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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究外源性硫化氢对氧化型低密度脂蛋白(ox鄄LDL)诱导内皮细胞组织因子(TF)和组织因子途

径抑制物(TFPI)表达的影响。 方法摇 培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC),分别以不同浓度 NaHS(25、50、100 及 200
滋mol / L)和 50 mg / L ox鄄LDL 共孵育,RT鄄PCR 和 ELISA 分别检测 TF 和 TFPI mRNA 表达和蛋白含量。 结果摇 用 50
mg / L ox鄄LDL 孵育 HUVEC 24 h 后,TF mRNA 表达上调 8 倍,蛋白含量增加 7 倍(P < 0郾 01);而 TFPI mRNA 表达降

低 73% ,蛋白含量减少 65% (P < 0郾 01)。 用 25、50、100 及 200 滋mol / L NaHS 预孵育 HUVEC 1 h,再与 ox鄄LDL 共同

孵育,与 ox鄄LDL 组相比,加入不同浓度 NaHS 组 TF mRNA 分别降低 12% 、31% 、63% 和 80% (P < 0郾 05),蛋白含量

分别降低 13% 、30% 、62%和 77% ;TFPI mRNA 表达分别升高 0郾 6、1郾 2、2郾 0 和 2郾 6 倍,蛋白含量分别升高 0郾 3、0郾 7、
1郾 1 和 1郾 6 倍。 结论摇 NaHS 能抑制 ox鄄LDL 对内皮细胞 TF 表达的诱导作用,减轻 ox鄄LDL 对内皮细胞 TFPI 表达的

抑制作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of hydrogen sulfide (H2S) on oxidized low density lipoprotein ( ox鄄
LDL) induced expression of tissue factor (TF) and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) in endothelial cells. 摇 摇 Meth鄄
ods摇 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were cultured and treated with ox鄄LDL (50 mg / L) in the absence
or presence of NaHS for 24 h. 摇 The mRNA expression and protein content of TF and TFPI in HUVEC were determined by
RT鄄PCR and ELISA, respectively. 摇 摇 Results摇 Treatment with ox鄄LDL for 24 h caused an increased TF mRNA and pro鄄
tein expression by 8 and 7 times, respectively (P < 0郾 01), and a decreased TFPI mRNA and protein expression by 73%
and 65% , respectively (P < 0郾 01). 摇 However, pretreatment of HUVEC with different concentrations (25, 50, 100 and
200 滋mol / L) of NaHS (the donor of H2S) for 1 h before ox鄄LDL stimulation resulted in a marked inhibition of ox鄄LDL鄄in鄄
duced TF mRNA and protein expression by 12% , 31% , 63% , 80% and 13% , 30% , 62% , 77% , respectively (P <
0郾 05), and an increase of ox鄄LDL鄄induced inhibition in TFPI mRNA and protein expression by 0郾 6, 1郾 2, 2郾 0, 2郾 6 times
and 0郾 3, 0郾 7, 1郾 1, 1郾 6 times, respectively (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 H2S can inhibit ox鄄LDL鄄induced TF expres鄄
sion and increases ox鄄LDL鄄inhibited TFPI expression in endothelial cells.
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摇 摇 血栓形成与动脉粥样硬化( atherosclerosis,As)
的发生发展密切相关。 组织因子 ( tissue factor,TF)
是因子喻的辅因子和受体,在启动外源性及内源性

凝血过程中起非常重要的作用。 正常状态下内皮

细胞并不表达 TF,但在血管壁受损或某些病理条件

下可刺激内皮细胞表达 TF。 引起内皮细胞损伤的

原因有很多,常见的如炎症因子[1] 和高脂血症[2] 可

诱导内皮细胞表达 TF。 组织因子途径抑制物( tis鄄
sue factor pathway inhibitor,TFPI)是 TF鄄F喻a 复合物

最重要的生理性抑制物,正常情况下主要表达于血

管内皮细胞、血管平滑肌细胞和外膜层的微血管内

皮。 在某些病理情况下,TFPI 的表达会发生改变。
Jin 等[3]研究发现,肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)降低内

皮细胞 TFPI mRNA 和蛋白表达,氧化型低密度脂蛋

白( oxidized low density lipoprotein,ox鄄LDL)可以减

少人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothe鄄
lial cells,HUVEC) TFPI 的表达[2]。 有关 TF 及 TFPI
表达的调控因素仍未完全明了,深入开展 TF 及 TF鄄
PI 表达的调控研究有助于进一步阐明凝血过程以

