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[摘　 要] 　 目的　 初步探讨人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)损伤之后迁移能力的变化与血管内皮钙黏蛋白(ＶＥ￣ｃａｄ)
和连环蛋白 ｐ１２０(ｐ１２０ｃｔｎ)的关系ꎮ 方法　 ＤＭＥＭ 培养基培养 ＨＵＶＥＣꎬ将 ＨＵＶＥＣ 分为对照组和损伤组ꎮ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ
实验检测 ＨＵＶＥＣ 迁移能力的变化ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 ｐ１２０ｃｔｎ 与 ＶＥ￣ｃａｄ 蛋白表达水平ꎮ 免疫荧光实验检测 ＶＥ￣
ｃａｄ 的定位表达变化ꎮ 免疫共沉淀法检测 ｐ１２０ｃｔｎ 与 ＶＥ￣ｃａｄ 的相互结合ꎮ 结果　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现 ＨＵＶＥＣ 经损

伤刺激 ６、８ ｈ 后迁移能力最强(Ｐ<０.０５)ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、８ ｈ 后 ｐ１２０ｃｔｎ 及 ＶＥ￣ｃａｄ 表达水平

明显上调ꎮ 免疫荧光实验显示 ＨＵＶＥＣ 经损伤刺激后ꎬＶＥ￣ｃａｄ 的定位由细胞膜转到细胞浆ꎮ 免疫共沉淀证实

ｐ１２０ｃｔｎ 可以与 ＶＥ￣ｃａｄ 相互结合ꎮ 结论　 ＨＵＶＥＣ 损伤刺激后迁移能力增强ꎬ其机制可能与升高的 ｐ１２０ｃｔｎ 将 ＶＥ￣
ｃａｄ 由细胞膜携带入细胞浆导致 ＶＥ￣ｃａｄ 膜表达缺失有关ꎮ
[中图分类号] 　 Ｒ３６３ [文献标识码] 　 Ａ

Ｃｈａｎｇｅ ｏｆ Ｍｉｇｒａｔｉｏｎ Ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｈｕｍａｎ Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ Ｖｅｉｎ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｃｅｌｌ Ａｆｔｅｒ Ｉｎｊｕｒｙ
ａｎｄ Ｉｔｓ Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｃａｄｈｅｒｉｎ ａｎｄ ｐ１２０ Ｃａｔｅｎｉｎ
ＳＵＩ Ｂｉｎｇꎬ ＬＩＵ Ｇｕｉ￣Ｎａｎꎬ ａｎｄ ＨＥ Ａｉ￣Ｒｏｎｇ
(Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃａｒｄｉｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｓｈｅｎｙａｎｇꎬ Ｌｉａｏｎｉｎｇ １１０００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｈｕｍａｎ Ｕｍｂｉｌｉｃａｌ Ｖｅｉｎ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｃｅｌｌꎻ　 Ｖａｓｃｕｌａｒ Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ Ｃａｄｈｅｒｉｎꎻ　 ｐ１２０ Ｃａｔｅｎｉｎꎻ　 Ｍｉｇｒａ￣
ｔｉｏｎ
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｉｌｙ ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ
(ＨＵＶＥＣ) ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ａｎｄ ｉｔｓ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗｉｔｈ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｄｈｅｒｉｎ (ＶＥ￣ｃａｄ) ａｎｄ ｐ１２０ ｃａｔｅｎｉｎ (ｐ１２０ｃｔｎ).　 　
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ＭＥＭ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ａｎｄ ｗａｓ ｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ ａｎｄ ｉｎｊｕｒｙ ｇｒｏｕｐ. 　 Ｔｈｅ
ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ.　 Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ Ｐ１２０ｃｔｎ ａｎｄ ＶＥ￣ｃａｄ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 Ｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｃｈａｎｇｅ ｏｆ ＶＥ￣ｃａｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ.
Ｍｕｔｕａｌ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐ１２０ｃｔｎ ａｎｄ ＶＥ￣ｃａｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｔｈｅ ｓｔｒｏｎｇｅｓｔ ｉｎ ｔｈｅ ６ ａｎｄ ８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ (Ｐ<０.０５).　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｐ１２０ｃｔｎ ａｎｄ ＶＥ￣ｃａｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ６ ａｎｄ ８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ.
Ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ａｓｓａｙ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ＶＥ￣ｃａｄ ｗａｓ ｌｏｃａｌｉｚｅｄ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｏ ｃｙｔｏｐｌａｓｍ ａｆｔｅｒ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｉｎｊｕｒｅｄ.
Ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ Ｐ１２０ｃｔｎ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｍｕｔｕａｌｌｙ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＶＥ￣ｃａｄ.　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ
ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｉｓ ｅｎｈａｎｃｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｍａｙ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｔｈａｔ ｅｌｅｖａｔｅｄ ｐ１２０ｃｔｎ ｃａｒｒｉｅｓ
ＶＥ￣ｃａｄ ｆｒｏｍ ｃｅｌｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｉｎｔｏ ｃｙｔｏｐｌａｓｍꎬ ｗｈｉｃｈ ｌｅａｄｓ ｔｏ ｌｏｓｓ ｏｆ ＶＥ￣ｃａｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｍｂｒａｎｅ.
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冠状动脉血管重建技术已在临床广泛应用ꎬ经皮冠

