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　　［摘要］　目的　观察脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）诱导血管内皮细胞损伤后细胞黏附性改变与
血管紧张素转化酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）的表达变化的关系，探讨ＡＣＥ２对血管内皮
细胞损伤所致黏附性增加的对抗作用。方法　分别用不同浓度（０、１０、１００、１０００ｎｇ／ｍＬ）ＬＰＳ诱导人脐
静脉内皮细胞（ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）致其损伤，人单核细胞白血病细胞（ｈｕｍａｎａｃｕｔｅ
ｍｏｎｏｃｙｔｉｃｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＴＨＰ１）黏附实验观察 ＨＵＶＥＣ的黏附性改变。本实验设置４个实验组，分
别为未经任何处理的空白对照组、１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理６ｈ的模型组、以１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦钾预处理模
型组的氯沙坦钾组及以１０μｍｏｌ／ＬＡ７７９预处理空白对照组的Ａ７７９组（ｎ＝３）。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ及ＲＴＰＣＲ
法分别检测ＡＣＥ２的蛋白和基因表达，ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清中血管紧张素Ⅱ（ＡｎｇⅡ）、血管紧张素１７
（Ａｎｇ１７）及细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）的含量。结果　单核细胞黏附实验可见黏附在 ＨＵＶＥＣ上的
ＴＨＰ１呈绿色荧光，黏附细胞数呈ＬＰＳ诱导浓度及时间依赖性显著增加（Ｐ＜０．０１）；Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显
示，ＬＰＳ诱导ＨＵＶＥＣ损伤模型组中ＡＣＥ２蛋白表达水平较空白对照组显著减少（３７．３３±３５０）％（Ｐ＜
０．０１）；ＲＴＰＣＲ结果显示，模型组中ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达水平较空白对照组显著减少（２６．３１±２１９）％（Ｐ＜
０．０１）；ＥＬＩＳＡ结果显示，模型组较空白对照组细胞上清 Ａｎｇ１７显著降低（Ｐ＜０．０５），ＡｎｇⅡ及 ＩＣＡＭ１
均显著升高（Ｐ＜０．０１），氯沙坦钾处理组较模型组ＩＣＡＭ１显著降低（Ｐ＜０．０１），Ａ７７９处理组较空白对
照组ＩＣＡＭ１显著升高（Ｐ＜０．０５）。结论 　ＬＰＳ诱导损伤 ＨＵＶＥＣ细胞后其黏附性增加与 ＡＣＥ２表达
下调密切相关，提示ＡＣＥ２具有一定抗黏附作用。
　　［关键词］　 脂多糖；ＡＣＥ２；脐静脉内皮细胞；单核细胞
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Ａｎｇ１７ａｎｄＩＣＡＭ１ｉｎｔｈｅｃｕｌｔｕｒａｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　 ＴＨＰ１ａｄｈｅｒｅｄＨＵＶＥＣ
ｓｈｏｗｅｄｇｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ，ａｎｄｔｈｅｎｕｍｂｅｒｏｆａｄｈｅｓｉｏｎｃｅｌｌｓｗａｓｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎａｄｏｓｅａｎｄｔｉｍｅ
ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＥ２ｗａｓｒｅｄｕｃｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｃｅｌｌｓｂｙ（３７．３３±３．５０）％ （Ｐ＜０．０１），
ＲＴＰＣＲｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｉｔｓｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｏｂｖｉｏｕｓｌｙｂｙ（２６．３１±２．１９）％ （Ｐ＜０．０１）．
ＡｎｄＥＬＩＳＡｒｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆＡｎｇ１７ｗａｓｄｅｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ（Ｐ＜０．０５），ｂｕｔｔｈｏｓｅｏｆＡｎｇⅡ
ａｎｄＩＣＡＭ１ｉｎｃｒｅａｓｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜０．０１）．Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆ
ＩＣＡＭ１ｗａｓｏｂｖｉｏｕｓｌｙｌｏｗｅｒｉｎｔｈｅｌｏｓａｒｔａｎｐｏｔａｓｓｉｕｍｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｉｎｊｕｒｅｄｃｅｌｌｓ（Ｐ＜００１），ａｎｄ
ｈｉｇｈｅｒｉｎｔｈｅＡ７７９ｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｂｌａｎｋｃｅｌｌｓｔｈａｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ（Ｐ＜０．０５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 ＬＰＳｔｒｅａｔｍｅｎｔ
ｉｎｄｕｃｅｓｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｉｎＨＵＶＥＣｓ，ｗｈｉｃｈｉｓｃｌｏｓｅｌｙａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｉｏｎｏｆＡＣＥ２．Ｏｕｒｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅｔｈａｔｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌｅｅｘｅｒｔｓａｎｔｉａｄｈｅｓｉｏｎｅｆｆｅｃｔｉｎｔｈｅｐｒｏｃｅｓｓ．
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　　血管内皮细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＶＥＣ）在
各种损伤因素作用下，导致细胞功能障碍、单核细胞黏

