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人类巨细胞病毒感染对血管平滑肌细胞脂代谢相关

基因表达的影响
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　　摘　要：目的　探讨血管平滑肌细胞被感染人类巨细胞病毒后，其细胞内胆固醇脂代谢及相关基因表达的变化情况。方法　

通过分离原代脐动脉血管平滑肌细胞，以１个感染复数的人类巨细胞病毒攻击作为实验组，对照组则采用含３％小牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基模拟感染。检测平滑肌细胞内胆固醇含量在病毒攻击后的变化情况，以基因表达谱芯片技术检测基因表达情

况。结果　血管平滑肌细胞被感染人类巨细胞病毒后，细胞内相关基因表达发生显著变化，其中低密度脂蛋白受体相关蛋白１０、

１１、１２以及 ＨＭＧＣｏＡ合成酶，ＨＭＧＣｏＡ还原酶，Ｂ型清道夫受体表达上调。载脂蛋白Ａ１、载脂蛋白 Ｍ表达下调。结论　人类

巨细胞病毒感染血管平滑肌细胞后可能通过改变脂代谢途径的相关基因表达，增强细胞内胆固醇合成，导致胆固醇代谢失衡，从

而参与动脉粥样硬化的发病过程。
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　　目前，由动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）所致的心血管

系统疾病引起的死亡数居恶性疾病之首。随着社会经济的高

速发展和生活水平的不断提升，心脑血管疾病的发病率与病死

率亦呈逐年上升趋势。ＡＳ是众多心脑血管疾病、肾脏和肢体

等多种外周动脉疾病的病理基础。研究资料显示，某些病原体

感染是导致 ＡＳ的重要原因，尤其是人类巨细胞病毒（ｈｕｍａｎ

ｃｙｔｏｍｅｇａｌｏｖｉｒｕｓ，ＨＣＭＶ）感染与之有密不可分的关系
［１２］，但

其作用机制目前仍不明确。因此，探讨 ＨＣＭＶ感染导致 ＡＳ

的机制对ＡＳ相关疾病的防治十分重要。本文旨在探讨 ＨＣ

ＭＶ感染血管平滑肌细胞后，细胞内胆固醇脂代谢及相关基因

表达的变化情况，以期为临床治疗提供参考。现将研究结果报

道如下。

１　材料与方法

１．１　材料　ＨＣＭＶＡＤ１６０病毒株及人胚肺成纤维细胞由本

室保存。ＤＭＥＭ、ＤＭＥＭ／Ｆ１２（１∶１）细胞培养基购自 Ｇｉｂｃｏ

公司（美国）；胎牛血清、小牛血清和双抗（青霉素链霉素）购自

Ｈｙｃｌｏｎｅ公司（美国）；总胆固醇检测试剂盒购自金华市强大生

物科技有限公司；Ｔｒｉｚｏｌ试剂盒购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司（美国）；基

因表达谱芯片由Ａｇｉｌｅｎｔ公司提供（美国）。

１．２　培养病毒、测定毒力及感染性病毒数　常规培养人胚肺

成纤维细胞，待长成单层后，消化传代，于２５ｃｍ２ 细胞培养瓶

中接种０．２ｍＬＨＣＭＶＡＤ１６９株，每日观察细胞生长状态和

病变情况，待细胞病变到“＋＋＋＋”级时，收获病毒以测定毒

力［３］，同时计数感染性病毒颗粒。
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１．３　培养血管平滑肌细胞及 ＨＣＭＶ感染　按参考文献［４］

