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转染突变型 Ｎｏｔｃｈ３基因对线粒体融合蛋白２
表达及下游信号通路的影响

袁梅，夏健，黄清，周琳，周芝文，后颖，杨期东

中南大学湘雅医院神经内科，湖南省长沙市　４１０００８

摘　要：目的　探讨 Ｎｏｔｃｈ３基因突变后对线粒体融合蛋白２（ｍｆｎ２）的表达及其下游信号通路的影响，从而进一步阐明
伴皮质下梗死和白质脑病的常染色体显性遗传性脑动脉病（ＣＡＤＡＳＩＬ）的病理机制。方法　利用脂质体法将 Ｎｏｔｃｈ３野生

型重组表达质粒（ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３）、突变型重组表达质粒（ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３Ｒ９０Ｃ）以及 ｐｃＤＮＡ３．１空载质粒分别瞬时

转染到人主动脉平滑肌细胞中并培养。ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ及 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｎｏｔｃｈ３的表达；ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组

ｍｆｎ２、ｂｃｌ２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ的表达；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｍｆｎ２蛋白的表达；ＡＶ／ＰＩ双标法检测各组细胞凋亡情况。

结果　与空载质粒组和野生型组比较，转染突变型 Ｎｏｔｃｈ３基因组中 ｍｆｎ２表达水平明显增加（Ｐ＜０．０５）、ｂｃｌ２和 ｓｕｒｖｉｖｉｎ

基因表达下调（Ｐ＜０．０５）以及细胞凋亡明显增加（Ｐ＜０．０５）。结论　Ｎｏｔｃｈ３基因突变后引起的 ｍｆｎ２表达上调及下游凋

亡调控基因表达失衡可能是 ＣＡＤＡＳＩＬ发病的重要病理机制。
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　　伴皮质下梗死和白质脑病的常染色体显性遗
传性脑动脉病（ｃｅｒｅｂｒａｌａｒｔｏｓｏｍａｌｄｏｍｉｎａｎｔａｒｔｅｒｉｏｐａｔｈ

ｗｉｔｈｓｕｂｃｏｒｔｉｃａｌｉｎｆａｒｃｔｓａｎｄｌｅｕｋｏｅｎｃｅｐｈａｌｏｐａｔｈｙ，ＣＡＤＡ
ＳＩＬ）是 Ｎｏｔｃｈ３基因突变所致的一种少见的非动脉
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硬化、非淀粉样变的遗传性脑动脉病。迄今为止，

关于 ＣＡＤＡＳＩＬ的发病机制仍不清楚，分子遗传学
及病理学的研究表明该病的发病与 Ｎｏｔｃｈ３基因突
变连锁的平滑肌退行性变尤其是细胞凋亡密切相

关。线粒体融合蛋白 ２（ｍｆｎ２）是近年来发现的促
进血管平滑肌细胞凋亡的重要因子。因此，本研究

的目的在于探讨转染外源性突变型 Ｎｏｔｃｈ３基因对
人主动脉血管平滑肌细胞 ｍｆｎ２的表达及其下游凋
亡信号通路的影响，从而进一步阐明 ＣＡＤＡＳＩＬ的
病理生理机制。

１　材料与方法
１．１　材料

除流式细胞仪检测需在中南大学湘雅医院血

液科实验室进行外，其它所有仪器设备均由中南大

学湘雅医院神经内科实验室提供。

主要试剂有兔 Ｎｏｔｃｈ３抗体（ＣｅｌｌＳｉｇｎａｌｉｎｇ公司，
ＵＳＡ，９０ｋＤ）；鼠 ｍｆｎ２抗体（ｓａｎｔａｃｒｕｚ公司，ＵＳＡ，
８０ｋＤ）；鼠 ＧＡＰＤＨ抗体（３７ｋＤ）以及相应山羊抗
兔和山羊抗鼠二抗（武汉博士德生物公司）；Ｔｒｉｚｏｌ
（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＴＭ Ｈ ＭｉｎｕｓＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄ
ｃＤＮＡ合成试剂盒、ＤｅｏｘｙｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅＩ（ＤＮａｓｅＩ）和
ＲｉｂｏＬｏｃｋＴＭ Ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ抑制剂均购自 Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公

