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［摘要］　目的：研究抵抗素（ｒｅｓｉｓｔｉｎ）基因对ＴＮＦα诱导血管内皮细胞ＥＣＶ３０４表达细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）的影响。方

法：应用分子生物学技术，将ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因克隆到载体ｐＥＧＦＰＣ１中构建质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ，脂质体转染ＥＣＶ３０４，转染６ｈ加入２０

μｇ／ＬＴＮＦα诱导，用ＲＴＰＣＲ方法分别检测转染１８、３０、４２和５４ｈ时ｒｅｓｉｓｔｉｎ和ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达；同时用免疫印迹法检测

ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白的表达，并用ＥＬＩＳＡ方法检测各期ＥＣＶ３０４上清ＩＣＡＭ１蛋白表达。结果：经酶切鉴定和测序证实质粒ｐＥＧ／

Ｒｅｓｉ构建成功并可在ＥＣＶ３０４中表达；相同ＴＮＦα诱导条件下转染ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因组的ＩＣＡＭ１表达水平始终高于未转染组，在

ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因表达高峰（３０和４２ｈ）ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达量较未转染组均显著升高（Ｐ＜０．０５）；且ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋

白表达水平均随ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因表达量的增加而升高。结论：Ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因能够增强ＴＮＦα诱导ＥＣＶ３０４细胞表达ＩＣＡＭ１。
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［作者简介］　梁　明，副主任医师．Ｅｍａｉｌ：ｃｏｌｉｎｃｈｏｕ＠ｔｏｍ．ｃｏｍ
通讯作者（Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇａｕｔｈｏｒ）．Ｅｍａｉｌ：ｚｓｇ８２＠ｔｏｍ．ｃｏｍ

　　抵抗素（ｒｅｓｉｓｔｉｎ）是２００１年初由Ｓｔｅｐｐａｎ等［１］

首次在脂肪细胞中发现的一种特异性分泌多肽类激

素，它可能导致胰岛素抵抗，是联系肥胖与２型糖尿
病的重要信号分子。糖尿病患者常合并有明显的血

管病变，而炎性因子在血管病变过程中发挥着重要
的病理生理作用［２３］。研究认为，ｒｅｓｉｓｔｉｎ的表达水
平与炎性因子有关，并可能参与了炎症反应的发
生［４］。本研究对ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因进行克隆和表达，并体
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外观察了该基因对 ＴＮＦα诱导血管内皮细胞

ＥＣＶ３０４表达细胞间黏附分子１（ＩＣＡＭ１）的影响，
以进一步探讨ｒｅｓｉｓｔｉｎ在参与糖尿病血管病变发生
发展中的分子机制。

１　材料和方法

１．１　材料　Ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因ｃＤＮＡ模板，载体ｐＥＧ
ＦＰＣ１和ＥＣＶ３０４人血管内皮细胞株由广西医科大
学第一附属医院内分泌科保存；ＥｘＴａｑＤＮＡ聚合
酶，Ｔ４ ＤＮＡ 连 接 酶，限 制 性 内 切 酶 ＥｃｏＲⅠ，

ＫｐｎⅠ，ＤＬ１ｋｂｍａｒｋｅｒ，质粒提取试剂盒，ＤＮＡ凝
胶回收纯化试剂盒和 ＲＴＰＣＲ试剂盒购自大连宝
生物公司；转染试剂Ｌｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００和配套液

ＯｐｔｉＭＥＭ购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；人ｒｅｓｉｓｔｉｎ单克隆
抗体购自加拿大Ｓｔｒｅｓｓｇｅｎ公司；人 ＴＮＦα蛋白和

ＩＣＡＭ１ＥＬＩＳＡ试剂盒购自 Ｒ＆Ｄ公司；引物合成
由上海生物工程公司完成。

１．２　Ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因扩增　参照 ＧｅｎＢａｎｋ人ｒｅｓｉｓｔｉｎ
基因ＣＤＳ序列（ＮＣＢＩＮｏ．ＮＭ０２０４１５），用Ｐｒｉｍ
ｅｒ５．０设计引物如下：上游 Ｐ１为：ＧＣＧＡＡＴＴＣ
ＡＧＧ ＡＴＧ ＡＡＡＧＣＴＣＴＣＴＧ，含有起始密码子