及 As 血栓形成的机制,具有十分重要的意义。
硫化氢(H2S)是继一氧化氮和一氧化碳之后的

又一气体信号分子。 临床研究发现低 H2S 水平与

冠心病的病情严重程度、冠状动脉血管病变情况、
冠心病危险因素密切相关[4,5]。 大量动物实验和细

胞模型研究表明,H2S 具有明显的抗 As 作用:抑制

自发性高血压大鼠的血管重构[6];抑制主动脉平滑

肌细胞增殖和促进其凋亡[7,8];影响炎症反应[9];抑
制各种激动剂诱导的血小板聚集等[10]。 最近本室

发现,外源性 H2S 能抑制 ox鄄LDL 诱导的内皮细胞

凋亡和巨噬细胞内脂质蓄积[11,12]。 本研究拟观察

外源性 H2S 对 ox鄄LDL 诱导内皮细胞 TF 和 TFPI 表
达的影响,旨在初步探索 H2S 对凝血系统活性的调

控作用,为 As 血栓形成的干预提供新的思路。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂和材料

摇 摇 H2S 供体 NaHS 购自 Sigma 公司,ox鄄LDL 购自

广州奕源生物科技有限公司,RT 试剂盒购自 Pro鄄
mega 公司,Taq PCR MasterMix 和 DNA marker 购自

北京天根公司,胰蛋白酶和胎牛血清购自杭州四季

青公司,TF、TFPI 和内参引物由上海生工生物工程

有限公司合成,TF 和 TFPI ELISA 试剂盒购自美国

RD 公司。

1郾 2摇 细胞培养

HUVEC鄄12 细胞株来源于中南大学湘雅医学院

细胞中心。 HUVEC鄄12 贴壁生长于含 10%胎牛血清

DMEM 培养液中,在 37益、5% CO2 培养箱中静置培

养。 每 2 ~ 3 天更换培养基并传代。 取对数生长期

细胞进行实验。 每次实验前 24 h 换无血清培养基

同步化后加处理因素。
1郾 3摇 实验分组

细胞分组处理:淤正常对照组用含 10%胎牛血

清 DMEM 培养液培养 24 h;于ox鄄LDL 组在 DMEM
培养液中加入终浓度 50 mg / L ox鄄LDL 培养 24 h;盂
ox鄄LDL + NaHS 组分别经不同终浓度(25、50、100 及

200 滋mol / L) NaHS 预孵育 1 h 后再与 50 mg / L ox鄄
LDL 共同培养 24 h;榆NaHS 组在 DMEM 培养液中

加入终浓度 200 滋mol / L NaHS 培养 24 h。
1郾 4摇 RT鄄PCR 检测 TF 和 TFPI mRNA 的表达

收集细胞,使用 Trizol 试剂提取细胞总 RNA,融
于无 RNase 水中,紫外分光光度计测定 OD260 / OD280

的比值在 1郾 8 ~ 2郾 0 之间,并计算 RNA 浓度。 各标

本取 0郾 2 滋g 总 RNA 用 M鄄MuLV 反转录酶合成 cD鄄
NA。 人 TF 引物序列上游 5忆鄄 AGA GGA TAG AAT
ACA TGG AAA CGC鄄3忆,下游 5忆鄄 CTA AAG CAT GTT
ATG TGC AAA AGG鄄3忆,产物长度 210 bp;TFPI 引物

序列上游 5忆鄄TTT GAA TAC AGA GAA TGA ACA
AAG C鄄3忆,下游 5忆鄄CAA GAA AGA CAT ATA CTG
AGA TGG C鄄3忆,产物长度 201 bp; PCR 反应条件:
94益预变性 4 min,94益下变性 30 s,56郾 5益退火 30
s,72益延伸 1 min,32 个循环,72益继续延伸 10 min。
内参照采用 GAPDH,引物序列上游 5忆鄄TCA CCA
TCT TCC AGG AGC GAG 鄄3忆,下游 5忆鄄TGT CGC TGT
TGA AGT CAG AG 鄄3忆,产物长度为 697 bp。 PCR 反

