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促红细胞生成素对 TNF一0【诱导的血管内皮细胞凋亡的影响 

李 侃，李建华，曹冬妮，苏筠霞，刘天喜，王荣珍 

(兰州大学第一医院肾病科．兰州 730000) 

t摘 要 】目的：观察重组人促红细胞生成素(Recombinant human erythropoietin，rhEPO)对肿瘤坏死因子一仅(Tumor necmsis fac— 

tor-alpha，TNF— )诱导的人脐静脉血内皮细胞 (Human umbilical vein endothelial cells，HUVEC)凋亡的影响并探讨相关机制 

方法：以不同浓度的rhEPO(12．5、25、50 IU／m1)预处理 HUVEC 24 h，以 50 n#ml TNF— 诱导细胞凋亡，MTr法检测细胞生存 

率，ELISA法检测胞浆中细胞色素C(Cytochrome C，CytC)的浓度，免疫细胞化学法测定 Caspase一3蛋白的表达，TUNEL法检测 

凋亡指数(Apoptosis index，AI)，SCGE法(又称彗星实验)检测DNA损伤。结果：TNF—Ot作用 HUVEC 24 h后细胞生存率和凋亡 

指数均高于正常对照组(P<0．05)。rhEPO以浓度依赖方式提高细胞生存率，降低 CytC的浓度，抑制Caspase一3蛋白的表达，降低 

凋亡指数，减少 DNA损伤(P均<0．05)。相关分析显示CytC的浓度与凋亡指数呈正相关(r=0．807，P<0．05)；cytC的浓度与Cas— 

pase-3的相对含量呈正相关(r=0．583，P<0．05)。结论：rhEPO能够抑制 TNF一0【诱导的内皮细胞凋亡，可能与抑制线粒体凋亡通 

路的活化有关。 
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【Abstract]Objective：To investigate the effects of recombinant human erythropoietin(rhEPO)on vascular endothelial cells apoptosis 

induced by tumor necrosis factor—alpha(TNF-ct)and its possible mechanism．Methods：Human umbilical vein endothelial cells(HU- 

VEC)were pretreated with rhEPO of different concentrations(12．5，25，50 IU／m1)be~re 50 ng／n~TNF一0l treatment．The cell survival 

rate was measured by methyl thiazolyl tetrazolium(MTY)assay．The concentration of cytochrome C(CytC)in cytosol was analyzed US-- 

ing enzyme—linked immunosorbent assay(ELISA)．The expression of Caspase一3 protein was examined by immunocytochemistry assay． 

The apoptosis index(AI)of HUVEC was detected by terminal dUTP nick-end 1abeling(TUNEL)method．The damage of DNA was 

evaluated using single cell gel electrophoresis(SCGE)assay．Results：rhEPO could significantly increase the cell survival rate，decrease 

the concentration of CytC，the relative content of Caspase-3，the AI of HUVEC and the damage of DNA in a concentration-dependent 

manner(all P<0．05)．Correlation analysis showed that there was positive correlation between the concen~ation of CytC and AI(r= 

0．807，P<0．05)．The concentration of CytC also had a positive correlation with the relative content of Caspase-3(r=0．583，P<0．05)． 

Conclusion：rhEPO is a promising cell protector against apoptosis induced by TNF-c~through interfering mitochondria—dependent 

apoptotic pathway． 

【Key words]erythropoietin；tumor necrosis factor—alpha；endothelial cells；mitochondria—dependent apoptotic pathway；end stage renal 

diseas 

终末期肾病(End stage renal disease，ESRD)患者体内多 

种炎症因子持续高表达，由此引发的全身微炎症状态与贫 

血、营养不良、感染、动脉粥样硬化、心力衰竭等密切相关[1l。 
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研究方向：慢性肾脏病一体化治疗。 
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是 ESRD患者心血管疾病(Cardiovascular disease，CVD)高发 

