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动脉粥样硬化大鼠血管组织内皮素转换酶１的表达
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［摘要］　目的：观察内皮素转换酶１（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ１，ＥＣＥ１）在动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）大鼠中的

表达情况，探讨ＡＳ可能的内皮发生机制。方法：雄性ＳＤ大鼠，随机分为正常组和ＡＳ组（ｎ＝８）；ＡＳ组大鼠以高脂饮食方法

建立ＡＳ模型，正常组大鼠正常饮食。免疫组织化学法、ＲＴＰＣＲ分别分析两组动脉组织中ＥＣＥ１蛋白及ｍＲＮＡ表达；提取动

脉血管膜蛋白，以内皮素前体作为底物与一定量的组织膜蛋白进行酶解反应，放射免疫法测定酶解产物ＥＴ１的含量，观察组

织ＥＣＥ１的体外活性；放射免疫法比较两组大鼠血浆中ＥＴ１的含量。结果：正常组大鼠的血管内皮细胞和中膜平滑肌细胞

（ＳＭＣ）中有ＥＣＥ１微弱表达（８．５８±０．９２），阳性染色常位于细胞膜和胞质内；ＡＳ组大鼠的血管内皮细胞和内膜ＳＭＣ中

ＥＣＥ１表达显著增高（１９．１２±０．３７，Ｐ＜０．０１）。ＡＳ组大鼠血管组织 ＥＣＥ１ｍＲＮＡ表达（２．０４±０．１８）明显高于正常组

（０．８３±０．０１，Ｐ＜０．０１）；ＡＳ组大鼠血管组织ＥＣＥ１体外活性高于正常组［（２２．４７±１．４９）ｖｓ（１８．８９±１．５５）ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜

０．０５］；ＡＳ组大鼠血浆ＥＴ１值明显高于正常组（７９．４２ｖｓ３２．２５ｐｇ／ｍｌ，Ｐ＜０．０１）。结论：大鼠血管组织ＥＣＥ１异常表达可

能通过提高血浆ＥＴ１含量促进ＡＳ的发生发展。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）的形成是一个缓慢