培养脐血管平滑肌细胞，待细胞长至培养瓶面积的８０％左右

时，以１个感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）的 ＨＣＭＶ

感染血管平滑肌细胞，３７℃吸附３ｈ，同时每隔３０ｍｉｎ摇晃１

次，使细胞层被病毒液完全覆盖，之后加入含３％胎牛血清的

ＤＭＥＭ／Ｆ１２培养基继续培养，此为实验组。与此同时，以含

３％小牛血清的ＤＭＥＭ培养基进行模拟感染作为对照组。

１．４　测定血管平滑肌细胞内胆固醇水平　分别在病毒感染后

的第２４、４８、７２小时分别吸去培养基，ＰＢＳ液洗涤细胞，之后胰

酶消化，待细胞计数后５００×ｇ离心５ｍｉｎ。收集细胞，裂解充

分后按以胆固醇氧化酶法测定细胞内胆固醇水平［５］。

１．５　检测血管平滑肌细胞被感染 ＨＣＭＶ后基因表达谱芯

片　依上所述，血管平滑肌细胞感染 ＨＣＭＶ为实验组，血管

平滑肌细胞不感染病毒（以含３％小牛血清的ＤＭＥＭ 培养基

模拟感染）为对照组。血管平滑肌细胞感染病毒后每隔２４ｈ

收获一次细胞。具体操作如下：先吸去培养液，然后ＰＢＳ液清

洗２遍，再次吸去ＰＢＳ液后，加入Ｔｒｉｚｏｌ试剂（每１０ｃｍ２ 细胞

加入１ｍＬＴｒｉｚｏｌ），收集细胞裂解液保存于－８０℃。按照上述

方法依次收集感染细胞至第７２小时。样品收集完毕后寄送至

华大基因公司进行表达谱芯片检测。另外，ＲＮＡ抽提、基因表

达差异分析、芯片杂交及扫描由上海康成生物工程有限公司

完成。

１．６　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１７．０统计学软件进行数据处

理，计量资料以狓±狊表示，组内比较采用犙检验，组间比较采

用狋检验。犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＨＣＭＶ感染血管平滑肌细胞后的细胞内胆固醇变化情

