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细胞色素 P 4 5 0 花生四烯酸表氧化酶 B M
3 F 87 v 上调

内皮一氧化氮合酶基因的表达
`

王 红 林 立 陆再英 汪道文 “

华中科技大学同济医学院附属同济医院心内科
,

武汉 4 30 0 3 0

摘要 血管内皮细胞 富含细 胞色素 P45 0 表氧化酶
,

它代谢花生 四烯酸产生内皮源性超极化 因

子
,

( E D H F
,

即 E E T s )
,

它与血管内皮细胞产生的一氧化氮 ( N O )之间的关系尚不清楚
.

经转基因

技术在原代培养的牛主动脉 内皮细胞 中产生内源性 E D H F
,

并研究 了 E D H F 对 N O 合成的关键酶

— 内皮 N O 合酶 ( e N O )S 基 因表达的调节作用
.

将表氧化酶基因 CY P B M 3 F 8 7 v 克隆于真核表达

载体 p c B 6 ,

转染了经 3一 4 代培养的牛主动脉 内皮细胞
,

产生高浓度的内源性 14
,

1 5
一

E E T
.

采用

W e s t e r n b l o t 和 N o r t h e r n b l o t 分别从蛋 白质水平和 R N A 水平判断内源性 14
,

1 5
一

E E T 对
e N O S 基因

表达和转录的影响
,

同时根据 [
3H I L

一

精氨酸转变为 [
3 H J L

一

瓜氨酸 的水平来判断其对
e N O S 活

性 的影响
.

结果显示
:

与转染 p
BC

6的对照细胞相比
,

转染的 p C氏
一

B M 3 F 8 7 v 在内皮细胞 中过度表

达后能显著上调 e N O S 的蛋 白质表达和
e N O S 的 m R N A 水平

,

明显增加 了
e N O S 的活性

.

因此
,

转染表氧化酶 BM 3 F 8 7 v 对
e N O S 基因有显著上调作用

.

这提示细 胞色素 P 4 5 0 表氧化酶能够通过

促进内皮细胞 内 E D H F 的产生来调节 N O 生成
,

进而改善内皮细胞功能
,

这可能为 治疗 心血管疾

病提供 了一种新思路
.

关键词 内皮源性超极化因子 14
,
1 .5 E E T 内皮 N O 合酶 血管内皮细胞

血管 内皮细胞可以合成分 泌多种 自体活性物

质
,

对血管张力和局部脏器的血流调节发挥重要 的

作用
,

其中包括内皮源性舒张 因子 ( E D R F )即一氧

化氮 ( N O )和前列环素 ( P G IZ )
,

又 以 N O 作用最为

重要川
.

N O 是由内皮 细胞经 内皮 N O 合酶代谢

L
一

精氨酸生成
,

它除对血管张力和动脉血压的调节

发挥重要 作用外
,

在抑制平滑肌 细胞的迁移和增

殖
、

防止血小板的粘附和聚集
、

防止血栓形成
、

抑

制炎症反应等方面也具有非常重要的作用
,

是维持

血管稳态
、

保护内皮功能的重要因子 〔̀
,

“ 〕
.

除 N O 和 P G I: 外
,

近年来发现 内皮细胞还分

泌另外一种扩血管因子
,

它通过激活钙离子敏感 的

钾通道
,

使平滑肌 细胞处 于超极 化状态而扩 张血

管
,

因此称之为内皮源性超极化因子 ( E D H )F 〔”
,

4 〕
.

E D H F 介导的内皮依赖性超极化扩管效应是对 N O,

PGI
:
介导的内皮依赖性血管舒张反应的补充或 加

强
,

但在某些病理情况下以及某些微血管如冠脉微

循环中则可能起着更为重要的作用
.

研究认为内皮

细胞通过细胞色素 P4 50 表氧化酶 ( CY P )途径代谢

花生 四烯酸产 生的表氧化产物 E E T s
就 是 E D

-

H F [3一 5 〕
.

