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  摘 要:目的 探讨趋化因子配体4(CCL4)诱导脑微血管内皮细胞炎症和细胞毒作用,以及丙泊酚对

CCL4诱导效应的拮抗作用。方法 将体外永生化人脑微血管内皮细胞hCMEC/D3分为为对照组、CCL4组、
丙泊酚+CCL4组细胞。采用CCK-8试验检测各组细胞增殖活力,细胞克隆形成实验分析细胞克隆形成能力,
流式细胞术Annexin

 

V/PI双染检测细胞凋亡情况。采用实时荧光定量PCR(qPCR)检测细胞细胞炎症基因、
血栓形成相关基因的表达情况,酶活性检测试剂盒检测环氧化酶-2(COX-2)及凝血酶活性。结果 与对照组细

胞比较,CCL4组细胞增殖活力显著减弱,细胞克隆形成能力减低,凋亡细胞增加,差异有统计学意义(P<
0.001);与CCL4组,丙泊酚+CCL4组细胞增殖活力显著上调,细胞克隆形成能力增加,凋亡细胞减少,差异有

统计学意义(P<0.001)。qPCR检测结果显示,与对照组比较,CCL4组炎症相关基因白细胞介素(IL)-1β、IL-
6、IL-8、核转录因子κB(NF-κB)、肿瘤坏死因子α(TNF-α)及COX-2基因表达上调,血栓形成基因Thrombin、
Factor

 

8、VWF及TXA表达增加,COX-2酶及凝血酶活性增加,差异有统计学意义(P<0.001)。丙泊酚可明

显抑制CCL4对hCMEC/D3的炎症相关基因及血栓形成基因的促进表达作用,以及CCL4对hCMEC/D3的

COX2酶及凝血酶活性。结论 丙泊酚可减轻CCL4对脑微血管内皮细胞的细胞毒作用,并拮抗其促炎和促血

栓形成基因表达。
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Abstract:Objective To

 

investigate
 

the
 

inflammatory
 

and
 

cytotoxic
 

effects
 

of
 

CCL4-induced
 

brain
 

micro-
vascular

 

endothelial
 

cells,and
 

to
 

analyze
 

the
 

antagonistic
 

effect
 

of
 

propofol
 

on
 

CCL4-induced
 

effects.
Methods In

 

vitro
 

immortalized
 

human
 

brain
 

microvascular
 

endothelial
 

cells
 

hCMEC/D3
 

were
 

divided
 

into
 

control
 

group,CCL4
 

group
 

and
 

propofol+CCL4
 

group.Cell
 

proliferation
 

activity
 

was
 

detected
 

by
 

CCK-8,cell
 

cloning
 

ability
 

was
 

analyzed
 

by
 

cell
 

cloning
 

assay,and
 

apoptosis
 

was
 

detected
 

by
 

flow
 

Annexin
 

V/PI
 

double
 

staining.Reverse
 

transcription
 

real-time
 

fluorescence
 

quantitative
 

PCR
 

(qPCR)
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

the
 

expres-
sion

 

of
 

inflammatory
 

genes
 

and
 

thrombosis-related
 

genes,and
 

enzyme
 

activity
 

detection
 

kit
 

was
 

used
 

to
 

detect
 

COX2
 

and
 

thrombin
 

activities.Results Compared
 

with
 

the
 

control
 

group,cell
 

proliferation
 

activity
 

in
 

CCL4
 

group
 

was
 

significantly
 

decreased,cell
 

cloning
 

ability
 

was
 

decreased,and
 

apoptosis
 

was
 

increased,and
 

the
 

differences
 

were
 

statistically
 

significant
 

(P<0.001).Compared
 

with
 

CCL4
 

group,the
 

cell
 

proliferation
 

activi-
ty

 

of
 

propofol+CCL4
 

group
 

was
 

significantly
 

up-regulated,the
 

cell
 

cloning
 

ability
 

was
 

increased,and
 

the
 

ap-
optotic

 

cells
 

were
 

decreased,with
 

statistical
 

significance
 

(P<0.001).The
 

results
 

of
 

qPCR
 

showed
 

that
 

com-
pared

 

