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两种内皮细胞分泌血管紧张素 II的差异 

胥 成 浩，王 贵 学，蔡 绍 皙，苏 兰，王 远 亮 
(重庆大学 生物工程学院及国家教育部生物力学与组织工程重点实验室，重庆 4OOO44) 

摘 要：为进一步了解血管内皮细胞(VEC)在代谢特征上的异质性，加深对 VEC生物学特性的认识，文 

中应用平行平板流动腔装置，将人胚 if-小球血管内皮细胞(HGVEC)和牛肺动脉内皮细胞(BPAEC)两种不同 

的EC在同样的剪切流环境中剪切作用 24 h，利用放射免疫法检测循环液中血管紧张素 II(Ang II)分泌量 

结果表明，HGVEC的Ang II平均分泌率(7．54±0．27)pg／(crn2·h)显著高于BPAEC(6．08±0．11)pg／(c ·h)， 

且 HGVEC的 Ang II平均分泌率随剪切时间的增加而减少，在各时点间的变异相对较大；而BPAEC的Ang 

II平均分泌率在各时点的分泌率较为稳定，变幅较小。表明这两种内皮细胞在 Ang I1分泌特性上存在异 

质性。 
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关于血管内皮细胞(VEC)在剪切流作用下的形态 

结构和功能的研究是近年来的热点课题。对 VEC异 

质性的研究大大丰富了对其生物学特性和细胞流变特 

性的本质认识。已有研究表明，血管内皮细胞在结构、 

功能、抗原成分、代谢特征和对生长因子的反应上存在 

异质性 卜 。EC可以合成和分泌许多类型的胶原，但 

不同来源的 EC分泌不同类型的胶原；培养的牛肾上 

腺微血管 EC分泌 I、II型胶原 ，牛主动脉、肺动脉和肠 

系膜静脉 EC分泌 III型胶原，而人脐静脉 EC分泌 Ⅳ 

型胶原；动脉 EC和静脉 EC合成前列腺素的能力及血 

管紧张素转换酶(ACE)的活性各不相同，肺、卵巢、脐 

动脉 EC含量均比其静脉 EC的含量高。但是，通过血 

管紧张素 II(Ang II)分泌量的差异来反映人胚肾小球 

血管内皮细胞(HGVEC)和牛肺动脉内皮细胞(BPAEC) 

的异质性还少有报道。为进一步了解 VEC在代谢特 

征上的异质性，加深对 VEC生物学特性的认识，文中 

应用平行平板流动腔装置和放射免疫检测法，分析了 

剪切流场中 HGVEC和 BPAEC两种 VEC分泌 Ang II的 

差异 。 

l 材料与方法 

1．1 血管内皮细胞的培养 

1．1．1 人胚肾小球血管内皮细胞的分离培养 

将引产后 6 h以内的新鲜人胎肾(约 28个周龄) 

