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硝化应激参与同型半胱氨酸诱导的血管内皮细胞自噬降低
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(１.首都医科大学基础医学院生理学与病理生理学系ꎬ北京 １０００６９ꎻ２.首都医科大学附属

北京潞河医院病理科ꎻ３.代谢紊乱相关心血管疾病北京市重点实验室)

摘　 要:　 本研究旨在探讨硝化应激与同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)诱导血管内皮细胞自噬降低之间的关系ꎮ 利用饮

食法建立高同型半胱氨酸血症(ＨＨｃｙ)大鼠模型ꎬ利用免疫组织化学染色法分别检测大鼠胸主动脉自噬相关蛋白

及硝化应激相关蛋白的表达ꎮ 体外培养人脐静脉内皮细胞ꎬ用 Ｈｃｙ 刺激内皮细胞ꎬ提取细胞蛋白ꎬ检测自噬相关蛋

白及硝化应激相关蛋白的表达ꎮ 利用 ＦｅＴＭＰｙＰ 预处理 Ｈｃｙ 刺激的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞ꎬ检测上述相关蛋白表达的变化ꎮ
结果显示 ＨＨｃｙ 大鼠模型建立成功ꎬ同时其胸主动脉 ＬＣ３ 表达下降ꎬｐ６２ 表达增加ꎬＮＴ 表达增加ꎻＨｃｙ 处理的

ＨＵＶＥＣｓ 自噬水平明显降低ꎬ而 ＦｅＴＭＰｙＰ 预处理能够降低 ＮＴ 表达ꎬ逆转 Ｈｃｙ 导致的细胞自噬水平降低ꎮ 本研究

表明硝化应激参与了同型半胱氨酸诱导的血管内皮细胞自噬降低ꎮ
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　 　 同型半胱氨酸(ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)是一种含硫

氨基酸ꎬ当人体血浆 Ｈｃｙ 水平高于 １０ μｍｏｌ / Ｌ 即被

认为是高同型半胱氨酸血症(ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｍｉａꎬ
ＨＨｃｙ) [１]ꎮ 高同型半胱氨酸血症是心脑血管疾病的

独立危险因素ꎬ参与并导致多种心血管疾病的发生

发展[２]ꎮ 血管内皮功能障碍是许多心血管疾病的

发病基础及始动环节ꎮ 有文献报道ꎬＨＨｃｙ 能够通

过炎症[３]、氧化应激[４] 等机制导致严重的血管内皮

损伤ꎬ最终导致动脉粥样硬化等疾病的发生ꎮ 自噬

是体内高度保守的生物过程ꎬ对于维持血管内皮细

胞正常功能具有十分重要的作用[５￣６]ꎮ 有研究表

明ꎬＨｃｙ 能够损伤血管内皮细胞的自噬水平[７]ꎬ但其

２７５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



机制并不十分清楚ꎮ 在作者前期的研究中发现ꎬ
ＨＨｃｙ 能够升高机体硝化应激水平ꎬ产生大量的过

氧亚硝基阴离子(ｐｅｒｏｘｙｎｉｔｒｉｔｅꎬ ＯＮＯＯ－)等强氧化物

质ꎬ导致严重的血管内皮损伤[８]ꎮ Ｈｃｙ 是否会通过

升高硝化应激水平导致细胞自噬损伤呢? 本研究

拟探究硝化应激在 Ｈｃｙ 降低血管内皮细胞自噬中

的作用ꎬ为阐明 ＨＨｃｙ 导致血管内皮细胞损伤的机

制提供新的思路和实验依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料与试剂　 ３ 月龄雄性 ＳＤ 大鼠均由首都医

科大学实验动物中心提供ꎻ大鼠血浆 Ｈｃｙ 酶联免疫

检测试剂盒(南京建成ꎬ中国)ꎻ胎牛血清、ＤＭＥＭ 高

糖培养基(Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎬ美国)ꎻＨｃｙ 试剂( Ｓｉｇｍａ￣
Ａｌｄｒｉｃｈ 公 司ꎬ 美 国 )ꎻ ＦｅＴＭＰｙＰ 试 剂 ( Ｃａｙｍａｎ
Ｃｈｅｍｉｃａｌ 公司ꎬ美国)ꎻＬＣ３ 抗体、ｐ６２ 抗体(ＣＳＴꎬ美
国)、３￣ＮＴ 抗体(Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司ꎬ美国)ꎻＧＡＰＤＨ 抗

体、山羊抗兔 ＩｇＧ /生物素标记和山羊抗小鼠 ＩｇＧ /生
物素标记(Ｓａｎｔａ Ｃｒｕｚ 公司ꎬ美国)ꎻ兔 /小鼠超敏二

步法检测试剂盒购自北京中杉金桥公司ꎻＷｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ 电泳仪ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 电转仪ꎬ凝胶成像系统