应条件:94益预变性 5 min,94益变性下 30 s,60益退

火 30 s,72益延伸 1 min,26 个循环,72益继续延伸 5
min。 反应结束后,取 RT鄄PCR 产物在 1郾 5% 琼脂糖

凝胶电泳中电泳,TF 和 TFPI 加样量均为 5 滋L,
GAPDH 的加样量为 1 滋L,溴化乙锭染色。 用凝胶

成像分析系统对电泳条带拍照以及分析,以各组目

的基因与内参基因吸光度值的比值比较目的基因

mRNA 表达差异。 每组实验重复 3 次。
1郾 5摇 ELISA 检测 TF 和 TFPI 的蛋白含量

细胞培养后,收集细胞培养上清液检测 TFPI 蛋白

含量。 细胞于 37益与 -80益间反复冻融 3 次,以获取

细胞冻融液检测 TF 蛋白含量。 TF 和 TFPI 蛋白测定

采用双夹心 ELISA,其原理是吸附在固体测定板上的

多克隆抗体与被测蛋白结合,加入酶连接的单克隆抗
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体与已被多克隆抗体结合的蛋白结合,最后加入发色

底物,15 min 内在酶标仪上 450 nm 波长处读取吸光

值。 标准曲线可通过以不同浓度 TF 标准品或者 TFPI
标准品的吸光值对相应浓度作图得到纵、横坐标分别

为 A450、TF 或 TFPI 浓度,样品的浓度即可从曲线上查

得,具体操作过程按试剂盒说明进行。
1郾 6摇 统计学方法

所有数据用x 依 s 表示。 用 One鄄way ANOVA 进

行统计学处理,组间差异采用 Newman鄄Student 多重

比较 t 检验。 双侧 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 NaHS 对 ox鄄LDL 诱导 TF mRNA 表达的影响

摇 摇 与正常对照组相比,50 mg / L ox鄄LDL 孵育 HU鄄
VEC 24 h 后 TF mRNA 的表达上调 8 倍(P < 0郾 01)。
而用不同浓度的 NaHS 预孵育 HUVEC 1 h,再用 50
mg / L ox鄄LDL 孵育 HUVEC,能显著抑制 ox鄄LDL 诱

导的 TF mRNA 表达,与 ox鄄LDL 组相比,TF mRNA
分别降低 12% 、31% 、63% 和 80% (图 1)。 用 200
滋mol / L NaHS 单独孵育 HUVEC 24 h 没有明显影响

TF mRNA 表达(数据未显示)。

图 1郾 不同浓度 NaHS 对 ox鄄LDL 诱导的 HUVEC TF mRNA 表

达的影响(x 依 s, n = 3) 摇 摇 1鄄6 分别为正常对照组、ox鄄LDL 组、
ox鄄LDL + 25滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL + 50 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL +
100 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL + 200 滋mol / L NaHS 组。 a 为 P < 0郾 01,
与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 05,c 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 1郾 Effects of different concentrations of NaHS on the
expression of HUVEC TF mRNA induced by ox鄄LDL

2郾 2摇 NaHS 对 ox鄄LDL 抑制 TFPI mRNA 表达的影响

与正常对照组相比,用 50 mg / L ox鄄LDL 孵育

HUVEC 24 h 后 TFPI mRNA 表达降低 73% (P <
0郾 01)。 而用不同浓度 NaHS 预孵育 HUVEC1 h,再用

50 mg / L ox鄄LDL 孵育 HUVEC 24 h,能明显拮抗 ox鄄
LDL 对 TFPI mRNA 表达的抑制作用,与 ox鄄LDL 组相

比,TFPI mRNA 分别升高 0郾 6、1郾 2、2郾 0 和 2郾 6 倍(图
2)。 用 200 滋mol / L NaHS 单独孵育 HUVEC 24 h 没

有明显改变 TFPI mRNA 表达(数据未显示)。

图 2. 不同浓度 NaHS 对 ox鄄LDL 抑制 HUVEC TFPI mRNA 表

达的影响(x 依 s, n = 3) 摇 摇 1鄄6 分别为正常对照组、ox鄄LDL 组、
ox鄄LDL + 25滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL + 50 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL +
100 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL + 200 滋mol / L NaHS 组。 a 为 P < 0郾 01,
与正常对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 2郾 Effects of different concentrations of NaHS on the
expression of HUVEC TFPI mRNA inhibited by ox鄄LDL

