
细胞牛物学杂志 Chinese Journal of Cell Biology 2005, 27: 57-60 http://www .cjcb.org 

;疑血酶与血管内皮细胞
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摘要 凝血峰不仅在凝血过程中起主导作用，还可以引发多种凝血酶受体介导的分子和细

胞间相互作用，在动脉粥样硬化和再狭窄形成中起着重要的作用。现就J疑血酶及其受体的特性，以

及对血管内皮细胞的作用，包括通透性改变、内皮生长因子、基质金属蛋白峰、和附分子表达作

一综述。

关键词 凝血酶 1 血管内皮细胞:血管病

J~ i))Ì疑 I缸系统和损伤后修复过程是冠心病及介

入治疗术后再狭窄涉歧的共同病理生押过程， 目前

研究显LiEt血酶除了参与凝血过程外，还对血管壁

的生物学产生重大影响，包括调节血管紧张度、血

管平时肌细胞增值、迁移和血管生长等[1] 0 ì%是血酶

剌激血小版释放 Von Willebrand 因子、细胞表面 P­

~择京、 E- 选拌京、却附分子表达以坟组织因子

增加，这'系列反应不仅推动凝血过程不u血小板茹

附，而且促进中性粒细胞、单核细胞和淋巴细胞在

内皮 F聚集，JlÈ…步使内皮细胞活化，剌激内皮收

缩、通透性增加、去占附分子表达增加、白细胞液

动和穿透)J加强[21。因而版血酶在冠心病及介入术

后再狭窄形成过程中起着重要的作用。明确凝血酶

广泛的生物学功能将对防治心血管疾病过程中合理

的应用凝血四i~抑制剂提供理论依据。

1 ;，疑血酶及其受体
J疑血酶是→种多功能丝氨酸蛋白酶，除了激活

血小板、催化纤维lli 白原转化为纤维蛋白在血栓形

成中发挥重要作用外，_kf对血管壁平滑肌细胞、内

皮细胞及单核细胞等有广泛的影响，因此是血管壁

细胞生物学重要的调节囚子[3]。近来还证明它还能

促进血管壁非细胞成分的累积及血管内膜合成和释

放炎症反应|大If，调节血浆白细胞及血管壁细胞的

炎症反应。多种动物模型实验说明凝血酶介导损伤

后血管动脉粥样硬化手u再狭窄的信号应答过程。

X 线晶体研究发现，凝血酶有 3 个相互独立的

结合位点，即催化位点、阴离子结合位点、肝素

结合位点。高f血酶通过这些位点与其他分子或受体

相互作用。凝血酶的许多生物洁性都是由受体介导

的，生物学效应的多样性及复杂性在于脱血酶受体

的非单一性。凝血酶受体已被克隆，是-种蛋白酶

激活的受体(protease-activated receptor , P AR) ，届

G- 蛋白偶联受体家族中的重要成员。有 4 种亚电

(PAR1 , PAR2 , PAR3 , PAR4)[4 1 。 认识主主平、石i:ff

究最多的是 PARlo PARl 主要分布于内皮细胞、血

管'平滑肌细胞、成纤维细胞以及某些淋巴细胞。当

凝血酶 I寸 PARl 结合后，丝氨酸蛋白酶使其细胞外

氨基酸N 末端发生裂解，形成」个新的氨基酸N 末

端序列，这一-!芋列是触发凝血酶受体的配位体活

化， 1吏凝血酶受体激活并导致而系列细胞生物学效

应。用人工合成的模拟氨基酸片段的方法证实了这

种激活凝血酶的机制 [51。目前己知 PAR1 、 PAR3 和

PAR4J可在接被鼠'血酶激活。激活 PAR4 i\后要高凝山，

酶浓度，低i疑血酶浓度时，则必须由 PAR3 作为辅

助因子，推测可能和 PAR4 与凝血酶的亲和力低有

关[6]0 PAR2 不能直接被凝血酶激活，而是由1夷岛

素和凝血因子 VIIa1放活17.HI。不同细胞对凝血酶反应

差异至少部分是由于不同亚型的受体而引起。

凝血酶生物学效应是多种多样的，除了凝血酶

受体的多样性外，还在于凝血酶受体介导丰富的细

胞问信号网络与其他信号转导通路的整合机会。已

知在 PAR1 激活时有 3 种 G 蛋白参加(G12113 , Gq , 

Gi)并产生多样的信号转导。 G13 叮使细胞骨架蛋白

改变，影响血管细胞的迁移:依赖 Gq 的转达信号
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激活磷脂酶 C，后者使细胞促分裂原活化蛋白激酶

