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摘要： 目的 探讨铅对小鼠主动脉内皮细胞的活力、 形态、 功能的影响以及是否诱导细胞发生内皮间充质转化
（EndMT）。 方法 选择小鼠主动脉内皮细胞（MAEC）进行体外培养，实验设对照组和铅暴露组。 铅暴露组加入等体
积不同浓度的乙酸铅［Pb（Ac）2］溶液，使终浓度为 0 ~ 160 μmol/L，置于细胞培养箱内培养 24、48 h 后，噻唑蓝
（MTT）法检测细胞活力，倒置显微镜观察细胞排列及形态，硝酸还原酶法检测细胞培养上清一氧化氮（NO）浓度，免
疫印迹法（Western blot） 测定细胞中 EndMT 相关蛋白表达情况［包括内皮细胞标志物血小板内皮细胞黏附分子 1
（CD31）和血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）以及间质细胞标志物波形蛋白（vimentin）、神经钙黏蛋白（N-cadherin）和
α-平滑肌肌动蛋白（α-SMA）］，实时荧光定量 PCR（RT-qPCR）检测细胞中 EndMT 相关 mRNA 表达情况。 结果 与
对照组相比，铅暴露组细胞活力明显降低（均 P < 0.05），细胞培养上清液中 NO 浓度上升（P < 0.05）。 显微镜下观
察，铅暴露组细胞整体排列紊乱，形态由卵圆形向梭形和不规则形转变、“老化”明显。 Western blot 和 RT-qPCR 结果
均显示，铅暴露组内皮细胞标志物 CD31、VE-cadherin 的表达水平与对照组相比降低（均 P < 0.05），而间充质细胞
标志物 α-SMA、N-cadherin、vimentin 的表达水平与对照组相比升高（均 P < 0.05）。 结论 铅能降低小鼠主动脉内皮
细胞活力并改变细胞形态，能诱导内皮细胞向间充质细胞转化。
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Lead-induced transformation of mouse aortic endothelial cells into mesenchymal cells
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Abstract：Objective To investigate the effects of lead on the viability, morphology, and function of mouse aortic
endothelial cells, as well as whether it induces endothelial -mesenchymal transition (EndMT). Methods Mouse aortic
endothelial cells (MAEC) were cultured in vitro and divided into a control group and a lead exposure group. The lead
exposure group was treated with lead acetate [Pb (Ac)2] solutions at varying concentrations, with final concentrations of 0 to
160 μmol/L. The cells were incubated for 24 or 48 hours in a cell culture incubator. Cell viability was assessed using the
MTT assay, while an inverted microscope was used to observe cell arrangement and morphology. The concentration of nitric
oxide (NO) in the cell culture supernatant was determined using the nitrate reductase method. Western blot analysis was
conducted to measure the expression of EndMT -related proteins, including endothelial markers [platelet endothelial cell
adhesion molecule-1(CD31) and vascular endothelial cadherin (VE-cadherin)] and mesenchymal markers [vimentin, neural
cadherin (N-cadherin), and alpha-smooth muscle actin (α-SMA)]. Furthermore, real -time quantitative PCR (RT-qPCR)
was employed to assess the expression of EndMT -related mRNA. Results Compared with the control group, the lead
exposure group showed significantly reduced cell viability (all P < 0.05) and an increased concentration of NO in the
culture supernatant (all P < 0.05). Under the inverted microscope, disordered cell arrangement, morphological changes from
oval to spindle -shaped and irregular forms, and apparent “aging” were observed in the MAEC of lead -treated groups.
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铅是一种严重危害人体健康的重金属元素，被
列为三大重金属污染物之一。 职业人群和普通人群
均可能通过各种途径接触到铅［1］，对其生殖系统、消
化系统、内分泌系统、免疫系统等多个系统产生不
良影响［2］。铅对心血管系统的影响也被广泛关注，大
量流行病学和动物实验研究都证实了铅与心血管
不良结局的关系［3-6］。 一氧化氮（nitric oxide，NO）是
一种血管舒张剂，内皮细胞功能受损时其分泌会失
衡 。 内 皮 间 充 质 转 化 （endothelial -mesenchymal
transition，EndMT）是指内皮细胞失去部分内皮细胞
特征并获得间充质细胞某些特征的过程［7］， 表现为
内皮细胞标志物 ［血小板内皮细胞黏附分子
（CD31）、血管内皮钙黏蛋白（VE-cadherin）等］表达
水平的降低以及间充质细胞标志物［神经钙黏蛋白
（N-cadherin）、波形蛋白（vimentin）、α-平滑肌肌动
蛋白（α-SMA）等］表达水平的增加。 EndMT 广泛存
在于各种器官纤维化过程［8］和癌症［7，9］的发生、发展
过程中。 近年来，在血管中也观察到由 EndMT 导致
的纤维化， 并可能参与一系列心血管疾病的发生、
发展，例如动脉粥样硬化［10］和肺动脉高压［11］等。 但
EndMT 是否参与铅诱导的心血管不良结局发生、发
展过程尚未明确，故本研究拟探讨铅对血管内皮细
胞活性及功能的影响，以及铅是否诱导小鼠主动脉
内皮细胞（mouse aortic endothelial cells，MAEC）发生
内皮间充质转化，以期为铅参与心血管疾病的机制
研究提供理论基础。

