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热应激对培养血管内皮细胞增殖的影响

罗晓凤 ,罗向东 ,王仙园　　(第三军医大学附属西南医院全军烧伤研究所 , 重庆 , 400038)

　　提　要:目的　探讨热应激条件下血管内皮细胞增殖变化的特点及相关机制。方法　以血管内皮细胞株 ECV304 受热43 ℃、2

h 为热应激实验模型 , 观察血管内皮细胞的细胞间粘附分子(ICAM-1)、分化抑制因子1(Id1)、P16 及 P21 的蛋白表达变化 ,
3
H 标记胸

腺嘧啶核苷酸(
3
H-TdR)掺入法测定细胞 DNA的合成。结果　热应激后血管内皮细胞 ICAM-1 表达增强 , Id1 表达受抑制 , P16、P21

蛋白的表达增强。
3
H-TdR掺入实验显示热应激可显著抑制血管内皮细胞的 DNA合成。结论　热应激可以活化血管内皮细胞 ,抑制

细胞增殖 ,从而改变增殖与分化的协调关系 , 并可能进而影响创伤后组织细胞的修复。
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Effects of thermal stress on proliferation of vascular endothelial cells in vitro
LUO Xiao-feng , LUO Xiang-dong , WANG Xian-yuan (Institute of Burn Research PLA , Southwest Hospital , Third Mi litary Medical University , Chongqing

400038 , China)

　　Abstract:Objective　To observe the effects of thermal stress on proliferation of human vascular endothelial cells(VECs)and their signifi-

cance.Methods　Protein expressions of ICAM-1 , Id1 , P16 and P21 were determined with Western Blot after the cells were treated with 43℃ for 2

h , while changes of DNA synthesis were determined with 3H-TdR incorporation.Results　Expressions of ICAM-1 as well as P16 and P21 enhanced

while expressions of Id1(Inhibitor of differentiation)were inhibited after the thermal stress.3H-TdR incorporation revealed VECs growth inhibition

upon thermal treatment.Conclusion　Thermal stress could strongly activate VECs and affect the balanced relationship between proliferation and dif-

ferentiation through cycline-dependent kinase inhibitor P16 and P21 , which might be essential to the recovery of tissues injury upon extraneous stress.
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　　遍布于全身各个部位的毛细血管内皮细胞是烧伤
早期的重要反应细胞 。多项研究表明 ,内皮细胞功能 、
结构受损是引发多脏器功能不全(MODS)等严重并发
症的重要因素。外界多种刺激因子如过氧化物 ,热 ,机
械及物理因素等都可对血管内皮细胞功能及结构产生

影响 ,但热应激对血管内皮细胞增殖和分化的作用还
涉及甚少。已有实验证明 ,热应激可以改变肿瘤细胞
分化和增殖能力[ 1] 。本实验旨在通过研究热应激对血
管内皮细胞增殖和分化的影响以对血管内皮细胞增殖

和分化的调控机制作初步探讨 。

1　材料与方法

1.1　材料

　　所用血管内皮细胞为人脐静脉内皮细胞株 ECV304(购自

美国 ATCC 公司), 培养液 M199(含 10 %小牛血清), 培养于
37 ℃、5% CO2浓度及饱和湿度环境 ,在 25 ml玻璃培养瓶中进

行传代 , 48～ 72 h 更换培养液一次。

1.2　热应激模型的制备

　　热应激时调节培养箱温度为 43 ℃,其余条件不变, 作用 2 h
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后置于正常(37 ℃, 5% CO2 浓度及饱和湿度)条件继续培养。

1.3　Western Blot检测 ICAM-1 、Id1 、P16和 P21蛋白的

表达
　　接种 ECV304 细胞于直径 60 mm 培养皿(8×105 个细胞/

皿), 43 ℃作用 2 h 后继续培养至相应时相点以 M-PERTM

(Pierce Company)蛋白提取液处理细胞 , 收集细胞总蛋白 , BCA

法定量后经 SDS-PAGE , 电转膜 , 免疫抗体反应 , 最后化学增强

发光法(ECL)显带 , 具体步骤按文献[ 3] 操作。以正常培养细胞

作为对照。

1.4　
3
H-TdR掺入测定细胞 DNA的合成

　　接种 ECV304 细胞于 96 孔板 , 热应激(43 ℃, 2 h)后立即更

换含3H-TdR(0.5 μCi/孔)的培养液 , 置正常 37 ℃条件培养。 分

别于应激后 2、5 、8、12 、24、48 h , 收集细胞于纤维玻璃纸 ,液闪计

数测定 Bq值。每时相各设 5 孔 , 另设正常细胞培养组作对照。

1.5　统计学处理

　　计量资料取三批实验的平均值 , 以 x± s表示 , 采用 SPSS

统计软件进行 t检验。

2　结果

2.1　热应激使血管内皮细胞 ICAM-1表达增强

　　Western Blot结果见图 1。, 热应激后即刻就有血管内皮细胞

活性标志-ICAM-1 的增强表达 , 其高表达一直持续到应激后 2、

4 、6 h 后有所下降。这说明热应激能够激活内皮细胞。
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图 1　热应激对血管内皮细胞 ICAM-1表达的影响(Western Blot)