(MAPK)磷酸化和酷氨酸激酶活化，促进细胞生长、

增殖。

多个实验显示凝血酶受体还与其他受体间有交

叉反应。已知 PARl 与表皮生长因子(EGF)受体之间

有交叉反应。凝血酶可以激活 EGF受体，并被 EGF

抑制受体所抑制[9]。进一步的研究发现该过程还有

肝素样表皮生长因子参与(heparin-binding EGF-like 

growth factor , HB-EGF)[ω]。现已经发现血管平滑

肌细胞、动脉内皮细胞、血小板、巨噬细胞等多

种细胞表面有凝血酶受体存在，并证实是属 G 蛋白

偶联家族。用免疫杂交和原位杂交证实，在人的正

常动脉表面仅内皮细胞有凝血酶受体蛋白和mRNA

的存在:而在动脉粥样硬化的动脉中，除内皮细胞

外，平滑肌细胞及巨噬细胞均有大量的凝血酶受体

蛋白和 mRNA 的存在。

2 ;要是血酶对血管内皮细胞的影晌
2.1 凝血酶增加内皮细胞通透性

在体外培养的血管内皮细胞培养液中加入凝血

酶后，可以观察到内皮细胞发生收缩，体积变小，

细胞核尚完整，但细胞间隙明显加宽，细胞皱缩，

透光度减低，边缘模糊[1川测定标志细胞损伤的乳

酸脱氢酶的浓度升高，并呈现一定的凝血酶浓度及

作用时间依赖性。凝血酶使血管内皮细胞通透性升

高是导致内皮屏障功能减低的始动因素。用免疫荧

光的方法监测了细胞间连接成分血管内皮钙站着蛋

白复合体(vascular endothelial cadherin junctional 

complex , VE-cadherin)及钙黠着蛋白(α-cadherin ，

自-cadherin)在单细胞层的分布，发现在培养的人脐

静脉内皮细胞中加入凝血酶后，正常在细胞周边均

匀排列的 VE-cadherin 及相关链接蛋白减少、断裂

及排列混乱，细胞间缝隙明显。同时显示内皮细胞

通透性明显增强[12] 0 

大量实验研究证实凝血酶对血管内皮细胞的作

用是由凝血酶受体介导的。凝血酶受体激活使肌醇

三磷酸(IP3)大量生成， IP3 使细胞内钙离子浓度迅速

升高，进而造成管血内皮细胞通透性增强。细胞内

钙离子浓度升高，可使蛋白激酶 C(PKC)激活。钙

离子升高还可进一步激活钙调蛋白依赖的多种信号

转导途径，如 p 21 Ras 途径和肌球蛋白轻链激酶

(MLCK)途径[13， 14] 0 p21Ras 是一种小分子量的 GTP 结

合蛋白，仅有一条链构成，又称小 G 蛋白，本身

综述-

具有 GTP 酶活性。活化 p21Ras 调节基因表达，促

使细胞生长增殖。另外，钙离子依赖的 PKC-α 还

能增加 VE-cadherin 的分解，使血管通透性进一步

增强[ 15] 。

Sandoval 等[16]将凝血酶加入体外培养的人脐静

脉内皮细胞，测量了细胞电阻、内皮通透性、

IP3、钙离子浓度、肌球蛋白轻链(MLC)磷酸化及

VE-cadherin，结果显示凝血酶使人脐静脉内皮细胞

电阻降低 50% ，对 125 1 标记自蛋白的通透性增加 2

倍，以及 IP 3、钙离子浓度、 MLC 磷酸化、 VE­

cadherin 等的变化均有不同程度的升高。

2.2 ;，疑血酶上调血管内皮生长因子受体
血管内皮生长因子(VEGF)对内皮细胞的作用十

分广泛，能够改变内皮细胞对多种蛋白酶、整合

素、葡萄糖转运蛋白的表达，还能促进内皮细胞的

迁移和增殖，并能防止内皮细胞凋亡与衰老[ 17] 。

VEGF 是目前所知作用最强的一种促血管生长因子，

同时又是一个最强有力的血管通透因子，其通透效

应相当于组织肢作用的 5 万倍，这种双重作用决定

VEGF 对血管内皮细胞作用的双向性，既有保护内

皮的一面，又有损伤的一面，其决定因素在于

VEGF 的作用剂量、作用时间、以及周围其他条件

的协同作用。而且一种生长因子的改变往往通过自

分泌和旁分泌引起其他许多生长因子的改变，这些

生长因子协同作用导致 VEGF 对血管的损伤作用与

促进血管生存作用表现复杂化[18] 。

Tsopanoglou 等[叫观察到凝血酶与体外培养的人

脐静脉内皮细胞共同温育促进细胞增殖:用定量

RT-PCR技术证明凝血酶以时间及剂量依赖模式上调

VEGF的两个酷氨酸激酶受体KDR和 flt-l mNA的表

达:经免疫沉淀及免疫印记技术显示 KDR蛋白合成

水平升高:由于 KDR、 flt-l mRNA表达受 PKC 和

MAPK激活剂和拮抗剂调控，作者认为凝血酶上调

VEGF受体表达是经PKC和MAPK信号途径转导的。

相反， VEGF 还可以进一步活化尿激酶塑纤溶酶原

激活物受体[20]、组织因子[21]等与凝血酶密切相关的

因子，使凝血酶原转化为凝血酶，进一步加强对内

皮细胞的发挥作用。

2.3 凝血酶促进血管内皮释放细胞外基质降解酶

细胞外基质合成或降解代谢失衡与许多'L.\血管

疾病的发生有关，基质金属蛋白酶(matrix metallo­

proteinases, MMPs)是一组具有共同功能域的、含有

辞离子依赖肤链内切酶，特征是能分解细胞外基质
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[22] 0 MMPs 以酶原的形式被分泌到细胞外基质中，

