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血管紧张素!诱导人脐静脉内皮细胞凋亡

杨丽霞，沈珠甫，郭瑞威，齐) 峰) ) （成都军区昆明总医院心内科，昆明 *$""(&）

) ) 摘) 要：目的) 探讨 +,-!诱导人血管内皮细胞!凋亡的作用及其机制。方法) 原代培养人脐静脉血管内皮细胞，
用不同浓度 +,-!及神经酰胺合成酶抑制剂烟曲霉素 .!（ /012,343, .!，5.!）处理细胞，采用 6789:法检测细胞凋亡，;6#
<=;、>?4@?A, BC2@技术对 BDE 1;8+及蛋白进行表达分析。结果) +,-! 处理组内皮细胞的凋亡阳性率显著高于对照组
（! F "G "$）且具有时间和剂量依赖性，对照组和 !" HI、!" H*、!" H$12C J : +,-!处理 &% K后各组细胞凋亡率分别为（&G & L
!M !）N、（*G " L !G &）N、（!IG $ L &G (）N、（&IG % L %G $）N ；终浓度 !" H*12C J :的 +,-!处理 *、&%、%’ K后细胞凋亡率分别
为（*G & L &G (）N 、（!$G $ L (G !）N 、（&!G * L &G $）N；5.! 能显著抑制 +,-!诱导的内皮细胞凋亡（! F "G "$），+,-!处理
组 BDE 1;8+及蛋白的表达较对照组显著升高（! F "G "$），5.! 组 BDE 1;8+ 和蛋白表达较对照组没有显著变化（! O
"M "$）。结论) +,-!通过神经酰胺及 BDE诱导细胞凋亡，其中 BDE作为神经酰胺的下游基因起作用。
) ) 关键词：血管紧张素!；内皮细胞；凋亡
) ) 中图法分类号：;(&&G !&(；;(&PG &$) ) ) 文献标识码：+
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（9=）G )$&*+,-) T01D, 01B3C3_DC ?,\2@K?C3DC _?CC4 W?A? _0C@0A?\ "# $"%&’ D,\ @A?D@?\ W3@K +,-! 3, ‘DA3204
_2,_?,@AD@32,4 DC2,? D,\ 3, _21B3,D@32, W3@K /012,343, .!（5.!，D, 3,K3B3@2A 2/ _?AD13\D4?）G 6789: WD4 ?1#
[C2]?\ @2 \?@?A13,? @K? D[2[@2434 2/ @K? _0C@0A?\ 9=G 6K? BDE 1;8+ D,\ [A2@?3, C?‘?C4 2/ 9= W?A? \?@?_@?\ B]
;6#<=; D,\ >?4@?A,#BC2@ @?_K,3a0?4G .$-/0&-) 6K? A?40C@4 4K2W?\ @KD@ @K? ,01B?A 2/ D[2[@2@3_ _?CC4 WD4 43-#
,3/3_D,@C] K3-K?A 3, +,-!#@A?D@?\ ?,\2@K?C301 @KD, 3, @K? _2,@A2C -A20[（! F "G "$）G +,-! 3,\0_?\ 9= D[2[#
@2434 3, @31?# D,\ \24?#\?[?,\D,@ 1D,,?AG 6K? [?A_?,@D-? 2/ @K? D[2[@2@3_ 9= W?A?（&G & L !G !）N，（*G " L
!M &）N，（!IM $ L &G (）N，（&IG % L %G $）N A?4[?_@3‘?C] D/@?A @A?D@1?,@ W3@K +,-! D@ ‘DA3204 _2,_?,@AD@32,4
（"，!" HI，!" H*，!" H$ 12C J :）/2A &% KG 9E[243,- @2 !" H* 12C J : +,-! /2A *，!& D,\ &% K，@K? AD@? 2/ D[2[#
@2@3_ _?CC4 W?A?（*M & L &G (）N，（!$G $ L (G !）N，D,\（&!G * L &G $）N A?4[?_@3‘?C]G =21[DA?\ @2 +,-!
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1+2%0/-’+2) +,-! 1D] 3,\0_? D[2[@2434 2/ ?,\2@K?C3DC _?CC4 $"( _?AD13\? D,\ 0[#A?-0CD@3,- @K? BDE 1;8+
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) ) 血管紧张素!（D,-32@?,43,!，+,-!）作为肾素#
血管紧张素系统中重要的因子，是机体的主要调节因

