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高糖对人脐静脉内皮细胞表面血栓调节蛋白表达及活性的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察高糖对血栓调节蛋白在原代人脐静脉内皮细胞的表达和活性的影响。 方法摇 体外培养人

脐静脉内皮细胞,实验分为三组:淤对照组;于10 mmol / L 葡萄糖组;盂20 mmol / L 葡萄糖组, 孵育细胞 24 h。 分别

用流式细胞术、实时荧光定量聚合酶链反应和酶标仪检测血栓调节蛋白的蛋白、mRNA 表达及活性强度。 结果摇
20 mmol / L 葡萄糖组和 10 mmol / L 葡萄糖组相比于对照组在血栓调节蛋白的蛋白(41郾 38 依 3郾 41、32郾 60 依 2郾 59 比

27郾 96 依 1郾 58)、mRNA(2郾 05 依 0郾 19、1郾 44 依 0郾 32 比 1)水平上均升高(P < 0郾 05),20 mmol / L 葡萄糖组与对照组相比

在血栓调节蛋白活性上也增强(0郾 4157 依 0郾 0129 比 0郾 3957 依 0郾 0100,P < 0郾 05),但 10 mmol / L 葡萄糖组与对照组在

血栓调节蛋白活性上差异无显著性。 结论摇 高糖可增加血栓调节蛋白表达,并增强其活性,提示这可能为内皮细

胞对于高糖的一种防御机制。
[中图分类号] 摇 R363 [文献标识码] 摇 A

Effect of High Glucose on the Expression and Activity of Thrombomodulin in Human
Umbilical Vein Endothelial Cells
LAI Bin1, WEI Yu鄄Jie1, LIU Hui鄄Liang1, LI Yi1, XIE Yu鄄Feng1, and FU Ling2

(1. Department of Cardiology, General Hospital of Chinese People爷 s Armed Police Forces, Beijing 100039, China; 2. Insti鄄
tute of Biotechnology, Academy of Military Medical Sciences, Beijing 100071, China)
[KEY WORDS] 摇 High Glucose;摇 Thrombomodulin;摇 Human Umbilical Vein Endothelial Cells
[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To observe the effect of high glucose on the expression and activity of thrombomodulin in hu鄄
man umbilical vein endothelial cells (HUVEC). 摇 摇 Methods摇 HUVEC were incubated in vitro, sub鄄experiment: 淤con鄄
trol group; 于10 mmol / L glucose group; 盂20 mmol / L glucose group, all incubated for 24 h. 摇 Flow cytometric and RT鄄
PCR technique were used for detecting thrombomodulin protein and mRNA, respectively. 摇 Microplate Reader was used for
detecting thrombomodulin activity. 摇 摇 Results摇 Compared with control group, both mRNA (2郾 05 依 0郾 19、1郾 44 依 0郾 32 vs
1)and protein (41郾 38 依 3郾 41、32郾 60 依 2郾 59 vs 27郾 96 依 1郾 58) levels of thrombomodulin increased in 20 mmol / L glucose
group and 10 mmol / L glucose group (P < 0郾 05) and the thrombomodulin activity enhanced (0郾 4157 依 0郾 0129 vs 0郾 3957
依 0郾 0100,P < 0郾 05) in HUVEC of 20 mmol / L glucose group. 摇 摇 Conclusion摇 Exposure to high glucose increased the
expression of thrombomodulin and enhanced the thrombomodulin activity in HUVEC. 摇 The upregulation of thrombomodulin
in HUVEC cultivated in high glucose conditions may represent a defense mechanism against the stress.