Fig 1　Effects of thermal stress on the expression on ICAM-1 in

ECV304 cells(Western Blot)

2.2　热应激使血管内皮细胞中 Id1 蛋白表达减弱

　　通过Western Blot检测到热应激后血管内皮细胞分化抑制

因子1(Id1)表达逐渐减弱 , 其减弱趋势较为缓慢 , 应激后 12 h

减弱明显 ,至 48 h 已基本完全抑制 , 图 2。

图 2　热应激对血管内皮细胞 Id1表达的影响(Western Blot)

Fig 2　Effects of thermal stress on the Expression of ID1 in ECV304

cells(Western Blot)

2.3　热应激对血管内皮细胞 P16蛋白表达的影响

　　Western Blot检测发现 , P16 蛋白在热应激后表达逐步增
强 , 6 h 明显 , 12 h 达高峰 , 48 h 开始减弱 , 见图 3。

图 3　热应激对血管内皮细胞 P16表达的影响(Western Blot)

Fig 3　Effects of thermal stress on the expression of P16 in ECV304

cells(Western Blot)

2.4　热应激对血管内皮细胞 P21蛋白表达的影响

　　Western Blot显示 , 同 P16 趋势基本相一致 , P21 蛋白表达在
热应激后逐步增强 , 12 h 增强达高峰 , 见图 4。 而这种现象与

Id1 表达逐步减弱呈相反趋势。

图 4　热应激对血管内皮细胞 P21表达的影响(Western Blot)

Fig 4　Effects of thermal stress on the expression of P21 in ECV304

cells(Western Blot)

2.5　3H-TdR掺入测定热应激对血管内皮细胞增殖的
效应

　　热应激组各时相点 cpm 值均低于正常培养组 , 见图 5 , 应激

后即有减低 , 12 h 起两组相差显著 , 48 h 仍明显(P<0.05)。

图 5　3H-TdR掺入:ECV304细胞增殖曲线

Fig 5　Growth curve of ECV304 cells with thermal treatment)

3　讨论

　　热应激是烧伤早期细胞感受的主要刺激 ,分布于
全身各脏器的血管内皮细胞是创伤早期反应明显的组

织细胞之一 ,是机体中少数几种能产生较多细胞因子
并对其它细胞产生调节作用的重要细胞种类 ,它不但
是维持血管通透的重要屏障 ,而且近年研究发现血管
内皮细胞损伤可能是引发烧伤后 MODS 的重要因
素[ 4] 。血管内皮细胞的分化与增殖的协调作用是调控
修复过程的重要因素 ,因此 ,研究热应激下内皮细胞的
分化增殖改变具有重要意义 。本实验观察到热力 43

℃作用 2 h 可以使内皮细胞活化标志物 ICAM-1的表
达增强 ,激活血管内皮细胞 , 。从分化抑制因子 1(Id1)
进一步研究活化的血管内皮细胞分化增殖的改变发

现 , Id1蛋白在应激后逐步减低 ,而其负调控的下游增
殖相关蛋白 P16和 P21在热应激后逐步增强。3H-TdR
掺入实验也表明热应激可以抑制细胞的 DNA合成。
　　在众多的调控增殖及相关基因的复杂网络中分化
抑制因子(Inhibitor of differentiation , Id)的细胞分化增殖
的调控因子。Id 蛋白是一低分子量多肽[(13 ～ 20)×
103]的小家族 ,迄今发现的 4个 Id蛋白中 Id1和 Id3几

乎表达于所有的细胞 ,而 Id2和 Id4具有细胞特异性
[ 4]
。

Id1是碱性螺旋-环-螺旋(Helix-loop-helix)转录因子家族
的成员之一 ,它通过与其家族的其它成员竞争结合含 E-
box 的调控序列 ,阻止增殖相关基因(p15 、p16 、p21 、p53
等)的转录 ,起负调控作用[ 5] 。P16和P21主要作用于控

制细胞DNA复制的 G1/S 期 ,通过与 cyclin 家族成员竞

争性结合 CDK使其失活 ,阻止 Rb 蛋白磷酸化 ,而非磷
酸化的 Rb蛋在细胞周期 G1-S过程中起关键性负调控

作用 ,主要是抑制转录因子 E2F 的转录活性 ,使许多与
DNA合成有关的基因以及与细胞增殖有关的基因不能

及时充分表达 ,使G1期阻滞 ,抑制细胞增殖[ 6 ,7] 。
　　血管内皮细胞处于机体的重要位置 ,其应激后分化
与增殖的协调关系对损伤修复具有重要意义 。以上实
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验初步证明热应激可以激活血管内皮细胞 ,通过 Id1※
bHLH※含 E-box 的增殖相关蛋白(P16、P21)的信号通路
调节细胞的增殖 ,这一细胞应激反应的意义在于使细胞
受到外界不良因素刺激后获得修复损伤 DNA的机会 ,
即把细胞滞留在 G1 期或 G2/M 期 ,不让细胞进入 DNA

