。
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转染后NSF-mRNA的表达量：通过检测每个样品的对

照基因，计算目的基因的相对表达量。计算方法：

Ct△ ( 相 对 表 达 量 )=Ct( 目 的 基 因 )-Ct( 内 参 ) 。

NSF-mRNA的表达情况，见图7(以2- Ct△ 为观察指标)。

如图所示，各组比较，实验组与空白对照组(P =0.02)、

实验组与阴性对照组(P=0.035)之间有显著性差异；而

空白对照组与阴性对照组之间比较，差异无显著性意

义(P=0.25)。在各组内部不同时间点的比较上，空白对

照组 (P=0.988)和阴性对照组 (P=0.955)内各时间点

NSF-mRNA的表达差异无显著性意义，实验组内

NSF-mRNA的表达量随着时间的变化持续下降，差异

具有显著性意义(P=0.048)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

转染人主动脉内皮细胞后NSF蛋白表达：与空白对照组

及阴性对照组相比，实验组NSF的表达随着培养时间的

延长明显减少，呈递减趋势，表明重组腺病毒在人主动

脉内皮细胞内大量复制并有效抑制了NSF-mRNA的表

达；而空白对照组及阴性对照组内部NSF蛋白的表达无

明显变化，3组之间GAPDH蛋白的表达量基本相同。

NSF蛋白的表达量在实验组与空白对照组(P=0.031)、

实验组与阴性对照组(P=0.004)比较，差异有显著性意

义；而空白对照组与阴性对照组之间比较，差异无显著

性意义(P=0.249)，见图8。 

 

免疫荧光染色显示RNA干扰抑制韦伯潘力氏小体释放情

况：携带NSF-RNA干扰腺病毒感染人主动脉内皮细胞后

可抑制凝血酶(Thrombin)诱导的韦伯潘力氏小体的释

放，而双链DNA没有这种作，见图9。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3  讨论 

 

利用siRNA干扰和沉默基因达到临床治疗效果，已

经越来越受到重视
[11-12]。本文不仅构建了腺病毒介导的

抑制NSF表达的shRNA，并通过转染内皮细胞，抑制

NSF表达，并进一步在细胞层面证实了NSF-shRNA转

图 8  NSF 蛋白电泳图 

Figure 8  Electrophoresis of N-ethylmaleimide sensitive factor 
protein 

图 7  各组间 NSF-mRNA 表达比较 

Figure 7  Comparison of N-ethylmaleimide sensitive factor 
small hairpin RNA expression among groups 

2-△
C

t 

0 h       24 h      48 h      72 h 

0.250 

0.200 

0.150 

0.100 

0.050 

0  

空白对照组 
阴性对照组 
实验组 

 
76×103 
 
 
37×103 
 
 
 
 
 
76×103 
 
 
 
37×103 

图 9  RNA 干扰抑制内皮细胞韦伯潘力氏小体释放(×400)

Figure 9  RNA interference inhibits the Weibel-Palade body  
release in endothelial cells (×400) 

A: 正常对照组内皮细胞。B：Thrombin 诱导 Weibel-Palade 小体释放。

C：RNAi+Thrombin，RNAi 抑制 Thrombin 诱导 Weibel-Palade 小体

释放。D：dsDNA+Thrombin，双链 DNA 不能阻断 Thrombin 诱导的

Weibel-Palade 小体释放 

a1    a2     a3    a4     b1   b2    b3    b4

a1    a2     a3    a4     c1   c2    c3    c4 

注：a1-a4分别代表实验组 0，24，48，72 h 的细胞；b1- b 4分别代

表空白对照组 0，24，48，72 h 的细胞；c1- c 4分别代表阴性对照

组 0，24，48，72 h 的细胞 
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染明显抑制韦伯潘力氏小体的释放。下面就相关问题予

以讨论。 

 

3.1  韦伯潘力氏小体(WPB)与心血管疾病  1975年

Palade和de Duve 通过电镜发现了韦伯潘力氏小体，它

是内皮细胞中的分泌颗粒。其中包含：P-选择素[13]，介

导单核中性白细胞的黏附；vWF，促进血小板聚集；内

皮素1[14]，强烈收缩血管，与动脉粥样硬化和急性冠脉

综合征的斑快破裂有关；白细胞介素8[15]，不仅吸附中

性白细胞，而且激活白细胞使之释放炎性递质；因此，

韦伯潘力氏小体的释放导致血小板聚集，中性白细胞黏

附到血管内皮和诱发血管痉挛等一系列血管壁的炎症

反应及病理生理改变，显然与动脉粥样硬化和急性冠脉

综合征的发生发展密切相关。 

 

