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#摘要$

!

目的
!

研究热休克蛋白
*,

"

G&E*,

#对同型半胱氨酸"

G=

A

#诱导的血管内皮细胞损伤的保护作用及其机制$

方法
!

培养人脐静脉内皮细胞!采用
S;;

法检测
G=

A

对人脐静脉内皮细胞"

GVL8'3

#存活率的影响'

744@e04L5H(;'

细胞凋

亡检测试剂盒及流式细胞术检测
G=

A

及
G&E*,

对细胞凋亡的影响'设计实验!采用总一氧化氮检测试剂盒"硝酸还原酶法#检测

细胞培养液中
IR

水平&

*]

!

,]5

二氯荧光黄双乙酸盐"

F'HG5F7

#活性氧"

9R&

#检测试剂盒及流式细胞术检测细胞内
9R&

来研究

可能的保护机制$结果
!

GVL8'3

与不同浓度的
G=

A

作用后!

%OO/P

%

K

组存活率均值为
",1--M

!

G=

A

%1*OO/P

%

K

组存活率

均值为
"+1!,M

!

G=

A

%1)OO/P

%

K

组存活率均值为
"%1,*M

!

G=

A

%1#OO/P

%

K

组存活率均值为
,61*"M

!

G=

A

%16OO/P

%

K

组存活

率均值为
#-1#+M

!

G=

A

!1%OO/P

%

K

组存活率均值为
)!1+!M

$

%OO/P

%

K

组与
G=

A

%1*OO/P

%

K

组比较!差异无统计学意义

"

!

%

%1%+

#'

G=

A

%1)

&

%1#

&

%16

&

!1%OO/P

%

K

组存活率均低于
%OO/P

%

K

组!差异有统计学意义"均
!

$

%1%+

#$

G&E*,

浓度越高!

细胞的存活率越高!呈浓度依赖性!

G&E*,

对
GVL8'3

损伤具有保护作用$

G=

A

能够诱发内皮细胞凋亡!而
G&E*,

能显著抑制

这种凋亡!表明
G&E*,

能减少
G=

A

对内皮细胞的损害$

G&E*,

能抑制
G=

A

引起
IR

的减少和抑制
G=

A

诱导
9R&

的产生$结

论
!

G&E*,

通过影响
IR

表达和调节细胞内
9R&

水平保护
G=

A

诱导的受损伤内皮细胞$
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目前#内皮功能障碍是发生动脉粥样硬化的早期事件%经

研究发现#它与动脉粥样斑块的进展有重要关系+

!5*

,

%而内皮

细胞受损时#会破坏血稳态#导致血栓形成$脂质积累#最终形

成粥样斑块#因此早期控制内皮功能是防治冠心病的关键%目

前已经公认#高同型半胱氨酸血症是动脉粥样硬化发生和发展

的独立危险因素+

-

,

%血浆中同型半胱氨酸!

G=

A

"升高会造成

内皮细胞功能障碍#引起血管舒张功能异常#导致内皮细胞丧

失抗血栓形成的作用#引起血小板黏附聚集#进而引发早期动

脉粥样硬化%热休克蛋白
*,

!

G&E*,

"参与细胞凋亡$炎症和

动脉壁的稳态维持等多种过程%有研究发现#

G&E*,

在抗心

肌缺血损伤$细胞凋亡及抗炎性反应中都有一定作用#还可调

控平滑肌细胞的
!

殖迁移$稳定细胞骨架$抗凋亡+

)

,

%

K88

等+

+

,研究发现#

G&E*,

在动脉粥样硬化有着不可忽视的作用#

且血清中
G&E*,

水平和动脉粥样硬化程度呈负相关%

G&E*,

有可能作为预防和诊断动脉粥样硬化的新靶点%本研究通过

实验探讨
G&E*,

对
G=

A

诱导血管内皮细胞损伤的保护作用#

*"6

重庆医学
*%!6

年
-

月第
),

卷第
,

期



并对
G&E*,

相关保护机制进行分析%

!

!

资料与方法

!1!

!

实验仪器及耗材

!1!1!

!

主要仪器
!

