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辛伐他汀对脂多糖刺激人脐静脉内皮细胞

Tribbles表达的影响

窦姗姗1 邓景惕2 高文明1△

(1济宁医学院基础与法医学院，山东济宁272067；2山东大学医学院，山东济南250012)

摘 要 FI的 研究脂多糖(LPS)对人脐静脉内皮细胞(HuVEcs)肿瘤坏死因子(TNF-a)和Tribbles mR—

NA表达变化及辛伐他汀对其表达的影响。方法 实验分为12h组和24h组，各组又分为空白对照组、脂多糖

(100ng／m1)组、辛伐他汀(5肛g／m1)组、辛伐他汀(5 pg／mI)和脂多糖(100ng／m1)共作用组，用实时荧光定量P(：R

测定LPS刺激后12h和24h HuVEcsTNF—a和Trbl、Trb2及Trb3的mRNA表达变化。结果 与对照组相

比，脂多糖组TNF—a、Trbl及Trb3的mRNA表达均明显增加(P妁<O．05)；与脂多糖组相比，辛伐他汀和脂多

糖共作用组TNF乙a、Trbl及Trb3的mRNA表达均明显降低(P自<o．05)。结论 辛伐他汀可抑制HUVECs

的TNF—a、Trbl及Trb3的表达。
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The effect of simVastatin on the expression of t“bbIes in HUVECs with LPS treatment

DfJU S，ln以一砌d恕，DENG．，i，zg一￡i，GA()’矿P咒一优i咒g
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Abstract：o鱼，Pc“vP To explore the expression of TNF．d and Tribbles mRNA in HUVECs with LPS treatment

and the effect of simvastatin on them．MPfJIlo如 HUVECs were cultured and divided into the following experimen．

切l groups：control group，LPS group(100ng／mL)，simvastatin group(5肛g／mL)，and LPS(100ng／mL)+simvas—

tatin(5肛g／mL)group for 12h and 24h respectively．The expression of TNF—a，Trbl，Trb2，Trb3 mRNA in HU—

VECs with LPS treatment after 12h and 24h was measured using real—time quantitative PCR．ResHf如 Compared

with the control groups， the expression of TNF—a，Trbl and Trb3 mRNA was significantly increased in LPS

groups(P<0．05)．However，the expression of TNF—a，Trbland Trb3 mRNA was statistically decreased in LPS

and simvas切tin groups compared with LPS groups，(P<O．05)．(、oncfHsfo— SimVastatin could inhibit the expres-

sion of TNF．a，Trbl，Trb3 in HUVECs induced by LPS．

Key words：Simvastatin；Lipopolysaccharides；Tribbles；TNF—a；Human umbilical vein endothelial cells

在西方发达国家动脉粥样硬化(atherosclero—

sis，AS)是一种主要的死亡原因。随着我国人民生

活水平提高，该病也成为我国的一种主要死亡原

因。AS是动脉壁的一种炎症性疾病，足血管内皮

细胞、血管平滑肌细胞、单核细胞和炎症介质相互

作用的结果[1]。这一慢性炎症过程的第一步是内

皮功能紊乱。血管内皮细胞具有一系列蕈要功能，

如内分泌功能、屏障功能、接受及传递信息和抗黏
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附性等。血液中的异常物质如ox—LDL可直接影

响内皮细胞，刺激内皮细胞分泌多种细胞因子，加

剧动脉粥样硬化。

脂多糖是(Lipopolysaccharides，简称I，PS)一

种炎症刺激物，可激活内皮细胞，活化MAPK及

NF—KB等信号传导途径，使内皮细胞分泌各种细

胞因子【2]。MAPK活化后可使胞浆和胞核中的转

录因子磷酸化而活化，导致目标基因的表达，参与

各种生物反应。

Tribbles是最近在果蝇体内发现的与细胞增
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殖和形态发生相关的一种基因∞]。在哺乳动物体

