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锌指蛋白基因抑制内皮细胞粘附分子表达及单核细胞粘附 
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[摘 要] 目的 单核细胞粘附是动脉粥样硬化发生的重要阶段，研究锌指蛋白 A20基因在氧化型低密度脂蛋白诱导内皮 

细胞粘附分子表达及单核细胞粘附中的作用。方法 脂质体 DOTAP转染 pEGFPEHA20．N1于原代培养的脐静脉内皮细胞，经 

G418筛选 ，A20表达经免疫荧光鉴定。激光共聚焦显微镜及微管吸吮系统分别检测转染前后氧化型低密度脂蛋白诱导单核细胞粘 

附清况及内皮细胞粘附分子 VCAM一1表达。结果 氧化型低密度脂蛋 白能显著提高单核细胞粘附力及内皮细胞 VCAM．1表达， 

A20基因能显著抑制氧化型低密度脂蛋 白诱导单核细胞粘附及内皮细胞 VCAM．1表达。结论 A20基因对动脉粥样硬化的防治可 

能有一定作用。 
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oVerexpressiOn of A20 inhibits OxLDL-inducible endothelial cells VCAM -1 expression and monocyte Adhesion 
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Abstract：0bjective To examine the effectiveness of A20 inhibits OxLDL．inducible endothelial cells VCAM．1 expression and mono． 

cyte adhesion．Methods With the help of DOTAP．endothelial cells were transfected with pEGFPEHA20 N1．The positive cell clones were 

selected with G418．Immunofluorescence analysis determined the stable transfection and expression of A20 in the endotl1elial cells．The ex． 

pression of VCAM-1 in endothelial cells induction by OxLDL was determ ined by immunofluorescence an d in situ hybridization．The adhension 

force between endothelial cells and monocytes was checked by micropipette aspiring system．Results A20 gene can significantly inhibit the 

VCAM—l expression of endothelial cells and decrease the adhension force between endo￡l】elial cells and monocytes jnduetion by OxLDL．Con． 

clusion A20 gene can be helpful for the treatment atherosclerosis． 
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动脉粥样硬化(atherosclerosis，AS)是一种发病率 

很高的心血管疾病 ，动脉粥样硬化的发生发展与氧化 

修饰低密度脂蛋 白(oxidized low density lipoprotein， 

OxLDL)密切相关，OxLDL在 AS的病变形成中起重要 

作用。内皮细胞损伤后单核细胞归巢于损伤血管是 

AS发生过程中的重要步骤，OxLDL是导致血管内皮损 

伤的主要原因。OxLDL可导致 内皮表达一些粘附分 

子如血管内皮粘附分子(VCAM一1)，促进单核细胞粘 

附 J̈，而单核细胞与内皮细胞的粘附是 AS形成机制 

的第一步。A20基因属锌指蛋白家族，属内皮细胞保 

护基因，在机体抵抗炎症时能发挥重要作用 ，在慢 

性炎症 AS中也发现有重要的保护作用，但其机制尚 
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不清楚。因此研究 A20基因在 OxLDL诱导的内皮细 

胞粘附分子表达及单核细胞粘附中的作用，将为 AS 

预防和治疗应用 A20基因提供实验依据。 

1 材料与方法 

1．1 试 剂 

本实验室保存 pEGFPEHA20一N1质粒(比利时 RUG LMBP 

Dr Martine V提供 EHA20 cDNA)在本实验室构建而成。DOT- 

AP脂质体转染试剂(Roche公司)，E—tag抗体(美国Amersham 

Pharmaeia Biotech)，质粒抽提试剂盒、琼脂糖购 自上海生工， 

DMEM培养基及胎 牛血清购 自 HLycone公 司，G418为美 国 

Gibico公司产品，限制性内切酶(华美公司)，Lambda DNA EcoR 

I和 HindⅢ Marker(Promega公司)，cy3免疫荧光试剂盒、Ⅷ 

因子抗体、VCAM一1鼠抗人抗体、原位杂交试剂盒购自武汉博士 

德公司。大肠杆菌 DH5c~由本实验室保存。 

1．2 A20基因在原代培养的内皮细胞转染 

取脐静脉进行原代 内皮细胞培养，先用胶原酶消化，以 

1×10 的浓度接种细胞 ，培养基为 150 mg／L内皮生长因子， 

90 mg／L肝素钠，含20％胎牛血清的 M199液。培养 7～14 d细 

胞融合后传代。传代后培养的内皮细胞生长至 70％ 一80％融 
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合时进行基因转染 ，脂质体采用 DOTAP，在内皮细胞将 pECF— 