with
 

the
 

control
 

group,the
 

expressions
 

of
 

inflammatory
 

genes
 

IL-1β,IL-6,IL-8,NF-κB,TNF-α
 

and
 

COX-2
 

genes
 

were
 

upregulated
 

in
 

CCL4
 

group,and
 

Thrombin,Factor
 

8,VWF
 

and
 

TXA
 

expressions
 

were
 

in-
creased,the

 

activities
 

of
 

COX2
 

enzyme
 

and
 

thrombin
 

were
 

increased,and
 

the
 

difference
 

was
 

statistically
 

signif-
icant

 

(P<0.001).Propofol
 

can
 

significantly
 

inhibit
 

the
 

promoting
 

expression
 

of
 

inflammation
 

related
 

genes
 

and
 

thrombosis
 

genes
 

of
 

hCMEC/D3
 

by
 

CCL4,and
 

the
 

COX2
 

enzyme
 

and
 

thrombin
 

activity
 

of
 

CCL4
 

on
 

hC-
MEC/D3.Conclusion Propofol

 

could
 

reduce
 

the
 

cytotoxic
 

effect
 

of
 

CCL4
 

on
 

cerebral
 

microvascular
 

endotheli-
al

 

cells
 

and
 

antagonize
 

the
 

expression
 

of
 

proinflammatory
 

and
 

prothrombous
 

genes.
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tosis; inflammation; thrombosis

  脑卒中为常见急性脑血管疾病,致死率高,且近

50%生存患者长期致残,预后差[1-2]。有研究表明,大
脑缺血损伤后,中枢系统免疫细胞如巨噬细胞等被大

量活化,释放细胞因子,而这些细胞因子及其招募活

化的免疫细胞又可至损伤部位,造成二次损伤[3-5]。
近年研究发现,趋化因子配体4(CCL4)在大脑缺血损

伤后上调[6-8],其功能可能与破坏血脑屏障、促进T细

胞招募至损伤部位有关[9]。有研究显示,脑微血管内

皮细胞在炎症过程中可通过自分泌形式产生大量

CCL4[10],但其作用机制尚不清楚。丙泊酚为临床手

术常用麻醉剂,近年研究发现,丙泊酚除了具有麻醉

效果外,还具备抗焦虑、神经保护、抗氧化、免疫调节

活性[11-13],在大脑缺血损伤后的抗炎作用也有广泛报

道[14],但丙泊酚对脑微血管内皮细胞保护作用报导

较少。
本研究拟将CCL4与永生化人脑微血管内皮细

胞hCMEC/D3体外孵育,观察CCL4对hCMEC/D3
细胞增殖及凋亡的影响,同时分析炎症及促血栓形成

相关基因表达情况。本研究将丙泊酚与CCL4联合

处理,分析丙泊酚是否拮抗CCL4对脑微血管内皮细

胞作用,以期为丙泊酚作为减少脑卒中患者二次损伤

保护剂提供依据。
1 材料与方法

1.1 材料来源 hCMEC/D3
 

人脑微血管内皮细胞

购自中国科学院昆明细胞库。丙泊酚、人重组CCL4
细胞因子购自北京科昕生物科技有限公司,凋亡试剂

盒购自BD公司,环氧化酶-2(COX-2)活性测定试剂

盒和凝血酶活性测定试剂盒购自英国Abcam公司。
1.2 方法

1.2.1 细胞培养及分组 采用hCMEC/D3细胞专

用培养基(XY-h070-0016,上海信裕公司)置于37
 

℃、
5%

 

CO2 且湿度饱和的培养箱中培养。细胞分组如

下:(1)对照组,采用生理盐水处理;(2)CCL4组,
CCL4处理,质量浓度为500

 

pg/mL;(3)CCL4+丙泊

酚组,CCL4及丙泊酚处理,质量浓度分别为500
 

pg/
mL和10

 