的重要原因日。TNF—ft．是炎症因子网络的关键部分，具有直接 

细胞毒作用，其浓度随着肾功能的恶化、透析时间的延长进 

行性升高，是评价 ESRD患者病情严重程度及预后的重要指 

标[31。血管内皮细胞是血管壁的内衬．同时也是各种炎症因子 

损伤的靶细胞。由各种炎症因子诱发的内皮细胞凋亡既是内 
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皮细胞功能失调的始动环节，又是 ESRD患者 CVD发生、发 

展的细胞学基础，因此维持内皮细胞的结构完整和功能稳定 

对于提高患者生存质量、改善预后、减少并发症的发生具有 

重要的意义。 

经过数十年的研究发现。促红细胞生成素(Erythropoi— 

etin，EPO)不仅是重要的造血生长因子，而且具有强大的心、 

脑、肾等多器官保护作用，在抗凋亡、抗炎、抗氧化、提高免疫 

力、促进血管再生等方面发挥着积极作用闻。大规模前瞻性临 

床研究表明，EPO在改善 ESRD患者贫血症状的同时 可以 

明显降低微炎症和氧化应激水平，降低CVD的发生率，改善 

远期预后【5．61。据此推测，EPO可能参与了ESRD患者微炎症 

状态下内皮细胞的保护。本实验我们建立TNF— 诱导的 

HUVEC凋亡的体外细胞学模型，观察 EPO对此凋亡效应的 

影响并对相关机制做初步探讨，以期为开发EPO在临床实践 

中的新用途提供理论依据。 

1 材料与方法 

1．1 主要 实验试 剂 

原代 HUVEC由兰州大学基础医学院医学实验中心提 

供。DMEM培养基(美国 HyClone公司)，胎牛血清(杭州四季 

青公司)，~EPO(华北制药)，TNF— 、MTr、琼脂糖(美国sjg— 

ma公司)，cytC ELISA试剂盒(奥地利 Bender Med Systems公 

司)，CaspaSe一3兔抗人一抗(武汉博士德公司)、TUNEL细胞 

凋亡检测试剂盒(北京中杉金桥公司)。 

1．2 细胞培养及实验分组 

HUVEC用含有 10％胎牛血清、100 U／ml青霉素和 100 

链霉素的DMEM培养液，在 37％、5％CO2培养箱中培 

养，待其贴壁生长至 70％～80％融合时，用 2．5 g／L胰酶消化 

传代，取 3—5代细胞随机分为：正常对照组， F一仪组(5o ng， 

ml TNF一 处理 24 h)，低、中、高 rhEP0组(12．5、25、50 IU／ml 

rhEP0预处理 24 h+50 ngCmtTNF-ot处理 24 h)。 

1．3 MTT法检测细胞生存率 

HUVEC以 104+／ml的密度接种于 96孔板 ，每组设 5 

个复孔。于实验终止前 4 h加入 Mar(每孔 20 )，实验终止 

时加人 DMSO(每孔 150 )，震荡 10 min后酶标仪(x=57o 

nm)记录各孔吸光度(Optical density，OD)值。细胞生存率=实 

验组 OD值，对照组 OD值xloo％。 

1．4 EUSA法检测胞浆 CvtC浓度 

具体步骤按 Bender Med Systems公司试剂盒说明书操 

作，将酶标仪(k=450 am)记录到的OD值在标准曲线上进行 

换算，即为CytC的浓度值。 

1．5 免疫细胞化学法检测ca8pase一3蛋白的表达 

采用 SP法行免疫细胞化学染色，caspase一3一抗稀释浓 

度为 1：100。光学显微镜观察 caspase一3蛋白的表达情况，以 

胞浆染成棕黄色者为阳性。每张切片随机取5个高倍视野(× 

2oo)．运用 image—pro plus 6．0图像分析系统进行半定量检 

测，用平均光密度值表示caspase一3蛋白的相对含量。 

1．6 TUNEL法检测凋亡指数(Ap0pt0sis index．AI) 