2郾 3摇 不同浓度 NaHS 对 ox鄄LDL 诱导 TF 和 TFPI 蛋
白表达的影响

与正常对照组相比,用 50 mg / L ox鄄LDL 孵育

HUVEC 24 h 后 TF 蛋白含量增加 7 倍,而 TFPI 蛋白
含量减少 65% ;用不同浓度 NaHS 预孵育 1 h,再用

50 mg / L ox鄄LDL 处理 HUVEC 24 h,与 ox鄄LDL 组相

比,TF 蛋白含量分别降低 13% 、30% 、62%和 77% ;
而 TFPI 蛋白含量增加,分别为 ox鄄LDL 组的 0郾 3、
0郾 7、1郾 1 和 1郾 6 倍(图 3)。 用 200 滋mol / LNaHS 单

独孵育 HUVEC 24 h 没有明显影响 TF 和 TFPI 蛋白

含量(数据未显示)。

3摇 讨摇 论

血栓形成在 As 发生发展过程中起重要作用,而
TF 是血栓形成的关键因子。 TF 即凝血因子芋,是
一种细胞膜结合蛋白,一旦与凝血因子喻a(F喻a)
结合即启动外源性凝血途径,但它在完整的血管内
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图 3郾 不同浓度 NaHS 对 ox鄄LDL 抑制HUVEC TF 和 TFPI 蛋白

含量的影响(x 依 s, n =3) 摇 摇 1鄄6 分别为正常对照组、ox鄄LDL 组、
ox鄄LDL +25 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL + 50 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL +
100 滋mol / L NaHS 组、ox鄄LDL +200 滋mol / L NaHS 组。 a 为 P <0郾 01,与
正常对照组比较;b 为 P <0郾 05,c 为 P <0郾 01,与 ox鄄LDL 组比较。

Figure 3郾 Effects of different concentrations of NaHS on the
concentrations of HUVEC TF and TFPI protein induced by
ox鄄LDL

皮中并不表达,在病理条件下则可诱发表达[1,2]。
TF鄄F喻a 复合物最重要的生理性抑制物是 TFPI,系
一种 Kunitz 结构域型的丝氨酸蛋白酶抑制剂,可直

接抑制 F愈a,诱导 TF鄄F喻a 催化复合物的反馈抑

制,起到抑制血栓形成的作用。 正常情况下 TFPI 主
要由内皮细胞结构性地合成和分泌,通过蛋白多糖

结合在细胞表面上。 本研究中,正常对照组 HUVEC
TF 表达量极少,而 TFPI 具有一定的表达量,与上述

结论一致。
ox鄄LDL 是 As 的独立危险因素,它除了具有诱

导血管平滑肌细胞增殖、促使泡沫细胞形成、促进

血小板聚集等作用外,还可作用于血管内皮,导致

局部凝血功能紊乱。 ox鄄LDL 能诱导培养的 HUVEC
TF 表达,而抑制 TFPI 表达[2],从而使血管内凝血增

强,导致凝血酶生成,促进 As 与血栓形成。 本研究

中也得到相似的结果,用 50 mg / L ox鄄LDL 孵育 HU鄄
VEC 24 h 后,TF mRNA 的表达增加,蛋白含量增多,
而 TFPI mRNA 的表达降低,蛋白含量减少。

鉴于 ox鄄LDL 在血栓形成中的重要作用,因此预

防 ox鄄LDL 诱导的血栓形成已成为处理 As 等心脑血

管疾病的手段之一。 H2S 是继 NO 和 CO 之后的又

一新的具有心血管调节功能的气体信号分子。 H2S
能通过改善血管内皮功能[13]、促进血管平滑肌细胞

凋亡和抑制其增殖[7,8]等来实现抗 As 作用。 但 H2S
是否影响凝血尚不清楚。 本研究结果发现,预先用

外源性 H2S 的供体 NaHS 孵育能明显抑制 ox鄄LDL
诱导的内皮细胞 TF mRNA 表达和蛋白含量的增

加,拮抗 ox鄄LDL 对内皮细胞 TFPI mRNA 和蛋白表

达的抑制作用。
综上所述,本研究发现 NaHS 能抑制 ox鄄LDL 对

TF 表达的诱导作用,并减弱 ox鄄LDL 对 TFPI 表达的

抑制作用,提示 H2S 具有一定的抗凝作用,为 H2S
防治血栓性疾病和 As 血栓形成的干预提供了新的

思路和策略。 H2S 的这种作用机制尚不明确,可能

与其减少细胞内活性氧的产生,干扰 TF 和 TFPI 表
达的信号转导通路有关,其确切调控机制有待于进

一步深入研究。
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