(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司ꎬ美国)ꎮ
１.２　 主要方法

１.２.１　 ＨＨｃｙ 大鼠模型构建及血浆 Ｈｃｙ 浓度的检测

将 ＳＤ 大鼠随机分为正常饮食喂养组及 ２.５％蛋氨酸

饮食喂养组ꎬ在喂养 ６ 个月后ꎬ酶联免疫法检测大鼠

血浆 Ｈｃｙ 浓度ꎮ 实验操作按照试剂盒说明书进行ꎮ
１.２.２　 细胞培养及给药　 含 １０％胎牛血清及 １％双

抗的 ＤＭＥＭ 高糖培养基培养 ＨＵＶＥＣｓ 细胞ꎬ置于

９５％ Ｏ２ 和 ５％ ＣＯ２ 培养箱 ３７ ℃ 孵育ꎮ 细胞贴壁

后ꎬ隔天换液培养ꎬ当细胞密度达到 ７０％ ~８０％进行

传代至 ６ 孔板继续培养ꎮ 当 ６ 孔板细胞密度达 ６０％
~ ７０％ꎬ给予细胞 ２.５ μｍｏｌ / Ｌ ＦｅＴＭＰｙＰ 预处理 ３０
ｍｉｎ 后ꎬ给予细胞 ５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 处理 ２４ ｈꎮ 加药

完成后提取细胞蛋白ꎬ进行后续实验ꎮ
１.２.３　 免疫组织化学染色 　 将胸主动脉石蜡切片

常规脱蜡至水后ꎬ用 ＰＢＳ 漂洗ꎻ微波炉法进行组织

抗原修复ꎬ当切片恢复至室温后ꎬ用 ５％ ＢＳＡ 室温封

闭 ２０ ｍｉｎꎬ甩掉封闭液ꎬ分别加入 ＬＣ３、ｐ６２ 及 ＮＴ 抗

体ꎬ４ ℃ 孵育过夜ꎻ次日ꎬ取出切片恢复至室温后ꎬ
ＰＢＳ 冲洗ꎬ使用兔 /小鼠超敏二步法检测试剂盒ꎬ室
温孵育聚合物辅助剂、辣根酶标记抗小鼠 ＩｇＧ 聚合

物各 ３０ ｍｉｎꎮ 镜下观察 ＤＡＢ 显色液使切片显色情

况ꎬ苏木精染液染色 ５ ｍｉｎ 使细胞核着色ꎬ使用 １％
盐酸酒精脱去非特异性染色ꎮ 梯度乙醇二甲苯脱

水ꎬ树脂封片ꎬ显微镜观察并拍照ꎮ
１.２.４　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 　 取加药后 ＨＵＶＥＣｓ 细胞蛋白

用 ＲＩＰＡ 细胞裂解液进行裂解ꎬ并超声离心ꎮ 取蛋

白上清检测蛋白浓度ꎮ 根据浓度配制 １０ μｇ 蛋白样

品进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳以分离条带ꎬ后将蛋白转移

至 ＰＶＤＦ 膜上ꎬ５％奶粉室温封闭 １ ｈ 后孵育一抗ꎬ
４℃过夜ꎮ 洗膜后孵育二抗ꎬＥＣＬ 发光试剂曝光ꎬ得
到显色条带ꎮ ＩｍａｇｅＬａｂ 软件分析条带灰度值ꎮ
１.３　 统计学分析　 数据分析采用 ＳＰＳＳ １３.０ 统计软

件ꎬ所有数据均用均数±标准差表示ꎮ 组间的比较

采用单因素方差分析ꎬＰ < ０. ０５ 为差异有统计学

意义ꎮ

２　 结　 　 果

２.１　 ＨＨｃｙ 大鼠模型建立成功　 和正常饮食喂养的

大鼠相比ꎬ２.５％蛋氨酸饮食喂养 ６ 月组大鼠血浆

Ｈｃｙ 浓度明显增加ꎬ表明 ＨＨｃｙ 大鼠模型建立成功

(图 １)ꎮ

图 １　 大鼠血浆 Ｈｃｙ 浓度　 　 与 Ｎｏｒｍａｌ 组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１