状动脉介入术 ( ｐｅｒｃｕｔａｎｅｏｕｓ ｃｏｒｏｎａｒｙ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎꎬ
ＰＣＩ)已成为治疗冠状动脉粥样硬化性心脏病的重

要手段ꎬ但也有造成医源性内皮细胞损伤所致血管

炎症及术后再狭窄( ｒｅｓｔｅｎｏｓｉｓꎬＲＳ)的风险ꎬ严重影

响患者预后[１￣２]ꎮ 引起 ＲＳ 的原因及机制比较复杂ꎬ
涉及到内皮细胞损伤、血栓形成、血管平滑肌细胞

(ｖａｓｃｕｌａｒ ｓｍｏｏｔｈ ｍｕｓｃｌｅ ｃｅｌｌꎬＶＳＭＣ)增殖、血管重构

及迁移等ꎬ包括损伤部位的局部炎症反应及各种细

胞因子的释放[３￣４]ꎮ 血管内皮钙黏蛋白(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＶＥ￣ｃａｄｈｅｒｉｎꎬＶＥ￣ｃａｄ)是内皮细胞

黏附、连接的主要成分[５]ꎻ作为参与内皮细胞接合

部的形成及调控的最基本的内皮细胞特异性钙黏

蛋白ꎬ除了维持内皮细胞的完整性及调控接合部位

的完整性外[６]ꎬＶＥ￣ｃａｄ 还能调节多种信号转导过程

来影响内皮细胞的行为和其他接合成分的表达ꎬ如
增殖、迁移、极性及血管管腔的形成等[７]ꎬ并在这些

活动的调节中起着至关重要的作用[８]ꎮ 连环蛋白

ｐ１２０( ｐ１２０ ｃａｔｅｎｉｎꎬｐ１２０ｃｔｎ)被认为是钙黏蛋白复

杂的黏附功能中重要的调控原件之一ꎬ在哺乳动物

细胞中ꎬｐ１２０ｃｔｎ 的核心功能是通过调节钙黏蛋白的

膜转运及降解来影响细胞膜上的钙黏蛋白的转

归[９]ꎬ其通过与钙黏蛋白结合ꎬ在细胞间黏附的稳

定性上发挥着重要作用[１０]ꎮ 有研究表明ꎬｐ１２０ｃｔｎ
通过调节 ＶＥ￣ｃａｄ 和 Ｎ￣ｃａｄ(神经钙黏蛋白)进而发

挥调节 ＶＳＭＣ 及血管内皮细胞间的黏附作用[９ꎬ１１]ꎮ
尽管 ＶＥ￣ｃａｄ 及 ｐ１２０ｃｔｎ 在参与及调控内皮细胞迁

移过程中发挥着重要作用ꎬ但具体机制研究尚少ꎮ
本课题意在初步探讨人脐静脉内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)损伤之后迁

移能力的变化与 ＶＥ￣ｃａｄ 和 ｐ１２０ｃｔｎ 的关系ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞培养

　 　 ＨＵＶＥＣ 购自上海细胞库ꎬ原代来自于 ＡＴＣＣ 细

胞库ꎬ用含 １０％胎牛血清、ｐＨ ７.４ 的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ
在 ３７℃、５％ ＣＯ２、饱和湿度的培养箱中培养ꎮ 以

