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本文引用：李贵琦，周玉阳，法宪恩，等．氯雷他定对氧化型低密度脂蛋白诱导人血管内皮细胞黏附和炎性反应
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氯雷他定对氧化型低密度脂蛋白诱导人血管内皮细胞黏附和炎症

反应的影响

李贵琦１，周玉阳２，法宪恩２，万大国１，刘　雷２，郭　臣２

（１．郑州大学第二附属医院心血管内科，河南　郑州　４５００１４；２．郑州大学第二附属医院心血管外科，河南　郑州　
４５００１４）

摘要：　目的　探讨氯雷他定对氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导的人血管内皮细胞黏附和炎症反应的影响。
方法　将培养的人体主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣｓ）分为空白对照组、ｏｘＬＤＬ组、氯雷他定组，空白对照组细胞未做任何处
理，ｏｘＬＤＬ组细胞采用１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ处理２４ｈ，氯雷他定组细胞采用１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ１ｍＬ和１００μｍｏｌ氯雷
他定处理２４ｈ。将３组细胞与钙黄绿素染色后的人单核细胞ＴＨＰ１共同培养２ｈ，荧光显微镜下观察 ＴＨＰ１黏附情
况，计算ＴＨＰ１黏附率；采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测３组ＨＡＥＣｓ中血管细胞黏附分子１（ＶＣＡＭ１）、Ｅ选择素（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）
蛋白的表达，采用实时荧光定量聚合酶链反应检测３组 ＨＡＥＣｓ中肿瘤坏死因子α（ＴＮＦα）、白细胞介素（ＩＬ）６和
ＩＬ８ｍＲＮＡ表达。结果　空白对照组、ｏｘＬＤＬ组和氯雷他定组 ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率分别为（２３．００±８．４６）％、
（５０．８３±１１．０２）％、（３６．６７±７．９７）％；ｏｘＬＤＬ组ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率显著高于空白对照组（Ｐ＜００５），氯雷他
定组ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率显著低于ｏｘＬＤＬ组（Ｐ＜００５）。ｏｘＬＤＬ组 ＨＡＥＣｓ中 ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白的相对
表达量显著高于空白对照组（Ｐ＜００５），氯雷他定组ＨＡＥＣｓ中ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白的相对表达量显著低于ｏｘＬＤＬ
组（Ｐ＜００５）。ｏｘＬＤＬ组ＨＡＥＣｓ中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ相对表达量显著高于空白对照组（Ｐ＜００５），氯雷他定
组ＨＡＥＣｓ中ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８ｍＲＮＡ相对表达量显著低于ｏｘＬＤＬ组（Ｐ＜００５）。结论　ｏｘＬＤＬ能够诱导 ＨＡＥＣｓ
黏附分子ＶＣＡＭ１和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ及炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８的表达，而氯雷他定能抑制ｏｘＬＤＬ诱导的细胞黏附和
炎症反应。

关键词：　氧化型低密度脂蛋白；动脉粥样硬化；血管内皮细胞；炎症反应；氯雷他定
中图分类号：Ｒ５４３　文献标志码：Ａ　文章编号：１００４７２３９（２０２０）０７０６０６０５

Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｌｏｒａｔａｄｉｎｅｏｎｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｉｄｉｚｅｄ
ｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ
ＬＩＧｕｉｑｉ１，ＺＨＯＵＹｕｙａｎｇ２，ＦＡＸｉａｎｅｎ２，ＷＡＮＤａｇｕｏ１，ＬＩＵＬｅｉ２，ＧＵＯＣｈｅｎ２