２.２　 ＨＨｃｙ 大鼠胸主动脉自噬相关蛋白及硝化应激

相关蛋白的检测　 对 ＨＨｃｙ 大鼠胸主动脉切片进行

免疫组织化学染色并镜下观察ꎬ发现 ＨＨｃｙ 大鼠中

硝化应激相关蛋白以及自噬相关蛋白表达均出现

明显变化ꎮ 由于 ＯＮＯＯ－在体内的代谢途径复杂ꎬ并
且反应十分迅速ꎬ因此很难直接测量体内 ＯＮＯＯ－的

浓度ꎮ 目前ꎬ使用 ＮＴ 的单克隆抗体检测到硝基酪

氨酸的存在ꎬ被公认为是体内 ＯＮＯＯ－ 生成的印迹ꎮ
结果显示ꎬ和正常大鼠相比ꎬＨＨｃｙ 大鼠胸主动脉 ＮＴ
的表达明显增加ꎬ且集中在内膜ꎬ提示 ＨＨｃｙ 大鼠体

内硝化应激水平呈明显升高的状态(图 ２Ａ)ꎮ 同

时ꎬ检测自噬相关蛋白 ＬＣ３ 发现ꎬＨＨｃｙ 大鼠 ＬＣ３ 表

达有所降低ꎬ而作为自噬底物ꎬｐ６２ 的表达却明显升
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高(图 ２Ｂ)ꎮ 提示 ＨＨｃｙ 大鼠胸主动脉自噬水平明

显降低ꎮ

图 ２　 ＨＨｃｙ 大鼠胸主动脉 ＮＴ、ＬＣ３ 及 ｐ６２ 免疫组化染色

Ａ:大鼠胸主动脉 ＮＴ 的表达(２０×)ꎻ
Ｂ:大鼠胸主动脉 ＬＣ３、ｐ６２ 的表达(２０×)

２.３　 Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣｓ 硝化应激及自噬相关蛋白的

影响　 为探究 Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬及硝化应

激水 平 的 影 响ꎬ 给 予 ＨＵＶＥＣｓ 细 胞 Ｈｃｙ 刺 激

(５００ μｍｏｌ / Ｌꎬ２４ ｈ)ꎬ并提取细胞蛋白ꎬ检测其浓度

后进行 Ｗｅｓｔｅｒｎ Ｂｌｏｔ 实验ꎮ 结果显示ꎬ和对照组相

比ꎬＨｃｙ 刺激的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＮＴ 表达明显增加(图
３Ａ)ꎬ提示 Ｈｃｙ 刺激诱导 ＨＵＶＥＣｓ 细胞硝化应激水

平增加ꎮ 而自噬相关蛋白 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ的表达明显降

低(图 ３Ｂ)ꎻ自噬底物 ｐ６２ 的表达明显增加(图 ３Ｃ)ꎬ
以上结果提示 Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞自噬水平

降低ꎮ
２.４　 ＦｅＴＭＰｙＰ 能够逆转 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣｓ 细胞

自噬降低 　 为进一步探究 Ｈｃｙ 诱导的硝化应激升

高及 自 噬 降 低 之 间 的 关 系ꎬ 用 ＯＮＯＯ－ 清 除 剂

ＦｅＴＭＰｙＰ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞进行预处理ꎬ在预处理 ３０
ｍｉｎ 后加入 Ｈｃｙ 刺激 ２４ ｈꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 结果显示ꎬ
和 Ｈｃｙ ( － ) ＦｅＴＭＰｙＰ ( － ) 细 胞 相 比ꎬ Ｈｃｙ ( ＋ )
ＦｅＴＭＰｙＰ(－)处理的细胞 ＮＴ 表达明显增加ꎬ而 ＦｅＴ￣
ＭＰｙＰ 预处理的细胞能够逆转 ＮＴ 表达的增加ꎬ几乎

降低至正常水平(图 ４Ａ)ꎬ这提示 ＦｅＴＭＰｙＰ 能够清

除 ＯＮＯＯ－ꎬ以降低细胞的硝化应激水平ꎮ 同时ꎬ
ＦｅＴＭＰｙＰ 预处理能够提高 ＬＣ３ 表达(图 ４Ｂ)ꎬ同时

降低 ｐ６２ 表达(图 ４Ｃ)ꎮ 这提示 ＦｅＴＭＰｙＰ 能够逆转

由 Ｈｃｙ 引起的自噬水平降低ꎮ

图 ３　 Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＮＴ、ＬＣ３ Ⅱ/Ⅰ及 ｐ６２ 蛋白表达情况的影响

Ａ:Ｈｃｙ 刺激下 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＮＴ 的表达ꎻＢ:Ｈｃｙ 刺激下 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ的表达ꎻ
Ｃ:Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ｐ６２ 的表达　 　 与 Ｃｏｎ 组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１

４７５ Ｍｅｄｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｅｎｔｒａｌ Ｓｏｕｔｈ ＣｈｉｎａꎬＮｏｖｅｍｂｅｒ ２０１８ꎬＶｏｌ.４６ꎬＮｏ.６