０.２５％胰酶消化、传代ꎮ 传代后用含 １０％胎牛血清、
ｐＨ ７.４ 的 ＤＭＥＭ 培养基维持细胞生长ꎬ两、三天换

液 １ 次ꎮ 选取第 ３~８ 代细胞进行实验ꎮ
１.２　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

将 ＨＵＶＥＣ 分为对照组和损伤组ꎮ 对照组用含

１０％胎牛血清、不含抗生素的 ＤＭＥＭ 培养ꎻ损伤组

于缺氧(４ ｍｍｏｌ / Ｌ 低亚硫酸钠)及无血清培养基分

别作用 ６、８ ｈꎮ 收集两组细胞ꎬ加入裂解液充分裂

解ꎬ低温高速离心(４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ) １５ ｍｉｎꎬ提取

上清作为总蛋白ꎬ考马斯亮蓝法测定蛋白浓度ꎮ ８％
ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ上样蛋白量为 ６０ μｇꎮ 转印

ｐ１２０ｃｔｎ、ＶＥ￣ｃａｄ、β￣ａｃｔｉｎ(２２０ ｍＡ、２ ｈ)ꎮ ５％脱脂牛

奶封闭 ２ ｈꎮ 加抗 ｐ１２０ｃｔｎ(１ ∶ １０００ꎬＢＤ 公司)、抗
ＶＥ￣ｃａｄ(１ ∶ ２００ꎬＣｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌ 公司)、抗 β￣ａｃｔｉｎ(１ ∶
１０００ꎬ中山金桥公司)ꎬ４℃孵育过夜ꎬ分别与对应的

二抗(１ ∶ ２５００ꎬ中山金桥公司) ２５℃ 孵育 ２ ｈꎬＥＣＬ
显色ꎮ 结果经自动电泳凝胶成像分析仪(Ｃｈｅｍｉ Ｉｍ￣
ａｇｅｒ ５５００ 型ꎬＡｌｐｈａ Ｉｎｎｏｔｅｃｈ 公司ꎬ美国)测定ꎮ
１.３　 免疫共沉淀

收集对照组、损伤组细胞ꎬ加入 ＮＰ￣４０ 裂解液

裂解细胞ꎬ低温高速离心 ( ４℃、 １２０００ ｒ / ｍｉｎ) １５
ｍｉｎꎬ提取上清即为总蛋白ꎮ 分出适量上清作为

Ｉｎｐｕｔ(即原始蛋白样)ꎬ余加入 Ｐｒｏｔｅｒｎ Ａ＋Ｇ(即磁

珠)和 ＩｇＧꎬ冰上孵育 ２ ｈꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 离心取

上清ꎬ将上清分为 ＩｇＧ 管和样品管ꎻＩｇＧ 管加入适量

ＩｇＧꎬ样本品管加入适量 ｐ１２０ｃｔｎ 抗体ꎬ冰上摇过夜ꎻ
分别加入适量 Ｐｒｏｔｅｒｎ Ａ＋Ｇꎬ冰上摇过夜ꎻ１０００ ｒ /
ｍｉｎ、５ ｍｉｎ 离心取沉淀ꎬ加入适量 ２×ｌｏａｄｉｎｇ ｂｕｆｆｅｒ
(加样缓冲液)ꎬ沸水煮 １０ ｍｉｎꎬ上清蛋白用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 检测ꎮ
１.４　 免疫荧光检测

在 ２４ 孔板中铺入细胞爬片ꎬ将 ＨＵＶＥＣ 分为对

照组及损伤组并接种于 ２４ 孔板ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱

中培养 ２４ ｈꎮ 取出 ２４ 孔板ꎬ吸尽培养基ꎬ４％多聚甲

醛固定 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ０.１％Ｔｒｉｔｏｎ
作用 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ正常山羊血清

封闭ꎬ室温下保湿盒内孵育 ２ ｈꎻ弃去血清ꎬ滴加一抗

(ＶＥ￣ｃａｄꎬ１ ∶ ５０)ꎬ湿盒内 ４℃过夜ꎻＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ每
次 ５ ｍｉｎꎬ避光加 ＦＩＴＣ(或 ＴＲＩＴＣ)标记二抗(１ ∶
１００)ꎬ室温下湿盒内孵育 ２ ｈꎻＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ每次 ５
ｍｉｎꎬ避光加 ＤＡＰＩ 染液复染核ꎬ室温下孵育 ５ ｍｉｎꎻ
ＰＢＳ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ将细胞爬片挑出ꎬ封片ꎮ
Ｒａｄｉａｎｃｅ ２０００ 激光共聚焦显微镜(Ｃａｒｌ Ｚｅｉｓｓ 公司ꎬ
美国)进行共聚焦扫描成像ꎮ
１.５　 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验