1 材料与方法
1.1 主要试剂与仪器

试剂：小鼠主动脉内皮细胞（MAEC，湖南丰晖
生物科技有限公司），乙酸铅（美国 Sigma 公司），标
准胎牛血清（FBS）（新西兰 Newzerum 公司），质量分
数 0.25% 的 Trypsin -EDTA （美 国 gibco 公 司），
DMEM 高糖培养基（美国 gibco 公司），NO 测定试剂
盒（酶法）（南京建成生物工程研究所），全蛋白提取
试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司），5 × 蛋
白上样缓冲液（北京索莱宝科技有限公司），二喹啉
甲酸（BCA）蛋白定量测定试剂盒（北京索莱宝科技

有限公司），超敏增强化学发光（ECL）检测试剂盒
（江苏凯基生物技术股份有限公司）， 总 RNA 抽提
试剂 TRIzol（美国 Introgen 公司），引物（深圳华大基
因股份有限公司），One-Step 反转录试剂盒、qPCR
SuperMix 试剂盒（北京全式金生物技术有限公司），
鼠抗 CD31、鼠抗 vimentin、鼠抗 VE-cadherin、鼠抗
N -cadherin、 兔 抗 α -Smooth Muscle Actin、 鼠 抗
GAPDH（武汉三鹰技术有限公司），噻唑蓝（MTT）细
胞增殖及细胞毒性检测试剂盒（合肥白鲨生物科技
有限公司），细胞培养基二甲基亚砜（DMSO）（北京
索莱宝科技有限公司）。

仪器：二氧化碳培养箱（苏州捷美电子有限公
司），倒置荧光显微镜（日本 Nikon 公司），全自动酶
标仪（广州月利科技有限公司），化学发光成像分析
仪（上海天能科技有限公司），LightCycle 96 型实时
荧光定量聚合酶链式反应 （real -time quantitative
polymerase chain reaction，RT-qPCR）仪（美国 Roche
公司）。
1.2 方法
1.2.1 细胞培养

使用含有质量分数 10%的胎牛血清、1%的青
霉素-链霉素双抗溶液（100 ×）的 DMEM 培养基培
养 MAEC 细胞，置于 37 ℃、体积分数 5%的二氧化
碳的细胞培养箱中。 待细胞汇合度为 80%时，进行
细胞传代， 后续实验均使用第 8 ~ 11 代细胞进行。
实验期间对照组细胞使用含质量分数 0.5%的胎牛
血清、不含双抗的 DMEM 培养基进行培养，实验组
使用含质量分数 0.5%的胎牛血清、 不同浓度的乙
酸铅、不含双抗的 DMEM 培养基进行培养。
1.2.2 MTT 法检测药物对 MAEC 细胞增殖的影响