内有3种Tribbles基因家族成员：Trbl，Trb2，

Trb3[“。TribbIes在果蝇形态发生过程中调节

string的表达，string的表达与有丝分裂的进程相

联系，Tribbles可阻滞有丝分裂[5]。有研究显示

MAPK可调节string的表达，Tribbles与MAPK

之间存在联系。

Tribbles和LPS都与MAPK联系，而两者在

HUVECs中是否有关系，Tribbles的表达变化对

LPS刺激的HUVECs有何影响是一个未知问题。

本实验应用分离培养的HUVECs，选用LPS

作为刺激因素，辛伐他汀作为保护因素，检测LPS

刺激人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein en—

dothelial cells，简称HUVECs)后炎症因子TNF—a

及Trb—l、Trb一2、Trb一3的mRNA表达，和辛伐他

汀对其表达的影响，推测Tribbles在激活的HU—

VECs中的作用。

l材料和方法

1．1 主要试剂和药物

胎牛血清(Gibco)、青霉素、链霉素(Sigma)、

一抗(兔抗人Ⅷ因子单克隆抗体)、生物素标记的二

抗(羊抗兔IgG)(武汉博士德公司)、DMEM、胶原

酶I型、胶原(Gibco)、辛伐他汀、LPS(Sigma)；

RNeasy Mini Kit(Qiagen，West Sussex)；反转录

cDNA试剂盒(Invitrogen)；引物序列号Trbl为

Hs00179769、Trb2为Hs00222224、Trb3为

Hs00221754、TNF—a为Hsool74128(Applied Bio—

systems)。

1．2 细胞培养

参照文献嘲的方法加以改进。取新鲜的脐带

(山东大学齐鲁医院提供，离体时间<6h，已经产

妇同意)20cm左右，冲洗干净，灌入配制的o．1％

胶原酶约20ml，消化12min，然后用离心得到的细

胞加入DMEM培养液、20％胎牛血清、青霉素100

U／ml、链霉素100肚g／ml(调整pH值至7．2)，细

胞密度约为2×105／ml，用胶原包被的25ml培养

瓶接种，过24h观察内皮细胞贴壁，换液，然后每

3d换液1次，7d细胞长满瓶底，进行传代。取2～

3代细胞进行分组实验。

1．3细胞鉴定

采用形态学及Ⅷ因子相关抗原免疫酶SABC

法DAB显色鉴定[6。]。

1．4分组实验

将同一条脐带得到的2～3代细胞随机分为

12h、24h两组，然后分别用2个6孔板接种，每板4

孔，分别为：1)空白对照组，无血清培养液，作对照；

2)LPS组(100ng／m1)，只添加LPS；3)辛伐他汀

(5肛g／m1)组，只添加辛伐他汀；4)辛伐他汀(5弘g／

m1)和LPS(100ng／m1)共作用组，加入辛伐他汀先

处理8h后再加入LPS共同作用。每板作用12h、

24h，然后吸去上清液，将培养板中的细胞储存于

一80℃备用做实时荧光定量PCR。实验重复6

次。

1．5 总RNA的抽提

按照RNeasy Mini Kit(Qiagen，west Sussex，

UK)试剂盒说明进行操作，每孔获得2～3弘g

RNA。

1．6反转录

配制反转录的混合液。加入RNA 2～3"g、

20弘mol／I，random primer l弘l、无RNA酶的H20

6pl、RNA酶抑制剂1“l和2．5mmol／L dNTP混

合液4“l，混合液在PCR分析仪中按程序进行：

25℃lomin，37℃120min，80℃15s，得到cDNA，在

一80℃进行保存。

1．7 实时荧光定量PCR

配制realtime—PcR反应液，加入TaqMan

buffer 10 pI，cDNA模板2．o弘l，引物1．opl和纯

水7．0肚l。溶液置于RealtimePCR仪上进行反应，

检测位点的反应条件为50℃2 min，95℃10 min，

95℃15 min达到40个循环。结果分析时以18s为

内参照。

l-8统计学处理

所得数据采用SPSSll．5软件进行统计学分

析。

2 结果

2．1细胞鉴定结果

HUVECs的一般生长形态见图1。倒置显微

镜下呵见到，细胞单层均匀生长，形态呈鹅卵石状

或菊花状排列。用Ⅷ因子相关抗原的免疫酶

SABC法DAB显色鉴定结果见图2。倒置显微镜

下可见到胞浆中布满棕黄色阳性反应物质，证实得

到的为内皮细胞。
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与对照组相比，u唔组Trbl mRNA的表进在

