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内皮脂酶对人脐静脉内皮细胞黏附分子表达的影响 

方玉强 黄岚 赵晓辉 尹阳光 康华丽 邓梦杨 

【摘要】 目的 研究人脐静脉内皮细胞 (HUVECs)表达黏附分子与内皮脂酶(EL)的关系，以及 EL对 

内皮细胞黏附分子表达的影响。方法 以肿瘤坏死因子一a(TNF—a)10 t~g／L刺激 HUVECs，采用逆转录一聚 

合酶链反应(RT—PCR)检测细胞间黏附分子一1(ICAM 一1)、血管内皮黏附分子一1(VCAM 一1)和 E一选择素 

的mRNA表达变化，以50 t~g／L的抗 EL抗体进行预处理，再检测黏附分子mRNA表达的变化。利用凝胶成 

像系统拍照、分析、计算黏附分子产物相对含量。结果 TNF—a作用于 HUVECs后，黏附分子ICAM 一1、 

VCAM一1和 E一选择素的mRNA表达均增高，与正常对照组比较差异有统计学意义(P均<O．01)；该作用可 

被 50 g／L的抗 EL抗体所拮抗(P<O．05或 P<0．01)。结论 EL参与了内皮细胞黏附分子表达的调控，推 

测它可能通过影响内皮细胞黏附分子表达而参与动脉粥样硬化的病理生理过程。 
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[Abstract] Objective To explore the relationship between human umbilica1 vascular endothelia1 cells 

(HUVECs)and endothelia1 1ipase (EI )，and the effect of EL on expression of endothelia1 cell adhesion 

molecule(ICAM)．Methods HUVECs was treated with tumor necrosis factor—d(TNF—d)10 t~g／L and 

the mRNA of adhesion molecules[intercellu1ar adhesion molecule一1(ICAM 一1)，vascular cellular adhesion 

molecule一1(VCAM 一1)and E—selectin3 were detected by reverse transcription—polymerase chain reaction 

(RT—PCR)．Then the effect of 50 gg／L anti—endothelia1 1ipase(anti—EL)antibody on the influence of 

TNF—d on these adhesion molecules WaS observed．Results After being treated with TNF—d。the mRNA 

of adhesion molecules expressed by HUVECs were significant up—regulated，there was significant difference 

compared with control group (all P< 0．01)．These effects of TNF —d were significantly abolished by 

50 t~g／L anti—EL antibody(P<O．05 or P<0．01)．Conclusion EL can affect the expression of adhesion 

molecules on endothelial cell adhesion molecule．This effect of EL may play a role in the pathphysio1ogic 

process in the pathogenesis progress of atherosc1erosis． 
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动脉粥样硬化 (AS)的发病过程 中，内皮细胞 

(EC)受损、黏附分子表达、单核细胞等炎性细胞与 

血管内膜黏附并引起血管炎症反应是 AS的关键和 

始动环节“ 。内皮脂酶(EL)是 1999年发现的脂肪 

酶 家族成员 ，由血管 内皮细胞 (VEC)分泌并作用 

于血管 内皮，具有较强的磷脂酶活性 和较弱的甘油 

三酯酶活性，是高密度脂蛋白代谢的关键酶。 。当受 

到致炎因素如肿瘤坏死因子一a(TNF—a)、白细胞 

介素一1／~(IL一113)作用后，EC可高表达 EL“ 。研究 
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发现 EL可促进单核细胞与 VEC黏附 ，而此作用与 

酶促作用无关 。EL是否通过影响内皮细胞黏附分 

子表达而参与此过程，目前尚无研究报道。为此 ，本 

研究中以TNF—a和抗 EL抗体为工具，研究人脐 

静脉内皮细胞(HUVECs)表达黏附分子与 EL的关 

系，以期了解 EL对内皮细胞黏附分子表达的影响。 

1 材料与方法 

1．1 细胞、药品、试剂 ：HUVECs购 自美 国 ACTT 

公司，TNF—a购 自美国Sigma公司，逆转录一聚合 

酶链反应 (RT—PCR)试剂盒购 自大连 TaKaRa公 

司，RNArose购自上海华舜生物工程有限公司。 

1．2 引物序列 ：根据文献方法分别设计黏 附分子 

引物。①细胞间黏附分子一1(ICAM 一1，943 bp)， 

正向：5，JGTC CCC CTC AAA AGT CAT CC一3 ； 

反向：5 一AAC CCC ATT CAG CGT CAC CT一3 。 
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②血管内皮黏附分子一1(VCAM 一1，700 bp)，正 