将 MAEC 均匀种植在 96 孔板内， 控制每孔细
胞数为 1 × 104 个，放入细胞培养箱内培养过夜。 待
细胞贴壁后，将孔内培养基换成不同浓度的含乙酸
铅的培养基，使 96 孔板内细胞暴露 24 h 后的最终铅
浓度为 0、5、10、20、40、80、160 μmol/L，细胞暴露 48 h
后的最终铅浓度为 0、5、10、20、40、80 μmol/L， 终体
积均为 200 μL，每个浓度设置 6 个复孔。 在细胞培
养箱分别培养 24、48 h 后，每孔加入10 μL MTT（1 ×）

Western blot and RT-qPCR results indicated that the expression levels of endothelial markers (CD31 and VE-cadherin)
were significantly decreased(all P < 0.05), while those of mesenchymal markers (α-SMA, N-cadherin, and vimentin) were
significantly increased(all P < 0.05) in the lead exposure group compared with the control group. Conclusions Lead could
reduce the viability of mouse aortic endothelial cells, alter their morphology, and induce their transformation from
endothelial to mesenchymal cells.
Keywords：cardiovascular disease; lead; endothelial cells; endothelial-mesenchymal transition (EndMT)
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溶液， 继续培养 4 h， 小心吸弃上清液， 每孔加入
150 μL DMSO，摇床中低速振荡 10 min 使结晶充分
溶解。 全自动酶标仪于 490 nm 处测量吸光值
（optical density，OD）。 细胞存活率计算公式：细胞存
活率 =［（实验孔 OD 值-空白孔 OD 值）/（阴性对照
孔 OD 值-空白孔 OD 值）］×100%。
1.2.3 倒置显微镜观察细胞形态学变化

将 MAEC 细胞铺于 6 孔细胞培养板中，每孔细
胞数为 5 × 105 个，培养过夜。 待细胞贴壁后，各孔
分别加入 2.5 mL 终浓度为 0、5、10 μmol/L 的含乙
酸铅的培养基培养，分别处理细胞 24、48 h，置于倒
置显微镜下观察细胞生长状况、细胞形态等指标。
1.2.4 硝酸还原酶法检测细胞培养基上清 NO 含量

收取上述 6 孔细胞培养板中用乙酸铅处理
MAEC 细胞 24、48 h 后的培养基上清， 使用 NO 测
定试剂盒（酶法）检测细胞培养上清中 NO 浓度，具
体操作严格按照说明书进行。
1.2.5 蛋白免疫印迹检测 EndMT 相关蛋白表达水平

使用全蛋白提取试剂盒裂解按上述方法处理
24、48 h 后的细胞， 严格按照说明书操作提取总蛋
白，使用 BCA 法检测总蛋白浓度，随后使用 5 × 蛋
白上样缓冲液和磷酸盐缓冲液调整各组总蛋白质
量浓度至 2 μg/μL，70 ℃金属浴 15 min 使蛋白质彻
底变性。 各组统一上样量为 40 μg，经浓缩胶、分离
胶（含体积分数分别为 5%和 8%的十二烷基硫酸
钠-聚丙烯酰胺凝胶）电泳分离蛋白，浓缩胶阶段恒
压 80 V 电泳 20 min， 分离胶阶段恒压 120 V 电泳
80 min。 随后使用湿转法将凝胶上的蛋白转移至聚
偏二氟乙烯膜（PVDF 膜）， 相对分子质量 > 70 kD
的蛋白恒压 100 V 转膜 60 min，相对分子质量 < 70 kD
的蛋白恒流 350 mA 转膜 75 min。 PVDF 膜于室温条
件下以质量分数 5%的脱脂牛奶封闭 2 ~ 3 h， 封闭
结束后用 TBST 缓冲液漂洗 5 min， 加入 VE-cadherin
（1∶1 000）、CD31（1∶1 000）、N-cadherin（1∶1 000）、α-
SMA（1 ∶1 000）、vimentin（1 ∶1 000）、β-actin（1 ∶3 000）
一抗抗体，4 ℃低温摇床温育过夜。 次日回收抗体，
TBST 缓冲液漂洗 4 次， 每次 5 min， 加入与一抗对
应的山羊抗兔或山羊抗鼠二抗， 室温摇床温育 2 h，
再以 TBST 缓冲液漂洗 4 次，每次 5 min。PVDF 膜上加
入 A 液、B 液 1 ∶1 混匀的 ECL 发光液， 以化学发光
成像法分析仪检测目的蛋白条带，Image J 软件对蛋
白条带灰度值进行分析，以 β-actin 为内参，计算上
述内皮间充质转化相关蛋白的相对表达水平。
1.2.6 实时荧光定量 PCR 检测 EndMT 相关基因表
达量

