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钙库操纵性钙内流参与调节ｏｘＬＤＬ诱导的血管内皮细胞通透性改变
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　　［摘要］　目的　利用体外培养的人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，
ＨＵＶＥＣｓ），探讨钙库操纵性钙内流（ｓｔｏｒｅｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｅｎｔｒｙ，ＳＯＣＥ）在氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）诱导的血管内皮细胞通透性改变中的作用。方法　体外培养 ＨＵＶＥＣｓ，
传代３次后，用于检测跨内皮电阻（ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ）的细胞随机分为对照组和
不同剂量ｏｘＬＤＬ（１０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）干预组（ｎ＝３）。培养于载玻片上的细胞随机分为对照组和ｏｘ
ＬＤＬ２４ｈ组、ｏｘＬＤＬ４８ｈ组，免疫荧光检测细胞骨架蛋白Ｆａｃｔｉｎ及细胞连接蛋白ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的分布，
免疫印迹检测ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的含量。细胞孵育钙离子探针（Ｆｌｕｏ３／ＡＭ）后，激光共聚焦检测细胞内钙含
量（对照组、ｏｘＬＤＬ组、ｏｘＬＤＬ＋２ＡＰＢ组）以及ＳＯＣＥ（对照组、ｏｘＬＤＬ２４ｈ组、ｏｘＬＤＬ４８ｈ组）。结果　低
剂量的ｏｘＬＤＬ（１０、２５μｇ／ｍＬ）对ＴＥＲ无明显影响，高剂量ｏｘＬＤＬ（５０、１００μｇ／ｍＬ）在６ｈ内对ＴＥＲ影
响不明显，但在１２ｈ引起 ＴＥＲ降低（Ｐ＜０．０５），此效应在 ２４ｈ和 ４８ｈ更加明显（Ｐ＜０．０５）。ＯｘＬＤＬ
（１００μｇ／ｍＬ）处理后 ２４、４８ｈ，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达减少（Ｐ＜０．０５），并影响 Ｆａｃｔｉｎ的形态和分布；
ＨＵＶＥＣｓ的游离钙浓度显著增加（Ｐ＜０．０５），此效应被 ＳＯＣＥ抑制剂２ＡＰＢ阻断，２ＡＰＢ能够减弱 ｏｘ
ＬＤＬ对ＴＥＲ的影响。ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）处理４８ｈ后，ＳＯＣＥ的振幅显著降低（Ｐ＜０．０５）。ＳＯＣＥ降支
速度在ｏｘＬＤＬ处理２４ｈ后呈现降低趋势，而在ｏｘＬＤＬ处理４８ｈ后呈显著下降（Ｐ＜０．０５）。结论　ｏｘＬＤＬ通
过延长内皮细胞ＳＯＣＥ的持续时间上调细胞内游离钙浓度，影响细胞骨架的排列和细胞间连接的完整
性，引起细胞通透性的增加。

　　［关键词］　钙库操纵性钙内流；细胞骨架；氧化低密度脂蛋白；通透性；血管内皮细胞
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ｐｒｏｂｅ（Ｆｌｕｏ３／ＡＭ），ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒｆｒｅｅＣａ２＋ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ（ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ，ｏｘＬＤＬ＋２ＡＰＢ
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　　动脉粥样硬化是不良心血管事件的重要诱因。既
往研究发现，动脉粥样硬化的早期病理改变是血管内

皮细胞功能异常［１－２］及其通透性的改变［３－４］。氧化低

密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）
聚积于血管壁，形成典型的脂质斑块。在此过程中，

ｏｘＬＤＬ不仅是参与形成泡沫细胞（吞噬了 ｏｘＬＤＬ的
巨噬细胞），其本身也是一种致病因子，参与调节内皮

细胞的功能以及通透性改变［５－７］。但 ｏｘＬＤＬ对血管
内皮细胞通透性改变的调节机制仍未明确。

　　既往研究发现，钙离子参与调节血管内皮细胞通
透性和细胞骨架排列［８－１０］。钙库操纵性钙内流（ｓｔｏｒｅ
ｏｐｅｒａｔｅｄｃａｌｃｉｕｍｅｎｔｒｙ，ＳＯＣＥ）是大多数非兴奋性细胞
钙内流的主要方式［１１－１２］。前期研究发现，ＳＯＣＥ参与
调节血管内皮细胞的增殖和迁移［１３］，推测 ＳＯＣＥ可能
参与调节血管内皮细胞的通透性改变。本研究利用体