3.2  NSF介导韦伯潘力氏小体释放  NSF是一种介导

韦伯潘力氏小体膜与细胞膜融合导致细胞外吐作用

(exocytosis)，即小体内容物释放起关键作用的蛋白   

质 [6-8]。NSF通过可溶性NSF黏附蛋白 (soluble NSF 

attachment proteins，SNAPs)附着在细胞膜上，而后者

是通过黏附蛋白膜结合受体结合到细胞膜上。NSF蛋白

作为分子伴侣，通过水解三磷酸腺苷改变黏附蛋白膜结

合受体复合物的分子构型，使复合物解聚，使细胞膜与

囊泡膜融合，内容物释放，并使黏附蛋白膜结合受体的

单体成分循环使用。每一个NSF单体是由三个功能区

(domain)所构成[8]：N-末端区和两个同源三磷酸腺苷结

合区域。N-末端区 (1-205个氨基酸 )是与SNAP和

SNAREs相互作用的区域。NSF的活性受翻译后修饰调

节，以保证其使囊泡膜与细胞膜融合，使囊泡内容物释

放。 

 

3.3  抑制NSF，调节韦伯潘力氏小体释放  鉴于韦伯

潘力氏小体释放与心血管疾病的相关性，人们积极寻求

抑制NSF的方法，从而调节韦伯潘力氏小体的释放。Ito 

等 [16-18] 利用人免疫缺陷病毒反转录蛋白转导区

(transduction domain)与NSF形成融合蛋白(TAT-NSF)，

抑制NSF 三磷酸腺苷酶(ATPase)活性；他们还发现他

汀类药物能抑制韦伯潘力氏小体的释放[17-19]。研究表

明，血管内皮生长因子也是通过增加NO[20-21]，使NSF

亚硝基化从而完成调节韦伯潘力氏小体的释放。H2O2

抑制NSF 三磷酸腺苷酶水解活性 [17-20]，导致可溶性

NSF附着蛋白受体复合物解聚，抑制韦伯潘力氏小体释

放。杨水祥等[6, 7, 9]发现，凝血酶介导WBP释放增加的

同时，使Rac-GTP结合活性及ROS增加，认为韦伯潘力

氏小体释放机制是Rac1依赖的ROS调节过程。在此基

础上，作者努力寻找siRNA抑制韦伯潘力氏小体的释放

途径。 

 

3.4  siRNA干扰NSF，抑制韦伯潘力氏小体释放  本研

究结果显示，重组腺病毒感染人主动脉内皮细胞后，与

空白对照和阴性对照组相比，实验组NSF-mRNA的表达

明显下调(P < 0.05，图7)，同时，实验组NSF蛋白的表

达量与空白对照及阴性对照组比较，差异也有显著性意

义(P < 0.05，图8)，说明NSF-shRNA介导的RNA干扰

能够有效地抑制靶基因的表达；细胞学研究也表明，

NSF-shRNA腺病毒转染内皮细胞后，免疫荧光染色显

示，凝血酶诱导的韦伯潘力氏小体释放受到明显抑制(图

9)。 

 

RNA干扰抑制韦伯潘力氏小体释放的可能的机制

为：重组腺病毒感染人主动脉内皮细胞后，在重组腺病

毒H1启动子的操纵下扩增出shRNA分子，进一步被切

割成针对NSF基因的siRNA，NSF-siRNA双链结构解旋

并形成有活性的RISC(蛋白/RNA复合物)，由RISC中的

NSF-siRNA反义链与NSF-mRNA互补区域结合，切割

NSF-mRNA从而达到抑制其表达的作用。同时导致编码

NSF蛋白的N端功能区基因失效，使其与α-SNAP和

SNAREs结合受阻，SNAREs复合物不能解聚，韦伯潘

力氏小体释放被抑制。 

 

在RNA干扰沉默基因的时效性方面，国内学者发现

基于载体表达的RNA干扰具有明显的时间效应[22]。RNA

干扰作用最早在转染后12 h出现，24-48 h干扰载体表

达量持续增加，48-72 hRNA干扰作用进一步增强，抑

制峰值在48-60 h，随后RNA干扰作用减弱。其原因可

能随着细胞分裂干扰病毒复制所致。同样，本实验也发

现了相似的时间效应。在实验组内部，NSF-mRNA基因

拷贝数及NSF蛋白表达量随时间推移持续下降(P < 

0.05)，不同的是，转染 72 h RNA抑制作用最强，可能

与转染效率、时间、细胞类型及载体剂量等因素有关。 

 

总之，实验表明重组腺病毒介导的RNA干扰作用能

够有效地抑制NSF基因的表达进而抑制韦伯潘力氏小

体的释放。RNA干扰有望成为未来心血管疾病治疗的新

手段。但是，RNA干扰作为一种临床治疗手段，仍有许

多问题有待解决，如重组腺病毒的某些成分可能诱发宿
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主的免疫反应，理想的空壳载体的选择、辅助病毒或质

粒的选择、病毒的纯化及生物安全性等问题，有赖于相

应、必要和较大规模的基础与临床研究。 
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