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揖摘要铱 目的 探讨血管内皮细胞渊vascular endothelial cell袁VEC冤增殖过程中碘离子与血管内皮生
长因子渊VEGF冤及其受体的关系遥方法 淤 采用 CCK蛳8 法检测碘离子与 VEGF抑制剂作用后 VEC 的增
殖率遥于 采用蛋白质印迹技术渊Western 印迹法冤检测碘离子对血管内皮生长因子受体 2渊VEGFR蛳2冤磷酸
化的影响遥 结果 淤 在 300 滋g/L碘离子环境中袁使用 VEGF抑制剂并不能抑制 VEC 的增殖渊P 约 0.05冤遥
于 一定浓度的碘离子可促进 VEGFR蛳2渊Tyr1214冤磷酸化水平上调渊P 约 0.05冤遥 盂 碘离子对 VEGFR蛳2
渊Tyr1175袁Tyr951位点冤的磷酸化无影响遥结论 淤 碘离子促进 VEC 增殖并不依赖于 VEGF对膜受体的
刺激袁碘离子可视为促 VEC 增殖的独立因素遥 于 碘离子通过刺激膜受体 VEGFR蛳2渊Tyr1214冤磷酸化水
平上调袁介导 VEC 迁移遥 盂 碘离子对 VEGFR蛳2的 Tyr1175位点的磷酸化无影响袁其对 VEC的促增殖效
应并不是通过作用于膜受体遥
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揖Abstract铱 Objective To explore the relationship between iodide ion and vascular endothelial growth

factor 渊VEGF冤 as well as its receptor in vascular endothelial cells 渊VEC冤 proliferation. Methods 渊1冤 The
detection of the proliferation rate of vascular endothelial cell after it reacted to iodide ion and VEGF inhibitor
was performed by using CCK蛳8 kit. 渊2冤 The detection of the influence of iodide ion on the phosphorylation of
VEGFR蛳2 was carried out by using Western Blot technique. Results 渊1冤 The VEGF inhibitor could not
suppress the proliferation of vascular endothelial cell in concentration of 300 滋g/L of iodide ion 渊P < 0.05冤.
渊2冤 A certain concentration of iodide ion could stimulate the phosphorylation of VEGF蛳2 渊Tyr1214冤 渊P <
0.05冤. 渊3冤 Iodide ion could not affect the phosphorylation of VEGF 蛳2 渊Tyr1175 and Tyr951 loci冤.
Conclusion 渊1冤 Iodide ion can stimulate the proliferation of VEC袁 and it does not depended on the
stimulation of membrane receptor from VEGF. Therefore袁 iodide ion can be regarded as an independent
element in stimulating the proliferation of vascular endothelial cell. 渊2冤 The iodide ion can mediate the
migration of vascular endothelial cell through stimulating the phosphorylation of VEGF蛳2 渊Tyr1214冤. 渊3冤 The
iodide ion has no effect on the phosphorylation of VEGFR蛳2 渊Tyr1175冤. The stimulation of iodide ion to the
proliferation of VEC is accomplished not by way of acting on the membrane receptor. 渊允 陨灶贼藻则增藻灶贼 砸葬凿蚤燥造袁
圆园员3袁 圆2院 486鄄489冤
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的肝后性门脉高压症袁 在我国下腔静脉隔膜阻塞
渊membranous obstruction of inferior vena cava袁
MOVC冤型多见袁其发病特征是下腔静脉肝静脉开口
上方处隔膜形成袁而隔膜的上下面均为血管内皮组
织遥 国内流行病学调查显示袁M OVC 型 BCS 患者分
布地区的饮用水中碘含量超过正常标准 咱1暂遥另外袁有
研究表明 BCS 患者血碘及尿碘均高于正常值 咱2暂袁且
一定浓度的碘离子可促进 VEC 增殖咱3暂遥 本研究通过
体外培养血管内皮细胞 渊vascular endothelial cell袁
VEC冤袁探讨碘离子在 VEC 增殖过程中的作用机制袁
为 MOVC 型 BCS 患者下腔静脉隔膜形成原因的基
础研究提供新的思路遥
1 材料与方法