而复杂的过程，其发病机制至今尚未完全阐明。损伤反应学

说认为内皮结构和功能的完整性对于血管的内环境稳定很

重要；内皮受损被认为是 ＡＳ发生的最早标志之一，是导致

中层平滑肌细胞（ＳＭＣ）增殖和收缩的关键。内皮细胞可通

过释放生长因子和血管活性物质等来影响ＳＭＣ的增殖和收

缩［１］，其中内皮素 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ，ＥＴ）是一种内源性常效和强

效的血管收缩剂，能引起血管收缩、血小板聚集和ＳＭＣ增

殖，是动脉内皮受损的显著特征，与 ＡＳ的发展转归有确定

的关 系。内 皮 素 转 换 酶 （ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ，

ＥＣＥ）是ＥＴ生物合成的关键酶，在体内ＥＴ生物活性调节上

起着极为重要的作用。心血管系统ＥＣＥ含量丰富，ＥＣＥ表

达上调和相应肽含量增加可生成大量的ＥＴ，导致一系列病

理生理效应。

　　本研究通过建立ＳＤ大鼠 ＡＳ模型，ＲＴＰＣＲ观察ＥＣＥ

１基因表达；免疫组织化学法观察动脉组织中ＥＣＥ１蛋白的

表达；分析动脉膜蛋白，将组织ＥＣＥ１的活性表示为单位质

量膜蛋白一定时间内转化ＥＴ１的量；放射免疫法检测血

ＥＴ１变化水平；旨在探讨ＥＣＥＥＴ系统在 ＡＳ中的可能作

用。

１　材料和方法

１．１　动物分组和ＡＳ模型的制备　正常成年雄性ＳＤ大鼠

１６只，体质量２００ｇ（南通大学实验动物中心），胆固醇和胆

酸钠（上海新兴化学试剂公司）；随机分为正常对照组和 ＡＳ

组，每组８只；正常对照组喂基础饲料１００ｇ／（ｋｇ·ｄ），ＡＳ组

喂高脂饲料（胆固醇１．５％＋ 胆酸钠０．５％＋ 丙基硫氧嘧啶

０．２％ ＋白糖５％ ＋猪油１０％）和基础饲料１００ｇ／（ｋｇ·ｄ）。

１．２　标本采集　实验第１２周，各组动物禁食过夜，在１％戊

巴比妥钠（５０ｍｇ／ｋｇ）腹腔麻醉下，分离腹主动脉，在肾动脉

分叉处下方，剪开腹主动脉，插入穿刺针，以注射器采集动脉

血，用３０００ｒ／ｍｉｎ立即离心１５ｍｉｎ，分离血浆，取１ｍｌ用于

检测ＥＴ含量；剪下主动脉，取胸主动脉下段约１ｃｍ立即用

１０％甲醛溶液固定，用于 ＨＥ染色及免疫组织化学检查，其

他的置冰生理盐水中清洗，液氮中速冻后置－８０℃保存备

用。

１．３　免疫组织化学法测定大鼠动脉组织ＥＣＥ１表达　ＳＤ
大鼠动脉组织标本，制成蜡块后，５μｍ厚连续切片；动脉组

织经中性缓冲甲醛溶液固定１２ｈ，常规石蜡包埋切片，

０．１２５％胰蛋白酶３７℃消化２０ｍｉｎ行抗原修复，加一抗兔抗

大鼠ＥＣＥ１抗体（１１００），４℃孵育过夜，后加入辣根过氧化

物酶标记的第二抗体，再利用二氨基联苯胺进行显色，苏木

精复染后封片观察（所有试剂均来自武汉博士德公司）。

　　定性分析：由两个专业病理医师进行双盲阅片，每张切

片随机选取１０个视野（×５００），以细胞膜及胞质黄染为阳

性；按染色的强度的不同分为５级：无着色（－），淡黄色

（±），棕黄色（＋），深棕黄色（），棕褐色（）。定量分析：

每组标本随机选１０张切片，每张切片选择１０个高倍视野

（×５００），计算每个高倍视野中的阳性细胞数，取其平均值。

１．４　ＲＴＰＣＲ测定ＥＣＥ１ｍＲＮＡ的表达　（１）ＲＮＡ提取

及定量：异硫氰双胍酚氯仿一步法提取总ＲＮＡ，紫外分光
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光度计定量，纯度Ｄ２６０／Ｄ２８０均在１．８以上。（２）逆转录：采用

ＲＴ试剂盒（上海生工生物工程技术服务有限公司），总反应

体积为２０μｌ，反应体系包括：０．５μｇ／μｌＲＮＡ４μｌ，５×ｂｕｆｆｅｒ

４μｌ，１０ｍｍｏｌ／ｍｌｄＮＴＰ２μｌ，０．２μｇ／μｌＲａｄｏｍｅｒ１μｌ，２０Ｕ／

μｌＲａｓｅ１μｌ，１μｌＡＭＶ、７μｌＤＥＰＣ水；４２℃，５５ｍｉｎ；９５℃，５

ｍｉｎ。反应结束后－２０℃保存或置于冰上进行后续实验。

（３）ＰＣＲ扩增：目的基因序列参照文献［２］，内参根据 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录的大鼠 ＧＡＰＤＨ 基因的全长ｃＤＮＡ 序列，通过

