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[摘摇 要] 摇 目的摇 采用重组人肿瘤坏死因子相关弱凋亡诱导因子( rhTWEAK)经腹腔注射,诱导血管内皮损伤模

型,观察 rhTWEAK 对小鼠主动脉内皮舒张功能和凝血相关因子的影响。 方法摇 3 ~ 4 周龄 C57BL 小鼠 32 只,随机

分成 4 组,每组 8 只,腹腔注射各药物:淤rhTWEAK 组:rhTWEAK 按 5 滋g / (kg·d)的量溶于生理盐水,共 0郾 3 mL,
腹腔注射,连续注射 7 天;于rhTWEAK + 抗 rhTWEAK 组:先给予抗 rhTWEAK 腹腔注射,15 min 后再给予 rhTWEAK
注射;盂IgG 组:给予小鼠非特异性 IgG 腹腔注射;榆对照组:给予 0郾 3 mL 生理盐水注射。 分别在干预 1 周后眼球

取血,分离上清;取小鼠胸主动脉段进行血管舒张功能的检测。 酶联免疫吸附法检测血浆中内皮型一氧化氮合酶

(eNOS)、高敏 C 反应蛋白(hs鄄CRP)、一氧化氮(NO)、组织因子(TF)、组织因子途径抑制物(TFPI)含量。 结果 摇
淤与对照组、rhTWEAK + 抗 rhTWEAK 组、IgG 组相比,rhTWEAK 组内皮依赖性血管舒张功能、血浆中 eNOS、NO、
TFPI 水平明显降低,TF 水平明显升高,均有统计学意义(均 P < 0郾 05);血浆中 hs鄄CRP 含量未见明显改变(P >
0郾 05);于rhTWEAK 组、IgG 组与对照组相比,血管内皮舒张功能、血浆中 NO、TF、TFPI、eNOS、hs鄄CRP 含量变化均无

统计学差异(均 P > 0郾 05)。 结论摇 rhTWEAK 可诱导内皮功能紊乱和凝血相关因子含量的改变,这可能是 TWEAK
参与动脉粥样硬化早期血管内皮损害的机制。
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weak inducer of apoptosis ( rhTWEAK) on aortic endothelial diastolic function and tissue factor and its inhibitor. 摇 摇
Methods摇 C57BL mice were randomly divided into four groups: (1)rhTWEAK group: given rhTWEAK by intraperitoneal
injection; (2)rhTWEAK + anti鄄rhTWEAK group: after intraperitoneal injection with anti鄄TWEAK factor, then treated with
rhTWEAK factor 15 minutes later; (3)IgG group: treated with nonspecific IgG; (4)Control group: given the same amount
0郾 3 mL of normal saline injection. 摇 After 7 weeks, we took eyeball blood to separate supernatant and thoracic aortic area
to detect the vasodilatation function. 摇 Circulating endothelial nitric oxide synthase (eNOS), high鄄sensitivity C鄄reactive pr鄄
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otein (hs鄄CRP), nitric oxide (NO) and tissue factor (TF) and tissue factor pathway inhibitor (TFPI) were detected in
mouse plasma by enzyme linked immunosorbent serologic assay. 摇 摇 Results 摇 (1)We found that endothelial diastolic
function and the concentration of NO and eNOS in plasma in TWEAK group obviously decreased, TF levels increased sig鄄
nificantly and the TFPI decreased when compared with control rhTWEAK + anti鄄rhTWEAK and IgG group, those factors
had significant difference (P < 0郾 05), however the hs鄄CRP content had no obvious change (P > 0郾 05). 摇 (2)Our results
show that the endothelial diastolic function and the content of NO eNOS TF and TFPI and hs鄄CRP have no obvious differ鄄
ence in the control rhTWEAK + anti鄄rhTWEAK and IgG group (P > 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 rhTWEAK can induce endo鄄
thelial dysfunction and blood coagulation factor content changes, and this may be a mechanism of vascular endothelial dam鄄
age in early stage atherosclerosis.

