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奥美拉唑作为质子泵抑制剂（PPIs）的代表，广泛用

于消化道溃疡、反流性食管炎等酸相关性胃十二指肠疾

病的治疗，也被用于预防抗血小板药物引起的消化道出

血，后者由于奥美拉唑可能与某些抗血小板如氯吡格雷

产生相互作用而受到关注。在分析奥美拉唑对心肌梗

死患者预后影响的研究中，有作者发现PPIs增加了心血

管事件的发生，与氯吡格雷无关，具体机制不明确［1］。我

们假设氯吡格雷对血管内皮细胞的基因表达产生影响，

进而影响了血管内皮功能。以往奥美拉唑对基因影响

的研究，集中在胃粘膜上皮细胞等消化道细胞［2-3］，缺少

对血管内皮细胞的研究，个别研究也只针对单个基因表

达的影响［4］，缺乏奥美拉唑对血管内皮细胞全基因表达

谱的研究。本研究拟采用人类全基因表达谱芯片来检测

奥美拉唑作用后人脐静脉细胞基因表达的改变，并通过

进一步的筛选和分析，初步探索奥美拉唑对血管内皮细

胞作用的分子机制。

1 材料和方法

1.1 奥美拉唑母液配制

奥美拉唑标准品（中国药品生物制品检定所）溶于

二甲基亚砜（DMSO，Sigma），配成浓度为10-2 mol/L的母

液，4 ℃保存，实验前用DMEM培养液稀释至工作浓度。
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摘要：目的 研究奥美拉唑对体外培养人脐静脉内皮细胞（EA.hy926）基因表达谱的影响，探讨奥美拉唑对内皮细胞作用的分子

机制。方法 10-5 mol/L奥美拉唑与人脐静脉内皮细胞株共培养48 h，运用Affymetrix U133 plus 2.0全基因组表达芯片，检测奥

美拉唑对人脐静脉内皮细胞基因表达谱的影响，分子注释系统MAS3.0软件进行聚类分析。RT-PCR验证基因表达谱结果，

Western blotting验证相关蛋白水平的变化。结果奥美拉唑作用内皮细胞48 h后，基因芯片分析筛选出差异表达大于1.5倍的

基因282个，其中上调基因236个，下调基因46个，包括转录调节、炎症反应、免疫反应、细胞粘附、抗凋亡、信号转导等相关基因，

RT-PCR和Western blotting结果与基因芯片结果一致。结论奥美拉唑在基因水平通过多条通路调节内皮功能。
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Abstract: Objective To characterize the effect of omeprazole on the spectrum of gene expression in the cultured human
umbilical vein endothelial cell (HUVEC) line (EA.hy926), and explore the underlying molecular mechanism. Methods
Affymetrix U133 plus2.0 oligonucleotide microarray was used to detect the alteration in the gene expression profiles induced
by 1×10-5 mol/L omeprazole in HUVECs. Real-time PCR was employed to verify the results of selected differentially expressed
genes, and Western blotting was performed to test the expression levels of the related proteins. Results A total of 282 genes
were found to show at least 1.5-fold changes in EA.hy926 cells after treatment with omeprazole for 48 h, including 236
up-regulated and 46 down-regulated ones. These genes were involved in the regulation of transcription, inflammatory
response, immune response, cell adherence, anti-apoptosis, and signal transduction. Conclusion Omeprazole modulates the
function of endothelial cells by regulating the gene expression profiles of multiple pathways.
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1.2 人脐静脉内皮细胞培养