子之一，发挥多种生物功能［!］。血管紧张素!的致病
性主要与其诱导凋亡有关，因此研究 +,-!诱导血管
内皮细胞凋亡的调控机制具有重要意义［&］。本研究

采用体外细胞培养方法，观察 +,-!对血管内皮细胞
凋亡的产生及凋亡相关基因的变化，探讨 +,-!在内
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皮细胞凋亡过程中的可能机制，为心血管病的防治提

供理论依据。

89 材料与方法

!G !) 细胞培养
) ) 参照 cD\D,等［(］方法分离人脐静脉内皮细胞，在 (I d、
$N =V&条件下培养于 Zc9c 培养基中（含有 !"N胎牛血清、
!"" 7 J 1C青 J链霉素），胰酶消化、传代。

!G &) 试剂
) ) +,-!（S3-1D公司），5.!（=D]1D, 公司），6789: 凋亡试剂
盒（中杉公司），胎牛血清（T]=C2,?公司）；二步法 ;6#<=; 试剂
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盒（$%&%’%公司）；鼠抗人 (%)单克隆抗体（*%+,% -./0公司）。
1# 2" 实验方法
1# 2# 1" 3+4!诱导血管内皮细胞凋亡" " 取对数生长期的血
管内皮细胞，稀释成 1 5 167 89 :1，接种于含有无菌盖玻片的 ;
孔培养板，待细胞贴壁后，然后加药组加入终浓度 16 :<8=9 > ?、
16 :; 8=9 > ?和 16 :! 8=9 > ? 的 3+4!，@7 A 后 $BCD? 法检测细
胞凋亡。加入终浓度为 16 :; 8=9 > ?的 3+4!，分别干预内皮细
胞 ;、@7、7E A后 $BCD?法检测细胞凋亡。@66 倍光镜下每张切
片取 ! 个视野，计算凋亡细胞数占总细胞数的百分比。
1# 2# @ " 神经酰胺合成酶抑制剂烟曲霉素 F1（ G/8=+HIH+ F1，
JF1）抑制 3+4!诱导的内皮细胞凋亡" " JF1 预处理细胞，再
加入 3+4! @7 A后与对照组比较观察细胞凋亡情况。
1# 2# 2" 半定量逆转录聚合酶链反应（’$KL-’）测定 (%) 8’C3
" " 不同浓度 3+4!处理细胞 @7 A后收集细胞。用 $.H0=9裂解
提取总 ’C3，并测定其浓度和纯度。取 1 "4 总 ’C3 在@6 "9
体系中逆转录合成 MNC3，分别取 @ "9 MNC3 产物进行 (M9K@ 和
#K%M,H+的聚合酶链反应（L-’）。F%) 正反义序列分别是：!OK
3P-$-$P3P-3P3$-3$P33P3-K2O、!OK3P$$P33P$$P--P$K
-3P3333-K2O，扩增片段长度 @<< (Q，退火温度为 ;6 R，进行
26 个循环。#K%M,H+ 正反义序列分别是：!OK3$-3$P33P$P$K
P3-P$PP3-3$K2O、!OK3PP3P-33$P3$-$$P3$-$$-3K2O，扩
增片段长度 1!2 (Q，退火温度为 !< R，进行 26 个循环。L-’
产物在 1# !S琼脂糖凝胶进行电泳分离，紫外线下观察和照
相，数字成像系统进行面积和密度扫描。