PEHA20-N1重组质粒转染，约 18 h后弃去转染液，换含 M199 

培养液(含 20％FBS)培养 2 d后换液，用含 G418 300 mg／L的 

M199培养液进行筛选 ，14 d后收集 G418抗性细胞，将收集的 

细胞继续在300 mg／I~的 G418筛选下培养 28 d，在荧光显微镜 

下观察细胞转染情况。用含 G418 300 mg／L的M199培养液同 

时培养转染 pEGFP-N1及未转染内皮细胞。 

细胞转染后，将抗 G418细胞继续培养2周，免疫荧光方法 

检测 A20基因表达情况，一抗使用 鼠抗人 E—tag单克隆抗体 

(HA20 cDNA N末端标记 E-tag序列 GGT GCG CCG GTG CCG 

TAT CCG GAC CCG CTG GAA CCG CGT)，二抗及三抗分别使 

用生物素化的羊抗 鼠IgG、SABC—cy3，对照组为内皮细胞转染 

pEGFP-N1重组质粒。免疫组织荧光化学染色鉴定内皮细胞， 

标记抗体为内皮Ⅷ因子抗体。将选择出高表达 A20基因的抗 

G418阳性克隆细胞用于后续实验。 

1．3 氧化型低密度脂蛋 白的制备 

氧化低密度脂蛋白(购自协和医科大学生物化学教研室) 

加铜离子达终浓度为 1 txmol／L，37℃氧化 24 h J。 

1．4 NF．KB及 VCAM一1在细胞内的表达检测 

内皮细胞分两组，分别为转染 pEGFP—N1组和 pEGFPE— 

HA20-N1组。实验分三组如下：1组加 LDL 50 mg／L；2组加 

OxLDL 50 rag／L；3组不加任何刺激因素作为对照。所有组分 

别作用6 h。按常规免疫荧光方法检测，一抗为 鼠抗人 NF— 

KBp65抗体及 VCAM-1抗体，二抗为生物素化的羊抗鼠 IgG、三 

抗为SABC-ey3，激光共聚焦荧光显微镜照相图像分析。常规原 

位杂交方法，VCAM-1寡核苷酸探针序列 (敏感加强型)：5’一 

TAACC GAAAG GTGGC AACAG AA1Tr GAGTC-3’：5’一TATI'C 

AGGCC TGCCG TGGTA CAGAA CTGGA一3’：5’一CTGGA CAACA 

GTrAT AAAAT GGATr ATCCT-3’。再依次滴加封闭液，兔抗 

地高辛抗体，生物素化羊抗兔 IgG，SABC，DAB显色。计算机图 

像分析结果。 

1．5 微管吸吮系统检测单核细胞粘附 

1．5．1 单核细胞分离 取正常成人新鲜血离心后的白膜层 

1 mL，以Pereoll(等渗比重为 1．085)3 mL于 2 500 r／rain行梯 

度离心，吸取界面上的白细胞层以 3 mL Hanks液清洗，沉淀以 

1 mL Hanks液重悬后加于3 mL淋巴细胞分离液(比重 1．077) 

2 500 r／rain梯度离心。沉淀经涂片染色证实85％为单核细胞 ， 

胎盘兰拒染实验显示有活力细胞达95％以上，以 Hanks液冲洗 

2次后按 1×10 ／mL重悬于含 10％胎牛血清的 DMEM培养液 

中备用。 

1．5．2 微管吸吮 以电视摄像磁带记录的方式记录，实验 

在2．5 h内完成。操作过程：微管吸吮实验系统连接完毕后，将 

单核细胞悬液加入到前一天已种植内皮细胞的特制圆形小室， 

湿热静置于 37℃孵箱内30 min后开始实验。在倒置显微镜载 

物台上将样本小室置于其上。未粘附的细胞于轻微的机械扰 

动即悬浮，而待实验的粘附细胞不动，实验细胞在显微镜下确 

定后利用显微操作器引导微管尖端靠近细胞表面，由于通过负 

压吸引可以吸吮细胞，这个负压由压力控制系统产生，可见细 

胞的小部分将被吸入微管内并密封管口，实验操作以显微操作 

器轻轻侧向牵引单核细胞离开其粘附的内皮表面。在实验过 

程中可以逐步加大吸吮负压(步长0．049—0．098 kPa)使单核 

细胞与内皮细胞分离直至取得表面间粘附分离的临界负压值。 

1．5．3 计算细胞与细胞的粘附力 细胞粘附性的定量指标 

为粘附力(F)，计算公式为：F：1T Rp ／1 P cos0一 叮r Rp P， 

其中盯为圆周率，Rp为微管半径，A P为所测细胞与粘附面分 

离的临界负压值，0为微管与粘附面间的夹角，当 0小于 1O。 

时，cos0—1。在进行有关测量时可通过电视回放输入图像处 

理仪进行。每个组检测细胞个数为 2O个。 

1．6 统计学方法 

采用SPSS 6．0统计软件，实验数据以均数 ±标准差(牙±s) 