按实验说明进行ꎬ用含 ２％胎牛血清的 ＤＭＥＭ
培养基重悬细胞ꎬ调整细胞浓度为 ５.０ × １０５ 个 / 毫
升ꎬ取 １００ μＬ 细胞悬液加入上室中(孔径 ８ μｍꎻ
Ｃｏｓｔａｒ 公司ꎬ美国)ꎬ下室加入 ６００ μＬ 含 ２０％胎牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎮ ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱中培养 ２４
ｈꎮ ２４ ｈ 后吸尽培养基ꎬ将小室用 ＰＢＳ 洗 ３ 遍ꎬ用棉

签轻擦掉小室上表面的细胞ꎻ冰甲醇固定 １５ ｍｉｎꎬ
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ＰＢＳ 洗 １~２ 遍ꎻ苏木素染色 １５ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗 １~２ 遍ꎻ
１％盐酸酒精分化ꎻ自然水返蓝 １０ ｍｉｎꎻ室温干燥ꎬ取
下小室微孔膜ꎬ置载玻片上ꎬ中性树脂封片ꎮ 随机

选取 １０ 个视野于 ４００ 倍光镜下观察ꎬ计数微膜孔下

表面的细胞ꎬ重复 ３ 次ꎬ取均值ꎮ
１.６　 统计分析

应用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计软 件 进 行 数 据 分 析ꎬ
Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 数据采用 ｔ 检验ꎬＰ< ０. ０５ 为存在统计学

差异ꎮ

２　 结　 果

２.１　 损伤刺激后 ＨＵＶＥＣ 迁移能力的变化

　 　 我们应用缺氧及无血清培养基作为损伤条件

作用于 ＨＵＶＥＣꎬ连续培养 ０、１、２、４、６、８、１２、２４ ｈꎬ通
过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 检测发现 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、８ ｈ 后迁移能

力增强最明显(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ

图 １. 损伤刺激 ６、８ ｈ 后 ＨＵＶＥＣ 迁移的变化(４００×)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０ ｈ 时比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ｉｎ ６ ａｎｄ ８ ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ (４００×)

２.２　 ＨＵＶＥＣ 损伤后 ｐ１２０ｃｔｎ 与 ＶＥ￣ｃａｄ 蛋白表达水

平的变化

用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别测定 ＨＵＶＥＣ 损伤后 ０、１、
２、４、６、８、１２、２４ ｈ ｐ１２０ｃｔｎ 与 ＶＥ￣ｃａｄ 的蛋白表达水

平ꎬ发现 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、８ ｈ ｐ１２０ｃｔｎ 及 ＶＥ￣ｃａｄ 表达

水平明显上调(图 ２)ꎬ此与 ＨＵＶＥＣ 损伤后迁移能

力增强的时间点相一致ꎮ

图 ２. 损伤刺激对 ＨＵＶＥＣ 中 ｐ１２０ 和 ＶＥ￣ｃａｄ 蛋白表达的

影响

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｉｎｊｕｒｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｐ１２０ ａｎｄ ＶＥ￣ｃａｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.３　 ＨＵＶＥＣ 损伤后 ＶＥ￣ｃａｄ 的定位表达变化

上述结果证实ꎬＨＵＶＥＣ 经损伤刺激后 ＶＥ￣ｃａｄ
的蛋白表达水平明显上调ꎬ而细胞的迁移能力却出

现了增强ꎬ这两种结果相互矛盾ꎬ我们猜测ꎬ很可能

是增高的 ＶＥ￣ｃａｄ 的定位发生了改变从而导致了细

胞迁移能力的增强ꎬ于是ꎬ我们通过免疫荧光结果

检测到 ＶＥ￣ｃａｄ 在 ＨＵＶＥＣ 损伤后由细胞膜转入细

胞浆(图 ３)ꎮ

图 ３. 损伤刺激 ６、８ ｈ 后 ＨＵＶＥＣ ＶＥ￣ｃａｄ 的定位表达变化

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ＶＥ￣ｃａｄ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎ ６ ａｎｄ ８
ｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｊｕｒｙ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