图 ４　 ＦｅＴＭＰｙＰ 处理对 Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＮＴ、ＬＣ３ Ⅱ/Ⅰ及 ｐ６２ 蛋白表达情况的影响

Ａ:ＦｅＴＭＰｙＰ 处理对 Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＮＴ 表达的影响ꎻＢ:ＦｅＴＭＰｙＰ 处理对 Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ＬＣ３ Ⅱ / Ⅰ表达的影响ꎻ
Ｃ:ＦｅＴＭＰｙＰ 处理对 Ｈｃｙ 刺激 ＨＵＶＥＣｓ 细胞 ｐ６２ 表达的影响　 　 与 Ｃｏｎ 组比较ꎬ∗∗Ｐ<０.０１

３　 讨　 　 论

ＨＨｃｙ 是心血管疾病的独立危险因素[２]ꎮ 目前

对于 ＨＨｃｙ 促进心脑血管疾病发生发展的机制研究

尚不完全清楚ꎮ 自噬作为哺乳动物体内高度保守

的细胞自我保护机制ꎬ对于维持心脑血管功能的稳

定具有十分重要的意义[９￣１０]ꎮ 有文献报道ꎬＨＨｃｙ 能

够影响不同细胞的自噬水平ꎮ 在本文作者前期研

究中发现ꎬＨｃｙ 能够通过激活 ｍＴＯＲ 通路降低乳鼠

心肌细胞中的自噬水平[１１]ꎻ也有文献报道ꎬＨＨｃｙ 能

够通过增强对神经细胞毒性作用过度提高神经元

自噬水平ꎬ导致脑缺血后细胞死亡的发生[１２]ꎮ 已有

文献表明ꎬＨｃｙ 在低浓度时提高自噬水平ꎬ而高浓度

的 Ｈｃｙ 则抑制自噬水平[７]ꎮ 造成这一现象的原因

可能是当 Ｈｃｙ 这一损伤因素存在时ꎬ细胞能够代偿

性地提高自噬以抵抗损伤ꎻ高浓度 Ｈｃｙ 的持续刺激

造成累积的严重损伤ꎬ细胞处于失代偿ꎬ进一步促

进损伤的发生ꎮ 有研究表明ꎬＨＨｃｙ 可能通过 ｍＴＯＲ
通路影响自噬水平[１１ꎬ１３]ꎬ而关于 ＨＨｃｙ 如何影响血

管内皮细胞自噬的研究少之又少ꎮ
本研究通过免疫组织化学染色法以及 Ｗｅｓｔｅｒｎ

ｂｌｏｔ 技术检测了 ＨＨｃｙ 大鼠以及 Ｈｃｙ 处理的 ＨＵＶＥＣｓ

细胞中 ＮＴ 的表达水平ꎬ以及自噬相关蛋白的表达

水平ꎬ分别在在体水平及离体水平验证硝化应激及

细胞自噬的变化ꎮ 结果表明ꎬ无论是 ＨＨｃｙ 大鼠的

胸主动脉中还是 Ｈｃｙ 处理细胞中 ＮＴ 的表达水平明

显增加ꎬＮＴ 被公认为是体内 ＯＮＯＯ－生成的印迹ꎬ能
够反映体内 ＯＮＯＯ－ 的浓度及硝化应激的水平[１４]ꎮ
ＨＨｃｙ 大鼠的胸主动脉及 Ｈｃｙ 处理细胞中硝化应激

水平明显增加ꎬ而自噬水平被明显抑制ꎮ 为进一步

验证 ＨＨｃｙ 通过提高硝化应激降低自噬水平ꎬ本文

作者在给予细胞 Ｈｃｙ 处理的基础上ꎬ加入 ＯＮＯＯ－的

清除剂 ＦｅＴＭＰｙＰ 预处理细胞ꎬ以降低硝化应激水

平ꎮ 结果显示ꎬＦｅＴＭＰｙＰ 预处理组细胞能够明显降

低 ＮＴ 的表达ꎮ 更为重要的是ꎬ当 ＦｅＴＭＰｙＰ 降低硝

化应激水平后ꎬ进一步逆转了由 Ｈｃｙ 引起的自噬

降低ꎮ
综上ꎬ本研究表明 ＨＨｃｙ 可能通过升高硝化应

激水平以抑制血管内皮细胞自噬水平ꎬ这可能是

ＨＨｃｙ 导致心脑血管疾病的重要机制之一ꎮ 本研究

完善了 ＨＨｃｙ 对细胞自噬调控的可能机制ꎬ为防治

ＨＨｃｙ 导致的血管内皮细胞损伤提供了新的思路和

实验依据ꎮ
(下转第 ５７９ 页)
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预后ꎬ这仍需更深入的研究ꎮ
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