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　　提　要　目的: 观察培养的新生小牛右心室心内膜内皮细胞 ( EEC)血管活性物质的分泌功能及缺氧对

其分泌的影响。方法: EEC采用刮取法培养 ,用放免法测定培养液中血管活性肽的含量。结果: 缺氧 24 h( PO2
约为 0. 8 k Pa)使 EEC的内皮素 ( ET-1)和心钠素 ( ANP)分泌显著增加 ( P < 0. 01) ,其分泌分别是常氧的 1. 9

倍和 1. 6倍 ;缺氧也使 EEC分泌内源性洋地黄因子 ( EDLF )显著增加 ( P < 0. 05) ,其分泌是常氧的 1. 7倍 ,但

缺氧使 EEC分泌血管紧张素 ( ATⅡ )降低 18% ( P < 0. 05)。结论: 缺氧可引起 EEC多种血管活性因子的分

泌发生改变。
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　　心内膜内皮细胞 ( Endoca rdial endo thelial cell,

EEC)一直被认为仅仅是心脏内腔的衬里和屏障。但近

年的研究发现 ,它与血管内皮细胞同样是一种多功能

的细胞 ,除屏障功能和跨膜转运功能外 , EEC能分泌

血管活性物质 ,以旁分泌的方式调节心脏结构与功能 ;

同时 ,经过血液循环 ,以循环内分泌的方式可作用于肺

血管。此外 ,体液中的物质如神经递质、代谢产物等也

可通过影响 EEC的功能而调节心脏舒缩活动 [ 1]。缺氧

对机体的影响主要表现为缺氧性肺动脉高压 ( HPAH)