HUVEC爬片生长于 6孔板，干预后用 4％的多聚甲醛固 

定 30 min，0．3％H20：封闭内源性过氧化物酶 10 rain，Tri— 

tonX—loo 通透细胞膜 20 min，每孔加 50 TUNEL反应混 

合液，37％避光孵育 2 h，50 1转化剂 POD作用 20 min， 

DAB显色。光学显微镜下观察 ，细胞核浓染成棕褐色者为阳 

性。每张切片随机计数 5个高倍视野(x200)中的凋亡细胞核 

数，AI--凋亡细胞核数，总细胞核数x100％。 

1．7 彗星实验检测 DNA损伤 

采用双层铺胶法，第一层为 1％正常熔点琼脂糖，第二层 

为含 104个细胞的细胞悬液与 1％低熔点琼脂糖的混合物， 

胶体凝固后置于4℃裂解液中避光裂解 2 ho取出玻片置于电 

泳缓冲液中解旋30 min，在25 V、300 mA条件下电泳20 min。 

电泳结束后用 Tris—HC1中和 10 min，加入溴化乙锭避光染 

色。荧光显微镜下观察，每组随机取 100个细胞计算拖尾率， 

用 CASP彗星分析软件计算尾长、尾部 DNA百分含量和 Olive 

尾矩。Olive尾矩：头部光密度重心与尾部光密度重心之间的 

距离×尾部 DNA百分含量。 

1．8 统计学分析 

采用 SPSS 12．0统计软件进行统计分析，数据以均数±标 

准差表示。样本均数的多组间比较采用单因素方差分析，两 

两比较采用 q检验，两变量相关采用 Pearson相关分析。P< 

0．05为差异有统计学意义。 

2 结 果 

2．1 各 组细胞 生存率 的变化 

TNF一仪作用于 HUVEC 24 h后 ，细胞生存率较正常对照 

组明显下降(P<O．05)。rhEPO呈浓度依赖性减轻细胞损伤， 

提高细胞生存率(P<0．05)，见表 1。 

2．2 各组细胞胞浆中CytC浓度的变化 

正常对照组 CytC存在于线粒体内，胞浆中浓度很低。 

TNF—OL作用于HUVEC后CytC浓度明显升高(P<0．05)。rhEPO 

预处理各组 CytC的浓度较 TNF一仅组降低 ．组间比较差异有 

显著性(P<0．05)，见表 1。 

2I3 各组细胞 Caspase一3蛋白的表达 

正常对照组胞浆中没有或仅有少量淡黄色颗粒状 Cas— 

pase一3蛋白表达。TNF一仅作用后 Caspase一3蛋白表达明显增 

加(P<0．05)，胞浆中可见大量棕黄色颗粒。半定量分析发现 

rhEPO呈浓度依赖性抑制 Caspase一3蛋 白表达(P<0．05)，见 

表 1、图 1。 

2．4 各 组细胞 AI的变化 

凋亡细胞体积缩小、核固缩，致密浓染呈棕黄色。正常对 

照组未见明显凋亡细胞。TNF-ct组凋亡细胞呈弥漫性分布， 

rhEPO预处理各组有散在凋亡细胞分布。计数 AI发现，TNF— 

Ot组 AI高于正常对照组(P<O．05)，rhEPO预处理各组 AI明 

显低于TNF— 组，并随rhEPO浓度的增高AI逐渐降低(P< 

0．05)，见表 1。 
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动 Caspase级联反应，引起细胞凋亡￡7】。凋亡过程中Caspase一3 