（１．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＭｅｄｉｃｉｎｅ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ４５００１４，Ｈｅｎａｎ
Ｐｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ；２．ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＣａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒＳｕｒｇｅｒｙ，ｔｈｅＳｅｃｏｎｄＡｆｆｉｌｉａｔｅｄＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＺｈｅｎｇｚｈｏｕＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ
４５００１４，ＨｅｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　Ｔｏｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｔｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｌｏｒａｔａｄｉｎｅｏｎｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ（ｏｘＬＤＬ）．Ｍｅｔｈｏｄｓ　Ｔｈｅｃｕｌｔｕｒｅｄｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＡＥＣｓ）ｗｅｒｅ
ｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐｗｅｒｅｎｏｔｇｉｖｅｎ
ａｎｙｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ．ＴｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１ｍＬｏｘＬＤＬ（１０ｍｇ·Ｌ－１）ｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅ
ｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐｗｅｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ１ｍＬｏｘＬＤＬ（１０ｍｇ·Ｌ－１）ａｎｄ１００μｍｏｌｌｏｒａｔａｄｉｎｅｆｏｒ２４ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｃｅｌｌｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅ
ｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｃｏｃｕｌｔｕｒｅｄｗｉｔｈｍｏｎｏｃｙｔｅｓＴＨＰ１ｓｔａｉｎｅｄｗｉｔｈｃａｌｃｅｉｎｆｏｒ２ｈｏｕｒｓ．Ｔｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｗａｓｏｂｓｅｒｖｅｄｕｎｄｅｒ
ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ，ａｎｄｔｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅｗａｓｃａｌｃｕｌａｔｅｄ．Ｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１
（ＶＣＡＭ１）ａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔｍｅｔｈｏｄ．ＴｈｅｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓｏｆ
ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα（ＴＮＦα），ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ（ＩＬ）６ａｎｄＩＬ８ｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙｒｅａｌｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ．Ｒｅｓｕｌｔｓ　ＴｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＨＡＥＣｓｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ，ｏｘＬＤＬ
ｇｒｏｕｐａｎｄｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓ（２３．００±８．４６）％，（５０．８３±１１．０２）％ ａｎｄ（３６．６７±７．９７）％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅ

·６０６· 　第３７卷　第７期
２０２０年７月

　　　　　　　　　　　 新乡医学院学报

ＪｏｕｒｎａｌｏｆＸｉｎｘｉａｎｇＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ
　　　　　　　　　　　Ｖｏｌ．３７　Ｎｏ．７

Ｊｕｌ．２０２０
　



ａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＨＡＥＣｓｉｎｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅ
ｍｏｎｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｒａｔｅｏｆＨＡＥＣｓｉｎｔｈｅｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｉｎｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．
ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎ
ｔｈａｔｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ｐｒｏｔｅｉｎａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｅ
ｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．ＴｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄ
ＩＬ８ｍＲＮＡｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｅｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｈｉｇｈｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）；ａｎｄｔｈｅ
ｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８ｍＲＮＡｉｎＨＡＥＣｓｏｆｔｈｅｌｏｒａｔａｄｉｎｅｇｒｏｕｐｗａｓｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｌｏｗｅｒｔｈａｎｔｈａｔｏｆｔｈｅ
ｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ（Ｐ＜００５）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　ＩｎＨＡＥＣｃｅｌｌｓ，ｏｘＬＤＬｃａｎｉｎｃｒｅａｓｅｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅｓ（ＶＣＡＭ１
ａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎ）ａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｆａｃｔｏｒｓ（ＴＮＦα，ＩＬ６ａｎｄＩＬ８），ａｎｄｔｈｅｌｏｒａｔａｄｉｎｅｃａｎｉｎｈｉｂｉｔｔｈｅｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎａｎｄ
ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅｓｐｏｎｓｅｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘＬＤＬ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：　ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ；ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ；ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｒｅａｃｔｉｏｎ；ｌｏｒａｔａｄｉｎｅ

　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是冠状动脉
粥样硬化性心脏病和脑梗死等心脑血管疾病的主要

原因，血管内皮细胞损伤及功能障碍是 ＡＳ发生的
初始阶段，也是一个重要环节［１］。氧化型低密度脂

蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）具有
趋化活性，通过刺激内皮细胞上血管细胞黏附分子１
（ｖａｓｃｕｌａｒｃｅｌｌａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＶＣＡＭ１）的过表
达而增加血管内皮细胞的黏附特性，从而诱导单核

