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摇 摇 氧化应激过程调控细胞增殖和凋亡。 研究发

现,某些血管活性肽的保护血管作用与抑制氧化应

激有关。 降钙素基因相关肽(CGRP)是一种由辣椒

素敏感的感觉神经末梢释放的神经递质,在体内有

广泛的分布和表达,有多种生理功能,如舒张血管和

收缩心肌、抑制血管平滑肌细胞增殖、保护内皮细

胞、调节神经系统和消化系统等。 最新研究表明,
CGRP 作为神经元钙调蛋白依赖激酶鄄cAMP 反应原

件结合蛋白(CaMKII鄄CREB)的调节因子,能通过调

节 p38 MAPK鄄NF资B 级联反应来介导吗啡止痛的耐

受过程。 本实验用外源性 H2O2 诱导人脐静脉内皮

细胞(HUVEC)损伤,观察 CGRP 预处理对 HUVEC
病理损伤的保护作用。 检测 p38 MAPK 磷酸化及胞

内活性氧主要来源的 NADPH 氧化酶 4 (Nox4)在

HUVEC 损伤及 CGRP 保护过程中的表达变化。 以

此探讨 CGRP 对 H2O2 损伤 HUVEC 的保护机制。

1摇 材料与方法

HUVEC(Catalog Number: C鄄003鄄5C) 接种于含

10%胎牛血清、100 U / mL 青霉素和 10 滋g / mL 链霉素

的 DMEM 培养基中,置于 37益、5%的 CO2 的培养箱

内培养。 待细胞长到 50%融合时更换含 0. 1%血清

的 DMEM 培养基同步化 24 h,并分别给予 H2O2 和

CGRP 处理细胞,MTT 检测 HUVEC 活力,流式细胞术

检测细胞凋亡率;Western blot 法检测 CGRP 预处理

30 min,500 滋mol / L H2O2 处理 5 ~60 min p38 MAPK、
磷酸化 p38 MAPK 表达,以及 CGRP 预处理 30 min,
500 滋mol / L H2O2 处理 24 h Nox4 蛋白表达; p38
MAPK 磷酸化阻断剂 SB203580(20 滋mol / L)预处理

细胞30 min前后,Nox4 蛋白和 mRNA(Real鄄time PCR
检测)表达的变化。

2摇 结摇 摇 果

(1)分别以浓度为 10、50、500、1 000 滋mol / L 的

H2O2 孵育细胞 6 h 时,HUVEC 活力与对照组相比,
分别增加 23郾 01% 依 0郾 12% , 49郾 23% 依 0郾 13% ,
21郾 14% 依 0郾 10% ,17郾 31% 依 0郾 13% 。 但随着作用

时间的延长,HUVEC 活力逐渐减弱,在 12 h 时,与
对照组相比,在以上 4 个浓度分别降低 HUVEC 活

力 3郾 65% 依 0郾 06% ,12郾 25% 依 0郾 09% ,26郾 32% 依
0郾 12% ,41郾 54% 依 0郾 15% 。 24 h 时,细胞活力进一

步下降,分别降低 11郾 27% 依 0郾 11% ,27郾 36% 依
0郾 16% ,50郾 48% 依0郾 14% ,75郾 54% 依 0郾 32% 。 说明

H2O2 在低浓度或短时间内对细胞有促进增殖作用,
但长时间内( > 12 h),H2O2 促进细胞增殖的作用明

显减弱,甚至有诱导其凋亡的趋势。
(2 ) CGRP ( 10、 100 nmol / L ) 能 降 低 H2O2

(500 滋mol / L)刺激时 HUVEC 的凋亡率,同时增加

其增殖指数。 (2)H2O2 处理后能诱导 p38 MAPK 磷
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25 % 。 由此可见,急性进展性脑梗死的治疗及护理