附增加，并伴随后者转化为巨噬细胞形成泡沫化是动

脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）早期主要病理特
征［１］。同时，肾素血管紧张素系统（ｒｅｎｎｉｎａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
ｓｙｓｔｅｍ，ＲＡＳ）在调节血流、血压以及内环境稳态等方面
起着十分重要的作用，与 ＡＳ的发生、发展密切相
关［２］。血管紧张素转化酶 ２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇ
ｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）是２０００年Ｄｏｎｏｇｈｕｅ等［３］研究发现的

ＲＡＳ新成员，其具有一定的组织特异性，主要分布于
心脏和肾脏等组织及血管内皮细胞、血管平滑肌细胞

和巨噬细胞。ＡＣＥ２为血管紧张素转化酶（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ
ｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，ＡＣＥ）的同源物，一种可将血管紧张
素Ⅰ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎⅠ，ＡｎｇⅠ）和血管紧张素Ⅱ（ａｎｇｉｏ
ｔｅｎｓｉｎⅡ，ＡｎｇⅡ）水解成血管紧张素１７（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ１
７，Ａｎｇ１７）的羧肽酶，并作用于其特异性受体 Ｍａｓ，发
挥保护心血管系统的作用［４］。但其是否参与对抗损

伤内皮细胞黏附性增加的过程及可能的作用机制，目

前国内外尚少见报道。本研究通过建立血管内皮细胞

损伤模型，检测不同实验组 ＡＣＥ２表达及上清中 Ａｎｇ
Ⅱ和Ａｎｇ１７等 ＲＡＳ成员的含量，分析比较单核细胞
黏附作用的变化，探讨 ＡＣＥ２在 ＬＰＳ诱导 ＨＵＶＥＣ损
伤中抗黏附的作用，为后续研究药物治疗 ＡＳ提供新
靶点、新思路。

１　材料与方法

１．１　材料
　　脂多糖（ｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ，ＬＰＳ）购自Ｓｉｇｍａ公司；

氯沙坦钾购自ＳａｎｔａＣｒｕｚ公司；Ａ７７９购自重庆惠而利
生物技术有限公司；ｐＨ荧光探针（ＢＣＥＣＦＡＭ）试剂盒
购自碧云天生物技术研究所；ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ１７、细胞间黏
附分子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）的
酶联免疫吸附剂测定（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ
ａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）试剂盒购自武汉优尔生科技股份有限
公司；ＴＲＩｚｏｌ总ＲＮＡ提取试剂盒购自ＴａＫａＲａ公司；逆
转录试剂盒（ｉＳｃｒｉｐｔＴＭ ｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅｓｉｓＫｉｔ）购自 Ｂｉｏ
Ｒａｄ实验室试剂公司；ＰＣＲＭｉｘ试剂盒购自广州东盛
生物科技有限公司；ＡＣＥ２及内参 βａｃｔｉｎ引物由重庆
泽恒生物技术有限公司合成；ＡＣＥ２一抗购自 Ａｂｃａｍ
公司；ＧＡＤＰＨ一抗及二抗购自Ｐｒｏｔｅｉｎｔｎｔｅｃｈ公司；ＥＣＬ
超灵敏化学发光底物购自 Ａｄｖａｎｓｔａ公司；ＲＰＭＩ１６４０
培养基、胎牛血清（ｆｅｔａｌｃａｌｆｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）、胰酶购自
ＨｙＣｌｏｎｅ公司；其余试剂均为国产分析纯。人脐静脉
内皮细胞（ｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，ＨＵＶＥＣ）及
人单核细胞白血病细胞 （Ｈｕｍａｎａｃｕｔｅｍｏｎｏｃｙｔｉｃ
ｌｅｕｋｅｍｉａｃｅｌｌｌｉｎｅ，ＴＨＰ１）由重庆医科大学生物化学
与分药理重点实验室保存。