况　于血管平滑肌细胞被感染ＨＣＭＶＡＤ１６９病毒株后的２４、

４８、７２ｈ内收获裂解细胞，采用胆固醇氧化酶法检测裂解液中

胆固醇水平，进而研究 ＨＣＭＶ感染对血管平滑肌细胞内胆固

醇的影响。由表１可见，与各个时间点对照组比较，血管平滑肌

细胞在感染病毒７２ｈ后，胆固醇水平显著升高（犘＜０．０５），而在

２４ｈ和４８ｈ时，对照组与实验组比较差异无统计学意义（犘＞

０．０５）。通过单因素方差分析可知，７２ｈ组的胆固醇水平明显高

于２４ｈ和４８ｈ组（犘＜０．０５）。由此可见，ＨＣＭＶ感染后可导致

血管平滑肌细胞内胆固醇代谢失衡，进而引起胆固醇堆积。

表１　　ＨＣＭＶＡＤ１６９感染对血管平滑肌细胞内胆固醇

　　水平的影响（狀＝５，狓±狊，ｍｍｏｌ／Ｌ）

组别
感染时间（ｈ）

２４ ４８ ７２

对照组 ０．２３±０．０６ ０．１９±０．１３ ０．２４±０．１２

实验组 ０．１９±０．０９ ０．２８±０．１５ ０．７２±０．０５＃

　　：犘＜０．０５，与对照组比较；＃：犘＜０．０５，与２４ｈ和４８ｈ比较。

２．２　血管平滑肌细胞被感染 ＨＣＭＶ后脂代谢相关基因表达

的变化　病毒感染２４、４８、７２ｈ后的基因表达谱芯片检测荧光

信号强度与对照组比较，变化在荧光强度２倍以上则归为目的

基因表达存在差异。详见表２。

由表２可见，血管平滑肌细胞被感染 ＨＣＭＶ后，细胞中

与脂质摄取相关的低密度脂蛋白受体相关蛋白１０、１１、１２基因

的表达显著上调，细胞内与胆固醇合成相关的 ＨＭＧＣｏＡ合

成酶基因和 ＨＭＧＣｏＡ还原酶基因的表达亦出现了上调。载

脂蛋白Ａ１和载脂蛋白 Ｍ基因则发生下调，其与抗ＡＳ密切相

关。由此可见，血管平滑肌细胞感染 ＨＣＭＶ后可通过影响脂

质摄取、胆固醇代谢等途径参与ＡＳ的发病过程。

表２　　ＨＣＭＶ感染血管平滑肌细胞后脂代谢相关

　　　基因表达的变化情况

基因名称 ２４ｈ ４８ｈ ７２ｈ

低密度脂蛋白受体相关蛋白１０基因 ２．６３ ４．２１ ３．２３

低密度脂蛋白受体相关蛋白１１基因 ４．８９ ３．２７ ３．５６

低密度脂蛋白受体相关蛋白１２基因 ４．２１ ３．８７ ３．４１

ＨＭＧＣｏＡ合成酶基因 ＜２．００ ２．４７ ４．３５

ＨＭＧＣｏＡ还原酶基因 ＜２．００ ２．０９ ３．６１

Ｂ型清道夫受体基因 ＜２．００ ３．１６ ４．１８

载脂蛋白Ａ１基因 －５．４８ －１１．９１ －６．３９

载脂蛋白 Ｍ基因 －４．１１ －４．７５ －４．２７

３　讨　　论

心血管系统疾病是严重威胁人类健康的重大疾病，每年全

球由心血管系统疾病所致的患者死亡数高居各种死亡原因之

首［６７］，其中，又以ＡＳ为主要诱因
［８］。近年来，ＡＳ相关的传统

危险因素，如血脂异常、肥胖、高血压、糖尿病等已得到有效干

预，但以ＡＳ为主要诱因的心血管系统疾病依然保存高发病

率，由此表明还存在着除上述传统致病因素之外的其他因素

存在。

细胞脂质摄取、细胞脂质合成等异常可导致细胞内脂代谢

失衡。细胞摄取脂质通过受体介导内吞而完成，包括极低密度

脂蛋白受体（ＶＬＤＬＲ）、清道夫受体（ｓｃａｖｅｎｇｅｒｒｅｃｅｐｔｏｒ）、低密

度脂蛋白受体相关蛋白（ＬＲＰ）等
［９］。研究显示，ＶＬＤＬＲ和低

密度脂蛋白受体相关蛋白的表达不受细胞内胆固醇含量的影

响，如此可导致该受体无限度地摄取脂蛋白，最终引起大量脂

质堆积于细胞内。除此之外，细胞内胆固醇合成还是一系列酶

促反应的结果，主要包括 ＨＭＧＣｏＡ合成酶和 ＨＭＧＣｏＡ还

原酶。载脂蛋白是脂蛋白的主要部分，其通过稳定脂蛋白结

构，影响脂蛋白代谢相关酶活性等过程参与脂蛋白代谢，在此

过程中发挥重要作用。其中载脂蛋白 Ａ１和载脂蛋白 Ｍ 具有

抗ＡＳ的作用。

本文研究结果显示，血管平滑肌细胞被感染 ＨＣＭＶ后，

细胞中与脂质摄取相关的低密度脂蛋白受体相关蛋白１０、１１、

１２的表达显著上调，细胞内与胆固醇合成相关的 ＨＭＧＣｏＡ合

成酶和ＨＭＧＣｏＡ还原酶基因的表达亦出现了上调。载脂蛋白

Ａ１和载脂蛋白 Ｍ基因则发生下调，其与抗ＡＳ密切相关。

综上所述，ＨＣＭＶ感染对血管平滑肌细胞可改变细胞内与

胆固醇合成相关的基因表达，同时导致抗ＡＳ蛋白基因的表达

异常，因而引起细胞内脂代谢紊乱和脂质沉积，从而导致ＡＳ。
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分裂原ＰＨＡ刺激下活化增殖，在培养进行至０、１２、２４、３６、４８、