1.1 细胞株培养
EA.hy926 人脐静脉内皮细胞融合细胞渊目录号

GNHu39冤 购自中国科学院上海生命科学研究院细
胞资源中心遥 细胞培养于 Corning 培养皿中袁 使用
DM EM 高糖培养基渊GIBCO 公司冤袁加 10%胎牛血清
渊GIBCO 公司冤袁置于 37益尧5% CO 2条件的培养箱中
培养袁至细胞贴壁生长汇合即可传代遥
1.2 检测方法

1.2.1 CCK蛳8 法检测细胞增殖 取对数生长期的
VEC袁胰酶消化后制成细胞悬液袁用细胞计数板计数
细胞袁测定细胞密度袁再用培养基稀释至 5 伊 10 4个 /
ml遥 将 VEGF 抑制剂 DMH4渊Sigma 公司冤制成溶液袁
浓度为 4.8 mg/ml袁 按要求使用溶媒为二甲基亚砜
渊DMSO冤遥将分析纯 KI配制成碘离子浓度为 7.2 滋g/
ml 的工作溶液遥将细胞悬液接种至 96孔板中袁每孔
约 5 000 个细胞袁分为 5 组院淤 空白对照组渊每孔加
入 100 滋 l 细胞悬液 袁20 滋 l DMEM冤曰于 溶媒组 渊每
孔 加 入 100 滋 l 细 胞 悬 液 袁19 滋 l DMEM袁1 滋 l
DM SO冤曰盂 KI组渊每孔加入 100 滋l 细胞悬液袁15 滋 l
DM EM袁5 滋 l KI冤曰榆 DMH4 和 KI共同作用组渊每孔
加入 100 滋 l 细胞悬液袁10 滋 l DMEM袁5 滋 l DM H4袁
5 滋 l KI冤曰虞 DMH4 组渊每孔加入 100 滋 l 细胞悬液袁
15 滋l DMEM袁5 滋 l DM H4冤遥 以上各组均设 8 个复
孔遥 其中盂尧榆 组碘离子终浓度为 300 滋g/L袁榆尧虞
组 DM H4 终浓度为 5 滋mol/L遥 随后置 37益尧5% CO 2
培养箱中培养 12 h袁更换新的 DMEM袁每孔再加入
CCK蛳8 工作液 10 滋l袁孵育 30 min遥以 1个 DMEM 加
CCK蛳8 工作液孔作为本底调零袁于 450 nmol/L 波长
处测定各孔吸光度渊A冤值袁各组 A 值均需去除 1 个
最高值和 1 个最低值遥 各实验组的细胞相对增殖率

以各实验组 A 值与空白对照组 A 值的比值表示遥以
上实验重复 3 次遥
1.4.2 Western 印迹法检测 VEGFR蛳2 磷酸化 取

对数生长期 VEC 传代后袁 常规培养至 70%细胞汇
合袁再以不加血清的 DMEM 培养基饥饿培养 24 h遥
随后根据加入碘离子的浓度不同 袁 将细胞分为 5
组院淤 空白对照组 院直接使用 DM EM 培养基培养遥
于 碘离子组院向 DMEM 培养基中分别加入碘化钾袁
使碘离子终浓度分别为 100尧300尧500尧1 000 滋g/L遥
加入碘离子后将细胞置培养箱中孵育 1 h遥 用冰
PBS 洗涤 3 次袁 每个培养皿加入 60 滋 l含有蛋白酶
抑制剂和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液提取细胞总
蛋白袁使用 BCA 法测总蛋白浓度袁并分装遥 取等量
样品加入 SDS 上样缓冲液煮沸 5 min 后进行上样尧
电泳尧转膜和免疫反应遥 一抗均以 1 颐 500 稀释比稀
释袁 二抗稀释比为 1 颐 1 000遥 显色方法用 5-溴-4-
氯 -3 -吲哚基 -磷酸盐 /氯化硝基四氮唑蓝 渊BCIP/
NBT冤发色显色法遥 以上条带均以 茁蛳actin渊bioworld
公司冤作为内参照遥 扫描后采用 IPP6.0 图像分析软
件对特异性条带进行半定量分析袁 用 VEGFR蛳2/茁蛳
acting袁 Phospho蛳VEGFR蛳2/茁蛳acting 的灰度值比值
评定 VEGFR 蛳2 及 Phospho蛳VEGFR 蛳2 渊Tyr1175尧
Tyr1214尧Tyr951冤蛋白的表达水平 遥 以上实验重复
3次遥
1.3 统计学方法