司）；ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（ＡＢＩ公司）；人主动
脉平滑肌细胞（ＨＶＳＭＣ）（ＡＴＣＣ公司，ＵＳＡ）；Ｌｉｐｏ

ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００脂质体（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；ＥＣＬ化学
发光试剂盒与细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂

盒（碧云天公司）；ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ＆ＰＩ凋亡检测试
剂盒（美国 ＡＤＬ公司）。
１．２　方法
１．２．１　引物设计合成　根据 Ｇｅｎｅｂａｎｋ数据库查
出物种为人的 Ｎｏｔｃｈ３、Ｂｃｌ２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、ｍｆｎ２和 ＧＡＰ
ＤＨ序列，运用 Ｐｒｉｍｅｒ３进行引物设计，所有引物均
由上海生工合成。引物序列如下：

基因 　　　　引物序列 长度（ｂｐ）
Ｎｏｔｃｈ３ 上游５ｔｇａａｇａｃａｇｃｔｃｃｃａｃｔａｃｔ３ １８０

下游５ａｃｇｔｃｇｔｃｃｔｃａｃａｇｔｔａｔｃ３
Ｂｃｌ２ 上游５ｔｇａａｇａｃａｇｃｔｃｃｃａｃｔａｃｔ３ １８０

下游５ａｃｇｔｃｇｔｃｃｔｃａｃａｇｔｔａｔｃ３
ｍｆｎ２ 上游５ｃｔｃｔｇｔａｃｔｇｇｔｇｇａｃｇａｔｔ３ １８１

下游５ｃａａｇｃｃａｔｃｔａｔｃａｔｇｔｃｃｔ３
ｓｕｒｖｉｖｉｎ 上游５ｇｔｇｔｔｔｃｔｔｃｔｇｃｔｔｃａａｇｇ３ ２００

下游５ａｔａａａｃｃｃｔｇｇａａｇｔｇｇｔｇ３
ＧＡＰＤＨ 上游５ｃａａｔｇａｃｃｃｃｔｔｃａｔｔｇａｃｃ３ １０６

下游５ｇａｃａａｇｃｔｔｃｃｃｇｔｔｃｔｃａｇ３

１．２．２　重组表达质粒构建及抽提　从 ｐｕｂｍｅｄ
ｇｅｎｅ数据库中查出 Ｎｏｔｃｈ３模板基因序列编号 ＮＭ
０００４３５．２（ＣＤＳ区全长序列：７７～７０４２ｂｐ），应用
ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司的全基因合成法及长引物 ＰＣＲ法构
建 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３野生型重组表达质粒（ｗｉｌ，即
正常 Ｎｏｔｃｈ３基因过表达组）。ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３突
变型重组质粒构建方法与野生型基本相同。目前

