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7一干扰素对过氧化氢诱导血管内皮氧化应激

损伤的作用研究

周荣 刘良明 胡德耀 程凤 李强

【摘要】目的观察弘干扰素(IFN一7)对血管内皮氧化应激损伤的保护作用，并评价26S蛋白酶体在其

中的作用。方法建立由过氧化氢(H。Oz)诱导的血管内皮氧化应激损伤细胞及离体器官模型，以细胞培养上

清液中乳酸脱氢酶(LDH)及丙二醛(MDA)浓度评价血管内皮细胞(VEC)的损伤程度，以内皮依赖性血管松

弛反应评价离体器官水平VEC的损伤程度。结果H：O：可呈剂量依赖性和时间依赖性引起VEC损伤，表现

为细胞培养上清液中LDH及MDA浓度增加(P<0．05或P<0．01)，由乙酰胆碱(Ach)诱导的血管内皮依赖

性松弛反应明显降低，表现为10_5 mol／L Aeh引起血管最大舒张反应由(95．82士9．25)％降至(12．61士

2．96)％(P<0．01)I采用20肛g／L IFN一7预孵育VEC 48 h后可明显降低由H20：引起的LDH及MDA生成

(P均<O．05)，改善内皮依赖性血管松弛反应，由Ach诱导的血管最大舒张反应增至(72．68士18．82)％(P<

0．01)；26S蛋白酶体抑制剂laetacystin可取消由IFN一7诱导的内皮抗氧化保护作用。结论IFN一7可诱导血

管内皮对氧化应激的保护，其机制与26S蛋白酶体有关。

【关键词】血管， 内皮， 氧化应激；弘干扰素

The role of interferon-Y in prevention of hydrogen peroxide-induced oxidative injury to vascular endothelium
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[Abstract]Objective To observe the protective effects of interferon一7(IFN一7)on hydrogen peroxide

(H202)一induced oxidative injury tO vascular endothelial eell(VEC)，and tO explore the role of 26S

proteasome protection against IFN一7一induced endotheliaI oxidative injury．Metho凼 A H202一induced VEC

oxidative injury tO cell and isolated organ models were reproduced in the current study．The VEC oxidative

damage in cellular level was evaluated by the contents of lactate dehydrogenase(LDH)and malondialdehyde

(MDA)in culture medium．and the degree of oxidative injury of VEC in isolated organ level was evaluated by

acetylcholine(Ach)一induced endothelium—dependent vascular relaxation．Results Hz02 triggered the

oxidative injury in cultured VEC in a dose—and time—dependent manner．characterized by an increased

contents of LDH and MDA in culture medium(P<O．05 or P<0．01)．The Ach—induced endothelium—

dependent vascular relaxation was decreased，and as shown by a decrease in 10_5 mol／L Ach induced

maximum reaction of relaxation of vasculature from(95．82士9．25)％tO(12．61士2．96)％(P<O．01)．The

damage tO VEC induced by H202 was diminished significantly after incubation with IFN-Y(20／Lg／L)for

48 hours．characterized by a decreased production of LDH and MDA(both P<0．05)and restoration of

endothelium—dependent vasodilation．and Ach—induced maximum reaction of vascular relaxation was increased

tO(72．68士18．82)oA(尸<o．01)．26S proteasome inhibitor lactacystin could partly antagonize the protective

effects of IFN一7 on H，02-induced oxidative injury．Conclusion IFN一7 possesses protective effects on

H202一induced oxidative injury tO vascular endothelium，and its mechanism is at least partly related with 26S

proteasome．

[Key words]vascular， endothelium， oxidative stress； interferon一7

由于血管内皮生物学屏障功能的特殊性和长期

暴露于血浆中氧化脂质及蛋白等的持续作用，导致

血管内皮细胞(VEC)极易发生氧化应激反应。VEC

氧化应激损伤也是多种临床疾病发生发展的关键环

节，常见于创伤失血后的液体复苏、组织缺血／再灌
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注、动脉粥样硬化等n]。如何防止氧化应激时血管内

