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　　摘要　为了研究高胆固醇血症对血管内皮细胞膜上 Caveo lin-1表达的影响。用免疫组织化学的方法检测了高

胆固醇血清刺激的培养人脐静脉内皮细胞株 ECV-304细胞以及高脂血症大鼠动脉内皮上 Caveo lin-1表达量的动

态变化。发现高胆固醇可上调体内外内皮细胞膜上 Caveo lin-1的表达。在高血脂模型初期 , Caveolin-1的表达量与

高血脂水平的维持时程成正相关 ;在高胆固醇血症模型后期 ,血管内皮细胞膜上 Caveo lin-1的表达略有下降。
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　　 Abstruct　 To study the influence o f hypercholestero lemia with caveolin-1 on th e pla sma lemma o f v ascular en-

do thelium, w e used th e methods of immunohistochemistry to detect the dynamic changes o f caveo lin-1 in cultur ed

ECV-304 cells w hich we re stimula ted high cholestero l serum and the ar terial endothelium o f hypercholester olemia

ra ts. It is r esulted that high cholesteor ol lev el can upregulate th e expression of caveolin-1 bo th in v itro and in v iv o.

In the initial stag e o f h ypercholestero lemia model, the expr ession o f caveolin-1 increased as the time of high choles-

tero l lev el added, but in the later period it wa s decrea sed slightly.
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1　引　言

胞膜窖 ( Caveo lea)是细胞膜上呈“烧瓶样”的内

陷结构 ,主要负责细胞膜表面信号转导的区分与整

合 ,与多种器官的生理和病理状况有着密切的关系。

与信号传导有关的受体、激酶及联接蛋白质等都在

Caveolea区域高度富集 ,当配体与受体结合后 ,

Caveolea顶端融合 ,配体 -受体复合物被胞饮入胞浆

内 ,然后将信号传入细胞核。 Caveolea的主要结构

蛋白是窖蛋白 ( Caveolin) ,作为 Caveolea的标志性

蛋白 , Caveolin与多种信号分子相结合形成复合体 ,

调节各信号分子的“激活”与“失活”状态 ,进而控制

细胞跨膜信号转导的发生。经研究发现 Caveolin分

为三种亚型: Caveolin-1、 Caveo lin-2和 Caveolin-3,

其中 Caveolin-1和 Caveolin-2主要在脂肪细胞、内

皮细胞和纤维原细胞表达 ,而 Caveo lin-3则特异性
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的在肌肉细胞表达
[1-3 ]
。 同时 ,有研究显示高胆固醇

可以上调培养的牛动脉血管细胞 Caveolin的表

达 [4 ] ,而高胆固醇血症目前被确认为引起动脉粥样

硬化的主要原因 [5 ] ,血清胆固醇浓度的大幅升高会

抑制血管内皮源性的舒张反应 ,而这很有可能是

Caveo lin-1充当了内皮源性一氧化氮合酶基因

( eNOS)抑制剂的原因。因此 ,弄清楚 Caveo lin-1的

表达、功能及生物学特性与血管性疾病的关系 ,对于

该类疾病的诊断及治疗将有非常积极的意义。本文

报道了高胆固醇血症对大鼠血管内皮细胞及体外人

脐静脉内皮细胞上 Caveolin-1表达的影响。

2　材料和方法

2. 1　试剂

Anti-caveo lin-1 polyclonal IgG购于美国 Santa

公司 , RM PI-1640培养基、胰蛋白酶及小牛血清购

于 Hyclone公司 ,胆固醇为上海伯奥生物科技有限

公司生产 ,丙基硫氧嘧啶片购于上海朝辉药业公司 ,
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猪油为市售 ,血脂检测试剂盒购于四川迈克科技有