ＡＴＧ和 ＥｃｏＲⅠ酶切位点；下游 Ｐ２为：ＴＴ ＧＧ
ＴＡＣＣＡＣＣ ＴＧＡ ＧＧＧＣＴＧＣ，含有终止密码子

ＴＧＡ和 ＫｐｎⅠ酶切位点。扩增基因长度为３４９
ｂｐ。用引物Ｐ１、Ｐ２进行ＰＣＲ扩增ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因，反
应条件为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９５℃３０ｓ，５５℃３０ｓ，

７２℃６０ｓ，共３０个循环；７２℃再延伸１０ｍｉｎ。琼脂
糖凝胶电泳确定扩增产物大小。

１．３　重组质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ的构建　将ｒｅｓｉｓｔｉｎ的

ＰＣＲ产物经过回收纯化后与载体ｐＥＧＦＰＣ１同时

用ＥｃｏＲⅠ和ＫｐｎⅠ双酶切，琼脂糖凝胶电泳回收，

Ｔ４ＤＮＡ连接酶连接。转化Ｅ．ｃｏｌｉＤＨ５α感受态细

菌，涂布于含５０μｇ／ｍｌ卡那霉素的ＬＢ固体培养基

中。次日，随机挑取１０个单菌落，分别接种于３ｍｌ
含卡那霉素的ＬＢ培养液中，３７℃振荡培养过夜。

将ＰＣＲ阳性菌落抽提质粒ＤＮＡ，ＥｃｏＲⅠ和ＫｐｎⅠ
双酶切，电泳检测并送上海生物工程公司测序。

１．４　细胞的培养和传代　冻存的ＥＣＶ３０４细胞株

经复苏后培养于含１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清的ＤＭＥＭ培

养液中，在３７℃、体积分数５％ＣＯ２、饱和湿度的培

养箱中培养，每３ｄ消化传代１次。

１．５　ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ转染 ＥＣＶ３０４　 转染前 １ｄ将

ＥＣＶ３０４细胞传代接种在６孔板内，细胞生长至

８０％～９０％融合时，以ＯｐｔｉＭＥＭ 各２５０μｌ分别稀

释５μｇｐＥＧ／Ｒｅｓｉ质粒和１０μｌＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅ２０００
进行转染，培养６ｈ，更换培养基，加入含２０μｇ／Ｌ

ＴＮＦα和１００ｍｌ／Ｌ胎牛血清的ＤＭＥＭ２ｍｌ进行

诱导，分别于转染１８、３０、４２和５４ｈ在荧光显微镜

下观察转染效率。

１．６　ＴＮＦα诱导ＥＣＶ３０４ＩＣＡＭ１的表达　于转

染６ｈ分别向转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ、空载体ｐＥＧＦＰＣ１和

未转染的 ＥＣＶ３０４细胞中加入终浓度为２０μｇ／Ｌ

ＴＮＦα进行诱导。

１．７　Ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白的检测　收集转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ４２