细胞趋化并黏附到血管内皮［２］，单核细胞分化为巨

噬细胞，并导致脂质堆积［３］，巨噬细胞通过肿瘤坏

死因子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、白细胞介
素（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ，ＩＬ）６、ＩＬ８诱导炎症反应进展，在ＡＳ
的发生发展中起关键作用［４］。研究发现，组胺受体

（ｈｉｓｔａｍｉｎｅｒｅｃｅｐｔｏｒ，ＨＲ）在哺乳动物主动脉和微血
管内皮细胞中表达，另外，动脉粥样硬化血管的内皮

细胞、巨噬细胞和平滑肌细胞均可表达ＨＲ，且以Ｈ１
受体为主［５］。因此，Ｈ１受体可能参与了 ＡＳ内皮功
能障碍，而Ｈ１受体拮抗剂氯雷他定可能为 ＡＳ提供
新的治疗方法。本研究旨在探讨氯雷他定对ｏｘＬＤＬ
诱导的人主动脉内皮细胞（ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＡＥＣｓ）黏附和炎症反应的影响。

１　材料与方法

１．１　细胞来源　ＨＡＥＣｓ购自瑞士Ｌｏｎｚａ公司，人单
核细胞ＴＨＰ１购自美国模式培养物集存库。
１．２　药物、试剂与仪器　ＴＲＩｚｏｌ试剂、达尔伯克改良
伊格尔培养基（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ′ｓｍｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ′ｓｍｅｄｉｕｍ，
ＤＭＥＭ）、胎牛血清、胰蛋白酶和所有引物购自美国
ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，ＥＧＭＴＭ２内皮细胞培养基购自
美国ＬａｎｚａＴｅｃｈ公司，ｏｘＬＤＬ和氯雷他定购自美国
ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ公司，细胞黏附分析试剂盒购自江苏
凯基生物技术股份有限公司，青霉素、链霉素和

ＲＩＰＡ裂解液（不含蛋白酶、磷酸酶抑制剂）购自南通
碧云天生物科技有限公司，ｍＲＮＡ反转录试剂盒
（ｉＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲｅｖｅｒｓｅＴｒａｎｓｃｒｉｐｔｉｏｎＳｕｐｅｒｍｉｘ）、ＳＹＢＲ

ＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ、凝胶电泳图分析软件Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅｖ４．６．２购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，兔 ＶＣＡＭ１单
抗、鼠βａｃｔｉｎ单抗购自美国 ＣＳＴ公司，鼠 Ｅ选择素
（Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）单抗购自美国 Ｒ＆Ｄ公司；二氧化碳细
胞培养箱、超净工作台、紫外可见分光光度计、

－２０℃冰箱和－８０℃超低温冰箱购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ
ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５８１０Ｒ离心机购自
德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司，ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ分析天平
购自瑞士梅特勒托利多公司，匀浆机购自德国 ＩＫＡ
集团，聚合酶链反应（ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，
ＰＣＲ）仪购自美国 ＢｉｏＲａｄ公司，多功能酶标仪购自
瑞士 ＴＥＣＡＮ公司，ＤＭ５００荧光显微镜购自德国
Ｌｅｉｃａ公司，电泳仪转膜仪购自美国Ｈｏｅｆｅｒ公司。
１．３　实验方法
１．３．１　细胞培养　原代ＨＡＥＣｓ培养于含体积分数
２％血清的 ＥＧＭＴＭ２内皮细胞培养液中，于３７℃、
含体积分数５％ＣＯ２培养箱中培养。将ＨＡＥＣｓ随机
分为空白对照组、ｏｘＬＤＬ组和氯雷他定组。空白对
照组：细胞培养过程中不做任何处理；ｏｘＬＤＬ组：将
１ｍＬ１０ｍｇ·Ｌ－１ｏｘＬＤＬ加入 ＨＡＥＣｓ培养瓶中继
续培养 ２４ｈ；氯雷他定组：将 １ｍＬ１０ｍｇ·Ｌ－１

