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[摘　 要] 　 目的　 探讨补体 Ｃ１ｑ 肿瘤坏死因子相关蛋白 １(ＣＴＲＰ１)对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)黏附分子表达

及黏附功能的影响及其分子机制ꎮ 方法　 体外实验采用培养 ＨＵＶＥＣ 和人单核细胞白血病细胞株 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎮ
(１)采用不同浓度 ｒＣＴＲＰ１(１０、１００、１ ０００ μｇ / Ｌ)刺激 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ用实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分别检测

血管细胞黏附分子 １(ＶＣＡＭ￣１)和细胞间黏附分子 １( ＩＣＡＭ￣１)ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平ꎻ(２)不同浓度 ｒＣＴＲＰ１(１０、
１００、１ ０００ μｇ / Ｌ)或 ＴＮＦ￣α(１０ μｇ / Ｌ)分别刺激 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ通过共孵育 ＨＵＶＥＣ 和 ＴＨＰ￣１ 在倒置荧光显微镜下观

察单个核细胞￣内皮细胞黏附情况ꎻ(３)对照组:生理盐水和 ＢＳＡ(１０ μｇ)为阴性对照ꎬＴＮＦ￣α(３ μｇ)为阳性对照ꎻ实
验组:ｒＣＴＲＰ１(３、１０ μｇ)分别腹腔注射小鼠ꎬ倒置显微镜下实时观察小鼠肠系膜上动脉中白细胞的滚动及黏附情

况ꎻ(４)１ ０００ μｇ / Ｌ ｒＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ(１５、３０、６０ ｍｉｎ)ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ｐ３８、ＥＲＫ、ＪＮＫ、ｐ６５ 的磷酸化水平ꎬ
应用 ＳＢ２０３５８０ 抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路后ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测黏附分子 ＶＣＡＭ￣１、ＩＣＡＭ￣１ 的蛋白表达ꎮ 结果　 (１)
ｒＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ黏附分子 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ呈剂量依赖

性ꎬ尤以 ＩＣＡＭ￣１ 明显ꎻ(２)体外实验:随着 ＣＴＲＰ１ 刺激剂量增加ꎬ单个核细胞￣内皮细胞黏附数显著增加ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ体内实验:小鼠腹腔注射 ｒＣＴＲＰ１ 后ꎬ血管内白细胞滚动速度显著下降ꎬ黏附在内皮的细胞数

目显著增加ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ(３) ｒＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ 后 ｐ３８ 和 ｐ６５ 磷酸化水平显著增加ꎬＥＲＫ、
ＪＮＫ 磷酸化水平无明显变化ꎬＳＢ２０３５８０ 抑制 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路后ꎬｒＣＴＲＰ１ 诱导的 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白表达显

著下降(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论　 ＣＴＲＰ１ 诱导内皮细胞分泌 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ꎬ增加内皮细胞黏附能力ꎬ其机制可能是通

过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路ꎮ
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ＣＴＲＰ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ａｃｔｉ￣
ｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐ３８ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ
ＭＥＮＧ Ｈｕａꎬ ＡＮ Ｓｏｎｇｔａｏꎬ ＺＨＡＮＧ Ｙａｎꎬ ＣＨＥＮ Ｙａｎ
(Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｅｏｐｌｅ􀆳ｓ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｆｕｗａｉ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｃｈｉｎａ Ｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒ Ｈｏｓｐｉｔａｌꎬ Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕꎬ Ｈｅｎａｎ ４５００００ꎬ Ｃｈｉｎａ)
[ＫＥＹ ＷＯＲＤＳ]　 Ｃ１ｑ / ＴＮＦ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎻ　 ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎻ　 ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎꎻ　 ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ(Ｐ３８ＭＡＰＫ)
[ＡＢＳＴＲＡＣＴ] 　 　 Ａｉｍ 　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｃ１ｑ / ＴＮＦ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ ( ＣＴＲＰ１) ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ
ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ(ＨＵＶＥＣ) ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ.
Ｍｅｔｈｏｄｓ　 ＨＵＶＥＣ ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ａｎｄ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓｅｓ ｏｆ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１(１０ꎬ１００ꎬ１ ０００ μｇ / Ｌ). 　 Ａｆｔｅｒ
２４ ｈｏｕｒｓ ｏｆ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｇｅｎｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ (ＶＣＡＭ￣１) ａｎｄ
ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ (ＩＣＡＭ￣１) ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＰＣＲ ａｎｄ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. 　 Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｌａｂｅｌｅｄ ＴＨＰ￣１ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＨＵＶＥＣ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１(１０ꎬ１００ꎬ１ ０００ μｇ / Ｌ)ｏｒ ＴＮＦ￣α(１０ μｇ / Ｌ)ｆｏｒ ２４ ｈ.　 Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｗａｓ ｃｏｕｎｔｅｄ
ｂｙ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ.　 Ｉｎ ｉｎ ｖｉｖｏ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔꎬ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１ (３ ｏｒ １０ μｇ)ꎬ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｆａｃｔｏｒ

４３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



ＴＮＦ￣α (３ μｇ)ꎬ ｏｒ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍ ａｌｂｕｍｉｎ (ＢＳＡ) ｗａｓ ｉｎｊｅｃｔｅｄ ｉｎｔｒａｐｅｒｉｔｏｎｅａｌｌｙ ｆｏｒ ２ ｈ.　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ
ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｅｘａｍｉｎｅ ｔｈｅ ｒｏｌｌｉｎｇ ａｎｄ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｗａｌｌ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ.　 ＨＵ￣
ＶＥＣ ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１(１ ０００ μｇ / Ｌ) ａｎｄ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｐ３８ＭＡＰＫꎬｐｈｏｓｐｈｏ￣
ＥＲＫꎬｐｈｏｓｐｈｏ￣ＪＮＫ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏ￣ｐ６５ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ.　 Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙꎬ ＨＵＶＥＣ ｐｒｅ￣ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＳＢ２０３５８０
(ｔｈｅ ｐ３８ＭＡＰＫ ｓｐｅｃｉａｌ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ) ｗｅｒｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１(１ ０００ μｇ / Ｌ). 　 Ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ. 　 　 Ｒｅｓｕｌｔｓ 　 Ａｆｔｅｒ ２４ ｈ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ＣＴＲＰ１ꎬ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ
ｍＲＮＡ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ(ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＣＡＭ￣１) ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｉｎ ａ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎ￣
ｎｅｒ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(Ｐ<０.０５).　 ＣＴＲＰ１ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔｌｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｏｆ ＴＨＰ￣１ ｃｅｌｌｓ ｔｏ ＨＵＶＥＣ ｉｎ ｖｉｔｒｏ ａｎｄ ｉｎｔｅｒａｃ￣
ｔｉｏｎｓ ｏｆ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅｓ ｔｏ ｔｈｅ ｗａｌｌ ｏｆ ｍｅｓｅｎｔｅｒｉｃ ａｒｔｅｒｉｅｓ ｉｎ ｖｉｖｏ. 　 ＣＴＲＰ１ ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｔｈｅ ｐ３８ ｍｉｔｏｇｅｎｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ(ＭＡＰＫ)
ｐａｔｈｗａｙ ｗｉｔｈ ｃｏｎｃｕｒｒｅｎｔ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐ６５ ｉｎ ＨＵＶＥＣｓ.　 Ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔｌｙ ａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ ＳＢ２０３５８０ꎬ
ｖｉｒｔｕａｌｌｙ ａｂｏｌｉｓｈｅｄ ＣＴＲＰ１￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＣＡＭ￣１. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ 　 ＣＴＲＰ１ ｃａｎ ｉｎｄｕｃｅ ｔｈｅ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ ＩＣＡＭ￣１ ｉｎ ＨＵＶＥＣ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｅ ｔｈｅ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ３８
ＭＡＰＫ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙ.

