
录的差异 ,结果提示 C 蛋白能抑制 P16 、P27 的转录与
表达。由于 C蛋白抑制了 P16和 P27的表达 ,因此间
接提高了细胞周期素依赖性激酶(CDK)的功能 ,进而
促进细胞进入 S期。
　　Ray等[ 6]发现 C 蛋白在 COS7细胞和 Hela 细胞中

能够抑制 P53基因启动子的转录 ,认为这很可能是
HCV致癌的一个重要机制 。相似的研究报告称 C 蛋

白还能够抑制 P21基因启动子的转录[ 7] 。但近期Wen

等[ 3]报告在无P53表达的肝癌细胞株Hep3B和表达野

生型 P53的肝癌细胞株 HePG2 中 ,HCV C 蛋白对内源

性和外源性 p53均表现为激活作用 ,并通过 p53依赖

途径激活 p21。我们的结果与Wen 等的研究结论相

似 ,在表达野生型 P53 的肝癌细胞株 HePG2 中 , HCVC
蛋白对 p53表现为激活作用。如何解释 HCV C 蛋白

对P53基因表达影响的差异 ,尚需进一步的研究讨论。
　　虽然HCV核心蛋白被认为有致癌作用 ,但其致癌
机制仍存在较大争议。我们的研究提示 HCV核心蛋

白可能通过调节某些基因的转录与表达 ,增加细胞

DNA合成 ,扰乱细胞周期 ,进而参与致癌过程 。
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C5a对血管内皮细胞表达 P-选择素的影响

Effect of C5a on p-selectin expression in endothelial cells in vitro

黎　庶 ,汪正清　　(第三军医大学基础医学部微生物学教研室 ,重庆 400038)

　　中性粒细胞与血管内皮细胞间的粘附及跨内皮移行是炎

症反应的关键环节 ,选择素等粘附分子在其中发挥着重要的作
用。炎症局部产生的 TNF、凝血酶 、激活的补体片段等多种因

素都能上调粘附分子的表达 ,但 C5a对 P-选择素表达的影响尚
不十分清楚 ,本实验在体外用不同浓度 C5a 与培养的人脐静脉

内皮细胞用 ,测定 P-选择素及中性粒细胞粘附率的动态变化 ,
研究 C5a对 P-选择素表达和对中性粒细胞粘附的影响。

1　材料与方法

1.1　材料
　　人脐静脉内皮细胞株 ECV304:本室冻存;重组人 C5a[ 美国

sigma公司] ;小鼠抗人 P-选择素单克隆抗体[美国 Pharmingen 公

司] ;其它试剂均为国产分析纯。

1.2　方法
1.2.1　细胞培养　　按常规方法进行。
1.2.2　多形核中性粒细胞(Polymorphonuclear neutrophil:PMN)的

分离与纯化　　按常规 Percoll密度梯度离心法分离中性粒细

胞配制工作悬液(1.0×106个/ml)。
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1.2.3　P-选择素的检测　　将培养至融合的细胞分两组 , 1 组

用10、25 、50、100 、250 、500 nmol/L的 C5a分别刺激 10 min 以观察

量效关系;另 1 组选用 250 nmol/ L的 C5a 分别作用 5 、10 、15 、30

min观察时效关系。 ELISA夹心法[ 1]测定内皮细胞 P-选择素表
达水平。490 nm 处检测吸光度。同时设阴性对照组(用 PBS 代

替一抗)。
1.2.4　白细胞粘附率的测定　　将内皮细胞培养至融合后 ,

C5a的作用剂量及时间与上述相同 , 弃培养基 , 每孔加 PMN 工

作悬液 100μl ,孵育30 min ,取上清液 ,并用 200μl无血清 ,无抗

生素的 DMEM 培养基轻洗 2次 , 连同上清液一并进行白细胞计
数(重复 3 次)。粘附率 =(1×105-收集的白细胞数)/ 1×105。

1.2.5　统计学处理　　实验数据以 x±s表示 , 用单因素方差
分析。

2　结果

2.1　C5a刺激内皮细胞 P-选择素的表达及中性粒细
胞粘附率的量效关系

　　结果显示 , P-选择素的表达水平随 C5a浓度的增加而逐渐

增高。尤当C5a浓度为 10 nmol/L时最显著(P-选择素由正常时
的 0.326±0.07 升至 0.506±0.01), 而当 C5a浓度≥250 nmol/ L