和右心肥大 ( RV H)。缺氧情况下 ,右心静脉血氧分压

是体内最低的部位 ,我们推测缺氧可能影响右心 EEC

的血管活性因子的分泌 ,从而参与 HPAH和 RVH的

发生发展过程。本研究通过 EEC体外培养的方法 ,在

排除体内神经体液等因素的影响下 ,观察缺氧对右心

室 EEC心钠素 ( AN P)、内皮素 ( E T-1)、血管紧张素

( ATⅡ )和内源性洋地黄因子 ( EDLF)等血管活性肽

分泌功能的影响 ,旨在探讨缺氧因素与 EEC活性物质

分泌的关系。

1　材料与方法

1. 1　主要材料与试剂
　　胰蛋白酶 ( Difico , 1 250) , RPM I-1640( JR Scientificinc

USA) , ET-1测定试剂盒 (东亚免疫试剂研究所 ) ,心钠素、地高

辛和血管紧张素测定试剂盒 (北方免疫试剂研究所 ) ,无氧混合

气 (含 5% CO2+ N 2,由重庆气体制造厂制备 ) ,内皮素 -1、心钠素

单克隆抗体 ( Penisula Lab, US A) ,Ⅷ 因子相关抗原抗体和 S-P

免疫组化染色试剂盒 (福建迈新生物技术开发公司 ) ,其它试剂

均为 国产或进 口 AR级。抑肽酶 ( Apro tenin, Boehringer

Mannheim, Germany) ,所用的培养器皿为 COS TAR产品。

1. 2　 EEC培养方法
　　新生小牛由牛奶厂提供 ,出生后禁食 ,于 10 h内活杀。无菌

下开胸 ,取出心脏。按以下方法培养 EEC: 将右心室用 D-Hanks

液冲洗 3～ 5次 ,以洗净残存血液 ,然后将心室纵行剖开 ,翻出心

内膜面 ,用 10号手术刀轻轻刮取 EEC,注意每个部位只能刮一

次 ,收集细胞置入 3025培养瓶中 ,用吸管吹打分散 ,加入含 20%

新生小牛血清的培养基 ,置 CO2孵箱 37℃培养。长成单层后及

时传代。用相差显微镜观察细胞的生长和形态特点。用 0. 4%台

盼蓝检查细胞的活性 ,并应用 S-P法 [2]行 ET-1、 ANP和Ⅷ 因子

相关抗原免疫组化染色 ,以棕黄色为阳性。

1. 3　缺氧对 EEC血管活性肽分泌的影响

　　将 EEC按 4× 104 /cm2密度接种于 3025培养瓶 ,加入 10 ml

含 20%新生小牛血清的 RPM I-1640培养基。37℃培养 24h ,细胞

贴壁伸展后吸弃培养液 ,更换含 1%灭活并透析过的去血小板

新生小牛血清培养基 ( 10 ml) ,分常氧组和缺氧组。常氧组置于

5% CO2孵箱中培养 ,缺氧组置于含无氧混合气的密闭容器中培

养。气体与培养液平衡后采用血气分析仪测定常氧组和缺氧组

细胞培养液的氧分压分别为 19. 5± 0. 7 k Pa ( 146. 5± 5. 3

mmHg )和 0. 8± 0. 3 kPa( 5. 97± 2. 2 mmHg )。各组于培养的 24

h收集培养液 ,加入抑肽酶 ( 100 u /ml) ,置 - 70℃备测。同时用

台盼蓝染色法计数每瓶的细胞数 ,并计算存活率。样本收齐后

按药盒说明书测定 AN P、 ATⅡ 、 EDLF和 ET-1,其分泌量以

Pg /105 cells(活细胞 )表示。
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1. 4　统计学分析
　　所得数据采用方差分析 ,结果以 x-± s表示 ,做 Weltch 't

显著性检验。

2　结果

　　培养的右心室 EEC于相差显微镜下观察呈单层生长 ,细

胞大小不一致 ,多角形排列 ,细胞间以细小突起相交叠 ,细胞核

周围颗粒丰富。台盼蓝染色发现 ,细胞存活率均大于 95%。免疫

组化染色发现 , ET-1和Ⅷ 因子相关抗原染色均为阳性 , AN P染

色均为弱阳性。Ⅷ Ag染色在胞浆内分布较均匀 ,而 ET-1阳性

颗粒多分布于核周围 ,证明培养成功。见附图。

　　缺氧情况下 , EEC的细胞活性无显著变化 ,但是 ET-1和

ANP分泌显著增加 ( P < 0. 01) ,其分泌量分别是常氧的 1. 9倍

和 1. 6倍 ,但缺氧使 EEC分泌 AT降低 ( P < 0. 05) ,见附表。

附图　常氧培养的右心室 EEC及免疫组化染色

A: 培养的 EEC单层包含不同形态的细胞: 梭型、大而扁平 (相差× 100)

B:内皮素-1( E T-1)　 C: Ⅷ 因子相关抗原　 D: 心钠素 ( ANP)

Fig　Morphology and immunochemistry of cultured endocardial endothelial cell(EEC) from right ventricle

A: cultured EEC mono layer consists o f hetero shaped cells: larg e flat, spindle ( pha se contrast× 100)　 B: immuoch em-

istr y staining o f endo thelin-1( ET-1)　 C :Ⅷ facto r related antigen　 D: atrial na triuretic peptide( ANP) (× 100)

附表　缺氧对 EEC分泌 ET、 ANP、 EDLF和 AT的影响 ( pg /105 cells)

Table　 Ef fect of hypoxia on ET-1, ANP , EDLF and AT autocrine by EEC

Group n Viabili ty(% ) E T ANP EDL F AT

Normoxic 6 98. 6± 5. 4 449. 6± 157. 2　　 22. 77± 11. 76　　 91. 59± 37. 86　 129. 78± 13. 20　

Hypoxic 6 98. 0± 4. 6 859. 1± 148. 8** 37. 13± 8. 49** 156. 25± 73. 80* 114. 62± 13. 65*

* : P < 0. 05,** : P < 0. 01 vs n ormoxic group
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3　讨论

