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·基础研究·

影响内皮细胞凋亡的因素及其机制探讨

刘 韧<肖 南<田昆仑<刁有芳<陈惠孙

【摘要】 目的：观察亚砷酸钠 @A1- B，内毒素 @ CD9 B、肿瘤坏死因子 @ ’?EB、烧伤血清、创伤血清对内皮细胞凋亡
的影响及其机制。方法：体外培养内皮细胞 F*=G&$H，与上述物质孵育 #H 小时后检测凋亡水平及 I*AJG%K L:3G#、M"&
表达的变化。结果：A1-可使内皮细胞发生剂量依赖的凋亡增加 @与对照相比，DN$K $% B，但是 CD9、’?E、烧伤血清和
创伤血清对内皮细胞的作用有限，细胞凋亡率在 %"O以下。除 %$O烧伤血清外，所有处理因素都使内皮细胞 IG
*AJG% 表达降低。体外诱导内皮细胞凋亡与 L:3G# 表达降低、M"& 表达增多有关。结论：A1-、CD9、’?E、烧伤血清和创
伤血清通过下调 L:%G# 表达、上调 M"& 表达来影响内皮细胞凋亡，并且抑制内皮细胞功能。
【关键词】 内皮细胞；凋亡；基因表达

【中图分类号】P#" 【文献标识码】A 【文章编号】%$$%G$Q#! @#$$% B$#G$$!"G$"

!"#$%&’()$ *+&% ,’-"()- .’-/%+)01&0 2)00 34/4%/$1$ &’- %+) 5)(+&’1$6$ ,’7/07)- !"# $%&’ (")* +)&’ ,")& -#& .
/#&’ %0 )/1 $%2%)345 "&20"0#0% *6 2#37%38’ 9):"&7 ;*2:"0)/’ ,5% <3= >"/"0)38 >%="4)/ ?&@%32"08’ A5*&7B"&7’ CDDDCE
【3#$%8&(%】 9#:)(%17); ’/ +,R)-S+T2S) S() ),7/S()3+23 :)33 2M/MS/-+- +,70:+,T )44):S /4 -0L-S2,:)-< +,:307+,T -/7+0U

21-),+S) @A1- B < 3+M/M/3V-2::(21+7) @CD9 B < S0U/1 ,):1/-+- 42:S/1 @ ’?EB < L01,)7 -)10U 2,7 S120U2S+: -)10U 2,7 S()
U):(2,+-U- +,R/3R)7> 5)%+/-$; 5V :/UM21+,T S() :(2,T)- /4 2M/MS/-+- 12S)- 2,7 S() )WM1)--+/,- /4 I*AJ X %< L:% X #<
M"& 24S)1 ),7/S()3+23 :)33- F*= X &$H Y)1) +,:0L2S)7 Y+S( S()-) 2M/MS/-+- +,70:+,T -0L-S2,:)-> <)$"0%$; A1- +,:1)2-)7 S()
2M/MS/-+- 12S) /4 ),7/S()3+23 :)33- 2,7 S(+- )44):S Y2- 7/-) X 7)M),7),S @ :/UM21)7 Y+S( :/,S1/3< DN$> $% B > CD9< ’?E<
L01,)7 -)10U 2,7 S120U2S+: -)10U (27 /,3V 3+U+S)7 )44):S /, ),7/S()3+23 :)33 2M/MS/-+-< S() 2M/MS/-+- 12S) Y2- L)3/Y %"O
> FW:)MS 4/1 %$O L01,)7 -)10U< 233 S()-) -0L-S2,:)- 7):1)2-)7 S() )WM1)--+/, /4 ),7/S()3+23 :)33 I*AJ X %< +, R+S1/ ),G
7/S()3+23 :)33 2M/MS/-+- +,70:+,T )44):S Y)1) :/11)32S)7 S/ S() 7):1)2-) +, S() )WM1)--+/, /4 L:% X # 2,7 S() +,:1)2-) +, S()
)WM1)--+/, /4 M"& 2,7 I*AJ X %> 2/’(0"$1/’; A1-< CD9< ’?E< L01,)7 -)10U 2,7 S120U2S+: -)10U +,430),:)7 ),7/S()3+23
:)33 2M/MS/-+- S(1/0T( 7/Y, X 1)T032S+/, /4 L:% X # 2,7 0M X 1)T032S+/, /4 M"& 2,7 +,(+L+S)7 S()+1 40,:S+/,->
【=)> ?/8-$】 F,7/S()3+23 :)33；AM/MS/-+-；Z),) )WM1)--+/,
【2@2 ’"6#)8】P#" 【A/("6)’% (/-)】A 【38%1(0) ,A】%$$% X $Q#! @#$$% B$# X $$!" X $"