摇 摇 糖尿病血管病变的主要原因是血管内皮细胞

功能的紊乱[1],内皮细胞的损伤和破坏被认为是各

种血管疾病的关键起始因素,其与动脉粥样硬化、
血栓形成关系密切[2]。 血栓调节蛋白( thrombomod鄄
ulin,TM) 是普遍存在于内皮细胞膜表面的糖蛋白,
主要通过与凝血酶结合和激活蛋白 C 系统发挥抗

凝与抗炎作用[3],其抗凝和抗炎的双重功能被认为

是内皮细胞及血管的关键保护因素之一[4]。 当血

管内皮细胞受损时, 常常引起内皮细胞表面 TM 断

裂和释放入血,其血液中可溶性血栓调节蛋白(sol鄄
uble thrombomodulin,sTM)水平可作为血管内皮细

胞损伤的分子标记物[5],有研究证实高糖可使体内
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sTM 浓度升高[6]。 但高糖对内皮细胞表面 TM 的表

达及活性影响的研究较少,故本研究通过对体外培

养的原代人脐静脉内皮细胞( human umbilical vein
endothelial cells,HUVEC)给予不同浓度葡萄糖处理

后,检测内皮细胞表达 TM 蛋白及 mRNA 水平;同时

检测其活性,进一步揭示高糖与内皮细胞表面 TM
之间的关系。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 无水 D鄄葡萄糖购自美国 Amresco 公司;胎牛血

清(FBS)购自美国 Hyclone 公司;玉型胶原酶、Medi鄄
um 200 培养基、胰蛋白酶、低血清生长添加剂

(LSGS)购自美国 Gibco 公司;羊抗鼠 IgG FITC 抗

体、鼠抗人 TM 单克隆抗体(表位:类表皮生长因子

5 区)购自英国 Abcam 公司;反转录试剂盒及荧光

定量 PCR 试剂盒购自日本 TaKaRa 公司;TRIzol 购
自美国 Invitrogen 公司;兔抗人峪因子相关抗原多克

隆抗体、DAB 显色液购自北京中杉金桥生物技术有

限公司。 CCK鄄8 试剂盒购自碧云天生物技术有限公

司;凝血酶、 抗凝血酶、 蛋白 C、 肝素购自美国

Haematologic Technologies 公司;Chromozym PCa 购

自日本 SEKISUI 公司。
1郾 2摇 原代细胞培养及鉴定

取健康产妇剖宫产所得脐带(取自武警总医院

妇产科,孕妇知情同意),37益、0. 1% 玉型胶原酶注

入脐带脐静脉,37益条件下消化 20 ~ 25 min,收集消

化液至 50 mL 离心管中,再以 37益 PBS 冲洗脐静

脉,并收集入离心管中,1000 r / min 离心 10 min,弃
上清, 加 入 HUVEC 专 用 培 养 基 ( Medium200 +
LSGS),吹打成悬液,计数并调整细胞密度 1 伊 108 /
L,种入 25 cm2 培养瓶,37益、5% CO2 孵箱内培养;
24 h 后细胞贴壁,更换培养液,以后每 2 ~ 3 天换液

1 次,5 ~ 7 天细胞 80% ~ 90% 融合时以 0. 125% 胰

蛋白酶消化传代。 峪因子相关抗原染色阳性鉴定

内皮细胞。 实验用第 2 ~ 3 代细胞。
1郾 3摇 实验分组

入组前以低血清培养基(Medium200 + 2% 胎牛

血清)培养细胞 24 h,使所有细胞同步化于 G0 / G1
期。 分三组:加入与葡萄糖等体积的 PBS 培养细胞

24 h 为对照组;加入终浓度为 10 mmol / L 的葡萄糖

培养细胞 24 h 为 10 mmol / L 葡萄糖组;加入终浓度

为 20 mmol / L 的葡萄糖培养细胞 24 h 为 20 mmol / L
葡萄糖组。

1郾 4摇 CCK鄄8 检测细胞毒性试验

取对数生长期细胞制成 5 伊 108 / L 的细胞悬液,
接种于 96 孔培养板内,每孔 100 滋L 培养液,细胞贴

壁 24 h 后,每组设 3 个复孔,加入终浓度为 10
mmol / L 和 20 mmol / L 的葡萄糖,设对照组和空白

组,37益、5%CO2 孵箱孵育 24 h 后,每孔加入 10 滋L
CCK鄄8 试剂,继续培养 4 h 后,酶标仪(美国 Bio鄄Tek
Instruments 公司)在 450 nm 波长处检测 OD 值。 实