ｏｘＬＤＬ、１００μｍｏｌ氯雷他定加入ＨＡＥＣｓ培养瓶中继
续培养２４ｈ。
１．３．２　单核细胞黏附实验　人单核细胞 ＴＨＰ１培
养于含体积分数１０％牛血清的ＤＭＥＭ中，于３７℃、
含体积分数５％ＣＯ２培养箱中培养。以钙黄绿素染
色标记，２．５ｇ·Ｌ－１胰蛋白酶消化，离心洗去胰蛋白
酶，使用磷酸盐缓冲液（ｐｈｏｓｐｈａｔｅｂｕｆｆｅｒｅｄｓａｌｉｎｅ，
ＰＢＳ）洗涤细胞后，应用无血清的 ＤＭＥＭ重悬细胞，
调整细胞浓度为５×１０９Ｌ－１，备用。将 ＨＡＥＣｓ接种
于２４孔板，当细胞增殖生长到９５％以上融合时，将
前述制备好的人单核细胞 ＴＨＰ１接种到 ＨＡＥＣｓ培
养板中，于３７℃、含体积分数５％ＣＯ２细胞培养箱
中培养２ｈ；取出培养板以 ＰＢＳ洗涤３次，洗去未黏
附的ＴＨＰ１；然后，使用４０ｇ·Ｌ－１多聚甲醛室温固

·７０６·第７期　　　　　　　　李贵琦，等：氯雷他定对氧化型低密度脂蛋白诱导人血管内皮细胞黏附和炎性反应的影响



定１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤３次，中性树脂封片，荧光显微
镜下观察，计数１０个２００倍视野下的总细胞数及荧
光染色的细胞数，单核细胞黏附率 ＝荧光染色细胞
数／总细胞数×１００％。
１．３．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ＨＡＥＣｓ中 ＶＣＡＭ１
和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白表达　在ＨＡＥＣｓ细胞中加入适量
的ＲＩＰＡ裂解缓冲液，冰上放置３０ｍｉｎ，裂解细胞，
使其释放细胞内蛋白质。然后１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心
５ｍｉｎ，留取上清液。取１μＬ上清液加入１／４体积
的５×十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳蛋白
上样缓冲液，沸水煮５ｍｉｎ使蛋白变性，冷却后根据
蛋白浓度计算上样量准备上样；上样２０μｇ蛋白，以
βａｃｔｉｎ作为内参，以Ｍａｒｋｅｒ为参照；７０Ｖ电泳２ｈ，
１２０Ｖ再电泳２ｈ，指示剂位于电泳槽底部后终止电
泳；１５０ｍＡ恒流转膜２ｈ，５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉室温
下封闭１ｈ；按照１１０００比例，使用５０ｇ·Ｌ－１脱脂
奶粉稀释兔 ＶＣＡＭ１单抗、鼠 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ单抗和鼠
βａｃｔｉｎ单抗，使用一抗孵育聚偏氟乙烯膜，４℃冰箱
中过夜；取出膜，使用１×ＴＢＳＴ洗涤３次；按照１
１０００比例，使用５０ｇ·Ｌ－１脱脂奶粉稀释辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔／鼠二抗（ＶＣＡＭ１和 Ｅｓｅｌｅｃ
ｔｉｎ）、兔抗鼠二抗（βａｃｔｉｎ），室温下孵育２ｈ；取出聚
偏氟乙烯膜，１×ＴＢＳＴ洗涤３次；取化学发光底物Ａ
液和Ｂ液各１００μＬ混匀，将聚偏氟乙烯膜放置其
中，曝光显影；扫描胶片，使用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅｖ４．６．２
软件分析条带灰度，以目的蛋白灰度值与内参蛋白

灰度值的比值表示目的蛋白的相对表达量。

１．３．４　反转录实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ，ＲＴｑＰＣＲ）
检测ＨＡＥＣｓ中ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８ｍＲＮＡ的表达
　取 ＨＡＥＣｓ总ＲＮＡ１μｇ，利用ｉＳｃｒｉｐＴＭ反转录试剂
盒合成ｃＤＮＡ，然后以ＳＹＢＲＧｒｅｅｎ为荧光染料进行
ｑＰＣＲ。（１）ＲＴＰＣＲ：基因反转录反应体系为
１ｇ·Ｌ－１总 ＲＮＡ１μＬ、０．５ｇ·Ｌ－１Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８
ｐｒｉｍｅｒ１μＬ、ＲｎａｓｅｆｒｅｅＨ２Ｏ１０μＬ、ＲｉｂｏＬｏｃｋＲＮＡ