二氧化碳培养箱
G@?>=@PP!+%0

!美国
;B@?5

O/&=0@4C0Y0=

"&超净工作台!中国苏净安泰"&

'G*%5:(S

倒置

光学显微镜!日本
RP

A

O

D

Z3

"&

(c,!

荧光显微镜!日本
RP

A

O5

D

Z3

"&离心机!美国
;B@?O/&=0@4C0Y0=

"&流式细胞仪!美国
:@=5

C/4F0=[043/4

"&电热恒温水浴箱!中国上海精宏实验设备"&电

子分析天平!德国
&>?C/?0Z3

"&恒温磁力搅拌器!中国江苏荣华

仪器制造"%

!1!1"

!

主要试剂
!

细胞培养
FS8S

!美国
\0̂=/

"&

S;;

细胞

活性试剂!美国
(4_0C?/

Q

@4

"&细胞培养胎牛血清!

H:&

#美国
'/5

404

Q

"&

744@e04L

*

E(

凋亡检测试剂盒!中国南京凯基"&

K0

D

/5

Y@=C>O04@*%%%

!美国
(4_0C?/

Q

@4

"&总一氧化氮检测试剂盒!碧

云天公司"&

F'GE

活性氧检测试剂盒!碧云天公司"%

!1"

!

方法

!1"1!

!

人脐静脉内皮细胞!

GVL8'3

"培养及鉴定
!

无菌收集

健康新生儿脐带#磷酸盐缓冲液!

E:&

"反复冲洗静脉腔后灌注

%1!M

胶原酶消化
-%O04

#含
!%M

血清的
FS8S

培养基终止消

化#消化液
!+%%?

*

O04

离心
6O04

后加入培养液重悬细胞#放入

-,i+M 'R

*

培养箱内培养%待细胞贴壁并
6+M

融合后#用

%1%+M

胰酶消化传代#继续培养%每
*

天进行一次细胞传代#同

时更换培养液%取对数生长期的第
-

#

+

代用于实验%

!1"1"

!

GVL8'3

存活率检测
!

培养后的
GVL8'3

#经
%1+M

胰酶充分消化后接种于
"#

孔板#

!%%%%

个*孔#放入
-,i

#

+M

'R

*

培养箱#培养
*)B

%按照实验分组在孔板上加入不同浓度

药品#每个浓度设
#

个复孔#同时设立阴性对照孔%继续培养

*)B

后#每孔加入
!+

-

K

的
+

Q

*

K

的
S;;

溶液#孵育
)B

后#

弃上清液#立即加入
!%%

-

KFS&R

#充分振荡
!+O04

#采用酶

标仪波长
)"%4O

测定各孔吸光度!

$

"值%

GVL8'

增殖率

!

M

"

d

!实验组
$

值
$

对照组
$

值"*对照组
$

值
j!%%M

%

G=

A

组)分别加入
G=

A

使终浓度分别为
%

$

%1*

$

%1)

$

%1#

$

%16

$

!1%OO/P

*

K

%

G=

A

<G&E*,

组)每孔分别加入
G=

A

使终浓度

为
%16OO/P

*

K

#并分别加入
G&E*,

#使终浓度为
%

$

*

$

)

$

#

$

6

$

!%

-

Q

*

K

%

!1"1#

!

细胞凋亡检测
!

培养后的
GVL8'3

#经
%1+M

胰酶充

分消化后接种于
"#

孔板#

!%%%%

个*孔#放入
-,i

#

+M 'R

*

培养箱%

G&E*,<G=

A

组给予终浓度
%16OO/P

*

K

的
G=

A

培

养
!*B

后#将培养液更换为含有浓度为
!%

-

Q

*

K

的
G&E*,

#继

续培养
*)B

%

G=

A

组给予终浓度
%16OO/P

*

K

的
G=

A

后培养

!*B

后#将培养液更换为正常培养基#继续培养
*)B

%空白组

使用正常培养基%收集各组细胞于
8E

管中#

!6%%?

*

O04

离心

+O04

%用
E:&

对细胞清洗
*

次#再次
!6%%?