外培养的人脐静脉血管内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ），初步探讨ＳＯＣＥ在ｏｘ
ＬＤＬ诱导的ＨＵＶＥＣ通透性变化中的作用。

１　材料与方法

１．１　细胞培养及处理分组
　　ＨＵＶＥＣｓ（ＨＵＭＣＥＬＬ００２０，武汉原生原代）用含
２０％胎牛血清的 １６４０培养基（Ｈｙｃｌｏｎ）的培养瓶贴壁

培养，培养瓶置于３７℃、５％ＣＯ２培养箱中。每３天传
代１次，第３次传代根据目标实验分别接种于Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ
培养皿、激光共聚焦培养皿、６孔培养板中。培养于
Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ培 养 皿 的 细 胞 用 于 检 测 跨 内 皮 电 阻
（ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，ＴＥＲ），随机分为
对照组和不同剂量 ｏｘＬＤＬ（１０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ）干
预组（ｎ＝３）。培养于含载玻片的６孔板的细胞用于细
胞骨架的免疫荧光及蛋白印迹检测，随机分为（ｎ＝５）：
对照组、ｏｘＬＤＬ２４ｈ组（１００μｇ／ｍＬ）和 ｏｘＬＤＬ４８ｈ
组（１００μｇ／ｍＬ，４８ｈ）。培养于激光共聚焦培养皿的
细胞用于检测细胞内钙含量以及 ＳＯＣＥ（ｎ＝８～１２）：
钙含量检测中利用２ＡＰＢ为 ＳＯＣＥ抑制剂，细胞随机
分为对照组、ｏｘＬＤＬ组（１００μｇ／ｍｌ）和 ｏｘＬＤＬ＋２ＡＰＢ
组（ｏｘＬＤＬ１００μｇ／ｍｌ；２ＡＰＢ５０μｍｏｌ／Ｌ），分别于２４ｈ
和４８ｈ检测。ＳＯＣＥ检测的细胞随机分为对照组、ｏｘＬＤＬ
２４ｈ组（１００μｇ／ｍｌ）和ｏｘＬＤＬ４８ｈ组（１００μｇ／ｍｌ）。
１．２　跨内皮电阻（ｔｒａｎｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｅｌｅｃｔｒｉｃａｌｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ，

ＴＥＲ）检测
　　采用ＭｉｌｌｉｃｅｌｌＥＲＳ２电阻仪检测ＴＥＲ。以无细胞
的Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ培养皿为空白对照（ＴＥＲ０），接种了细胞的
Ｍｉｌｌｉｃｅｌｌ培养皿先置于细胞培养箱２４ｈ，随后添加不同
剂量的 ｏｘＬＤＬ（１０、２５、５０、１００μｇ／ｍＬ），分别于 ０、３、
６、１２、２４、４８ｈ检测 ＴＥＲｔ，按照公式 ＴＥＲ＝ＴＥＲｔ－ＴＥＲ０

９５３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）



计算。

　　在观察抑制ＳＯＣＥ对 ＴＥＲ影响的检测中，将细胞
分为对照组、ｏｘＬＤＬ组（１００μｇ／ｍｌ）和 ｏｘＬＤＬ＋２ＡＰＢ
组（ｏｘＬＤＬ１００μｇ／ｍｌ，２ＡＰＢ５０μｍｏｌ／Ｌ）。
１．３　细胞骨架免疫荧光检测
　　细胞用４％多聚甲醛室温固定１５ｍｉｎ，０．０１ｍｏｌ／Ｌ
ＰＢＳ洗 ３ｍｉｎ×３次。加入兔血清封闭液封闭 ３７℃孵
育２０ｍｉｎ。分别加入 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ抗体（１∶２００稀释，
中国碧云天生物技术有限公司），ＡｃｔｉｎＴｒａｃｋｅｒＲｅｄ
Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ（１∶１００稀释，中国碧云天生物技术有限公
司）后，置于保湿盒后，于 ４℃冰箱孵育过夜。０．０１
ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，再加入ＦＩＴＣ标记的羊抗兔
抗体（１∶１００稀释，美国 Ｅａｒｔｈｏｘ公司），３７℃避光孵育
１ｈ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次，加入ＤＡＰＩ染液，
室温孵育５ｍｉｎ。０．０１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗３ｍｉｎ×３次后，激
光共聚焦显微镜观察荧光阳性细胞并拍照。