６２９ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



２.４　 ＨＵＶＥＣ 中 ｐ１２０ｃｔｎ 与 ＶＥ￣ｃａｄ 相互结合

我们已通过免疫荧光检测发现 ＨＵＶＥＣ 经损伤

刺激后 ｐ１２０ｃｔｎ 的定位由细胞膜转至细胞浆及细胞

核ꎬ而上述实验结果证实ꎬｐ１２０ｃｔｎ 和 ＶＥ￣ｃａｄ 的蛋白

水平在损伤的同一时间点出现高峰ꎬ且 ＶＥ￣ｃａｄ 由细

胞膜转移到细胞浆ꎬ故我们猜测是升高的 ｐ１２０ｃｔｎ
将 ＶＥ￣ｃａｄ 转移到了细胞浆ꎬ于是ꎬ我们应用免疫共

沉淀证实 ｐ１２０ｃｔｎ 可与 ＶＥ￣ｃａｄ 相互结合(图 ４)ꎬ因
此我们猜测ꎬＨＵＶＥＣ 损伤后 ＶＥ￣ｃａｄ 的定位发生变

化可能是因其被 ｐ１２０ｃｔｎ 携带进入细胞浆ꎮ

图 ４. 免疫共沉淀证实 ＨＵＶＥＣ 中 ｐ１２０ｃｔｎ 可以和 ＶＥ￣ｃａｄ
相互结合

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｃｏ￣ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ ｃｏｎｆｉｒｍｅｄ ｔｈａｔ ｐ１２０ｃｔｎ
ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ＶＥ￣ｃａｄ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