ｈＥＣＶ３０４，用细胞裂解液处理，离心后取上清，采用

ＢＣＡ（ｂｉｃｉｎｃｈｏｎｉｎｉｃａｃｉｄ）法行蛋白定量，十二烷基磺

酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳（ＳＤＳＰＡＧＥ）后电转膜，

封闭，加鼠抗人ｒｅｓｉｓｔｉｎ单克隆抗体结合（４℃ 振荡

１．５ｈ），再与１５０００的 ＨＲＰ标记的羊抗鼠抗体

结合（水平振荡摇床１ｈ），经显色后照相。

１．８　转染后Ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因ｍＲＮＡ表达的检测　用

荧光定量ＰＣＲ的方法测定。（１）采用 ＴＲＩｚｏｌ一步

法抽提转染１８、３０、４２和５４ｈＥＣＶ３０４的ＲＮＡ，溶

于适量的去核酸酶水中，应用 ＵＶ１６０１紫外分光光

度仪测定细胞总 ＲＮＡ的产量和纯度，Ｄ２６０／Ｄ２８０比

值＞１．８。（２）逆转录过程：总ＲＮＡ溶液５μｇ，Ｏｌｉｇｏ
（ｄＴ）１μｌ，ＤＥＰＣ水加至１１μｌ，混匀，７０℃、５ｍｉｎ，

放置冰上至少１ｍｉｎ；加入１０ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２μｌ，

５×ＲＴｂｕｆｆｅｒ４μｌ，ＤＥＰＣ水１．５μｌ，ＲＮＡ酶抑制

剂０．５μｌ，轻柔混匀，短暂离心，３７℃、２ｍｉｎ；加入逆

转录酶，轻柔混匀，２５℃、１０ｍｉｎ，３７℃、６０ｍｉｎ，

７０℃、１０ｍｉｎ，标本进行荧光定量ＰＣＲ或－２０℃保

存备用。（３）ＰＣＲ分别扩增ｒｅｓｉｓｔｉｎ和内参照βａｃ

ｔｉｎ，其中βａｃｔｉｎ引物序列为：上游 ５′ＡＡＣＣＣＴ

ＡＡＧＧＣＣＡＡＣＡＧＴＧＡＡＡＡＧ３′，下游５′ＴＣＡ

ＴＧＡＧＧＴＡＧＴＣＴＧＴＧＡＧＧＴ３′，产物长度为

２３１ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变

性４５ｓ，５６℃退火３０ｓ，７２℃延伸３０ｓ，共３５个循

环。（４）结果判定：标准参控品１～５管，含量依次为

１０５～１０９ｃｏｐｙ／ｍｌ，测定阈值循环数（ｔｈｒｅｓｈｏｌｄｃｙｃｌｅ，

Ｃｔ），以Ｃｔ值为横坐标，ｒｅｓｉｓｔｉｎｃＤＮＡ含量为纵坐

标，电脑自动绘制标准曲线，并根据此自动计算出各

标本的ｒｅｓｉｓｔｉｎ含量。ｒｅｓｉｓｔｉｎ表达量数据采用ｒｅ

ｓｉｓｔｉｎ含量／βａｃｔｉｎｃＤＮＡ含量的形式给出。

１．９　ＲＴＰＣＲ检测ＥＣＶ３０４中ＩＣＡＭ１的 ｍＲＮＡ
表达　分别收集转染１８、３０、４２和５４ｈ时未诱导
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组、转染空载体组和转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ组的 ＥＣＶ３０４
细胞，采用ＲＴＰＣＲ方法检测ＩＣＡＭ１的ｍＲＮＡ表

达，具体操作步骤同１．８。其中扩增ＩＣＡＭ１引物

序列为：上游引物５′ＡＣＡＴＧＣＡＧＣＡＣＣＴＣＣ′

ＴＧＴＧ３′，下游引物５′ＣＡＣＣＧＴＧＧＴＣＧＴＧＡＣ

ＣＴＣＡＧ３′，扩增片段长３８１ｂｐ。ＰＣＲ反应条件：

９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５５℃退火４０ｓ，

７２℃延伸３０ｓ，共３５个循环。

１．１０　ＥＬＩＳＡ检测各组ＥＣＶ３０４细胞上清ＩＣＡＭ１
的表达　分别于转染的１８、３０、４２和５４ｈ取出５０μｌ
未诱导组、未转染组、转染空载体组和转染ｐＥＧ／

Ｒｅｓｉ组的ＥＣＶ３０４细胞上清液以及标准品，分别用

样品稀释液稀释后加入到ＥＬＩＳＡ的４８孔板中，复

设４孔，另设空白对照，室温孵育６０ｍｉｎ，用洗涤缓

冲液进行冲洗，后依次加入二抗、酶作用物后，分别

孵育３０ｍｉｎ，洗板后，每孔内加入１００μｌ显色液，

３７℃孵育２０ｍｉｎ后，每孔加入５０μｌ终止液，轻轻混

匀后在４５０ｎｍ处读取Ｄ值。　　　
１．１１　统计学处理　用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据

（珚ｘ±ｓ）进行方差分析和相关性分析。

２　结　果

２．１　重组质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ鉴定　１０ｇ／Ｌ琼脂糖凝

胶电泳分析显示，ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因ＰＣＲ扩增产物ＤＮＡ
片段大小同预计结果相符。将重组质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ
用ＥｃｏＲⅠ和ＫｐｎⅠ双酶切，可以切出大约４３００