向：5 一AGT GGT GGC CTC GTG AAT GG一3 ； 

反向：5，_CTG TGT CTC CTG TCT CCG CT一3 。 

⑧E一选择素(900 bp)，正 向：5L GGG ACA ACG 

AGA AGC CAA CG一3 ；反向：5 一CCG AAG CCA 

GAG GAG AAA TG一3 。④三磷酸甘油醛脱氢酶 

(GAPDH，309 bp，为内参照)，正向：5 CAT CAC 

CAT CTT CCA GGA GC一3 ；反向：5 一ATG CCA 

GTG AGC TTC CCG TT 一3 。 

1．3 细胞样品制备和总 RNA 的提取纯化：采用 

RNArose法。复苏HUVECs细胞株，采用体积分数 

为 l0 的胎牛血清(FCS)低糖Dulbecco改良Eagle 

培养基(DMEM —L)、37℃、体积分数为 5 的二氧 

化碳(CO。)培养。细胞生长至对数生长期，分到 3瓶 

直径为 8 cm的培养瓶中继续培养；待细胞生长至 

80％融合时，在 A瓶 中加入 TNF—a(终浓度为 

10／~g／L)，在 B瓶中同时加入 TNF—a(终浓度为 

10／~g／L)和抗 EL多克隆抗体(终浓度为50／~g／L)， 

C瓶中加入等量的无血清培养基，继续培养 l6 h收 

获细胞 ，根据 RNArose试剂盒说 明书进行 细胞 总 

RNA提取及纯化，并采用紫外分光光度仪测定浓度 

及纯度。 

1．4 逆转录(RT)合成 cDNA 和聚合酶链反应 

(PCR)：根据试剂盒说明书建立RT反应体系，并按 

30℃ 10 min，42 oC 30 min，99℃ 5 min，5℃ 5 min 

进行RT反应，总计 1个循环。按试剂盒说明书建立 

PCR反应体系。94℃ 2 min，1个循环；94℃ 30 S， 

60℃ 30 S，72℃ 30 S，40个循环；72℃ 10 min，1个 

循环进行PCR扩增。反应完毕后取出反应产物进行 

琼脂糖凝胶 电泳。反应体系中每次均设 GAPDH 

(单独反应管)内参对照。 

1．5 凝胶成像、分析：利用凝胶成像系统进行拍照、 

软件进行分析，以GAPDH灰度值进行标准校正， 

计算黏附分子产物的相对含量。所有操作重复3次， 

分别计算相对量。 

黏附分子相对量一 笔 橐 
1．6 统计学分析：数据以均数土标准差(z±s)表 

示，组间资料进行正态分布检验和方差齐性检验，采 

用 t检验，P<O．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 TNF—a对 HUVECs表达 ICAM —l的促进 

作用及抗 EL抗体的拮抗作用(图 l，图 2)：正常情 

况下 HUVECs能低水平表达 ICAM —l，10 ／L 

的 TNF—a能增 加 ICAM —l mRNA 表达约 3．6 

倍，50 f~g／L抗EL抗体可显著抑制 TNF—a引起的 

ICAM—l mRNA表达，抑制率约 80 (P<0．05)。 
M l 2 3 

ICAM —l 

GApDH 

M：Marker；1～3依次为：TNF—a、TNF—a+抗 EL抗体和对照 

圈 1 TNF—a诱导 HUVECs表达 ICAM一1厦抗EL抗体的作用 

Figure 1 Expression of ICAM ～1 on HUVECs induced by TNF —a 

and the depressing effect of an ti—EL an tibody 
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TNP—a lN F—a+抗 EL抗 俸  对 照 

组别 

注 ：与对照比较 ：$P<O．05， P<O．01 

图2 TNF—a诱导 HUVECs表达撇附分子及抗 EL抗体的作用 

Figure 2 Expression of adhesion molecules in HUVECs induced by 

TNF—a and the depressing effect of anti—EL antibody 

2．2 TNF—a对 HUVECs表达 VCAM 一1的促进 

作用及抗 EL抗体的拮抗作用(图 2，图 3)：正常情 

况下 HUVECs可低水平表达 VCAM ～1；10／~g／L 

的TNF—a能增加 VCAM 一1 mRNA表达约 2．6 

倍；50 f~g／L的抗EL抗体可显著抑制TNF—a引起 

的 VcAM 一1 mRNA表达增强，抑制率约 83 

(Pd 0．01)。 
M  1 ， 1 

目标带 
GApDH 

M：Marker；1～3依次为：TNF—a、TNF—a+抗 EL抗体和对照 

图 3 TNF—a诱导 HUVECs表达 VCAM一1及抗 EL抗体的作用 

Figure 3 Expression of VCAM 一1 on HUVECs induced by 

TNF —a and the depressing effect of anti—EL antibody 

2．3 TNF—a对 HUVECs表达 E一选择素的促进 

作用及抗 EL抗体的拮抗作用(图 2，图 4)：正常情 

况下 HUVEC可低水平的表达黏附分子 E一选择 

素；10 f~g／L的 TNF—a能增加 E一选择素 mRNA 

表达约 1．7倍；50 ／L的抗 EL抗体可显著抑制 

TNF—a引起的 E一选择素 mRNA表达，抑制率约 

7l (P< 0．05)。 r 
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M ：Marker；1～3依次为 ：TNF—a、TNF—a一_抗 EL抗体 和对 照 