人脐静脉内皮细胞株EA.hy926（中国科学院细胞

库），ATCC 配方的 DMEM 培养基［含 10%胎牛血清

（Giboco），100 U/ml青霉素（华北制药）和100 mg/ml链霉

素（大连美罗）］贴壁培养，细胞接种密度为0.5×106/ml，

条件为37 ℃、5% CO2，每 2 d更换培养液，细胞传至4~5

代用于实验。细胞融合达60%时更换培养液，加入药物，

试验组培养液中加入1×10-5 mol/L奥美拉唑，对照组培

养液中加入DMSO，培养液中DMSO终浓度0.01 mol/L。

细胞培养48 h后收获，用于实验。所有试验分组均在随

机时间点重复3次。

1.3 DNA样品准备及芯片检测

收集试验组和对照组培养48 h后的EAhy.926细

胞，用 TRIZOL（Invitrogen Life Technologies）提取总

RNA。先经过TEST测试芯片进行标记样品的质控，再

进行 Affymetric Human Genome U133 plus 2.0 芯片

（Affymetrix）的检测，按照Affymetrix的基因表达芯片

操作指南进行，由北京博奥生物有限公司（博奥生物有

限公司暨生物芯片北京国家工程研究中心）提供技术支

持。简要操作过程如下：纯化RNA（RNeasy MiniKit,

Qiagen）并定量检测总RNA浓度和D260/D280值，以5 μg

左右等量总RNA为模板合成纯化 cDNA（Affymetrix

one-cycle cDNA Synthesis Kit；Affymetrix GeneChip

Sample Cleanup Module），以cDNA为模板合成cRNA

（GeneChip IVT Labeling Kit）并纯化，定量检测后与芯

片杂交（Affymetrix Hybridization Oven 640）。芯片在

清洗工作站（GeneChip Fluidics Station450，Affymetrix）

洗脱后，用Gene Array Scanner3000 7G（Affymetrix）扫

描检测信号。试验组和对照组分别进行3次生物学重复，

取3张芯片均表达的基因的交集进行下一步数据分析。

1.4 实时定量聚合酶链反应（RT-PCR）

为了进一步验证芯片杂交结果的可信性，选取原癌

基因FOS、早期生长反应因子-1（EGR1）、血小板反应蛋

白1（THBS1）、域和金属蛋白酶域蛋白1（ADAMTS-1）

和趋化因子配体2（CXCL2）进行RT-PCR验证。简要操

作步骤如下：用TRIZOL提取对照组和试验组细胞的总

RNA（R6934，Omega），紫外分光光度仪（GeneQuan Pro，

GE）定量。取2 µg总RNA进行DNaseI处理（EN0521，

Fermentas），然后反转录为cDNA（K1622，Fermentas），

同时扩增β-actin作为内参照，所有引物均参照Gene-

bank提供的序列，由北京信诺金达公司合成（各引物序

列见表1）。qPCR反应体系按照10 µl qPCR Mix（K0222，

Fermentas），0.4 µl上游/下游引物（5 µmol/L），1 µl cDNA

和8.2 µl ddH2O进行配置，在定量PCR仪上进行反应

（Applied Biosystems ABI PRISM® 7300）。通过标准曲

线对样品中目的基因和内参进行定量，然后求得相对表