酶抑制剂 １μＬ，ＲｅｖｅｒｔＡｉｄ反转录酶 １μＬ，ｄＮＴＰ
ｍｉｘｔｕｒｅ（１０ｍｍｏｌ·Ｌ－１）２μＬ，５×ＲｅａｃｔｉｏｎＢｕｆｆｅｒ
４μＬ。反应条件：４２℃孵育 ６０ｍｉｎ，７０℃加热
５ｍｉｎ，终止反应。（２）ｑＰＣＲ：取反转好的 ｃＤＮＡ进
行ｑＰＣＲ检测，反应体系：ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒ
Ｍｉｘ１０μＬ，正向引物２μＬ，反向引物２μＬ，ｃＤＮＡ模
板２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ４μＬ。ＰＣＲ反应条件：９５℃１０ｍｉｎ；
９５℃１５ｓ，６０℃１ｍｉｎ；重复４０个循环。以甘油醛
３磷酸脱氢酶（ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ３ｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｅｈｙｄｒｏ
ｇｅｎａｓｅ，ＧＡＰＤＨ）做内参。ＰＣＲ引物序列：ＧＡＰＤＨ上
游引物序列为 ５′ＡＣＣＣＣＴＴＣＡＴＴＧＡＣＣＴＣＡＡＣ３′，
ＧＡＰＤＨ下游引物序列为 ５′ＣＴＴＧＡＣＧＧＴＧＣＣＡＴＧ
ＧＡＡＴＴ３′；ＴＮＦα上游引物序列为５′ＧＴＣＡＣＴＣＡＴ
ＴＧＣＴＧＡＧＣＣＴＣＴ３′，下游引物序列为５′ＡＧＣＴＴＣＴ
ＴＣＣＣＡＣＣＣＡＣＡＡＧ３′；ＩＬ６ 上 游 引 物 序 列 为
５′ＡＧＧＧＣＴＣＴＴＣＧＧＧＡＡＡＴＧＴＡ３′，下游引物序列
为５′ＴＧＣＣＣＡＧＴＧＧＡＣＡＧＧＴＴＴＣ３′；ＩＬ８上游引物序
列为５′ＴＴＴＣＴＧＴＴＡＡＡＴＣＴＧＧＣＡＡＣＣＣＴＡＧＴ３′；下游
引物序列为５′ＡＴＡＡＡＧＧＡＧＡＡＡＣＣＡＡＧＧＣＡＣＡＧＴ３′。
采用２△△Ｃｔ法计算目的ｍＲＮＡ的相对表达量。
１．４　统计学处理　应用 ＳＰＳＳ１６．０软件进行统计
学分析，计量资料以均数±标准差（珋ｘ±ｓ）表示，多样
本计量资料比较采用单因素方差分析，两两比较采

用最小显著性差异法 ｔ检验，Ｐ＜００５为差异有统
计学意义。

２　结果

２．１　３组ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率比较　结果见
图１。空白对照组、ｏｘＬＤＬ组和氯雷他定组 ＨＡＥＣｓ
的单核细胞黏附率分别为（２３．００±８．４６）％、
（５０．８３±１１．０２）％、（３６．６７±７．９７）％；ｏｘＬＤＬ组
ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率显著高于空白对照组，差
异有统计学意义（ｔ＝１．３８０，Ｐ＜００５）；氯雷他定组
ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附率显著低于 ｏｘＬＤＬ组，差
异有统计学意义（ｔ＝１．７５４，Ｐ＜００５）。