1# 2# 7" TUI,U.+ (9=,测定 (%) 蛋白 " " 提取细胞总蛋白，蛋白
浓度用 ?=V.W 法定量。以 1@S *N*K聚丙烯酰胺凝胶电泳分离
蛋白，将分离的蛋白转移至硝酸纤维素膜上，封闭 1 A，加入
#K%M,H+ 小鼠抗大鼠单克隆抗体（1X ! 666），室温摇床孵育 1 A，
加入抗 (%)单克隆抗体，7 R孵育过夜后置于 <66 +8荧光抗小
鼠 Y4P二抗（1X ! 666）中，在室温摇床避光孵育 26 8H+，在 Z[K
WIIUW荧光扫描分析系统下扫描。
1# 7" 统计学分析
" " 数据用!! \ "表示，应用 *L** 16# 6统计软件进行方差分析。

!" 结果

@# 1" 3+4!诱导血管内皮细胞凋亡
@# 1# 1" 3+4!呈剂量依赖性诱导内皮细胞凋亡" " 结果显示，
对照组细胞凋亡率为（@# @ \ 1# 1）S，而用终浓度分别为 16 :<、

16 :;、16 :!8=9 > ?的 3+4!干预内皮细胞培养 @7 A后，细胞凋亡
率随干预剂量加大而逐渐上升，分别为（;# 6 \ 1# @）S、（1<# ! \
@# 2）S与（@<# 7 \ 7# !）S，与对照组比较，细胞凋亡率均明显增
高（# ] 6# 6!）。
@# 1# @" 3+4!呈时间依赖性诱导内皮细胞凋亡" " 对加入终
浓度为 16 :;8=9 > ? 3+4!的干预组进行研究，分别对干预 ;、@7、
7E A后的细胞凋亡率进行检测，结果显示，各组细胞凋亡率逐
渐增加，分别为（;# @ \ @# 2）S、（1!# ! \ 2# 1）S 及（@1# ; \
@^ !）S，与对照组（@# @ \ 1# 1）S比较差异均显著（# ] 6# 6!）。
@# @" JF1 抑制 3+4!诱导的内皮细胞凋亡
" " 先用 JF1预处理细胞，再加入 3+4!，干预 @7 A后检测细胞
凋亡率，结果显示，经 JF1 预处理组细胞凋亡率较 3+4!干预组
明显降低（# ]6^ 6!），分别为（2# 6 \1# 1）S与（1;# 6 \ @# @）S，而
与对照组（@# @ \1# 1）S比较则无显著差异（# _6^ 6!）。

@# 2" (%) 8’C3的表达
" " ’$KL-’结果见图 1，不同浓度 3+4 !处理血管内皮细胞
后，(%) 8’C3表达逐渐增加，以内参照 #K%M,H+校正，校正值分
别与对照组比较有显著差异（# ] 6# 6!），3+4! ‘ JF1 组与对照
组比较无明显差异（# _ 6# 6!），见表 1。
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1 : !：分别为 6、16 :<、16 :;、16 :! 8=9 > ? 3+4!，16 :; 8=9 > ? 3+4!
‘ JF1
图 #" $%&!诱导的细胞凋亡中 ’() *+,$的表达

表 #" ’() *+,$ 和蛋白在各组间的表达水平（"! - "）

组别" " " " " 8’C3表达 蛋白表达

对照组 6# !E; \ 6# 1@< 6# <!2 \ 6# 6a;
3+4! 组
" 16 : <8=9 > ? 6# <!7 \ 6# 11@ 6# a@7 \ 6# 162%

" 16 : ;8=9 > ? 6# E!7 \ 6# 6aE% 6# a;! \ 6# 116%

" 16 : !8=9 > ? 6# aaE \ 6# 16;% 1# 167 \ 6# 11;%

16 : ;8=9 > ? 3+4! ‘ JF1 组 6# !@E \ 6# 121( 6# <a@ \ 6# 6E<(

%：# ] 6# 6!，与对照组比较；(：# ] 6# 6!，与 16 :;8=9 > ? 3+4!组比较

@# 7" (%) 蛋白的表达
" " TUI,U.+ (9=,结果见图 @，正常内皮细胞对照组和不同浓度
的 3+4!作用组都可见 (%)蛋白的表达，经 #K%M,H+标准化后，可
见 (%)蛋白表达逐渐增加，与对照组比较差异有统计学意义（#
]6# 6!），3+4!‘ JF1组与对照组比较无明显差异（# _6# 6!）。
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1 : !：分别为 6、16 :<、16 :;、16 :! 8=9 > ? 3+4!，16 :; 8=9 > ? 3+4!
‘ JF1
图 !" $%&! 诱导的细胞凋亡中 ’() 蛋白的表达

