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　　摘　要：目的　探讨白细胞介素１８（ＩＬ１８）的表达变化与深静脉血栓疾病（ＤＶＴ）发生、发展的相关性及临床意义。方法　收

集临床ＤＶＴ病例（ＤＶＴ组，狀＝４０）、实验对照组（狀＝４０）、健康对照组（狀＝２０）的血液，以ＥＬＩＳＡ法检测其中ＩＬ１８的表达并分析

差异；培养原代培养的人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）行目标蛋白免疫荧光检测明确其定位；构建人ＩＬ１８过表达和干扰病毒载体

（ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ、ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１）感染 ＨＵＶＥＣｓ并进行基因表达谱芯片检测和ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ等生物信息技术，分

析ＩＬ１８与疾病的相关性。结果　人血 ＥＬＩＳＡ检测发现在 ＤＶＴ组和两对照组中ＩＬ１８的表达差异均有统计学意义（犉＝

１１．２４８，犘＜０．０１）；实验对照组与健康对照组之间ＩＬ１８的表达差异无统计学意义（犘＞０．０５）；免疫荧光检测显示目标蛋白定位

于细胞质；人ＩＬ１８过表达和干扰载体经病毒转染后感染 ＨＵＶＥＣｓ；基因芯片检测发现与正常细胞比较，过表达载体ＩＬ１８ｐＣ

ＤＨＧＦＰ感染细胞有１７条信号通路下调、１６条上调；干扰载体ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１感染细胞有２３条信号通路下调、９条上调。

结论　ＩＬ１８对ＨＵＶＥＣｓ有确切影响，同时与ＤＶＴ疾病密切相关，有希望作为深静脉血栓疾病临床预测诊断的候选分子标记物。
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　　深静脉血栓（ｄｅｅｐｖｅｎｏｕｓｔｈｒｏｍｂｏｓｉｓ，ＤＶＴ）的诊断主要

依赖影像学和有限的实验室检查，在血栓形成之后方能明确，

以致无法针对性地进行预防和治疗。如能预测诊断，可实现更

有针对性的预防、更早有效地治疗，减少危害。随着分子生物

学技术的发展，ＤＶＴ疾病中炎症细胞因子的参与及其在早期

瀑布式反应中重要的激活作用得到广泛关注，越来越多的证据

表明，炎性反应在静脉血栓疾病的发生、发展中起到了关键的

作用［１］。白细胞介素１８（ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ１８，ＩＬ１８）是上世纪９０年

代末发现的前炎症细胞因子［２３］，它参与体内炎性反应和免疫

反应调节过程，尤其是在促进炎性细胞因子释放及细胞因子之

间相互作用方面具有重要作用。本文对ＩＬ１８与下肢ＤＶＴ的

相关性进行研究，通过临床患者血中ＩＬ１８基因ＥＬＩＳＡ检测

初步探讨疾病相关性，随后进一步行细胞及分子生物学实验研

究，结合基因芯片等生物信息学手段，为ＩＬ１８与ＤＶＴ发生、

发展相关性的研究提供有效证据。

１　材料与方法

１．１　一般资料　本院２０１２～２０１３年骨科、血管外科、呼吸内

科等相关科室中ＤＶＴ病例４０例、实验对照组４０例、健康对照

组２０例，共１００例血液标本。参考《静脉血栓栓塞症预防的

ＮＩＣＥ指南》（２０１２年）和《美国胸科医师协会抗栓与血栓预防

临床实践指南深静脉血栓形成的诊断》（２０１２年第９版）制订

ＤＶＴ诊断标准。ＤＶＴ组：符合临床诊断标准的下肢ＤＶＴ患

者；实验对照组：骨科人工关节置换、脊柱术后无血栓诊断患

者；健康对照组：健康志愿标准。为控制非试验因素干扰和影

响，各组纳入者满足（１）年龄大于１５岁；（２）无家族遗传性血栓

病史；（３）无自身免疫性疾病、急性炎症、全身免疫反应综合征
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（ＳＩＲＳ）、肿瘤、怀孕等；（４）未服用抗凝药物。