E D H F 和 N O 都来源于内皮细胞
,

都具有扩血

管作用
,

但作用机制完全不同
.

因此
,

阐明两者之

间的关系引起了学者们广泛的研究兴趣
.

曾有国外

学者报道 N O 可 以明显减少 E D H F 的释放 6[]
,

但

E D H F 对 N O 的影响则未见报道
.

本研究采用分离

培养的牛主动脉内皮细胞
,

在培养第 4 代以前对其

转染 P 4 5 0 表氧化酶基因 P 4 5 0 BM 3 F 8 7 V 以选择性

增加内源性 14
,

1 5
一

E E T
,

通过检测 内皮 N O 合酶

( e N O )S 在转录和蛋 白质水平上的变化及酶活性的改
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变来判断 ED } IF 对
eN O S基因的影响

.

1 材料和方法

1
.

1 材料

人 eN O S 全 长
。 D N A 由美国 H a v a r d大学 L ia o

博士赠送
.

细胞培养试剂
,

如 D M EM 培养基
、

胎

牛血清 ( F B S )
、

胰蛋白酶 ( T r y p s in )等均购自 G xBOC
公司 ; [

3H ] L
一 a r g i n i n e 购 自美国 N E N 公司 ; 苯甲

基磺 酞 氟 ( p M s F )
,

l e u p e p t i n
, a p or t i n i n

,

d i t h io
-

t h r e i t o l ( D T T )
,

N G 一

mo no m e t h y -l L
一 a r g i n ine ( L

一

N M
-

M A )
,

钙调蛋白 ( 。 a m o d u l in )
,

N 户J ) p H
,

L
一 a r g in i n e ,

H E P E S
,

T w e e n 一

2 0
,

牛血清白蛋白 ( BSA )
,

oD w e x

5 0w -x 8 树脂
,

17
~

O D Y A ( 1 7
一 o e t a d e e y on i C a e id )和其

他生化试剂及抗人珊因子
一

相关抗原 ( v o n
w i ll e b r a n d

因子 )抗体购 自 is g m a
公司 ; 抗

e N O s 抗体购自美国

sa nt
a C ur z 公司 ; 辣根过氧化物酶偶联羊抗兔 I g G

抗体购 自 J a e k s o n
公司 ; W

e s t e r n
杂交显影用增强的

化学发光试剂购自美国 IP E RCE 公司 ; 核酸杂交液

购自 nI et gr 印 公司 ; 蛋白杂交膜 ( P v l〕F 膜 )和尼龙

膜购自德国 S e h l e i e h e r a n d S e h u e l l 公司 ; 探针标记

试剂盒 购 自美国 s t ar t a g e n e
公 司 ; 〔。

一 32 P 〕 e仰
( 3 00 o e i ` ) /m m o z )购自北京亚辉同位素公司 ; 细胞转

染试剂采用德国 Q I AGE N 公司的 S叩
e r fe ct 脂质体

.

1
.

2 牛主动脉内皮细胞的分离和培养

从屠宰厂取刚处死小牛主动脉
,

用 0
.

25 % 胰蛋

白酶灌流消化法 7[] 分离收集内皮细胞
,

在 D M E 培

养基 (含 s m m o l/ L 谷氨酞胺
、

1 0 % F B S
、

1 0 0 U / m L

青霉素和 10 0 m g / L 链霉素 )中于 37 ℃
,

5 % C仇条

件下培养
,

细胞达汇合后用 0
.

05 % T yr sP in 和 0
.

0 2 % E D T A 消化传代
.

在显微镜下观察细胞形态并

进行免疫荧光染色 (抗 vo
n W ill eb ar n d 因子抗体 )鉴

定内皮细胞的纯度
,

证明为 95 % 以上
.

所有实验均

用 4 代以内细胞进行
.

1
.

