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促红细胞生成素预防人脐静脉内皮细胞凋亡的作用

杨小芳 熊建文 王志禄 李俨许哲通 崔丽君 王锋谈丽丽 张丽

【摘要】 目的建立氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导培养人脐静脉内皮细胞(HUVECs)凋亡模型，探

讨促红细胞生成素(EPO)对OX—LDL诱导HUVECs凋亡的影响。方法取体外培养3～6代的HUVECs用

于实验。实验分为两组：一组细胞予以不同浓度(6．25、50、100 kU／L)重组人促红细胞生成素(rhEPo)预处理

24 h，再加入100 mg／L ox—LDL孵育48 h；另一组细胞加入反式或顺式LoX一1 mRNA预处理24 h，再加入

100mg／L的ox—LDL孵育12 h。采用存活率、凋亡率和Bel一2／Bax比值评价细胞凋亡情况。结果与ox—LDL

组比较，随rhEPO浓度的递增，细胞存活率增高，细胞凋亡率降低，凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值增高(P均<

0．05)，呈剂量依赖性。反式Lox一1 tuRNA(o．5 pmol／L)预处理组凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值较OX—LDL组明显

增高(P<O．05)；顺式LOX一1 mRNA(0．5#tool／L)预处理组Bcl一2／Bax比值与ox—LDL组则无明显差异。结

论ox—LDL可以诱导HUVECs凋亡，并且通过LoX一1 mRNA来调节，rhEPO可增高Bcl一2／Bax比值，抑制

ox—LDL诱导的HUVECs凋亡。
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[Abstract]Objective To explore the protective effect of erythropoietin(EPO)against oxidized-low

density lipoprotein(ox—LDL)一induced apoptosis in human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)in an

ox—LDL induced apoptosis model．Methods Third—sixth passage of cultured HUVECs were used。and they

were divided into two groups．The cells were pretreated with different concentrations(6．25，50，100 kU／L)

of recombinant human erythropoietin(rhEPO)for 24 hours．then they were exposed to ox—LDL(100 mg／L)

for 48 hours；another group of cells were pretreated with antisense to 0．5 tc上mol／L LOX一1 tuRNA or

O．5 t【￡mol／L sense for 24 hours，and then HUVECs were exposed to OX—LDL(100 mg／L)for 12 hours．

Apoptosis was assessed by the apoptosis ratio，cell viability，and Bcl一2／Bax ratio．Results As compared to

untreated controls。pretreatment with rhEP0 led to increased cell survival of HUVECs and decreased cell

apoptosis in a dose—dependent manner(all P<O．05)．Consistently．the Bcl一2／Bax ratios were also increased

in a similar fashion．The ratio of apoptosis protein Bcl一2／Bax was increased in the antisense LOX一1

tuRNA group than that of ox-LDL group(P<0．05)，but the onein the sense LOX-1 mRNA group was not

significantly different from that of ox-LDL group．Conclusion The ox-LDL can induce apoptosis in

HUVECs by regulating LOX一1 mRNA。and rhEPO can increase Bcl一2／Bax ratio and inhibite ox—LDL—induced

apoptosis of HUVECs．
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当机体处于缺氧状态时，促红细胞生成素

(EPO)可以由低氧诱导因子(HIF)家族诱导产生，

EPO是一种多功能细胞因子超家族成员，不仅存在

于血液系统，还存在于人体的其他组织。低氧可促进

EPO在海马CAl和CA3区的表达[1]。急性低氧能

刺激肝、肾组织内EPO基因表达；而间断低氧习服
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的大鼠耐受低氧能力明显增强，肝、肾组织内EPO

基因表达水平可恢复到常氧对照组水平[2j。低密度

脂蛋白(LDL)在主动脉壁内皮下层被氧化为氧化低

密度脂蛋白(ox—LDL)，成为主要的损伤性产物，它

可引起很多组织和细胞的凋亡，包括人类冠状动脉

内皮细胞(HCAECs)、平滑肌细胞和巨噬细胞。

ox—LDL被认为参与了动脉粥样硬化(AS)的发生发

展。EPo与促红细胞生成素受体(EPO—R)结合后通

过一系列信号转导途径减少细胞凋亡，提高细胞的

生存率。本研究中将对EPO抗ox—LDL诱导人脐静

脉内皮细胞(HUVECs)凋亡的作用机制进行深入
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研究，为AS的预防及治疗提供新的思路。