Ｐｒｉｍｅｒ３软件设计，并经ＧｅｎＢａｎｋＢＬＡＳＴ进行同源性检索

后，由上海生工生物工程技术服务有限公司合成部合成。

ＥＣＥ１基因引物序列：上游５′ＣＧＴＡＧＣＧＡＴＡＧＴＣＴＴ

ＡＧＣＡＣ３′；下游５′ＧＴＧＣＣＡＣＡＣＣＡＡＡＡＣＴＡＣＡＧ

３′，扩增长度５２９ｂｐ；内参基因 ＧＡＰＤＨ 引物序列：上游５′

ＧＡＡＣＡＧＧＣＴＣＴＴＡＧＣＡＣＡＧＣ３′，下游５′ＣＡＣＴＧＣ

ＣＡＣＴＣＡＧＡＡＧＡＣＴＧ３′，扩增长度８３４ｂｐ。经浓度梯度

和循环梯度优化扩增条件后，在５０μｌＰＣＲ反应体系中，加

入２μｌｃＤＮＡ 、５μｌ１０×ｂｕｆｆｅｒ、１０ｍｍｏｌ／ｍｌｄＮＴＰ５μｌ、２５

ｍｍｏｌ／ｍｌＭｇＣｌ２２．５μｌ、１０ｐｍｏｌ／ＬＥＣＥ１上下游引物各２

μｌ、２Ｕ／μｌＴａｑ酶０．５μｌ、２９μｌＤＥＰＣ水。反应程序：预变性

９４℃×３ｍｉｎ，退火５８℃×１ｍｉｎ，延伸７２℃×３ｍｉｎ后，再变

性９４℃×１５ｓ，退火５８℃×２０ｓ，延伸７２℃×１ｍｉｎ，６次循

环后加入１０ｐｍｏｌ／Ｌ内参上下游引物各１μｌ扩增致３３个循

环；循环结束后，延伸７２℃×５ｍｉｎ。（４）ＰＣＲ产物检测：取

１０μｌＰＣＲ产物进行８％聚丙烯酰胺凝胶电泳，放射自显影，

凝胶激光光密度扫描仪（型号ＬＫＢ２４００ＧＥＬＳＣＡＮＸＬ型）扫

描Ｘ光片上的条带，以ＥＣＥ１条带积分光密度值与ＧＡＰＤＨ
条带积分光密度值的比值表示ＥＣＥ１ｍＲＮＡ表达水平。

１．５　两组大鼠动脉血管膜组织ＥＣＥ１体外活性的测定　以

ＥＴ前体（Ｓｉｇｍａ公司）作为底物与一定量血管膜组织在３７℃
的条件下进行酶解反应１ｈ，放免法测定其酶解产物ＥＴ１
的量，用单位质量膜蛋白一定时间内转化ＥＴ１的量表示组

织ＥＣＥ１的体外酶活性。

１．６　两组大鼠血浆ＥＴ１含量的测定　放免法测定两组大

鼠血浆ＥＴ１含量，试剂盒购自北京北方生物技术研究所。

１．７　统计学处理　所有数据均以珚ｘ±ｓ表示，采用Ｓｔａｔａ７．０
统计分析软件进行单因素方差分析。

２　结　果

２．１　大鼠动脉组织 ＨＥ染色观察　正常对照组可见管腔

圆形，内膜、中膜和外膜分界清楚，管腔面由单层内皮细胞覆

盖，细胞完整，中膜主要见梭形平滑肌细胞；外膜较薄，为疏

松结缔组织（图１Ａ）。ＡＳ组光镜下观察可见到大量泡沫细

胞，呈空泡状，管壁内皮细胞脱落，内膜增厚，斑块表面纤维

帽薄，突出的斑块内含有坏死物质，平滑肌细胞减少，纤维组

织增生伴片状或点状钙化，中膜明显萎缩，呈较典型的成熟

动脉粥样硬化斑块（图１Ｂ）。

２．２　大鼠动脉组织ＥＣＥ１免疫组化结果

２．２．１　定性观察　ＥＣＥ１免疫组化显示正常对照组为

（±～＋），主要在内皮细胞和中膜ＳＭＣ中微弱表达，位于细

胞膜和胞质内（图２Ａ）；ＡＳ组定性为（），在内皮细胞和内

膜ＳＭＣ中表达增高，尤在斑块和炎症细胞中表达显著（图

２Ｂ）。

图１　两组大鼠动脉组织的病理形态学比较 （×２５０）

Ａ：正常对照组；Ｂ：ＡＳ组

图２　ＥＣＥ１免疫组化表达 （×５００）

Ａ：正常对照组；Ｂ：ＡＳ组

２．２．２　免疫组化ＥＣＥ１阳性细胞计数分析　动脉粥样硬化

组ＥＣＥ１阳性细胞明显增加：ＡＳ组（１９．１２±０．３７），正常

组（８．５８±０．９２），两组间差异显著（Ｐ＜０．０１），表明ＡＳ组大

鼠动脉ＥＣＥ１阳性细胞计数增加。

２．３　动脉组织 ＥＣＥ１ｍＲＮＡ 的表达分析　ＡＳ组 ＥＣＥ１

ｍＲＮＡ表达水平（２．０４±０．１８）明显高于正常组（０．８３±

０．０１，Ｐ＜０．０１）。

２．４　两组大鼠动脉组织ＥＣＥ１酶体外活性的比较　ＡＳ组

大鼠ＥＣＥ１酶体外活性为（２２．４７±１．４９）ｐｇ／ｍｌ，正常组为

（１８．８９±１．５５）ｐｇ／ｍｌ，组间差异显著（Ｐ＜０．０５），表明ＡＳ组

大鼠ＥＣＥ１酶体外活性明显增加。

２．５　两组大鼠血浆 ＥＴ１测定　ＡＳ组血浆 ＥＴ１水平

（７９．４２±４．２２）ｐｇ／ｍｌ较正常组（３２．２５±４．７１）ｐｇ／ｍｌ明显
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增加，两组之间相比有显著差异（Ｐ＜０．０１）。

