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辛伐他汀对人脐静脉内皮细胞血管内皮生长因子表达影响的初步研究
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-摘要. 目的/观察辛伐他汀对人脐静脉内皮细胞血管内皮生长因子&01234516789:;<75=15>6:?;<@13;:6#ABCD,及其受体
表达的影响E方法/将人脐静脉内皮细胞分为辛伐他汀组FGHDIJ组F辛伐他汀KGHDIJ组FLMI"N组F辛伐他汀KLMI"N组和
空白对照组E采用免疫细胞化学方法#观察 GHDIJ和 LMI"N对细胞中 ABCD及其受体表达的影响#并观察辛伐他汀的干预作

用E结果/GHDIJ组和 LMI"N组的 ABCD及其受体表达明显高于空白对照组&OP(’(Q,#辛伐他汀KGHDIJ组和辛伐他汀K
LMI"N组表达分别明显低于 GHDIJ组和 LMI"N组&OP(’(Q,E结论/辛伐他汀可以抑制炎性刺激导致的人脐静脉内皮细胞
ABCD及其受体的表达E
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YZZ[\]̂_Ẑ‘abĉ]c]‘d_d[efg[̂ ‘̂_d_Zbĉ\hicg[dj_]k[i‘cilg_m]kZc\]_g‘dkhacdhan‘i‘\cib[‘d[dj_]k[o
i‘ci\[iî
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血管新生&18>=:>7872=2,是动脉粥样硬化重要

的病理学特征#其最重要的临床意义可能在于导致

粥样斑块稳定性下降#引发不稳定性心绞痛F心肌梗

死等严重心血管事件-"#%.E目前其确切机制尚不清

楚#但可以肯定的是血管内皮细胞增殖是其重要始

动环节E血管内皮生长因子&01234516789:;<75=15

>6:?;<@13;:6#ABCD,是目前已知的惟一特异性促

进血管内皮细胞增殖的生长因子#在血管新生过程

中具有重要作用E血管新生同时也是动脉粥样硬化

病理过程中炎症反应的重要表现#故某些炎症因子#
如 GHDIJ和 LMI"N#可直接或通过促进 ABCD表达

影响血管新生-)#+.#进而有可能影响动脉粥样硬化进

程E目前国内外关于GHDIJ和LMI"N对ABCD表达

影响的体外实验报道很多-Q2U.#但多集中于血管内

皮细胞以外的细胞E此外#他汀类药物对动脉粥样硬

化进程的影响是近年心血管病研究热点#但他汀类

药物对 ABCD表达影响的研究报道很少-T#V.E为此#
本 研 究 通 过 体 外 培 养 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

&qsABu,#采用免疫细胞化学方法#观察 GHDIJ
和 LMI"N对 ABCD及其受体 D5+I"表达的影响#及

辛伐他汀&2=y012;1;=8,对此的干预作用#旨在探讨

他汀类药物抗动脉粥样硬化作用的可能机制E

3 材料和方法

"’" 主要试剂F仪器及药物 人脐静脉内皮细胞株

BuAI)(+购自中国科学院上海生物化学和细胞研
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究所!"#$%&’()%*+’,-.(*/01培养液’胰蛋白酶’
细胞培养瓶’/孔细胞培养板均购自 23456公司!小