1材料与方法

1．1 HUVECs的培养及鉴定：取分娩即刻的新生

儿脐带，CO：孵育箱中孵育，吸出含大量内皮细胞的

液体，离心弃上清，调整细胞密度至2x105／m]后再

培养，约80％融合时传代，进入对数生长期的细胞

可用于研究。

1．2细胞分组：第一部分实验分为空白对照组

(细胞悬液)；OI—LDL对照组(细菌悬液+100 ml

ox—LDL处理48 h)；低、中、高浓度rhEPO处理组

(细胞悬液+6．25、25或100 kU／L rhEPO孵育

24 h+100 mg／L OX—LDL处理48 h)。第二部分实

验分为空白对照组(细胞悬液)；ox—LDL对照组

(细胞悬液+100 mg／L OX—LDL处理48 h)；顺式

LOX一1 mRNA组(细胞悬液+0．5 p．mol／L顺式

LOX—mRNA孵育24 h+100 mg／L ox—LDL处理

12 h)；反式LOX一1 mRNA处理组(细胞悬液+

0．5 p．mol／L反式LoX一1 mRNA孵育24 h+

100 mg／L OX—LDL处理12 h)。

1．3 四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法检测细胞活

性：取对数生长期的HUVECs，用HUVECs完全培

养液调整细胞密度至6×104／ml，按实验一分组，在

96孔培养板中培养，每组细胞设5个复孔。于实验

终止前4 h加入MTT(每孔10 p1)，实验终止时加

入十二烷基硫酸钠(SDS，每孔100 91)，放置12 h后

震荡10 min，于波长570 nm处测定吸光度(A)值。

根据公式计算细胞存活率。细胞存活率(％)=(处理

组A值一空白对照组A值)／(ox—LDL组A值一空

白对照组A值)×100％。

1．4流式细胞术检测细胞凋亡：取对数生长期的

HUVECs，用HUVECs完全培养液调整细胞浓度

至6×104／ml按实验一分组后，在C0。培养箱中培

养，用膜联蛋白／碘化丙啶(Annexin V／PI)双染法

染色，流式细胞术检测分析细胞凋亡情况。

1．5蛋白质免疫印迹法(Western blotting)分析凋

亡相关蛋白Bcl一2／Bax：按实验一和实验二分组，细

胞培养及细胞沉淀的收集参考流式细胞术Annexin

V／PI双染法，且将第一组加入100 mg／L OX—LDL

培养的时间改为12 h。将收集的细胞沉淀、裂解后

经BCA检测法进行蛋白定量。12％SDS一聚丙烯酰

胺凝胶电泳(PAGE)，将蛋白质转移到硝酸纤维紊

膜上，用脱脂奶粉封闭，加入抗体孵育、显色后，用凝

胶成像分析系统定量分析特异性蛋白条带的灰度

值。反式LOX一1 mRNA序列5t-CGGGCTCATTT

AACTG一37及顺式LOX一1 mRNA序列5'-ACCTA

CGTGACTACGT一3’由上海赛百盛公司合成。

1．6统计学方法：实验数据以均数士标准差(z土s)

表示，用SPSS 12．0进行统计分析。各组总体均数比

较用ANOVA分析，两两均数比较采用SNK-q检

验，P<o．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 MTT法检测HUVECs细胞活性鉴定结果

(表1)：OX—LDL组细胞存活率较空白对照组明显降

低(P<o．05)。不同浓度rhEPO预处理组细胞存活

率较ox—LDL组明显增高，且与rhEPO呈浓度依赖

性(P均<O．05)。

衷1 OX—LDL毒性作用下rhEP0对HUVECs

生长及凋亡的影响(；士s)