ｂｐ的表达载体ｐＥＧＦＰＣ１和大小为３４９ｂｐ目的基

因ｒｅｓｉｓｔｉｎ，同预期结果相符（图１）。对质粒ｐＥＧ／

Ｒｅｓｉ上的多克隆位点内的ＤＮＡ序列进行序列分析

鉴定，结果与ＧｅｎＢａｎｋ上人ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因ＣＤＳ序列

（ＮＣＢＩ登陆号：ＮＭ０２０４１５）完全相同。

图１　重组质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ酶切鉴定电泳图

Ｆｉｇ１　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｐＥＧ／Ｒｅｓｉａｆｔｅｒｄｉｇｅｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡｌａｄｄｅｒ；１：ＲｅｓｉｓｔｉｎＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔ；２：ｐＥＧ／Ｒｅｓｉｄｉｇｅｓｔｗｉｔｈ

ＥｃｏＲⅠ＋ＫｐｎⅠ；３：ｐＥＧＦＰＣ１ｄｉｇｅｓｔｗｉｔｈＥｃｏＲⅠ＋ＫｐｎⅠ

２．２　Ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白在ＥＣＶ３０４中的表达　Ｗｅｓｔｅｒｎ
印迹结果显示，转染空载体ｐＥＧＦＰＣ１的ＥＣＶ３０４
中无ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白的表达，而转染重组质粒ｐＥＧ／

Ｒｅｓｉ的ＥＣＶ３０４中表达的融合蛋白ＧＦＰｒｅｓｉｓｔｉｎ的

Ｍｒ为约 ３７０００（图 ２），其中 ＧＦＰ 蛋白 Ｍｒ为

２７０００，ｒｅｓｉｓｔｉｎ蛋白 Ｍｒ为１０５００，与预期结果相
符。对ＥＣＶ３０４细胞分别于转染１８、３０、４２和５４ｈ
在荧光显微镜下观察报告基因ＥＧＦＰ的表达情况，
可以看出在３０和４２ｈ是转染的高峰期（图３）。

图２　融合蛋白ＧＦＰｒｅｓｉｓｔｉｎＷｅｓｔｅｒｎ印迹分析

Ｆｉｇ２　ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｔｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＧＦＰｒｅｓｉｓｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ
Ｍ：Ｐｒｏｔｅｉｎｍａｒｋｅｒ；１：ＧＦＰｒｅｓｉｓｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎ；２：ｐＥＧＦＰＣ１

图３　质粒ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ转染不同时间绿色荧光蛋白表达图

Ｆｉｇ３　ＧｒｅｅｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｆｐＥＧ／Ｒｅｓｉｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
Ａ：１８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｂ：３０ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｃ：４２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；Ｄ：５４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｏｒｉｇｉｎａｌｍａｇｎｉｆｉｃａｔｉｏｎ：×２００



第２期．梁　明，等．Ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因对ＴＮＦα诱导血管内皮细胞ＩＣＡＭ１表达的影响 ·１８７　　 ·

２．３　ＲｅｓｉｓｔｉｎｍＲＮＡ在ＥＣＶ３０４中的表达　结果
显示，扩增片段大小约３４９ｂｐ，与预期结果相符（图

４）。经计算得出：转染１８、３０、４２和５４ｈ时ｒｅｓｉｓｔｉｎ
基因 ｍＲＮＡ 的相对表达量分别为１．２７±０．１１、

３．７８±０．２４、５．３４±０．４４和３．１７±０．３１。

图４　ＲｅｓｉｓｔｉｎｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ４　ＲｅｓｉｓｔｉｎｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１２：１８ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；３４：３０ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓ

ｆｅｃｔｉｏｎ；５６：４２ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ；７８：５４ｈａｆｔｅｒｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２．４　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ在ＥＣＶ３０４中的表达　结果
显示，扩增片段大小约３８１ｂｐ，与预期结果相符（图

５）。经计算得出：未诱导组在转染１８、３０、４２和５４ｈ
时ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ 表达量分别为０．１８±０．０３、

０．２２±０．０４、０．２９±０．０７和０．２６±０．０６，转染空载
体组ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达量分别为０．２４±０．０５、

１．３７±０．１４、２．７８±０．２１和４．９２±０．４１，而转染

ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ组ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达量分别为０．２９±
０．０７、２．６３±０．２２、４．７８±０．３７和 ５．１１±０．４７。
结 果表明，未诱导组能够产生低水平的ＩＣＡＭ１

ｍＲＮＡ的表达，与转染空载体组和转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ
组比较，差异均有统计学意义（Ｐ＜０．０５）；而转染

ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ组在转染３０和４２ｈ时ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ
表达量与转染空载体组比较，差异也有统计学意义
（Ｐ＜０．０５）。

