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·基础研究·

同型半胱氨酸硫内酯对ECV．304细胞凋亡及ROS生成的影响

谷伟军 陆菊明 杨国庆郭清华母义明 潘长玉

【摘要】 目的探讨同型半胱氨酸硫内酯(HcyT)对人脐静脉内皮细胞株(HUVEC)的损伤作用及其可能机制。

方法采用倒置显微镜、四唑盐(UTr)比色法及碘化吡啶(eI)染色流式细胞仪检测HcyT对细胞毒性作用，以荧光

标记流式细胞仪检测细胞内反应性氧类(RoS)的生成。结果一定剂量ncyT刺激后，内皮细胞发生凋亡，且凋亡

呈浓度时间依赖性。随着HcyT浓度的增加，ROS的生成逐渐增加。结论HcyT通过ROS呈时间浓度依赖性地诱

导内皮细胞凋亡，这可能是Hcy致血管病变的机制之一。
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【Abstract】Objective To study the possible effect of reactive homocysteine derivative of homocysteine thiolactone(HcyT)

on apoptosis and reactive oxygen species(ROS)production in human umbilical vein endothelial cells(HUVEC)． Methods

Cultured vaSCll]ar endothelial cells we他treated with ScyT at various concentrations．Light microscopy and flow cytometry were

applied to detect and observe cell injury and production of ROS． Results neyT induced cell death and cell apoptosis，which

occurred in a time—and concentration-dependent lnanner．HcyT treatment also increased intracellular ROS．which coincided witll

the increased HeyT concentration． Conclusion HcyT exerted its genotoxic effects on HUVEC through an apoptotic pathway，

which might be mediated by increased intracellular ROS．
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同型半胱氨酸(homocysteine，Hcy)是蛋氨酸代

谢中间产物，众多研究表明高同型半胱氨酸是人类

心血管疾病的独立危险因素。目前有一些Hcy致血

管病变机制的研究，但其确切机制还不明了。近来

有学者发现同型半胱氨酸硫内酯(homocystein

thiolactone，HcyT)，氨基酰．tRNA合成酶在编辑反应

中形成的Hcy反应产物，它可能是Hcy致血管损伤

的原因之一。一些研究表明HcvT的形成主要取决

于体内Hcy、蛋氨酸、叶酸等的含量⋯。HcvT可诱导

人HL-60细胞的凋亡，给狒狒缓慢灌注UeyT可诱发

动脉粥样硬化(atherosclemsis，AS)怛J。本研究旨在通

过观察HcvT对培养的人脐静脉内皮细胞(human
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umbilical vein endothelial cells，HUVEC)毒性、凋亡及

细胞内反应性氧类(reactive oxygen species，ROS)产生

的影响，从而为Hcy致病机制研究提供新的思路。

1材料与方法

1．1 主要试剂与仪器 【广同型半胱氨酸硫内酯

(homocysteine thiolactone hydrochloride salt，L-HcyT)，

2，7．二氯二氢荧光素双醋酸盐(2’，7’．

dichlomfluorescein diacetate，H，．DCF)均为Sigma公司

产品，3．(4，5一二甲基噻唑．2)．2，5一二苯基四氮唑溴

盐(MTF)为Gibco公司产品；其它试剂均为国外或国

产分析纯试剂。Model BB5060 C02培养箱：上海

Heraeus公司；IMT．2相差倒置显微镜：日本Olympus

公司；FACS Calibur流式细胞仪：美国BD；酶标仪：美

国Bio．RAD公司。

1．2 HUVEC株ECV一304 细胞接种于25cm2塑料

培养皿，DMEM培养液(美国Gibco公司)和10％的
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胎牛血清(Hyclone公司)，置于370C5％C02孵箱内