　 　 动脉粥样硬化是影响人们生存和生活质量的

重大疾病ꎬ尽管其发生机制尚未完全明确ꎬ但是多

数学者认为动脉粥样硬化是一种血管的慢性炎症

疾病ꎬ是炎症细胞、炎症因子、生长因子、血管内皮

细胞、血管平滑肌细胞和血小板等共同参与和相互

作用的结果[１]ꎮ 炎症细胞黏附于血管内皮细胞ꎬ并
穿越血管内皮细胞向内膜下渗出是炎症最重要的

特征ꎬ也是动脉粥样硬化性心血管疾病发生的始动

环节[２￣３]ꎮ
补体 Ｃ１ｑ 肿瘤坏死因子相关蛋白 １(Ｃ１ｑ / ＴＮＦ￣

ｒｅｌａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬＣＴＲＰ１)是一种多组织分泌的脂肪

因子ꎬ作为炎症因子参与机体的代谢调节和炎症反

应[４]ꎮ Ｋｉｍ 等[５]研究发现 ＬＰＳ 注入大鼠体内后ꎬ通
过肿瘤坏死因子 α(ＴＮＦ￣α)和白细胞介素 １β( ＩＬ￣
１β)能够提高脂肪组织 ＣＴＲＰ１ 表达ꎮ 有研究显示

冠心病患者侧枝循环形成不良与血清 ＣＴＲＰ１ 水平

升高相关ꎬ该研究提示 ＣＴＲＰ１ 可能作为炎症介质参

与冠心病发展过程中新生血管生成ꎬ但具体机制尚

未完全阐明[６￣８]ꎮ 因此ꎬ本实验旨在研究 ＣＴＲＰ１ 对

血管内皮细胞黏附功能的影响及其分子机制ꎬ有助

于进一步探讨动脉粥样硬化的发病机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 细胞培养

人脐静脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏ￣
ｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬ ＨＵＶＥＣ)(中国科学院上海细胞生物学

研究所)采用专用培养基 Ｍ２００(ＧＩＢＣＯ 公司)进行

培养ꎮ ＴＨＰ￣１ 细胞系 (ＡＴＣＣꎬＭａｎａｓｓａｓꎬ ＶＡ) 在含

１０％胎牛血清 ( ＧＩＢＣＯ 公司) ＲＰＭＩ１６４０ 培养基

(ＧＩＢＣＯ 公司)中悬浮培养ꎮ 培养条件:３７ ℃、饱和

湿度 ５％ＣＯ２ 培养箱中ꎮ

１.２　 ｒＣＴＲＰ１ 对黏附分子表达的影响

采用不同浓度(１０、１００、１ ０００ μｇ / Ｌ)小鼠源性

ＣＴＲＰ１ 重组蛋白(Ａｄｉｐｏｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ 公司)刺激人脐

静脉内皮细胞 ２４ ｈꎬ提取 ＲＮＡ 和细胞总蛋白ꎮ 采用

实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的

ｍＲＮＡ 表达ꎮ ＶＣＡＭ￣１ 引物序列:上游 ５′￣ ＴＧＴＴＴ￣
ＧＴＣＡＧＧＣＴＡＡＧ￣３′ꎬ 下 游 ５′￣ＧＡＣＣＡＡＧＡＣＧＧＴＴＧ￣
ＴＡＴＣ￣３′ꎻ ＩＣＡＭ￣１ 引物序列:上游 ５′￣ＡＧＧＴＧＴＡＴ￣
ＧＡＡＣＴＧＡＧＣＡ￣３′ꎬ下游 ５′￣ＴＧＧＣＡＧＣＧＴＡＧＧＧＴＡＡ
Ｇ￣３′ꎮ 采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ＶＣＡＭ￣１(抗体购自

Ａｂｃａｍ 公 司 ) 和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋 白 ( 抗 体 购 自 Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)水平ꎮ
１.３　 ＴＨＰ￣１ 单核细胞与内皮细胞黏附实验

(１)预处理 ＴＨＰ￣１ 细胞:将悬浮培养的 ＴＨＰ￣１
细胞 １ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃离心 １０ ｍｉｎꎬＰＢＳ(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公

司)重悬细胞调整细胞密度至 １０９ / Ｌꎬ加入 １０ μｍｏｌ /
Ｌ 绿色荧光染料 ＢＣＥＣＦ￣ＡＭ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)标记

细胞ꎬ３７ ℃ 孵育 ３０ ｍｉｎꎬ１ ０００ ｒ / ｍｉｎ ４ ℃ 离心 １０
ｍｉｎꎬＰＢＳ 清洗 ２ 次ꎬ用 Ｍ２００ 培养基重悬细胞ꎮ (２)
预处理 ＨＵＶＥＣ:６ 孔板中培养 ＨＵＶＥＣꎬ采用不同浓