4 细胞转染和瞬时表达

转染前一天
,

将内皮细胞传代至 6 孔培养板

(每孔约 3 x 10 6
个细胞 )

,

次日细 胞长 至 60 % 以上

汇合时
,

用 s uP er fe ct 脂质体按商品说明要求分别转

染 p C B 6 一BM 3 F87 v 及 p c氏
,

继续培养 48 h
,

分别按

实验要求收获细胞进行 w
e s t e r n b lo t

,

N o r t h e r n b lo t

和 e N O S 活性分析
.

1
.

3 表达质粒的构建

e Y P B M 3 Fs 7 v cD N A 由美 国 V a n d e r b i l t 大学

C a p d e v il a 教授馈赠
.

将 3
.

4 k b 的 BM 3 Fs 7 V KP
n

工 / Xb a l 片段克隆 至真 核表达 载体 p
BC

6
构成

p C B 6一B呱 F 87 v
.

以 p 〔:B 6
作为对照

,

分别大量扩增

(w i z a r d P lu s M a x i p r e p。试剂盒
,

P or m e g a )
,

以备作

细胞转染用
.

1
.

4
.

1 e N o s 活性分析 按 R a m a s a m y 等介绍的方

法 1 7〕根据 [
3H ] L

一

精氨酸转变为 〔3H ] L
一

瓜氨酸的

量来测定
e N O S 的活性

.

转染后 48 h 于冰浴下用预 _
冷 P B s 缓冲液洗涤待分析细胞后

,

每孔加入 200 拌L

匀浆缓冲液 ( 20 mmo l/ L H E P E S
,

0
.

2 m ol / L 蔗糖
,

1 mmo l / L E D T A
,

1 m m o l / L D T T
,

2 m g / L l e u -

p e p t in
,

2 m g / L a por t i t i n 和 1 m m o l / L P M S F )
,

刮下

细胞并转入离心管中
,

用超声破碎仪破碎
.

平行对

照组在匀浆前加入 N o s 抑制剂 N G一

m o n o m e t h y l
一

L
-

a r g i n i n e 1 m m o l / L
,

室温下放置 1 5 m in
.

细胞裂解

液在 4 ℃离心 Z m in 去除细胞碎片
,

取 10 拼L 上清用

Br ad fo 记方法检测蛋 白质浓度
,

在剩余上清液加入

含 以下成分的缓冲液
:

2 0 拼m ol / L L
一

ar g iin ne
,

10

m g / L C a m o d u l i n
,

3 m m o l / I
J

C a 1C 2 ,

1 m m ol / L

N” D H
,

1 0 拼C i [
3 H ] L

一 a r g i n i n e ,

3 7 ℃ 温 育 3 0 m i n

后加入 5 0 0 拜L 冰冷终止缓冲液 ( 2 0 m m o l / L H E P E s
,

Z m m ol / L E D T A )
.

将 总 反 应 液转 移至 含 2 m L

D o w e x 5 0W X
一

8 树脂 (预先用 N a O H 处理成为 N a 十

形式 )的层析柱中
,

并用 2 m L 去离子水洗脱
.

回收

含 [
3 H〕 L

一 c
itr ull in e

的洗脱液
,

用液体闪烁计数仪

(中国核工业部
,

FJ
一

2 1 0 7 G )检测其放射活性
,

将所

得 的 实 验 组
。 p m 值 减 去 对 照 组 ( 加 入 N G -

m on
o m et h y l

一

L
一 a

gr iin
n e
组 )相应值算出净放射活性

,

_
即代表 [

3 H ] L
一 。 i t r u ll i n e

的量
,

也即产生 N O 的量
.

e N O s 活性则 由每毫克蛋 白质每分钟产生 的 [
3 H 」

L
一 。 i t r u l li n e

的量 ( 。p m 数 )来表示
.

1
.

4
.

2 w e st
ern bl ot 细胞转染后 4 8 h

,

在冰浴下

用预冷 P B S 洗涤 1 次
,

加入细胞裂解液 ( 50 m m ol / L

T r i* C I
,

p H S
.