１．２　材料　ＥＬＩＳＡ试剂盒购于Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ公司；过表达慢病

毒载体及逆转录病毒载体购于 Ａｍｂｉｏｎ公司；转染试剂购于

Ｑｉａｇｅｎ公司；ＴＲＩｚｏｌ、二抗ＩｇＧＨＲＰ购于Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司；逆

转录试剂盒购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；琼脂糖凝胶电泳试剂购于

Ｏｍｅｇａ公司；荧光定量引物由Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司合成；荧光定量

试剂盒购于Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ公司；聚偏氟乙烯（ＰＶＤＦ）膜购于 Ｍｉｌｌｉ

ｐｏｒｅ公司；一抗购于Ｓａｎｔａｎ和康为公司；ＥＣＬ显色试剂盒、Ｒｅ

ａｌｔｉｍｅＰＣＲ用９６孔板及膜购于ＢｉｏＲａｄ公司。各规格离心

管、枪尖、ＰＣＲ管购于 Ａｘｙｇｅｎ公司；Ｘ光片购于柯达公司；人

脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵ

ＶＥＣｓ）原代及传代培养耗材购于Ｃｏｒｎｉｎｇ公司。

１．３　收集血清　无抗凝剂生化管／ＥＤＴＡ真空采血管收集空

腹静脉血３～４ｍＬ，３０００ｒ／ｍｉｎ，４℃离心１０ｍｉｎ。分离血清／

血浆，冻存管－８０℃保存。

１．４　ＥＬＩＳＡ检测ＩＬ１８　ＥＬＩＳＡ检测步骤按Ｅｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ试