*

O04

离心
+O04

%

弃上清液#加入
*%%4K

结合液重悬细胞&加入
*1+

-

K744@e04

L5H(;'

#充分混匀后于室温下避光反应
!%O04

%加入
+

-

K

碘

化丙啶!

E(

"染色液#混匀后室温避光反应
+O04

#进行流式细胞

仪检测%

!1"1$

!

细胞培养液中
IR

水平检测
!

培养后的
GVL8'3

#经

%1+M

胰酶充分消化后接种于
"#

孔板#

!%%%%

个*孔#放入

-,i+M 'R

*

培养箱#培养
*)B

%

G&E*,<G=

A

组更换为含

有浓度为
%16OO/P

*

K

的
G=

A

及
!%

-

Q

*

K

的
G&E*,

的培养基

后继续培养
*)B

%

G=

A

组更换为含有浓度为
%16OO/P

*

K

的

G=

A

的培养基后继续培养
*)B

%空白组使用正常培养基#每组

#

个复孔%分别收集各组细胞培养液#离心取上清液备用%按

照总一氧化氮检测试剂盒!硝酸还原酶法"说明书进行检测#计

算样品中的
IR

浓度%

!1"1%

!

细胞内活性氧!

9R&

"检测
!

培养后的
GVL8'3

#经

%1+M

胰酶充分消化后接种于
"#

孔板#

!%%%%

个*孔#放入

-,i

#

+M 'R

*

培养箱#培养
!*B

%

G&E*,<G=

A

组更换为含

有浓度为
%16OO/P

*

K

的
G=

A

及
!%

-

Q

*

KG&E*,

的培养基后

继续培养
*)B

%

G=

A

组更换为含有浓度为
%16OO/P

*

KG=

A

的培养基后继续培养
*)B

%空白组使用正常培养基%每组
#

个复孔%按照试剂盒说明书进行如下操作)按照
!l!%%%

用

FS8S

培养液稀释
*]

#

,]5

二氯荧光黄双乙酸盐!

F'HG5F7

"#

终浓 度 为
!%

-

O/P

*

K

%分 别 收 集 各 组 细 胞 于
8E

管 中#

!6%%?

*

O04

离心
+O04

&弃上清液#加入约
!OKFS8S

培养

液悬浮细胞#再次离心后吸除上清液&于
-,i

避光条件下加入

+%%

-

K

的
F'HG5F7

染液#反应
*%O04

后
!6%%?

*

O04

离心

+O04

#采用无血清
FS8S

培养液洗涤
*

次&加入
+%%

-

K

的

FS8S

培养液悬浮细胞#进行流式细胞仪检测%

!1#

!

统计学处理
!

采用
&E&&*%1%

软件进行统计分析#实验

结果采用
Hh=

表示#各实验组间均值比较采用
7IRL7

检

验&以
!

$

%1%+

为差异有统计学意义%

"

!

结
!!

果

"1!

!

GVL8'3

生存率

"1!1!

!

G=

A

对
GVL8'3

存活率的影响
!

GVL8'3

与不同浓

度的
G=

A

作用后#

%OO/P

*

K

存活率均值为
",1--M

#

G=

A

%1*

OO/P

*

K

组存活率均值为
"+1!,M

#

G=

A

%1)OO/P

*

K

组存活率

均值为
"%1,*M

#

G=

A

%1#OO/P

*

K

组存活率均值为
,61*"M

#

G=

A

%16OO/P

*

K

组存活率均值为
#-1#+M

#

G=

A

!1%OO/P

*

K

组存活率均值为
)!1+!M

%

%OO/P

*

K

组与
G=

A

%1*OO/P

*

K

组比较#差异无统计学意义!

!

%

%1%+

"&

G=

A

%1)

$

%1#

$

%16

$

!1%

OO/P

*

K

组存活率均低于
%OO/P

*

K

#差异有统计学意义!均

!

$

%1%+

"#见图
!

%

!!

>

)

!

$

%1%+

#与
G=

A

%OO/P

*

K

比较

图
!

!!

G=

A

对
GVL8'3

存活率的影响

!!

