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巨噬细胞对内皮细胞系同源盒 B2基因和 

血管内皮生长因子受体 mRNA及 

整合素 av133表达的影响 

刘亮 刘畅 张晓启 明佳 刘旭盛 徐辉 程天民 

【摘要】 目的 体外观察巨噬细胞(M )对血管内皮细胞同源盒(HOX)B2基因mRNA和血管 

内皮生长因子(VEGF)受体 KDR mRNA及整合素etv133表达的影响。 方法 体外培养人脐静脉血 

管内皮细胞系ECV304，分为(1)ECV304组；(2)ECV304+伴刀豆球蛋白A(conA，终浓度25 mg／L) 

组；(3)ECV304+人 M 系 U937组 ：ECV304细胞中加入 l×10 ／ml U937细胞；(4)ECV304+U937+ 

conA组：ECV304中加入 l×10 ／ml U937细胞及终浓度25 mg／L的conA。反应48 h后，用免疫荧光 

技术检测各组ECV304细胞整合素etvl~3的表达情况，并用逆转录聚合酶链反应(RT—PCR)技术检测 

细胞 KDR mRNA和 HOXB2基因mRNA的表达水平。 结果 ECV304组细胞的整合素 etv133、KDR 

mRNA及 HOXB2基因 mRNA的表达水平分别为 6．7±1．5、0．633±0．0l2、0．674±0．004。ECV304+ 

U937+conA组细胞上述指标较 ECV304组均明显上调(P <0．01)，分别为 l0．2±1．7、0．879± 

0．003、0．947±0．003。其余两组细胞上述指标与ECV304组比较，差异均无统计学意义(P>0．05)。 

结论 被 conA活化的 M 通过影响内皮细胞的 KDR mRNA、HOXB2 mRNA基因及整合素 dvB3的表 

达，来促进内皮细胞增殖、迁移及与基质黏附，从而调节血管生成。 

【关键词】 U937细胞； 基因，同源盒； 受体，玻连蛋白； 内皮生长因子； 内皮细胞 

Influence of macrophages on the expression of vascuhr endothelial growth factor receptor mRNA，homeobox 

B2 mRNA。and integrin avl~3 in vascuhr endotheliM strain LIU Liang ．LIU Chang。ZHANG Xiao—qi。 

MING Jia，LIU Xu—sheng，Xu Hui．CHENG Tian—min．"State Key Laboratory of Trauma，Burns and Com— 

bined Injury ．Institute of Burn Research。Southwest Hospita1．The Third Military Medical University． 

Chongqing 400038．P R．Ch ina 

Correspongding author：LIU Xu-sheng，Email：Liuxusbeng2OO2@botmail．eom ，Tej：023—68752865 

【Abstract] Objecfive To investigate the influence of macrophages on the expression of the vascular 

endothelial growth factor(VEGF)receptor(KDR)mRNA，homeobox B2(HOXB2)mRNA，and integrin 

etv133 in vitro in vascular endothelial strain． Methods Human umbilical vein cells(ECV304)were cul— 

tured in vitro and divided into 4 groups，i．e．(1)ECV304 group，(2)ECV304+conA group[with conA 

(25 tLg／ml in culture)added to ECV304]，(3)ECV304+U937 group(with l×10 ／ml of U937 cells 

added to l×10 ／ml ECV 304)，(4)ECV304+U937+conA group[with l×10 ／ml of U937 cells and co． 

nA(25 g／ml in culture)]groups．Forty-eight hours after culturing，the expression of integrin receptor 

etv133 and the changes in the expression of KDR mRNA and HOXB2 mRNA in each group were determined 

by immunofluorescent technique and RT-PCR，respectively． Resulm The expression of integrin receptor 

etv133．KDR mRNA，and HOXB2 mRNA in ECV304 group were 6．7±1．5．0．633±0．0l2．and 0．674± 

0．004，respectively，while those in ECV304+U937+conA group(10．2±1．7，0．879±0．003，0．947± 

0．003)were obviously more upregulated when compared with those in ECV304 group(P <0．01)．No 

difference in the above indices was found between ECV304 and ECV304+conA．ECV304+U937 groups 

(P>0．05)． Conclusion Macrophages activated by ConA can accelerate the proliferation．migration 

and adhesion to the basement membrane matrix of vascular endothelial cells through the influence on the ex· 

pression of KDR mRNA，HOXB2 mRNA and integrin etv133，and through this pathway the angiogenesis is 

modulated． 
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巨噬细胞(M )在创伤愈合过程中具有重要作 