１．２　构建人脐静脉内皮细胞损伤模型及实验分组
　　将 ＨＵＶＥＣ细胞用含１０％ＦＢＳ的 ＲＰＭＩ１６４０培养
基在３７℃，５％ＣＯ２的条件下培养。取对数生长期细
胞，接种于２４孔培养板中，待细胞贴壁铺满后，更换为
含不同浓度ＬＰＳ的１％ＦＢＳ培养基，继续培养不同时
间，诱导血管内皮细胞损伤，以确定最佳ＬＰＳ诱导浓度
及时间。后续实验将内皮细胞随机分为４组（ｎ＝３）：①
１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理６ｈ为模型组，②加入与ＬＰＳ等
体积ＰＢＳ为空白对照组，③以１０μｍｏｌ／Ｌ氯沙坦钾预
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处理０．５ｈ的模型组为氯沙坦钾组，④以１０μｍｏｌ／Ｌ
Ａ７７９预处理０．５ｈ的空白对照组为Ａ７７９组。
１．３　单核细胞黏附实验
　　经５μｍｏｌ／ＬＢＣＥＣＦＡＭ荧光染色０．５ｈ的ＴＨＰ１
细胞，ＰＢＳ冲洗３次，以５×１０５重悬于含１％ＦＢＳ培养基
中。将上述单核细胞加入分别经０、１０、１００、１０００ｎｇ／ｍＬ
ＬＰＳ诱导２４ｈ的接种有 ＨＵＶＥＣ细胞的２４孔培养板
中，于ＣＯ２培养箱共培养２ｈ。取出培养板，ＰＢＳ冲洗
２次，洗去未黏附的 ＴＨＰ１，置于荧光倒置显微镜下观
察，每孔采集５个不同视野图像，并用 ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ
６．０图像处理软件，对采集图像中荧光斑点计数。将
上述实验重复于分别经１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ诱导０、１．５、
６、２４ｈ的同一批ＨＵＶＥＣ细胞。
１．４　ＲＴＰＣＲ检测ＡＣＥ２的基因表达水平
　　按照Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒说明书提取总ＲＮＡ。逆转录体
系为：５×ｉＳｃｒｉｐｔｒｅａｃｔｉｏｎｍｉｘ２μＬ，ｉＳｃｒｉｐｔｒｅｖｅｒｓｅ
ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔａｓｅ０．５μＬ，ＲＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ１μｇ，Ｎｕｃｌｅａｓｅｆｒｅｅ
ｗａｔｅｒ配成 １０μＬ体系，２５℃ ５ｍｉｎ，４２℃ ３０ｍｉｎ，
８５℃５ｍｉｎ逆转录合成ｃＤＮＡ。以此为模板进行ＰＣＲ
扩增，根据基因库设计引物序列见表１。ＰＣＲ反应体
系为ｃＤＮＡ２μＬ，ＰＣＲ上游引物１μＬ，ＰＣＲ下游引物
１μＬ，２×ＰＣＲＭｉｘ１２．５μＬ，ＲＮａｓｅｆｒｅｅｄＨ２Ｏ８．５μＬ
配成２５μＬ体系。ＰＣＲ扩增条件：（１）９５℃ ３ｍｉｎ，
（２）９５℃３０ｓ，（３）６８℃３０ｓ－１℃／循环，（４）７２℃
２０ｓ，（５）重复步骤（２）１３个循环，（６）９５℃ ３０ｓ，
（７）５７℃３０ｓ，（８）７２℃２０ｓ，（９）重复步骤（６）３１个
循环，（１０）７２℃ １０ｍｉｎ。取５μＬＰＣＲ产物进行４％
琼脂糖凝胶电泳，于 ＢｉｏＲａｄ化学发光成像系统仪
（ＣｈｅｍｉＤＯＣＴＭＸＲＳ）中观察，并用该仪器系统中Ｉｍａｇｅ
ＬａｂＴＭ软件对收集的图像进行分析。目的条带与内参
βａｃｔｉｎ条带的光密度比值作为目的基因 ｍＲＮＡ相对
含量。