>

)

!

$

%1%+

#与
G&E*,%

-

Q

*

K

比较

图
*

!!

G&E*,

对
GVL8'3

损伤的保护

"1!1"

!

G&E*,

对
GVL8'3

存活率的影响
!

取
G=

A

%16

-"6

重庆医学
*%!6

年
-

月第
),

卷第
,

期



OO/P

*

K

时不同浓度的
G&E*,

与
GVL8'3

相互作用#加入不

同浓度
G&E*,

组的内皮细胞存活率较
%

-

Q

*

K

组明显升高#差

异有统计学意义!

!

$

%1%+

"#见图
*

%

!!

>

)

!

$

%1%+

#与空白组比较&

^

)

!

$

%1%+

与
G=

A

组比较

图
-

!!

G&E*,

对
G=

A

诱导的
GVL8'3

凋亡的影响

!!

>

)

!

$

%1%!

#

^

)

!

$

%1%+

#与空白组比较&

=

)

!

$

%1%+

#与
G=

A

组比较

图
)

!!

G&E*,

对
G=

A

刺激
GVL8'3

的
IR

水平的影响

!!

>

)

!

$

%1%!

#与空白组比较#

^

)

!

$

%1%!

#与
G=

A

组比较

图
+

!!

G&E*,

对
G=

A

诱导的
GVL8'3

产生
9R&

的影响

"1"

!

GVL8'3

凋亡情况
!

空白组细胞凋亡率为
%1+M

#

G=

A

组细胞凋亡率为
6616+M

#明显高于空白组#差异有统计学意

义!

!

$

%1%+

"&

G3

D

*,<G=

A

组细胞凋亡率为
+%1"-M

#低于

G=

A

组且高于空白组#差异有统计学意义!均
!

$

%1%+

"#见

图
-

%

"1#

!

IR

水平
!

空白组
IR

水平
*"1-,

-

O/P

*

K

明显低于
G=

A

组
IR

水平
61")

-

O/P

*

K

#差异有统计学意义!

!

$

%1%!

"&空白

组
IR

水平
*"1-,

-

O/P

*

K

高于
G&E*,<G=

A

组
IR

水平

**1!6

-

O/P

*

K

#差异有统计学意义!

!

$

%1%+

"&

G=

A

组
IR

水

平
61")

-

O/P

*

K

低于
G&E*,<G=

A

组
IR

水平
**1!6

-

O/P

*

K

#

差异有统计学意义!

!

$

%1%+

"#见图
)

%

"1$

!

对
G=

A

诱导
GVL8'3

产生
9R&

的影响
!

通过
F'H

的

荧光反应程度来反映
9R&

的产生水平%空白组
9R&

水平最

低#

G3

D

*,<G=

A

组次之#

G=

A

组
9R&

水平最高&

G=

A

组
9R&

水平明显高于空白组#差异有统计学意义!

!

$

%1%!

"&

G3

D

*,<

G=

A

组高于空白组且低于
G=

A

组#差异具有统计学意义!均

!

$

%1%!

"#见图
+

%

#

!

讨
!!

论

!!

动脉粥样硬化是由于脂质代谢异常和慢性炎性反应所引

起的动脉管壁病变%近年来#'内皮损伤反应学说(受到了广泛

关注+

#

,

%越来越多的证据显示#内皮细胞功能障碍是动脉粥样

硬化与心血管疾病发展之间的一个重要病理生理环节+

,

,

%在

本研究中#联合应用
744@e04L

与
E(

可区分凋亡早期$晚期及

坏死细胞的原理#发现
G=

A

能够减少内皮细胞的生存率#且随

着
G=

A

浓度增高#内皮细胞的生存率越低#与
G=

A

浓度呈负相

关%血浆
G=

A

水平升高是动脉粥样硬化发生与发展的独立危

险因素%斑块中细胞持续凋亡会引起长期慢性炎性反应#加快

斑块破裂及促进血栓形成%目前已有一些关于
G=

A

相关性的

内皮细胞功能障碍的研究+

-

#

6

,

%本研究结果显示#随着
G=

A

浓

度的增加#细胞生存率逐渐降低#高浓度
G=

A

可有明显的内皮

细胞生长抑制作用#

G=

A

能够抑制内皮细胞生存#呈剂量依赖%

目前多数研究认为
G=

A

导致的内皮功能障碍是动脉粥样

硬化的重要机制+

*

#

)

