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【摘* 要】目的：探讨脂联素对肿瘤坏死因子（.MC#!）引起的

血管内皮细胞炎症反应的影响- 方法：体外培养人脐静脉内

皮细胞（EJN1F）- 随机分为对照组，.MC#! 刺激组和脂联素

Y .MC#! 刺激组- EJN1F 与脂联素联合孵育一段时间后再

给予 .MC#! 刺激与单纯 .MC#! 刺激做对照，分别采用化学

法，放免法及 1TURD 法检测脂联素对血管内皮细胞 MQ，4M#
QR，1.#! 及 IFS#! 蛋白表达的影响- 结果：EJN1F 经 .MC#

! 刺激 ’ Z !$ G 后其 MQ，4MQR，1.#! 及 IFS#! 蛋白的表达

（’"%- % V %- ’，+$- $ V $- $，!&&- ) V !!- &，!’%- % V !,- &）与对

照组（,+)- , V $- $，$)- ( V $- "，!+(- + V ,- )，!$(- " V (- +）相

比明显增强（> W "- ",）；当 EJN1F 在 .MC#! 刺激之前首先与

脂联素共同孵育一段时间后，则血管内皮细胞 MQ，4MQR，1.#
! 及 IFS#! 蛋白的表达（,’,- % V !)- "，)’- , V $- %，!%"- ( V
(- )，!+$- ’ V ,- ’）与单纯给予 .MC#! 刺激相比明显减弱（> W
"- ",）- 结论：脂联素可以通过抑制血管内皮细胞某些炎症因

子的表达水平来调节血管内皮细胞的炎症反应，从而发挥其

抗炎，抗动脉粥样硬化的作用-
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硬化
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EF 引言

脂联素（ 3@47;6/:>46）作为一种仅由脂肪细胞分

泌的脂肪细胞因子，因其具有改善胰岛素抵抗、抗炎

及抗动脉粥样硬化活性而成为当前研究的热点- 体

外研究证实，生理浓度范围内的脂联素通过抑制 MC#
"\ 信号传导通路能够剂量依赖性的抑制肿瘤坏死因

子（.MC#!）介导的血管内皮细胞黏附分子的表达-
因此，设想脂联素对于血管内皮细胞分泌的其他炎

症因子有可能也具有相类似的作用- 我们通过观察

脂联素 对 血 管 内 皮 细 胞 表 达 MQ，4MQR，1.#! 及

IFS#! 的影响来进一步明确其抗动脉粥样硬化机制-

GF 材料和方法

G- G F 材料 F 人脐静脉内皮细胞株（G8236 82L404:30
K/46 /6@;>G/0430 :/005，EJN1F）购自中科院细胞库；重

组人脂联素购自美国 []< 公司；重组人肿瘤坏死因

子购自北京宝赛生物技术有限公司；MQ 检测试剂盒

购于南京建成生物工程研究所；内皮素放免试剂盒购

于北京东亚免疫研究所；人 IFS#! 1TURD 试剂盒购
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自美国 !"#$#%&’( 公司；)** 光栅分光光度计，重庆

