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高糖诱导人脐静脉内皮细胞衰老过程中活性氧
和一氧化氮合酶／一氧化氮系统的变化

·275·
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【摘要】 目的 观察高糖加速内皮细胞衰老过程中细胞内活性氧(ROS)水平和一氧化氮合酶／一氧化氮

(NOS／N0)系统的变化。方法将正常浓度糖(5．5 mm01／L)和高浓度糖(分别为11、22、33 mmol／L)培养液作

用于人脐静脉内皮细胞48 h后，用p半乳糖苷酶(pgal)染色鉴定衰老细胞，用聚合酶链反应一酶联免疫吸附法

(PCR—ELISA)检测端粒酶活性，用硝酸盐还原酶法检测细胞上清液总No水平，用蛋白质免疫印迹法

(Western blotting)分析内皮型一氧化氮合酶(eNoS)蛋白表达，用荧光酶标仪检测细胞内NOS活性，用流式

细胞仪检测细胞内R0s水平。结果高糖培养液作用于内皮细胞48 h后，与对照组比较，随糖浓度升高内皮

细胞pgal染色阳性细胞数明显增多，端粒酶活性下降，细胞N0合成减少，NoS活性被抑制。细胞内ROS水

平明显升高(P<o．05或P<o．01)，但eNOS蛋白表达变化不明显。结论高糖加速内皮细胞衰老进程，其作

用机制可能与增强氧化应激，抑制NoS／N0系统有关。
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【Abstr眦t】 objecti代To investigate the changes of reactive oxygen 8pecie(ROS)and 11itric o】【ide

synthase／nitrogen monoxidum(NOS／N0)8ystem accelerated in the pfocesses of endothelial ceU senescence

after exposure to high glucose． Methods The human umbilical、rein endothelial ceUs (HUVECs)were

cultured with different concentrations of glucose at 5．5 mmol／L norⅡlal level and high levels 11， 22 and

33 mmol／L for 48 hours，respectively．Afterwards，SA—pgalactosidase(gal)staining was u8ed to evaluate the

seIlescence of cells． Telomera8e activity was detected by polymerase chain reaction-enzyme linked

immunosorbent assay(PCR—ELISA)．The total No level in the supernatant of cell culture was mea8ured by

nitrate reductase method．The endotheIial nitric oxide s弘nhase(eNoS)protein expression was amlyzed by

Western blotting．The NoS activity in the cells Was detected by nuorescein er屹)rme labeling method．The ROS

levels were measured by now cytometry．R髑lIIts After the endothelial cells were treated with high glucose

concentrations for 48 hours，the numbers of sA—pgal positive cell8 were significantly increased，especially in

the 22—33 mmol／L cultures，much higher than the number in the no瑚al glucose(5．5 mmol／L)culture．
Along with the elevation of the glucose concentration，the number of the positi、陀cells was increased 8teadily，

showing a dose—dependent relationship．The telomerase activity was lowered I the NO synthesis was decreased

and the activity of NOS was inhibited，but the changes of protein expre8sion of eNoS was not 8ignificant；the

ROS leVelin cells wa8 obviously increased in aU high gluc∞e gfoups(P<0．05 or P<O．01)．C姐cI咽i蚰

I{igh glucose accelerate8 the senescence of eI试othelial cells dose—dependently aIld the underlying mechanism

may be associated with increasing oxidative stress a11d inhibiting NOS／NO system．
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糖尿病大血管病变的病理基础主要是动脉粥样

硬化性改变。最近研究发现，粥样硬化斑块处内皮细

胞呈衰老细胞特征，如p半乳糖苷酶(p-gal)染色阳
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性和端粒酶缩短等n3，同时，衰老的内皮细胞因形态

发生变化以及细胞内某些基因、蛋白表达的改变也

会促进内皮功能障碍，加速动脉粥样硬化的发生发

展[2]。研究证实，内皮功能障碍和损伤是糖尿病血管

并发症的早期病变，但其机制尚不十分清楚。因此，

本实验中观察不同浓度糖对内皮细胞衰老程度的影

响以及在此过程中活性氧(RoS)水平和一氧化氮合

酶／一氧化氮(NOS／N0)系统的变化，为探讨高糖

与内皮细胞衰老间的关系以及防治糖尿病大血管病

变提供理论依据。

1材料与方法

1．1 主要试剂：人脐静脉内皮细胞株(HUVECs)