μg/mL。
1.2.2 CCK-8试验检测细胞增殖能力 将hCMEC/
D3细胞制成单细胞悬液,分别接种于96孔板,每孔

1
 

000个细胞,将接种好的
 

96孔板放入培养箱中。待

24
 

h细胞贴壁后,对照组、CCL4组和CCL4+丙泊酚

组各孔内分别更换为生理盐水(对照)、含CCL4及含

CCL4和丙泊酚的培养液,并于加药时,以及加药24、
48和72

 

h将10%的
 

CCK-8试剂加入待检测孔中,
37

 

℃孵育
 

4
 

h,每个时间点设置
 

6个复孔。采用酶标

仪检测各时间点各孔的吸光度(A450)。
1.2.3 Annexin

 

V/PI双染检测细胞凋亡情况 将

对数期生长的hCMEC/D3细胞,按3×105 个/孔接

种于6孔板中,分3组,每组设置3个复孔,各组分别

加入等体积含0、500
 

pg/mL
 

CCL4、10
 

μg/mL丙泊

酚+500
 

pg/mL
 

CCL4的培养液。置于培养箱中培养

48
 

h,收集各孔培养液,磷酸盐缓冲液(PBS)清洗,收
集所有细胞。各加入5

 

μL
 

Annexin
 

V和PI避光染色

15
 

min。上机,采用流式细胞仪检测细胞凋亡情况,
实验重复3次。
1.2.4 实时荧光定量PCR(qPCR) 总RNA提取、
逆转录及qPCR均按说明书操作。PCR反应条件:
95

 

℃
 

10
 

min,95
 

℃
 

15
 

s、60
 

℃
 

1
 

min,共40
 

循环。
qPCR使用ABI

 

7500仪器进行。根据待测标本的Ct
值,以β-actin作为内参,采用2-ΔΔCt 法计算相对表达

水平。引物序列见表1。

表1  PCR引物序列

名称 正向引物(5'-3') 反向引物(5'-3')

IL-1β GAAATGCCACCTTTTGACAGTG TGGATGCTCTCATCAGGACAG

IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG

IL-8 TTTTGCCAAGGAGTGCTAAAGA AACCCTCTGCACCCAGTTTTC

NF-κB GAAGCACGAATGACAGAGGC GCTTGGCGGATTAGCTCTTTT

TNF-α CCTCTCTCTAATCAGCCCTCTG GAGGACCTGGGAGTAGATGAG

COX-2 TCCACAGTTACCCGGAGTTTA GCCGAGCTATCAACCGGAT

Thrombin ACTGTGGTGATGACTCCTCG CCTCGGGGTCGAAGTCTTG

Factor
 

8 GCATTCGCAGCACTCTTCG GAGGTGAAGTCGAGCTTTTGAA

VWF CCGATGCAGCCTTTTCGGA TCCCCAAGATACACGGAGAGG

TXA ACGCTATGCGGAATCTGGG AACCAGGATAGGTCTGGGGAT

  注:IL-1β为白细胞介素1β,IL-6为白细胞介素6,IL-8为白细胞介素8,NF-κB为核转录因子κB,TNF-α为肿瘤坏死因子α;Factor
 

8为八因

子,VWF为血管性血友病因子,TXA为血栓素A。

1.2.5 酶活性检测 将对数期生长的hCMEC/D3 细胞,按3×105 个/孔接种于6孔板中,分3组,每组
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设置3个复孔,各组分别加入等体积生理盐水或含

500
 

pg/mL
 

CCL4、10
 

μg/mL丙泊酚+500
 

pg/mL
 

CCL4的培养液。按照说明书分别使用COX-2活性

测定试剂盒和凝血酶活性测定试剂盒检测各组细胞

COX-2活性和凝血酶活性。
1.3 统计学处理 采用SPSS21软件进行统计分析,
实验数据均以x±s表示,两组比较采用独立样本t
检验。以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 丙泊酚对CCL4诱导脑微血管内皮细胞细胞毒