用无菌 Hank’S液(按常规方法配制)保存取回。用无 

菌 Hank’S液将肾表面血迹冲洗干静 ，小心剥离肾被 

膜，剪取肾皮质置于 0．04 inn3孔径不锈钢液网中研磨， 

同时用 Hank’S液将其冲滤至 0．016 inn3孔径的滤网 

上。冲洗并收集 0．016一 孔径网上的组织团，将悬液 

用 1 000 r／min离 心。用 0．05％ IV型 胶 原 酶 (美 国 

Sigma公司)消化组织团 15 min，800 r／min离心 3 min， 

收集上清，再经 1 000 r／min离心 10 min，其沉淀即为人 

胚肾小球血管内皮细胞。经 0．5％台盼兰计活细胞百 

分率，调整细胞数以 1．5×l0s个细胞／L的密度接种于 

50 mL培养瓶中，加入 M199培养液(美国 Gibco公司， 

含 20％／J~牛血清 、胰岛素 6 t~g／L、青霉素 0．2 g／L、链霉 

素0．1 g／L)在 5％ cO，、37℃条件下培养。每2天换液 

1次。 

HGVEC的鉴定采用常规免疫组化的方法，检测细 

胞的Ⅷ因子相关抗原。进行 HGVEC的传代培养时，选 

择生长旺盛期的 HGVEC，用 Hank’S液冲洗 2次，加入 

消化液(0．02％ EDTA—Na2，pH 7．2，0．25％胰蛋 白 

酶)，消化 2～3 min，待细胞开始变圆，加入含20％／J~牛 

血清的 M199培养液，轻轻吹打瓶底细胞使其脱落，离 

心洗细胞两次。经 0．5％台盼兰计算活细胞百分率， 

以 1：2的比例接种于24孔板上，每两天换液 1次。 

1．1．2 牛肺动脉内皮细胞的培养 

选雄性健康小牛，在无菌条件下取出肺动脉，用 
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D—Hank’S液冲洗数次后纵行剖开血管壁，用刀片小 

心刮下 Ec，放入加有培养液的培养皿中，培养液为加含 

2o％新生小牛血清的RPMI1640。6～7 d后，在相差显微 

镜下观察可见 EC均匀排列。细胞鉴定根据相 差显微 

镜下均匀的鹅卵石排列形态特征及采用因子 VIII相关 

抗原阳性的免疫组化法。传代培养时，培养皿内细胞融 

合后去掉培养液，经 D—Hank’S冲洗后再用胰蛋白酶消 

化 5 rnin，加入 D—Hank’S液吹打成细胞悬液 ，取悬液于 

离心管内经 800 r／min离心 5 min后倒掉液体，加入培养 

液再吹打成悬液，分别种人 2个培养瓶内。每次传代都 

同上处理。传 2～3代后即可用于实验。 

取无菌的长宽规格为 14 C／-I1×4 C／T／的细胞培养载 

片 2张，将 HGVEC接种于 1张载片上，另 l张载片接 

种 BPAEC，每张载片的细胞面积均为 25 cI112。将载片 

放人盛有 M199培养液的培养皿中，再将培养皿置于 

CO 培养箱中培养 3 d左右，细胞生长融合形成单层， 

融合度 95％以上。重复试验 2次。 

1．2 流动装置与流动参数 

采用自行研制的平行平板流动腔装置 。将长满 

单层的 2张细胞载片分别安放在 2个独立的平行平板 

流动腔中，流动装置下槽加入 l8 mL M199培养液(含 

10％／J~牛血清和双抗)。启动循环泵，使通过每个流动 

腔的流量均为4．5 mL／min，使 EC所受到的剪切应力均 

为 0．3 N／ 。 

1．3 单层内皮细胞分泌物含量的测定 

循环开始后每隔2或6 h从循环液中抽取 l mL样 

品，同时补充 1 mL新鲜培养液于循环液中。样品冻存 

于一20 cc低温冰箱中供检测用。样品中的 Ang I1分泌 

量测定采用放射免疫分析法。每一标准品和样品均为 

双管，按北京邦定生物技术公 司试剂盒说明书操作。 

单位：ng／L。各处理测定的样品时点均为 0、2、4、6、12、 

18、24 h 

1．4 数据处理 

将 Ang II实测分泌量(ng／L)转换为单位面积的分 

泌量(pg／cm2)，再换算出样品的累积分泌量(CP)。运 

用非线性回归方程参数估计的麦夸特法，对累积分泌 

量随剪切时间 变化的测定值拟合为多项式回归方 

程 ，根据对这些方程式进行一阶微分所得的分泌速率 

方程计算出测定时点范围内等间距时点(间距为 2 h) 

