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抗氧化干预对低氧低糖诱导血管平滑肌细胞自噬和铁死亡的影响
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［摘　要］　目的　观察抗氧化干预对低氧低糖处理后血管平滑肌细胞（ＶＳＭＣ）自噬和铁死亡发生的影响及其与血管功能的
关系。方法　采用低氧低糖培养的ＶＳＭＣ和创伤失血休克大鼠模型，观察抗氧化剂依达拉奉（ＥＤＡ）对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ中自
噬标志物、铁死亡标志物及细胞反应性的影响，并观察ＥＤＡ对休克大鼠血管反应性的影响。结果　低氧低糖处理后ＶＳＭＣ中自噬
标志物ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高、ｐ６２蛋白表达水平降低，提示自噬水平升高。低氧低糖也导致了 ＶＳＭＣ铁死亡的发生，铁死亡标
志物谷胱甘肽过氧化物酶４（ＧＰｘ４）和溶质载体家族７成员１１（ＳＬＣ７Ａ１１）的表达水平降低。抗氧化剂ＥＤＡ处理可抑制细胞自噬水
平的升高，使ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值降低、ｐ６２蛋白表达水平升高；但ＥＤＡ对ＧＰｘ４和 ＳＬＣ７Ａ１１表达的影响无统计学意义。同时，低氧
低糖处理后细胞收缩反应性明显降低，ＥＤＡ处理可恢复低氧低糖细胞的收缩反应性。在创伤失血休克大鼠中，血管收缩反应性明
显降低，抗氧化剂ＥＤＡ处理可提高休克大鼠的血管收缩反应性。结论　抗氧化干预可抑制低氧低糖诱导的ＶＳＭＣ自噬，改善低氧
细胞和休克血管的收缩功能。
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　　缺血缺氧是多种临床疾病中广泛存在的病理生理
过程，是引起重要组织器官损伤的最常见因素之一。

机体供血不足导致的组织缺血缺氧是发生严重创伤失

血休克的最主要原因，其不仅会引起组织器官的直接

损伤，还可能增加机体对细菌、毒素、炎症介质等因素

的敏感性，在多种继发性损伤的发生发展中起重要作
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用［１２］。因此，深入研究组织细胞缺血缺氧损伤的发生

机理和调节过程对严重创伤失血休克等临床重症的治

疗具有重要意义。

缺血缺氧可导致多种细胞应激反应的激活，如细

胞自噬和铁死亡。自噬通过溶酶体系统对细胞自身组

成成分进行降解并循环利用，在生理和病理状态下对

细胞命运有着决定作用［３４］。多项对缺血性疾病的研

究显示，自噬增强可对缺血缺氧状态下的心肌细胞和

神经元起保护作用，能够促进细胞存活。然而也有研

究表明，自噬可通过自身介导的死亡机制或触发细胞

凋亡等死亡通路，加重缺血缺氧后的细胞损伤程度，甚

至诱导细胞死亡［５７］。这些不同的结论与自噬自身

“双刃剑”的特点有关，但自噬在缺血缺氧损伤中的作

用及其调节机制仍未完全阐明。铁死亡是近年来发现

的一种新的细胞死亡模式，其在肿瘤和神经等疾病中

的重要作用已得到证实，近年来在出血性和缺血性疾

病中也发现了铁死亡的参与［８１０］。然而，目前关于铁

死亡的研究尚处于初期阶段，铁死亡的调节机制和临

床作用尚需进一步探索。

氧化应激与自噬、铁死亡紧密相关。氧化应激激活

的保护性自噬反应和氧化应激引起的自噬性细胞死亡

均有报道［１１１２］。而铁死亡以铁依赖的脂质过氧化损伤

为主要特征，其可导致活性氧蓄积、细胞损伤死亡，与氧

化应激密切相关。本实验室前期研究证实，氧化应激在

创伤失血休克后血管功能障碍的发生过程中具有重要

作用［１３］。但目前尚不清楚在创伤失血休克后缺血缺氧

状态下，氧化应激与自噬和铁死亡是否存在联系，亦不

清楚调控氧化状态能否影响细胞自噬状态或铁死亡发

生进而参与血管功能调节。为此，本研究采用体外培养

的大鼠血管平滑肌细胞（ｖａｓｃｕｌａｒｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｃｅｌｌｓ，
ＶＳＭＣ），观察抗氧化剂依达拉奉（ｅｄａｒａｖｏｎｅ，ＥＤＡ）对低
氧低糖处理后ＶＳＭＣ自噬和铁死亡发生以及细胞反应
性的影响；同时采用创伤失血休克大鼠模型，观察抗氧