12h、24h均明星增加(P<0．05，P<0 01)，辛伐他

汀组在12h、24h的表达均明显减少(P<0．05)}与

LPS组相比．LPs和辛伐他汀共作用组在12h，24h

的表选均嚼显硪少(P<0．05，P<o．01)。见田4。
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3讨论

TNF-d是一种促炎症细胞因子．刺激内皮细

胞后可使其释放某些毙症介质．表达黏附分子，促

进白细胞和内皮细胞的黏附，加剧炎症的发屉哪．

奉实验结果显示．与对照组相比，u唔组的TNBn

mRNA表达均明显增加，辛伐他汀组的TNh
rnRNA表选均明星减少}与LPS组相比，辛住他

打和LPs共作用组的TNF_q mRNA表达均明显

减少I说明L，Ps具有致袋作用，辛伐他汀可抑制

TNF_a的表选，具有抗炎作用。

本实验应用LPs捌激HuvD西后，与对照组

相比，u，S组的nbl和Trb3 mRNA表达明显增
加。说明u喝促进了Trbl和Trb3的表选。

内皮细胞被脂多糖澈活时，启动了施内信号传

导造径，3条主要的信号传导途径可被澈活．分别

■月W#gg《z{
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为NF—KB，MAPK，P13k／Akt信号传导途径。

MAPK酶促级联反应分为MAPKKK，MAPKK，

MAPK三级。MAPK活化后，胞浆和核内的转录

因子如活化蛋白一1(activating protein一1，简称AP一

1)被磷酸化活化，导致生物反应中某些靶基因的表

达。

在酵母2杂交系列中MEKl与Trbl和Trb 3

可相互作用，MKK7与Trb3和MKK4与Trbl可

特异性的相互作用[9|。此研究说明Tribbles通过

与MAPKK结合可调节MAPK的活化。

另有研究发现全长度的Trb3可阻止Akt的

磷酸化[10|。Akt是一种丝／苏氨酸激酶，由磷脂酰

肌醇3激酶途径激活，对细胞分化、凋亡和增殖中

有重要的调节作用，可以抑制细胞凋亡，并且促进

增殖[1¨。同时，Trb3的过表达可促进人单核细胞

源性巨噬细胞的凋亡[1引。

综上所述，Tribbles过表达时抑制细胞的有丝

分裂，促进细胞的凋亡。推断Tribbles可通过调

节MAPKK影响MAPK的信号传导途径，而且也

可影响Akt信号传导途径。

在本实验中，推测是由于I。PS激活了MAPK

信号传导途径，反馈性的使Trbl和Trb3高表达，

作用于MAPKK，抑制了MAPK活化，促进HU—

VECs的凋亡。

在Tribbles的mRNA表达结果中，与对照组

相比，辛伐他汀组的Trbl和Trb3 mRNA表达明

显减少；与I。PS组相比，LPS和辛伐他汀共作用组

的Trbl和Trb3 mRNA表达明显减少。可见，辛

伐他汀抑制了Trbl和Trb3的表达，因此，推测辛

伐他汀保护HUVECs，抑制HUVECs凋亡。

虽然Trb2可影响MAPKK，促进细胞的凋

亡，但是在本实验中，各组的Trb2 mRNA表达无

明显变化。

某些细胞炎症因子基因的表达有MAPK和

NF—JcB的参与。研究表明，在炎症过程中AP一1可

调节T细胞的分化，调节免疫应答，影响炎症介质

的释放[1引。Trbl的过表达可以抑制IL一8刺激的

HeLa细胞中NF—fcB和AP一1的基本活动。在293

细胞中，依赖NF—KB途径的基因活化可被Trb3抑

制‘1引。

因此，Tribbles的表达改变可能影响血管内皮

细胞的凋亡和其中炎症因子的表达，从而参与动脉

粥样硬化的发生和发展。但是Tribbles作用的具

体机制还不清楚。所以，Tribbles的具体作用值得

进一步研究。
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