." 讨论

" " 细胞凋亡广泛存在于心血管疾病病理变化中［2］，
内皮细胞作为血管的内衬，其凋亡导致的功能失调是

许多心血管疾病发病的基础。诱导细胞凋亡是 3+4!
的生物学功能之一，在 3+4!诱导细胞凋亡过程中主
要的信号转导途径有 J%I > J%I?信号系统、神经酰胺信
号系统、酪氨酸蛋白激酶（L$&）>丝裂原活化蛋白激酶
磷酸酶K1（b&LK1）信号系统［7］和蛋白激酶 - 信号系
统［!］等。F%)是 (M9K@ 基因家族的成员，其功能为促进
细胞凋亡。本实验采用外源性 3+4!作用于体外培养
的血管内皮细胞，结果表明 3+4!能诱导内皮细胞凋
亡，且细胞凋亡率有时间K浓度效应关系；3+4!能增强
内皮细胞 (%) 8’C3和 (%)蛋白的表达，说明 3+4!诱
导凋亡与 (%)基因有明确关系，这也与文献报道一致。
" " 神经酰胺作为细胞凋亡中常见的第二信使分子，
参与多种细胞系的生长、增殖、分化、凋亡及损伤等多

种细胞活动［;］，尤其是在生长抑制与死亡信号的转导

过程中具有重要的地位和作用。本实验中神经酰胺合

成酶抑制剂 JF1 能抑制 3+4!诱导的凋亡，表明在
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!"#!诱导的内皮细胞凋亡中，神经酰胺可能参与了
凋亡过程。$%& 则抑制了 ’() *+,! 和 ’() 蛋白的表
达，说明 ’()可能出于神经酰胺的下游，并受其调控。
- - !"#!诱导细胞凋亡的机制尚未完全阐明，本研
究初步探讨了外源性 !"#!诱导人血管内皮细胞凋亡
的效应及其机制，为进一步研究 !"#!在诱导血管内
皮细胞凋亡中的作用提供实验依据，并为心血管病的

防治提供理论依据。
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个案与短篇 文章编号：&FFF<QTFT（EFFI）FQ<FT&G<F&

小光斑飞点扫描用于 !"#$%矫治高度近视散光

康- 玲，汪- 辉，任- 茜，胡春明- - - （第三军医大学西南医院全军眼科中心，重庆 TFFFPI）

- - 本研究对我院收治的高度散光患者 &EF 例，共 E&G 只眼采
用 !OOLK+LSSY酷眼准分子激光系统矫治，探讨其安全性、有
效性、预测性和稳定性。

&’ 资料与方法

- - 选择我院眼科 EFFQ 年 X 月至 EFFG年 X 月行 O!4W[手术的
高度散光患者 &EF 例，共 E&G 只眼，其中球镜屈光度$ J G8 FF \
I& 眼，J G8 FF ] &F8 FF \ IG 眼，% J &F8 FF \ TH 眼，年龄 &I ] TF
岁，最佳矫正远视力 ^ F8 G。所有患者排除角膜炎、角膜瘢痕、
圆锥角膜、干眼症、睑缘炎、突眼症、全身免疫性及胶原性疾病，

双眼同时接受治疗，术后 &E 个月内能按时复查。
- - 严格的术前检查。观察患者裸眼远视力、裸眼近视力、最
佳矫正远视力、扩瞳屈光度、小瞳屈光度、眼压、眼底、角膜厚