购自美国Cascade Biologics公司，DMEM培养基、

胎牛血清购自美国Gibco公司，p．gal染色试剂盒及

N0、NoS、RoS检测试剂盒购自上海碧云天生物试

剂公司，端粒酶活性检测试剂盒购自德国Roche

Diagnostics公司，内皮型一氧化氮合酶(eNoS)抗体

购自美国Santa cruze公司。

1．2 HUVECs的培养：将生长于DMEM培养基中

的HUVECs细胞株置于Co。培养箱中培养，每隔

2～3 d更换1次培养液以维持细胞良好的生长状

态，用胰蛋白酶消化传代，待细胞生长到80％融合

时换成含1％胎牛血清的DMEM培养基继续培养

24 h，使细胞达到同步化后分组用于实验。

1．3实验分组：将贴壁细胞按随机数字表法分成

4组，对照组糖浓度5．5 mmol／L，高糖低、中、高浓

度组糖浓度分别为11、22和33 mmol／L，培养48 h。

每组实验重复3次。

1．4检测指标及方法

1．4．1 p_gal染色：将细胞接种于6孔板中，分组干

预后，吸除细胞培养液，用磷酸盐缓冲液(PBS)清洗

细胞，戊二醛固定，PBS洗3次，吸除PBS，各孔加入

1 m1 X—gal染液，在无Co。条件下孵育12～16 h。荧

光显微镜下每组标本随机选取视野，至少观察1 000

个细胞，胞质蓝染者为衰老细胞，计数阳性细胞占观

察细胞总数的百分比。

1．4．2 细胞内端粒酶活性检测：采用聚合酶链反

应一酶联免疫吸附法(PCR—ELISA)，用O．25％胰蛋

白酶消化、收集2×105个细胞，余步骤按试剂盒说

明书操作，酶标仪读数并计算端粒酶的相对活性。

1．4．3细胞上清液总NO含量检测：采用硝酸盐还

原酶法测定NOf／N0f水平，按试剂盒说明操作。

1．4．4细胞内NOS活性检测：将细胞接种于平底

96孔板中，细胞分组刺激后按说明书步骤装载

DAF—FM DA分子探针，37℃孵育60 min，用荧光

酶标仪检测细胞的相对荧光强度。

1．4．5 eNOS蛋白表达检测：采用蛋白质免疫印迹

法(Western blotting)。分组干预细胞后收集细胞，

加细胞裂解液，离心提取蛋白并测其浓度；用凝胶电

泳分离蛋白，加入抗eNOS抗体，洗3次后加入辣根

过氧化物酶标记的二抗，用免疫荧光发光法(ECL)

进行发光处理，X线感光成像。

1．4．6细胞内ROS检测：按试剂盒说明书操作，用

流式细胞仪检测10 000个细胞的平均荧光强度。

1．5统计学处理：采用SPSS 13．0分析软件，实验

数据以均数士标准差(z士s)表示，采用单因素方差

分析(ANOVA)，P<0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1细胞衰老鉴定(彩色插页图l；表1)：pgal染

色显示，对照组细胞几乎不表达pgal，随葡萄糖浓

度升高，pgaI染色阳性细胞率逐渐增加且明显高于

对照组，以高糖中、高浓度组最显著(P均<o．05)。

2．2端粒酶活性(表1)：细胞端粒酶活性随糖浓度

增加而降低(P均<o．05)；高糖各浓度组明显低于

对照组(P<0．05或P<O．01)。

2．3细胞总NO(表1)：细胞内Nof／NOf水平随

糖浓度增加呈剂量依赖性下降，中、高浓度组与对照

组比较差异有统计学意义(P<o．05和P<o．01)。

2．4 NoS活性和eNOS蛋白表达(表1)：细胞内

DAF—FM DA荧光强度随糖浓度升高而下降，说明

Nos活性被抑制。Western blotting结果显示，内皮

细胞eNoS蛋白表达无明显变化。

表1各组HuVEcs的}gal染色阳性细胞、端粒酶活性及内皮细胞No、Nos、eNos蛋白和Ros变化比较(i士s)

注：与对照组比较，‘P<o．05，6P<o．01，与高糖低浓度组比较，。P<o．05I与高糖中浓度组比较，4P<o．05
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2．5细胞内RoS(表1)：细胞内RoS水平随高糖