１．４　ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ水平免疫印迹检测
　　取接种于６孔板的细胞，ＲＩＰＡ裂解液（按 １∶１００
添加ＰＭＳＦ，中国碧云天生物技术有限公司）裂解细胞
提取总蛋白，离心后取上清，ＢＣＡ法测蛋白浓度。添
加ＳＤＳ上样缓冲液（中国碧云天生物技术有限公司）
后９５℃变性５ｍｉｎ，取２０μｇ蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ胶
电泳后转移至 ＰＶＤＦ膜，５％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ，孵育
ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ抗体（１∶５００，中国碧云天生物技术有限公
司）、βａｃｔｉｎ（１∶１０００，中国碧云天生物技术有限公司）
于４℃过夜，漂洗后与 ＨＲＰ标记的 ＩｇＧ抗体３７℃孵
育１ｈ，以 ＥＣＬ试剂盒显影，ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件分析条
带灰度值。

１．５　钙离子探针孵育
　　取接种于激光共聚焦培养皿并培养 １ｄ的细胞，
加入终浓度为５μｍｏｌ／Ｌ的Ｆｌｕｏ３／ＡＭ钙离子探针（中
国碧云天生物技术有限公司），３７℃避光孵育 ３０ｍｉｎ
后，吸弃培养液并以 ＰＢＳ漂洗 ３次，加入新鲜培养液
再次避光孵育６０ｍｉｎ后，即于激光共聚焦下检测细胞
内钙含量以及ＳＯＣＥ。
１．６　细胞内游离钙浓度检测
　　取孵育钙离子探针的细胞置于显微镜载物台。选
取视野后（每个视野含８～１２个细胞），共聚焦显微镜
扫描１ｍｉｎ（激发波长４８８ｎｍ，发射波长５３０ｎｍ）。因
Ｆｌｕｏ３／ＡＭ选择性与细胞内游离钙结合后呈荧光性。
以细胞边界圈定兴趣窗（ｒｅｇｉｏｎｏｆｉｎｔｅｒｅｓｔ，ＲＯＩ），计算
每个ＲＯＩ区域的平均荧光强度 Ｆ，以此代表细胞内游
离钙浓度。

１．７　ＳＯＣＥ检测
　　ＳＯＣＥ检测依既往研究实施［１４］。其基本原理是在

孵育钙离子探针后，细胞首先置于无钙离子的缓冲液

中，添加毒胡萝卜素（可特异性抑制内质网上Ｇ２＋ＡＴＰ
酶，从而引起细胞内钙库的耗竭），此过程将激活介导

ＳＯＣＥ的钙离子通道，随后再向缓冲液中添加含钙离
子的溶液，此时，引起的钙内流被认为是 ＳＯＣＥ。取孵
育钙离子探针的细胞，吸弃原培养液，以无钙离子的

ＨＢＳＳ漂洗３次后每个培养皿加入 １ｍＬ无钙离子的
ＨＢＳＳ并置于显微镜载物台。选取视野后，共聚焦显
微镜行基线扫描 １ｍｉｎ（激发波长 ４８８ｎｍ，发射波长
５３０ｎｍ，连续扫描模式），基线荧光值计为Ｆ０。向培养
皿中加入终浓度为２μｍｏｌ／Ｌ的毒胡萝卜素（Ｓｉｇｍａ）并
继续扫描直至基线稳定，向培养皿中加入钙离子终浓

度为２ｍｍｏｌ／Ｌ的氯化钙溶液，继续扫描１０ｍｉｎ。加入
氯化钙后引起的荧光强度上升，其峰值计为 Ｆｍａｘ，以荧
光值变化的绝对值代表细胞内游离钙的改变

（Δ［Ｃａ２＋］ｉ＝Ｆｍａｘ－Ｆ０），此研究触发的游离钙改变条件
为激活ＳＯＣＥ，因此以Δ［Ｃａ２＋］ｉ代表ＳＯＣＥ强度。
１．８　统计学分析
　　计量结果以 珋ｘ±ｓ表示，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果以对照组
的倍数表示。采用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计分析，均
数比较采用ｔ检验。以 Ｐ＜０．０５表示差异具有统计学
意义。