达量，用2-△△Ct方法计算实验原始数据，得到统计的表达

量变化大于1为表达量上调，小于1为表达量下调。

基因

EGR1

ADAMTS1

FOS

CXCL2

THBS1

正义

GCGGCAGAAGGACAAGAAAGCAGA

CACCAACATCGAAGTGAAACAGC

CCGAGCGCAGAGCATTGGCA

CATCCAAAGTGTGAAGGTGAA

CTGGACTCGCTGTAGGTTATGA

反义

GGGACGGGTAAGAGGTAGCA

TGCTCTAAGGTGGACAAAGTG

CCGCTTGGAGTGTATCAGTCAG

GGTTGAGACAAGCTTTCTGCCC

GGACTGGTAGCCAAAGACAAATC

Gene-bank号

NM_001964

NM_006988

NM_005252

NM_002089

NM_003246

表1 RT-PCR引物序列
Tab.1 Primers used for RT-PCR

1.5 Western blot检测部分蛋白表达

分别采用天然膜蛋白抽提试剂盒（ProteoExtractTM，

MERCK）和 天 然 浆/核 蛋 白 分 离 抽 提 试 剂 盒

（NucBusterTM Protein Exaction Kit，MERCK）提取胞膜

或胞浆/核蛋白，按试剂操作说明操作。4 ℃、1000 g离

心5 min，上清液作为内参。按照每泳道20 μg蛋白进行

12%聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳，将蛋白质条带

转移至聚偏乙烯（PVDF）膜上；5%脱脂奶粉PBS溶液用

于封闭和稀释一抗兔抗人多克隆抗体（1∶1000，Alpha

Diagnostic Intemationa1），封闭 1 h 后，一抗（1∶2000）

4 ℃过夜；用1×PBST溶液洗膜3次，各15 min。酶标二

抗（1∶10 000，Goat Anti Rabbit IgG/HRP，SCBT）室温

避光孵育 l h，l×PBST溶液洗膜3次，各15 min。采用

Odyssey双色红外激光成像系统进行扫描并计算条带

的积分吸光度值，以目的条带灰度值与对应GAPDH的

灰度值之比作为目的蛋白表达强弱的指标。

1.6 统计学处理

1.6.1 差 异 表 达 基 因 筛 选 采用图像分析软件

LuxScan3.0（capitalbio）对芯片图像进行分析，把图像信

号转化为数字信号，然后对芯片上的数据进行归一化处

理；每组样品均有3次生物学重复，采用SAM软件进行

差异表达基因的分析。筛选标准：q≤5%，同时差异倍数

在1.5倍以上，即Fold Change≥1.5或Fold Change≤0.67。

1.6.2 基因聚类分析 采用分子功能注释系统 3.0

（MAS3.0, capitalbio）对差异表达基因进行聚类分析。
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2 结果

2.1 细胞形态

在倒置相差显微镜下观察，10-5 mol/L奥美拉唑或

DMSO（0.01%）对细胞生长无明显影响，48 h后，两组细

胞均呈梭形贴壁生长，细胞边界清楚（图1）。

图1 HUVECs细胞形态
A: 试验组; B: 对照组

Fig.1 Morphology of HUVECs (Original magnification: ×20).