鼠抗人 789$单抗购自 26:;6<=>?公司!兔抗人

789$,%@A$BC%*D单抗购自武汉博士德生物工程公

司!其余试剂均为国产分析纯E乳酸脱氢酶A)FGD
试剂盒购自南京建成生物工程研究所!H@*型分光

光度计为国营东方仪器厂产品!辛伐他汀原料药由

默沙东制药有限公司提供!256=;IJ6KL生物显微图

像处理系统由上海复日公司出品E

*M@ 细胞株的培养和鉴定 将人脐静脉内皮细胞

株 8<7%N10置 NHO’PQ <R@下培养E次日用

1M@PQ胰蛋白酶消化传代’计数!以 PS*1PT5B的密

度接种于 @P5B培养瓶中!加 ,-.(*/01培养液

A含 *1Q胎牛血清’*11UT5B青霉素’*11UT5B链

霉素’@54葡萄糖酰胺DE再分别接种于其他培养

瓶!置 NHO’PQ <R@下培养!隔天换液 *次!培养

@0V0WX即可用于实验E待GU78<铺满瓶底后!在

倒置显微镜下观察!@Q锥虫蓝染色E

*MN 实验细胞分组 将培养板中的细胞随机分为

以下 /组AYZ/D[A*D空白对照组!不含任何干预因

素的 GU78<悬液 *M15B!孵育 @0X\A@D辛伐他汀

组!*M15BGU78<悬液与 *]5 B̂T)辛伐他汀共

孵育@0X\AND"#$%&组!*M15BGU78<悬液与*1

:4T5B"#$%&共孵育 @0X\A0D辛伐他汀_"#$%&
组!*M15BGU78<悬液预先与 *]5 B̂T)辛伐他

汀孵育 @X!再加 *1:4T5B"#$%&共孵育 @0X\APD

()%*+组!*M15BGU78<悬液与 *1:4T5B()%*+
共孵育 @0X\A/D辛伐他汀_()%*+组!*M15BGU%

78<悬液预先与 *]5 B̂T)辛伐他汀孵育 @X!再加

*1:4T5B()%*+共孵育 @0XE

*M0 GU78<培养上清液 )FG活性测定 将培养

的 GU78<接种于 /孔板中!按上述各组处理后!
最后收集培养上清液!采用常规生化法!测定各组

)FG活性E

*MP 免疫细胞化学检查 将培养的 GU78<接种

于含盖玻片的 /孔板中!按上述各组处理后!取出盖

玻片!-‘2洗 @次后于 aPQ乙醇中固定 N153:!取

出晾干!分别利用小鼠抗人 789$单抗和兔抗人

789$,%@A$BC%*D单抗行 789$和 $BC%*免疫细胞

化学检查!Fb‘显色E以 -‘2代替抗体作为阴性对

照E请 @位病理学专业人员将免疫细胞化学检查结

果按强阳性’弱阳性和阴性进行分级E

*M/ 统计学处理 各组培养上清液 )FG活性采

用 cdef表示!组间比较采用 g检验!各组 789$和

$BC%*信号强度间比较采用秩和检验E

h 结 果

@M* GU78<的观察 GU78<在倒置显微镜下

观察!可见细胞呈多角形!折光性强!呈卵石样或星

芒状排列!@Q锥虫蓝染色提示活细胞数大于 aPQE

@M@ GU78<培养上清液 )FG活性的测定 空白

对照组’辛伐他汀组’"#$%&组’辛伐他汀_"#$%&
组’()%*+组和辛伐他汀_()%*+组 GU78<培养上

清液中的 )FG活性AUT)D分别为W*MW1e@M/W’

W@MH0eNMP1’ @WaM*/eWM@H’ *H*MNPeHM0H’