剂盒说明书标准操作。按试剂盒标准品绘制标准曲线。标准

曲线方程为犢＝０．０００８犡＋０．００９５其中犡为吸光度值、犢 为

浓度对数，可据其计算样本实际浓度。预实验随机选择１个样

本进行梯度稀释（１００、２００、４００及８００倍），稀释后犗犇 值依次

为：０．８７６９、０．４１３２、０．０９７６、０．００１３；可见稀释２００倍犗犇值

在标准曲线范围，是最佳血清稀释浓度。

１．５　ＨＵＶＥＣｓ细胞培养及免疫荧光检测　原代 ＨＵＶＥＣｓ组

在３７℃，５％ ＣＯ２ 条件下培养。免疫荧光检测：ＨＵＶＥＣｓ制

成２×１０４／ｍＬ细胞悬液，制作细胞爬片；以抗人ＩＬ１８孵育，

ＦＩＴＣ标记二抗与之结合，激光共聚焦荧光显微镜拍照观察

ＩＬ８蛋白在 ＨＵＶＥＣｓ中的定位，设置３次平行实验。

１．６　人ＩＬ１８慢病毒过表达载体构建　通过ＧｅｎＢａｎｋ数据库

搜索人ＩＬ１８基因完整ＣＤＳ序列，Ｐｒｉｍｅｒ５．０软件设计特异性

引物（正向引物：５′ＧＣＡ ＡＧＣＴＴＡ ＴＧＣＣＴＴ ＧＴＧ ＴＴＣ

ＡＧＧＣＧ３′，反向引物：５′ＧＣＣＴＣＧＡＧＴＴＡＧＡＡＡＧＧＴ

ＡＡＧＧＴＧＴＣ３′，产物长度５８２ｂｐ，退火温度６０℃），对人ＩＬ

１８基因进行ＰＣＲ扩增。然后进行胶回收实验，再行琼脂糖凝

胶电泳检测；收集胶回收的目的片段和质粒载体进行连接，以

ｐＣＤＨＧＦＰ为测序引物进行测序。

１．７　人ＩＬ１８逆转录病毒干扰载体构建　逆转录病毒 Ｏｌｉｇｏ

片段扩增：搜索 ＧｅｎＢａｎｋ中人ＩＬ１８基因序列，利用 Ｏｌｉｇｏ

ｅｎｇｉｎｅ设计２条２２个碱基的候选ｓｉＲＮＡ 靶序列，再根据

ＭＳＣＶＬＭＰ逆转录病毒载体的特点，设计出相应的具有发夹

结构的ｓｈＲＮＡ模板。将设计片段送生物工程合成部合成Ｏｌｉ

ｇｏ片段并按比例稀释，用规定引物（正向引物：５′ＣＡＧＡＡＧ

ＧＣＴＣＧＡＧＡＡＧＧＴＡＴＡＴＴＧＣＴＧＴＴＧＡＣＡＧＴＧＡＧＣ

Ｇ３′，反向引物：５′ＣＴＡ ＡＡＧ ＴＡＧ ＣＣＣＣＴＴ ＧＡＡ ＴＴＣ

ＣＧＡＧＧＣＡＧＴＡＧＧＣＡ３′，退火温度５２℃）进行ＰＣＲ反应

扩增。干扰片段扩增后，进行胶回收实验，再进行琼脂糖凝胶

电泳检测。把胶回收的目的片段和质粒载体进行连接，以

ＬＭＰ为测序引物进行测序。

１．８　过表达及抑制效率检测

１．８．１　过表达／干扰载体病毒包装、感染　病毒宿主细胞为

２９３Ｔ细胞，ＨＵＶＥＣｓ为感染细胞。ｐＣＤＨＧＦＰ（１２．０ｇ）的包

装质粒为ｐＣＬＥＣＯ，用量８．０ｇ；转染人ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ过

表达质粒（过表达组），正常和转染空载体细胞分别作为实验对

照组和正常对照组。ＭＳＣＶＬＭＰ（１２．５ｇ）包装质粒分别是：

ｐＡＰＡＸ（７．５ｇ）、ｐＭＤ２．Ｇ（５ｇ）；分别转染人ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲ

ＮＡｍｉｒ１、２（干扰１、２组），正常和转染空载体细胞分别作为实

验对照２组和正常对照组；总感染４８～７２ｈ后，通过载体荧光

观察感染效率，并抽提点ＲＮＡ。

１．８．２　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ测定 ｍＲＮＡ水平　ＴＲＩｚｏｌ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）

抽提细胞总ＲＮＡ；依据ＲｅｖｅｒｔＡｉｄＦｉｒｓｔＳｔｒａｎｄｃＤＮＡＳｙｎｔｈｅ

ｓｉｓＫｉｔ（Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ）试剂盒标准操作进行ｃＤＮＡ 合成。通过

ＧｅｎＢａｎｋ基因数据库搜索基因的完整ｍＲＮＡ序列，用ＢＬＡＳＴ

分析寻找特异性引物，引物设计软件为ｐｒｉｍｅｒ５．０，以人ａｃｔｉｎ

基因为内参（ＩＬ１８正向引物：５′ＴＣＡＡＧＡＣＣＡＧＣＣＴＧＡ

ＣＣＡＡＣＡ３，反向引物：５′ＣＴＣＡＣＣＡＣＡ ＡＣＣＴＣＴ ＡＣＣ

ＴＣＣＧ３′，１５２ｂｐ；βａｃｔｉｎ正向引物：５′ＡＣＧＧＣＡＡＧＴＴＣＡ

ＡＣＧＧＣＡＣＡＧ３′，反向引物：５′ＧＡＣＧＣＣＡＧＴＡＧＡＣＴＣ

ＣＡＣＧＡＣＡ３′，１８０ｂｐ）。荧光定量ＰＣＲ检测相对表达量，依

据 ＭａｘｉｍａＴＭＳＹＢＲＧｒｅｅｎ／ＲＯＸｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（２×）（Ｆｅｒ