报道的最常见的引起 ＣＡＤＡＳＩＬ发病的 Ｎｏｔｃｈ３基因
突变位置是 ３号外显子 Ｒ９０Ｃ（Ｃ３４４Ｔ）［１］，因此，
将 Ｎｏｔｃｈ３基因序列第 ３４４位点处的 Ｃ碱基改为 Ｔ
碱基即可构建突变型 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３Ｒ９０Ｃ重
组表达质粒。质粒空载组为 ｐｃＤＮＡ３．１。质粒构建
后通过酶切和测序的方法验证，均由 ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ公司
测序鉴定，测序结果用 ＮＣＢＩ的 ＢＬＡＳＴ验证。根据
ＱＩＡＧＥＮ公司质粒抽提试剂盒操作说明进行质粒
ＤＮＡ大量抽提，－２０℃保存用于细胞转染。
１．２．３　细胞培养及瞬时转染　ＨＶＳＭＣ培养在含
１２％胎牛血清的改良型 ＲＰＭｌｌ６４０培养基中（含双
抗）培养、传代。计数板计数后接种于在 ６孔培养
板中（５×１０５／孔），３７℃，５％ＣＯ２培养箱中培养，
当细胞融合度达 ８０％ ～９０％时开始瞬时转染。实
验共分为三组：①转染 ｐｃＤＮＡ３．１空载质粒组：每
孔加入 ｐｃＤＮＡ３．１质粒 ４μｇ，Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００脂
质体 １０μｌ／孔，无血清培基 ＯＭＥＭ５００μｌ／孔培养
６ｈ后，更换 １２％ＦＢＳ１６４０完全培基。②转染野
生型组：将 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３质粒 ４μｇ按照上述
方法转染。③转染突变型组：将 ｐｃＤＮＡ３．１Ｎｏｔｃｈ３
Ｒ９０Ｃ质粒 ４μｇ按照上述方法转染。每组转染 ３
个复孔，进行 ３次独立实验，转染步骤参照 Ｌｉｐｏ
ｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００说明书。细胞转染 ７２ｈ后收获细
胞，用于提取 ＲＮＡ以及蛋白。
１．２．４　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测 ｍｎｆ２及凋亡相关基因
ｍＲＮＡ的表达　按照 Ｔｒｉｚｏｌ说明书操作步骤提取总
ＲＮＡ并测定记录各组浓度。根据第一链 ｃＤＮＡ逆
转录合成试剂盒说明书合成 ｃＤＮＡ，各组反应体系
中加入的总 ＲＮＡ量均为 ２μｇ。合成模板 ｃＤＮＡ后
运用荧光染料法进行 ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测。根据实
验中 Ｎｏｔｃｈ３、ｍｆｎ２、Ｂｃｌ２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ、和内参 ＧＡＰＤＨ
的 Ｃｔ值、ΔＣｔ值计算 ΔΔＣｔ值以及 ２ΔΔＣｔ（ＲＱ），从
而得到目的基因 ｍＲＮＡ相对含量。
１．２．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测目的基因 ｍｎｆ２蛋白的表
达　按照细胞核蛋白与细胞浆蛋白抽提试剂盒提取
各组细胞蛋白，并计算记录各组浓度。取 ３０μｇ细
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胞裂解液与５×上样缓冲液混合（体积比 ４∶１），在
ＰＣＲ以上９９℃变性１０ｍｉｎ之后上样，行 ＳＤＳ聚丙烯
酰胺凝胶电泳。垂直电泳将蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜
上，甲醇固定，在含５％脱脂奶粉的封闭液４℃过夜。
一抗稀释度为 １∶１０００，室温孵育２ｈ，二抗稀释度
为１∶１０００，室温孵育２ｈ后用 ＥＣＬ化学发光试剂盒
处理并暗室显影。以 ＧＡＰＤＨ为内参照。图像运用
Ｑｕａｎｔｉｔｉｖｅｏｎｅ软件进行分析，用 ｍｆｎ２与 ＧＡＰＤＨ蛋白
条带的积分密度比值表示相对蛋白水平。

１．２．６　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ双标法检测细胞凋亡　细胞
转染 ７２ｈ后收获三组细胞，按照 ＡｎｎｅｘｉｎＶ／ＰＩ说
明书弃培养液，ＰＢＳ洗涤、胰酶消化细胞，收集离心
后细胞并予以 ＰＢＳ重悬洗涤后，每组取 １×１０６个细
胞加入 １００μｌＡｎｎｅｘｉＶ标记液在暗处室温下孵育
１５ｍｉｎ，再在每份标本中加入 １０μｌＰＩ。加入冷的

１×结合缓冲液４００μｌ，１５ｍｉｎ内进行流式检测。每
组重复３次，取平均值，结果用 Ｃｅｌｌｑｕｅｓｔ软件分析。
１．３　统计学处理

计量资料以均数 ±标准差（ｘ±ｓ）表示，实验数
据采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件进行处理。组间计量
资料的比较采用 ｔ检验并进行方差齐性检验。Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。
２　结果
２．１　转染效率检测结果