Ａ：空白对照组；Ｂ：ｏｘＬＤＬ组；Ｃ：氯雷他定组。

图１　３组ＨＡＥＣｓ的单核细胞黏附（钙黄绿素染色，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＭｏｎｏｃｙｔｅａｄｈｅｓｉｏｎｔｏＨＡＥＣｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（ｃａｌｃｅｉｎｓｔａｉｎｉｎｇ，×２００）
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２．２　３组ＨＡＥＣｓ中ＶＣＡＭ１蛋白和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋
白表达比较　结果见图２和表１。ｏｘＬＤＬ组ＨＡＥＣｓ
中ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白的相对表达量显著高于
空白对照组，差异有统计学意义（ｔ＝１．１８６，Ｐ＜
００５）；氯雷他定组ＨＡＥＣｓ中ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋
白的相对表达量显著低于ｏｘＬＤＬ组，差异有统计学
意义（ｔ＝１．０４３，Ｐ＜００５）。

１：空白对照组；２：ｏｘＬＤＬ组；３：氯雷他定组。

图２　３组 ＨＡＥＣｓ中 ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白表达（Ｗｅｓ
ｔｅｒｎｂｌｏｔ）
Ｆｉｇ．２　ＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１ａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎ
ＨＡＥＣｓｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）
表１　３组ＨＡＥＣｓ中 ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白相对表达量
比较

Ｔａｂ．１　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＶＣＡＭ１
ａｎｄＥｓｅｌｅｃｔｉｎｐｒｏｔｅｉｎｉｎＨＡＥＣｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＶＣＡＭ１蛋白 Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白
空白对照组 ６ ２．４１±０．３５ ０．８３±０．０４
ｏｘＬＤＬ组 ６ ４．９４±０．５４ａ ２．０１±０．１８ａ

氯雷他定组 ６ ３．５４±０．７３ｂ １．５０±０．１２ｂ

Ｆ ４０．３４８ １０８．５９２
Ｐ ＜００５ ＜０．０５

　　注：与空白对照组比较ａＰ＜００５；与ｏｘＬＤＬ组比较ｂＰ＜００５。

２．３　３组 ＨＡＥＣｓ中 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ表
达比较　结果见表２。ｏｘＬＤＬ组 ＨＡＥＣｓ中 ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ相对表达量显著高于空白对照组，差
异有统计学意义（ｔ＝１．７６５，Ｐ＜００５）；氯雷他定组
ＨＡＥＣｓ中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ相对表达量显著低
于ｏｘＬＤＬ组，差异有统计学意义（ｔ＝２．７５３，Ｐ＜００５）。
表２　３组ＨＡＥＣｓ中ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８ｍＲＮＡ相对表达量
比较

Ｔａｂ．２　ＣｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＴＮＦα，
ＩＬ６ａｎｄＩＬ８ｍＲＮＡｉｎＨＡＥＣｓａｍｏｎｇｔｈｅｔｈｒｅｅｇｒｏｕｐｓ

（珋ｘ±ｓ）

组别 ｎ ＴＮＦαｍＲＮＡ ＩＬ６ｍＲＮＡ ＩＬ８ｍＲＮＡ
空白对照组 ６ ０．７０±０．１３ ７１．０４±７．５６ ０．３５±０．１３
ｏｘＬＤＬ组 ６ １．６９±０．３１ａ ８８．７５±１３．１６ａ １．０４±０．３２ａ

氯雷他定组 ６ １．０８±０．０９ｂ ７０．６６±７．７３ｂ ０．５９±０．２３ｂ

Ｆ ２９．２４５ １６２．３１６ ８７．３６７
Ｐ ＜００５ ＜０．０５ ＜０．０５

　　 注：与空白对照组比较ａＰ＜００５；与ｏｘＬＤＬ组比较ｂＰ＜００５。

３　讨论
ＡＳ是指动脉狭窄、动脉壁增厚、变硬及弹性降

低，并以动脉内膜形成粥样斑块为特征的病变，其特

征是脂质积聚、局部炎症、平滑肌细胞增殖、细胞凋

亡、坏死和纤维化，并涉及由内皮损伤和炎症细胞激

活引起的慢性炎症反应。目前，ＡＳ的发病原因尚未
完全明确，可能与高血压、吸烟、糖尿病、年龄、血脂

异常、肥胖、感染等因素有关［６８］。

血管内皮细胞损伤及功能障碍是 ＡＳ发生的初
始阶段，也是重要环节。高胆固醇尤其是低密度脂

蛋白胆固醇是 ＡＳ的主要危险因子之一。研究表
明，化学修饰的脂蛋白，尤其是 ｏｘＬＤＬ致 ＡＳ的作
用较低密度脂蛋白大大加强［９］。ｏｘＬＤＬ可通过内
皮细胞脂质过氧化损伤、加速泡沫细胞形成、促进血