限公司 , Nikon& Spo t图像分析仪购于美国。

2. 2　动物和细胞

人脐静脉内皮细胞株 ( ECV -304细胞株 )由中

科院上海细胞所提供。 SD大鼠 36只 ,雌性 , 150～

250 g购于华西医大基础动物房。 雄性日本大耳白

兔 , 2～ 2. 5 Kg ,成都输血所动物中心。

2. 3　高脂饲料的配制

按每只大鼠饲料 40 g /d计算 ,给予胆固醇、猪

油和丙基硫氧嘧啶分别占总食量的 3% 、 10%和

0. 2% ,即将上述食料混合后每只大鼠每天灌胃一次

同时喂饲普通饲料。

2. 4　高血脂大鼠模型的建立

36只大鼠分成 6组 ,每组 6只。 分别于喂饲高

脂饲料的 0、 7、 10、 14、 18、 21 d时放血处死一组动

物 ,同时取出主动脉血管条 , 10%甲醛固定 ,常规乙

醇脱水 ,石蜡包埋 ,同时取血样 ,常规分离血清测定

低密度脂蛋白胆固醇 ( LDL-C)及血清总胆固醇

( TC)。

2. 5　高脂兔血清的制备

取健康日本大耳白雄性兔 ,喂饲普通饲料一周

后耳缘静脉取血 ,分离血清测定血清总胆固醇 ( TC)