A B

2.2 基因芯片结果

SAM软件对Affemitrix U133 plus2.0全基因表达

谱结果进行筛选发现，与DMSO对照相比，10-5 mol/L奥

美拉唑处理人脐静脉内皮细胞差异表达1.5倍以上基因

282个，其中上调236个，下调46个。差异表达2倍以上

基因（表2）。GO分析显示上调基因主要集中在细胞过

程、生理过程、生物调节、生物过程调节、代谢、多细胞生

物过程及结合、发育等方面发挥作用；下调基因则主要

集中在细胞过程、生理过程、生物调节、生物过程调节、

细胞组成成分、结合及代谢等方面。进一步以分子注释

系统（MAS）3.0对差异表达基因GO生物学过程富集分

析显示，高表达基因集中在依赖DNA的转录调节、炎症

反应、转录、RNA聚合酶 II启动子转录正调控、细胞增

殖负调控、发育、细胞粘附、免疫反应、骨成型蛋白负调

控和神经系统发育负调控等过程；低表达基因集中在染

色体修饰、转录、蛋白质分解、转录调节和抗凋亡等过程

（表 3）。KEGG Pathway 分析显示上调基因集中在

TGF-β、细胞因子间受体相互作用、Jak-STAT、Toll样受

体等信号通路，下调基因则集中在细胞因子间受体相互

作用、丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）等通路（表4）。

2.3 RT-PCR验证基因芯片结果

验证的5个基因均有差异表达，分别是FOS（4.81）、

EGR1（19.52）、ADAMTS1（2.35）、THBS1（3.16）、CXCL2

（1.36），与芯片结果一致，表明芯片结果可靠。

2.4 Western blotting结果

图2示：试验组EGR1、FOS蛋白表达上调，而APC

表达下调，GAPDH为内参。

3 讨论

血管内皮在调节血管张力、维持血管正常功能等方

面起着重要作用，内皮功能失常被认为是动脉硬化形成、

斑块进展及动脉硬化并发症发生的早期重要征象［5］。

本实验采用Affymetrix Gene Chip U133 plus 2.0芯片

检测人脐静脉内皮细胞系EA.hy926细胞在奥美拉唑作

用下全基因表达谱的变化，发现奥美拉唑作用于HU-

VECs 48 h后，差异表达基因涉及多个生物过程和多条

通路，其中包括转化生长因子（TGF-β）通路和炎症反应

过程。

探针号

202672_s_at

201531_at

215033_at

204926_at

216248_s_at

222486_s_at

209189_at

227404_s_at

231513_at

1553106_at

230333_at

240798_at

206765_at

242450_at

235419_at

209774_x_at

1554966_a_at

201694_s_at

221496_s_at

1558048_x_at

1553313_s_at

214079_at

差异表达倍数

2.5312

2.4033

2.3368

2.2769

2.2714

2.2215

2.1646

2.1389

2.1305

2.1095

2.1011

2.0829

2.0763

2.031

2.0307

2.0252

2.0248

2.0004

0.4955

0.4829

0.4808

0.4566

基因

ATF3

ZFP36

TM4SF1

INHBA

NR4A2

ADAMTS1

FOS

EGR1

EST

C5orf24

EST

EST

KCNJ2

RGMB

EST

CXCL2

FILIP1L

EGR1

TOB2

EST

SLC5A3

DHRS2

表2 差异表达2倍以上基因列表
Tab.2 List of genes with over 2-fold changes
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生物学过程分类

上调基因

依赖DNA的转录调节

炎症反应

转录

RNA聚合酶 II启动子转录正调控

细胞增殖负调控

发育

细胞粘附

免疫反应

骨成型蛋白负调控

神经系统发育负调控

下调基因

染色质修饰

转录

蛋白质分解

依赖DNA的转录调节

抗凋亡

基因数

18

10

15

7

7

13

8

8

3

7

3

5

3

4

2

P值

3.7e-17

4.2e-16

8.8e-13

2.2e-11

6.2e-11

8.5e-11

2.5e-9

7.2e-9

3.0e-8

1.0e-7

0.0000015

0.0000067

0.000027

0.00010

0.00018

差异表达基因

ATF3, EGR1, NR4A2, FOSB, ZBTB24, HES1, SMAD9, SMAD6, SMAD7等

FOS, CXCL2, IL6, CXCL1, CCL2, TLR4, S1PR3, ANXA1, AOX1, IL8

NR4A2, ZBTB24, SMAD9, MORF4L2, KLF4, SMAD6, SMAD7, NFKBIZ等

INHBA, FOS, EGR1, IL6, HES1, KLF4, LIF

ADAMTS1, PTGS2, IL6, CXCL1, MDM2, KLF4, IL8

FOSB, SPRY2, EMP1, ATOH8, FMN2, MGP, PLXNA2, SPRY4, TRERF1等

RGMB, THBS1, COL4A6, HES1, COL5A1, CCL2, PCDH10, NID1

CXCL2, THBS1, CXCL1, IL7R, SMAD6, GEM, IL8, LIF

SMAD6, SMAD7, SMURF1

INHBA, FOS, CXCL1, ZEB2_HUMAN, ATOH8, RAPGEF5, TPP1等

CHD4, BANP, TBL1XR1

SOX4, BANP, PPP1R10, C14orf43, TBL1XR1

UBA6, TBL1XR1, WSB1

NFAT5, BANP, C14orf43, TBL1XR1

HSPA1B, HSP90B1

表3 GO生物学过程富集分析
Tab.3 GO biological process analysis (Change fold>1.5)