0
,

15 0 m m o l / L N a C I
,

0
.

0 2 % N a N 3 ,

0
.

1 % SD S
,

1 m g / L AP or t i n i n
,

1% N P
一

4 0
,

0
.

0 5%

去氧胆酸钠
,

10 0 m g / L PM S F )
,

2 0 m i n 后刮下的

细胞转至微量离心管中
,

4 ℃离心 Z m in 以去除细胞 一

1 ) 1 C i = 3
、

7 X l o l o

qB
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碎片
.

用 B ar df or d方法检测裂解液 中蛋 白质浓度
.

加入等量 蛋 白质电泳 分 离
,

然 后经 电转移转 至

PV D F 膜后
,

室温下用含 5 % 脱脂奶粉的 T B S
一

T ( 10

m m o l / L T r i s
一

C I
,

10 0 m m o l / L N a C I
,

p H 7
.

5
,

0
.

1%

T w ee n2 0) 并加入兔抗人
e N O S 多克隆抗体 ( 1 : 500 稀

释 ) 4 ℃作用过夜
,

洗膜 4 次后加入辣根过氧化物酶

( H R PO )偶联羊抗兔 I g G 抗体 ( 1 “ 8 0 0 0 稀释 )
,

按说

明书要求加入 E C L 试剂
,

室温下放置 2 一 4 m in 后

曝光
.

1
.

4
.

3 N o r t h e r n b lo t 细胞转染后 4 8 h
,

用 T R IZO L

核酸提取试剂提取总 RN A
,

10 滩 RN A 经 1
.

2 % 甲醛
-

琼脂糖凝胶电泳进行分离后
,

转至尼龙膜上
,

并与

「a
一

32 P] d C I
,

P 标记 的 人 eN OS
c D N A 和 看家基 因

G A PD H c l〕N A 探针于 45 ℃ 杂交过夜
.

杂交膜用 2 只

骆口 0
.

1% SD S 和 l x SS C/ 0
.

1% SDS 在室温下各洗 2

次
,

然后用 0
.

l x SS C/ 0
.

1% S D S 在 42 ℃洗 2 次
,

每

次 巧 而
n

.

最后 一 80 ℃曝光Z h 一 s d
.

1
.

5 结果分析

所有实验均重 复 3 次以上
,

N o r t h e r n 和 W
e s t

-

er n
杂交的条带密度采用 G en

e T oo lS 软件进行分析
.

2 结果

2
.

1 BM 3 F s 7 v 转染对
e N o s m R N A 表达的影响

以往的工作 已经证实
,

p C氏
一

B M 3

8F 7 v 能在哺

乳动物细胞中产生相应的氧化还原酶并能有效代谢

花生四烯酸生成 1 4
,

1 5
一

E E T [“ ]
.

将 p e 6B
一

BM 3 F 8 7 V

转染牛主动脉内皮细胞
,

对 照组转染空载体 p
cB

6 ,

转染后 48 h 后 经 B M 3 F 87 v 转染的内皮 细胞中的
e N O s m R N A 水平较对照组 ( p c B 6

转染细胞 )显著增

高 (图 1 )
,

表明内源性 ED H F 能显著增加内皮细胞

中
e N O S 基 因的转录

.

P C B 6 B M 3F 8V7
nù0C
UnUO
óU0C
U口JO气

曰
0
工工J
O咤
曰,、内,à内̀,山,111

ǎ侧却友契à侧之国日的ON
。

翻纂
一

PC B B M 3 F 8V7

图 1 B M
3 F s 7 v 转染对

e N os m R N A 转录水平的影响

( a ) N o r t h e rn b lo t
结果

,

显示 BM 3
咫 7 v 转染后

e N o s n 〕R N A 转录水平增高
,

以 G妙D H 作为参照
;

( b) 密度扫描分析结果 (用 G A PD H 进行标化 )

2
.

