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内皮脂肪酶对人脐静脉内皮细胞 !"#$%& 表达的影响及量效关系

方玉强，黄+ 岚，赵晓辉，尹扬光，康华丽，邓梦杨 + + （第三军医大学新桥医院心血管内科，全军心血管病研究所，重庆
%"""*(）

+ + 摘+ 要：目的+ 研究内皮脂肪酶（,-./01,2342 23546,，78）对人脐静脉内皮细胞（19:4- 9:;323<42 =,3- ,-./01,2342 <,226，
>?@7A）黏附分子 BACD#! 表达的影响及量效关系。方法 + 以 EFG#!（!"-H I :2）刺激 >?@7A，用 JE#KAJ 检测黏附分子
BACD#! :JFC表达的变化；以 $" -H I :2 78抗体进行预处理，再检测黏附分子 :JFC表达的变化；再用 " L $" -H I :2不同
浓度 78抗体对 >?@7A进行预处理，检测不同浓度 78抗体作用后 BACD#! :JFC表达的变化。结果+ >?@7A受 EFG#!
作用后，BACD#! 表达显著增加（! M "N "!），该作用可为 78抗体所拮抗，这种拮抗作用呈现剂量依赖性增强（! M "N "!，!
M"N "$）。结论+ 78可呈剂量依赖性的促进内皮细胞表达 BACD#!，提示 EFG#! 作用于 >?@7A 产生的 78 可促进黏附分
子 BACD#! 的表达。
+ + 关键词：内皮脂肪酶；>?@7A；BACD#!；EFG#!
+ + 中图法分类号：O$$)；J*&&N !&*；J*P&N !!+ + + 文献标识码：C
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+ + #9,+63*+：!"#$%&’($+ 7-./01,2342 23546,（78）:/.9240,6 01, :/-/<Y0, 4.1,63/- 0/ 01, ,-./01,2342 <,226N
\, ,]52/[, 01, ,ZZ,<0 /Z 78 /- 01, ,]5[,663/- /Z 4.1,63/- :/2,<92,6 3- ,-./01,2342 <,226N )$&*+,- + >9:4-
9:;323<42 =,3- ,-./01,2342 <,226（>?@7A6）^,[, 0[,40,. ^301 EFG#!（!" -H I :2），EFG#!（!" -H I :2）_ 4-03#
78 4-03;/.Y（"，&N $，$，!"，&$，$" -H I :2，[,65,<03=,2Y）/[ 6,[9:#Z[,, :,.34，01,- 01, ,]5[,663/- 2,=,26 /Z
3-0,[<,22924[ 4.1,63/- :/2,<92,#!（ BACD#!）:JFC ^,[, .,0,<0,. ;Y JE#KAJN .$-/0&- + CZ0,[ 0[,40,. ^301
EFG#!，01, BACD#! :JFC 2,=,26 ,]5[,66,. ;Y >?@7A6 ^,[, 63H-3Z3<4-02Y 3-<[,46,.N E1,6, ,ZZ,<06 ^,[, 63H#
-3Z3<4-02Y 4-04H/-3‘,. ;Y 4-03#78 4-03;/.Y 3- 4 ./6,#.,5,-.,-0 :4--,[N 1+2%0/-’+2 + 78 ,]5[,66,. 3- >?#
@7A6 603:9240,. ;Y EFG#! <4- 5[/:/0, 01, ,]5[,663/-6 /Z 4.1,63/- :/2,<92,6 3- ,-./01,2342 <,226，3-.3<403-H
78 :4Y 54[03<3540, 3- 01, 5401/51Y63/2/H3< 5[/H[,66 /Z </[/-4[Y 4[0,[Y .36,46,N
+ + ;)< =-6/,：,-./01,2342 23546,；>?@7A；BACD#!；EFG#!