皮损伤是I临床亟需解决的难题。

7一千扰素(IFN—Y)在机体的炎症反应及免疫调

节中发挥重要作用，研究发现其可诱导VEC 26S蛋

白酶体口亚基的构成发生改变。如Stohwasser等口]

证实IFN一7可诱导表达flli、132i及p5i亚基来分别

替换p1、p2和p5亚基，并导致蛋白酶体功能发生改

变；由于26S蛋白酶体作为细胞内非溶酶体蛋白降

解通路的重要成分，可通过降解细胞及变性蛋白来
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防止由氧化应激引起的细胞损伤[3]，且26S蛋白酶

体pli亚基高表达具有抗氧化损伤功能H]。故本研

究中拟观察IFN—T是否对血管内皮氧化应激损伤

具有保护作用及其与26S蛋白酶体间的关系，旨在

为抗血管内皮氧化应激损伤提供新的思路。

1材料与方法

1．1实验动物和试剂：SD大鼠，体重(200士20)g，

雌雄不限，由第三军医大学大坪医院野战外科研究

所实验动物中心提供。重组大鼠血管内皮生长因子

(VEGF)和IFN一7(美国Peprotech公司)、26S蛋白

酶体抑制剂lactacystin(美国Cayman Chemical公

司)、乙酰胆碱(Ach，美国BBI公司)、微量乳酸脱氢

酶(LDH)及丙二醛(MDA)检测试剂盒(南京建成生

物制品公司)，其他试剂为国产分析纯产品。

1．2 VEC的分离培养：按本实验室前期报道的组

织贴块法[53分离培养大鼠VEC，待细胞生长至80％

融合时进行传代，取3"-'4代的VEC进行实验。

1．3细胞氧化应激损伤模型建立及分组：参照文献

[6]方法，采用不同剂量过氧化氢(H。O。)孵育培养

VEC来模拟不同时间细胞氧化应激损伤模型。细胞

按5x105个／孔接种于6孔板，每组设立6个平行

孔。将细胞用无血清培养基孵育24 h后随机分为：

①空白对照组；②不同剂量H。02(1、10、100、500、

1 000 t-tmol／L)孵育24 h组；③500 pmol／L H202孵

育不同时间(O．5、1、2、3、6 h)组；④不同剂量IFN一7

(20、200、400肛g／L)孵育48 h组；⑤20 pg／L IFN一7

孵育48 h+1／泣mol／L、10 pmol／L lactacystin孵育

30 min组。收集各组上清液备检。

1．4培养上清液中LDH及MDA浓度测定：按试

剂盒说明书进行检测。

1．5血管环的离体培养：按本实验室前期报道的方

法进行大鼠血管环离体培养[5]。血管环按不同处理

方法分为：正常对照组(血管环培养48 h，不做任何

处理)；500 v．mol／L H202孵育3 h及6 h组；20 pg／L

IFN—T孵育48 h+500／zmol／L H202孵育3 h组；

IFN一7+H202孵育3 h+1／zmol／L、10／比mol／L

lactacystin组。

1．6血管张力的测定：采用由Ach诱导大鼠腹主

动脉松弛功能的变化评价内皮损伤程度，血管张力

测定按本实验室以往报道的方法[7]进行检测，记录

血管张力曲线的变化情况，以血管收缩张力的变化

评价血管内皮依赖性松弛反应性。血管收缩张力变

化率(％)=(加入去甲肾上腺素后血管环的张力一

加入Ach后血管环的张力)／(加入去甲肾上腺素后

血管环的张力一血管环的静息张力)x100％。

1．7统计学分析：采用SPSS 10．0统计软件，数据

以均数士标准差(z士s)表示，采用单因素方差分析，

P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 H。O：时间及剂量依赖性诱导VEC氧化应激