#

"

,

%本研究发现#

G=

A

能够导致内皮细胞

产生
IR

减少#还能诱导
9R&

的产生%

IR

是内皮细胞维持血

管扩张的主要调节因子#而血管内皮在成生
IR

过程中出现异

常#使
IR

生成减少#导致内皮功能障碍#是动脉粥样硬化的前

奏+

!%

,

%

7U(;G

+

!!

,研究发现#内皮细胞生成的减少及氧化应激

反应增强导致的
IR

损失都会导致
IR

生物利用率下降%内

皮功能障碍时#通过趋化因子$黏附分子及一系列的反应#影响

IR

生成%而有研究发现#动脉粥样硬化病变细胞中死亡相关

蛋白激酶表达增加#会增加动脉壁不稳定性#更容易吸收低密

度脂蛋白+

!*

,

%已有研究证实#死亡相关蛋白激酶参与
G=

A

诱

导的内皮细胞凋亡过程+

!-

,

%而
G&E*,

并不影响死亡相关蛋

白激酶表达#考虑死亡相关蛋白激酶处于
G&E*,

的调控上游%

IR

产生减少可作为内皮功能障碍的一个指标%本研究结果

显示#

G&E*,

浓度越高#细胞的存活率越高#呈浓度依赖性#

G&E*,

对
GVL8'3

损伤具有保护作用&同时采用总一氧化氮

检测试剂盒对细胞培养液中
IR

水平进行检测#发现
G=

A

刺

激
GVL8'3

会抑制
IR

的合成或释放&加入
G&E*,

后能减弱

G=

A

对内皮细胞的影响#从而改善内皮功能%还有研究发现#

G&E*,

具有分子伴侣作用#它通过与转录因子作用#在转录水

平进行调控#降低
G=

A

对内皮细胞功能的影响+

!)

,

%

)"6
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年
-
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9R&

能够增强细胞氧化应激#促进炎症介质释放$低密度

脂蛋白氧化#破坏凝血功能平衡等%据报道#氧化应激在内皮

功能障碍发生机制中起着重要作用+

!+

,

%

9R&

的内源性衍生物

主要由线粒体产生#当
9R&

过量时可造成广泛性氧化损伤#导

致细胞功能丧失#甚至凋亡%

9R&

是细胞内信号传递者#在引

起细胞凋亡中起重要作用%本研究采用
F'HG5F7

活性氧检

测试剂盒进行细胞内
9R&

定量检测%通过流式细胞仪检测

F'H

的荧光强度就能知道细胞内
9R&

的水平%本研究证实#

G=

A

能够诱导
9R&

产生#引起内皮细胞功能障碍#是早期血管

出现动脉粥样硬化的关键%

G&E*,

被作为细胞保护者#已有

研究证实它能够通过多个作用靶点发挥抗氧化应激和抗细胞

凋亡的作用)!

!

"稳定线粒体膜功能&!

*

"改善细胞呼吸#减少

9R&

生成&!

-

"提高细胞内还原能力&!

)

"激活
SC

#促进细胞生

存%

K(I

等+

!#

,为进一步研究
G&E*,

在
G=

A

处理过的内皮细

胞中的表达情况#通过质粒构建了
G&E*,

高表达的内皮细胞

系#证实了而
G&E*,

表达增加能够抑制
G=

A

引起的内皮细胞

损伤和凋亡%由此可见#减少内源性
9R&

产生#稳定线粒体膜

电位#是
G&E*,

对抗
G=

A

引起的内皮损伤的重要机制之一%

综上所述#

G&E*,

通过影响
IR

表达和调节细胞内
9R&

水平保护
G=

A

诱导的受损伤的内皮细胞#这些作用提示

G&E*,

可能是预防和治疗动脉粥样硬化的新靶点%
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