采用 SPSS16.0 软件行统计分析遥检测结果以均
数 依 标准差表示遥多组间比较采用单因素方差分析
渊ANOVA冤袁多个实验组与 1 个对照组比较采用最小
显著差法渊LSD冤遥 P < 0.05 为差异有统计学意义遥
2 结果

2.1 碘离子和 VEGF 抑制剂 DMH4 共同作用下
VEC 的增殖情况

空白对照组与溶媒组间 VEC 增殖率差异无统
计学意义 渊1.00 依 0.08 比 0.94 依 0.06袁P 跃 0.05冤袁提
示 DMH4 的溶媒 DMSO 对本实验无影响遥与空白对
照组相比袁DMH4 组 VEC 的增殖率显著降低渊1.00 依
0.08 比 0.57 依 0.07袁P 约 0.05冤袁 提示 DMH4 作为
VEGF 抑制剂 袁通过抑制 VEGF 的活性袁对 VEC 增
殖产生抑制作用遥 与空白对照组相比袁KI 组细胞增
殖率显著增高 渊1.00 依 0.08 比 1.52 依 0.12袁P 约
0.05冤袁提示在 300 滋g/L 碘离子环境中袁碘离子刺激
了细胞的增殖遥 而 DMH4 和 KI 共同作用组与空白
对照组相比 袁 增殖率亦显著提高 渊1.50 依 0.13 比
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1.00 依 0.00袁P 约 0.05冤袁但与 KI 组无明显差异渊P 跃
0.05冤袁提示将 VEGF 的活性抑制后袁在 300 滋g/L 碘
离子环境中袁细胞增殖率仍然增高遥 这些结果表明袁
300 滋g/L碘离子环境能刺激 VEC 增殖曰 在 300 滋g/
L碘离子环境中袁可抑制 VEGF 活性袁但并不能抑制
VEC 增殖遥
2.2 碘离子对 VEGFR蛳2 的表达量及对 Tyr951尧
Tyr1175尧Tyr1214位点磷酸化水平的影响

Western 印迹法显示各碘离子组与空白对照组
比较 袁VEGFR蛳2 表达量差异无统计学意义 渊P 跃
0.05冤袁各浓度碘离子组组间比较差异亦无统计学意
义渊P 跃 0.05冤袁见表 1尧图 1遥 表明碘离子对内皮细胞
膜受体 VEGFR蛳2 的总表达量无明显影响遥

各碘离子组与空白对照组比较 袁VEGFR 蛳2
渊Tyr1214 位点冤磷酸化水平上调渊P 约 0.05冤遥 碘浓度
300尧500尧1 000 滋g 组与 100 滋g/L 组比较袁磷酸化水
平上调 渊P 约 0.05冤袁 碘浓度 300尧500 和 1 000 滋g/L
组间两两比较差异无统计学意义渊P 跃 0.05冤袁见表
1尧 图 1遥 表明不同浓度碘离子对内皮细胞膜受体
VEGFR蛳2渊Tyr1214冤磷酸化水平有不同程度的上调遥

Western 印迹结果显示 袁 空 白对照组未见
Tyr951尧Tyr1175 位点的磷酸化蛋白印迹袁碘离子环
境也没有诱导这 2个位点的磷酸化改变遥
3 讨论