验重复 5 次。
1郾 5摇 流式细胞术检测

细胞分组培养结束,用 0. 125% 胰蛋白酶消化

细胞,1% FBS + PBS 收集细胞至流式管中,500 r /
min 离心 5 min,弃上清,洗细胞 2 次;加入 1颐 200 鼠

抗人 TM 单克隆抗体重悬细胞,4益 避光孵育 30
min,洗细胞 2 次,离心弃上清;加入 1 颐 100 羊抗鼠

IgG FITC 抗体重悬细胞,4益避光孵育 30 min,洗细

胞 2 次,离心弃上清;0. 5 mL 1% FBS + PBS 重悬细

胞,流式细胞仪(FACS Calibur 美国 BD 公司)检测

其平均荧光强度,每次计数 30000 个细胞,实验重复

5 次。
1郾 6摇 实时荧光定量 PCR

用 TRIzol 法提取细胞总 RNA 后,取总 RNA 2
滋g,Oligo dT 1 滋L,反转录酶 1 滋L、dNTP 4 滋L 后加

DEPC 水补足 20 滋L 反应体系,60益、30 min,90益、5
min, 4益、10 min 逆转录为 cDNA。 然后取 2滋L cD鄄
NA 产物,在 TM 和 茁鄄actin 引物存在下,按反应条

件:95益变性 5 min 后,95益15 s,55益20 s,72益20 s
重复 40 个循环,最后 95益15 s,60益延伸 1 min 进行

扩增。 引物序列为 TM 上游 5忆鄄CCC AAC ACC CAG
GCT AGC T鄄3忆,下游 5忆鄄CGT CGA TGT CCG TGC
AGA T鄄3忆;茁鄄actin 上游 5忆鄄TCA CCA ACT GGG ACG
ACA鄄3忆,下游 5忆鄄ACA GCC TGG ATA GCA ACG鄄3忆
(由上海生工生物工程有限公司合成)。 实验结果

用德国 Roche 实时荧光定量 PCR 仪 LightCycler 2. 0
进行数据采集,各组结果以 2 -吟吟Ct 表示相对表达

量,每组设 3 个复孔,实验重复 5 次。
1郾 7摇 TM 活性实验

根据 Huang 等[7]报道的方法,通过检测激活蛋

白 C 的变化来测定每组 TM 活性。 每组设 3 个复

孔,将各组细胞用缓冲液 A(内含 20 mmol / L Tris,
pH 7. 4,0郾 15 mol / L NaCl,2. 5 mmol / L CaCl2,5 g / L
牛血清白蛋白)洗 3 次后,弃上清;加入 40 滋L 缓冲

液 A(提前加入了 37. 5 nmol / L 凝血酶和 5 mg / L 蛋

白 C)37益孵育 30 min 进行蛋白 C 的激活反应;加
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入 40 滋L 的缓冲液 A(提前加入了 6 kU / L 抗凝血酶

和 12 kU / L 肝素)37益孵育 5 min 终止反应。 活化

的蛋白 C 测定:加入 50 滋L 含有 0. 5 mmol / L Chro鄄
mozym PCa 的 缓 冲 液 B ( 内 含 20 mmol / L Tris
pH7郾 4,0. 15 mol / L NaCl,5 g / L 牛血清白蛋白);2 h
内用酶标仪在 405 nm 波长下测定吸光率,从而得到

TM 的活性,实验重复 5 次。
1郾 8摇 统计学处理

所有数据均采用 SPSS13. 0 软件分析处理,计量

资料以x 依 s 表示。 多样本比较采用单因素方差分

析(One鄄way ANOVA),两两比较采用 SNK鄄q 法,P <
0. 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 细胞形态及鉴定