@N/M0Pe/M/0’*0HMWHeHM*WE空白对照和辛伐他汀

组间)FG活性无显著差异Aij1M1PD!"#$%&组和

()%*+组 )FG 活性显著高于空白对照组Aik

1M1PD!辛伐他汀_"#$%&组’辛伐他汀_()%*+组

)FG活性分别显著低于 "#$%&组’()%*+组Aik

1M1PDE

@MN 免疫细胞化学结果 空白对照组和辛伐他汀

组基本未见 789$及 $BC%*阳性表达!其他各组可

见不同程度的 789$及 $BC%*阳性表达信号!主要

沿细胞膜周围及细胞核分布E对各组细胞 789$和

$BC%*免疫化学染色信号强度进行分级!经统计学

处理后结果表明辛伐他汀_"#$%&组’辛伐他汀_

()%*+组 789$及 $BC%*阳性表达信号强度分别明

显弱于 "#$%&组’()%*+组Aik1M1P!表 *DE

表 l 各组 mnop’pqrsl免疫细胞化学染色结果分析

tuvl wxyxqz{|mnopTpqrslv}~!!"#{$}%{$&x!~z%’}

9=̂>K
234:6B:>5(L=̂ )789$AYD

2;=̂:4B*
K̂I3;3+L

,L6CB*
K̂I3;3+L#L46;3+L

234:6B:>5(L=̂ )$BC%*AYD

2;=̂:4B*
K̂I3;3+L

,L6CB*
K̂I3;3+L#L46;3+L

<̂:;=̂B 1 1 / 1 1 /

235+6I;6;3: 1 1 / 1 * P

"#$%& / 1 1 P * 1

235+6I;6;3:_"#$%& * P 1 * P 1

()%*+ 0 @ 1 0 @ 1

235+6I;6;3:_()%*+ 1 / 1 @ 0 1

- 讨 论

本研究结果显示!体外培养的 GU78<未见

789$明确表达!而 "#$%&或 ()%*+作用后 GU%

78<均呈现 789$强表达!表明 "#$%&和 ()%*+
可一定程度地促进789$在GU78<中的表达E进
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一步研究结果显示!辛伐他汀联合 "#$%&或 ’(%)*
作用后 +,-$信号强度分别显著低于 "#$%&组和

’(%)*组!而辛伐他汀组信号强度与空白对照组无

显著差异!说明正常生理状态下辛伐他汀对 +,-$
表达无明确影响!但可一定程度抑制 "#$%&和 ’(%

)*所造成的 +,-$表达增强.相应地!各组 $/0%)
表达结果和 +,-$是一致的!提示正常生理状态下

辛伐他汀对 $/0%)表达亦无明确影响!但可一定程

度抑制 "#$%&和 ’(%)*刺激导致的 $/0%)表达增

强.
炎性反应是动脉粥样硬化病理过程中的重要机

制!血管新生也是炎性反应的重要特征!炎性因子促

进血管新生正是这一特征的具体表现.虽然 "#$%&
和 ’(%)*对于血管内皮细胞的直接作用是导致其损

伤!理论上似应抑制血管新生!但本研究结果提示

"#$%&和 ’(%)*促进 12+,3中 +,-$表达!这和

已有绝大多数研究的结果也是一致的456!因此可推

测 "#$%&和 ’(%)*促进血管新生具有多重机制!其

中部分是通过促进 +,-$表达实现的.另一方面!
由于 "#$%&和 ’(%)*同时促进 12+,3中 $/0%)
表达!我们推测 "#$%&和 ’(%)*的上述作用可能是

由 +,-$7%8即 $/0%)所介导的!当然这还需要使

用 $/0%)拮抗剂干预后方能进一步证实.
近年来关于他汀类药物抗动脉粥样硬化的调脂

外作用研究很多!增加斑块稳定性和抗炎症反应是

其中的重要内容.本研究结果提示辛伐他汀可一定

程度抑制 "#$%&和 ’(%)*所造成的 +,-$及其受

体 $/0%)表达增强.由于 +,-$引起的血管新生可

一定程度促进动脉粥样硬化之进程!降低斑块稳定

性!故推测辛伐他汀可通过抑制 +,-$及其受体

$/0%)的表达达到稳定粥样斑块!延缓动脉粥样硬

化进程的作用!已有部分他汀类药物抑制 +,-$表

达9抑制血管新生的报道4:!);6.此外!"#$%&和’(%)*
是两种重要的炎性因子!所以我们可推测辛伐他汀

对 "#$%&和’(%)*所造成的+,-$及其受体$/0%)
表达增强的拮抗作用可能也是其抗炎性反应的一种

表现.
本研究结果还显示 "#$%&组和 ’(%)*组 (<1

活性显著高于空白对照组!而辛伐他汀="#$%&
组!辛伐他汀=’(%)*组 (<1活性分别显著低于

"#$%&组9’(%)*组!提示 "#$%&和 ’(%)*对培养的

12+,3有直接的损伤作用!而辛伐他汀对 "#$%&
和 ’(%)*的这种损伤有一定的保护作用.
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