摇 摇 肿瘤坏死因子相关弱凋亡诱导因子(tumor nec鄄
rosis factor鄄like weak inducer of apoptosis,TWEAK)是
1997 年 Chicheporeiche 等人从人扁桃体和胎肝 cDNA
文库中筛选出的一条约 1郾 3 kb cDNA 编码产物,是一

种新的 TNF 超家族产物。 新近研究发现[1鄄3],TWEAK
通过引起血管平滑肌细胞增殖、迁移,诱导慢性炎症

反应,参与动脉粥样硬化的发生、发展并影响斑块的

稳定性。 但是 TWEAK 对内皮功能的影响及其机制

研究较少。 Campbell 等[4] 研究发现,TWEAK 可以诱

导内皮细胞间黏附分子 1、单核细胞趋化蛋白 1 和 E
选择素表达升高,这提示 TWEAK 可能有引起内皮损

伤的作用。 为了进一步明确 TWEAK 对内皮损伤的

作用及其可能机制,我们拟通过动物实验观察

TWEAK 对于内皮舒张功能及凝血相关因子的影响。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要试剂和仪器

摇 摇 Kerb爷 s 营养液(由 KCl、CaCl2、MgCl2 ·6H2O、

NaCl、NaH2PO4·2H2O、NaHCO3 配置而成);苯肾上腺

素(日本 Tykoyo 公司);乙酰胆碱(acetylcholine,Ach)
(美国 Sigma 公司);硝普钠(sodium nitroprusside,SNP)
(西班牙 Fluka 公司)。 重组人 TWEAK( recombinant
human TWEAK,rhTWEAK)购自美国 Peprotech 公司;
TWEAK 抗体购自美国 Santa Cruz 公司;非特异性小鼠

IgG 购自上海碧云天公司;小鼠一氧化氮(nitric oxide,
NO)酶联免疫吸附测定(enzyme鄄linked immunosorbent
assay,ELISA)试剂盒购自上海凯博生物化学试剂有限

公司;小鼠内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide
synthase,eNOS)、高敏C 反应蛋白(high鄄sensitivity C鄄re鄄
active protein,hs鄄CRP)、组织因子( tissue factor,TF)和
组织因子途径抑制物( tissue factor pathway inhibitor,
TFPI)ELISA 试剂盒购自武汉优尔生科技股份有限公

司。 8 通道生理记录仪 -4 通道浴槽 -5 g 张力换能器

(澳大利亚 AD Instrument 公司);荧光酶标仪(瑞士 Te鄄

can 公司); -80益低温冰箱(日本 Sanyo 公司);低温离

心机(德国 Eppendorf 公司);电子分析天平(瑞士 Met鄄
tle Toledo 公司);pH 计(瑞士 Mettle Toledo 公司)。
1郾 2摇 小鼠内皮功能障碍模型的建立

3 ~4 周龄 C57BL 小鼠,SPF 级,雄性,32 只,体重

21 ~26 g,由中山大学动物实验中心提供,以标准颗

粒饲料饲养。 随机分为 4 组,每组 8 只小鼠:淤rhT鄄
WEAK 组:rhTWEAK 按 5 滋g / (kg·d)的量溶于生理

盐水,共 0郾 3 mL,腹腔注射,连续注射 7 天,建立小鼠

内皮功能损伤模型。 于rhTWEAK +抗 TWEAK 组:先
给予抗 TWEAK 按 500 滋g / (kg·d)的量溶于生理盐

水,共 0郾 3 mL,腹腔注射,15 min 后给予 rhTWEAK 按

5 滋g / (kg·d)的量溶于生理盐水,共 0郾 3 mL,腹腔注

射,连续注射 7 天。 盂IgG 组:给予小鼠非特异性 IgG
按 500 滋g / (kg·d)的量溶于生理盐水,共 0郾 3 mL,腹
腔注射,连续注射 7 天。 榆对照组:每天给予生理盐