３　 讨　 论

目前 ＰＣＩ 已成为治疗冠状动脉粥样硬化性心脏

病的重要手段ꎬ但 ＲＳ 的发生仍严重影响患者预

后[１]ꎮ ＲＳ 是一种病理生理机制尚未完全阐明的复

杂疾病ꎬ许多研究已经证实多种危险因子在 ＲＳ 过

程中起到了关键性作用[１２￣１３]ꎬ包括 Ｃ 反应蛋白、炎
症因子(如细胞因子和黏附分子)、氧自由基等ꎮ 正

常动脉壁由内膜、中膜、外膜 ３ 层构成ꎬ主要包含内

皮细胞、平滑肌细胞和成纤维细胞ꎬ其中内皮细胞

的损伤及功能失调是 ＲＳ 发生的始动因素[１４]ꎮ
ＶＥ￣ｃａｄ 和 ｐ１２０ｃｔｎ 在参与及调控内皮细胞迁移

过程中发挥着重要作用ꎮ 内皮细胞本身参与血管

生成ꎬ并在调控血管和灌溉组织的双向传输中形成

了一道选择性半通透屏障ꎬ参与调节血管紧张性、
细胞间黏附、平滑肌细胞的迁移和增殖、血管壁的

炎症等[１５￣１６]ꎮ 从分子角度来看ꎬ内皮细胞屏障功能

主要依赖于内皮细胞间连接的结构ꎬ尤其是 ＶＥ￣ｃａｄ
起到了至关重要的作用[６]ꎮ ＶＥ￣ｃａｄ 是内皮细胞黏

附连接的主要成分[５]ꎬ作为参与内皮细胞接合部的

形成及调控的最基本的内皮细胞特异性钙黏蛋白ꎬ
除了维持内皮细胞的完整性及调控接合部位的完

整性外ꎬＶＥ￣ｃａｄ 还能调节多种信号转导过程来影响

内皮细胞的行为和其他接合成分的表达ꎬ如增殖、
迁移、极性及血管管腔的形成ꎬ参与调节血管通透

性ꎬ并参与肿瘤的生长与转移等[７ꎬ１７￣１８]ꎮ
有研究表明ꎬＶＥ￣ｃａｄ 在细胞膜上呈高表达来维

持细胞间的黏附及内皮细胞的完整性ꎬＶＥ￣ｃａｄ 可以

与不同的伴侣结合形成独特的复合体[１７]ꎮ ｐ１２０ｃｔｎ
一直被认为是钙黏蛋白复杂的黏附功能中重要的

调控原件之一ꎬ在哺乳动物细胞中ꎬｐ１２０ｃｔｎ 的核心

功能是通过调节钙黏蛋白的膜转运及降解来影响

细胞膜上的钙黏蛋白的转归[９]ꎬ并通过与钙黏蛋白

结合ꎬ在细胞间黏附的稳定性上发挥着重要作

用[１０ꎬ１９]ꎮ 而 ＶＥ￣ｃａｄ 通过其胞质结构域与 ｐ１２０ｃｔｎ
和 β￣ｃａｔｅｎｉｎ 或斑珠蛋白结合形成了黏附连接的基

本组织结构[１７]ꎮ 已有研究证实ꎬｐ１２０ｃｔｎ 通过调节

ＶＥ￣ｃａｄ 和 Ｎ￣ｃａｄ 进而发挥调节 ＶＳＭＣ 及血管内皮

细胞间的黏附作用[１１]ꎮ
在本实验中ꎬ我们首先应用缺氧及无血清培养

基对 ＨＵＶＥＣ 进行损伤刺激ꎬ连续培养 ０、１、２、４、６、
８、１２、２４ ｈꎬ通过 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ 实验发现 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、
８ ｈ 后迁移能力最强ꎬ其余时间点迁移能力较弱ꎮ
ＨＵＶＥＣ 损伤后出现迁移能力增强的现象ꎬ可能与损

伤 ６、８ ｈ 后内皮细胞间的黏附能力明显下降有关ꎮ
ＶＥ￣ｃａｄ 是内皮细胞特异性钙黏蛋白ꎬｐ１２０ｃｔｎ 为稳

定 ＶＥ￣ｃａｄ 的重要调控因子ꎮ 曾有研究[１９] 显示ꎬ因
钙黏蛋白的减少ꎬ敲除 ｐ１２０ｃｔｎ 的人类细胞变得弥

散ꎬ因此测定 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、 ８ ｈ 后 ＶＥ￣ｃａｄ 和

ｐ１２０ｃｔｎ 的蛋白表达水平有助于我们了解其机制ꎮ
应用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现 ＨＵＶＥＣ 损伤 ６、８ ｈ 后

ｐ１２０ｃｔｎ 及 ＶＥ￣ｃａｄ 蛋白表达水平明显上调ꎬ理论上

细胞的黏附性应增强ꎬ迁移能力应下降ꎬ但我们的

实验结果却显示ꎬ在 ｐ１２０ｃｔｎ 和 ＶＥ￣ｃａｄ 升高的时间

点ꎬ细胞的迁移能力出现了上调ꎬ正常情况下ꎬ内皮

细胞的稳定性及黏附性与细胞膜上的黏附分子有

关ꎬ考虑到蛋白的功能不仅与蛋白的表达量有关ꎬ
并且与其定位密切相关ꎮ 我们进一步应用免疫荧

光技术来明确 ＶＥ￣ｃａｄ 在 ＨＵＶＥＣ 损伤前后的定位

变化ꎬ发现 ＨＵＶＥＣ 损伤后 ＶＥ￣ｃａｄ 定位由细胞膜转

至细胞浆ꎬ同时本研究小组已经证实ꎬ在 ＨＵＶＥＣ 损

伤后 ｐ１２０ｃｔｎ 定位亦发生变化ꎬ由细胞膜转至细胞

浆和细胞核ꎬ于是我们猜测很可能是由于 ＶＥ￣ｃａｄ 与

ｐ１２０ｃｔｎ 相结合ꎬ升高的 ｐ１２０ｃｔｎ 携带 ＶＥ￣ｃａｄ 进入

细胞浆ꎬ 造成 ＶＥ￣ｃａｄ 膜表达的缺失ꎬ 因此导致

ＨＵＶＥＣ 的迁移能力增强ꎮ
目前ꎬ对血管内皮细胞迁移机制的研究尚少ꎮ
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最新一项研究应用单分子膜制备的表面富含多种

化学官能团的系统模型来探讨表面化学调节内皮

细胞迁移的机制ꎬ并指出再内皮化绝大部分取决于

植入物的表面性质[２０]ꎮ 总之ꎬ研究血管内皮细胞迁

移行为将有助于我们了解植入生物材料或损伤后

细胞之间的行为变化ꎬ从而进一步揭示血管内皮细

胞迁移的分子机制ꎮ
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