度的 ｒＣＴＲＰ１ ( １０、１００、１ ０００ μｇ / Ｌ) 或 ＴＮＦ￣α ( １０
μｇ / Ｌ)刺激 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ去除 ＨＵＶＥＣ 细胞培养

液ꎮ (３)共同培养:将 ＨＵＶＥＣ 的培养液更换为上述

ＴＰＨ￣１ 细胞悬液ꎬ共孵育 ４０ ｍｉｎ 后 ＰＢＳ 清洗 ３ 次ꎬ
去除未贴壁的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎮ (４)标记:应用 Ｒｈｏｄａ￣
ｍｉｎｅ￣ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ(罗丹明ꎬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司) 和 ＤＡＰＩ
(Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)分别对细胞形态和细胞核染色ꎬ在
倒置的荧光显微镜下观察 ＴＨＰ￣１ 细胞￣内皮细胞黏

附情况ꎬ并拍照(采用 ２０ 倍率)ꎮ
１.４　 ＣＴＲＰ１ 增加血管内白细胞滚动黏附实验

４ 周龄的 Ｃ５７ 小鼠(购自上海斯莱克实验动物

有限责任公司)ꎬ对照组:生理盐水和 ＢＳＡ(１０ μｇ)
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为阴性对照ꎬＴＮＦ￣α(３ μｇ)为阳性对照ꎻ实验组:ｒＣ￣
ＴＲＰ１(３ μｇ、１０ μｇ)分别通过腹腔注射 ２ ｈ 后ꎬ再给

予腹腔注射氯胺酮 / 甲苯噻嗪(０.１３ / ０.００８８ ｍｇ / ｇꎬ
Ｓｉｇｍａ 公司)实行麻醉ꎬ眼底静脉注射 ０.０５％ Ｒｈｏｄａ￣
ｍｉｎｅ ６Ｇ ５０ μＬ( Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎬ沿腹白线切开小鼠

腹腔ꎬ暴露肠系膜血管ꎬ胶水固定小肠在培养皿上ꎬ
打开倒置荧光显微镜( ＩＸ７１、Ｏｌｙｍｐｕｓ)ꎬ接通载物台

上的 ３７ ℃恒温加热板ꎬ将小鼠及培养皿放置加热板

上ꎬ实时观测肠系膜动静脉内白细胞滚动及黏附情

况ꎬ视频记录ꎬ利用 Ｉｍａｇｅ￣Ｐｒｏ Ｐｌｕｓ 软件定量分析各

组小鼠肠系膜动静脉血管中白细胞的滚动和黏附

差异ꎮ
１.５　 ＣＴＲＰ１ 对 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号通路的影响

使用 １ ０００ μｇ / Ｌ ｒＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ １５、３０
和 ６０ ｍｉｎꎬ提取细胞蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 法检测 ｐ３８、
ＥＲＫ、ＪＮＫ 和 ｐ６５ 磷酸化 (抗体购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)水平ꎬ使用 ＳＢ２０３５８０(Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司) 预处理 ＨＵＶＥＣ １ ｈꎬ而后加入

ｒＣＴＲＰ１(１ ０００ μｇ / Ｌ)刺激 ２４ ｈꎬ提取细胞蛋白ꎬ采
用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ 蛋白水平ꎮ
１.６　 图像的灰度分析及统计

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 显影胶片用 ＨＰ２４１０ 扫描仪扫描为

“∗.ＴＩＦ”文件ꎬ采用 ＮＩＨ Ｉｍａｇｅ 软件进行分析ꎬ计算

相关蛋白质显影条带的灰度值ꎬ以 ＧＡＰＤＨ 作为内

参ꎬ求得各蛋白质的相对灰度值(ＲＩ)ꎬ结果以 ＲＩ 表

示ꎮ 将生物学重复试验的结果用 ＳＰＳＳ１６.０ 软件进

行分析ꎬＰ<０.０５ 为差异具有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ 后黏附分子表达增加

不同浓度的 ｒＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈ 后ꎬ内皮

细胞中 ＶＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 水平在低剂量和中剂量刺激

时虽较正常对照组呈升高趋势ꎬ但无统计学差异(Ｐ
>０. ０５)ꎬ在高剂量组显著升高ꎬ为正常对照组的

(５.２０±０.８８)倍(图 １)ꎻＩＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 水平随着 ｒＣ￣
ＴＲＰ１ 刺激浓度的增加而增加ꎬ其中高剂量组 ＩＣＡＭ￣
１ ｍＲＮＡ 是正常对照组的(９.３０±２.５２)倍ꎬ差异有统