作用的影响 CCK-8试验结果显示:CCL4组与对照

组比较,细胞增殖活力明显减弱(P<0.01);CCL4+
丙泊酚组与CCL4组比较,CCL4+丙泊酚组细胞增

殖活力显著增强(P<0.01);结果提示,丙泊酚对血管

内皮细胞有保护作用。与此相符,细胞克隆试验结果

表明,CCL4组细胞克隆形成数量显著低于对照组

(P<0.01),丙泊酚+CCL4组可减弱CCL4对血管

内皮细胞克隆形成的抑制作用(P<0.01)。见表2和

图1。
2.2 丙泊酚对CCL4诱导血管内皮细胞凋亡作用的

影响 流式细胞术检测结果显示,CCL4组细胞较对

照组细胞凋亡率显著增加(P<0.01),CCL4+丙泊酚

组较CCL4组细胞凋亡率显著降低(P<0.01)。见

图2。
2.3 丙泊酚对CCL4诱导血管内皮细胞相关炎症基

因表达的影响 利用qPCR检测各处理组血管内皮

细胞相关炎症基因的表达,结果发现,CCL4组细胞较

对照组表达倍数显著升高(P<0.01),提示丙泊酚可

明显抑制CCL4对血管内皮细胞炎症基因表达促进

作用。COX-2 活 性 测 定 结 果 显 示,CCL4 组 细 胞

COX-2活性较对照组明显升高(P<0.01),提示丙泊

酚可明显抑制CCL4对血管内皮细胞COX-2活性促

进作用。见表3。
2.4 丙泊酚对CCL4诱导血管内皮细胞细胞血栓形

成相关基因的影响 qPCR检测结果显示,CCL4组

细胞Thrombin、Factor
 

8、VWF、TXA较对照组基因

的表达倍数显著升高(P<0.01),提示丙泊酚可明显

抑制CCL4对血管内皮细胞血栓形成表达促进作用。
凝血酶活性测定结果发现,CCL4组细胞凝血酶活性

较对照组明显升高(P<0.01),而丙泊酚可明显抑制

CCL4对血管内皮细胞凝血 酶 活 性 促 进 作 用。见

表4。

表2  3组细胞增殖能力及克隆形成能力比较(x±s)

组别
培养时间(A450)

0
 

h 24
 

h 48
 

h 72
 

h
克隆形成数量(个)

对照组 0.221±0.010 0.406±0.008 0.649±0.009 1.098±0.007 818±12

CCL4组 0.220±0.008 0.310±0.003a 0.447±0.003a 0.663±0.003a 96±5a

CCL4+丙泊酚组 0.220±0.005 0.392±0.003b 0.608±0.002b 0.981±0.003b 508±12b

  注:与对照组比较,aP<0.01;与CCL4组比较,bP<0.01。

  注:A为3组细胞克隆形成试验结果;B为3组细胞形成克隆数量比较;**P<0.01。

图1  3组细胞克隆形成能力比较

表3  3组细胞炎症基因相对表达倍数及COX-2相对活性比较(x±s)

组别 IL-1β IL-6 IL-8 NF-κB TNF-α COX-2 COX-2相对活性

对照组 1.000±0.026 1.000±0.024 1.000±0.014 1.000±0.011 1.000±0.004 1.000±0.011 100.0±1.3

CCL4组 11.050±0.088a 24.020±0.167a 13.270±0.231a 9.448±0.100a 17.070±0.068a 14.390±0.100a 824.0±4.3a

CCL4+丙泊酚组 2.706±0.011b 6.542±0.026b 4.093±0.028b 3.264±0.023b 5.051±0.035b 4.584±0.032b 224.4±4.2b

  注:与对照组比较,aP<0.01;与CCL4组比较,bP<0.01。

·899· 国际检验医学杂志2024年4月第45卷第8期 Int
 

J
 

Lab
 

Med,April
 

2024,Vol.45,No.8



  注:A为3组细胞凋亡流式图;B为3组细胞凋亡率比较;**P<0.01。

图2  3组细胞凋亡情况比较

表4  3组细胞血栓形成相关基因相对表达水平及凝血酶活性比较(x±s)