培养。待细胞达对数生长期，分组实验。

1．3主要试剂的制备L-HcyT溶于二甲基亚砜配

成0．1 mol／L储备液。H2一DCF溶于无水乙醇，制备

20 mmol／L储备液避光保存。

1．4 实验分组正常对照组：含10％胎牛血清的

DMEM培养液；HcyT实验组：含HcvT终浓度为50～

2000 p．mol／L的上述培养液。

1．5实验方法

1．5．1倒置显微镜观察细胞生长状态。

1．5．2 M'IT法检测细胞活力消化细胞，调整细胞

密度，将其均匀接种于24孔板，37。CC02孵箱内培

养，待细胞长满至70％～80％，加入L．HcyT终浓度

为50，250，500，1000，2000 p_mol／L的培养液，同时设

立正常对照。作用24，48，72 h后，吸弃培养液，每孔

加入40止MrITll(5 mg／m1)，继续培养4 h进行显色反

应。弃上清，100％二甲基亚砜200 ta／每孔，振荡摇

匀，吸至96孔板，酶联检测仪测定490 nIn处的光密

度值(OD)。细胞存活率(％)=实验组OD值／对照

组OD值×100％。

1．5．3流式细胞仪检测细胞凋亡①50，250，500，

1000，2000 p．mol／L的L-HcyT与细胞孵育48 h后收集

细胞，同时设立正常对照。②1 mmol／L L-HcyT与细

胞孵育0，3，6，12，24 h后收集细胞。碘化丙锭

(pmpidium iodide，PI)染色，氩离子激发PI荧光，激发

光波长为488 nln，发射光波长>630 nln，产生红色荧

光，在G，／Go期前出现一亚二倍体峰细胞为凋亡细

胞。获取细胞1×104／样品，用流式细胞仪检测凋亡

细胞，获得凋亡率。具体方法：待检细胞70％的冰

乙醇4℃固定过夜，PBS漂洗后，加PI(50 t,e,／L)5扯l，

4℃避光染色15—30 min，上流式细胞仪检测。

1．5．4琼脂糖凝胶电泳分析1 mmol／L、2 mmol／L

HcyT与细胞孵育24 h后，消化收集细胞，制成细胞

悬液，常规酚／氯仿抽提，同时设立正常对照。紫外

分光光度计测定DNA浓度，1．8％琼脂糖凝胶，

100 V电泳40 min。

1．5．5 细胞内ROS检测 20 tmaol／L H’．DCF与

50。2000 tanol／L HeyT同时加入培养液中，37。C孵育
24 h后，收集细胞，冰PBS漂洗，置于冰上待检，流式

细胞仪测定细胞荧光强度，每样品测定1万个细胞，

用相对荧光强度表示细胞的相对氧化强度，反映细

胞内ROS的含量，激光波长488 niTl，检测绿色荧光

的波长范围为525 nln。

2结果

2．1光镜下细胞形态的观察正常HUVEC形状为

多角形，单层生长，呈典型的鹅卵石样镶嵌排列。高

浓度HcvT作用24 h后，可见细胞普遍收缩、间隙增

大、细胞变小边圆，并有片状细胞脱失区。

2．2 HeyT与细胞存活率细胞的存活率与HcyT呈时

间和剂量依赖性关系，即随着培养时间的增加和剂量

的增大，对细胞的毒性作用逐渐增强。较低浓度HcyT

对细胞存活无显著影响，0．5 nmaol／L HcyT与细胞培养
48 h后表现出明显的细胞毒作用，2 rm劬l／L HcyT在培

养72 h后对细胞存活率的抑制率最大(图1)。
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图1 ttcyT对细胞存活率的影响

2．3 HcyT诱导的细胞凋亡HcyT可以诱导HUVEC

发生凋亡，孵育48 h时，细胞凋亡率随着HeyT浓度

的增加而增加，0．5 mmol／L HeyT即可导致细胞发生

显著性凋亡(表1)。HcyT对细胞凋亡诱导呈时间依

赖性。与正常对照比较，1 mmol／L HeyT与细胞作用
12 h后，凋亡率显著升高(表2)。

表1不同浓度Ito,'r对细胞凋亡的影响

(n=3；贾±s，孵育48 h)

组别 凋亡率(％)

对照组

实验组1(HcyT 0．05 mmol／L)

实验组2(HcyT 0．25 mmol／L)

实验组3(HcyT 0．50 mmol／L)

实验组4(HeyT 1 mmol／L)

实验组5(HcyT 2 mmol／L)

1．06±0．07

1．77 4-0．57

3．574-0．58

15．89 4-2．50+

29．60士3．63’

57．77±14．02。

，值 27．452

P值 0．000

注：与对照组相比，+P<O．05，4 P<0．01

m∞如舳加印∞柏如加m
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表2 1 mmol／L HeyT作用不同时间对细胞凋亡的影响

(／Z=3；x±s)

时间(h) 凋亡率(％)