　　心血管系统不仅仅是血液循环的管道 ,而且是具

有感受环境变化、传导信号、合成并释放旁分泌 /自分

泌生物活性物质、调节自身功能与结构从而维持机体

循环内稳态的多功能的复杂器官。近年研究表明 , EEC

同样是一种多功能细胞 ,缺氧是否影响右心 EEC活性

因子的分泌及其是否参与 HPAH和 RV H的发生发

展过程 ,经检索国内外均无报道。缺氧情况下 ,静脉血

氧分压和氧含量最低 ,血流经右心房、右心室射血进入

肺动脉 ,因此 ,右心 EEC是全身缺氧最严重的部位。由

于右心 EEC在心血系统中处于这种特殊地位 ,我们推

测右心 EEC可能起着缺氧传感器的作用 ,即缺氧和缺

氧后血液中的某些成份作用于 EEC,使后者的活性因

子分泌发生变化 ,经旁分泌方式作用于心肌组织 ,调节

心肌舒缩 ,经循环内分泌方式作用于肺动脉 ,调节肺循

环 ,从而参与缺氧性肺动脉高压 ( HPAH)和右心室肥

大 ( RV H)的发生发展过程。

　　我们的实验中所培养的 EEC无论在常氧还是缺

氧情况下 ,细胞活力均大于 95% ,研究发现右心 EEC

具有活跃的分泌功能 ,它能分泌 ET-1、 AN P、 EDLF和

A T等血管活性因子。缺氧使 EEC的 ET-1和 EDLF

分泌显著增加。ET-1具有很强的缩血管和促 V SMC

增殖作用 ,并能刺激 PAEC血管紧张素转换酶的活

性。EDLF也是具有强大缩血管作用的活性多肽 ,可由

心血管肺等组织分泌 , EDLF通过抑制血管平滑肌细

胞钠钾 AT P酶 ,增加胞内钙 ,使血管收缩
[3 ]
,而且

EDLF可促进培养的 PAEC ET-1的分泌
[4 ]
。推测缺氧

时 EEC分泌增多的 ET-1和 EDLF,可能随血液到肺

循环 ,从而在缺氧肺血管收缩反应发生中起重要促进

作用。有人观察到 , EEC的 ET基础释放水平调节心

肌功能 ,而心肌毛细血管内皮细胞则无 ET释放迹

象
[5 ]
。ET-1和 EDLF能对心脏产生强大的正性肌力作

用 [6 ] ,说明缺氧 EEC分泌 ET-1和 EDLF的增多 ,在缺

氧心肌代偿收缩增强和肥大中起重要作用。

　　 AN P具有强大的舒血管作用 ,且能对抗多种血管

收缩因子如 A T、 5-羟色胺、去甲肾上腺素等的缩血管

作用 ,吴建明等 [7 ]报道 AN P能显著地抑制 ET-1和

A T对 V SMC的促增殖作用 ,也可 cGMP依赖地抑制

A T刺激的 ET-1分泌 , AN P还能抑制 PAEC血管紧

张素转换酶的活性并在血管结构改建中拮抗肾素血管

紧张素醛固酮系统 ( RAS)的作用
[8 ]
。而 AT可促进血

管收缩和 SMC增殖。实验发现缺氧使 EEC分泌 AT

降低和 ANP增加 ,可能是对 EEC分泌 ET-1和 EDLF

增多的一种拮抗机制。

　　本实验表明缺氧可改变 EEC血管活性肽的分泌

功能 ,使 EEC的 AN P、 ET-1和 EDLF分泌显著增加 ,

A T的分泌降低 ,推测其活性肽一方面经旁分泌直接

作用于心肌 ,调节心肌功能 ,另一方面可随血液到肺循

环和体循环 ,调节血管细胞舒缩和增殖。有关这些活性

因子分泌的变化与缺氧性右心室肥大和肺动脉高压的

关系尚需在今后的实验中进一步研究。
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Effects of hypoxia on secretion of vascular activated peptide by cultured

endocardial endothel ial cells
Wang Peiyong , Liu Jian, Xu Shumin, Gao Wenx iang , Sun Binyong , Luo Decheng , Zeng Qiang ( Depa rtm ent of

Pa th oph ysio lo gy , Third M ilita ry Medical Univ er sity , Ch ongqing , 400038)

　　 Abstract　Objecti ve: T o explo re the effects o f hypoxia on secretion of va scula r activ ated peptide by cul-

tured endocardial endo th elia l cells ( EECs) . Methods: Afte r EECs w ere ex tracted from the right v entricule

with scraping and cultur ed, the content of v ascular activ ated peptides in the cultur e liquid was dete rmined.