+ + 在冠心病动脉粥样硬化（ 4[01,[/6<2,[/636，Ca）的
发病过程中，内皮细胞受损、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

Ca的关键和始动环节［!］。细胞间黏附分子（ 3-0,[<,2#
29[ 4.1,63/- :/2,<92,，BACD）能介导细胞与细胞、细胞
与细胞外基质间相互黏附，对炎性细胞的渗出、迁移等
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有重要作用，因而在冠心病发病中起着重要作用。内

皮脂肪酶（,-./01,2342 23546,，78）是 !PPP 年发现的脂
肪酶家族成员［&］，是体内高密度脂蛋白代谢的关键

酶［*］。当受到致炎因素如 EFG#!、B8#!" 作用后，内皮
细胞可高表达 78［%］。研究表明 78 可促进单核细胞
与血管内皮细胞黏附，而此作用与酶促作用无关［$］。

但 78是否通过影响内皮细胞黏附分子 BACD#! 的表
达而参与 Ca的形成，目前尚不清楚。为此，本研究以
EFG#!和 78 抗体为工具，研究人脐静脉内皮细胞
（19:4- 9:;323<42 =,3- ,-./01,2342 <,226，>?@7A）表达
BACD#! 与 78的关系，以期了解 78 在内皮细胞表达
BACD#! 中的作用及剂量依赖关系。
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!" 材料与方法

!" !# 实验材料、药品和试剂
# # $%&’(购自美国 )(** 公司，*+,-! 购自美国 ./012 公
司，3*-4(3 试剂盒购自大连 *25232 公司，3+)6789 购自上海
华舜生物工程有限公司。

!" :# 引物序列
# # 设计黏附分子的引物序列。" ;()<-!（=>? @A），正向：BC-
D*(((((*())))D*()*((-?C；反向：BC-))(((()**()D(D*-
()((*-?C。# D)4E$（?F= @A，内参照），正向：BC-()*()(-
()*(**(()DD)D(-?C；反向：BC-)*D(()D*D)D(**(((D** -
?C。
!" ?# *+,-! 诱导 $%&’( 表达 ;()<-! 及不同浓度

’G抗体对 ;()<-! 表达的影响
!" ?" !# 细胞样品的制备 # # 复苏 $%&’( 细胞株，采用 !FH
,(. E<’<-G，?IJ BH(K:培养；细胞生长至对数生长期，分成

? 瓶（直径为 L M1的培养瓶）继续培养；待细胞生长至 LFH融
合时，)瓶中加入 *+,-!（终浓度为 !F N0 O 1P），Q瓶中同时加入
*+,-!（终浓度为 !F N0 O 1P）和 ’G 多克隆抗体（终浓度为 BF
N0 O 1P），(瓶中加入同样量的无血清培养基，继续培养 !R S，收
获细胞提取总 3+)。再取对数生长期的 $%&’(，分为 I 瓶（直
径为 L M1的培养瓶），继续培养至 LFH融合时，第 ! 瓶中加入
*+,-!（终浓度为 !F N0 O 1P），第 : T R 瓶中同时加入 *+,-!（终
浓度为 !F N0 O 1P）和 ’G多克隆抗体（终浓度依次为 :" B、B、!F、
:B、BF N0 O 1P），第 I 瓶中加入同样量的无血清培养基，继续培养
!R S，收获细胞提取总 3+)。
!" ?" :# 3+)的提取纯化（3+)6789法）# # 根据 3+)6789试剂
说明书进行细胞总 3+) 提取及纯化，并采用紫外分光光度仪
测定浓度及纯度。

!" ?" ?# 逆转录（3*）合成 ME+)# # 根据 *25232 3*-4(3 试剂
盒说明书建立逆转录反应体系，并按 ?F J U !F 1/N、>: J U
?F 1/N、== J UB 1/N、B J UB 1/N进行 3*反应，总计 !个循环。
!" ?" ># 聚合酶链反应（4(3）# # 根据试剂盒说明书建立 4(3
反应体系，并按如下条件进行 4(3扩增。=> J U : 1/N，! 个循
环；=> J U?F 8、RF J U?F 8、I: J U ?F 8，>F 个循环；I: J U
!F 1/N，! 个循环。反应完毕取出反应产物进行琼脂糖凝胶电
泳。每 ! 次反应体系均设 D)4E$（单独反应管）内参对照。
!" ?" B# 凝胶成像分析 # # 利用凝胶成像系统进行拍照，分析
软件进行分析，以 D)4E$灰度值进行标准校正计算黏附分子
产物相对含量。计算公式：黏附分子相对量 V黏附分子 13+)
条带灰度值 O D)4E$ 13+)条带灰度值。
# # 上述实验重复 ? 次
!" ># 统计学分析
# # 数据以 !! W "表示，采用 .4.. !F" F 统计软件进行分析，组
间差异比较用 #检验。