度、波前相差、角膜地形图。手术前 P >滴托百士眼液 T 次 _ >。
- - 手术方法：术前 &F *0"用眼用平衡液 EF *9冲洗双眼结膜
囊，滴托百士眼液 E 滴。麻醉方式为表面麻醉（倍诺喜眼液滴
眼 E 次），用 XQ‘酒精消毒双眼后，铺无菌手术单。31/0( 自动
旋转式板层刀制作角膜瓣后采用 !OOLK+LSSY 酷眼准分子激
光系统进行激光切削，切削光区直径 G8 F ] G8 Q **，眼用平衡
液冲洗层间，眼科专用吸血海绵刷平角膜，滴典必舒眼液 E 滴，
纱布遮盖术眼。

- - 术后处理：术后第 & 天，复查术眼视力及角膜瓣情况。采
用强效激素点眼（典必舒眼液）T 次 _ >，共 X >；同时给予金因舒
滴眼液 T 次 _ >，共 &Q >。随访时间：术后 &、&F、PF、HF、&IF、
PGF >，以后每年 & 次。
- - 统计学处理：采用 4N44 &F8 F 统计软件进行方差分析。

- - 作者简介：康 - 玲，女，四川省内江市人，护士。电话：（FEP）GIXQT&EG，
L<*(09：QEEQIQFEQa bb8 A1*

- - 通信作者：汪- 辉，L<*(09：6;&HGX&&a B0@8 =0"(8 A1*
- - 收稿日期：EFFX<FH<EI；修回日期：EFFX<&E<E&

(’ 结果

E8 &- 患者裸眼远视力变化情况
- - 由表 & 可见，不管是中低度还是超高度近视，术后 &、P、G、
&E个月裸眼远视力与术前比较均有明显提高（% c F8 FQ），其中
% J &F8 FF \组与$ J G8 FF \组比较，在术后 P、G、&E 个月存在
统计学差异（% c F8 FQ）。
E8 E- 最佳矫正远视力变化情况
- - 由表 & 可见，最佳矫正远视力各组术后不同时期与术前比
较均无统计学差异，组间比较亦无统计学差异（% ^ F8 FQ）。

表 &’ 不同球镜伴高度散光患者裸眼远视力、最佳矫正远视力
随时间的变化（"! ) "）

裸眼远视力 最佳矫正远视力
时间

$JG8FF \ JG8FF ] J&F8FF \%J&F8FF \ $JG8FF \ JG8FF ] J&F8FF \%J&F8FF \

术前 F8FH dF8FI F8FQ dF8FE F8FQ dF8FE F8IH dF8&I F8IQ dF8&X F8IP dF8&X

术后&个月 F8I& dF8EF( F8XG dF8&Q( F8XP dF8&H( F8IX dF8EE F8IQ dF8&T F8XG dF8EE

术后P个月 F8IQ dF8EF( F8I& dF8&Q( F8XT dF8EF(’ F8IE dF8EE F8IF dF8EF F8XQ dF8E&

术后G个月 F8IX dF8EF( F8IQ dF8&X( F8XQ dF8EE(’ F8IF dF8EX F8XH dF8E& F8XX dF8E&

术后&E个月 F8IX dF8EF( F8IQ dF8&X( F8XQ dF8EP(’ F8IE dF8ET F8IF dF8EE F8XX dF8EP

(：% c F8 FQ，与术前比较；’：% c F8 FQ，与屈光度$ J G8 FF\ 组比较

E8 P- 术后屈光度
- - 不管是对中低度还是超高度近视，术后 &E 个月的实际矫正
柱镜屈光度与术前预计矫正柱镜屈光度相关性好，但组间比较

表明，中低度组相关性（& eF8 IH&）较超高度组（& eF8 H&I）更好。
E8 T- 柱镜屈光度稳定性
- - P 组不同球镜屈光度在矫正高度散光后，其术后不同时
期残余柱镜屈光度与术前比较均明显降低（% c F8 FQ），术后 P
个月以后不同时间段残余屈光度之间相互比较无统计学差异

（% ^ F8 FQ）。
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