通过 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测空载质
粒组（作为对照组，ｃｏｎ）、野生型组（ｗｉｌ）和突变型
组（ｍｕｔ）结果发现后两组 Ｎｏｔｃｈ３ｍＲＮＡ及蛋白表
达明显增高，野生型组和突变组分别与空白载体组

比较，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５），说明转染
成功，见图 １、图 ２。

图 １　ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 Ｎｏｔｃｈ３蛋白表达情况。１为

转染空载质粒组；２为转染野生型质粒组；３为

转染突变型质粒组。

　图 ２　各组 Ｎｏｔｃｈ３ｍＲＮＡ的表达情况。ｃｏｎ为对照组；

　　　　ｗｉｌ为野生组；ｍｕｔ为突变型组。代表Ｐ＜０．０５。

２．２　ｍｆｎ２蛋白及 ｍＲＮＡ的表达
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和荧光半定量 ＰＣＲ分别检测各转染

组ｍｆｎ２蛋白和ｍＲＮＡ的表达水平，以ＧＡＰＤＨ为内参。
ｍｆｎ２蛋白和 ｍＲＮＡ表达水平在突变组明显增高，而过
表达 Ｎｏｔｃｈ３基因的野生型组 ｍｆｎ２表达较低。突变组

和野生型组 ｍｆｎ２表达比较差异有统计学意义（Ｐ＜
０．０１），而空载质粒组与野生型组 ｍｆｎ２表达比较差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），这表明 Ｎｏｔｃｈ３基因突变后
可能促进 ｍｆｎ２的表达，而未发生突变的 Ｎｏｔｃｈ３过表
达后可能抑制 ｍｆｎ２的表达，见图３、图４。

图 ３　ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组 ｍｆｎ２蛋白表达情况；１为转

染空载质粒组；２为转染野生型质粒组；３为转

染突变型质粒组。

　图 ４　各组 Ｎｏｔｃｈ３ｍＲＮＡ的表达情况。ｃｏｎ为对照组；

　ｗｉｌ为野生组；ｍｕｔ为突变型组。代表 Ｐ＜０．０５，

　Ｐ＜０．０１。
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２．３　凋亡相关基因 ｍＲＮＡ的表达
运用 ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ对转染各组进行 ｂｃｌ２及

ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ表达水平检测，以 ＧＡＰＤＨ为内
参照。结果如图 ５所示，与其它两组进行比较，转
染突变型质粒组 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因 ｍＲＮＡ表达

水平较低，差异具有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。这
表明 Ｎｏｔｃｈ３基因突变后可能通过下调 ｂｃｌ２及 ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎ等抑制凋亡的基因的表达水平来促进凋亡的
发生。

图 ５　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测各组 ｂｃｌ２及 ｓｕｒｖｉｖｉｎｍＲＮＡ相对值。Ａ为 ｂｃｌ２基因；Ｂ为 ｓｕｒｖｉｖｉｎ基因。表示 Ｐ＜

０．０５，Ｐ＜０．０１。

２．４　转染各组凋亡率情况
细胞转染７２ｈ后，转染 ｐｃＤＮＡ３．１空载质粒组、

Ｎｏｔｃｈ３野生型组以及突变组的凋亡百分率分别为
（２．９８±０．１３）％、（３．０９±０．１５）％和（１０．１０±
０．３５）％。转染突变型质粒组与另外两组相比较其

凋亡率明显增加，差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；
而野生型组和质粒空载组相比较凋亡率差异无统