组别 Thrombin Factor
 

8 VWF TXA 细胞凝血酶活性(%)

对照组 1.000±0.021 1.000±0.022 1.000±0.029 1.000±0.011 100.0±3.0

CCL4组 15.920±0.168a 25.450±0.366a 31.480±0.580a 37.450±0.539a 153.3±3.0a

CCL4+丙泊酚组 3.615±0.165b 5.477±0.145b 6.319±0.091b 7.677±0.253b 118.4±2.0b

  注:与对照组比较,aP<0.01;与CCL4组比较,bP<0.01。

3 讨  论

CCL4又称为巨噬细胞炎性蛋白1β(MIP-1β),可
选择性与穿膜受体CCR5结合,在炎症处招募单核细

胞、T细胞等免疫细胞[15-16]。体外实验表明,CCL4可

显著促进血管内皮细胞 ROS形成,促进单核细胞

THP-1与内皮细胞结合,从而发挥炎症效应[17]。然

而,关于CCL4对脑微血管内皮细胞的直接作用的报

道较少。本研究用重组CCL4因子处理脑微血管内

皮细胞,培养24
 

h即出现增殖活力显著下降现象,培
养72

 

h后 CCL4处理组细胞增殖活力为对照组的

60%,表明CCL4对脑微血管内皮细胞增殖有显著抑

制作用。与此相符,本研究还发现,CCL4处理组细胞

较对照组细胞的细胞克隆形成能力减弱,并且诱导细

胞凋亡率增加,表明CCL4对血管内皮细胞有直接的

毒性作用。
脑缺血可促进炎症环境形成,除巨噬细胞、淋巴

细胞外,血管内皮细胞本身在脑部受损后可释放细胞

因子[18-20]。本研究利用qPCR检测CCL4诱导后内

皮细胞释放细胞因子表达变化,结果发现CCL4诱导

后,血管内皮细胞表达相关炎症因子IL1-β、IL-6、IL-8
及TNF-α水平显著上调,同时炎症通路核心转录因

子NF-κB水平上调;COX-2水平及体外酶活性在

CCL4刺激下显著升高,表明CCL4不仅对脑微血管

细胞有细胞毒作用,还能激活内皮细胞表达炎症因子

及COX-2,促进受损环境的炎症反应。除炎症外,内
皮细胞可表达血栓形成相关基因,参与凝血级联反

应,在脑卒中缺血损伤起到重要作用[21]。本研究结果

显示,CCL4可明显诱导细胞凝血酶活性、Factor
 

8、
VWF及TXA的表达,表明CCCL4可通过刺激脑微

血管内皮细胞炎症反应影响血栓形成。

丙泊酚作为静脉麻醉剂有诸多优点,如镇静、催
眠、遗忘效应、作用时间短、起效快、易于控制、清醒时

间快、不易引起药物蓄积等[22-23],因此广泛用于肿瘤

切除手术中。丙泊酚除麻醉效应外,还具有抗炎、神
经保护作用,但其药理机制不明确。本研究发现,丙
泊酚可缓解CCL4对脑微血管内皮细胞增殖、克隆形

成的抑制,减弱CCL4对内皮细胞凋亡诱导作用。在

抗炎方面,丙泊酚可CCL4对内皮细胞诱导炎症基因

表达作用。此外,丙泊酚也能拮抗CCL4对内皮细胞

促血栓基因表达的作用。目前,丙泊酚调控细胞内重

要分子的研究报导较多,包括信号通路、非编码RNA
及表观遗传调控[24-26]。丙泊酚拮抗CCL4细胞毒作

用、拮抗CCL4诱导细胞炎症反应和促血栓形成反映

可能与丙泊酚调控分子网络有关,有待进一步研究。
综上所述,CCL4可对脑微血管内皮细胞有细胞

毒作用,细胞增殖活力及细胞克隆形成能力下降、细
胞凋亡率增加;CCL4还能促进脑微血管内皮细胞炎

症反应及促血栓形成相关基因表达上调,而丙泊酚可

抑制CCL4上述作用,可为丙泊酚作为减少脑卒中患

者二次损伤保护剂提供实验依据。
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