摇 摇 HUVEC 成功分离、贴壁、生长并传代。 细胞呈

短梭形或多角形,融合成单层,核仁清晰可见。 峪
因子免疫细胞化学染色阳性,培养的内皮细胞 95%
以上胞浆内含有棕色颗粒,证实为内皮细胞(图 1)。

图 1. 人脐静脉内皮细胞形态及鉴定(10 伊 10) 摇 摇 A 为原代

人脐静脉内皮细胞,B 为经免疫组化染色峪因子鉴定的人脐静脉内

皮细胞。

Figure 1. Morphology and identification of HUVEC(10 伊
10)

2郾 2摇 不同浓度葡萄糖对人脐静脉内皮细胞毒性的

影响

HUVEC 在不同浓度葡萄糖条件下培养 24 h
后,三组细胞的抑制率差异无统计学意义(表 1)。
2. 3摇 流式细胞术检测 TM 蛋白表达

用不同浓度的葡萄糖作用 HUVEC 24 h 后,TM
蛋白表达量随葡萄糖浓度的升高而增加。 10 mmol /
L 葡萄糖组和 20 mmol / L 葡萄糖组 TM 蛋白表达均

高于对照组(P < 0. 05),且 20 mmol / L 葡萄糖组 TM

蛋白表达量高于 10 mmol / L 葡萄糖组(P < 0. 05;表
2 和图 2)。

表 1. 不同浓度葡萄糖对人脐静脉内皮细胞毒性的影响( x
依 s,n = 5)
Table 1. Effects of different concentrations of glucose on
cell viability in HUVEC(x 依 s,n = 5)

分摇 组 OD 值 抑制率

对照组 1. 16 依 0. 12 0
10 mmol / L 葡萄糖组 1. 11 依 0. 11 4. 4% 依 1. 1%
20 mmol / L 葡萄糖组 1. 07 依 0. 18 7. 8% 依 1. 7%

表 2. 不同浓度葡萄糖对内皮细胞 TM 蛋白表达的影响( x
依 s,n = 5)
Table 2. Effects of different concentrations of glucose on the
protein expression of TM in HUVEC(x 依 s,n = 5)

分摇 组 TM 蛋白

对照组 27. 96 依 1. 58
10 mmol / L 葡萄糖组 32. 60 依 2. 59a

20 mmol / L 葡萄糖组 41. 38 依 3. 41ab

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较,b 为 P < 0郾 05,与 10 mmol / L 葡萄糖组

比较。

图 2. 不同浓度葡萄糖对内皮细胞 TM 蛋白表达的影响

蓝线表示对照组,绿线表示 10 mmol / L 葡萄糖组,红线表示 20 mmol /
L 葡萄糖组。

Figure 2. Effects of different concentrations of glucose on
the protein expression of TM in HUVEC

2郾 4摇 RT鄄PCR 检测 TM mRNA 表达

用不同浓度葡萄糖作用于内皮细胞 24 h 后,
TM mRNA 表达量随葡萄糖浓度的升高而增加。 10
mmol / L 葡萄糖组和 20 mmol / L 葡萄糖组 TM mRNA
表达均高于对照组(P < 0. 05),且 20 mmol / L 葡萄

糖组 TM mRNA 表达量高于 10 mmol / L 葡萄糖组(P
< 0. 05;表 3)。
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表 3. 不同浓度葡萄糖对内皮细胞 TM mRNA 表达的影响

(x 依 s,n = 5)
Table 3. Effects of different concentrations of glucose on the
mRNA expression of TM in HUVEC(x 依 s,n = 5)

分摇 组 TM mRNA

对照组 1

10 mmol / L 葡萄糖组 1. 44 依 0. 32a

20 mmol / L 葡萄糖组 2. 05 依 0. 19ab

a 为 P < 0. 05,与对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 10 mmol / L 葡萄糖组