３　讨　论

　　本研究发现ＥＣＥ１ｍＲＮＡ在正常ＳＤ大鼠动脉组织中

微量表达，在ＡＳ大鼠中的表达明显增高，ＥＣＥ１酶活性明

显增加，免疫组织化学显示正常ＳＤ大鼠动脉组织中ＥＣＥ１
在内皮细胞及中膜ＳＭＣ细胞膜和胞质中有微量的表达，而

在ＡＳ动脉组织ＥＣＥ１在内皮细胞及内膜ＳＭＣ表达增高，

尤在斑块和炎症细胞中表达显著，与有关文献报道［３］基本一

致。ＡＳ组大鼠ＥＣＥ１在内皮细胞及内膜ＳＭＣ表达增高，

主要是因为ＳＭＣ至少有二种表现形，一种为有收缩性，另

一种为有合成性。有收缩性的表现形细胞能对ＥＴ等血管

调节物质起反应，而合成性表现形细胞表达几种调节分子，

对于生长因子起反应，并表达相应受体，合成细胞外基质。

在ＡＳ发展过程中，由于受血管张力的影响以及内皮损伤后

释放的细胞因子作用下，ＥＣＥ１表达上调及其酶的活性升高

导致局部ＥＴ１分泌增多，刺激ＳＭＣ纤维化并向内膜移行

增生。收缩性表现形转化为合成性表现形，增长并合成胶

原，使病变成为纤维斑块。

　　内皮能调节血管的正常收缩和舒张，这是通过其自身分

泌、释放的多种血管活性物质来实现的。其中最重要的是

ＥＴ。本实验对ＡＳ组和正常对照组血浆ＥＴ１含量进行了比

较，ＡＳ组血浆ＥＴ１水平显著高于对照组，两组间血浆ＥＴ１
水平差异非常显著，提示 ＥＴ参与 ＡＳ的发病过程。有研

究［４］发现，动脉粥样硬化时，血浆ＥＴ含量增高与血管内皮

细胞损伤和ＥＴ释放增加有关，当ＥＴ增高到一定程度时，引

起动脉痉挛，进一步损害内皮细胞，从而促进 ＡＳ的形成。

同时，ＥＴ还具有较强的生长因子样活性，可促进ＳＭＣ增殖，

在ＡＳ的发生发展中起重要作用。实验显示将１０－７ ｍｏｌ／Ｌ

ＥＴ加入ＳＭＣ的培养液中，４ｄ后可使细胞数增加２倍，

ＤＮＡ合成增加７倍。ＥＴ促ＳＭＣ增殖作用与生长因子关系

密切，联合应用ＥＴ和生长因子时，其效应比分别作用之和

高出１倍以上，提示ＥＴ可加强并协同生长因子使ＳＭＣ增

殖。实验证明，血小板衍生生长因子（ＰＤＧＦ）、ＡｎｇⅡ、转化

生长因子（ＴＧＦ）以及ＥＴ本身均可促进ＥＴ基因的表达，协

同促进ＥＴ的合成和分泌，促ＳＭＣ增殖，故ＥＴ也是一种很

强大的促ＳＭＣ增殖剂，且与脂质过氧化物和ＰＤＧＦ等相互

影响，构成ＡＳ发病的重要因素［５，６］。因此高浓度ＥＴ还通过

刺激ＳＭＣ增殖的作用而加重ＡＳ的发展。

　　本研究结果表明ＥＣＥ１存在于正常动脉组织中，发生

ＡＳ后ＥＣＥ１ｍＲＮＡ和ＥＣＥ１蛋白高表达；ＥＣＥ１表达上调

所导致的血ＥＴ１含量明显升高可能促进了 ＡＳ的发展，为

临床开发新的抗动脉粥样硬化药物如内皮素转化酶抑制剂

和内皮素受体拮抗剂提供理论依据［７，８］。
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