化剂对休克血管功能的作用，以探讨抗氧化干预调节休

克血管功能与低氧低糖ＶＳＭＣ反应性的作用，及其与细
胞自噬和铁死亡的关系。

１　材料与方法

１．１　实验动物与试剂
清洁级ＳＤ大鼠６２只，体质量１８０～２２０ｇ，由陆军

特色医学中心实验动物中心提供，动物使用许可证号：

ＳＹＸＫ（军）２０１７００５８。细胞培养用 ＤＭＥＭ培养基和
胎牛血清购自Ｇｉｂｃｏ公司，ＥＤＡ购自 ＴＯＣＲＩＳ公司，兔
源性微管相关蛋白 １轻链 ３（ｍｉｃｒｏｔｕｂｕｌｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄ
ｐｒｏｔｅｉｎ１ｌｉｇｈｔｃｈａｉｎ３，ＬＣ３）抗体和 ｐ６２抗体购自 Ｃｅｌｌ

ＳｉｇｎａｌｉｎｇＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ公司，兔源性谷胱甘肽过氧化物
酶４（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ４，ＧＰｘ４）抗体和溶质载体
家族 ７成员 １１（ｓｏｌｕｔｅｃａｒｒｉｅｒｆａｍｉｌｙ７ｍｅｍｂｅｒ１１，
ＳＬＣ７Ａ１１）抗体购自 Ａｂｃａｍ公司，小鼠源性 βａｃｔｉｎ抗
体购自Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，山羊抗兔和抗小鼠荧光二抗购
自Ｊａｃｋｓｏｎ公司，蛋白酶抑制剂片购自Ｔｈｅｒｍｏ公司，荧
光素标记的牛血清白蛋白（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎｉｓｏｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｄｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍａｌｂｕｍｉｎ，ＦＩＴＣＢＳＡ）购自Ｓｉｇｍａ
公司。其他试剂为国产分析纯。

１．２　原代大鼠ＶＳＭＣ培养及低氧低糖模型构建
在无菌条件下分离３０只大鼠的肠系膜动脉，采用

贴块法进行ＶＳＭＣ原代培养［１３］。用含１０％胎牛血清
和１％双抗的完全培养基培养细胞至３～５代，用于后
续实验。实验分为 ４组：正常对照组、低氧低糖组、
低氧低糖 ＋ＥＤＡ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ组、低氧低糖 ＋ＥＤＡ
１ｍｍｏｌ／Ｌ组。正常对照组更换新鲜的正常培养基；低
氧低糖组细胞用无血清的低糖ＤＭＥＭ培养基换液，置
于低氧培养罐中培养１２ｈ；低氧低糖 ＋ＥＤＡ组在缺氧
前加入不同剂量的ＥＤＡ。
１．３　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞自噬标志物和铁死亡标志

物表达水平

　　常规提取细胞蛋白并进行 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测［１３］。

取各组样本用ＳＤＳＰＡＧＥ进行蛋白电泳，电泳条件为：
４℃、恒定电压堆积胶 ８０Ｖ、分离胶 １００～１２０Ｖ。
然后转印至 ＰＶＤＦ膜上，封闭后分别加入 ＬＣ３抗体
（１∶１０００）、ｐ６２抗体（１∶１０００）、ＧＰｘ４抗体（１∶１０００）、
ＳＬＣ７Ａ１１抗体（１∶１０００）或 βａｃｔｉｎ抗体（１∶２０００）孵
育。然后加入荧光标记二抗（１∶２００００）孵育，用双色
红外成像激光系统（德国 ＬＩＣＯＲ公司）检测蛋白条
带，用ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ分析软件测定条带灰度值。蛋白
印迹检测重复３次。
１．４　细胞收缩反应性检测