ｍｅｎｔａｓ）操作。将引物稀释至１０μＭ；设计９６孔板上样顺序，

每个样品做３个重复，用水为模板作阴性对照；ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ

扩增仪进行实验。结果分析：观察熔解曲线和扩增曲线，用软

件ＤａｔａＡｓｓｉｓｔＴＭｖ３．０Ｓｏｆｔｗａｒｅ（ＡＢＩ）以２－ΔΔＣｔ方法对结果进行

分析。ΔΔＣｔ＝（Ｃｔ目的基因－Ｃｔ管家基因）实验组－（Ｃｔ目的

基因－Ｃｔ管家基因）对照组。

１．８．３　蛋白水平测定　细胞总蛋白提取：收集各组 ＨＵＶＥＣｓ

后添加含ＰＭＳＦ（Ｓｉｇｍａ公司）的 ＲＩＰＡ裂解液（Ｂｅｙｏｔｉｍｅ），冰

浴３０ｍｉｎ；４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ；取上清液，用ＢＣＡ法

测定计算蛋白浓度。蛋白印迹法（Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ）分析目标蛋白

的表达情况，ＢｉｏＲａｄ膜成像系统下显色成像并用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ

Ｏｎｅ软件对比分析。

１．９　人ＩＬ１８细胞系过表达＼沉默后转录谱变化　按前文转

染步骤进行实验，收获转染了人的ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１、

ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ的细胞和未转染细胞作为对照，提取总

ＲＮＡ，进行基因表达谱芯片分析，每样品１张芯片，共３个基

因芯片；样本送至康成生物进行基因芯片检测。

１．１０　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１９．０软件完成统计学分析。

计量资料用狓±狊表示，组间数据比较采用单因素方差分析，组

间两两比较采用Ｔｕｋｅｙ及Ｓｃｈｅｆｆｅ法。以犘＜０．０５为差异有

统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＥＬＩＳＡ检测人血中ＩＬ１８的表达情况　检测１００例血清

样品中ＩＬ１８基因的水平，编号１～４０为ＤＶＴ组、４１～８０为实

验对照组、８１～１００为正常对照组。单因素方差分析显示：

ＤＶＴ组ＩＬ１８检测值明显高于两对照组，差异均有统计学意

义（犘＝０．００１）；两对照组间差异无统计学意义（犘＞０．０５）。见

表１。

表１　　人ＩＬ１８在各组中的差异（狓±狊）

组别 狀 犗犇值 ＩＬ１８（ｎｇ／ｍＬ）

ＤＶＴ组 ４０ ０．８６８４±０．３１ ２０７．４６±７８．６３

实验对照组 ４０ ０．６２３７±０．２２ａ １５０．０３±５６．１１ａ

正常对照组 ２０ ０．５８８４±０．２３ａ １３８．５４±６１．１０ａ

　　ａ：犘＜０．０５，与ＤＶＴ组比较。

２．２　ＨＵＶＥＣｓ培养及免疫荧光检测　培养原代 ＨＵＶＥＣｓ并
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进行传代。早期细胞贴壁多呈小三角形、球形，少数细胞伸展