#" 结果

:" !# ’G 抗体对 *+,-! 诱导 $%&’( 表达 ;()<-! 的
影响

# # 正常 $%&’(低水平表达黏附分子 ;()<-!（F" ?F W F" FR），

!F N0 O 1P的 *+,-!能显著增强 ;()<-! 13+) 的表达（!" ?L W
F" !!）（$ X F" F!），约 ?" R 倍，BF N0 O 1P 的 ’G 抗体可显著抑制
*+,-!引起的 ;()<-! 13+)表达的增强（F" :I W F" F?），抑制
率约 LFH，其表达甚至低于正常细胞（$ X F" FB），见图 !。
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<：标准；!：*+,-! 刺激组（!F N0 O 1P）；:：*+,-!（!F N0 O 1P）Y

’G抗体组（BF N0 O 1P）；?：对照组

图 !" $%&’(! )*+&电泳图

:" :# 不同剂量 ’G抗体对 *+,-!诱导的 ;()<-! 基因
表达的抑制作用

# # ’G 抗体对 *+,-! 诱导 $%&’( 高表达 ;()<-! 的抑制作
用呈剂量依赖性，与 F N0 O 1P ’G 抗体组比较，:" B N0 O 1P ’G 抗
体作用既明显抑制 *+,-! 引起的 ;()<-! 13+) 表达［（:" BF
W F" !L）与（?" LB W F" :?），$ X F" FB］，BF N0 O 1P ’G抗体作用对
*+,-!引起 ;()<-! 表达的抑制作用更为明显［（F" >? W F" !F）
与（?" LB W F" :?），$ X F" F!］。不同浓度抗体的抑制率从 :" B T
BF N0 O 1P分别为 ?BH、R!H、IFH、IBH、LIH。见图 :。

! """ #$!
% """ #$!
&"" #$!

’ % ! ( ) & * +
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<：标准；!：对照组；:：*+,-! 刺激组（!F N0 O 1P）；? Z I：*+,-!
（!F N0 O 1P）Y ’G抗体组（浓度依次为 :" B、B、!F、:B、BF N0 O 1P）

图 #" 不同剂量 ,-抗体对 .+/(!诱导的 $%&’(! )*+&

表达影响的电泳图

0" 讨论

# # ;8S/[2 等［R］发现 )A7 ’ 和 ’G 双基因敲除小鼠的
).发生率较 )A7 ’ 基因下降 IFH；体外血管单核细
胞黏附实验显示 ’G缺乏的小鼠血管中巨噬细胞数量
下降。57\12 等［B］发现高表达 ’G 的 (K.I 和 467B 细
胞可增强单核细胞的黏附作用，转 ’G 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 ’G
基因敲除鼠中明显低于野生型小鼠。这些结果均提示

’G可促进单核细胞黏附到血管内膜，引起 ). 的早期
反应。本研究采用促进内皮细胞表达 ’G的 *+,-! 浓
度（!F N0 O 1P）作用于培养的 $%&’(，同时以 BF N0 O 1P
的 ’G多克隆抗体进行干预。结果显示：*+,-! 可使
$%&’(显著增加 ;()<-! 13+) 表达，约增高 ? 倍；
BF N0 O 1P 的’G抗体可抑制此作用，抑制率约LIH。再以

R!R! # # # # # # # # # # # 第 # 三 # 军 # 医 # 大 # 学 # 学 # 报 # # # # # # # # # # # # 第 ?F卷



!" # $ #% &’ ( )*的 +,抗体浓度对 -./0!（1% &’ ( )*）的
诱导作用进行干预，结果显示 +, 抗体可呈剂量依赖
性抑制 -./0!诱导的 234501 表达，抑制率从 !" # $ #%
&’ ( )*分别为 6#7、817、9%7、9#7、:97。
; ; 在 4<发病过程中，内皮细胞受损和功能障碍是
其中心环节。受损内皮细胞表达黏附分子，促进单核