尤为重要。 及时正确用药可改变急性进展性脑梗死

的转归,防止病情恶化;选择一种行之有效的康复训

练对疾病的愈后和康复至关重要[8]。 据研究依达

拉奉可以穿透血脑屏障,穿透率约 60% ,可以明显

抑制脂质过氧化反应,减轻脑内花生四烯酸引起的

脑水肿,防止血管内皮细胞损伤,发挥有益的抗缺血

作用;静脉给药可清除大脑内具有高度细胞毒性的

羟自由基[5 ~ 6]。 奥扎格雷钠已被研究证实为高效选

择性血栓素合成酶抑制剂,具有扩张血管、抗血小板

聚集作用,可促进血栓溶解,抑制血栓形成,改善局

部缺血,使受损的脑组织功能逐渐恢复[7]。 尤其对

发病 6 h 后的进展性脑梗死患者,依达拉奉联合奥

扎格雷钠治疗临床治疗效果更显著。
本院采用依达拉奉联合奥扎格雷钠治疗急性进

展性脑梗死。 研究发现采用神经功能缺损评分

(NIHSS),治疗组治疗后评分较对照组明显降低,神
经功能缺损的恢复程度明显优于对照组 (P < 0.
05)。 目前急性进展性脑梗死的整体化治疗中提出

早期的康复介入能降低脑梗死的病残率,提高患者

的生活质量。 本研究组治疗组患者治疗后日常生活

能力(ADL)评分显著高于对照组,日常生活能力明

显提高 (P < 0. 05);平均住院天数为 18. 96 依 8. 6
天,较对照组明显缩短 (P < 0. 05);治疗组基本治

愈率为 63. 86% ,有效率达 98. 80% ,显著高于对照

组(P < 0. 05)。 治疗组取得满意的临床治疗效果,
提示依达拉奉联合奥扎格雷钠治疗进展性脑梗死是

安全有效的。
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酸化,且呈时间依赖性。 CGRP(100 nmol / L)预处理

HUVEC 30min 能显著抑制 H2O2 处理 5、10、30 min
时 p38 MAPK 磷酸化,其在 3 个时间点的抑制率分

别 是 33郾 21% 依 0郾 10% , 24郾 89% 依 0郾 19% 和

20郾 32% 依0郾 15% (与 H2O2 组相比,P < 0郾 05)。
(3)H2O2 能显著激活 HUVEC Nox4 蛋白的表

达 (与对照组相比增加 24郾 43% 依 0郾 14% , P <
0郾 05)。 p38 MAPK 抑制剂 SB203580 均 能 抑 制

H2O2 诱导的 Nox4 表达上调,CGRP 能部分通过抑

制 p38 MAPK 磷酸化抑制 H2O2 诱导的 Nox4 表达

(P < 0郾 05),并能协同 CGRP 抑制 Nox4 的表达。 同

样,CGRP 和 /或 p38 MAPK 抑制剂 SB203580 均能

降低 H2O2 诱导的 Nox4 mRNA 表达。

3摇 讨摇 摇 论

长期以来,活性氧对细胞命运的影响一直是人

们研究的热点。 本研究发现,小剂量 H2O2 对内皮

细胞在短时间( < 12 h)有增殖作用,但随着 H2O2

浓度的增大以及作用时间的延长,HUVEC 活力逐渐

减弱。 说明 H2O2 在低浓度或短时间内对细胞有促

进增殖作用,但随着细胞受活性氧作用时间的延长

( > 12 h),H2O2 对细胞的增殖作用明显减弱,甚至

有促进其凋亡的作用。 H2O2 处理细胞 24 h,能显著

激活 Nox4 蛋 白 的 表 达。 p38 MAPK 抑 制 剂

SB203580 也能抑制 H2O2 诱导的 Nox4 表达上调,说
明外源性给予 H2O2 激活 Nox4 的过程与 p38 MAPK
信号通路有关。 CGRP 可能通过抑制 p38 MAPK 磷

酸化抑制 H2O2 诱导的 Nox4 的表达,进而降低强活

性氧的产生发挥保护内皮的作用,这还需进一步

探讨。
(此文编辑摇 蒋湘莲)

517