将第３～５代的 ＶＳＭＣ接种至 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室，建
立双室细胞培养模型［１４］：Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室插入２４孔培
养板，ＶＳＭＣ接种于上室，在上、下室加入完全培养基
培养４８ｈ后进行细胞收缩反应性检测。同上实验分
组并处理后，在上室中加入 ＦＩＴＣＢＳＡ５ｍｇ／ｍＬ和去
甲肾上腺素（ｎｏｒｅｐｉｎｅｐｈｒｉｎｅ，ＮＥ）１０－７ｍｍｏｌ／Ｌ，３０ｍｉｎ
后取下室液检测荧光强度，以 ＦＩＴＣＢＳＡ的渗透率变
化反映ＶＳＭＣ的收缩反应性。
１．５　创伤失血休克大鼠模型构建及血管反应性检测

３２只大鼠随机分为对照组、休克组、休克 ＋ＥＤＡ
１００μｍｏｌ／Ｌ组、休克＋ＥＤＡ２００μｍｏｌ／Ｌ组，每组８只。
采用本实验室常规方法建立大鼠创伤失血休克模

型［１５］：大鼠麻醉后给予右侧股骨骨折，然后左侧股动
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脉插管并连接水银血压计，放血使血压降至３０ｍｍＨｇ
并维持２ｈ。模型完成后，开腹取肠系膜上动脉并制备
血管环，采用离体血管张力测定技术检测血管反应

性［１３］。将平衡后的血管环用１２４ｍｍｏｌ／Ｌ高钾液诱导
预收缩，记录预收缩张力（ΔＫ＋），并将其作为量化标
准。再次平衡后，休克＋ＥＤＡ组加入不同剂量的 ＥＤＡ
孵育３０ｍｉｎ，然后加入１０－９～１０－５ｍｍｏｌ／Ｌ梯度浓度
的ＮＥ，记录ＮＥ诱导血管环产生的收缩张力（ΔＮＥ），用
量—效曲线和标准化的最大收缩张力（Ｅｍａｘ＝ΔＮＥ／
ΔＫ＋）评价血管反应性。
１．６　统计学方法

采用 ＳＰＳＳ１８．０软件进行统计分析，实验数据以
均数±标准误（ｘ±ｓｘ）表示。组间比较采用方差分析；
当方差分析显示有统计学意义时，两两比较采用

ｐｏｓｔｈｏｃＴｕｋｅｙ检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义，
Ｐ＜０．０１为差异有显著统计学意义。

２　结果

２．１　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ自噬水平的影响
　　低氧低糖处理 １２ｈ后，ＶＳＭＣ中自噬标志物
ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值升高、ｐ６２蛋白表达水平降低，与
正常对照组比较，差异有显著统计学意义（Ｐ＜０．０１）。
ＥＤＡ处理可使低氧低糖细胞的ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值降
低、ｐ６２蛋白表达水平升高，与低氧低糖组比较，差异
有统计学意义（Ｐ＜０．０５），其中１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＥＤＡ效
果更为显著（Ｐ＜０．０１），见图１。
２．２　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ铁死亡发生的影响
　　低氧低糖处理后，ＶＳＭＣ中铁死亡标志蛋白 ＧＰｘ４
和ＳＬＣ７Ａ１１的表达水平降低，与正常对照组比较，
差异有统计学意义（Ｐ＜０．０５），提示铁死亡发生。
而ＥＤＡ处理后低氧低糖状态下 ＧＰｘ４和 ＳＬＣ７Ａ１１的
表达水平与低氧低糖组比较，差异无统计学意义

（Ｐ＞０．０５），见图２。

ａ：代表性免疫印迹条带；ｂ：ＬＣ３Ⅱ／ＬＣ３Ⅰ比值；ｃ：ｐ６２／βａｃｔｉｎ比值　：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与低氧低糖组比较，
Ｐ＜０．０５；＃＃：与低氧低糖组比较，Ｐ＜０．０１

图１　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ自噬水平的影响

ａ：代表性免疫印迹条带；ｂ：ＧＰｘ４／βａｃｔｉｎ比值；ｃ：ＳＬＣ７Ａ１１／βａｃｔｉｎ比值　：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０５
图２　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ铁死亡发生的影响