通路分类

上调基因

TGF-β信号通路

细胞因子间受体相互作用

Jak-STAT信号通路

Toll样受体信号通路

膀胱癌

泛素介导蛋白水解

幽门螺杆菌感染上皮细胞信号传导

粘多糖降解

细胞外基质-受体相互作用

硫酸软骨素生物合成

下调基因

细胞因子间受体相互作用

丝裂原活化蛋白激酶信号通路

黑色素瘤

前列腺癌

抗原处理和提呈

基因数

6

8

6

4

3

4

3

2

3

2

3

3

2

2

2

P值

9.9e-8

3.8e-7

0.0000030

0.00014

0.00017

0.00045

0.00077

0.0011

0.0013

0.0014

0.00039

0.00045

0.00069

0.0011

0.0011

差异表达基因

INHBA, THBS1, SMAD9, SMAD6, SMAD7, SMURF1

INHBA, IL6, CXCL2, CXCL1, IL7R, CCL2, IL8, LIF

SOCS3, IL6, SPRY2, IL7R, SPRY4, LIF

FOS, IL6, TLR4, IL8

THBS1, MDM2, IL8

SOCS3, HERC4, MDM2, SMURF1

CXCL1, HBEGF, IL8

ARSB, IDS

THBS1, COL4A6, COL5A1

CSGALNACT2, CHST11

MET, PDGFA, ACVR2B

PDGFA, HSPA1A, HSPA1B

MET, PDGFA

PDGFA, HSP90B1

HSPA1A, HSPA1B

表4 KEGG pathway富集分析结果
Tab.4 KEGG pathway (Change fold>1.5)

试验组 对照组

GAPDHEGR1 FOS APC

试验组 对照组 试验组 对照组 试验组 对照组

图2 Western blot检测EGR1、FOS和APC蛋白表达
Fig.2 Western blotting of EGR1, FOS and APC.
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TGF-β通路：TGF-β介导损伤修复、细胞增殖和免

疫反应，作为一种免疫调节因子和重要的致纤维化因子

在动脉粥样硬化中的作用引起了人们的广泛关注，目前

普遍认为 TGF-β1 是动脉粥样硬化的保护因子［6］。

THBS1是TGFβ1主要的激活因子［7］。通过激活TGF-β1，

THBS1能抑制心肌梗死边缘炎症的扩展［8］。除了激活

TGF-β1外，THBS1还能高度抑制血管新生，它能阻断

生长因子诱导的毛细血管内皮细胞的增殖、移动和管腔

形成，同时加强PDGF诱导的平滑肌细胞的增殖和迁

移［9］。奥美拉唑对TGF-β通路的影响需要关注。

炎症反应：以往研究发现，奥美拉唑在幽门螺杆菌

感染时可能减少中性粒细胞和内皮细胞粘附［10］，具有抗

炎等作用［11-12］，然而在本研究中，我们发现与体内血药浓

度相当的奥美拉唑在体外能引起内皮细胞炎症性因子

表达增加。结果差异可能是由于本研究细胞处于正常

状态，而上述研究细胞处于炎症状态。合用奥美拉唑和

氯吡格雷的患者心血管风险增高已多有报道［13-16］，对此

多从药代动力学角度解释两者之间的相互作用。但有

作者发现，接受双联抗血小板治疗的PCI患者，同时服

用奥美拉唑者血IL-6水平明显高于未服奥美拉唑者，12

个月随访期内前者非致死性心血管事件也高于后者，提

示奥美拉唑增加了患者的炎症反应，作者推测药物相互

作用降低了氯吡格雷的抗炎作用［17］。最近的研究更发

现，PPIs增加了服用阿司匹林的心梗病人的心血管事件

风险［18］。丹麦的一项全国范围队列研究发现，奥美拉唑

等PPIs在不使用氯吡格雷的情况下也能增加心血管风

险［1］。本研究中发现奥美拉唑引起血管内皮细胞炎症

因子的上调，与这一临床研究相互印证，从而揭示奥美

拉唑作用于心血管系统的可能存在新的分子机制，为进

一步研究提供了试验基础。

本研究的不足之处在于只研究了单一浓度（10-5

mol/L）对正常状态下内皮细胞基因表达谱的影响，虽然

药物浓度接近体内血药浓度，但体外研究未能完全模拟

心血管疾病状态下的细胞状态。

总之，通过本研究发现，奥美拉唑通过多条途径对血

管内皮细胞发挥作用，尤其是对TGF-β通路和炎症因子

的影响，可能与奥美拉唑对心血管系统的作用密切相关。
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