６０ｈ时分别加入１０００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２，继续培养至７２ｈ，并

制片分析，考察 Ｈ２Ｏ２ 诱导处于不同细胞周期淋巴细胞ＤＮＡ

损伤是否对微核形成产生影响。

２　结　　果

２．１　静息期淋巴细胞氧化损伤对微核率的影响　Ｈ２Ｏ２ 可以

诱导静息期淋巴细胞ＤＮＡ氧化损伤，并呈一定的量效关系，

但微核率并没有随着ＤＮＡ损伤程度的加大而上升。当 Ｈ２Ｏ２

剂量达到１０００μｍｏｌ／Ｌ时，彗星细胞率高达７７．６％，微核率与

未处理组相比差异依旧无统计学意义（犘＞０．０５），结果见图１。

图１　　淋巴细胞经 Ｈ２Ｏ２ 处理后ＤＮＡ氧化损伤率及微核率

２．２　不同细胞周期淋巴细胞氧化损伤对微核率的影响　外周

血淋巴细胞经ＰＨＡ刺激后进入细胞周期，为考察处于不同细

胞周期的淋巴细胞ＤＮＡ氧化损伤对微核形成的影响，实验组

分别在培养进行到０、１２、２４、３６、４８、６０ｈ时加入１０００μｍｏｌ／Ｌ

Ｈ２Ｏ２，和对照组相比，微核率并无显著变化（结果未列出）。此

外，本组也考察了在培养过程中每隔１２ｈ连续加入１０、５０、

１００、１０００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２。连续添加高浓度 Ｈ２Ｏ２（１００、１０００

μｍｏｌ／Ｌ）造成淋巴细胞转化率下降，病死率上升，低浓度 Ｈ２Ｏ２

（１０、５０μｍｏｌ／Ｌ）的连续添加并未显著影响细胞生长，但微核率

也未出现明显变化。

３　讨　　论

Ｈ２Ｏ２ 是最常用的ＤＮＡ化学诱裂剂，在不考虑酶解的情

况下，Ｈ２Ｏ２ 可以快速穿过细胞膜直达细胞核，从而造成ＤＮＡ

单链断裂及碱基的氧化损伤［４］。损伤严重的细胞易发生凋亡，

而损伤轻微的细胞在修复失败或发生错误修复时可能导致基

因突变，氧化应激等造成的ＤＮＡ氧化损伤是肿瘤发生的重要

致病机制。

外周血淋巴细胞属于非增殖细胞，ＰＨＡ刺激淋巴细胞活

化增殖后，细胞代谢活跃，ＤＮＡ复制及修复相关蛋白表达增

强，ＤＮＡ损伤修复能力得到提高
［６］。Ａｎｄｒｅｏｌｉ等

［７］研究表明

和ＰＨＡ刺激的淋巴细胞相比，静息期细胞对苯毒性代谢产物

造成的ＤＮＡ损伤更敏感。马爱国等
［４］的研究发现静息期淋

巴细胞ＤＮＡ修复能力远低于其他高增殖率细胞株，但静息期

淋巴细胞对Ｈ２Ｏ２ 诱导的ＤＮＡ损伤敏感性较其他传代细胞株

要明显降低。这可能与不同细胞本身对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤的敏

感性及胞质内过氧化物酶体系、还原物质的种类和量有关。

目前普遍接受的微核理论是，ＤＮＡ损伤导致细胞有丝分

裂时染色体发生断裂，在细胞间期，丧失着丝粒的染色体片断

滞留在主核外形成微小染色质块。生理因素、化学诱变剂、电

离辐射、抗氧化因子缺乏等都与微核的形成有关［８］。微核率与

染色体畸变率在８０％化合物毒理学实验中证实具有良好的相

关性，微核实验经济、快速、简便，已成为广泛使用的遗传毒理

学实验之一［９］。本研究利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导静息期淋巴细胞ＤＮＡ

的氧化损伤，单细胞凝胶电泳可以快速直观地反映ＤＮＡ链断

裂情况，但在随后进行的常规微核实验中并未发现微核率的升

高。同时本研究也考察了ＰＨＡ刺激淋巴细胞活化进入细胞

周期，不同时间点加入 Ｈ２Ｏ２ 诱导ＤＮＡ损伤，微核率也未升

高。分析可能有两方面的原因：一方面有丝分裂原刺激淋巴细

胞活化，ＤＮＡ合成及修复能力大大提高，损伤部位得到快速修

复；另一方面，不同于电离辐射以造成ＤＮＡ双链断裂这一严

重的损伤形式为主，氧化剂主要导致ＤＮＡ单链断裂，损伤正

确修复率大大提高。此外，ＤＮＡ单链断裂对微核形成的贡献

十分有限。
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