计学意义（Ｐ＞０．０５）。这说明 Ｎｏｔｃｈ３基因突变后
可以增加人主动脉平滑肌细胞的凋亡，从而影响其

功能，见图 ６。

图 ６　ＡｎｎｅｘｉｎＶ／Ｐ染色后流式细胞仪检测的各组凋亡情况图；Ａ为转染空载质粒组；Ｂ为转染野生型质粒组；Ｃ

为转染突变型质粒组。

３　讨论
ＣＡＤＡＳＩＬ的发病年龄在 ３０～４０岁，一般有家

族史，男女发病率无差异。临床表现多样，主要表

现为以下四个方面：①伴或不伴先兆的偏头痛；②

反复短暂性脑缺血发作和缺血性卒中；③进行性阶
梯性进展的皮质下痴呆和认知功能障碍；④情感障
碍。该病亦可出现其它神经系统表现及其以外其

他器官系统损害。影像学检查可见双侧大脑皮层
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下白质广泛受累和基底节区的腔隙性梗死病灶，弓

状纤维不受累。脑组织病理学检查发现广泛的皮

质下中央灰质多发腔隙性梗死和白质脱髓鞘性病

灶，主要累及 ２００～４００μｍ的微小动脉。特征性
病理改变：血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣｓ）退行性变和丢
失、嗜锇颗粒（ＧＯＭ）及 Ｎｏｔｃｈ３受体外侧结构域
（Ｎ３ＥＣＤ）过度沉积。

迄今为止，关于 ＣＡＤＡＳＩＬ的发病机制仍不清
楚。ＣＡＤＡＳＩＬ的病因是 Ｎｏｔｃｈ３基因突变，导致的结
果是小动脉平滑肌细胞的退行性变及丢失，引起小

动脉结构和功能的改变，最终出现大脑皮质下白质

长期的慢性脑缺血缺氧性病变以及微出血。那么

基因突变又是如何引起小动脉血管平滑肌细胞退

行性变以及丢失的呢？一些研究表明引起 Ｎｏｔｃｈ３
蛋白胞外段（由 ３４个表皮样生长因子组成）第 １０
～１２个表皮样生长因子 （ＥＧＦ）氨基酸改变的
Ｎｏｔｃｈ３基因突变可以影响信号转导活性（因为
ＥＧＦ１０～１２为配体受体结合区域），但是目前发现
的 Ｎｏｔｃｈ３基因突变大多数并不影响该区域的结
构，因此有关于该配体受体结合异常的研究并不能

完全解释 ＣＡＤＡＳＩＬ的发生［２５］。另有研究表明 ＣＡ
ＤＡＳＩＬ的病理机制是由于嗜锇颗粒（ＧＯＭ）的毒性
作用所致的，但是目前为止 ＧＯＭ的来源以及本质
尚不清楚，因而也无法探讨其与 ＶＳＭＣｓ退变的关
系。２０１１年，Ｌｅｗａｎｄｏｗｓｋａ等［６］首 次 提 出 沉 积 在

ＶＳＭＣｓ的 ＧＯＭ损伤平滑肌细胞的机制可能是 ＧＯＭ
渗透到基底膜以及细胞外基质的位置，从而引起内

膜厚以及细胞外基质的改变，最终导致平滑肌细胞

功能的受损，但该研究也有待进一步证实。Ｉｈａｌａｉｎ
ｅｎ等［７］的研究表明 Ｎｏｔｃｈ３蛋白的错误折叠可能引
起内质网的应激从而激活折叠蛋白反应，导致活性

氧簇的增加以及平滑肌细胞的损伤。尽管目前的

多种学说均需进一步的研究，但鉴于 ＣＡＤＡＳＩＬ的
病理特点，探讨平滑肌细胞功能受损是深入阐明

ＣＡＤＡＳＩＬ发病机制的关键。值得指出的是一些研
究表明细胞中重要的细胞器线粒体功能失调参与

了 ＣＡＤＡＳＩＬ的发病机制。线粒体含有氧化磷酸化
的重要装置，是平滑肌细胞能量代谢、信号转导的

主要场所，在维持细胞正常的物质代谢中具有重要

作用。任何线粒体功能的异常都会引起相应平滑

肌细胞的功能改变。ｄｅｌａＰｅｎａ等［８］的研究表明

ＣＡＤＡＳＩＬ家族中 Ｎｏｔｃｈ３基因的突变影响了线粒体
呼吸链复合体 Ｉ和 Ｖ，导致线粒体功能失调。Ｍａ

ｌａｎｄｒｉｎｉ等［９］对 ３名无骨骼肌症状的 ＣＡＤＡＳＩＬ肌肉
活检的研究表明 Ｎｏｔｃｈ３基因突变可能影响线粒体
的能量代谢。最近 Ｐｅｒｕｍａｌｓａｍｙ等［１０］的研究表明