用⋯ ，参与了包括病理性和生理性创伤愈合以及肿 

瘤在内的多种情况下的新生血管生长 。M 可以 

分泌许多对血管内皮细胞产生作用的物质，但以往 

的研究多局限于单一细胞因子对内皮细胞的影响。 

本实验通过建立人 M 系 U937与人脐静脉血管内 

皮细胞系 ECV304体外共培养模型，并加入伴刀豆 

球蛋白A(concanavalin A，conA)刺激，探讨 M 对内 

皮细胞同源盒(homeobox，HOX)B2基因 mRNA和血 

管内皮生长因子(VEGF)受体 KDR mRNA及整合素 

cry133表达的影响。 

材 料 与 方 法 

一

、细胞来源及培养 

人 M 系 U937购 自中国科学院上海细胞生物 

研究所细胞库，人脐静脉血管内皮细胞系 ECV304 

购自美国ATCC公司。均用 RPMI 1640培养基(美 

国Gibco公司，加人体积分数 10％胎牛血清及 100 

U／ml青霉素、链霉素)于37℃、体积分数5％CO，条 

件下培养，换液 1次／3 d。 

二、整合素 cry133表达情况的检测 

1．实验分组：常规消化对数生长期的 ECV304 

细胞，接种于 6孔培养板中。待细胞 60％融合时， 

分为4组，每组3孔：(1)ECV304组：正常条件下培 

养 ECV304细胞，作为实验对照。(2)ECV304+ 

conA组：ECV304中加入 conA(美国 Sigma公司，终 

浓度25 mg／L)，48 h后终止反应。(3)ECV304+ 

U937组：ECV304中加入 1×10 ／ml U937，共同培养 

48 h后洗去 U937。(4)ECV304+U937+conA组： 

ECV304中加入 1×10’／ml U937及终浓度 25 mg／L 

conA，反应48 h后洗去 U937及 conA。 

2．整合素cry133表达的检测：反应结束后，常规 

消化 以上各组 ECV304细胞，用 磷酸 盐缓 冲液 

(PBS)离心洗涤，调整细胞密度为 1×10。／ml。取此 

细胞悬液0．2 ml，离心半径 22 cm，4 000 r／min离心 

3 min。弃上清，加入 1 g／L的牛血清白蛋白重悬细 

胞，室温下放置10 min。PBS离心洗涤3遍，加入稀 

释度为 1：1 000的整合素 cry133单克隆抗体(美国 

Santa Cruz公司)，4 oC孵育40 min。PBS离心洗涤3 

遍，加入稀释度为 1：80的异硫氰酸荧光素(FITC) 

标记的二抗 IgG(武汉博士德生物工程公司)，4 oC 

孵育 30 min。PBS离心洗 3遍，加入 0．6 ml PBS重 

悬沉淀，用流式细胞仪(美国Bio．Rad公司，FACS420 

型)检测各组细胞整合素cry133的表达水平。 

三、KDR mRNA和 HOXB2 mRNA表达的检测 

1．实验分组：常规消化对数生长期的 ECV304 

细胞，接种于50 ml培养瓶中。待细胞60％融合时， 

同上分为4组，每组 3瓶。反应终止后，立即加入裂 

解液裂解各组细胞，按文献[3]用瑞士 Roche公司的 

Tripure分离试剂盒提取细胞总 RNA，一20 cI=保存。 

2．逆转录聚合酶链反应(RT-PCR)：采用美国 

Promega公司的 RT．PCR试剂盒，按说明书操作。 

HOXB2引物参照文献[4]设计，由日本 TaKaRa公 

司合成。B肌动蛋白和 KDR引物用 Primer Select软 

件 自行设计。HOXB2(558 bp)：上游引物3 ．AGAAA． 

TCCGCCAAGAAACCCAGCC-5 ，下游引物3 -GAGA． 

AGACGTCTTCTGGCAATGGC．5 。KDR(213 bp)：上 

游引物 3’-TGGGGATTGACTTCAACTGG．5 ，下 游引 

物3 -GGACCCTGACAAATGTGCTG-5 。B肌动蛋 白 

(348 bp)：上游 引物 3 -TGGAATCCTGTGGCATC． 

CATGAAAC．5 ，下 游 引 物 3 ．TAAAAACGCAGCT． 

CAGTAACAGTCCG-5 。以B肌动蛋白作为内参照， 

配制总反应体系，加入相应的 RNA模板进行扩增后 

于 15 g／L的琼脂糖凝胶中电泳，用凝胶图像分析系 

统(美国 Image System公司，SX．100型)分析电泳结 

果。用目的基因与 p肌动蛋白的积分吸光度(A) 

值之比表示目的基因 mRNA的相对表达量。 

四、统计学处理 

数据以x 4-s表示，采用 SPSS 10．0统计软件行t 

检验及方差分析。 

结 果 

与 ECV304组 比较 ，ECV304+U937+conA组 

细胞整合素err133以及 KDR mRNA、HOXB2 mRNA 

的表达水平均明显上调(P <0．01)；而 ECV304+ 

conA组、ECV304+U937组细胞上述指标无明显变 

化(P>0．05)。见表 1、图 1～3。 

表 1 各组内皮细胞整合素c~vl33、KDR mRNA、 

HOXB2 mRNA表达水平的比较( ±s) 

Tab 1 Comparison of the expression of KDR mRNA， 

HOXB2 mRNA and integrin avf53 in each group( ±s) 

注：每组每一指标3个样本；与 ECV304组比较， P<0．01 
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