２．３　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ收缩反应性的影响
　　低氧低糖处理后ＶＳＭＣ对ＮＥ诱导的收缩反应性
明显降低，荧光标记物渗透率显著低于正常对照组

（Ｐ＜０．０１）。ＥＤＡ处理可使低氧低糖ＶＳＭＣ的收缩反
应性明显升高，低氧低糖＋ＥＤＡ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ组和低氧
低糖＋ＥＤＡ１ｍｍｏｌ／Ｌ组的荧光渗透率均高于低氧低
糖组（Ｐ＜０．０５），见图３。

２．４　ＥＤＡ对创伤失血休克大鼠血管反应性的影响
　　创伤失血休克使大鼠血管对ＮＥ诱导的收缩反应
性明显降低（Ｐ＜０．０１）。给予 ＥＤＡ处理后，休克血管
的收缩反应性明显升高，使血管对 ＮＥ的量—效曲线
左移、Ｅｍａｘ升高，与休克组相比差异有统计学意义
（Ｐ＜０．０５），见图４。
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：与正常对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与低氧低糖组比较，
Ｐ＜０．０５；＃＃：与低氧低糖组比较，Ｐ＜０．０１
图３　ＥＤＡ对低氧低糖处理后ＶＳＭＣ收缩反应性的影响

ａ：量—效曲线；ｂ：Ｅｍａｘ　：与对照组比较，Ｐ＜０．０１；＃：与休
克组比较，Ｐ＜０．０５；＃＃：与休克组比较，Ｐ＜０．０１

图４　ＥＤＡ对创伤失血休克大鼠血管反应性的影响

３　讨论

细胞自噬和铁死亡是不同于经典细胞凋亡和坏死

的新的细胞死亡途径，它们在形态特征、生化特点和基

因调控等方面都有着明显不同［１６］。细胞自噬作为广

泛存在于真核细胞内的一种基本生命现象，与多种疾

病（如癌症、神经系统疾病、代谢性疾病等）密切相

关［３６］。因此，通过调控自噬来探索疾病治疗的新方法

成为了当前研究的重点问题。然而自噬与多种致病因

素间的相互作用和调节机制及其与疾病发生发展的关

系目前尚未明确。对铁死亡的研究更是处于初期阶

段，尽管铁死亡与多种临床疾病间的关系都得到了证

实，但其具体作用和调节机制仍不清楚，其与血管功能

调节和疾病状态下血管功能障碍的相关性也少见报道。

氧化应激是指机体内氧化和抗氧化作用失衡而导

致氧化损伤的过程。目前已经证实，氧化应激是多种

疾病中器官系统损伤的重要病理机制之一。近年来发

现，氧化应激与自噬之间有紧密的联系，如对动脉粥样

硬化、缺血性心脑疾病的研究发现，氧化应激作为上游

刺激因素可诱导保护性的自噬反应，自噬激活后通过

清除损伤的蛋白和细胞器降低氧化损伤，从而发挥细

胞保护作用［１７］。而 Ｈａｒｉｈａｒａｎ等［１８］报道，缺血／再灌
注损伤引起了小鼠心肌氧化应激和自噬，抗氧化剂治

疗能抑制氧化应激和自噬并减少心肌梗死面积，因此

其认为氧化应激介导的过度自噬激活是心肌缺血／再
灌注损伤的重要因素。这些氧化应激与自噬相互作用

及其对细胞不同影响的研究结果提示，不同的应激水

平和强度与不同的疾病病理生理阶段可能导致不同的

自噬反应和细胞结局。铁死亡发生的主要机制是铁依

赖性的脂质氧化应激，其生化特征即表现为铁和自由

基聚集、谷胱甘肽耗竭、ＧＰｘ４活性降低、脂质过氧化损
伤发生［８１０］。本实验室前期研究显示，严重创伤失血

休克后，缺血缺氧损伤导致的氧化应激反应在创伤后

器官功能障碍中起重要作用［１３］。但是，创伤失血休克

引起的氧化应激反应是否会激活自噬和铁死亡、参与

血管功能障碍的发生，调节氧化反应能否通过影响细

胞自噬或铁死亡来发挥作用，目前尚不清楚。

本实验通过对原代培养的ＶＳＭＣ给予低氧低糖处
理，模拟在体创伤失血休克后缺血缺氧状态，观察抗氧

化干预对低氧低糖诱导ＶＳＭＣ自噬和铁死亡以及细胞
收缩功能的影响，结果显示，低氧低糖处理 １２ｈ后，
ＶＳＭＣ的自噬水平升高、铁死亡发生、细胞收缩反应性
降低；抗氧化剂 ＥＤＡ处理可抑制自噬水平的升高、增
加细胞收缩反应性，但对铁死亡标志蛋白水平无明显