呈短梭型，单个或团簇存在；此后细胞呈单层，互不重叠，呈铺

路石样排列。ＨＵＶＥＣｓ细胞爬片重复３次免疫荧光均显示

ＩＬ１８目标蛋白定位于 ＨＵＶＥＣｓ细胞质，见图１。

图１　　免疫荧光激光共聚焦检测（×８００）

２．３　人ＩＬ１８基因慢病毒过表达载体、逆转录病毒干扰载体

构建

２．３．１　逆转录病毒过表达载体构建　ＰＣＲ扩增人ＩＬ１８基

因，琼脂糖电泳清晰可见单一的目的条带；本研究选取慢病毒

载体ｐＣＤＨＧＦＰ中，犈犮狅ＲⅠ和犅犪犿ＨⅠ两个酶切位点来连接

载体与目的基因。人ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ的测序结果，经 ＮＣＢＩ

中的ＢＬＡＳＴ在线工具比对，均为正确序列。

２．３．２　逆转录病毒干扰载体构建　据逆转录病毒ＬＭＰ质粒

载体特点，选犡犺狅Ⅰ和犈犮狅ＲⅠ酶切位点进行连接；扩增人ＩＬ

１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１、２干扰载体，犛犪犮Ⅱ／犡犺狅Ⅰ双酶切后酶切

产物经１％琼脂糖电泳检测；条带在９８５ｂｐ／７０１９ｂｐ表明已插

入目的条带，属于阳性克隆。阳性克隆送上海生工测序部测序

鉴定。人ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１、２干扰载体测序结果，以

ＮＣＢＩ中的ＢＬＡＳＴ在线工具比对测序结果，均为正确序列。

２．４　过表达及抑制效率检测

２．４．１　病毒包装及感染　包装和转染病毒４８ｈ及７２ｈ分别

收集两次病毒原液，用病毒原液２～５ｍＬ感染宿主细胞，４８ｈ

后观察感染情况；磷酸钙转染法在２９３Ｔ细胞长包装病毒的转

染效率可以达到９０％，甚至更高；病毒收集后，感染宿主细胞

的感染效率可达８０％以上；载体都携带绿色荧光蛋白标签，可

见实验转染及感染均呈高效。

图２　　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测基因的表达水平

２．４．２　ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ结果　２
－ΔΔＣｔ法分析待测基因在实验各

组间的相对表达量差异倍数。组间比较结果显示，ＩＬ１８在过

表达组的表达情况明显高于正常对照组及干扰１、２组（犘＜

０．０５），而干扰１组明显低于其余组，差异均有统计学意义

（犘＜０．０５）。见图２。

２．４．３　蛋白印迹检测结果　采用 ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ软件对膜成

像系统拍下的 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果图片进行分析，读取条带相应

光密度值后，根据公式：相对表达水平（ｒａｔｉｏ）＝目标蛋白／βａｃ

ｔｉｎ进行计算，结果显示ＩＬ１８表达水平在过表达组中明显增

高，干扰１组中明显减低，见图３、表２。以正常对照组为１，分

别计算其他处理组与正常对照组的比值，得到目的基因相对过

表达率，见图４。

　　１：正常组；２：过表达组；３：干扰１组；４：干扰２组。

图３　　ＩＬ１８的蛋白表达水平

表２　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ＩＬ１８蛋白的相对表达水平

组别 相对表达水平

正常对照组 ０．４３

过表达组 ０．７０

干扰１组 ０．２８

干扰２组 ０．５４

图４　　目的基因相对过表达率

　　１：正常人静脉内支细胞；２：ＩＬ１８ＰＣＤＨＧＦＰ转梁细胞；３：ＩＬ１８

ＬＭＰｓｈＲＮＡＡｍｉｒ１转染细胞。

图５　　基因芯片热谱图

２．５　人ＩＬ１８细胞系过表达或沉默后转录谱变化　根据ｒｅａｌ

ｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果，选取过表达组、干扰１组、

正常对照组细胞进行基因表达谱芯片分析，每样品做１张芯

片，共３个基因芯片。图５为基因芯片检测到的所有表达变化

的基因热谱图，其中红色表示相对高表达，绿色代表相对低表
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达。同时根据ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ分析过表达组及干扰１组与正