合成S期或有丝分裂 ,以避免遗传信息的错误传递。另
一方面 ,细胞如果不能成功修复 DNA或有效对抗应激

因素的干扰 ,则胞内自杀防御系统(凋亡)被激活 ,从而
保护整体组织不受进一步的损伤。
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文章编号:1000-5404(2002)11-1315-01 个案与短篇

川崎病合并急性化脓性扁桃体炎 2例

Report of cases of Kawasaki disease with acute suppurative tonsillitis

刘晓蓉 ,赵聪敏　　(第三军医大学附属新桥医院儿科 , 重庆 400037)

　　例1 , 患儿, 男 ,2 岁 7个月 ,因“发热 1 d ,伴颈部包块半天, 抽
搐1 次”于 2000-06-25入院。查体:右颈后扪及一 3 cm×3 cm×2

cm大小淋巴结, 局部皮肤充血 ,皮温高, 触痛明显。咽充血 , 双侧
扁桃体Ⅱ°,右侧可见黄白色分泌物。神经系统无阳性体征。血

象:WBC 21.3×109/L;N 0.88;L 0.12。入院初诊:①急性化脓性
扁桃体炎;②淋巴结炎;③高热惊厥。经抗感染等治疗, 仍持续

高热 , 右颈后淋巴结增大 ,逐渐出现双侧球结膜充血 ,唇红 , 杨梅
舌及全身皮肤红色斑丘疹 , 查肝功 、心肌酶谱提示肝脏、心肌损

伤。病程第 10 d ,患儿指端甲床与皮肤交界处出现膜状脱皮 , 最
后确诊为川崎病合并急性化脓性扁桃体炎 , 心脏彩超无异常。

即予静注丙种球蛋白(IVIG)1g/ kg冲击治疗 , 阿斯匹林 、潘生丁口
服。病程第14 d ,患儿出现右侧周围性面瘫 , 经综合治疗 ,住院

45 d ,治愈出院。随访半年 ,未发现心脏后遗症。
　　例2 ,患儿 , 男 , 7 岁 ,因“发热伴颈部包块2 d , ”于 2002-05-17

入院。查体:右颈后扪及一 2 cm×2 cm×1 cm 大小淋巴结 , 表
皮明显充血 ,皮温高 , 触痛明显。咽充血 , 双侧扁桃体Ⅰ°, 其上

可见黄白色分泌物。血象:WBC 23.5×109/L , N 0.90 , L 0.10。
入院初诊:①急性化脓性扁桃体炎;②淋巴结炎。经抗感染等

治疗 ,仍持续高热 , 右颈后淋巴结增大 , 左颈后亦出现一肿大淋
巴结 , 并逐渐出现全身皮肤红色斑丘疹 , 球结膜充血 , 唇红 , 杨

梅舌及指端硬性肿胀。考虑川崎病合并急性化脓性扁桃体炎 ,
心脏彩超无异常。病程第 8天经 IVIG(2 g/ kg)冲击治疗及口服

阿斯匹林 , 体温随即降至正常 , 临床症状渐消失。 病程第 12

天 ,指端甲床与皮肤交界处出现大片膜状脱皮。 住院 13 d , 临

床症状消失 ,好转出院。
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2　讨论

　　川崎病(Kawasaki disease , KD)是一种以全身血管炎为主要
病变的急性发热性出疹性小儿疾病。该病的冠状动脉并发症为
小儿时期冠状动脉心脏病最常见的原因。早期(发病 10 d内)予
大剂量 IVIG(1～ 2 g/ kg)治疗 , 可减少冠状动脉病变发生率[ 1] 。
经临床调查发现 , >2g/kg 或在发病第 9天后开始用 IVIG者心脏

后遗症的比例明显增高 ,可能解释的原因之一为>2g/kg 的病人
病情较其他组为重 , 之二为 IVIG 对预防心脏后遗症无效[ 2] 。本
组两例均具备KD的诊断标准[ 1] 。在早期合并急性化脓性扁桃
体炎的 KD 的诊断上 , 因 KD 缺乏特异的辅助检查手段 ,诊断主
要依靠临床症状和体征 ,而特征性的指(趾)端膜状脱皮多数在
恢复期即病程10 d后出现 ,故往往在此易将KD的早期表现分析

为急性化脓性扁桃体炎引起全身感染所致, 从而延误诊治 , 引起
严重并发症。本组例 1在病程第 10 天用 IVIG ,恢复期并未出现
心脏后遗症 ,可能与患儿病情较轻有关。从本组两例 KD可以总

结出:如临床出现急性化脓性扁桃体炎的表现 , 伴有持续高热、

颈淋巴结肿大 ,抗生素治疗无显效者 , 应警惕 KD可能 , 并应早期
(发病 10 d 内)应用大剂量 IVIG(1 ～ 2 g/kg)治疗 , 以减少患儿冠
状动脉病变等严重并发症的发生。
　　关键词:川崎病;急性化脓性扁桃体炎
　　中图法分类号:R715.512;R766.18　　　文献标识码:B
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