!作者单位"第三军医大学附属大坪医院野战外科研究所 重庆 H$$$H#

内皮细胞损伤是机体创伤、烧伤后常见的病理

生理现象，亦是许多疾病发生、发展的重要环节，内

皮细胞的凋亡可能导致血管内皮屏障功能的丧失，

易于发生全身性炎症反应综合症中的血管渗漏及

组织器官水肿。那么，疾病过程中哪些因素可以影

响内皮细胞凋亡，其机制涉及哪些信号分子的变

化，这些问题已成为目前的研究热点之一。我们已

证明亚砷酸钠在体外可诱导内皮细胞发生凋亡，机

制可能涉及细胞间粘附分子 @ I*AJG% B表达及细胞
内氧化状态改变 [ %，# \，由此我们推测炎症介质和烧伤

血清、创伤血清亦可诱导内皮细胞凋亡，涉及的机

制与亚砷酸钠相比，可能相似亦可能不同。在本实

验中，我们观察内毒素、肿瘤坏死因子、烧伤血清、

创伤血清对内皮细胞凋亡的影响，并检测 I*AJG%、

L:3G#、M"&表达的变化，以期阐明与内皮细胞凋亡有
关的信号分子的表达差异。

材料与方法

一、试剂：]JFJ 培养基 @Z+L:/ B，QG 氨基放线
菌素 ]@QGAA]< 9+TU2 B < EI’IG2,S+: *]"H @ 小鼠抗
人，9)1/S): B，EI’*G2,S+ ITZ@ 小鼠抗人，9)1/S): B <
^?2-) A @5> J> B，蛋白酶 _@9+TU2B < !‘%QHG]?A a
b2)" @ 5K JK B，亚砷酸钠 @A1-< J)1:c B，脂多糖
@ CD9< d""5"，9+TU2B，重组人肿瘤坏死因子 @ ’?E<
9+TU2 B，烧伤血清 @来自第三军医大学西南医院，烧
伤面积 e$ f #O B，创伤血清 @来自第三军医大学大
坪医院食道癌患者，手术历时 H g ! 小时 B，兔抗人
L:%G# 抗体 @北京中山公司 B、小鼠抗人 M"& 抗体 @北
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图 $? @0,、AB8、&>C、烧伤血清和创伤血清对内皮细胞凋亡的影响 D + E F G
与对照相比，#HI#? #J，##HI#? #$。
与 F#!K @0,相比，LHI#? #J，LL HI#? #$。与 M#!K @0,相比，7HI#? #J。
与 "J+N O P2 &>C相比，, HI#? #J。
与 $#Q烧伤血清相比，$$HI#? #$。
与 $#Q创伤血清相比，R R HI#? #$。

京中山公司 G。其余试剂均为国产分析纯。
二、内皮细胞的培养及分组：人脐静脉内皮细

胞株 S)<T%#F 来源于 @&)) 细胞库，在 UKSKD含
$##: O P2 青霉素，$##: O P2 链霉素，$#Q新生牛血
清，"PK谷氨酰胺 G培养基中于 %VW、JQ )X" 培养。

待铺满 M#Q后以 #? "JQ胰酶 T#? #"Q SU&@ 消化，
一周传代 " Y %次。复苏后的细胞连续传代 F次以后
用于实验。悬浮培养，即 S)<T%#F 接种于硅化的细
胞培养管中，密度 J Z $#J O P2，"P2 O管。加刺激因素
后培养 "F’。分为 ! 组：对照，@0,组 D F#!K、M#!K、
$!#!KG，AB8 组 D "J#+N O P2、J##+N O P2 G，&>C 组
D "J+N O P2、J#+N O P2 G，烧伤血清组 D $#Q、%#Q G，创
伤血清组 D $#Q、%#Q G。
三、内皮细胞凋亡的定量 !" #：$ Z $#! 细胞离心

去上清，加 #? "P2 VT@@UD"#!N O P2 溶于含 #? $Q
>1>%的 B48中 G。FW孵育 "#分钟。流式细胞仪检测
J### 个细胞。不染色的为活细胞，弱染的为凋亡细
胞，强染的为坏死细胞。激发波长 FMM+P，发射波长
!J#+P。
四、内皮细胞 $%&’()表达的测定 !* #：$##!2内

皮细胞悬液 D $ Z $#! O P2 G中加 $#!2 C[&[T1+\* )UJF，
对照管加 $#!2 C[&)T1+\* [N]。FW孵育 %# 分钟。流
式细胞仪检测 J### 个细胞。激发波长 FMM+P，发射
波长 J"J+P。以阳性细胞率表示 DQ G。
五、内皮细胞凋亡的 +,& 电泳观察：细胞