和低密度脂蛋白胆固醇 ( LDL-C)。从第二周起按

0. 2 g胆固醇+ 2 ml猪油 /kg体重 /d灌胃 ,同时喂

饲普通饲料。喂饲高脂饲料 8周后处死动物 ,主动脉

取血 ,分离血清测定血清总胆固醇 ( TC)和低密度脂

蛋白胆固醇 ( LDL-C) ,血清于 - 20℃保存。

2. 6　细胞培养

取对数生长期 ECV-304细胞株 , PBS洗涤 2

次 , 0. 25%胰蛋白酶消化后用 1640培养基混悬 ,活

细胞计数。 接种 4× 105细胞到载玻片上 ,置于 6孔

细胞培养板中 ,加入 1 640培养基 ( 10%小牛血清 ) 2

m l,在 37℃及 5% CO2的条件下培养。待细胞生长至

50%融合时弃去含小牛血清的培养基 ,用 PBS洗涤 2

次 ,再加入 1 m l无血清 1640培养基和 1 m l高脂兔

血清 ,在 37℃及 5% CO2的条件下培养。 分别按 0、

12、 24、 48、 72 h的时间点取细胞 ,用 - 20℃丙酮固

定 20 min后 - 20℃保存。每个时间点做 3个复孔。

2. 7　免疫组织化学

2. 7. 1　细胞拔片　取用高胆固醇刺激的 ECV-304

细胞株 , - 20℃丙酮固定 20 min, PBS洗涤 2次后

用 0. 1% Tri ton-X-100加 0. 1%柠檬酸三钠在 4℃

处理 5 min, PBS洗涤 2次 ,羊血清封闭 30 min,加 1

抗 37℃孵育 1 h后置 4℃过夜 , PBS洗涤 2次 ,加 2

抗 ( Anti-caveo lin-1)孵育 40 min, PBS洗涤两次 ,加

入三抗 ( SP)于 37℃孵育 30 min, PBS洗涤两次 ,

DAB显色 ,自来水冲洗 2min,苏木素复染 3 min,梯

度乙醇脱水 ,透明封片。

2. 7. 2　石蜡切片　取喂饲高脂饲料的大鼠主动脉 ,

10%甲醛固定后乙醇脱水 ,石蜡包埋 ,常规切片、二

甲苯脱腊后按 2. 7. 1方法操作。

2. 8　统计分析

本文所有数据均用统计软件 SPSS进行方差分

析 ( ANOV A) ,比较各组均值的差异。

3　结　果

3. 1　高血脂兔血清的制备

取喂饲高脂饲料 8周后的兔血 ,分离血清 ,用血

脂检测试剂盒测定血清 TC和 LDL-C。 结果显示 ,

喂饲高脂饲料 8周后家兔的 TC由基础值 1. 29

mmol /L升到 15. 88 mmo l /L, 而 LDL-C则由基础

值 0. 62 mmo l /L上升到 9. 59 mmo l /L, TC和 LDL-

C均有显著升高 ( P < 0. 01)。 将高脂兔血清存于

- 20℃备用。

3. 2　高胆固醇对培养人脐静脉内皮细胞株 Cave-

olin-1表达的影响

经免疫组织化学处理的细胞拔片用 DAB显色

后 ,细胞膜被染成棕黄色为阳性细胞 (见图 2)。用美

国 Nikon& Spo t图像分析仪采集图像并计算整个视

野中阳性细胞的密度 ,用阳性细胞的平均密度值表

示 Caveolin-1表达的多少 , Caveo lin-1表达量与平

均密度值成正比。通过比较各时间点 3个复孔阳性

细胞的平均值可看出 ,高胆固醇作用 12～ 72 h均可

显著上调体外培养的内皮细胞 Caveo lin-1的表达

量 ,与常规培养条件下 Caveo lin-1表达量比较均有

显著的提高 ;而且 , Caveolin-1的表达量与高胆固醇

作用时间成正相关 ,高脂维持的时间越长 Caveolin-

1表达越多 (见图 1)。

图 1　高胆固醇对 ECV-304细胞上 Caveolin-1表达的影响

Fig 1　 The inf luence of high cholesterol level wi th caveol in-1 on

ECV-304 cel ls. data are means± SD for 3 samples each

group
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图 2　培养人脐静脉内皮细胞 Caveolin-1免疫组化染色结果

( a)常规培养的 ECV -304细胞 ; ( b)高胆固醇刺激 12 h的 ECV-304细胞 ; ( c)高胆固醇刺激 24 h的 ECV-304细胞 ; (d )高胆固醇刺激 36 h的

ECV-304细胞 ; ( e)高胆固醇刺激 48 h的 ECV-304细胞 ; ( f )高胆固醇刺激 72 h的 ECV-304细胞

Fig 2　 Immunohistochemistry result of caveol in-1 in cul tured human umbilical vein endothelium cel ls

( a)No rm al cultured ECV-304 cel ls; ( b) Stimulated ECV-304 cel ls wi th high ch oles terol plasma for 12h; (c) St imulated ECV-304 cells wi th high

choles terol plasma for 24h; ( d) Stimu lated ECV -304 cell s wi th high ch olesterol plasma for 36h; ( e) St imulated ECV-304 cells w i th high ch oles-

terol plasma for 48h; ( f ) St imulated ECV -304 cell s wi th high choles terol plasma for 72h

3. 3　高胆固醇血症大鼠模型的建立 [7 ]

将喂饲高脂饲料的 SD雌性大鼠于 0、 7、 10、 14、

18、 21 d时分别放血处死 ,分离血清 ,按照血脂检测

试剂盒 (四川迈克科技有限公司 )测定 LDL-C及

TC的含量 ,结果显示 ,与正常大鼠比较 ,喂饲高脂

饲料 7～ 21 d的 SD大鼠的 TC与 LDL-C都有显著

升高 (P < 0. 01) ,达到了高血脂大鼠模型的水平 ;同

时 ,在本实验条件下 ,大鼠 7～ 21 d的高血脂水平基

本保持稳态 ,没有明显变化 ,P> 0. 05(见表 1)。

表 1　喂饲高脂饲料后大鼠血清胆固醇及血管内皮 Caveol in-1表达的变化

Table 1　 The changes of serum cheles terol concentration and the expression of caveol in-1 on vascular endothelium

0 d组 7 d组 10 d组 14 d组 18 d组 21 d组

TC( mmol /L) 1. 19± 0. 11 2. 53± 0. 15 2. 66± 0. 17 2. 48± 0. 14 2. 55± 0. 15 2. 49± 0. 13

LDL-C( mmol /L) 0. 75± 0. 06 1. 39± 0. 08 1. 45± 0. 07 1. 36± 0. 09 1. 40± 0. 07 1. 44± 0. 09

Cav eolin-1 IOD 59. 8± 6. 2 85. 2± 7. 3 111. 3± 4. 8 124. 9± 7. 4 124. 2± 4. 7 118. 5± 3. 8