影响。随后本研究采用休克动物模型作功能验证，结

果显示抗氧化剂 ＥＤＡ处理可改善休克引起的血管收
缩功能下降。提示抗氧化干预可抑制低氧低糖诱导的

ＶＳＭＣ自噬激活，并对缺氧细胞和休克血管的收缩功
能有改善作用。但本实验中未发现抗氧化剂 ＥＤＡ处
理对铁死亡相关蛋白水平有明显作用，其具体原因尚

需进一步研究。尽管氧化应激在多种心血管疾病病理

生理过程中的重要作用已得到广泛认识，抗氧化治疗

也备受关注，但目前抗氧化剂在心血管疾病治疗中的

效果并不符合预期。因此，仍需对机体氧化损伤的机

制作进一步的探索，如氧化反应与自噬间的相互作用

机制、参与疾病病理过程的关键靶点等，以期为抗氧化

措施在临床疾病治疗中的应用、更有效的抗氧化剂的

开发提供研究基础。
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ｄｏｉ：１０．１１６５９／ｊｊｓｓｘ．０６Ｅ０２１１４１ ·基础研究·

复合 ＣＴＬＡ４的脱钙骨基质抑制 Ｔ淋巴细胞免疫能力和增强骨髓间充质干
细胞迁移能力的体外作用研究

宋　磊１，周　锐１，何　磊１，肖　军２，代　飞１　（１．陆军军医大学第一附属医院骨科，重庆 ４０００３８；２．火箭军广州特勤疗养
中心特勤生理训练科，广东 广州 ５１５５１５）

［摘　要］　目的　分析复合细胞毒性Ｔ淋巴细胞相关蛋白４（ＣＴＬＡ４）的脱钙骨基质（ＤＢＭ）对 Ｔ淋巴细胞免疫能力和骨髓间
充质干细胞（ＢＭＭＳＣｓ）迁移能力的体外调控作用。方法　通过特殊负压灌注装置将纤维蛋白凝胶复合ＣＴＬＡ４溶液灌注到ＤＢＭ，构
建复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ，并通过扫描电镜观察其微观形态。分离外周血单核细胞（ＰＢＭＣｓ），通过植物血凝素（ＰＨＡ）激活Ｔ淋巴细胞
来构建免疫激活微环境。将复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ在培养基中孵育５、１０、２０、３０、４０ｄ，ＥＬＩＳＡ检测ＣＴＬＡ４的浓度，由此计算ＣＴＬＡ４的
累积释放率。将ＰＨＡ预处理的ＰＢＭＣｓ与复合 ＣＴＬＡ４的 ＤＢＭ进行 Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养，ＥＬＩＳＡ检测培养基中 ＩＬ２和 ＩＦＮγ的含量。
分离ＢＭＭＳＣｓ，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ共培养法分析复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ对ＢＭＭＳＣｓ增殖和迁移能力的影响。结果　复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ结构完
整有序，具有良好的三维网络结构。复合材料中 ＣＴＬＡ４在５、１０、２０、３０、４０ｄ的累积释放率分别为（１１．３％ ±１．９％）、（２７．９％ ±
３．７％）、（４８．４％±３．６％）、（６２．８％±３．８％）和（８３．０％±２．５％）。与单纯的ＤＢＭ相比，与复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ共培养可显著减少
培养基中ＩＬ２（Ｐ＝０．０００４）和ＩＦＮγ（Ｐ＝０．０００７）的含量，增强 ＢＭＭＳＣｓ的增殖能力（Ｐ＝０．０００６）和迁移能力（Ｐ＝０．０００４）。
结论　复合ＣＴＬＡ４的ＤＢＭ在体外环境下具有抑制Ｔ淋巴细胞免疫能力和增强ＢＭＭＳＣｓ迁移能力的作用。
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