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摘要 探讨高静水压培养对内皮脂酶表达的影响及其机制．分大气压(0 mmHg)和高于 1个标准大气压的递增压力(120、150、
180 mmHg)培养人脐静脉内皮细胞，用蛋白酶体抑制剂 MG132进行干预．RT-PCR检测内皮脂酶 mRNA的表达，间接免疫
荧光技术和流式细胞术检测内皮脂酶蛋白的表达．结果显示，高静水压培养明显促进内皮脂酶 mRNA 和蛋白质的表达，
180 mmHg 培养 24 h 内皮脂酶 mRNA 的表达较对照组上调 2.2 倍(P < 0.001)，内皮脂酶蛋白表达较对照组上调 2.54 倍
(P < 0.001)．蛋白酶体抑制剂 MG132干预明显抑制 180 mmHg培养诱导的内皮脂酶 mRNA的表达，MG132干预组内皮脂酶
mRNA表达约为 180 mmHg培养组的 50% (P < 0.05)．结果说明，高静水压上调内皮脂酶 mRNA和蛋白质的表达，其机制可
能与核因子 -资B活化有关．
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内皮脂酶(endothelial lipase，EL)是唯一由血管
内皮细胞合成的甘油三酯脂酶基因家族新成员，

1999年 Jaye等和 Hirata等两个小组分别独立克隆
出了 EL基因(endothelial lipase gene，LIPG)[1-2]．EL
主要有磷脂酶 A1的活性，能够降低高密度脂蛋白
胆固醇水平，促进动脉粥样硬化(As)的形成和发
展[3-6]，并且也促进单核 /巨噬细胞与血管内皮细胞
黏附及动脉粥样硬化斑块面积进一步扩大[7]．

细胞因子和物理因素调节 EL的表达．细胞因
子(IL-1茁、TNF-琢)、血管紧张素域和佛波酯均促进
EL的表达，核因子 资B (nuclear factor-资B，NF-资B)
调控 EL 的表达 [8-9]．高血压时血管壁的剪切力

(shear stress)、血管张力 (cyclic stretch)和静水压力
(hydrostatic stress)均明显升高．研究报道高血压大
鼠模型中 EL表达显著增加[10]．剪切力(shear stress)明
显增加内皮细胞 EL表达，血管张力亦使 EL mRNA
表达升高[11]．静水压力垂直直接作用于血管壁内皮

细胞，但关于高血压时血管壁侧压即静水压对 EL
表达的影响尚未见报道．

本研究在体外模拟高静水压即高压培养血管内

皮细胞，观察高压对 EL mRNA及蛋白质表达的影
响，并初步探讨压力诱导 EL表达的分子机制．

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人脐静脉内皮细胞株(HUVEC-12)由中南大学
湘雅药学院提供，源于美国典型培养物保藏中心

(ATCC)．37℃、5% CO2条件，HUVEC-12细胞培
养于含体积分数为 10%胎牛血清、100 U/ml青霉
素和 100 U/ml链霉素的 DMEM完全培养基中，待
生长融合后，细胞用含 1%胎牛血清的 DMEM洗 3
次，并用 1%胎牛血清的 DMEM 静止培养 24 h，
然后高压处理细胞．

1.2 RT鄄PCR
细胞总 RNA的提取按 Trizol抽提试剂说明书

进行．概言之，每个 50 ml培养瓶加 1 ml Trizol，
反复吹打后，裂解 10 min，将裂解液收集于 1.5 ml
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Fig. 1 Effect of 180 mmHg treatment for different time
on EL mRNA expression

n=3, * P < 0.01 vs 0 h group; **P < 0.001 vs 0 h group.

的 EP管中，加入 200 滋l氯仿，振荡 15 s，常温下
放置 5 min，4 ℃ 12 000 r/min 离心 10 min，取上
清，加入 500 滋l异丙醇，-20℃过夜．次日，4℃
12 000 r/min离心 10 min，弃上清，75%乙醇清洗
一次，空气干燥 5 min，用 30 滋l DEPC水溶解．
取 5 滋l稀释 200倍测 A 值，计算 RNA含量；另取
5 滋l做凝胶电泳．RT 反应体系组成：25 mmol/L
MgCl2 4 滋l，10伊缓冲液 2 滋l，dNTP 2 滋l，RNase
抑制剂 0.5 滋l，ALV 逆转录酶 1 滋l，Oligo dT
1 滋l，每 20 滋l体系中含 RNA 3 滋g，按以下条件进
行反应：65℃ 3 min，42℃ 90 min， 72℃ 10 min，
制备的 cDNA -20℃保存．PCR反应体系组成：双
蒸水 10 滋l，2伊PCR 反应液 8 滋l，cDNA 1 滋l，引
物 1 滋l(1 滋mol/L)．混匀后，按以下条件进行反应：
变性 94℃ 1 min，退火 58℃ 30 s，延伸 72℃ 30 s，
进行 30个循环，最后 72℃延伸 10 min．结束后，
各取产物 5 滋l，混合 1.5%琼脂糖凝胶电泳(50 V，
60 min)，用全自动凝胶分析系统灰度扫描分析，
结果用 3 个样本的平均相对单位 EL/GAPDH 表
示．EL引物：正向引物，5忆 CCA GGA GAA CAT
CTG TGC CAA CG 3忆，反向引物，5忆 AGG CTC
GGG TCC TAT TCC CAA AA 3忆 (387 bp)；GAPDH
引物： 正向引物，5忆 TCA CCA TCT TCC CAG
GCG CGA G 3忆，反向引物， 5忆 TGT CGC TGT
TGA AGT CAG AG 3忆 (696 bp)．
1.3 间接免疫荧光技术