"J# Z N 离心 J 分钟，溶解于 %#!2 裂解液 D H^M= #;
"#PK SU&@; $##PK &0*,; #= MQ > _十二烷酰肌
氨 酸 G 和 $J!2 ‘>1,( @ DH^F= M; $PN O P2; 含
$##PK 乙酸钠，#? % PK SU&@G ; %VW水浴 ! 小时
后加 $#!2蛋白酶 a D"#PN O P2 G，J#W水浴过夜。取
J!2 用于琼脂糖电泳，胶浓度 $? MQ D含 #? %!N O P2
S4G，#? J Z &4S 缓冲液，"b$VFTU>@ O >1(#作为
P10c(0 D$%J%; $#VM; MV"; !#%; %$#; "M$ O "V$; "%F;
$dF; $$M; V"eH G。
六、内皮细胞 -./(0、12" 表达的免疫组织化学

检测 !2，3 #：在 ! 孔细胞培养板中放入涂有多聚赖氨
酸的盖玻片，接种浓度为 J Z $#F O P2; "P2 O孔。培养
F’ 后换不含小牛血清的 UKSK 培养基。分别加入
不同浓度的 @0,、AB8、&>C及烧伤血清和创伤血清，
"F’后进行免疫组化染色。e92T"、HJ% 一抗稀释倍数
均为 $f $##。

结 果

一、&45、678、9,: 及烧伤血清、创伤血清对内
皮细胞凋亡的影响：@0,可以使内皮细胞发生剂量
依赖的凋亡增加 D与对照相比，BI#? #$ G，$!#!K @0,
时内皮细胞凋亡达到 J$? $# g $#? #JQ，与 F#!K及
M#!K @0, 组相比有显著差异 D BI#? #$，BI#? #J G D图
$@G。AB8 使内皮细胞凋亡增加 D与对照相比，B
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照片 %@ 内皮细胞凋亡的电泳观察

A2,) %B C21D)1 A2,) #< "B 对照

A2,) &< EB %!$!F G1- A2,) HB I$!F G1-
A2,) !B E$!F G1-

J$@ $H K，而 H$,L M C3以内剂量的 ’?N对内皮细胞则
没有作用 O图 %5K；创伤血清及 &$P烧伤血清可显
著增加内皮细胞凋亡 O与对照相比，QJ$@ $% K O图
%*K。但是 AQ9、’?N、烧伤血清和创伤血清对内皮细
胞的作用有限，细胞凋亡率在 %HP以下。
二、!"#、$%&、’() 及烧伤血清、创伤血清对内

皮细胞 *+,,- 表达的影响：G1- 使内皮细胞 RS
*GFS% 表达呈剂量依赖地降低 O与对照相比，Q
J$@ $% K，且 %!$!F G1-组与 E$!F G1-组相比，降低
更为明显 O QJ$@ $H K O图 #GK。除 %$P烧伤血清组外，
其余各组 R*GFS% 的表达均有不同程度的下降 O与
对照相比，QJ$@ $H K O图 #5、图 #*K。
三、内皮细胞凋亡的 +(!电泳观察：G1-作用

于内皮细胞后产生明显的 T?G 3277)1改变，而对照
则没有小片段 T?G产生 O照片 % K。
四、内皮细胞 -./01的表达变化：正常培养内皮

细胞 U:3S# 蛋白主要位于胞浆中，免疫组化阳性反
应较强 O照片 #GK。E$!F G1- 作用 #E( 后，U:3S# 阳
性颗粒表达减少 O照片 #5K，I$!F G1-作用后 U:3S#
阳性颗粒几乎检测不到 O照片 #*K。H$$,L M C3 AQ9、
H$,L M C3 ’?N 作用后 U:3S# 表达无明显减少 O照片
#T，#VK。&$P烧伤血清、创伤血清作用后内皮细胞
形态及数量无明显变化，但 U:3S# 表达极弱 O照片
#N，#WK。

G1-作用于内皮细胞后产生明显的 T?G 3277)1
改变，而对照则没有小片段 T?G产生
五、内皮细胞 234 的表达变化：正常培养内皮

细胞 XH&较均匀地分布于细胞核中，表达量较低 O照
片 &GK。E$!F G1- 作用后阳性颗粒明显增多 O照片
&5K，I$!F G1-作用后阳性颗粒主要集中在变圆的
细胞中 O照片 &*K，%!$!F G1- 作用后，视野中几乎
所有细胞都变圆，且 XH& 表达增强非常明显 O照片

图 #@ G1-、AQ9、’?N、烧伤血清和创伤血清对内皮细胞 R*GFS% 表达的影响 O , Y E K
与对照相比，#XJ$@ $H，##XJ$@ $%。
与 E$!F G1-相比，ZXJ$@ $H。
与 #H,L M C3 ’?N相比，-XJ$@ $H。
与 %$P烧伤血清相比，$$XJ$@ $%。
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@：正常培养内皮细胞 A:3B# 蛋白主要位于胞浆中，免疫组化阳性反应较强。5：C$!D @1-处理后，A:3B# 阳性颗粒表
达减少。*："$!D @1- 处理后 A:3B# 阳性颗粒几乎检测不到。E：F$$,G H I3 JK9 处理后 A:3B# 表达无明显减少。L：