常对照组比较发现：过表达组细胞上调的基因共１６４个、涉及

１６条信号通路；下调的基因共１７７个、涉及１７条信号通路。

干扰１组细胞上调的基因有９４个、涉及９条信号通路；下调的

基因有２９０个、涉及２３条信号通路。

３　讨　　论

ＤＶＴ是一种多因素疾病，包括致病基因、基因突变及基因

间相互影响和炎性反应中细胞因子的相互作用、凝血功能等诸

多方面。静脉血栓形成的复杂因素中，内皮细胞、血小板、炎症

因子参与等诸多方面已成为ＤＶＴ疾病研究的热点。国内外

炎症与血栓相关研究主要集中于动脉疾病，研究炎症与静脉血

栓形成间的相互作用机制仍在探索，相关文献报道甚少。炎性

反应一方面有防御性的保护作用；另一方面炎症过于强烈时，

则可使损伤放大、加重，产生序列性连锁反应引发血栓性疾

病［４６］。血栓形成的局部微环境中，受损内皮分泌趋化因子，趋

化白细胞到达炎症区域参与炎性反应，并分泌ＩＬ１、ＩＬ６、

ＴＮＦα等炎性介质促进血栓形成
［７］。炎症因子与血栓的形成

有较为密切的关系［８］。血栓形成过程中，炎症细胞分泌多种细

胞因子和炎症介质作用于内、外源性凝血系统［９］，可刺激内皮

细胞，诱发组织因子表达，激活凝血途径，引起炎症使体内Ｃ

反应蛋白（ＣＲＰ）含量增加，形成循环相加效应。

ＩＬ１８是上世纪９０年代末新发现的前炎症细胞因子，具有

多种生物学活性和功能，它参与炎性反应和免疫反应调节过

程，尤其是对促炎性细胞因子释放及细胞因子相互作用具有重

要意义。发现至今，国内外ＩＬ１８的相关研究主要集中于心血

管系统疾病进展和发病机制等领域，已取得一定成果；然而关

于ＩＬ１８与ＤＶＴ相关性研究，国内外一直罕见报道。研究共

收集ＤＶＴ患者、实验对照组及正常对照组１００例血液样本。

ＥＬＩＳＡ检测发现ＤＶＴ组较两对照组血清中ＩＬ１８的水平明显

增高，且差异有统计学意义（犘＜０．０５）。据研究结果可见ＩＬ

１８在创伤、手术等情况下，血液检测较健康人有一定程度增

高；临床确诊的下肢ＤＶＴ患者血液中ＩＬ１８表达水平明显上

升，说明其与下肢ＤＶＴ疾病有明确的相关性。ＩＬ１８可诱导Ｔ

淋巴细胞、巨噬细胞、ＮＫ细胞生成ＩＦＮγ，而ＩＦＮγ可以抑制

血管平滑肌的增殖、生长及胶原合成，促使ＳＭＣ吞噬（ＯＸ

ＬＤＬ）增多；还可以诱导血管内皮细胞表达细胞间黏附分子

（ＶＣＡＭ）和血管内皮黏附因子（ＩＣＡＭ），促进血管和细胞、细

胞和细胞间黏附，加速疾病发展［１０］。Ｃｈａｎｄｒａｓｅｋａｒ等
［１１］研究

表明心脏微血管内皮细胞（ＨＣＭＥＣ）存在ＩＬ１８表达，并可以

激活细胞凋亡信号通路诱导内皮细胞凋亡，引起心肌炎症性病

变和损伤。许多早期炎性反应在造血与非造血系细胞中ＩＬ１８

可以被检测到，已有报道巨噬细胞、血管内皮细胞、平滑肌细

胞、中性粒细胞、树突细胞、ＮＫ细胞、角质细胞等中均有ＩＬ１８

表达［１２１５］。

本研究进行了临床患者血样的ＩＬ１８检测，为后期细胞、

分子层面等机制研究提供有效实验证据。临床血样研究发现

ＩＬ１８和下肢ＤＶＴ疾病有明确相关性，有望成为ＤＶＴ预测、

诊断、疾病研究的分子标记物。因此，本研究继续对ＩＬ１８作

为ＤＶＴ疾病标记物在分子、细胞水平上进行探索。实验进行

了ＩＬ１８与 ＨＵＶＥＣｓ的相关研究，免疫荧光检测证实ＩＬ１８

定位与 ＨＵＶＥＣｓ细胞质中。随后构建ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ慢

病毒过表达载体和ＩＬ１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１、２逆转录病毒抑

制载体转染 ＨＵＶＥＣｓ，用ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ和 Ｗｅｓｔｅｎｂｌｏｔ对转

染／感染率进行检测，选定较为理想的ＩＬ１８ｐＣＤＨＧＦＰ和ＩＬ

１８ＬＭＰｓｈＲＮＡｍｉｒ１感染 ＨＵＶＥＣｓ进一步行基因表达谱芯

片检测。基因芯片检测结果结合ＫＥＧＧＰａｔｈｗａｙ分析与正常

ＨＵＶＥＣｓ比较：过表达载体感染细胞上调基因共１６４个，涉及

１６条信号通路；干扰载体感染细胞下调基因有２９０个，涉及２３

条信号通路。ＩＬ１８是具有多向生物学活性和功能的细胞因

子，不仅在心血管疾病、免疫性疾病、肿瘤疾病、胃肠系统疾病

以及呼吸系统疾病等多种疾病［１６２０］的发生、发展过程中发挥

重要作用。大量研究证实内皮细胞受损后与静脉内血栓性疾

病联系紧密，本研究进行了临床血样检测、细胞分子层面的初

步探索，研究结果证实ＩＬ１８的过表达及抑制等变化对 ＨＵ

ＶＥＣｓ正常功能有确切影响，说明其与下肢ＤＶＴ疾病的发生、

发展存在联系，然而其作用机制至今尚未阐明。其表达变化与

ＤＶＴ疾病的相互关系仍需进一步探讨，针对其生物活性、作用

及调节机制等仍有待深入研究。深静脉血栓疾病的预测诊断、

病程进展机制等是国内外研究者的关注热点，而ＩＬ１８是值得

关注的炎症细胞因子，可为探寻疾病早期诊断分子标记物提供

新的选择。
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