表１　ＡＣＥ２和βａｃｔｉｎ的引物序列及产物长度

基因 基因库序列号 引物序列
产物大小

（ｂｐ）

ＡＣＥ２ ＮＭ０２１８０４．２上游：５′ＧＧＴＧＧＧＡＧＡＴＧＡＡＧＣＧＡＧＡＧＡＴＡ３′ １９０
下游：５′ＴＧＴＧＣＡＧＡＧＧＧＣＣＴＴＣＡＴＧＴＴＴＡ３′

βａｃｔｉｎ ＮＭ００１１０１．３ 上游：５′ＣＧＣＡＧＡＡＡＡＣＡＡＧＡＴＧＡＧＡＴＴＧ３′ ２３７
下游：５′ＧＣＡＡＧＧＧＡＣＴＴＣＣＴＧＴＡＡＣＡＡＣ３′

１．５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＣＥ２的蛋白表达水平
　　弃去６孔板中各组细胞培养液，并用冷ＰＢＳ洗２次，
加入２００μＬ／孔细胞裂解液于冰上充分裂解，并将收
集的细胞裂解液于４℃、１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
上清分别加入适量上样缓冲液并于沸水中煮１０ｍｉｎ。

取等量蛋白制备液进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳，并将分离的
蛋白转移至 ＰＶＤＦ膜上，用５％牛血清蛋白于摇床上
封闭１ｈ。分别与相应一抗于４℃孵育过夜，用 ＴＢＳＴ
洗５ｍｉｎ／次 ×３次后，与二抗于室温孵育 １．５ｈ，用
ＴＢＳＴ洗５ｍｉｎ／次 ×３次。用 ＥＣＬ超灵敏化学发光底
物显影后，于 ＢｉｏＲａｄ化学发光成像系统仪（Ｃｈｅｍｉ
ＤＯＣＴＭＸＲＳ）中观察并采集图像。目的条带与内参
ＧＡＤＰＨ条带的光密度比值作为目的蛋白的相对含量。
１．６　ＥＬＩＳＡ检测ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ１７、ＩＣＡＭ１含量
　　分别收集各组ＨＵＶＥＣ细胞上清，按照相应ＥＬＩＳＡ
试剂盒说明书操作，酶标仪于 λ＝４５０ｎｍ处检测 ＯＤ
值，计算ＡｎｇⅡ、Ａｎｇ１７及ＩＣＡＭ１的蛋白含量。
１．７　统计学处理
　　实现数据以 珋ｘ±ｓ表示，采用 ＳＰＳＳ１３．０统计软件
包进行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＬＰＳ诱导血管内皮细胞黏附性改变
　　显微镜自然光下观察可见圆形 ＴＨＰ１细胞黏附
于呈梭形或三角形 ＨＵＶＥＣ贴壁细胞上，荧光显微镜
下仅可见呈绿色荧光的ＴＨＰ１单核细胞（图１、２）。为
量化血管内皮细胞对 ＴＨＰ１黏附作用的改变程度，采
用ＩｍａｇｅＰｒｏＰｌｕｓ６．０图像分析软件对采集图像中的
荧光斑点计数，所得结果即为被黏附的 ＴＨＰ１数量。
用不同浓度 ＬＰＳ处理 ＨＵＶＥＣ细胞 ２４ｈ后，黏附在
ＨＵＶＥＣｓ上的 ＴＨＰ１数量分别为 ＰＢＳ组（７４８．７±
２６０）；１０ｎｇ／ｍＬ组（１０４０．７±１０６．９）（Ｐ＜０．０５）；
１００ｎｇ／ｍＬ组（２２０４．３±９１．８）（Ｐ＜０．０１）；１０００ｎｇ／ｍＬ
组（２８８２．３±１２９．９），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
由此可见 ＬＰＳ处理组细胞黏附数较空白对照组（即
ＰＢＳ组）呈浓度依赖性显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１），
在１０００ｎｇ／ｍＬ时达最大效应。于是选用１０００ｎｇ／ｍＬ
ＬＰＳ诱导 ＨＵＶＥＣｓ不同时间，黏附在 ＨＵＶＥＣｓ上的
ＴＨＰ１数量分别为 ０ｈ组（２６７．７±１７．３）；１．５ｈ组
（２４１３±１７．２）；６ｈ组（４２４．７±２４．８）（Ｐ＜０．０１）；２４ｈ
组（６７７．０±２２．９），差异有统计学意义（Ｐ＜０．０１）。由
此可见ＬＰＳ处理６ｈ细胞黏附数已较空白对照组（０ｈ
组）显著增加（Ｐ＜０．０１），处理２４ｈ达最大效应。