管平滑肌细胞的增殖、引起血小板黏附与聚集以及

内皮源性舒张机制障碍等途径而在 ＡＳ的发生发展
中起关键作用［１０］。目前，循环血浆中的 ｏｘＬＤＬ检
测可以标记急性冠状动脉综合征，反映其病情及病

程，是诊断及预测冠状动脉粥样硬化性心脏病的公

认有效指标［１１］。ｏｘＬＤＬ诱导血管内皮功能障碍的
机制除其能直接促进细胞黏附分子如细胞间黏附分

子１（ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ１，ＩＣＡＭ１）、
ＶＣＡＭ１和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白的产生之外，还参与了血
管内皮细胞的炎症反应，诱导炎症因子如 ＴＮＦα、
ＩＬ６、ＩＬ８等的表达，促进血管内皮细胞炎症反应，
推动ＡＳ斑块进展［１２］。炎症反应在 ＡＳ及其并发症
的发病机制中起关键作用，目前，如何有效阻断

ｏｘＬＤＬ诱导的血管内皮细胞炎症反应仍处于研究阶
段［１３］。既往研究多集中在如何降低血清低密度脂

蛋白水平方面，且已有多种药物能够有效降低低密

度脂蛋白水平，但在实际临床工作中发现，即使低密

度脂蛋白水平大大降低，ＡＳ仍然会发生，这提示单
纯降低血清低密度脂蛋白水平治疗 ＡＳ的效果并不
理想，由此推断，即使血清中低密度脂蛋白浓度不高

ＡＳ也会发生。
组胺是变应性炎症反应过程中重要的化学介

质，其与组胺受体结合参与过敏性反应和炎症反应，

发挥收缩平滑肌、舒张小动脉和毛细血管、增加血管

通透性等功能。研究发现，从粥样硬化动脉内膜中

肥大细胞释放的组胺对通过诱导细胞黏附分子（包

括ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）的生成促进单核细胞黏附、
迁移，通过刺激细胞炎症因子（包括 ＴＮＦα、ＩＬ６、
ＩＬ８）的生成加速炎症反应进展，进而诱导血管平滑
肌细胞迁移和增殖［１４］。由此可见，组胺在动脉粥样

硬化早期事件即血管内皮功能障碍中起着重要作

用。组胺主要通过与血管内皮细胞中的ＨＲ相结合
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而在内皮细胞功能障碍早期发挥作用，其中 Ｈ１受
体在主动脉内膜的内皮细胞中表达丰度较高［１５］，是

组胺主要的结合受体，因此，本研究选择 Ｈ１受体作
为研究靶点，通过观察 Ｈ１受体拮抗剂氯雷他定对
血管内皮细胞黏附分子（包括ＶＣＡＭ１、Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ）、
细胞炎症因子（包括 ＴＮＦα、ＩＬ６、ＩＬ８）分泌的影响
来推断能否将氯雷他定用于预防和治疗动脉粥样

硬化。

本研究结果显示，氯雷他定可以抑制ｏｘＬＤＬ诱
导的单核细胞黏附、降低ＶＣＡＭ１和Ｅｓｅｌｅｃｔｉｎ蛋白
的表达、抑制内皮细胞炎症因子ＴＮＦα、ＩＬ６和ＩＬ８
的表达，提示氯雷他定在ｏｘＬＤＬ诱导的血管内皮功
能障碍和ＡＳ的发生、发展中可能具有潜在的治疗
作用，但其具体分子学机制还需要进一步研究。
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