取对数生长期细胞，以 4伊104/孔的密度接种
于 24孔培养板，不同因素处理后，各组细胞用预
冷的 PBS洗涤 3次，每孔加固定液(甲醇∶冰乙酸
3∶1) 200 滋l，4℃ 固定 15 min，用预冷的 PBS洗
涤 3次，加入一抗(1∶200) 200 滋l，37℃孵育 1 h，
预冷的 PBS 洗涤 3 次，加入罗丹明标记的二抗
(1∶50) 50 滋l，37 ℃孵育 1 h，荧光倒置显微镜下
观察并照像．

1.4 流式细胞术

不同因素处理后，用质量浓度为 0.25%胰蛋白
酶消化贴壁的 HUVEC-12 细胞， l 000 r/min 离心
10 min，去上清，PBS洗涤 2次，调整细胞浓度为
1伊106/L，加入一抗 37℃孵育 45 min 后，再加入
FITC标记的二抗 37℃避光孵育 45 min后，PBS重
悬细胞，离心去上清，1 ml 0.5%多聚甲醛固定，
上流式细胞仪检测平均荧光强度．测定数据按流式

细胞仪所配置的软件进行数据处理．

1.5 统计学分析

数据均用均数依标准差(x 依 s)表示．用 SPSS11.0
进行统计处理，组间比较用单因素方差分析

(one-way ANOVA)检验，后用最小有意义差异 t检
验 (1east significant different，LSD-t)进行均数间的
多重比较，以 P < 0.05判定差异有无统计学意义．

2 结 果

2.1 压力对 EL mRNA表达的影响
HUVEC-12细胞 180 mmHg培养 3、6和 12 h

组，EL mRNA 表达较对照组上调约 1.8 倍 (P <
0.01)，但无时间依赖性；180 mmHg培养 24 h组
EL mRNA表达最高，较对照组升高约 2.4倍 (P <
0.001) (图 1)．

HUVEC-12 细胞大气压和 120 mmHg 培养
24 h 组 EL mRNA 表达都比较低，150 mmHg 和
180 mmHg培养 24 h组 EL mRNA表达较大气压组
分别增加 2.2和 2.4倍(P < 0.001) (图 2)．
2.2 压力对 EL蛋白表达的影响
免疫荧光结果显示：正常细胞荧光较弱，EL

蛋白表达很低；高压培养组细胞荧光增强，EL蛋
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Fig. 5 MG132 attenuated the induction of EL mRNA
expression by 180 mmHg

1: Pressure atmosphere; 2: MG132 +180 mmHg; 3: 180 mmHg; 4:

MG132. n=3, * P <0.05 vs group 3, ** P <0.001 vs group 1, 4.

Fig. 4 Effect of different pressure treatment for 24 h
on EL protein expression

n=3, x 依 s, *P < 0.001 vs pressure atmosphere group.

Fig. 3 Effect of different pressure treatment
for 24 h on EL protein expression (10伊20)

Fig. 2 Effect of different pressure treatment for 24 h
on EL mRNA expression

n=3, *P < 0.001 vs pressure atmosphere group.

白表达增加，120 mmHg组 EL细胞荧光轻微增强，
150和 180 mmHg组细胞荧光明显增强，EL蛋白
表达明显增加(图 3)．

流式细胞术结果显示：高压促进 EL蛋白表
达，120 mmHg培养 24 h 组 EL 蛋白表达仅增加
1.19 倍，150 和 180 mmHg 培养 24 h 组 EL 蛋白
表达较大气压组分别增加 1.97倍和 2.28倍(图 4，
P < 0.001)．

2.3 MG132 干预对高压诱导 EL mRNA 表达的
影响

HUVEC-12 细胞 180 mmHg 培养 24 h 组
EL mRNA较大气压 组升高约 2.5 倍 (P < 0.001) ，
MG132干预显著抑制压力诱导的 EL mRNA表达，
MG132 处理的 180 mmHg 培养 24 h 组 EL mRNA
表达约为 180 mmHg 培养组的 50% (P < 0.05)．
MG132组与大气压组 EL mRNA的表达基本无差
别(图 5)．
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3 讨 论