表示，两样本均数进行 t检验。 

2 结果 

2．1 A20基 因表达检测 

原代培养的内皮细胞经过内皮Ⅷ因子抗体染色鉴定后为 

本实验需要的细胞 ，采用 C418筛选后选择阳性且 A20基因超 

表达的内皮细胞。内皮细胞转染后经过 Co418选择的细胞中， 

A20基因表达细胞达 100％。荧光显微镜观察未转染的细胞未 

见绿色荧光，而转染成功的细胞胞浆胞核中有很强的绿色荧 

光。用 E—tag抗体实验结果表明转染 A20成功的内皮细胞胞核 

区未见荧光，胞浆中有很强的红色荧光。而实验对照组转染空 

载体的内皮细胞没有见到红色荧光。转染 A20基因细胞绿色 

荧光蛋白表达情况与经 ey3荧光检测 E·tag结果一致，说明通 

过实时观察绿色荧光蛋白表达可检测 A20基因表达情况。 

2．2 VCAM-1在细胞内的表达检测 

原位杂交与免疫荧光结果表明未修饰的 LDL不能提高 

VCAM一1在内皮细胞的表达，而 OxLDL能显著提高 VCAM．1在 

内皮细胞的表达。A20基因可抑制 80％ 以上 OxLDL诱导的 

VCAM一1在内皮细胞的表达。 

2．3 NF—KB表达检测 

免疫荧光显示 OxLDL诱导的内皮细胞可见明显的NF-KB 

迁移入核，而 LDL诱导的内皮细胞无明显改变，A20基因可显 

著抑制 OxLDL诱导的 NF．KB迁移入核。 

2．4 内皮细胞与单核细胞的粘附力 

微管吸吮检测表明(表 1)，OxLDL能明显增强内皮细胞与 

单核细胞的粘附力，而 LDL则没有影响。未加 OxLDL时转染 

A20(pEGFPEHA20一N1)和转染空载体(pEGFPE．N1)的内皮细 

胞与单核细胞的粘附力相差不显著(P>0．05)。A20基因能明 

显减少 OxLDL诱导的单核细胞与内皮细胞与的粘附力，与转 

染空载体的内皮细胞相差非常显著(P<0．01)。 

表 1 单核细胞与内皮细胞粘附力检测( ± ，10I1。N) 

：与 pEGFPE-N1比较 ，P<0．01 
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3 讨论 

本实验构建的 pEGFPEHA20一N1真核表达重组 

体，因E—tag标记在 HA20 cDNA N末端，通过cy3免疫 

荧光检测 E—tag的表达可确定 A20基因在内皮细胞的 

表达，由于实验使用的载体包含 neo基因及 GFP基 

因，本实验可应用抗性筛选如 G418来筛选含此载体 

的内皮细胞，同时可经荧光显微镜适时检测 A20基因 

在细胞的转染效果。经过上述实验，结果表明转染 

A20的内皮细胞有非常高的绿色荧光及 E—tag有强表 

达，表明人的 A20基因在内皮细胞能成功转染，并有 

很高的表达，可以用于以后的研究。 

在 AS形成过程中，OxLDL是重要的致病因素，其 

中原因之一是其能刺激血管内皮细胞释放 VCAM一1、 

IL．8等白细胞趋化因子和粘附分子，这些粘附分子可 

介导循环的单核细胞粘附到病变的内皮细胞，VCAM一1 

主要和慢性炎症有关，在 AS早期的癍块中可同时检 

测到 VCAM一1的表达和单核细胞粘附，这是 AS形成 

的早期机制[1,6-7]。本实验可见 OxLDL能提高单核细 

胞和内皮细胞的粘附力，同时可见 内皮细胞 VCAM一1 

的高表达，说明 VCAM．1可诱导单核细胞粘附到内皮 

细胞，促使单核细胞迁移到内皮下间隙在血管壁聚集， 

导致 AS形成。 

本实验观察到 OxLDL能诱导内皮细胞核转录因 

子 NF—s：B活化，因 VCAM一1基因启动子区有 NF—KB连 

接位点，说明 OxLDL诱导内皮细胞 VCAM一1的表达可 

能通过活化核转录因子 NF．KB所致。而 A20基因转 

染的细胞在 OxLDL诱导时未见内皮细胞核转录因子 

NF—KB活化，说明 A20抑制 OxLDL诱导的内皮细胞 

VCAM一1表达。其可能的机制是 A20抑制了内皮细胞 

NF．KB活化。 

本实验结果表明OxLDL可促进内皮细胞 VCAM一1 
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的表达，LDL则不能，说明在诱导血管内皮细胞损伤中 

OxLDL起着一定作用。本实验结果还表明锌指蛋白 

A20基因在抑制 OxLDL诱导的单核细胞粘附中起重 

要作用，这种抑制影响可能与其抑制 OxLDL诱导的血 

管内皮细胞 VCAM一1的表达有关。这些结果表明A20 

基因可能通过抑制血管内皮细胞 VCAM一1的表达从而 

抑制 OxLDL诱导 的单核细胞和内皮细胞粘附。因 

A20尚能抑制其他粘附分子的表达，本实验观察到 

A20抑制单核细胞和内皮细胞粘附不排除 A20尚抑 

制了其他粘附分子的表达，由此可见锌指蛋白 A20基 

因将能在动脉粥样硬化中具有一定的应用价值。 
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