损伤结果(表1--一2)：500 bcmol／L H。O。孵育培养细

胞0．5～6 h可呈时间依赖性诱导VEC氧化应激损

伤，其中孵育3 h、6 h可引起培养VEC的明显损

伤，表现为在培养上清液中LDH及MDA浓度显著

升高(P<0．05或尸<0．01)。用1～1 000 pmol／L

H：O。孵育培养VEC 24 h，还可呈剂量依赖性地诱

导培养VEC的氧化应激损伤，其中500 pmol／L、

1 000／卫mol／L H。O：可引起培养VEC的明显损伤，

表现为培养上清液中LDH及MDA浓度明显升高

(P<O．05或P<o．01)。说明500／_￡mol／L H202孵

育培养细胞3 h可复制有效的VEC氧化应激损伤

模型。

裹1 500 vtmol／L HzOz孵育培养VEC不同时间的

氧化应激损伤(；士s)

注l与空白对照组比较，8P<0．05，6P<0．01

表2不同浓度H：0：孵育培养VEC 24 h的

氧化应激损伤(；士s)

注；与空白对照组比较，8P<0．05，6P<0．01

2．2 IFN一7预处理对H。o。诱导VEC氧化应激的

影响(表3)：与空白对照组比较，500#mol／L H。O：

孵育3 h可引起培养VEC明显损伤，LDH及MDA

生成明显升高(P均<O．05)。与500 vmol／L H202

孵育3 h比较，20 pg／L IFN一7预孵育VEC 48 h后

可明显抑制由H。0。诱导的VEC损伤，表现为LDH

及MDA生成明显减少(P均<o．05)；但较高浓度

的IFN一7(200"-,400 pg／L)预孵育48 h并不能诱导
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细胞的抗氧化损伤保护作用。

裹3 IFN一7预处理对Hzoz诱导VEC氧化应激损伤的

影响及[actacystin的干预作用(至士5)

组别 孔数LDH(U／L) MDA(tlmol／L)

注l与空白对照组比较，8P<0．05；与H202 500 pmol／L 3 h比

较，。P<0．05}与IFN-7 20耀／L比较，。P<0．05

2．3 IFN一7干预VEC损伤与26S蛋白酶体的关系

(表3)：10 pmol／L lactacystin可取消由IFN一7预孵

育诱导的细胞抗氧化损伤作用，培养上清液中LDH

与MDA含量较20旭／L IFN一7孵育48 h显著升高

(P均<O．05)。

2．4 IFN一7对VEC保护作用及其与26S蛋白酶体

的关系(图1)：与正常对照组比较，H：O。孵育3 h及

6 h可引起由Ach诱导的血管内皮依赖性松弛反应

明显降低，量效曲线明显右移，10．5 mol／L Ach引

起的血管最大舒张反应由(95．82士9·25)oA降至
3 h(26．11士5．86)％、6 h(12．61士2．96)％

(P均<o．01)。与H202孵育3 h组比较，20 pg／L

IFN一7预孵育血管环48 h可显著改善由Ach诱导

的松弛反应，量效曲线明显左移，10-5 mol／L Ach

引起的血管最大舒张反应由(26．11土5．86)％增至

(72．68士18．82)％(P<0．01)；高浓度lactacystin

(10弘mol／L)非选择性抑制26S蛋白酶体活性，可

部分取消IFN一7对内皮的保护作用，10-5mol／L

Ach引起的血管最大舒张反应由(72．68士18．82)％

降至(54．80士16．18)％(P<O．05)。
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注：与对照组比较。6P<0．01,-q H202 3 h比较，cP<0．05，