２　结果

２．１　ＯｘＬＤＬ增加ＨＵＶＥＣ通透性
　　如图１所示，ｏｘＬＤＬ对 ＨＵＶＥＣ的 ＴＥＲ影响呈现
剂量与时间依赖性。１０μｇ／ｍＬ的 ｏｘＬＤＬ对 ＴＥＲ无
明显影响，２５μｇ／ｍＬ的 ｏｘＬＤＬ处理１２ｈ内，ＴＥＲ无
明显变化，在２４、４８ｈ引起ＴＥＲ降低，但结果无统计学
意义。５０、１００μｇ／ｍＬ的ｏｘＬＤＬ在６ｈ内对ＴＥＲ影响
不明显，但在１２ｈ引起ＴＥＲ降低（与同时相对照组比
较，分别降低２６．５％、３５．８％，Ｐ＜０．０５），此效应在２４ｈ
（与对照组比较，分别降低 ２７．６％、５５．９％，Ｐ＜０．０５）、
４８ｈ（与对照组比较，分别降低 ４４．３％、６３．０％，Ｐ＜
０．０５）更加明显。
２．２　ＯｘＬＤＬ减少 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白表达并引起细胞

骨架重排

　　鉴于细胞骨架及细胞间紧密连接与通透性密切相
关，本研究观察了ｏｘＬＤＬ对 ＨＵＶＥＣ细胞紧密链接关
键蛋白 ＶＥＣａｄｈｅｒｉｎ表达的影响以及对细胞骨架蛋白
Ｆａｃｔｉｎ的分布影响。如图 ２Ａ所示，免疫印迹结果显

０６３ 　　　　　　　　　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



示，ＯｘＬＤＬ处理后２４、４８ｈ，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达减少
（与对照组比较分别减少５１％、６３％，Ｐ＜０．０５）。免疫
荧光结果显示，ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ主要分布于细胞内，ｏｘ
ＬＤＬ处理２４、４８ｈ后，其表达降低（图２Ｂ）。Ｆａｃｔｉｎ主
要沿着细胞膜分布，微丝结构在细胞质内规律分布。

如图２Ｂ所示，ｏｘＬＤＬ处理后，Ｆａｃｔｉｎ的形态和分布均
发生改变，应力纤维和板状伪足的数量均减少。这些

结果提示，ｏｘＬＤＬ引起的 ＨＵＶＥＣｓ通透性的增加，可
能与Ｆａｃｔｉｎ的重新排列以及ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ的表达降低
有关。
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图３　ＯｘＬＤＬ显著降低ＨＵＶＥＣ细胞内游离钙浓度　（ｎ＝１０～１２，珋ｘ±ｓ）

２．３　ＯｘＬＤＬ增加ＨＵＶＥＣｓ细胞的游离钙浓度
　　采用钙离子探针（Ｆｌｕｏ３／ＡＭ）评估 ＨＵＶＥＣ的游
离钙浓度。如图３Ａ所示，ＯｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）处理
２４ｈ后，ＨＵＶＥＣｓ的游离钙浓度显著增加（与对照组比
较增加 ２６０％，Ｐ＜０．０５），此效应被 ＳＯＣＥ抑制剂 ２
ＡＰＢ（５０μｍｏｌ／Ｌ）阻断，即同时给予 ｏｘＬＤＬ和 ２ＡＰＢ
后，细胞内游离钙浓度与对照组无明显差异，与单独给

予ｏｘＬＤＬ组相比显著减低（降低６８．４％，Ｐ＜０．０５）。在
ｏｘＬＤＬ处理４８ｈ后（图３Ｂ），细胞内游离钙浓度显著
增加（与对照组比较增加 ２７３％，Ｐ＜０．０５），同时给予
ｏｘＬＤＬ和２ＡＰＢ后，细胞内游离钙浓度虽较对照组是
增加的，但与单独给予 ｏｘＬＤＬ组相比是显著减低的
（降低４４．６％，Ｐ＜０．０５）。这部分结果提示 ｏｘＬＤＬ上
调ＨＵＶＥＣｓ游离钙浓度是ＳＯＣＥ依赖的。
２．４　抑制ＳＯＣＥ可减弱ｏｘＬＤＬ引起的ＨＵＶＥＣｓ通透