图５　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ的表达

Ｆｉｇ５　ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｔｉｏｎ
Ｍ：ＤＮＡｍａｒｋｅｒ；１４：１８ｈ，３０ｈ，４２ｈａｎｄ５４ｈｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ；

５８：１８ｈ，３０ｈ，４２ｈａｎｄ５４ｈａｆｔｅｒｐＥＧＦＰＣ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ；９１２：１８

ｈ，３０ｈ，４２ｈａｎｄ５４ｈａｆｔｅｒｐＥＧ／Ｒｅｓｉｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ

２．５　ＥＬＩＳＡ 检测ＩＣＡＭ１的表达水平结果分
析　ＥＬＩＳＡ法检测结果表明，ＴＮＦα诱导的未转染
组、转染空载体组和转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ组的 ＥＣＶ３０４
在３０ｈ、４２ｈ和５４ｈ时ＩＣＡＭ１的表达量显著高于
未加 ＴＮＦα诱导的 ＥＣＶ３０４产生的基础表达量
（Ｐ＜０．０５）。随着转染时间的延长，转染ｐＥＧ／Ｒｅｓｉ
的ＥＣＶ３０４细胞ＩＣＡＭ１表达也逐渐增多（表１），
并且在３０ｈ和４２ｈ时与未转染组和空载体组比较
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５）。

表１　各组ＥＣＶ３０４细胞不同时间上清液ＩＣＡＭ１的含量

Ｔａｂ１　ＩＣＡＭ１ｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎＥＣＶ３０４ｃｅｌｌｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔｓａｆｔｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐｅｒｉｏｄｓｏｆｐＥＧ／Ｒｅｓｉｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ
［ｎ＝４，珚ｘ±ｓ，ρＢ／（ｎｇ·ｍｌ－１）］

Ｇｒｏｕｐ
Ｉｎｄｕｃｉｎｇｔｉｍｅｔ／ｈ

１８ ３０ ４２ ５４

Ｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄ ０．０２４１±０．００１３ ０．０３７４±０．００２３ ０．０４２７±０．００２９ ０．０３９５±０．００２７

Ｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．０３２３±０．０００６ ０．１５６４±０．００８７ ０．３７８８±０．００２１ ０．５１６２±０．０１０６

ｐＥＧｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．０３４７±０．００１１ ０．１４９７±０．００７６ ０．３５７２±０．００４６ ０．５０５３±０．０１３５

ｐＥＧ／Ｒｅｓｉｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄ ０．０５１１±０．００１４ ０．３６３３±０．００５３△ ０．５０２８±０．０００９△ ０．５５８３±０．００３４△

　Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｉｎｄｕｃｅｄｇｒｏｕｐ；△Ｐ＜０．０５ｖｓｎｏｎｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄａｎｄｐＥＧＦＰＣ１ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｇｒｏｕｐｓ

２．６　ＩＣＡＭ１表达水平与ｒｅｓｉｓｔｉｎ表达量的相关分
析　Ｐｅａｒｓｏｎ相关分析显示：ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达
水平与ｒｅｓｉｓｔｉｎｍＲＮＡ表达量呈显著正相关（ｒ＝
０．６７６，Ｐ＝０．０２４）；ＩＣＡＭ１蛋白表达水平与ｒｅｓｉｓ
ｔｉｎｍＲＮＡ表达量呈显著正相关（ｒ＝０．６９１，Ｐ＝
０．０１３），提示ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达水平均随

ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因表达量的增加而升高。

３　讨　论

　　ＩＣＡＭ１是一种分布于细胞表面的单链糖蛋白，
是免疫球蛋白超家族中的一类细胞黏附分子。

ＩＣＡＭ１主要由血管内皮细胞表达，在正常情况下仅
有少量表达，但在ＩＬ１、ＴＮＦα、ＩＦＮγ等炎症因子刺
激下，可导致ＩＣＡＭ１持续异常高表达，致自身免疫
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平衡紊乱，单核巨噬细胞在局部大量聚集，并释放多
种炎性因子，加速炎性细胞浸润，细胞外基质（ＥＣＭ）
产生增多，降解减少，最终对机体造成不利的影响。
有研究表明，ＩＣＡＭ１与动脉粥样硬化的形成有
关［５６］，Ｏｋａｄａ等［６］提出ＩＣＡＭ１能够引起血管内皮损
伤，可作为血管内皮功能障碍的标志物之一。糖尿病
血管病变引起ＩＣＡＭ１升高的机制，一般认为是高糖
促进内皮细胞产生氧化应激，而ＩＣＡＭ１基因启动子
上包含ＮＦκＢ转录因子结合位点，其基因表达受该氧
自由基敏感的信号转导系统调控［７］。ＴＮＦα可由多
种细胞分泌，但主要由活化的巨噬细胞产生。２型糖
尿病普遍存在循环内皮细胞损伤现象，内皮细胞表面
广泛存在ＴＮＦα受体（ＴＮＦＲ），所以它是ＴＮＦα作用
的主要靶细胞之一，ＴＮＦα使静脉内皮细胞可出现损
伤及脱落，形态发生显著变化，可能是病理情况下导
致循环内皮细胞损伤的原因之一。ＥＣＶ３０４细胞是人
脐静脉内皮细胞株，其本身ＩＣＡＭ１表达水平很低，
但在ＴＮＦα的刺激下，ＩＣＡＭ１分子的表达水平有明
显的增加［８］。Ｚｈｏｕ等［９］研究认为ＴＮＦα诱导ＩＣＡＭ
１和ＶＣＡＭ１表达是依赖ＮＦκＢ通路，且在人血管内
皮细胞中是由ＴＮＦＲ１分子介导。

　　人ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因位于１９号染色体上，其 ｍＲＮＡ
全长４７６ｂｐ，编码１０８个氨基酸，蛋白相对分子质量
为１０５０００［１］。目前对ｒｅｓｉｓｔｉｎ引起胰岛素抵抗的报
道很多，Ｔｏｋｕｙａｍａ等［１０］检测日本２型糖尿病患者
血清中ｒｅｓｉｓｔｉｎ水平发现胰岛素抵抗组的ｒｅｓｉｓｔｉｎ
水平要明显高于胰岛素敏感组；并认为一旦进入显
性糖尿病阶段胰岛素抵抗将发展迅速，而且在这个
过程中ｒｅｓｉｓｔｉｎ起着十分重要的作用。在糖尿病患
者的预后中，血管病变是致死或致残的重要病因，而
内皮细胞受损在其中起着至关重要的作用［１１］。国
外有报道认为ｒｅｓｉｓｔｉｎ可能参与了血管病变的发生，
其中Ｐａｔｅｌ等［１２］发现ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因编码序列中存在
可以识别过氧化物酶体增殖物激活受体γ（ｐｅｒｏｘｉ
ｓｏｍｅｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｏｒａｃｔｉｖａｔｅｄｒｅｃｅｐｔｏｒγ，ＰＰＡＲγ）反
应元件序列，ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因可能在ＰＰＡＲγ直接调控
下表达受抑制，而在糖尿病患者中ＮＦκＢ通路竞争
抑制ＰＰＡＲγ，使ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因失去ＰＰＡＲγ调控对
并ＰＰＡＲγ产生负反馈调节，增强 ＮＦκＢ通路引起
巨噬细胞ＴＮＦα及ＩＬ１２表达升高。

　　本研究对人ｒｅｓｉｓｔｉｎ 基因进行克隆并转染

ＥＣＶ３０４，观察ｒｅｓｉｓｔｉｎ 基因不同表达量时期对

ＴＮＦα诱导ＥＣＶ３０４表达细胞间黏附分子ＩＣＡＭ１
的影响，进而探讨ｒｅｓｉｓｔｉｎ是否参与对炎症发生过程
中炎性分子表达的调控。研究显示，在相同ＴＮＦα

诱导条件下转染ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因组的ＩＣＡＭ１表达水
平始终高于未转染组，在ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因瞬时表达高峰
（３０ｈ和４２ｈ）ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表达量较未
转染组均有显著升高；且ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ和蛋白表
达水平均随ｒｅｓｉｓｔｉｎ基因表达量的增加而升高；提示

ｒｅｓｉｓｔｉｎ可能具有增强 ＴＮＦα诱导 ＥＣＶ３０４表达

ＩＣＡＭ１作用。今后我们将对ｒｅｓｉｓｔｉｎ影响 ＴＮＦα
所依赖的 ＮＦκＢ通路调控血管内皮ＩＣＡＭ１等黏
附分子表达的分子机制作进一步探讨。
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