Ｎｏｔｃｈ信号级联放大反应通过线粒体融合蛋白来调
控细胞的存活。

线粒体在细胞代谢及胞内信号转导中发挥重

要作用，而线粒体融合蛋白 ２（ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｆｕｓｉｏｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ２，ｍｆｎ２）是维持线粒体形态结构、介导信号
转导以及能量代谢重要的细胞器。ｍｆｎ２由 ７５８个
氨基酸残基组成，位于线粒体的外膜。以前的一些

研究表明 ｍｆｎ２的功能主要是介导线粒体的融合，
维持线粒体的形态和功能。最新研究表明 ｍｆｎ２是
一个强有力的内源性的 Ｒａｓ抑制物，Ｋａｒｂｏｗｓｋｉ等［１１］

研究发现，几乎所有凋亡细胞中 Ｂｃｌ２和 ｍｆｎ２是共
定位的。Ｓｈｅｎ等［１２］的研究表明 ｍｆｎ２诱导心肌细
胞凋亡主要通过激活线粒体凋亡途径和抑制 Ａｋｔ
磷酸化。Ｇｕｏ等［１３］对正常大鼠 ＶＳＭＣ的研究表明
ｍｎｆ２是决定 ＶＳＭＣ凋亡的一个主要因子，其功能独
立于线粒体的融合，其研究表明高表达的 ｍｆｎ２基
因可以通过线粒体凋亡途径促进血管大鼠血管平

滑肌细胞（ｒＶＳＭＣ）的凋亡，且在此过程中伴随着
Ｂｃｌ２蛋白表达的减少、Ｂａｘ蛋白表达的增加以及
胱天蛋白酶（ｃａｓｐａｓｅ）９的活化。此外 Ｓｈｅｎ等［１２］

在心衰所致的细胞凋亡中也发现 ｍｆｎ２表达水平增
高，Ｂｃｌ２表达水平及 ＰＩ３Ｋ／Ａｋｔ活性下降。这些研
究表明 ｍｆｎ２在促进细胞凋亡的过程中起着非常重
要的作用，而 Ｓｕｒｖｉｖｉｎ是凋亡抑制蛋白（Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｏｆ
ａｐｏｐｔｏｓｉｓ，ＩＡＰ）家族成员，是目前发现最强的凋亡
抑制因子，在多种疾病的凋亡抑制过程中起到重要

作用［１４１６］。

本研究成功转染野生型和突变型 Ｎｏｔｃｈ３重组
表达质粒，而且通过体外转染 Ｎｏｔｃｈ３野生型和突
变型质粒，发现 Ｎｏｔｃｈ３基因发生突变后能够明显
促进人主动脉平滑肌细胞 ｍｆｎ２的表达，并且能通
过抑制 ｂｃｌ２、ｓｕｒｖｉｖｉｎ等重要抗凋亡基因的表达来
促进平滑肌细胞凋亡的发生，损伤平滑肌细胞及血

管的功能，最终导致 ＣＡＤＡＳＩＬ的发生。我们的研
究与以往的研究相符合，进一步证实了 ｍｆｎ２能够
促进凋亡的作用，更重要的是首次发现 Ｎｏｔｃｈ３基
因突变可能通过上调 ｍｆｎ２的表达以及扰乱下游凋
亡相关基因的表达来促进平滑肌细胞的凋亡，本研

究有利于我们进一步认识 ＣＡＤＡＳＩＬ的发病机制。

·０３１·
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