２．２　血管内皮细胞中ＡＣＥ２的ｍＲＮＡ表达
　　采用ＲＴＰＣＲ检测ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达，结果如图３
所示，１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理 ＨＵＶＥＣ细胞６ｈ的模型
组较空白对照组 ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达水平显著降低了
（２６３１±２．１９）％（Ｐ＜０．０１）。
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图１　ＴＨＰ１对不同浓度ＬＰＳ诱导２４ｈ后ＨＵＶＥＣ的黏附情况　（荧光显微镜 ×１００）
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图２　ＴＨＰ１对１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理不同时间后ＨＵＶＥＣ的黏附情况　（荧光显微镜 ×１００）
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１：空白对照组；２：模型组
图３　ＲＴＰＣＲ检测各组ＨＵＶＥＣ细胞ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达

２．３　血管内皮细胞中ＡＣＥ２的蛋白表达
　　采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＡＣＥ２蛋白表达，如图４所
示，模型组较空白对照组 ＡＣＥ２蛋白表达水平显著降
低了（３７．３３±３．５０）％（Ｐ＜０．０１）。
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１：空白对照组；２：模型组
图４　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组ＨＵＶＥＣ细胞的ＡＣＥ２

蛋白表达

２．４　血管内皮细胞中ＡｎｇⅡ及Ａｎｇ１７的含量
　　采用 ＥＬＩＳＡ检测 ＡｎｇⅡ及 Ａｎｇ１７的蛋白含量，
模型组与空白对照组相比，其细胞上清中 ＡｎｇⅡ含量
分别为空白对照组（３８．７１±４．８８）ｐｇ／ｍＬ；模型组
（９１７０±８．３３）ｐｇ／ｍＬ；同时细胞上清中 Ａｎｇ１７含量

分别为空白对照组（１１４．３３±２４．５１）ｐｇ／ｍＬ；模型组
（４８．３８±１７．２４）ｐｇ／ｍＬ。由此可见，与空白对照组相
比，模型组中ＡｎｇⅡ含量显著升高（Ｐ＜０．０１），同时细
胞上清中Ａｎｇ１７含量则显著降低（Ｐ＜０．０５）。
２．５　血管内皮细胞中ＩＣＡＭ１的含量
　　如图５所示，以１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理ＨＵＶＥＣ６ｈ
的损伤模型组细胞上清中 ＩＣＡＭ１含量较空白对照组
显著升高（Ｐ＜０．０１），ＡＴ１受体拮抗剂氯沙坦钾处理
组较模型组ＩＣＡＭ１含量显著降低（Ｐ＜０．０１），Ａｎｇ１７
特异性拮抗剂 Ａ７７９处理组则较空白对照组 ＩＣＡＭ１
含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。
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１：空白对照组；２：模型组；３：氯沙坦组；４：Ａ７７９组
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与空白对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，
ｄ：Ｐ＜０．０１，与模型组比较，