的分泌速率。各处理间平均分泌速率的比较采用两样 

本成对数据假设测验法。 

2 实验结果 

2种不同细胞 Ang I1分泌速率的差异列于表 1中， 

Ang II累积分泌量与剪切时间关系的经验方程式列于 

表2中；Ang【【平均分泌速率 的分布图式列于图 l 

中。 
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Ang II平 均分泌 速率散布 图 

表 1 Ang I1分泌速率的差异 

表 2 Ang II累积分泌量与剪切时间关系的经验方程 

3 讨 论 

近年来，我们为了验证冯元桢等关于血管段内皮 

细胞的膜张应力逆血流方向累加的理论分析： ’ ，相 

继采用了人胚。／~／J,球血管内皮细胞、牛肺动脉内皮细 

胞和人脐静脉血管为试验材料，研究了不同长度的离 

体培养的单层内皮细胞和不同长度的离体血管段内皮 

细胞对蛋白质代谢的影响 卜引，但是不同种类的 EC 

是否对蛋白质的代谢有不同的影响呢?除了血管内皮 

细胞在结构、功能、抗原成分、代谢特征和对生长因子 

的反应上存在异质性外u ，Dichek等发现同种 EC的 

传代次数不同时，其基因表达能力也有差异，传 1代的 

4  l  
图 

‘ 
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thrombospondi vw因子和蛋 白 S的 mRNA水平高于传 

21代，而传 21代的 A，PAI一1、尿激酶和血凝调节素 

的 mRNA水平高于传 1代。Gumkowski等 的研究表 

明，鼠的肺、肝、脑、肾等不同器官的微血管内皮细胞的 

血管紧张素转换酶有异质性。Mason等 。̈ 比较了人脐 

静脉 内皮细胞 (HUVEC)和 皮肤 微 血管 内皮细 胞 

(DMEC)X~蛋白激酶的响应 ，发现在蛋白激酶激活后 ， 

这两种内皮细胞在胞间黏附分子 、血管细胞黏附分子 

和 E一选择素上有异质性。 

本实验中，HGVEC和 BPAEC两种不同的 EC在同 

样的剪切流环境中剪切作用 24 h，HGVEC处理的 Ang 

II平均分泌率(7．536 2±0．271 0)p (c瑚2·h)高于 

BPAEC处理(6．086 9±0．106 0)pg／(c瑚2·h)，二者间的 

差异超过极显著水平(t=6．539 6，P=0．002 8)。两 

个处理的平均分泌速率曲线(图 1)均表明，HGVEC的 

A豫 II平均分泌率随剪切时间的增加而减少，二者为 

线性相关关系，HGVEC处理的变幅为 9．36～6．42 Pg／ 

(cI112·h)，变异相对较大。BPAEC处理在各时点的分 

泌速率较为稳定，变幅较小，自始至终为 6．95～6．01 

p (cTT12·h)；其分泌速率曲线为略带凹形的二次抛物 

线。总之，本试验结果表明，HGVEC和 BPAEC两种不 

同的 EC在 Ang I1分泌特性方面表现出异质性。 

至 于 血 管 内皮 细 胞 异 质 性 产 生 的 原 因， 

Boegehold川认为是多方面的，包括内皮细胞群体的内 

在差异和内皮细胞微环境的差异。 
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Difference of Two Types of Vascular Endothelial Cells 

in Secretion of Angiotensin II 

xu Cheng—hao，WANG Gui—xue，CAI Shao—xi，SU Lan，WANG Yuan—liang 

(College of Bioengineering，Key l aboratory for Biomechanics&Tissue Engineering under the State Ministry 

of Education，Chongqing University，Chongqing 4OOO44，China) 

Abstract：To understand further the heterogeneity of vascular endothelial cells in metabolism，and enhance knowledge to 

biological character of vascular endothelial cells，the authors make human omemlus vascular endothelial cells(HGVECs) 
and bovine pulmonary artery endothehal cells(BPAECs)were p0s．ed to steady laminar shear stress for 24 hours by using 

parallel plate flow chamber apparatus．The secretion production of angiotensin II(Ang II)in circulating medium is detected by 
radiommun oassay．Th e results show that Ang II secretion rate averaged for HGVE 

higher than that for BPAECs(6．08±0．11)pg／(cm2·h)，and the average Ang 

Cs(7．54±0．27)pg／(cH12·h)is significantly 

II secretion rate for HGVECs decreased with 

duration of shear stress and its range of variation in different time points is relatively larger；while the average nng II secretion 

rate for BPAECs presented has no obvious change with duration of shear stress and its range of variation in different time points 

was relatively smaller，showing heterogeneity in Ang II secretion character between HGVECs and BPAECs． 

Key words：vascular endothelial cells；angiotensin II；heterogeneity 
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