浓度升高较对照组分别升高了36．49％、61．38％、

108．83％(P<O．05或P<O．01)。

3讨论

血管内皮细胞的分裂能力有限[1]，当受到外界

刺激后，因不断分裂而发生衰老。在衰老过程中，各

种生物活性因子的分泌也发生变化，造成内皮功能

障碍，最终导致动脉粥样硬化[2]。糖尿病大血管病变

的病理基础主要是动脉粥样硬化性改变，始动因素

使内皮细胞功能受损，我们推测高糖有可能通过加

速内皮细胞衰老而导致糖尿病大血管病变。本实验

中观察了不同糖浓度培养液对内皮细胞衰老程度的

影响，选择pgal染色和端粒酶活性来评估内皮细

胞衰老的程度。pgal染色阳性是细胞衰老的生物学

标志之一，即细胞胞质中出现蓝色沉淀【3]。端粒酶是

一种核糖核蛋白逆转录酶，可以在缩短的端粒末端

加上新的重复序列，保持端粒长度以延缓衰老进

程n]。本实验证实，随糖浓度升高，pgal染色阳性的

内皮细胞增加，细胞内端粒酶活性降低，说明高糖培

养液剂量依赖性地加速了内皮细胞衰老进程。

研究发现，衰老血管的舒张功能下降与内皮细

胞分泌的3种主要血管扩张因子如No、前列环素

和内皮依赖性超极化因子(EDHF)生成与释放减少

有关[5]，其中又以N0最为重要。N0作为具有多种

功能的中间介质，可调节管腔大小、抑制血小板聚

集、抗凋亡、抑制平滑肌细胞增殖、抑制细胞内黏附

分子和趋化因子表达等，因而具有抗动脉粥样硬化

的作用[6]。最近研究发现，细胞内正常水平的NO在

清除细胞内多余的氧自由基、维持端粒酶的活性，保

持端粒的长度中也起重要作用[7]。可见，内皮细胞内

NO水平对于维护内皮细胞功能、延缓内皮细胞衰

老起着重要的作用。本实验结果显示，随内皮细胞衰

老程度加重，NO水平降低。内皮细胞主要在eNOS

的作用下产生No。为了进一步明确高糖诱导内皮

细胞衰老过程中NO水平下降的原因，本实验中检

测了NOS活性和eNOS蛋白表达，结果显示，NOS

活性随糖浓度增加而呈剂量依赖性下降，与NO变

化趋势相符，未观察到eNOS蛋白表达变化。提示高

糖加速内皮细胞衰老与NOS／NO系统变化有关。

本实验和其他研究中都观察到内皮细胞衰老过

程中eNoS的表达和(或)活性降低[5’7]，但其机制目

前还不明确。有学者认为可能与多种因素引发的氧

化应激反应和氧化损伤有关。生理浓度的RoS是细

胞维持正常生理活动所必需的[8]。但大量的ROS除

直接造成生物膜损伤外，还能改变细胞内环境稳定

性，引起细胞内DNA、蛋白质的损伤或干扰信号转

导通路。体外实验也证实，高糖可通过激活内皮细胞

表面的还原型辅酶I(NADPH)氧化酶而产生大量

的ROS曲]。本研究显示，伴随细胞衰老程度加重，细

胞内ROS水平增加，NoS活性也随细胞衰老程度

加重和ROS水平升高而受到抑制。推测高糖诱导内

皮细胞衰老的机制可能与高糖刺激细胞产生大量

ROS有关。过量的ROS消耗细胞内的N0并产生

毒性更强的超氧亚硝酸盐(ON00一)[10]，抑制端粒

酶活性，导致端粒缩短口]。已有文献报道，使用N0

供体或自由基清除剂可逆转或延缓细胞衰老[5J]。

综上所述，在高糖作用下，随着ROS增加，

NOS和NO减少，内皮细胞出现衰老特征。推测高

糖通过加速内皮细胞衰老而造成内皮功能障碍，最

终导致动脉粥样硬化性病变。细胞内抗氧化防御系

统NOS／N0在高糖促进内皮细胞衰老过程中被明

显抑制，并随细胞内Ros水平升高，说明高糖诱导

内皮细胞衰老的机制与氧化／抗氧化系统失衡有关。
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