性增高

　　前述实验结果提示 ｏｘＬＤＬ引起的 ＨＵＶＥＣｓ通透
性增加可能是 ＳＯＣＥ依赖的。为验证此假设，尝试利
用２ＡＰＢ阻断 ＳＯＣＥ，并观察对 ＨＵＶＥＣｓ通透性的影
响。结果发现，ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）在６ｈ引起ＴＥＲ
降低（与同时相对照组相比降低 ３１．５％，Ｐ＜０．０５），
ＴＥＲ在１２、２４、４８ｈ（分别降低３５．８％、５１．６％、６０．８％）
降低更加明显（Ｐ＜０．０５）。此效应能被 ＳＯＣＥ抑制剂

２ＡＰＢ（５０μｍｏｌ／Ｌ）减弱（图４），在６ｈ和１２ｈ，ｏｘＬＤＬ
＋２ＡＰＢ组细胞的 ＴＥＲ较对照组无明显下降，在 ２４、
４８ｈ，其ＴＥＲ较对照组有显著降低（分别降低３０．７％、
３４．７，Ｐ＜０．０５），但下降幅度低于 ｏｘＬＤＬ组。提示 ｏｘ
ＬＤＬ对ＨＵＶＥＣｓ通透性的影响虽不完全，但至少部分
是通过ＳＯＣＥ发生的（图４）。
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图４　各组ＨＵＶＥＣｓ在不同时相点的ＴＥＲ　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

２．５　ＯｘＬＤＬ降低ＳＯＣＥ的振幅并增加ＳＯＣＥ持续时间
　　如上所述，在ｏｘＬＤＬ作用下，ＨＵＶＥＣｓ游离钙增加
是ＳＯＣＥ依赖的。如图５Ａ所示，在无钙离子的缓冲液
中，给予ＴＧ（２μｍｏｌ／Ｌ）后引起钙库内钙离子钙释放，表
现为图中的第一个波峰。随后给予钙离子（２ｍｍｏｌ／Ｌ），
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Ａ：各组细胞孵育钙离子探针后的实时荧光曲线；Ｂ：ＳＯＣＥ振幅统计；Ｃ：ＳＯＣＥ升支速度统计；Ｄ：ＳＯＣＥ降支速度统计；１：对照
组；２：ｏｘＬＤＬ２４ｈ组；３：ｏｘＬＤＬ４８ｈ组；ａ：Ｐ＜０．０５，与对照组比较

图５　ＯｘＬＤＬ降低ＳＯＣＥ的振幅并延长ＳＯＣＥ持续时间　（ｎ＝１０，珋ｘ±ｓ）

立即出现第二个更为明显的钙内流波峰。统计分析

ＳＯＣＥ的振幅（由基线到波峰的荧光值差 ΔＦ）发现，
ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）处理 ２４ｈ后，ＳＯＣＥ的振幅较对
照组有降低趋势，但差异无统计学意义（图５Ｂ）。而在
ｏｘＬＤＬ（１００μｇ／ｍＬ）处理 ４８ｈ后，ＳＯＣＥ的振幅显著
降低（降低 ４８％，Ｐ＜０．０５）。进一步分析不同组间
ＳＯＣＥ波形变化，如图 ５Ａ所示，以钙离子开始回填到
ＳＯＣＥ波峰的时间区域代表ＳＯＣＥ的升支，以波峰到峰
后的１２０ｓ区域代表 ＳＯＣＥ的降支。分别计算每个细
胞的升支速度和降支速度（ΔＦ／Δｓ）后再予以统计，结
果如图 ５Ｃ、Ｄ所示。ｏｘＬＤＬ处理后，ＨＵＶＥＣｓ的
ＳＯＣＥ的升支速度呈降低趋势，但无统计学意义。降支
速度在ｏｘＬＤＬ处理２４ｈ后呈现降低趋势，而在ｏｘＬＤＬ
处理４８ｈ后则呈显著下降（降低 ４５．８％，Ｐ＜０．０５）。
ＳＯＣＥ降支速度的降低，说明 ＳＯＣＥ持续时间／介导
ＳＯＣＥ离子通道开放时间的延长，这也说明在ＳＯＣＥ振
幅降低的情况下，ｏｘＬＤＬ仍能引起细胞内游离钙浓度
的增加。