川仪九厂；自动放免仪中国科大中佳公司；!+,-.(/
(01233 型酶标仪4
!4 "# 方法

54 *4 5 6 细胞培养 6 人脐静脉内皮细胞株培养于含

533 70 8 0 小牛血 清 的 &9:" 5;<3 培 养 液 中，置 于

=)>，?3 70 8 0 的 ’#* 培养箱中培养，每 * @ = A 用

*4 ? B 8 0 胰酶消化传代4 生长至 2?C 融合时接种于

D; 孔细胞培养板，接种细胞密度为 5 E 53? 个 8 70，待

细胞贴壁后，改用无血清 &9:" 5;<3 培养液继续培养

*< F，弃去旧的培养液后用于下一步实验4
54 *4 *6 脂联素对内皮细胞表达 G#，+G#$，(.-5 的

影响6 ! 实验分组：按照随机化分组的原则，每组

重复 ? 孔4 对照组；.GH-" 刺激组：根据预实验结果

确定 .GH-" 终浓度 53 #B 8 0；.GH-" I 脂联素刺激

组：根据预实验结果确定脂联素终浓度为 53 7B 8 0；

53 7B 8 0 脂联素作用 34 ? F 后加入 53 #B 8 0 .GH-"4
$ G# 测定：上述干预因素作用 ; F 后取细胞培养上

清液检测，具体操作步骤严格按试剂盒说明书进行4
% 分型 G#$ 测定：G#$ 主要有结构型（JG#$）和诱

导型（ +G#$）两类，JG#$ 依赖钙，而 +G#$ 不依赖钙，

据此可分型4 上述干预因素作用 ; F 后取细胞培养

上清液检测具体操作严格按说明书进行4 & (.-5 测

定：上述干预因素作用 5* F 后取细胞培养上清液检

测，采用放免法，"5*?标记抗原4 具体操作步骤严格按

试剂盒说明书进行4

54 *4 =6 脂联素对内皮细胞表达 :’9-5 的影响 6 !
实验分组：按照随机化分组的原则，每组重复 < 孔4
对照组；.GH-" 刺激组：同上；.GH-" I 脂联素刺激

组：加入不同浓度的脂联素（5*4 ?，*?，?3 7B 8 0），培

养细胞 5; F，再加入 53 #B 8 0 .GH-" 继续作用 ; F；$
:’9-5 测定：取细胞培养上清液 533 #0，双抗体夹心

K!’- (0"$K 法检测 :’9-5 蛋白表达，具体操作步骤

严格按试剂盒说明书进行4
统计学处理：采用 $9$$ 5=4 3 软件对资料进行

分析，多组均数比较采用单因素方差分析（#LM-NOP
KG#QK）4 方差齐时，两两间比较采用 0$R 法，方差

不齐时，两两比较采用 .O7FOLMST .* 法4 ! U 34 3? 表

示差异具有统计学意义4 所有结果均以 " # $ 表示4

"# 结果

"$ !# 脂联素对 %&’(! 损伤状态下的内皮细胞 &)，

*&)+ 及 ,%(! 表达的影响# .GH-" 组 G#，总 G#$，

+G#$ 及 (.-5 表达水平明显高于对照组（! U 34 35），

JG#$ 明显降低（! U 34 35）；.GH-" I 脂联素刺激组

G#，总 G#$，+G#$ 及 (.-5 表达水平明显低于 .GH-
" 组（! U 34 3?），但与对照组相比仍明显增高（! U
34 35），JG#$ 明显升高（! U 34 35），但未恢复到正常

水平，说明脂联素可部分逆转 .GH-" 对内皮细胞的

损伤作用（表 5）4

表 56 脂联素对 .GH-"损伤下的 G#，+G#$ 和 (.-5 的影响 （% & ?，" # $）

组别 G#（#7,V 8 0） .,WOV G#$（XYOW 8 0） +G#$（XYOW 8 0） JG#$（XYOW 8 0） (.-5（LB 8 0）

对照 ?<=4 ? Z *4 * <?4 2 Z <4 3 *=4 2 Z *4 3 *=4 = Z 54 3 5<24 < Z ?4 =

.GH-"刺激 ;3)4 ) Z )4 ;[ ;=4 < Z *4 =[ <*4 * Z *4 *[ 5D4 = Z ?4 3[ 5DD4 = Z 554 D[

.GH-" I 脂联素刺激 ?;?4 ) Z 5=4 3[A ?24 2 Z *4 =[J =;4 ? Z *4 )[A *54 ) Z 24 =[A 5)34 2 Z 24 =OA

O! U 34 3?，[! U 34 35 ’$ 对照；J! U 34 35，A! U 34 35 ’$ .GH-"刺激4

"$ " # 脂 联 素 对 %&’(! 损 伤 状 态 下 的 内 皮 细 胞

-./(! 表达的影响# 内皮细胞经 .GH-" 作用 ; F 后

其 :’9-5 的表达明显增加（5*2 Z 2 ’$ 5;2 Z 5;，! U
34 35）；若 \%Q(’ 首先经脂联素作用 5; F，再加入 53
#B 8 0 .GH-" 继续作用 ; F，与对照组相比，低浓度