流行病学调查显示袁我国报道的 MOVC 型 BCS
病例地理分布状态与水源性高碘地区分布基本相

符遥 BCS 患者尿碘测定显示碘水平明显高于正常对

照组遥 我们认为是饮水尧饮食等使患者摄入了过量
的碘袁这些碘在肠道被还原为碘离子后袁被肠道迅
速吸收进入血浆袁经门静脉进入肝脏袁进入肝脏的
碘袁一部分经肝静脉进入下腔静脉 袁另一部分由肝
脏装入胆汁中袁再进入消化道袁形成肝肠循环袁由此
可见 袁在人体循环系统中袁肝静脉开口处碘离子浓
度最高遥 我们推测袁因含有高浓度碘离子的血流冲
击下腔静脉管壁袁 引起管壁血管内皮反复损伤尧修
复与增生袁最终形成隔膜样组织遥 因此袁我们认为碘
离子可能是引起 BCS 患者下腔静脉隔膜形成的重
要因素之一遥

下腔静脉为纵行走向袁血管内皮增生也应该为
纵行走向的管壁增厚袁然而下腔静脉隔膜与下腔静
脉管壁成垂直相交走向袁由此我们认为下腔静脉隔
膜形成在细胞层面除了存在 VEC 增殖外袁 还存在
VEC 的横向迁移遥

已有研究表明袁一定浓度的碘离子可促进 VEC
增殖遥 我们前期的实验显示袁碘离子未使 VEC 表达
VEGF 上调 咱4暂袁说明碘离子促进 VEC 增殖的机制并
不是通过促进 VEGF表达上调实现的遥 为了明确碘
离子是否与 VEGF 有协同作用 袁 本研究中使用
VEGF抑制剂 DMH4 与适宜浓度的碘离子共同作用
于细胞 袁 发现碘离子促进 VEC 增殖并不依赖于
VEGF对膜受体的刺激袁将 VEGF 的活性抑制后袁碘
离子仍能促进细胞增殖袁适宜浓度的碘离子可视为
促 VEC 增殖的独立因素遥 因此袁我们考虑碘离子作
为胞外刺激物袁引起细胞外环境改变 袁直接或间接
引起了膜受体的磷酸化遥

VEGFR 是 VEC 的重要膜受体袁对于 VEC 的增
殖和凋亡具有关键性的调节作用遥 VEGFR 家族中
酪氨酸蛋白激酶受体包含有 3 种亚型袁 即 VEGFR蛳
1尧VEGFR蛳2 和 VEGFR蛳3遥 VEGFR蛳2 主要分布在血
管内皮细胞和淋巴管内皮细胞中袁 具有很高的活
性遥 研究表明第一信使刺激 VEC 增殖及凋亡尧调控
VEC 迁移尧 调控 VEC 通透性的作用主要通过结合
和激活 VEGFR蛳2 实现 咱5暂遥

VEGFR蛳2 是一种芋型跨膜蛋白激酶袁 其激活
通过磷酸化实现遥 VEGFR蛳2 存在多个磷酸化位点袁
而不同位点的磷酸化可引起不同的下游信号蛋白
激活袁引起细胞对应的生理或病理改变遥 其中几个
重 要 的 磷 酸化 位 点 分 别 为 Tyr951尧Tyr1175 和
Tyr1214 等袁它们的下游通路各不相同 咱6暂遥

我们将碘离子与 VEC 于体外共同培养袁观察碘
离子对细胞膜产生的刺激作用袁 发现 Tyr1175 位点

注院泳道 1 为空白对照组曰泳道 2 为 I- 100 滋g/L 组曰泳道 3 为 I -

300 滋g/L组曰泳道 4为 I- 500 滋g/L组曰泳道 5 为 I- 1 000 滋g/L组
图 1 碘离子对 VEGFR蛳2 表达量及 Tyr1214 位点磷酸化水
平的影响

组别
相对表达量

VEGFR蛳2 总蛋白 Tyr1214磷酸化蛋白
空白对照组 3.85 依 1.41 0.04 依 0.00
碘离子组

100 滋g/L 3.99 依 1.73 0.10 依 0.01
300 滋g/L 3.38 依 0.80 0.18 依 0.01
500 滋g/L 3.50 依 1.45 0.18 依 0.01
1 000 滋g/L 3.51 依 0.71 0.21 依 0.04