使用 TRIzol 法提取各组细胞总 RNA，NanoDrop
微量定量仪测量 RNA 浓度，One-Step 反转录试剂
盒将 RNA 反转录为 1 μg/μL 的 cDNA， 使用 qPCR
SuperMix 试剂盒进行 PCR 扩增反应，两步法反应条
件：94 ℃、30 s 预变性，扩增 94 ℃、5 s，退火 60 ℃、
30 s，扩增和退火步骤进行 40 ~ 45 个循环。 以GAPDH
为内参， 根据 2-△△CT 法计算目的基因相对表达水
平。 引物由深圳华大基因公司合成，引物序列见表1。

表 1 引物序列

基因 碱基序列（5’ - 3’）

CD31 上游引物 ACGCTGGTGCTCTATGCAAG

CD31 下游引物 TCAGTTGCTGCCCATTCATCA

VE-cadherin 上游引物 CCACTGCTTTGGGAGCCTT

VE-cadherin 下游引物 GGCAGGTAGCATGTTGGGG

N-cadherin 上游引物 CGCCATCATCGCTATCCTTCTGTG

N-cadherin 下游引物 TTTATCCCGCCGTTTCATCCATACC

α-SMA 上游引物 GTACCACCATGTACCCAGGC

α-SMA 下游引物 GCTGGAAGGTAGACAGCGAA

vimentin 上游引物 CGTCCACACGCACCTACAG

vimentin 下游引物 GGGGGATGAGGAATAGAGGCT

1.2.7 统计学分析
对本研究观察指标均进行 3 次独立重复实验，

使用 GraphPad Prism 软件进行数据分析及绘图。 多
组间数据的比较采用单因素方差分析，组间两两比
较采用 LSD-t 检验。 检验水准 α = 0.05。

2 结果
2.1 铅对 MAEC 细胞活力的影响

如图 1 所示，MTT 法结果显示，与对照组相比，
5 ~ 160 μmol/L 浓度的乙酸铅对 MAEC 细胞增殖均
有抑制作用（P < 0.05）。 乙酸铅作用于 MAEC 细胞
24 h 的半抑制浓度（IC50） 为 116.6 μmol/L，48 h 的
IC50 为 73.17 μmol/L。 为了将对实验结果的影响降
低到尽可能小，选用对细胞活力影响较小的低剂量
乙酸铅进行后续实验，即 0、5、10 μmol/L。

乙酸铅浓度 /（μmol/L） 乙酸铅浓度 /（μmol/L）
0 5 10 20 40 80 160 0 5 10 20 40 80

24
h
细

胞
活

力
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48
h
细

胞
活

力
/%

注：A 为乙酸铅暴露 24 h 细胞活力柱状图，B 为乙酸铅暴露
48 h 细胞活力柱状图。 与对照组相比， *P < 0.05， ***P < 0.001；
n = 3。

图 1 乙酸铅对 MAEC 细胞活力的影响
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2.2 铅对细胞形态的影响
如图 2 所示，正常内皮细胞排列呈现规则铺路