在适当的条件下被激活而参与生理性组织重塑、肿

瘤侵润、关节炎等多种生理和病理过程。近年来研

究表明， MMPs 的表达及活性增强参与许多心血管

的发展过程，其中关系最为密切的是 MMP-20

Lafleur 等[刀]证明凝血酶使脐静脉内皮细胞的前

MMP-2 i舌化为 MMP-2; 同时证明 MMP-2 活化是由

膜型基质金属蛋白酶(MT-MMPs)介导而不是通过经

典的凝血酶受体途径。这与 Zuck町等[24]的研究结果

→致。 Pekovich 等[25]认为凝血酶对内皮细胞 MMP-

2 的释放是由 PKC 介导，血栓调节素加强对凝血酶

使内皮细胞 MMP-2 的释放作用。由于血栓调节素

及 PKC 的参与，使凝血酶对凝血因子及细胞外基质

两类不同体系的作用结合起来。

2.4 ;疑血酶促进血管内皮表达黠附分子

辈占附分子(adhesion molecules, AMs)是一类介导

细胞与细胞、细胞与细胞外基质问相互接触和结合

的膜表面糖蛋白。在胚胎的发育和分化、正常组织

结构的维持、炎症反应与免疫应答、凝血与血栓形

成、创伤的愈合、肿瘤浸润与转移等许多生理和病

理过程中茹附分子发挥着重要的生物学功能。许多

研究表明凝血酶上调血管内皮细胞多种站附分子的

表达，如白介素、 TNF-α 、 E- 选择素、 P- 选择素、

ICAM-l 、 VCAM-l 等[26 ，27]。这些薪附分子参与调

节炎症反应，促进自细胞的活化及与内皮细胞间的

相互作用，对血管而言，最终导致基底膜胶原蛋白

降解，心血管系统损伤。 Kaplanski 等[27]用 RT-PCR

和免疫荧光染色技术证明凝血酶诱导人脐静脉内皮

细胞上调 ICAM-l 、 VCAM-l mRNA表达，于加入

凝血酶后 6 h 出现， 12 h 达高峰， 24 h 降至较低

水平，其作用效果类似于 TNF-α 对内皮细胞的作

用。 Minami 等[却1首先用 RT-PCR技术证明凝血酶诱

导人脐静脉内皮细胞上调 VCAM-l mRNA 表达，为

判定是否 VCAM-l mRNA表达上调是由凝血酶诱导

VCAM-l 基因的启动子所启动，进一步的工作是用

基因重组的方法构建含有两个基因片段的载体质粒

(含荧光素酶)，一是 VCAM-l 启动子基因片段(含

1835 碱基对)，二是核转录因子(NF-KB)基因片段，

然后转染人脐静脉内皮细胞。比较有无凝血酶条件

下转染细胞的荧光素释放来判断 VCAM-l 启动子的

活性，发现凝血酶使转染细胞 VCAM-l 启动子表达

升高 3.3 倍，同时实验证明凝血酶剌激 VCAM-l 启

动子是通过 NF-KB 实现的。 NF-KB 是广泛存在于真

朝阳bin

瞅\l ii31 
中/
u主

ICAM-l 

59 

/~ 
PKC帽5 PKC-o 

// 
1I .. 

VCAM-l 

图 1 ì疑血酶作用内皮细胞表达 ICAM-L VCAM-l 信号转

导网络图(根据文献[1]改绘)

PAR: 蛋白酶激活的受体; G: GTP 结合蛋白; PI3 K: 三磷酸肌

醇激酶; GATA 转录因子成分; ICAM: 细胞劲附分子. VCAM: 
血管教附分子。

核细胞内的一个重要的细胞核转录因子，它能影响

和控制多种基因的表达调控，由 5 个不同的 DNA 结

合蛋白组成，包括 p50 、 p52 、 p65(RelA) 、 c-Rel

和 RelB。在静止细胞 NF-KB 与其抑制蛋白 IKB 结合

以非活性复合物形式被锚定于细胞浆，一旦活化