水 0郾 3 mL,腹腔注射,连续注射 7 天。 分别于干预 1
周后眼球取血,处死小鼠。
1郾 3摇 离体胸主动脉血管环的舒张实验

参考谭斌等[5] 的实验方法,给予 rhTWEAK 腹

腔注射 1 周后,眼球采血,处死动物,开胸迅速取出

胸主动脉,置于连续通含 95% O2 和 5% CO2 混合气

体的改良 Kerb爷s 营养溶液,将周围脂肪和结缔组织

小心分离干净,注意勿牵拉,保护内皮,将动脉条断

离成 3 ~ 4 mm 左右的环。 每个血管环用 2 个凸型

不锈钢小钩小心贯穿入血管环管腔,一端固定于固

定杆,穿好的动脉环置于 10 mL Kerb爷 s 液的恒温浴

槽中,浴槽中持续通含 95% O2 和 5% CO2 混合气体

并且每隔 15 min 换液 1 次,内槽恒温 37益;另一端

通过丝线连接于张力换能器与 Powerlab 系统相连

接。 负荷 0郾 5 g,平衡 1 h。 收缩张力信号通过张力

换能器 8 通道接头传输到与 Powerlab 系统相连的计

算机上,直接采用 Powerlab 系统及其软件 Chart for
Windows 进行数据记录和分析。 平衡 1 h 后给以

3郾 6 mol / L KCl 收缩血管,共刺激 3 次,前后连续 2
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次得到的收缩幅度差小于 10% ,被认为血管标本反

应可重复,否则弃之。 在随后的实验过程中,每一

步实验完成后,及时冲洗,待曲线回至基线并稳定

30 min 后再进行下一步实验。 血管环高钾预收缩

稳定冲洗至基线平衡后,10 mL Kerb爷s 液定容,加入

10 - 4 mol / L 的苯肾上腺素 100 滋L(终浓度为 10 - 6

mol / L),待收缩反应达平台后,以不同累积终浓度

(10 - 9 ~ 10 - 5 mol / L)的 Ach 作用于血管环,记录各

浓度下血管环的舒张百分比,观察 Ach 诱导的内皮

依赖性血管舒张反应;以不同累积终浓度(10 - 9 ~
10 - 5 mol / L)的 SNP 作用于血管环,记录各浓度下血

管环的舒张百分比,观察 SNP 诱导的非内皮依赖性

血管舒张反应。
1郾 4摇 血生物化学指标检测

小鼠血液收集于含 3郾 8%的枸橼酸钠管(按 9颐
1 混合均匀),以 3 000 r / min 4益离心 15 min,收集

上清血浆保存备用。 血浆中 NO、eNOS、hs鄄CRP、TF、
TFPI 浓度水平都采用酶联免疫吸附双抗体夹心法

测定,检测步骤严格按照说明书操作。
1郾 5摇 统计学处理

血管环实验数据以收缩幅度变化相对值的百

分比来表示(计算方法为:各浓度下的舒张百分比

=各浓度下的舒张值 / 坪值 伊 100% )。 计量资料以

x 依 s 表示。 用 SPSS 13郾 0 统计软件进行 One鄄way
ANOVA 统计分析,用 GraphPad Prism 5郾 0 进行作图

分析。 P < 0郾 05 为差别有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 腹腔注射 rhTWEAK 对小鼠体重的影响

摇 摇 小鼠腹腔注射前体重 4 组间无统计学差异(P
> 0郾 05);注射后各组小鼠体重与注射前相比,及注

射后各组间小鼠体重均无统计学差异(P > 0郾 05)。
说明 rhTWEAK 对小鼠体重无明显影响(表 1)。

表 1. 4 组小鼠腹腔注射前后体重变化(x 依 s,n = 8)
Table 1. Weight change before and after intraperitoneal in鄄
jection(x 依 s,n = 8)

分摇 组 注射前体重(g) 注射后体重(g)

rhTWEAK 组 22郾 800 依 2郾 062 23郾 550 依 2郾 302

rhTWEAK +
抗 rhTWEAK 组

23郾 075 依 1郾 523 23郾 325 依 1郾 717

IgG 组 23郾 200 依 1郾 786 23郾 850 依 1郾 759

对照组 22郾 925 依 1郾 805 23郾 775 依 1郾 722

2郾 2摇 腹腔注射 rhTWEAK 对小鼠血管内皮舒张功

能的影响

rhTWEAK 组对不同浓度乙酰胆碱诱导的舒张百

分比显著低于 rhTWEAK + 抗 rhTWEAK 组、IgG 组、
对照组,差异有统计学意义(P < 0郾 05),rhTWEAK 组

不同浓度硝普钠诱导的舒张百分比与 rhTWEAK +抗

rhTWEAK 组、IgG 组、对照组相比均无明显差异(P >
0郾 05)。 与对照组比较,rhTWEAK + 抗 rhTWEAK 组、
IgG 组对各浓度乙酰胆碱的舒张百分比无明显变化