比较。

2郾 5摇 TM 活性实验

用不同浓度的葡萄糖作用于内皮细胞 24 h 后,
TM 活性随葡萄糖浓度的升高而增加。 20 mmol / L
葡萄糖组 TM 活性高于对照组(P < 0. 05),但 10
mmol / L 葡萄糖组与对照组在 TM 活性上差异无显

著性,20 mmol / L 葡萄糖组与 10 mmol / L 葡萄糖组

TM 活性差异也无显著性(表 4)。

表 4. 不同浓度葡萄糖对内皮细胞 TM 活性的影响(x 依 s,n
= 5)
Table 4. Effects of different concentrations of glucose on the
activity of TM in HUVEC(x 依 s,n = 5)

分摇 组 OD 值

对照组 0. 3957 依 0. 0100

10 mmol / L 葡萄糖组 0. 4077 依 0. 0123

20 mmol / L 葡萄糖组 0. 4157 依 0. 0129a

a 为 P < 0. 05,与对照组比较。

3摇 讨摇 论

目前, 糖尿病血管病变机制研究尚未完全明

确,但高糖诱导的内皮功能紊乱发挥重要作用[8]。
高血糖一方面直接损伤内皮细胞,诱发内皮细胞分

泌和释放黏附分子、趋化因子等炎性介质,从而刺

激血管内皮细胞的炎症反应;另一方面,高糖也可

引起一系列的病理反应(如氧化应激、内质网应激、
脂代谢紊乱、胰岛素抵抗、糖基化终产物增加等),
引起内皮细胞功能紊乱,降低内皮细胞存活,促进

内皮细胞凋亡[9]。 本研究通过 CCK鄄8 实验检测不

同浓度的葡萄糖对 HUVEC 的毒性影响,虽然结果

无统计学意义,但能看出随着葡萄糖浓度的升高其

对内皮细胞毒性的增加趋势越明显,这与先前研究

报道的结果一致。
内皮细胞的损伤将拉开动脉粥样硬化形成的

序幕, 导致多种血管疾病的形成,而 TM 水平是反

映血管内皮细胞功能的重要指标[10]。 Isermann
等[11]人研究表明缺乏 TM 基因的小鼠与对照鼠相

比,出生时就可以观察到其动脉和静脉系统中会自

发的形成致死性血栓。 在某些病理情况下,比如脑

膜炎球菌败血症、移植排斥反应患者其 TM 的表达

下降,从而可能导致其血栓并发症发生[12]。 研究表

明,几种炎症因子可以下调 TM 的表达(例如肿瘤坏

死因子、白细胞介素 1、内毒素、缺氧、同型半胱氨酸

和 C 反应蛋白等) [10,13]。 与此相反,如环磷酸腺苷、
腺苷酸环化酶激活剂、佛波醇酯和视黄酸能增强

TM 的表达[14鄄16]。 本研究通过使用不同浓度的葡萄

糖刺激 HUVEC 24 h 发现,无论是从蛋白还是基因

水平上,高糖可以提高内皮细胞表达 TM,并且增强

TM 蛋白的活性。 研究报道,高血糖作用于牛主动

脉内皮细胞将增加内皮细胞中 cAMP 的水平[17],是
否 TM 的上调与 cAMP 水平增加有关目前还不清

楚,但值得进一步研究。 高糖对 HUVEC 表面 TM 的

上调及活性增加,可能为内皮细胞对于高糖的一种

防御机制,因为热冲击应力也可导致内皮细胞上调

TM 的表达[18]。 此外,Wang 等人[19] 用人主动脉内

皮细胞研究高糖对组织因子和 TM 的影响,结果显

示高糖增加 TM 的表达,这与本研究的结果一致,但
本研究另外研究了高糖对 TM 活性的影响,结果显

示高糖也增加 TM 的活性。
综上所述,本文通过体外培养 HUVEC,分析了

高糖对内皮细胞损伤及 TM 的表达和活性的影响,
提示高糖诱导 HUVEC 表面 TM 的上调及活性增加,
可能为内皮细胞对于高糖的一种防御机制。
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