图５　ＥＬＩＳＡ检测各组ＨＵＶＥＣｓ细胞中ＩＣＡＭ１的含量　（ｎ＝３）
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３　讨论

　　近年来研究认为ＡＳ是心脑血管疾病发生的病理
基础，是造成心脑血管疾病和死亡的主要因素［５］。

ＶＥＣ损伤及功能障碍则被认为是ＡＳ形成的开始。在
高脂血症、高血压、吸烟、ＬＰＳ、炎症介质、自由基等刺
激下引起ＶＥＣ损伤，随后活化的内皮细胞黏附分子表
达急剧增加，使其介导单核细胞与内皮细胞黏附增加，

继而在趋化因子的作用下，单核细胞迁移至内皮下形

成炎症浸润［１］。ＬＰＳ是革兰阴性细菌崩解后细胞壁释
放的内毒素，是 ＶＥＣ损伤的强烈激活剂，可通过直接
或间接的方式激活并损伤内皮细胞，引起 ＶＥＣ形态
与功能的改变［６］。因此，本实验采用不同浓度 ＬＰＳ处
理ＨＵＶＥＣ细胞，诱导其损伤，结果如图１、２所示，单
核细胞黏附实验中采集的图像和 ＴＨＰ１细胞黏附数
量呈ＬＰＳ浓度时间依赖性增加，在１０００ｎｇ／ｍＬ时达
最大效应，表明内皮细胞损伤模型构建成功。研究发

现在ＨＵＶＥＣｓ与ＴＨＰ１黏附的过程中，黏附分子的表
达起着决定性作用，在静息的 ＶＥＣ中，黏附分子呈低
水平表达，经 ＬＰＳ处理后其表达急剧增加，在６～８ｈ
时达到最大值并持续至２４ｈ［７］。本实验结果也显示
在ＬＰＳ处理６ｈ时，单核细胞黏附数已较空白对照组
显著增加，由此选择１０００ｎｇ／ｍＬＬＰＳ处理６ｈ作为建
立内皮细胞损伤模型的最佳条件。

　　研究发现ＡＣＥ２在 ＡＳ形成和发展的病理过程中
起着重要的作用［８］。Ｔｈｏｍａｓ等［９］报道载脂蛋白

（ａｐｏｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎＥ，ＡｐｏＥ）缺乏的 ＡＣＥ２基因敲出小鼠
较仅ＡｐｏＥ基因敲出的小鼠ＡＳ斑块面积显著增加，炎
症反应显著增强。Ｔｈａｔｃｈｅｒ等［１０］进一步证实了与高

脂饲养的低密度脂蛋白受体（ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＬＤＬＲ）基因敲出小鼠腹膜巨噬细胞相比，
ＬＤＬＲ及ＡＣＥ２基因均敲出小鼠腹膜巨噬细胞炎症释
放增加，对内皮细胞黏附增加。为进一步探讨 ＡＣＥ２
在ＡＳ发展中对 ＶＥＣ的影响，本实验对 ＨＵＶＥＣ中
ＡＣＥ２蛋白及基因表达进行了检测，结果显示，与空白
对照组比较，损伤模型组 ＡＣＥ２蛋白表达水平显著降
低了（３７．３３±３．５０）％，ＡＣＥ２ｍＲＮＡ表达水平显著降
低了（２６．３１±２．１９）％，该结果表明内皮损伤可能与
ＡＣＥ２表达降低相关，提示ＡＣＥ２对血管内皮具有一定
抗黏附作用。