3. 4　高胆固醇血症大鼠主动脉内皮细胞 Caveolin-

1表达的动态变化

经免疫组织化学处理的石蜡切片用 DAB显色

(见图 4) ,由美国 Nikon& Spo t图像分析仪分析结

果 ,数据处理同 3. 3(见表 1)结果显示 ,与正常大鼠

比较 ,喂饲高脂饲料 7 d后 ,大鼠主动脉内皮上

Caveolin-1的表达明显升高 ,第 10 d又有明显增

加 ,两周后达到最高峰 ,第 21 d略有下降 ,但仍明显

高于正常大鼠 Caveolin-1的表达量 , P < 0. 01(见图

3)。

4　讨　论

血管内皮细胞位于整个循环系统的内表面 ,当

图 3　高胆固醇血症大鼠主动脉内皮细胞 Caveolin-1表达的动态变

化

Fig 3　 The dynamic changes of caveolin-1 on aortic endothel ium of

hypecholesterolemia rats. data are means± SD for 6 samples

each group
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图 4　高胆固醇血症大鼠主动脉内皮细胞 Caveolin-1的免疫组化染色结果

( a)正常喂养大鼠的主动脉条 ; ( b )喂饲高脂饲料 7 d的大鼠的主动脉条 ; ( c)喂饲高脂饲料 10 d的大鼠的主动脉条 ; (d )喂饲高脂饲料 14 d的大

鼠的主动脉条 ; ( e)喂饲高脂饲料 18 d的大鼠的主动脉条 ; ( f )喂饲高脂饲料 21 d的大鼠的主动脉条

Fig 4　 Immunohistochemistry result of caveol in-1 on the aortic endothel ium of hypercholesterolemia rats

( a) Aorta of normal feeded rats; ( b) Aorta of rat s w hich h ad 7d Hyperlipid feed; ( c) Aorta of rats w hich had 10d Hyperlipid feed; ( d) Aorta of

rats w hich h ad 14d Hyperlipid feed; ( e) Aorta of rat s which had 18d Hyp erlipid feed; ( f ) Aorta of rats w hich had 21d Hyperlipid feed

血清胆固醇水平升高后将首先对内皮细胞产生影

响。研究证实发现 Caveolin-1担负着将细胞中的胆

固醇转运出细胞的作用 [3 ]。 当血清胆固醇升高时 ,

LDL-C也随之升高 ,在 LDL受体的介导下进入细

胞内。 LDL在溶酶体的作用下释放出游离胆固醇

( FC) ,多余的 FC与 Caveolin-1结合被释放到

Caveolea中 ,进而被排到胞外
[ 3]
。同时有人报道在高

胆固醇血症的情况下 Caveo lin-1与内皮源性一氧化

氮合酶基因 ( eNOS)的相互作用增强 ,使 eNOS处于

失活状态 ,减少 NO释放从而抑制了内皮源性的血

管舒张作用
[4 ]
。从本文的研究中可以看出 ,血清胆固

醇的升高可以上调 Caveo lin-1的表达。在体外培养

的 ECV-304细胞上 ,高胆固醇维持的时间越长 ,

Caveolin-1的表达越多 ;而在高胆固醇血症大鼠模

型上 ,血清胆固醇浓度的升高同样可以上调 Cave-

olin-1的表达 ,当高胆固醇血症维持的时间在两周

后 Caveo lin-1的表达达到最高 ,当血清高胆固醇维

持的时间再延长 Caveo lin-1的表达不再升高反而略

有下降。这可能是血管内皮在高血脂的作用下已经

开始损伤 ,从而导致了 Caveolin表达的下降。 Cave-

olin-1是 Karen等 [6 ]在 1992年鉴定的内皮细胞的

膜蛋白 ,此后 ,相关的研究不断增加 ,但有关高胆固

醇血症与内皮细胞上 Caveo lin-1表达的体内关系还

未见报道。本文首次同步比较研究了 Caveolin-1在

体内和体外高胆固醇血症模型中表达的动态变化过

程 ,本实验结果对进一步研究以 Caveo lin-1为靶向

的、高胆固醇血症相关的血管疾病 (如血管舒缩功能

障碍及动脉粥样硬化 )的诊断与治疗提供新的思路

与依据。
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