石样，加入乙酸铅处理后，在倒置显微镜下观察（放
大倍数 100 ×），发现随着铅浓度升高，同一视野下
细胞数量减少、排列紊乱（图 2A）。 进一步放大视

野（放大倍数 200 ×），观察到随着铅浓度升高，同一
视野下细胞数量减少、形态更细长，背景中细胞碎
片增多，细胞“老化”形态明显，立体感消失、折光性
变差，呈现为更薄的扁平状，细胞开始长角分化，从
而成为梭形及其他各种不规则形状（图 2B）。

2.3 铅对细胞分泌 NO 的影响
如图 3 所示，与对照组相比，乙酸铅处理细胞

24、48 h 后，细胞培养上清中 NO 浓度升高（均 P <
0.05）， 且与乙酸铅浓度成正比。 说明乙酸铅处理
24、48 h 使细胞处于早期炎症应激状态。

乙酸铅浓度 /（μmol/L）
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注：A 为乙酸铅暴露 24 h NO 浓度柱状图，B 为乙酸铅暴露 48 h
NO 浓度柱状图。 与对照组相比， *P < 0.05， **P < 0.01， ***P <
0.001； n = 3。

图 3 乙酸铅处理细胞 24、48 h 后细胞上清 NO 浓度的变化

2.4 铅暴露对 EndMT 相关蛋白表达水平的影响
免疫印迹结果显示，与对照组相比，24、48 h 铅

处理组的内皮细胞标志蛋白 VE-cadherin、CD31 表
达量减少（均 P < 0.05）； 间充质细胞标志蛋白 N-
cadherin、α-SMA 表达水平升高（均 P < 0.05），且与
乙酸铅浓度成正比；虽然 5 μmol/L 组的 vimentin 蛋
白表达水平与对照组相比差异无统计学意义（P >
0.05）， 但 10 μmol/L 组的 vimentin 蛋白表达水平高
于对照组，差异有统计学意义（P < 0.05）。 提示铅可
诱导 MAEC 细胞发生内皮间充质转化。 见图 4。
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注：Ａ、B 为乙酸铅暴露 24 h EndMT 相关蛋白条带及相对表达
量柱状图，C、D 为乙酸铅暴露 48 h EndMT 相关蛋白条带及相对表
达量柱状图。 与对照组相比， *P < 0.05， **P < 0.01； n = 3。

图 4 不同浓度和时间乙酸铅暴露后
细胞 EndMT 相关蛋白表达水平

2.5 铅暴露对 EndMT 相关基因表达水平的影响
如图 5 所示，RT-qPCR 结果显示， 内皮间充质

转化相关 mRNA 表达水平变化趋势与蛋白表达量
变化趋势相同， 与对照组相比， 除 5 μmol/L 组
vimentin 的 mRNA 表达水平与对照组相比差异无统
计学意义 （P > 0.05） 外 ， 其他铅处理组 VE -
cadherin、CD31 的 mRNA 表达水平减少 （均 P <
0.01），而 N-cadherin、α-SMA、vimentin 的 mRNA 表
达水平增多 （均 P < 0.05）， 且不同暴露时间下

注：Ａ：放大倍数 100 ×，比例尺大小为 500 μm； B：放大倍数 200 ×，比例尺大小为 250 μm。

图 2 乙酸铅对 MAEC 形态的影响
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mRNA 表达水平的升高、 降低趋势与乙酸铅浓度成
正比。 提示乙酸铅暴露可诱导 MAEC 细胞发生内皮
间充质转化。
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状图，B 为乙酸铅暴露 48 h EndMT 相关 mRNA 相对表达水平柱状
图。 与对照组相比，*P < 0.05，**P < 0.01；n = 3。

图 5 不同浓度、不同时间乙酸铅暴露后
细胞 EndMT 相关基因表达水平

3 讨论
环境中铅主要通过呼吸道和消化道进入血液

循环［12-13］，经血液循环传输至各个组织。 血管内皮
细胞是指覆盖于血管内腔表面，构成血管内膜的一
层连续单层扁平细胞，内皮细胞存在于整个脉管系
统中， 其表面直接与体内的几乎每个系统相互作
用，调节血管发育、稳态和发病机制［14］，在血管功能
中发挥关键作用。