时 ,这种上升趋势明显减弱。但各浓度点的测值与正常对照比

(下转 1060页)
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白分子量为 20.1×103 ,二者基本一致。使用“单抗”

TRAIL抗体进行Western blot ,结果显示我们所纯化的

蛋白和上清液所在泳道阳性条带均在 20.1×10
3
处 ,

进一步证实了我们所提的蛋白为可溶性 TRAIL。

　　为了检测 TRAIL 的抗肿瘤活性 ,我们用MTT法研

究TRAIL对结肠癌细胞系 SW480的作用 ,结果显示 ,

TRAIL能有效的杀死结肠癌 SW480细胞 ,呈现出较好

的量效关系和时效关系。国外也有报道[ 1 , 6] ,TRAIL对

包括 SW480在内的多种结肠癌细胞系有较好的作用。

与国外类似的结果表明我们所纯化的蛋白具有很好的

抗肿瘤活性。TRAIL抗肿瘤作用主要是通过与 TRAIL-

R1 、R2 结合后导致肿瘤细胞凋亡[ 7 ,8] 而实现的 ,MTT

法检测的是活细胞数 ,因此 ,TRAIL诱导细胞凋亡的作

用尚需在今后进一步研究 。

　　尽管最近发现正常人的肝细胞对 TRAIL 很敏感 ,

有可能给 TRAIL 的临床应用带来障碍 ,但 Ozoren 等[ 6]

发现 caspase-9的抑制剂Z-LEHD-FMK可以保护正常人

的肝细胞 ,而不影响 TRAIL 对一些肿瘤细胞的杀伤作

用。因此 ,TRAIL 仍有可能成为一种很好的抗肿瘤药

物。本研究成功地利用大肠杆菌表达出 TRAIL 蛋白 ,

并且分离纯化出的 TRAIL蛋白有较好的抗肿瘤活性 ,

为今后TRAIL进一步开发利用提供了实验基础 。
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较相差显著(P<0.05), 同样 ,中性粒细胞的粘附率也表现类似

变化趋势。即随 C5a浓度的增加 , 中性粒细胞与人脐静脉内皮

细胞间的粘附率逐渐递增。

2.2　C5a刺激内皮细胞与 P-选择素表达及中性粒细

胞粘附率的时效关系
　　用 250 nmol/ L的C5a作用 5 min后 , P-选择素水平就明显上

升(由正常时的 0.319±0.02 升至 0.422±0.07), 10 min 最高达

0.568±0.04 ,而后逐渐下降。但各时相点测值均与对照有显著

差异(P<0.05),同样 , 粘附率也随作用时间延长而增加 , 尤以

作用后 15 min 最高(测值为 12.833±0.09 , P <0.01), 30 min 时

虽有下降 ,但显著高于对照组水平(P <0.05)。

3　讨论

　　中性粒细胞参与机体的多种炎症反应。其作用的发挥由

三个步骤组成:即血液中的中性粒细胞在激活的血管内皮细胞

表面缓慢滚动;中性粒细胞激活并与内皮细胞之间发生粘附;

细胞变形经由血管内皮细胞间隙外移并向炎症部位游走[ 2] 。

其中 , 第二步是其发挥免疫功能的关键环节 , 涉及多种粘附分

子的参与。P-选择素是一种分子量为 140×103 的跨膜糖蛋白 ,

平时存在于内皮细胞的Weibel-Palade 小体及血小板α颗粒中 ,

当内皮细胞受到组织胺 、氧自由基等因素作用后数分钟便在细

胞表面表达 ,参与炎症细胞的滚动效应的产生[ 3] 。研究发现:

预先用蛇毒因子耗竭体内补体可减轻 P-选择素介导在中性粒

细胞的聚集和粘附程度[ 4] 。本实验结果显示 ,当用不同浓度的

C5a刺激 10 min时 , P-选择素的表达随着 C5a浓度的增加而增

加 ,中性粒细胞粘附率也表现类似的趋势 , 二者存在量效关系;

用 250 nmol/ L的 C5a刺激不同时间 , P-选择素的表达水平随着

刺激时间的延长而升高 , 15 min 后逐渐下降 , 而中性粒细胞粘

附率在 30 min 之前逐渐升高 , 30 min 略有下降 , 二者存在时效

关系。中性粒细胞粘附率的下降滞后于 P-选择素水平的降低 ,

提示 P-选择素可能是影响中性粒细胞与内皮细胞间粘附的重

要因子之一。本实验结果对 C5a 过敏毒素介导的急性炎症反

应的防治提供了实验依据。
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