F$,G H I3 ’?M处理后 A:3B# 表达无明显减少。M：&$N烧伤血清处理后内皮细胞形态及数量无明显变化，但 A:3B# 表
达极弱。O：&$N创伤血清处理后内皮细胞形态及数量无明显变化，但 A:3B#表达极弱。

照片 #P 内皮细胞 A:3 Q #表达的变化 R %$ S #$倍 T

&ET。F$$,G H I3 JK9、F$,G H I3 ’?M、&$N烧伤血清、
&$N创伤血清作用后 UF& 有不同程度的增加，但细
胞形态比较正常 R照片 &L，&M，&O，&VT。

讨 论

@1-诱导内皮细胞凋亡是文献中常见的在体外
研究细胞凋亡的模型，效果明显而且稳定。用

WB@@E染色在流式细胞仪上可区分正常细胞、凋亡
细胞和坏死细胞，保证了凋亡细胞检测的准确性。由

于采用悬浮式细胞培养，内皮细胞的贴壁增殖被大

大抑制，因此可以探讨对一定数量的细胞而言各种

因素对凋亡进程的影响。

研究发现，@1- 可以使内皮细胞发生剂量依赖
的凋亡增加，最高可达 F%P % X %$P $FN，内皮细胞凋
亡后产生明显的 E?@ 3277)1 现象。而 F$$,G H I3 的
JK9 仅产生 YP CW X $P W"N的内皮细胞凋亡，与对照
相比虽有显著差异，但绝对值较低。’?M在 F$,G H I3
以下的浓度不能诱导内皮细胞凋亡，&$N烧伤血清
及 %$N、&$N创伤血清可以明显增加内皮细胞凋

@：正常培养内皮细胞 UF& 较均匀地分布于细胞核中，表达量较低。5：C$!D @1-处理后阳性颗粒明显增多。*：

"$!D @1-处理后阳性颗粒主要集中在变圆的细胞中。E：%!$!D @1-处理后，视野中几乎所有细胞都变圆，且 UF&表
达增强非常明显。L：F$$,G H I3 JK9 处理后 UF& 有不同程度增加，但细胞形态较正常。M：F$,G H I3 ’?M 处理后 UF&
有不同程度增加，但细胞形态较正常。O：&$N烧伤血清处理后 UF& 有不同程度增加，但细胞形态较正常。V：&$N创
伤血清处理后 UF& 有不同程度增加，但细胞形态较正常。

照片 &P 内皮细胞 UF& 表达的变化 R %$ S C$ 倍 T
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亡。除 %!$!@ A1- 组外，在其它组中均未观察到细
胞坏死。从上述结果可见，内皮细胞对 A1- 非常敏
感，而 BC9、’?D 的作用较弱，烧伤血清和创伤血清
对内皮细胞的作用在它们之间，细胞凋亡率在 %$ E
%FG左右。上述结果来自体外实验，在体内环境中
内皮细胞的凋亡变化是否如此，尚需进一步的实验

证据。

H*A@I% 属于细胞粘附分子的免疫球蛋白超家
庭成员，是一种细胞表面跨膜蛋白抗原，广泛分布

于激活 ’ 细胞、内皮细胞、成纤维细胞和组织巨噬
细胞上，外周血细胞表达很低。本实验发现，除 %$G
烧伤血清外，所有处理因素都使内皮细胞 H*A@I%
表达降低。而表达 H*A@I% 是内皮细胞正常的功能
之一。H*A@I% 表达降低反映了内皮细胞功能障碍，
我们认为 BC9、’?D、烧伤血清、创伤血清不仅影响
内皮细胞的凋亡，也抑制了内皮细胞的正常功能。

关于内皮细胞凋亡中基因及信号系统的参与

目前了解较少。有人曾报道 ’JDI" 可通过 K:3I# 的
下调来诱导内皮细胞的凋亡 L M N。最新的研究表明，缺

氧导致内皮细胞凋亡是通过 ?DO5 抑制 K:3I# 表达
L P N。本实验的细胞免疫组化结果显示，体外诱导内皮

细胞凋亡与 K:3I# 表达降低、QF& 表达增多有关，与
文献报道的结果是一致的。

内皮细胞由于其分布的特殊性，在结构和功能

上均很重要。了解内皮细胞凋亡的影响因素及其机

制，旨在预防烧伤及创伤后并发症，如多器官功能

不全综合征等。这对探讨创伤和创伤后并发症的发

生机制、转归及指导临床治疗，避免和减轻创伤后

并发症等方面可能具有重要意义。
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