(P >0郾 05),不同浓度硝普钠诱导的舒张百分比亦无

统计学差异(P > 0郾 05);与 IgG 组比较,rhTWEAK +
抗 TWEAK 组对各浓度乙酰胆碱的舒张百分比无明

显变化,不同浓度硝普钠诱导的舒张百分比亦无明显

变化(P >0郾 05;图 1、图 2)。

图 1. 乙酰胆碱诱导的内皮依赖性舒张反应曲线摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与对照组比较。

Figure 1. Dose鄄response curves of Ach鄄induced endotheli鄄
um鄄dependent relaxation

图 2. 硝普钠诱导的非内皮依赖性舒张反应曲线

Figure 2. Dose鄄response curves of SNP鄄induced endotheli鄄
um鄄independent relaxation

2郾 3摇 腹腔注射 rhTWEAK 对小鼠血管内皮分泌

NO、eNOS 和 hs鄄CRP 的影响

与对照组比较,rhTWEAK 组血浆中 NO、eNOS
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浓度明显降低(P < 0郾 05),hs鄄CRP 浓度未见明显变

化(P > 0郾 05)。 与对照组相比,rhTWEAK + 抗 rhT鄄
WEAK 组和 IgG 组血浆中 NO、eNOS、hs鄄CRP 含量未

见明显变化(P > 0郾 05;表 2)。

表 2. 各组血浆中 NO、eNOS、hs鄄CRP 的浓度

Table 2. The concentration of plasma NO, eNOS, and hs鄄
CRP in each group

分摇 组 NO(滋g / L) eNOS(滋g / L) hs鄄CRP(滋g / L)

rhTWEAK 组 533郾 95 依 116郾 31a 19郾 86 依 5郾 99a 5郾 7O 依 1郾 82

rhTWEAK + 抗
rhTWEAK 组

753郾 54 依 162郾 40 33郾 33 依 6郾 70 6郾 48 依 4郾 75

IgG 组 741郾 81 依 147郾 27 32郾 89 依 7郾 29 5郾 13 依 1郾 03

对照组 762郾 93 依 138郾 79 32郾 67 依 10郾 94 5郾 48 依 1郾 33

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

2郾 4摇 腹腔注射 rhTWEAK 对小鼠血浆中 TF、TFPI
的影响

小鼠 rhTWEAK 腹腔注射 1 周后检测血浆中 TF、
TFPI 的浓度。 与对照组相比,rhTWEAK 组血浆 TF
含量明显升高(P < 0郾 05),TFPI 含量明显降低(P <
0郾 05);rhTWEAK + 抗 rhTWEAK 组、 IgG 组血浆中

TF、TFPI 水平无显著差别(均 P >0郾 05;表 3)。

表 3. 各组血浆中 TF 和 TFPI 的含量变化

Table 3. The concentration of plasma TF and TFPI in each
group

分摇 组 TF(ng / L) TFPI(滋g / L)