0

3

6

12

24

1．08±0．06

2．18±0．28

5．00±0．65+

10．30 4-0．624

20．79 4-3．36。

F值

P值

53．501

0．001

注：与0 h组相比，+P<0．05，”P<0．01

2．4 HeyT诱导HUVEC凋亡的DNA琼脂糖凝胶电

泳1，2 mmol／L HcyT组可见有“梯状带(1adder)”出

现，而对照组无上述类似变化(图2)。

2．5 HcyT对细胞ROS产生的影响 流式细胞仪测

定结果如图3，正常对照组细胞内相对荧光强度为

32．12％，随着HcyT浓度的增加，细胞荧光峰值逐渐

右移，0．05，0．25，0．5，1，2 mmol／L HcyT所对应的荧光

强度分别为38．59％、46．71％、50．58％、68．24％、

79．32％。按照细胞内相对荧光强度变化，HcvT呈浓

度依赖性地诱导细胞内ROS的产生。

A组：正常对照

图2 HeyT诱导HUVEC凋亡的DNA琼脂

糖凝胶电泳

M：marker；1：正常对照；2：1 mmol／L HcyT；3：

2 mmol／L HcyT；孵育24 h

3讨论

细胞凋亡是不同于细胞坏死的一种死亡形式，

指细胞在生理或病理情况下发生有序的主动的非炎

症死亡，又称程序性死亡。大量实验证实，易发生

C组：HcyT(0．25 irmaol／L1

D组：HcyT(0．5 mmol／L) E组：HcyT(1 mmol／L) F组：HcyT(2 mmol／L)

图3 HoyT对细胞RO$产生的影响
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AS的局部血管的内皮细胞具有更新增加的现象，说

明内皮细胞更新和此前的细胞凋亡与AS斑块形成

有关。凋亡加速使内皮细胞更新增加，从而改变内

皮细胞功能，诱发AS发生。血管内皮细胞的凋亡

可能是AS形成的始发步骤【3J。由于凋亡细胞的

DNA在内源性核酸酶的作用下裂解成200 bp或与

之成倍的寡核苷酸，故在细胞经去垢剂在膜上打孑L

后，小片段DNA会泄漏出来，因此凋亡细胞的DNA

含量比正常细胞少，在经过染色后显示DNA峰时，

会在正常2倍体DNA峰G，之前出现一个小峰凡，

可以根据此峰的大小推测出发生凋亡细胞的量。本

研究经PI染色流式细胞分析仪检测到亚二倍体的

凋亡内皮细胞，且细胞凋亡率与HcvT呈时问浓度依

赖性关系。细胞与1 mmol／L I-IcyT共同孵育12 h，即

可发生显著性凋亡。凋亡细胞DNA在内源性核酸

酶的作用下与核小体连接处发生断裂，DNA随之裂

解成200 bp或与之成倍的寡聚核小体。而坏死细

胞中无这种核酸内切酶活化，其细胞DNA只是发生

随机断裂。故而在核酸琼脂糖电泳时，凋亡的细胞

DNA表现出一种特殊的，状如“楼梯”的电泳条带，

而坏死细胞则无这种梯带出现。本研究核酸琼脂糖

电泳结果证实HcyT可诱导HUVEC发生凋亡性损

伤。目前，HcyT致血管病变的机制还不很明确，相

关研究发现HcyT在体内还可与蛋白质发生反应，使

其同型半胱氨酸化，同型半胱氨酸化低密度脂蛋白

不仅易被巨噬细胞所摄取，还可以增加人主动脉血

管内皮细胞的脂质过氧化损伤¨J。Jakubowski[5]发

现人血管内皮细胞蛋白质同型半胱氨酸化程度依赖

于Hcy／Met(依赖于叶酸)。

HevT在体内代谢转化过程中，可以使生化反应

中的自由基调控机制失活，导致ROS的生成与堆

积。本实验以H2一DCF为ROS捕获剂，直接显示细

胞内ROS水平。结果显示，细胞内ROS水平随

HcyT浓度增加而增加，且与细胞凋亡率相关，这提

示ROS可能参与了HcyT诱导细胞凋亡的过程。

ROS是介导细胞凋亡的物质，当细胞受到理化和生

物因素刺激时，它通过细胞膜上NADPH氧化酶系统

产生大量ROS。过多的ROS通过损伤DNA、蛋白

质，脂质过氧化等多种途径诱发细胞发生凋亡怕。。

本实验结果显示HcyT通过ROS诱导细胞凋

亡，这可能是Hcy致血管病变的机制之一。
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