细胞等与血管内膜黏附是 4< 发病的重要始动环
节［9］，在冠心病的发生、发展中有着重要的作用。我

们的研究发现内皮细胞表达的 +, 可呈剂量依赖的促
进黏附分子表达，推测 +, 可通过促进单核细胞等炎
性细胞与血管 +3胞黏附，从而参与 4<的发病。
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文章编号：1%%%0#V%V（!%%:）19018190%1 个案与短篇

输尿管镜下钬激光内切开术治疗后尿道狭窄

朱; 亮，姬西宁，刘; 锋，严春晖，邱国光，郭; 征，周; 帆; ; （解放军第 181 医院泌尿外科，武汉 V6%%1%）

; ; 我院于 !%%! 年 6 月至 !%%8年 8 月采用输尿管镜下钬激光
内切开术治疗后尿道狭窄 6# 例，疗效满意。现报告如下。

!" 资料与方法

1" 1; 一般资料
; ; 本组 6# 例，年龄 1: $ 98 岁，平均 #1" ! 岁。骨盆骨折后 !!
例，前列腺切除术后 16 例。病程 ! $ # 年，平均 6" ! 年。术前均
行顺行和逆行尿道造影检查，显示狭窄长度 1" # $ V" % F)，平均
!" 1F)。其中完全闭索 ! 例，术前已行耻骨上膀胱造瘘。

1" !; 手术方法
; ; 采用连续硬膜外麻醉，患者取膀胱截石位。应用 /:" % ( M" :

@A*X 硬性输尿管镜（德国 K=FCE>?0PA*X 公司生产，:9%#" V%!
型），进镜后即插入 /6输尿管导管引导，利用输尿管镜镜体纤

细、易于通过狭窄段的特点，避开假道，找到真道，将输尿管导

管插入膀胱，徇其引导，用钬激光（1" #I，1%R^）做狭窄段 1! 点
切开，并行 6、M 点放射状切开，边切边进镜，使其顺利进入膀
胱，再退镜窥视整个狭窄段，仔细切除多余瘢痕组织，使管腔光

滑。! 例尿道闭索患者于膀胱造瘘口处置入尿道探子，并经直
肠用手指引导，在输尿管镜最明显触碰尿道探子处用钬激光缓
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慢渐进切通闭索段，在尿道探子引导下进入膀胱，留置 /6输尿管

导管。再退镜，在输尿管导管引导下行放射状切开及瘢痕切除。

1" 6; 术后处理
; ; 本组患者术后均留置 /!%三腔气囊导尿管，应用抗生素预

防感染 1 周，术后留置导尿 ! $ V 周。拔管后定期行尿道扩张。

#" 结果

; ; 本组 6# 例患者均成功留置 /!%三腔气囊导尿管。随访 1

年。其中 66 例排尿状况满意，最大尿流率 1! $ 1M )* ( H，平均
（1V" 8 ‘ 1" :）)* ( H，膀胱剩余尿量 % $ V% )*，平均（18" : ‘
6a V）)*。! 例患者分别于术后 6 月、8 月出现再次狭窄，患者拒
绝再次治疗，行耻骨上膀胱造瘘。

$" 讨论

; ; 后尿道狭窄的治疗一直是临床上的一个棘手问题，近年
来，随着腔内泌尿外科技术的发展，经尿道内切开术（ ?=>DFB
Q=H=A& =&BD>&E* J>DBC>ABA)G，Sb2c）已成为治疗后尿道狭窄的首
选方法［1］。以往，Sb2c术通常以普通 /1: N !V膀胱镜为窥镜，以

冷刀或电刀为切开器械。自 !%%! 年起，我们采用输尿管镜下
钬激光内切开术治疗后尿道狭窄，取得了一些经验。

; ; 后尿道狭窄的腔内治疗，首先要识别真假通道。输尿管镜
通常为 /:，比普通 /1: N !V膀胱镜要细得多，输尿管镜仅为 #d，方

向性好［!］。这些特点使其能较容易进入并观察狭窄部的真假
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