2 BM 3

8F 7 v 转染对
e N 0 s 蛋 白表达的影响

经 p
CB

6 一

BM 3 F 87 V 转 染的牛主动脉 内皮 细胞
,

4 8 h 后提取细胞裂解液进行 W
e s t e r n b l o t 分析

,

显

示 BM 3 F 8 7V 转染 的内皮细胞中
e N O S 蛋白表达水

平显 著增高 (图 2 )
.

为进一 步 证 明这一 效 应 与

B M 3

8F 7 v 的关系
,

我们在细胞 转染后 24 h 加入细

胞色素 P 4 50 酶的抑制剂 17
一

O D Y A ( 10 0 拜m d / L )
,

继续培养 2 4 h 后收获细胞并进行 W es et m bl ot 分析
.

结果显示
,

17
-

( ) D Y A 使
e N O S 表达上调的效应被抑

制 ( 图 2 )
,

证 明
e N O S 蛋 白表 达 上 调的效应 是

BM 3

8F 7 V 基 因表达的结果
.

2
.

3 BM 3 F s 7 v 转染对
e N o s 活性的影响

利用 [
’ H ] L agr iih ne 能够转变为 [

” H 〕 L ict
-

川Uine 的原理测定了 N O 合酶的活性
.

结果显示转染

B呱 8F 7 v 的内皮 细胞中
e N O S 酶活性显著高于对照

组
,

产生的 [
“ H 」瓜氨酸量前者为 (2 5

.

85 士 3
.

89)

moP
卜而

n 一 ` ·

grn
一 ` ,

后 者 为 (7
.

84 士 2
.

4 8) pmo l
.

而
n 一

.1
gtn

一 1
.
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PC B 6 B M 3F 87V PC B 6 B M 3F 87V

17
一

O D 、 rA 十 +

P C B 6 B M 3F 87V

图 2 B M 3 F 87 v 转染对 e N os 蛋白表达水平的影响

( a ) w es t e rn b l o t
结果 ; ( b ) 密度扫描结果

3 讨论

近年来人们发现 内皮细胞可以分泌一种不同于

N O 和 P G I : 的第 3 类内皮源性扩血管因子
,

即 E D
-

H F
.

这种因子通过激活钙离子敏感的钾通道
,

使内

皮下的平滑肌细胞发生超极化反应而产生内皮依赖

的扩血管效应
.

除具有上述内皮依赖的超极化扩管

效应外
,

它还刺激肾脏表皮细胞的增殖
,

在表皮生

长因子 ( E G F )诱导的肾脏表皮细胞的增殖反应过程

中作为细胞 内的第二信使分子 [9 〕
.

最近 N od
e
等 〔̀ 。〕

发现将另一种细胞色素 P 4 50 表氧化酶 ( CY PZZJ )转

染内皮细胞能抑制细胞因子诱导的内皮细胞粘附分

子的表达
,

能抑 制白细胞粘附至内皮 细胞的表面
,

从而具有抗炎作用
.

内皮源性舒张因子即 N O 是由内皮细胞分泌的

一种十分重要的血管扩张物质
,

对全身血管稳态的

维持和全身血压的调节起着重要作用
.

此 外
,

N O

也具有抑制平滑肌细胞增殖
、

抑制白细胞粘附
、

抑

制细胞凋亡和抗炎等效应
,

是防止血栓形成和抗动

脉粥样硬化
,

维持正 常内皮功能的一 种重 要 物

质 〔̀
,

2 〕
.

由于 N O 和 E D H F 都是 由内皮细胞分泌的

扩血管因子
,

在其他方面也有一些相近似的重要作

用
,

因此
,

研究探讨两者之 间的相互作用或关系有

着较大价值和意义
.