Resul ts: A t the 24th h a fter hypoxia, th e secr etion o f endo thelin-1 ( ET-1) and at rial natriure tic peptide

( AN P) by EECs w as significantly incr ea sed ( P < 0. 01) to lev els which w ere r espectiv ely 1. 9 and 1. 6 fo ld of

those under normox ia. The secr etion o f endogenous dig ita lis-like facto r ( EDLF) by EECs was also markedly

increased ( P < 0. 01) to a lev el which was 1. 7 fold o f tha t under no rmoxia but the secr etion o f angio tensin II

( AT II) was dec reased by 12% . Conclusion: Hypoxia r esults in changes o f the sec retion of v arious va scula r

activ ated fa ctor s by EECs.

　　 Key words　 hypoxia; endoca rdial endo thelial cell; at rial nat riur etic peptide; endo thelin-1; angio tensin

II; endogenous digitalis-like facto r
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体基因中的 gⅢ基因 ,随机取 10个克隆进行可溶性抗肺癌抗体

Fab段的表达和鉴定。细胞 ELISA结果显示 , 10个克隆表达的

Fab段均能与 2株肺癌细胞结合 ,而不与人淋巴细胞结合 ,其中

仅 2个克隆表达的 Fab段与人成纤维细胞和 1株肝癌细胞也能

结合 ,表明大多数克隆表达的 Fab段有较好的特异性。对此 10

个克隆中的 9个克隆表达的 Fab段进行了蛋白质变性电泳和斑

点免疫印迹试验 ,结果显示 8个克隆可见新增的蛋白带 ,分子量

约 50 kDa,与 Fab段分子量相符。同时这 8个克隆斑点免疫印迹

试验显示较强的阳性结果。有 1个克隆未见明显的新增蛋白带 ,

可能为 Fab段表达量不足或表达的 Fd段和轻链未在细菌周质

腔中组装成 Fab段。对上述 10个克隆中的 Clone 2、 Clone 5、和

Clone 7等 3个克隆进行抗体可变区基因序列分析 ,结果显示 3个

克隆的重链可变区基因和轻链可变区基因均不相同 ,以各互补

决定区 ( CDR区 )差异最大 ,其中以 CDR 3区的核苷酸序列差

异最大。基因同源性检索结果显示 , 3个克隆的抗体可变区基因

序列均与人免疫球蛋白可变区基因同源 ,其中 , Clone 2和

Clone 7的重链可变区基因属 V H 1基因家族 ,轻链可变区基因

属 V K 1基因家族。Clone 5的重链可变区基因属 V H 3基因家

族 ,轻链可变区基因属 VK4基因家族。

　　以噬菌体抗体库技术制备人源性抗肿瘤抗体是可行的。尽

管淋巴结中的结缔组织难以被裂解 ,以硫氰酸胍 /酸酚一步法

提取淋巴结总 RN A,可以保证 RN A的完整性。且经逆转录 -聚

合酶链反应从肿瘤患者局部引流淋巴结总 RNA扩增 Fd段和

轻链基因是完全可行的。以活肿瘤细胞为抗原对噬菌体抗体库

进行亲和筛选 ,再以人成纤维细胞进行吸附 ,可筛选出抗肿瘤

抗体。在目前尚未发现肿瘤特异性抗原和令人满意的肿瘤相关

抗原的情况下 ,以这种方法筛选抗肿瘤抗体很有价值。不同克

隆抗肺癌抗体可变区基因序列的差异主要存在于各 CDR区 ,

以 CDR 3区差异最明显。本研究通过基因序列分析鉴定的 3个

克隆抗肺癌抗体中 ,有 2个克隆的重链可变区基因属 V H 1基因

家族 ,轻链可变区基因属 VK 1基因家族 ;另 1个克隆的重链可

变区基因属 V H3基因家族 ,轻链可变区基因属 VK 4基因家族。

本研究结果再次证明 ,肿瘤患者局部引流淋巴结内存在着抗肿

瘤体液免疫。

　　关键词　噬菌体抗体 ;人源性抗体 ;肺肿瘤 ;重组 ,遗传

　　中图法分类号　 R373. 9
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