计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白

表达水平均随着 ＣＴＲＰ１ 刺激浓度增加而显著增加

(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ
２.２　 ＣＴＲＰ１ 促进 ＴＨＰ￣１ 单核细胞与内皮细胞黏附

不同浓度 ｒＣＴＲＰ１(１０、１００、１ ０００ μｇ / Ｌ)预刺激

ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ用 ＴＮＦ￣α(１０ μｇ / Ｌ)作为阳性对照ꎬ然
后将 １×１０６ 个 ＴＨＰ￣１ 细胞和 ＨＵＶＥＣ 共孵育 ４０ ｍｉｎ
后ꎬ荧光显微镜下分析黏附在内皮细胞上的 ＴＨＰ￣１
细胞ꎬ结果显示 ＴＨＰ￣１￣内皮细胞黏附数量随着 ｒＣ￣
ＴＲＰ１ 剂量增加而增加(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 １. ＣＴＲＰ１ 刺激 ＨＵＶＥＣ 后黏附分子 ｍＲＮＡ 和蛋白表达水平　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / Ｌ ｒＣＴＲＰ１
组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ ｒＣＴＲＰ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ｍＲＮＡ ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｆｔｅｒ ＣＴＲＰ１ ｓｔｉｍｕｌａｔｉｏｎ

２.３　 ＣＴＲＰ１ 增加体内白细胞￣内皮黏附

循环中的白细胞沿血管壁滚动、黏附和向内膜

下迁移是动脉粥样硬化病变发生的起始步骤之一ꎮ
为进一步研究小鼠体内炎症因子 ＣＴＲＰ１ 引起的细

胞黏附改变ꎬ采用眼底静脉注射 ０.０５％的 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ
荧光染料标记血管内白细胞ꎬ显微镜下实时观测血

管中白细胞￣内皮细胞间的滚动和黏附情况ꎬ分析腹

腔注射 ｒＣＴＲＰ１ 小鼠与正常对照组小鼠间白细胞黏

６３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



附差异(图 ３Ａ)ꎬ结果显示 ｒＣＴＲＰ１ 组小鼠肠系膜动

脉中ꎬ滚动的白细胞数量随着 ｒＣＴＲＰ１ 剂量的增加

而增加(图 ３Ｂ)ꎬ黏附在内皮的白细胞数显著增加

(图 ３Ｃ)ꎬ而白细胞沿血管壁滚动速度显著下降(图

３Ｄ)ꎬ高剂量 ｒＣＴＲＰ１ 组结果与阳性对照组间差异无

显著性ꎮ 该研究结果显示 ＣＴＲＰ１ 可降低白细胞滚

动速度ꎬ增加白细胞在血管内皮的黏附聚集ꎮ

图 ２. ＣＴＲＰ１ 孵育对单核细胞￣内皮细胞间黏附的影响　 　 Ａ 为不同浓度的 ｒＣＴＲＰ１ 或 ＴＮＦ￣α 刺激 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ荧光显微镜下(２０×)拍
摄 ＴＨＰ￣１￣内皮细胞黏附ꎬ红色为 Ｒｈｏｄａｍｉｎｅ￣ｐｈａｌｌｏｉｄｉｎ 标记的 ＨＵＶＥＣꎬ蓝色为 ＤＡＰＩ 标记的细胞核ꎬ绿色为 ＢＣＥＣＦ￣ＡＭ 标记的 ＴＨＰ￣１ 细胞ꎻＢ 为

统计每平方米黏附的单个核细胞数ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｇ / Ｌ ｒＣＴＲＰ１ 组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ ｒＣ￣
ＴＲＰ１ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ＣＴＲＰ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ＴＨＰ￣１ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