rhTWEAK 组 161郾 98 依 55郾 28a 69郾 17 依 10郾 02a

rhTWEAK + 抗
TWEAK 组

72郾 86 依 21郾 41 87郾 63 依 15郾 31

IgG 组 61郾 04 依 11郾 15 87郾 25 依 9郾 56

对照组 51郾 98 依 19郾 89 88郾 85 依 14郾 94

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较。

3摇 讨摇 论

内皮细胞是人体血管壁的第一道屏障,在动脉

粥样硬化( atherosclerosis,As)病变的发生上有重要

意义。 血管内皮细胞可分泌多种活性物质,如一氧

化氮、内皮素、前列环素、黏附分子,这些活性物质

维持着血管舒缩状况,并有效调节炎性反应及凝血

状态等。 内皮依赖性舒张是指在药物或生理刺激

下,内皮细胞中的一氧化氮合酶将左旋精氨酸转为

NO,即内皮依赖性舒张因子,NO 通过 cGMP 途径引

起平滑肌细胞的舒张,NO 被认为是引起内皮依赖

性舒张最重要的因子,内皮依赖性舒张功能受损以

NO 生物化学活性减低为特征[6]。 吴仕平等[7] 研究

发现血管内皮细胞形态的改变及功能的下降与血

清中一氧化氮水平降低密切相关。 大量研究表

明[8,9],内皮依赖性舒张功能是评价内皮功能最重

要指标,其紊乱是 As 的早期病理生理改变,在冠心

病、高血压等疾病中内皮功能损害非常常见和重要。
TWEAK 是近几年发现的分子量为 30 kDa 的一

种跨膜糖蛋白,生理情况下,内皮细胞存在着少量

的 TWEAK,在病理因素如急性损伤、肿瘤,TWEAK
可迅速激活呈高表达状态,参与炎症、免疫和组织

修复等过程[10]。 TWEAK 是否引起内皮依赖性舒张

功能改变报道较少。 我们利用重组的 TWEAK 注射

到小鼠腹腔内,7 天后观察小鼠主动脉内皮舒张功

能的改变,结果显示, rhTWEAK 组的内皮依赖性血

管舒张功能明显低于其他各组,差异有统计学意义

(P < 0郾 05);而其他 3 组之间差异均无统计学意义

(P > 0郾 05);这说明,在排除了特异的外源性蛋白诱

导下,TWEAK 可引起内皮依赖性舒张功能的降低,
提示 TWEAK 可能是引起内皮功能紊乱的一个新的

因子。 为进一步探讨其可能机制,我们检测了各组

小鼠血浆中 NO 和 eNOS 的变化,结果显示, rhT鄄
WEAK 组 eNOS 和 NO 显著降低,提示 TWEAK 可能

是通过降低 eNOS 活性,减少 NO 产生,从而改变内

皮依赖性舒张功能。 国外有研究显示[11],在早期高

血压患者血浆中 TWEAK 浓度及肱动脉内皮舒张功

能明显高于健康对照组。 细胞学实验显示[12],不同

浓度的 TWEAK 可以诱导内皮细胞株中细胞间黏附

分子 mRNA 和蛋白的表达, 这些研究均提示,
TWEAK 具有引起内皮功能紊乱的作用。

为了进一步明确 TWEAK 诱导内皮功能紊乱可

能的相关因素,我们检测了血浆中组织因子、组织

因子途径抑制物的改变,结果显示,rhTWEAK 组血

浆中 TF 含量明显升高,TFPI 水平则明显降低,与其

他各组 TF、TFPI 水平相比,差异均有统计学意义(P
< 0郾 05)。 这一结果提示 rhTWEKA 诱导了 TF 分泌

增多,同时抑制了 TFPI 的表达与分泌,打破了 TF /
TFPI 含量的平衡。 Munoz鄄Garcia 等[13] 利用体外培

养的血管平滑肌细胞株发现,TWEAK 可以诱导平

滑肌细胞中 TF 和纤溶酶激活物抑制物 1 表达的改

变,体内研究进一步发现, 腹腔注射外源性的

TWEAK 促进了小鼠血浆中 TF 和纤溶酶激活物抑

制物 1 活性的升高;我们的结果与此类似。 这提示,
TWEAK 可诱导血管内皮细胞凝血相关因子异常表
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达,导致凝血功能失衡,易引起血栓形成[14]。
hs鄄CRP 是一种全身非特异性炎症反应的标志

物,已被证实是心血管疾病的危险因素[15],检测其

浓度变化对心血管疾病的干预及预后评价起重要

作用,因而被临床重视[16,17]。 本研究结果显示,
TWEAK 没有诱导 hs鄄CRP 的升高;与我们预期相

反。 查 阅 了 国 外 的 相 关 文 献, 目 前 尚 无 关 于

TWEAK 对 hs鄄CRP 影响的相关报道。 我们考虑可

能原因是我们给小鼠注射的 TWEAK 剂量为反复多

次持续诱导慢性炎症的剂量,时间为 7 天,还不足以

导致全身炎症性反应,特别是急性炎症反应; hs鄄
CRP 在急性炎症反应中常有明显升高。

本实验证实 rhTWEAK 在诱导 eNOS 活性降低、
NO 生成减少、主动脉内皮依赖性舒张功能降低的

同时引起 TF 升高和 TFPI 降低,提示其可导致内皮

细胞功能紊乱和凝血功能平衡失调。 内皮功能改

变和凝血功能失衡是动脉粥样硬化的始动环节,提
示 TWEAK 可能与动脉粥样硬化的发生发展有关。
本实验未做形态学方面的观察,本课题组以后将进

一步展开相关研究。
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