可以通过激活凋亡特异性核酸酶和裂解 DNA修复的关键酶 

导致DNA断裂损伤。DNA损伤又可以作为新的凋亡刺激信 

号作用于线粒体，形成凋亡正反馈。 

EPO是由肾脏皮髓质交界处的肾小管旁细胞分泌的糖 

蛋白，属于生长因子超家族 ，广泛分布于人体的各个系统，不 

仅能促进造血前体细胞的增殖和分化，调节红细胞的生成[Sl， 

而且具有强大的细胞保护作用，其中EPO的抗凋亡效应及 

相关机制成为近年来国内外研究的焦点。EPO可以通过 

JAK2／STAT5、PI一3KIAkt以及 Ras／MAPK通路发挥抗凋亡效 

应 01。Kang等【 ii证明，每周给予 516肾切除大鼠皮下注射 

EPO可以抑制肾小管细胞凋亡。增加肾小球和肾小管间质的 

毛细血管密度，保护残存肾功能。Madonna等021研究发现， 

EPO预处理可以通过抑制 NF—KB介导的诱导型NO合酶表 

达和NO产生。阻止 Caspase一3活化，对TNF-a诱导的心肌 

干细胞凋亡产生保护作用。Ning等【-31给予急性脊髓损伤大鼠 

术后连续 7 d静脉注射 rhEPO后发现，与模型组相比治疗组 

大鼠压缩段脊髓组织 EPO受体表达增多，运动神经元凋 

亡减少 ，炎症反应减轻，肢体运动功能改善。此外 ，EPO对高 

糖诱导的内皮细胞凋亡、缺血再灌注损伤引起的肺泡细胞凋 

亡 、睾丸扭转引起的生殖细胞凋亡均有不 同程度的抑制作 

用 61。但是，EPO对各种尿毒症毒素的内皮细胞毒性是否具 

有拮抗作用及相关机制 目前研究尚少。 

基于以上理论 ，选取 TNF一 作为尿毒症毒素的代表诱 

导血管内皮细胞凋亡 ，并从凋亡的线粒体途径探讨 EPO对 

内皮细胞的保护机制。位于线粒体膜间腔的 CytC是线粒体 

凋亡通路的关键调节因子，Caspase一3位于整个凋亡调控系 

统的中心环节，是细胞凋亡的最终执行者 ，其活性直接与胞 

浆 CytC浓度的改变有关『|71。通过检测胞浆中 CytC的浓度和 

其下游 Caspase一3蛋白的表达，可以证明线粒体凋亡通路的 

活化。实验结果发现 TNF一仪可以通过活化线粒体凋亡通路 

诱导内皮细胞凋亡 ，rhEPO可以有效保护内皮细胞 ，抑制凋 

亡的发生。MTr结果显示，TNF一 可以造成内皮细胞活性降 

低和凋亡增加，rhEPO浓度依赖性地提高细胞生存率，降低 

凋亡指数。通过分析 CytC的浓度和 Caspase一3的相对含量发 

现，TNF一0【作用于 HUVEC 24 h后 ，CytC的浓度和 Caspase一 

3的相对含量明显增 加 ，rhEPO可以抑制 CytC的释放和 

Caspase一3的活化 ，并呈现出明显的浓度依赖性。相关分析显 

示 CytC的浓度与 AI呈正相关 。表明 CytC在 TNF— 诱导的 

内皮细胞凋亡中发挥了重要作用 ：CytC的浓度与 Caspase一3 

的相对含量也呈正相关 ，说 明线粒体 CytC的释放，参与了 

Caspase一3的活化。由此认为 rhEPO的抗内皮细胞凋亡效应 

可能与其稳定线粒体膜电位及膜结构，抑制CytC的释放。阻 

止 Caspase家族活化有关。DNA损伤的程度是评价细胞凋亡 

的重要指标，在电场力的作用下，带负电荷的DNA断片向阳 

极移动 ，形成彗星状 图像 ，DNA链断端越多，细胞拖尾越严 

重；未损伤细胞的 DNA仍停留于核中，形成圆形荧光团。本 

实验中利用 SCGE从单细胞水平观察了 DNA损伤的情况 ． 

结果发现TNF—q作用于HUVEC 24h后可以检测到明显的 

DNA拖尾现象 ，rhEPO预处理各组随 rhEPO浓度 的增加 

DNA损伤程度逐渐减轻 ，进一步证实了 rhEPO的抗凋亡效 

应。Zhang等f- 研究发现，EPO可以抑制Bax，活化 Bcl一2，诱 

导x染色体相关的凋亡抑制蛋白表达，维持线粒体膜电位稳 

定 ，抑制 CytC释放 ，灭活 Caspase，Bax／Bcl一2在线粒体凋亡 

通路中起分子开关作用 ．可能是 rhEPO抑制线粒体凋亡通 

路的上游调控元件。Yazihan等【一目在研究 EPO对 H20 诱导的 

人肝细胞凋亡的影响时发现 ，EPO预处理可以使 ATP敏感 

的钾通道开放，促进胞质内的钾离子向线粒体内流，防止线 