C Y p BM 3 F 8 7 V 是 巨 大 芽 抱 杆 菌 ( B a c i zl u s

m ega
et ir u m )细胞色素 P 4 50 B呱 在其第 8 7 位的苯

丙氨酸被撷氨酸取代形成的突变体
,

已证实其能有

效代谢花生四烯酸并选择性地产生单一产物 14 5
,

15 R
一

E E T 8[]
.

我们通过在体外培养的内皮细胞中转

染 C Y P BM 3

8F 7 v 基 因
,

选择性增加 内源性 14 5
,

15 R
一

E E T 的产生来研究这种特定的 E D H F 对
e N O S

的影 响
.

结果在蛋 白质水平和 R N A 水平都证实

14 5
,

1 5尺
一

E E T 可以增加
e N O s 的表达

,

并能增加

e N O S 的酶活性
,

因此对
e N O S 基 因表达具有上调

作用
.

在加用细胞色素 P 4 50 酶抑制剂 17
一

O D Y A 而

抑制 14 5
,

15 R
一

E E T 的产生后
,

则对
e N O S 的上调

作用被抑制
,

进 一步证 实了经 BM 3

8F 7 v 产 生 的

14 5
,

1 5尺
一

E E T 上调
e N O S 的作用

.

前面提到
,

E E T s
具有扩张 血管作用

,

但多数

研究都认为 E D H F 介导的内皮依赖性超极化效应可

能只是对 N O 依赖的血管舒张反应的一种补充或加

强
,

在正 常生 理情况下 和 对多 数 正常血管而 言
,

N O 对血管 张 力 的调节 作 用 是 最 主 要 的调节 机

制 3[, 4」
.

但是在某些疾病如高胆固醇血症
、

高血压
、

糖尿病
、

动 脉粥样硬化等
,

由于 内皮 功能受 损使

N O 合成减少或 N O 通 路受限
,

此时 N O 的扩管反

应被减弱
.

有研究发现
,

生理浓度的 N O 可以减弱

E D H F 的释放及 E D H F 介导的超极化扩管反应
,

在

病理情况 下
,

内皮功能 受损使 N O 合成和释 放减

少
,

对 E D H F 的抑制作用也降低
,

这使 E D H F 得 以

发挥其超极化扩管效应
,

维持相对正常的内皮舒张

功能 61[
.

而我们的研究发现
,

E D H F 对
e N O s 的表

达具上调效应
,

可增 加 N O 的产生
.

因此我们认

为
,

病理情况下
,

机体除通过 E D H F 介导 的超极化

扩管反应来减轻内皮舒张功能的受损外
,

还可通过

增加 E E T S
的产生￡“

,

’ 2 〕使 N O 合成和释放增 多
,

进

一步减轻内皮舒张功能的障碍
.

前面提到
,

N O 除

扩管作用外
,

还有抑制平滑肌细胞增殖
、

抑制白细

胞粘附
、

抑制细胞凋亡和抗炎等效应 2[]
,

N o 是抗

动脉粥样硬化的重要 因子
,

因此 E E sT 对
e N O s 的
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上调作用也就具有更重要的意义
,

通过增加 N O 的

合成可减轻病理情况下 内皮细胞功能障碍
.

从上所述
,

N O 和 E D H F 的生物学效应有些相

似之 处
.

因此
,

E D H F 的这 些效应是 否 与 其对
e N O S 的上调作用有关

,

E D H F 是作为信号 转导的

中间介质
,

还是直接的效应因子
,

还有待于进一步

研究
.

总之
,

我们的研究结果为认识血管内皮细胞功

能的调节及其相关的基 因提供 了新的理论依据
.

众

所周知
,

在心血管及其相关疾病中
,

血管内皮功能

失调而致 N O 生成减少
,

内皮素
、

粘 附分子等物质

生成增多是核心环节
.

本研究结果提示通过药物调

节内皮表氧化酶能够进一步调节 N O 生成以及内皮

细胞功能
,

从而为心血管疾病的治疗提供一个新的

思路
.
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