（5*4 ? 7B 8 0）的脂联素未能明显抑制 .GH-" 介导的

内皮 细 胞 :’9-5 表 达（5;? Z 2 ’$ 5;2 Z 5;，! ]
34 3?），高浓度（*? 7B 8 0，?3 7B 8 0）的脂联素可明显

的抑制 .GH-" 介导的内皮细胞 :’9-5 表达（5<= Z ;，

5<* Z D ’$ 5;2 Z 5;，! U 34 35）4

0# 讨论

脂联素具有抗动脉粥样硬化及抗炎作用，其通过

直接与血小板衍生生长因子（9R^H）-!! 结合而抑制

其介导的血管平滑肌细胞的增殖及迁移4 ’FML 等［5］

研究发现脂联素通过磷脂酰肌醇 = 激酶（9"-=/）途

径刺激血管内皮细胞释放 G#，并且 K:9/ 磷酸化一

氧化氮合酶（ MG#$）参与此过程4 动物体内研究方

面，脂联素基因敲除鼠用金属丝损伤动脉后，出现明

显的内膜增厚和血管平滑肌增殖，将表达脂联素的腺

病毒载体转染入体内而使其血浆脂联素达到正常水
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平后，内膜的增厚和血管平滑肌的增殖明显改善［!］"
#$%&’(’ 等［)］将含全长的 %*+, -./0 序列具有表达

能力的脂联素腺病毒载体通过尾静脉注入 %*’12 3 2鼠
（鼠动脉粥样硬化模型）体内，! 4$ 后检测相关指标，

主动脉免疫组化显示实验组粥样斑块面积明显小于

对照组，提示脂联素能够延缓动脉粥样硬化病变进

展，进 一 步 研 究 发 现 脂 联 素 抑 制 560+2,，7820，

9/:2! 及 6.); &8/0 表达水平，而上述炎症因子在

动脉粥样硬化的发生发展中具有重要的作用" 临床

研究方面，检测反应性充血过程中前臂血流量（ <’=>2
%=& ?@’’A <@’4，:B:）是评价血管内皮功能的一种敏

感且可靠的方法，对于冠心病患者 :B: 峰值能够很

好的预测心血管事件的危险性；新近研究发现，:B:
峰值与肥胖的严重程度存在相关性，如 :B: 峰值与

肥胖指数 B+C 呈负相关，而血浆脂联素水平与 :B:
峰值呈正相关［D］；6 反应蛋白在心血管病变中是一个

可靠的预报因子，对冠心病患者进行的一次调查中发

现，不但血浆脂联素与 6 反应蛋白水平呈明显的负

相关关系，而且脂肪组织中的脂联素和 68E 也呈负

相关关 系［F］；颈 动 脉 内 膜 厚 度（ GH(G&%2&>AG% (IG-$2
H>JJ，C+9）与心血管疾病的患病率及心血管事件的

危险度密切相关，EG@K 等［;］对 ,DL 名青少年肥胖者研

究发现血浆脂联素水平与颈动脉 C+9 呈明显地负相

关关系（! " L# LL,，$ M N L" )D），与高密度脂蛋白及

血清载脂蛋白 0, 呈正相关" /#，192, 及 +6E2, 在

动脉粥样硬化的起始阶段发挥重要的作用，9/:2! 为

一重要的炎症介质，在糖尿病及其血管并发症患者

中明显升高" 我们观察了在体外 9/:2! 对于血管内

皮细胞的干预，结果显示，血管内皮细胞经 9/:2! 刺

激后，其 /# 及 G/#7 表达增加，>/#7 表达降低，说明

增加的 /# 主要为 G/#7 产生的损伤性 /#，同时 192,
及 +6E2, 的表达也明显增加，进一步证实了 9/:2!
对于血管内皮的损伤" 经一定浓度的脂联素作用后，

血管内皮细胞 /# 分泌减少，其中 G/#7 活性明显降

低，>/#7 活性升高，且 192, 及 +6E2, 表达亦降低，

但仍与对照组有差异，说明脂联素可部分逆转 9/:2!
对内皮的损伤" 目前大多数研究认为血管内皮细胞

>/#7 的活 性 主 要 受 钙 离 子 和 EC2)O 通 路 的 调 节，

9/:2! 和脂联素是否也通过上述途径尚需进一步研

究" /:2"B 信号通路作为内皮细胞炎症反应的中心

环节，9/:2! 主要通过 /:2"B 信号通路来介导内皮

细胞的炎症反应，提示脂联素也可能作用于 /:2"B
信号通路来发挥抗动脉粥样硬化作用，这有待于进一

步研究"
综上所述，脂联素具有抗炎及抗动脉粥样硬化活

性，我们通过体外实验也得出同样的结论" 脂联素作

为脂肪细胞分泌的在血浆中含量最为丰富的脂肪细

胞因子，其抗糖尿病、抗炎、抗动脉粥样硬化活性为以

后的临床应用提供了可靠的理论依据和广阔的发展

空间"
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