注：与空白对照组比较，。P均<o．05，与OX—LDL组比较，

。P<O．05；低、中、高rhEPO组组阃比较，P均<o．05

2．2 Annexin V—FITC／PI双染法检测rhEPO预处

理与细胞凋亡的剂量一效应关系：用流式细胞仪检测

可将每组测试细胞区分为机械性损伤细胞、早期凋

亡细胞、中晚期凋亡细胞及正常活细胞4个细胞亚

群，分别为凋亡早期细胞FITC+PI一(右下象限)、

机械性损伤或坏死细胞FITC一／PI+(左上象限)、

凋亡中晚期和发生继发坏死的细胞FITC+／PI+

(右上象限)、活细胞FITC一／PI一(左下象限)。低、

中、高rhEPO组细胞凋亡率均较OX—LDL组降低

(P均<O．05)，且与rhEPO呈浓度依赖性(P均<

0．05，表1；图1)。

2．3 Western blotting检测HUVECs凋亡蛋白表

达结果：ox—LDL组HUVECs凋亡蛋白Bcl-2／Bax

比值较空白对照组显著降低(P<0．05)；rhEPO

预处理各浓度组凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值均较

ox—LDL组增高(P均<0．05)，而且与rhEPO呈剂

量依赖性(表2；图2)。反式LOX一1 mRNA预处理

组HUVECs凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值显著高于

OX—LDL组(P<0．05)，顺式LoX一1 mRNA预处理

HUVECs凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值与ox-LDL组比

较则差异无统计学意义(P>o．05，表3；图3)。
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图1 OX—LDL毒性作用下rhEP0对哪VECs凋亡率的影响

衷2 OX—LDL毒性作用下rhEPO对HUVECs

凋亡蛋白表达的影响(；士5)

组别 样本数Bcl一2(灰度值) Bax(灰度值) Bd一2／Bax比值

空白对照组

OX—LDL组

低rhEPO组

中rhEPO组

高rhEPO组

436．70士13．18 6．30士0．96

254．50士15．724 256．30士18．058

310．20+9．09b 202．60+10．89b

343．20士15．09b 120．50士9．04b

385．60土17．07b 2．40士0．23‘

70．87±12．89

1．OO士0．118

I．53士0．05b

2．86士0．12‘

161．45土10．56b

注，与空白对照组比较，8P<0．05，与OX—LDL组比较，6P<

0．05；低、中、高rhEP0组组间比较，P均<o．05

1：空白对照组；2：OX—LDL组，3：低rhEPo组，’

4l中rhEPO组；5：高rhEPO组

圈2第一部分实验中HUVECs Bcl一2及Bax蛋白表达

表3 OX—LDL毒性作用下HUVECs凋亡

蛋白的表达(；士s)