4P<0．01，与mN一7+H202 3 h比较，。P-<0．05

圈l H20z损伤大鼠腹主动脉由Ach诱导内皮依赖性松弛反应

以及IFN一7对内皮依赖性松弛反应的保护作甩

3讨论

本研究中采用H。o。模拟血管内皮氧化应激损

伤模型，发现500／lmol／L H202孵育培养VEC 3 h

即可使培养上清液中LDH及MDA水平明显升高，

由Ach诱导的血管内皮依赖性松驰反应明显降低，

提示H。02(500 umol／L，3 h)可有效诱导细胞水平

与离体器官水平的血管内皮损伤，与文献[8—9]报道

的结果一致。

传统观点认为，26S蛋白酶体通过降解细胞氧

化应激时形成的损伤蛋白参与细胞对氧化应激时的

细胞存活，如一氧化氮(NO)、莱菔硫烷(sulfora—

phane)等可上调26S蛋白酶体活性，通过清除氧化

应激时产生的损伤蛋白、错误折叠蛋白及变性蛋白，

防止由氧化应激诱导的细胞损伤[33；但近年来关于

26S蛋白酶体在细胞氧化应激反应中的作用报道不

一。如研究发现，在PCI2细胞中lactacystin可呈剂

量依赖性增加谷胱甘肽的合成，保护由H。0。引起

的细胞氧化应激损伤[1妇；抑制蛋白酶体活性可保护

局部缺血／再灌性损伤脑组织[11|。可见，26S蛋白酶

体在内皮细胞氧化应激中的作用还远未阐明。

已发现IFN一7除了在机体炎症反应及免疫调

节过程中发挥重要作用外，还在抗癌、抗病毒感染、

抑制视网膜上皮细胞增生、多发性硬化症等治疗中

显示其多种功能。研究证实，26S蛋白酶体在IFN一7

诱导下可发生亚基构成的改变，即IFN一7通过诱导

131i、p2i和p5i亚基表达，并分别替换26S蛋白酶体

的p1、p2和p5亚基，导致蛋白酶体的亚基构成及功

能发生改变。Gaczynska等Ⅱ2]发现，在淋巴母细胞及

HeLa细胞，转染135i亚基可导致26S蛋白酶体胰凝

乳蛋白酶样及胰蛋白酶样活性上调，而转染B1i亚

基可引起胰蛋白酶样活性上调。在免疫组织，26S免

疫蛋白酶体pli、132i及p5i亚基表达参与了抗原的加

工呈递，但pli及卢5i亚基在血管内皮等非免疫组织

中的表达，提示它们还具有非免疫功能。大量研究表

明，26S蛋白酶体pli亚基与氧化应激反应相关疾病

的发生发展关系十分密切，fill亚基高表达具有抗氧

化损伤功能。如在由H：O：诱导的内皮氧化应激损

伤模型中，No可通过上调免疫蛋白酶体pli亚基的

表达来发挥抗内皮氧化损伤的作用，转染pli反义

寡核苷酸则可取消NO的内皮保护作用[4]。此外，动

物实验也发现，在pli亚基缺陷型小鼠，由缺血预处

理诱导的抗氧化应激保护作用丧失[1副。

本研究中采用IFN一7预孵育培养VEC及血管

环，发现低浓度的IFN一7(20 ug／L)预孵育48 h可
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有效防止由H。O：诱导的血管内皮损伤，表现为细

胞培养上清液中LDH及MDA生成明显减少，血管

内皮依赖性松弛反应显著改善；26S蛋白酶体抑制

剂lactacystin可部分阻断IFN一7预孵育诱导的内

皮保护作用，提示IFN一7诱导内皮抗氧化应激保护

作用可能与26S蛋白酶体有关。尽管本实验结果还

未提供直接的实验依据，但由于文献报道低浓度的

IFN一7(20肛g／L)预孵育48 h可诱导26S蛋白酶体

诱导型pli及p5i亚基的表达及对标准蛋白酶体p1

及p5亚基的替换，而lactacystin是26S蛋白酶体抑

制剂[1 2。，提示IFN一7诱导的血管内皮抗氧化应激保

护作用可能与26S蛋白酶体诱导型p亚基(如pli

及p5i)的表达增强有关。本研究结果还显示，较高浓

度的IFN一7预孵育并不能诱导内皮抗氧化保护作

用，可能与IFN一7本身是一种对血管反应性有影响

的细胞因子有关。至于低浓度IFN一7诱导血管内皮

抗氧化应激损伤是否与131i及B5i亚基的高表达有

关，相关信号通路是什么，尚待进一步研究。
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