表 1 碘离子影响下 VEGFR蛳2 总蛋白及 Tyr1214 位点磷酸
化蛋白的表达 渊n = 3袁曾 依 泽冤
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未检测出磷酸化蛋白印迹遥 由于 Tyr1175 位点及其
下游信号通路介导 VEC 的促增殖效应袁我们推测碘
离子对 VEC 的促增殖效应并不是通过刺激膜受体
VEGFR蛳2袁引起其 Tyr1175 位点磷酸化改变而实现
的遥 碘离子对 VEC 的促增殖效应可能发生于细胞
胞质袁碘离子是否进入 VEC袁直接对胞质内蛋白及
信号转导通路产生影响还需深入研究遥

针对调控 VEC 迁移的 2 个磷酸化位点袁Tyr951
位点我们未检测出磷酸化印迹曰 而 Tyr1214 位点检
测出磷酸化袁并且实验组与对照组间磷酸化水平可
见明显差异遥 说明碘离子可引起膜受体 VEGFR蛳2
渊Tyr1214冤磷酸化水平提高袁结合 Grb2 的 SH2 结构
域袁进而激活 Cdc42/p38M APK 信号通路袁引起 VEC
胞内肌动蛋白重塑袁张力纤维形成袁VEC 迁移遥

隔膜组织活检尧完整隔膜切除后病理学研究显
示袁隔膜组织表面为 VEC袁其下为疏松纤维结缔组
织袁深层为致密结缔组织及弹力纤维 咱7暂遥将临床病理
及体外培养实验结合起来袁 我们认为 袁MOVC 型
BCS 患者可能存在肝静脉开口角度过大袁使肝静脉
开口处血流切应力改变 咱8暂袁 此改变可造成开口处
VEC 损伤袁再加上血液生化环境改变袁如血碘浓度
过高袁进一步促使 VEC 向血管腔迁移曰同时含有纤
维细胞尧弹性纤维等结缔组织的内皮下层暴露于血
液后可引起损伤处的修复反应袁静止状态的纤维细
胞转变为功能活跃的成纤维细胞袁继而成纤维细胞
增生修复并分泌胶原纤维袁最终形成隔膜组织的结
缔组织层遥 结缔组织层是隔膜的另一个重要组成部
分袁而结缔组织层形成时成纤维细胞发挥了重要的
作用袁 有研究证明碘离子亦可促进成纤维细胞增
殖咱9暂袁而成纤维细胞增殖及胶原纤维形成过程中袁碘
离子的具体作用机制有待进一步研究遥

此外袁不同类型的 BCS 发病机制不同袁因此研
究的切入点也因型而异遥 国内尚无统一分型标准袁
大致可分为 4 种类型 咱10暂院单纯肝静脉病变 渊玉型冤尧
下腔静脉隔膜阻塞渊域型冤尧下腔静脉隔膜阻塞伴远
端腔内血栓形成渊芋型冤和下腔静脉节段性病变渊郁
型冤遥 其中域尧芋尧郁型在国内多见袁我们认为发病原
因应该是近心端隔膜形成在先袁远心端血栓形成在
后袁因为反之则应首先出现肺栓塞遥 因此袁这 3种类
型发病机制的研究均应侧重于隔膜形成机制遥 而单

纯肝静脉病变主要表现为肝静脉广泛 渊或局限性冤
血栓尧闭塞尧狭窄形成袁此型 BCS 在国内相对较少袁
而国外报道较多遥

综上所述袁本研究结合国内 M OVC 型发病率较
高的流行病学特点袁以 VEGFR蛳2 磷酸化为切入点袁
从 VEC 增殖及迁移的角度阐述了 MOVC 型 BCS 的
可能发病机制袁为此型 BCS 的基础研究提供了新的
思路袁从临床活检结果等方面看对 BCS 发病因素的
揭示是有意义的遥 但此研究尚不能完全解释以肝静
脉血栓形成为特点的单纯肝静脉型 BCS 的发病
机制遥
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