组别 样本教Bd一2(灰度值)B“(灰度值)Bd一2／B“比值

注：与空白对照组比较，。P<0．05，与ox-LDL组比较，。P<O．05

1l空白对照组}2 zox-LDL组}3：顺式LOX-I mRNA组I

4：反式L0x一1 mRNA组

圈3第二部分实验中HUVEcs Bcl一2及13ax蛋白表达

3讨论

细胞凋亡是血管内皮细胞损伤的主要方式之

一，内皮细胞凋亡参与了AS的形成和粥样斑块的

破裂过程，越来越多的证据表明ox—LDL在AS和

内皮细胞损伤中起到主要作用[3q]。本实验结果显

示：LOX一1可调节ox—LDL对内皮细胞的损伤，且

OX—LDL和受体LOX一1在AS及其并发症的发生发

展中起重要作用；同时还发现，OX—LDL具有诱导

HUVECs凋亡的作用，并且反式LOX一1 mRNA预

处理的HUVECs凋亡蛋白Bcl一2／Bax比值增高，说

明有抑制凋亡的作用，但是顺式LOX一1 mRNA预

处理的细胞无这一作用。Chen等凹1的实验表明，

ox—LDL可导致HCAECs凋亡，且这一作用是通过

LOX一1来实现的，与本研究结果一致。Nishio和

WatanabeIs]发现OX—LDL导致的血管平滑肌细胞

(VSMCs)凋亡是通过下调Bcl一2和激活天冬氨酸特

异性半胱氨酸蛋白酶3(caspase一3)来实现的，

OX—LDL下调Bax的表达和上调Bcl一2的表达是依

赖LOX一1的调节。国内沈洪等口1的研究也发现

OX—LDL有诱导VSMCs凋亡的作用。本研究结果显

示，反式LOX一1 mRNA预处理后，HUVECs的凋

亡抑制蛋白Bcl一2／Bax比值增高，但EPO是否是通

过LOX一1调节起抗凋亡作用的，其机制并不清楚，

有待进一步探索。

另外，本实验结果还表明rhEPO具有抑制由

OX—LDL诱导HUVECs凋亡的作用，并呈剂量依赖

性，高浓度的rhEPO可明显降低内皮细胞的凋亡

率，并可通过上调凋亡抑制蛋白BcI一2及下调凋亡

蛋白Bax起到抗凋亡作用。Li等口1研究发现，在阿

霉素诱导的小鼠心肌病模型中给予rhEPO治疗后

可显著减少心肌细胞的凋亡和心肌损伤。Wang

等Ⅲ的研究结果表明EPO有诱导红系祖细胞增殖

和分化的作用，且可抑制细胞凋亡。Chen等口1发现

OX—LDL有降低Bcl一2的表达和提高caspase一3、

caspase一9活性的作用。Sir6n等[1们的研究发现，EPO

可通过上调凋亡抑制基因Bel—2以对抗经缺血、缺

氧等因素影响下的神经细胞凋亡。Sekiguchi等[11]

的研究发现，EPO可通过磷脂酰肌醇3(PI一3)激酶

途径抑制高血糖诱导的内皮细胞凋亡。
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综上所述，本研究结果表明，rhEPO可降低细

胞凋亡率，提高Bcl一2／Bax比值，具有抑制OX—LDL

诱导HUVECs凋亡的作用，这一作用是通过其受

体LOX一1来调节。提示EPO可能会用于替代治疗

AS患者。但EPo可能导致的高血压和血栓并发症

使其用于心血管疾病又受到一定程度的限制。同时，

EPo的心脏保护作用尚缺乏大量临床资料的验证，

就目前的体外试验与动物实验来看，临床应用EPo

来抑制细胞凋亡、延缓AS的发生还需进一步研究。

近来有研究表明EP0衍生物可有效避免上述一些

不良反应的发生[1引。因此，研究EP0衍生物在心血

管疾病中的作用有可能是今后的研究方向之一。
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——基础医学类期刊影响因子和总被引频次前20位排序表

·启事·

期刊名称 影响因子 排位 期刊名称 总被引频次 排位

中国疫苗和免疫 2．143 1 中华医院管理杂志 4 256 1

中国危重病急救医学 1．780 2 中国危重病急救医学 3 942 2

中华医院管理杂志 1．720 3 中华麻醉学杂志 3 723 3

中国医院管理 1．438 4 中国医院管理 3 261 4

中华高血压杂志 ．1．351 5 中国病理生理杂志 2 942 5

免疫学杂志 1．197 6 中国健康心理学杂志 2 207 6

中国健康心理学杂志 0．878 7 中华血液学杂志 2 163 7

中国病理生理杂志 0．792 8 解放军医学杂志 2 114 8

中国寄生虫学与寄生虫病杂志 0．777 9 中华高血压杂志 2 032 9

中华病理学杂志 0．760 10 医疗卫生装备 1 941 10

中华男科学杂志 0．759 11 中国疫苗和免疫 1 922 11

中华麻醉学杂志 0．758 12 解放军医院管理杂志 1 908 12

中国实验血液学杂志 0．736 13 中华病理学杂志 1 873 13

解放军医院管理杂志 0．726 14 中国人兽共患病学报 1 721 14

细胞与分子免疫学杂志 O．715 并列15 免疫学杂志 1 672 15

医疗卫生装备 O．715 并列15 中华微生物学和免疫学杂志 1 472 16

中华医学遗传学杂志 0．687 17 中华男科学杂志 1 423 17

解剖科学进展 0．682 18 生物医学工程学杂志 1 239 18

生理科学进展 0．663 19 中国免疫学杂志 1 238 19

解放军医学杂志 0．632 20 中国微生态学杂志 1 219 20

万方数据