　　近年来研究发现，羧肽酶 ＡＣＥ２的主要生理功能
是将ＡｎｇⅠ水解生成无活性的 Ａｎｇ１９，以及将 ＡｎｇⅡ

水解生成与之功能相拮抗的 Ａｎｇ１７，其对后者的催化
效率为前者的４００倍［８］。同时，内皮细胞损伤的一个

重要因素为局部组织 ＡＣＥＡｎｇⅡＡＴ１轴激活，其核心
成员ＡｎｇⅡ不仅可以通过调节血流、升高血压介导 ＡＳ
的发生［２］，还能通过致炎症作用、氧化应激增加、诱导

内皮细胞凋亡等作用机制对血管内皮造成直接或间接

的损伤［１１］。而ＡＣＥ２的催化产物 Ａｎｇ１７通过与其自
身特异性受体 Ｍａｓ相互作用，对抗 ＡｎｇⅡ产生的心血
管系统中的氧化应激损伤，保护血管内皮。Ｙａｎｇ
等［１２］报道Ａｎｇ１７处理ＡｐｏＥ敲出小鼠能减轻ＡＳ早期
病变并增加血管斑块的稳定性。本实验结果显示，与

空白对照组相比，ＡＣＥ２表达显著降低的损伤模型组
细胞上清中ＡｎｇⅡ含量显著升高，而 Ａｎｇ１７含量则显
著降低，进一步证实了ＡＣＥ２对 ＶＥＣ的保护作用是通
过水解损伤内皮的ＡｎｇⅡ和催化生成对内皮具有保护
作用的Ａｎｇ１７而间接实现的。
　　参与ＡＳ早期病理过程的黏附分子主要有选择素
家族、免疫球蛋白超家族及整合素家组三大类，分别分

布在不同细胞及细胞外基质中，互为受体和配体。其

中免疫球蛋白超家族成员 ＩＣＡＭ１在介导单核细胞向
内皮黏附、迁移的过程中起到了极其重要的作用 ［１３］。

为了进一步探讨ＡｎｇⅡ与Ａｎｇ１７是否参与ＨＵＶＥＣ与
ＴＨＰ１细胞黏附的病理过程，本实验检测了各组黏附
分子ＩＣＡＭ１的含量。结果显示血管内皮被损伤激活
后，ＩＣＡＭ１及ＡｎｇⅡ含量均显著升高。氯沙坦钾可以
特异性阻断ＡｎｇⅡ与 ＡＴ１受体结合，阻止其下游通路
的激活。实验结果显示经氯沙坦钾预处理后，ＩＣＡＭ１
含量较模型组显著降低。证实了 ＡｎｇⅡ亢进是 ＶＥＣ
损伤模型中ＩＣＡＭ１上调的机制之一，即ＡｎｇⅡ可以增
加ＩＣＡＭ１的含量，从而发挥促黏附作用，与Ｌｉｕ等［１４］

研究证实ＡｎｇⅡ通过激活重要的促炎 ＮＦκＢ信号通
路，上调ＩＣＡＭ１在人脑微血管内皮细胞中表达的报
道相一致。Ｈｅ等［１５］研究表明 Ａｎｇ１７含量升高的慢
病毒转染ＡＣＥ２过表达间充质细胞中 ＩＣＡＭ１的含量
明显降低。为了进一步验证Ａｎｇ１７的抗黏附作用，本
实验用Ａｎｇ１７特异性阻断剂 Ａ７７９预处理 Ａｎｇ１７含
量高且单核细胞黏附少的空白对照组，结果显示，

Ａ７７９组 ＩＣＡＭ１含量较空白对照组显著升高，提示
Ａｎｇ１７可以降低 ＩＣＡＭ１的含量，进而发挥其抗黏附
作用。关于ＡｎｇⅡ与Ａｎｇ１７参与ＩＣＡＭ１表达调控的
具体信号通路，目前尚不十分明确，还需进一步探索。

　　综上所述，ＡＣＥ２具有一定的抗黏附作用，其作用
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机制可能与降低 ＡｎｇⅡ含量，升高 Ａｎｇ１７含量，从而
间接地下调ＩＣＡＭ１水平相关。
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