图 4 TNF—a诱导HUVECs表达 E一选择素及抗 EL抗体的作用 

Figure 4 Expression of E —selectin on HUVECs induced by 

TNF—a and the depressing effect of anti—EL antibody 

3 讨 论 

研究也发现冠心病患者血中炎症指标 C一反应 

蛋白与冠心病的临床危险性显著正相关 。Ishida 

等。 发现，apoE和 EL双基因敲除小鼠的 AS发生 

率较 apoE基因敲除小鼠下降 70 ；体外血管单核 

细胞黏 附实验发现 ，EL缺乏小 鼠血管 中巨噬细胞 

数量下降。Kojma等 发现，高表达 EL的COS7和 

Pro5细胞可增强单核细胞的黏附作用，转 EL基因 

小鼠动脉带上黏附的单核细胞数显著高于野生型小 

鼠，而在EI 基因敲除鼠中明显低于野生型小鼠。这 

些结果均提示 EI 可促进单核细胞黏附到血管内 

膜，引起 AS的早期反应。 

Hirata等“ 研究发现，TNF—a和剪切力诱导 

HUVECs表达的 EL mRNA 在刺激后 6 h分别增 

加 3．6倍和 2．7倍 ，24 h增加 4．8倍和 3．2倍。我国 

学者林勇等 发现 ，TNF—a呈浓度依赖性地增加 

单核细胞与 EC的黏附，6 h后增加 2．85倍，而 24 h 

后增加约 3．4倍。两个研究结果虽然增加倍数不一 ， 

但其增加趋势却非常一致，提示 EL表达增加与单 

核细胞黏附 EC的增加间存在某种联系。单核细胞 

的黏附主要通过 EC表达黏附分子实现的。EL是否 

可通过调控 EC黏 附分子 的表达来参 与 AS的形 

成 ，目前 尚未见报道 。 

为此，我们按照文献“ 报道的方法，采用促进内 

皮细胞表达 EI 的 TNF—a浓度(10 t~g／L)作用于 

培养的HUVECs，同时用 50 t~g／L的抗 EL多克隆 

抗体进行干预。结果发现 ，TNF—a可使 HUVECs 

黏附分子基因表达增加 ，其 中 ICAM 一1 mRNA 表 

达增加 约 3．6倍 ，VCAM 一1 mRNA 表达增 加 约 

2．6倍，E一选择素 mRNA 表达增 加约 1．7倍； 

50 t~g／L的抗 EL抗体 可抑制 TNF—a引起 的黏 附 

分子表达增强，其中 ICAM ～1 mRNA抑制率约 

80 ，VCAM一1 mRNA抑制率约 83％，E一选择素 

mRNA抑制率约 71％。结果证实 EL能促进内皮细 

胞黏附分子的表达。 

在 AS发病过程中，EC受损和功能障碍是其 中 

心环节。受损 EC表达黏附分子，促进单核细胞等与 

血管内膜 黏附是 AS发病 的重要 始动环节 ：在 AS 

发生早期，高血压、高血脂、高血糖、吸烟、氧化应激 

等各种 因素均 可引起冠状动脉 VEC损伤 ，受损 的 

VEC基因结构发生改变，启动转录因子核转录因 

子一JcB(NF—JcB)，从而产生大量黏附分子 ，促使 

单核细胞、中性粒细胞和 T淋巴细胞与 VEC黏 附 

并激活，这一过程被视为 AS形成过程中炎症反应 

的开始。激活的单核细胞通过一系列机制促进内皮 

损伤，VEC功能障碍，进一步促进黏附分子表达，从 

而吸引更多的炎性细胞黏附，引发病变。 。 

研究表明，黏附分子通过介导 EC与单核细胞、 

中性粒细胞 和 T淋巴细胞之间的相互黏附、相互作 

用，在冠心病的发生发展中有着重要的作用。我们的 

研究发现，EC表达 EL后可促进 EC黏附分子表 

达，推测它可能通过此机制促进单核细胞等炎性细 

胞与 VEC黏附，从而参与 AS的发病，阻断 EL表 

达可能对 AS的早期防治有一定作用 。 
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