粒体跨膜电位崩解进而抑制细胞凋亡。以上研究相互支持， 

并与我们的观点一致。EPO是否也拮抗了其他尿毒症毒素的 

凋亡诱导效应，将做进一步研究。 

综上所述 ．在 TNF一0【诱导 HUVEC凋亡的过程中，线粒 

体凋亡通路起着非常重要的作用。rhEPO能够减少内皮细胞 

凋亡，可能与维持线粒体膜稳态，抑制线粒体凋亡通路的活 

化有关。这可能是其发挥内皮细胞保护作用，降低ESRD患 

者 CVD发生率、延缓肾功能恶化的重要机制之一。 
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吡格列酮对实验性动脉粥样硬化小鼠治疗作用研究 

吴成稳 ，周志强 

(郑州大学第二附属医院普外科，河南 450014) 

【摘 要 】目的：研究吡格列酮对小鼠动脉粥样硬化(Atherosclerosis，AS)斑块面积以及对基质金属蛋白酶9(Matrix metallopro— 

teinases一9，MMP一9)表达的影响。方法：小鼠高脂饮食造模 16周复制小鼠As模型，从第8周开始给予吡格列酮，观察吡格列酮 

对血脂含量以及As斑块面积的影响，免疫组织化学方法检测MMP-9表达。结果：与模型组相比，吡格列酮 10 mg／kg可以显著 

降低 As小鼠甘油三酯、总胆固醇、低密度脂蛋白的水平(P<0．05)，对高密度脂蛋白含量影响不大(P>0．05)，吡格列酮可以减少 

主动脉斑块面积(P<0．05)，降低MMP一9的表达(P<O．05)。结论：吡格列酮可能通过降低 As小鼠MMP-9的表达抑制As。 

【关键词 】吡格列酮：动脉粥样硬化：基质金属蛋白酶9 
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Study of pioglitazone treatment for experimental atherosclerosis mice 

u Cheng-wen．ZHOU Zhi—qiang 

(Department ofGeneral Surgery，the Second Affiliated Hospital ofZhengzhou University) 

【Abstract]Objective：To study the inhibition effect of pioglitazone on the aortic plaque area of murine atherosclerosis and the expres- 

sion of MMP一9．Methods：Mice were fed with hi【gh fat diets to build the model of atherosclerosis for 16 weeks．Pioglitazone was - 

en from the 8th week and that effect on blood lipids，atherosclerotic plaque area and the expression of MMP-9 was observed through 

immunohistochemistry．Results：The concentrations of TC，TG and LDL were significantly reduced by pioglitazone at a dose of 10 me．／ 

kg，but pioglitazone had little effect on HDL．Meanwhile，pioglitazone could reduce the aortic plaque area and the MMP-9 expression． 

Conclusion：Pioglitazone might inhibit atherosclerosis in mice by decreasing the expression of MMP一9． 

【Key words]pioglitazone；atherosclerosis；matrix metalloproteinases一9(MMP-9) 
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