血管内皮细胞作为血管屏障的第一道防线，
与血液中的铅离子直接接触， 因此目前关于铅诱
导心血管疾病的机制研究大多数关注铅对内皮细
胞的损伤［15］。 铅可通过抑制内皮细胞增殖，破坏内
皮稳态并促进血管平滑肌细胞增殖， 从而影响血
管正常功能［16］。 本研究结果表明，不同浓度的乙酸
铅溶液分别处理 MAEC 细胞 24、48 h 后均能抑制
内皮细胞增殖（P < 0.05），实验结果与国内相关研
究一致［17］。

NO 是一种小分子气体， 在体内由 NO 合酶
（NOS）的 3 个不同亚型［神经元 NOS（nNOS）、诱导
型 NOS（iNOS）和内皮 NOS（eNOS）］合成，每种亚型
都发挥不同的功能。 血管内的 NO 主要是由血管内

皮细胞的 eNOS 合成。 NO 的正常分泌对于血管收缩
功能至关重要， 它能够维持基底血管扩张剂的张
力，抑制血小板聚集，并减弱白细胞与内皮细胞的
黏附。 NO 产生的减少是内皮功能损伤的标志之一，
并与许多心血管不良事件相关［18-19］。 一些研究［20］表
明，铅暴露会通过调节 NOS 合酶活性降低 NO 的浓
度，但本研究发现，与对照组相比，乙酸铅暴露组细
胞培养上清 NO 浓度升高， 这可能是由于低剂量短
时间铅暴露促进了 NOS 合酶的代偿性上调［21］，应属
于一种保护机制［22］。 同时，NO 的产生显著增加，会与
其他炎症因子一起诱导氧化应激，从侧面反映炎症的
存在［23］。 血管炎性微环境是血管炎症疾病链的病理
基础，是向亚临床和临床心血管疾病发展的关键转
折点［24］。

本研究发现 ， 低剂量铅促进内皮细胞发生
EndMT。 EndMT 是胚胎时期心脏、 血管正常发育所
需的生理过程［25］，但病理条件下这一过程可能会导
致心血管疾病［26］。 EndMT 广泛参与动脉粥样硬化的
发生和发展，包括斑块的形成和破裂等。 有研究［27］

表明，EndMT 并不是一个永久性的转化结局， 而是
一个动态可逆性的过程， 当细胞表达间充质标志
物 ， 但仍包含一些上皮细胞特征时， 称为部分
EndMT， 这是内皮细胞和间充质细胞标志物表达动
态变化的阶段， 这提示了对于有 EndMT 参与的疾
病，逆转 EndMT 状态可能是一个具有广阔前景的
治疗方向。 不同性质和强度的刺激因素， 可能会
在 EndMT 期间产生不同的间充质表型［28］。 已有研
究表明，持续的刺激如血管剪切应力［29］、脂质［30］、血
管紧张素、炎性细胞因子［31］等都可能触发 EndMT。
本研究通过免疫印迹与 RT -qPCR 实验证明，以
5、10 滋mol/L 的乙酸铅溶液分别处理 MAEC 细胞
后， 内皮细胞标志物 VE-cadherin、CD31 的 mRNA和
蛋白表达水平下降，间充质细胞标志物 N-cadherin、
α-SMA、vimentin 的 mRNA 和蛋白表达水平上升，表
明内皮细胞正在经历 EndMT。

综上所述，本研究发现铅能抑制小鼠主动脉内
皮细胞增殖、引起内皮细胞损伤，并诱导小鼠主动
脉内皮细胞发生内皮间充质转化，为铅参与心血管
疾病的机制研究提供了实验和理论基础，但铅诱导
EndMT 的机制通路有待进一步研究。
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