３　讨论

　　血管内皮细胞功能异常是动脉粥样硬化发生的早
期病理改变。ＯｘＬＤＬ作为一种致病因子，可通过直接

和间接的方式，影响血管内皮细胞的增殖、迁移等功

能。但目前对ｏｘＬＤＬ是否影响血管内皮细胞的通透
性仍未明确。本研究发现，ｏｘＬＤＬ能够降低 ＨＵＶＥＣｓ
的ＴＥＲ，ＴＥＲ与细胞间紧密连接的完整性密切相关，
而细胞间紧密连接的完整性是维系内皮细胞通透性的

关键，既往研究也多把ＴＥＲ作为检测细胞通透性的指
标之一 ［１５］，因此，ＴＥＲ的降低间接提示 ｏｘＬＤＬ可增
加ＨＵＶＥＣ的通透性。
　　ＴＥＲ及血管内皮细胞的通透性的维持依赖于完
整的细胞骨架以及正常的细胞间连接。其中 Ｆａｃｔｉｎ
蛋白［１６－１７］和ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白［１８－１９］在维持正常的细胞

骨架和细胞间连接中起关键作用，也参与调节血管内

皮细胞的通透性［２０］。本研究发现，ｏｘＬＤＬ降低
ＨＵＶＥＣｓ的 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ表达，并改变 Ｆａｃｔｉｎ蛋白的
在ＨＵＶＥＣｓ的分布，这提示ｏｘＬＤＬ可能是通过影响细
胞骨架的排列和细胞间连接的完整性从而引起 ＴＥＲ
的改变。

　　细胞内游离钙的浓度改变参与调节诸多细胞功
能。既往研究也发现，细胞内游离钙的浓度与细胞骨

架的稳定性相关，参与调节 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的功
能［２１］。本研究发现，ｏｘＬＤＬ引起 ＨＵＶＥＣｓ游离钙浓
度增加，此效应能被ＳＯＣＥ的特异阻断剂２ＡＰＢ阻断，

３６３　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　陆军军医大学学报，２０２３，４５（４）



说明ｏｘＬＤＬ对细胞游离钙的影响是 ＳＯＣＥ依赖的。
提示 ｏｘＬＤＬ可通过影响 ＳＯＣＥ而增加 ＨＵＶＥＣｓ的游
离钙浓度，进而下调 ＶＥｃａｄｈｅｒｉｎ蛋白的表达并影响
Ｆａｃｔｉｎ蛋白的分布，从而引起ＴＥＲ的改变。随后的研
究也证实，２ＡＰＢ不仅能阻断细胞内游离钙的增加，还
能减轻ｏｘＬＤＬ对ＨＵＶＥＣｓ的ＴＥＲ的影响，说明ＳＯＣＥ
的改变，是引起 ＨＵＶＥＣｓ通透性变化的上游调节环
节。

　　本研究观察了 ｏｘＬＤＬ对 ＨＵＶＥＣｓ的 ＳＯＣＥ产生
何种影响。结果提示ｏｘＬＤＬ虽然降低ＳＯＣＥ的振幅，
但显著延长了 ＳＯＣＥ的持续时间，即介导 ＳＯＣＥ的钙
离子通道持续开放的时间延长，进而引起细胞内游离

钙浓度的增加。

　　ＯｘＬＤＬ对细胞通透性的影响可能存在多种机制。
本研究重点观察ＳＯＣＥ在其中的作用。研究结果提示
ｏｘＬＤＬ通过延长内皮细胞 ＳＯＣＥ的持续时间上调细
胞内游离钙浓度，也观察到 ｏｘＬＤＬ对 ＴＥＲ、细胞骨架
和细胞间连接的影响。虽未提供游离钙与 ＴＥＲ、细胞
骨架和细胞间连接相关的直接证据，但根据既往研究

结果，游离钙的增加会导致细胞骨架和细胞间连接的

改变［２１］。因而推测 ｏｘＬＤＬ对细胞骨架、细胞间连接
的影响是通过ＳＯＣＥ相关的游离钙改变而实现。
　　综上所述，本研究结果显示，ｏｘＬＤＬ通过延长内
皮细胞ＳＯＣＥ的持续时间上调细胞内游离钙浓度，进
而可能影响细胞骨架的排列和细胞间连接的完整性，

引起细胞通透性的增加。
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