NF-KB 将进入细胞核，与其靶基因的启动区域结合

而发挥生理和病理功能。内皮细胞与凝血酶作用后

可以看到胞浆内 NF-KB 迅速向胞核转移。实验显示

凝血酶介导内皮细胞表达 ICAM-l 过程中， p65NF­

KB 同形二聚体进入细胞核与其靶基因上游启动区域

结合[29]。类似的过程还见于凝血酶诱导内皮细胞表

达VCAM-l，同时显示p65NF斗CB 同形二聚体与靶基

因结合经 PKC-ð-NF-l也和 PKC-Ç-GATA 以及 PI3K

激酶信号途径[30]]0 GATA- 结合蛋白最早作为构成

活化转录因子的成分被发现，后来的研究证实还有

重要的基因调节作用。总之，有理由认为，凝血

酶诱导内皮细胞表达ICAM-l 、 VCAM-l 过程中，经

细胞表面 PARs 介导，有 PKC-ð、 PKC-Ç 、 NF-KB

和 GATA表达或活化[30·3110 凝血酶促进血管内皮表

达 ICAM-l 、 VCAM-l 的可能机制如图 1 所示。

3 小结
凝血酶通过其受体或非受体途径介导了多种分
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子和细胞间的相互作而形成复杂的信号转导网络。

迄今为止，已发表的文献中凝血酶对内皮细胞的作

用的分子机制尚无较系统、完整的描述。上述有限

的实验研究足以表明，人们对凝血酶的认识已经远

远超出了以往作为凝血因子的范围。对于血管屏障

的内皮细胞， {疑血酶的作用表现在血管通透性、内

皮生长因子、站附分子及基质金属蛋白酶方面，而

这些因素与心血管疾病的发生与发展息息相关。对

于凝血酶的深入研究，为心血管疾病的防治开阔了

视野，提供了新思路。
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Thrombin and Vascular Endothelial Cell 
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Abstract Thrombin plays an important role in blood coagulation , Thrombin also exerts direct effects on 

vascular cells, which interacts with members of the protease-activated receptor family. Evidences implicate thrombin­

mediated signaling events in the response to injury that typifies vascular lesion formation in atherosclerosis and 

restenosis. In this review, we focus on that thrombin signaling in the endothelium is linked to multiple changes, 

including alterations in permeability, expression of matrix metalloproteinases, vascular endothelial grow出 factor and 

adhesion molecules. 
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