近年来，对于动脉粥样硬化和高血压的研究已

逐渐偏重于血管内皮细胞[12]，在探讨有关血管内皮

细胞功能紊乱与动脉粥样硬化(atherosclerosis，As)
发病关系的研究中，国内外许多学者均采用人脐静

脉内皮细胞作为研究对象来间接反映血管内皮细胞

病理的变化[13]．血管内皮细胞始终受到血管中流动

血液的流体力学作用，已知高血压致使血流冲击血

管内膜，导致管壁增生、增厚，管腔狭窄．管壁内

膜受损后易致胆固醇、脂质等沉积，加重了动脉粥

样斑块形成．血管内皮不仅是存在于血液与血管平

滑肌之间的屏障结构，而且还是一个重要的内分泌

器官．高血压时，血管壁侧压即静水压可调节内皮

细胞合成和分泌内皮素 -1、前列环素、纤维蛋白
溶解酶原激活物抑制因子 -1．本实验研究发现，
短时的高压刺激 3～24 h明显上调 EL mRNA和蛋
白质表达，150和 180 mmHg EL mRNA 和蛋白质
表达显著增加，临床上诊断为轻度和中度高血压时

收缩压的水平为 150和 180 mmHg，这可能是高血
压病人 EL表达水平为什么明显高于正常人群的部
分原因．EL在 As的形成过程起了很重要的作用，
该研究表明，血液的流动所产生的机械应力除了剪

切力和血管张力对心血管疾病产生很大的影响，高

血压时静水压力同样也对心血管疾病的发生发展有

着重要的意义，进一步扩展了血流动力学对心血管

疾病所引起的病理生理学机制．

血液动力学作为外部信息，如何影响血管的生

理功能以及相关疾病的发生和发展，也就是说，血

液动力学信息如何传入细胞，进而引发血管重构等

病理生理改变，已成为近年来国内外研究的热点问

题．有研究表明，血液流动作用于相应的血管内皮

细胞,调控由 G蛋白和核因子 资B(nuclear factor-资B,
NF-资B)介导的信号转导通路，从而调节内皮细胞
多种基因表达，导致血管的结构和功能改变[14]．在

血管重构早期，血液流动作用于血管，可诱导单核

细胞与血管内皮细胞黏附、迁移以及加快血小板聚

集，这些作用与细胞内 NF-资B有关．大量研究表
明[15]，NF-资B是免疫、炎症和应激反应的主要调控
因子，故 NF-资B的激活可能是血管重构的始动机
制．静息状态下，NF-资B与其抑制亚单位(inhibitor
of nuclear factor 资b，I资B)结合，以无活性的形式存
在于细胞浆中，NF-资B的激活主要是通过降解 I资B
来实现的．我们先前的实验[16]发现，高压培养细

胞 3～24 h I资B琢蛋白明显降解，其表达显著降低，
细胞 NF-资B明显活化转位．本实验研究发现蛋白
酶体抑制剂 MG132(通常作为 NF-资B的阻断剂)干
预可以抑制压力诱导的 EL mRNA的表达．这些结
果表明压力诱导 EL的表达与激活 I资B琢/IKK信号
通路，促进 NF-资B活化有关．
根据上述实验结果我们推测：静水压力可能促

进血管内皮细胞分泌细胞因子(IL-1茁，TNF-琢)和血
管活性物质(血管紧张素域)，继而这些因子通过相
关受体作用血管内皮细胞激活 NF-资B，静水压力也
可能直接作用相关受体，如剪切力受体整合素，激

活 NF-资B．由于 EL表达不完全受 NF-资B调控，静
水压力还可能通过 G蛋白等其他信号通路激活其
他转录因子，具体机制有待进一步研究．
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Abstract Hydrostatic pressure has direct effect on vascular endothelium. Endothelial lipase (EL) is a newly
identified member, only secreted by endothelial cells, of the triglycerides lipase family. EL may be one important
determinants of HDL-metabolism and inflammation acting at the vessel wall. However, little is known about
regulation of EL at the vessel wall. The effect of hydrostatic pressure on EL and its possible mechanism were
investigated. In human umbilical vein endothelial cells, increasing pressures (120, 150 and 180 mmHg) treatment
in a custom-made pressure incubator increased the mRNA and protein expression level of EL without obvious cells
apoptosis.180 mmHg treatment up-regulated EL mRNA and protein about 2.2, 2.54 fold relative to pressure
atmosphere, respectively. Inhibitor of nuclear factor-资B MG132 attenuated the high pressure induction of EL
expression level, which is half of EL expression in 180 mmHg treatment group. These findings provide new
insights into the effect of hydrostatic pressure on EL expression through nuclear factor-资B signal pathways.
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