图 ３. ＣＴＲＰ１ 体内促进白细胞￣内皮细胞黏附　 　 Ａ 为 ４ 周龄的 Ｃ５７ 小鼠ꎬ分别给予腹腔注射生理盐水、ＢＳＡ(１０ μｇ)、ＴＮＦ￣α(３ μｇ)和 ｒＣ￣
ＴＲＰ１(３、１０ μｇ)２ ｈꎬ显微镜下(１００×)观察血管内白细胞滚动和黏附改变(Ｆ 为脂肪组织ꎬＶ 为血管ꎬ白色圆点为白细胞)ꎻＢ 为定量分析血管中

滚动的白细胞数ꎻＣ 为定量分析血管中黏附的白细胞数(３ ｓ 滚动的距离<５０ μｍ 定义为黏附)ꎻＤ 为定量分析白细胞滚动速度ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与
正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｒＣＴＲＰ１(３ μｇ)组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ＣＴＲＰ１ ｉｎｃｒｅａｓｅｓ ｌｅｕｋｏｃｙｔｅ￣ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｉｎ ｖｉｖｏ
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２.４　 ＣＴＲＰ１ 通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 调控内皮细胞黏

附分子表达

ＣＴＲＰ１ 激活内皮细胞后ꎬ以剂量依赖性增加黏

附分子表达ꎬ参与调节体内炎症反应ꎬ而 ｐ３８ＭＡＰＫ
通路被认为是细胞内参与炎症反应的重要通路ꎮ
本实验检测了 ＣＴＲＰ１ 对细胞信号通路磷酸化水平

的影响ꎬ结果显示 ＣＴＲＰ１ 显著增加了 ｐ３８ 和 ｐ６５ 的

磷酸化水平ꎬ而 ＥＲＫ 和 ＪＮＫ 的磷酸化水平无显著

增加(图 ４)ꎮ 应用 ｐ３８ 信号通路的特异性阻断剂

ＳＢ２０３５８０ 预处理细胞抑制 ｐ３８ 激活ꎬ能很大程度抑

制 ＣＴＲＰ１ 诱导的 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的表达水平升

高(图 ４)ꎬ提示 ＣＴＲＰ１ 刺激内皮细胞后通过激活

ｐ３８ＭＡＰＫ 调节内皮细胞表达黏附分子、增加细胞黏

附功能ꎮ

图 ４. ＣＴＲＰ１ 激活 ｐ３８ 和 ｐ６５ 信号通路　 　 Ａ 为 ＨＵＶＥＣ 给予不同时间 ｒＣＴＲＰ１ 刺激ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 分析 ｐ￣ｐ３８、ｐ￣ＥＲＫ、ｐ￣ＪＮＫ 和 ｐ￣ｐ６５ 蛋

白表达及定量分析 ｐ￣ｐ３８ 和 ｐ￣ｐ６５ 蛋白水平ꎻＢ 为 ＳＢ２０３５８０ 预处理细胞后ꎬＣＴＲＰ１ 诱导的 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 蛋白表达及 ＶＣＡＭ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１
蛋白表达水平灰度分析ꎮ Ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与正常对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与无 ＳＢ２０３５８０ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ＣＴＲＰ１ ｐｒｏｍｏｔｅｓ ｔｈｅ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｐ６５ ａｎｄ ｐ３８ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ｐａｔｈｗａｙｓ

３　 讨　 论

ＣＴＲＰ１ 是近些年发现的脂肪细胞因子ꎬ近期多

项研究显示冠心病患者循环中 ＣＴＲＰ１ 水平显著升

高[９]ꎬ升高的 ＣＴＲＰ１ 与侧枝循环形成不良、缺血再

灌注损伤等相关[７￣８]ꎮ 这些研究结果说明 ＣＴＲＰ１ 与

冠心病有密切关系ꎬ因此受到较多学者关注ꎮ Ｌｕ
等[１０]研究发现ꎬ腹腔注射 ＣＴＲＰ１ 可促进 ＡｐｏＥ 敲除

小鼠动脉硬化ꎬ而在 ＣＴＲＰ１ / ＡｐｏＥ 双敲除小鼠中动

脉粥样硬化范围及血管炎症反应均显著降低ꎬ推测

ＣＴＲＰ１ 参与冠状动脉粥样硬化病理过程ꎮ
内皮细胞(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＥＣ)功能障碍可导致

血管内皮依赖性异常、血小板聚集性增强、白细胞

黏附于血管壁及平滑肌增生[１１]ꎬ被认为是动脉粥样

硬化的始动因素ꎮ 而内皮细胞损伤始于内皮细胞

激活ꎬ内皮细胞被激活后释放多种细胞因子如

ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１ꎬ引起各种不同程度的炎症反应和

细胞凋亡[１２￣１３]ꎮ 引起内皮细胞激活的因素有很多

种ꎬ包括物理应力、外界刺激、细菌产物如内毒素

(ＬＰＳ)、细胞因子如 ＩＬ￣１、ＴＮＦ￣α 等均可引起内皮细

胞激活[１３￣１４]ꎮ 本研究发现 ｒＣＴＲＰ１ 刺激内皮细胞

后ꎬ黏附分子 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１ ｍＲＮＡ 和蛋白水

平均增加ꎬ尤以 ＩＣＡＭ￣１ 明显ꎬ小剂量 ｒＣＴＲＰ１ 刺激

即可引起 ＩＣＡＭ￣１ 高表达ꎬ并呈剂量依赖性ꎬ而

ＶＣＡＭ￣１ 表达增加虽达到统计学差异ꎬ 但不如

ＩＣＡＭ￣１ 明显ꎮ
本研究中通过 ＴＨＰ￣１ 和内皮细胞共培养ꎬ在体

外观察内皮细胞黏附功能ꎮ 结果发现ꎬ随着 ｒＣＴＲＰ１
刺激剂量的增加单核细胞在内皮细胞上的黏附数

目显著增加ꎮ 同时ꎬ通过动物实验ꎬ显微镜下在体

内实时观察血管中白细胞￣内皮细胞间的滚动和黏

附ꎬ结果显示 ｒＣＴＲＰ１ 腹腔注射小鼠后ꎬ白细胞贴壁

滚动速度显著下降ꎬ滚动的白细胞数目及黏附在血

管内皮的白细胞数目显著增加ꎮ 本研究结果进一

步证实 ＣＴＲＰ１ 可以激活内皮细胞ꎬ导致内皮细胞功

能紊乱ꎬ分泌黏附分子和炎症分子ꎬ进而促进白细

胞贴壁、黏附、聚集及内膜下迁移ꎬ促进动脉粥样硬

化的发生发展[１５]ꎮ 既往研究显示ꎬＬＰＳ 和 ＴＮＦ￣α 可

８３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２７ꎬＮｏ １ꎬ２０１９



单独或协同激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 激酶ꎬ启动核转录因子

ｐ６５ꎬ促进内皮细胞激活ꎬ分泌 ＩＣＡＭ￣１ 和 ＶＣＡＭ￣１
黏附分子ꎬ加速中性粒细胞和单核细胞与内皮细胞

的黏附ꎬ并向内膜下迁移ꎬ诱发炎症反应和血栓形

成ꎬ促进动脉粥样硬化的进展[１６￣１７]ꎮ 本研究中ꎬ我
们发现 ｒＣＴＲＰ１ 作用于内皮细胞后 ｐ３８ＭＡＰＫ 和 ｐ６５
信号通路被激活ꎬ而 ｐ４４ / ｐ４２ＭＡＰＫ 和 ＪＮＫ 磷酸化

水平未见明显变化ꎮ 应用 ｐ３８ 特异性阻断剂

ＳＢ２０３５８０ 后ꎬＣＴＲＰ１ 引起内皮细胞黏附增加被抑

制ꎬ提示 ＣＴＲＰ１ 可能通过激活 ｐ３８ＭＡＰＫ 通路ꎬ启动

跨核被膜调控ꎬ致内皮细胞激活并功能紊乱ꎬ该研

究结果与前期结果相符合ꎮ
综上所述ꎬ本研究结果提示 ＣＴＲＰ１ 可能作为一

种潜在的炎症因子ꎬ通过 ｐ３８ＭＡＰＫ 信号途径激活

内皮细胞ꎬ促进内皮细胞分泌黏附分子ꎬ增加单核

细胞￣内皮细胞间黏附ꎬ参与动脉粥样硬化病理

过程ꎮ
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