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促红细胞生成素预防内皮细胞凋亡时对天冬氨酸

特异性半胱氨酸蛋白酶3亚家族的影响

王志禄 熊建文 杨一J、芳 李俨许哲通 崔丽君 王锋谈丽丽 张丽

【摘要】 目的 探讨重组人促红细胞生成素(rhEP0)在预防氧化低密度脂蛋白(ox—LDL)诱导人脐静脉

内皮细胞(HUVECs)凋亡过程中对天冬氨酸特异性半胱氨酸蛋白酶3(caspases一3)亚家族的影响。方法体

外培养HUVECs，将细胞随机分组，分别加入caspase一3抑制剂DEVnCHO、caspase一8抑制剂z—IETD—fmk、

caspase一9抑制剂z—LEHD-fmk各25／umol／L预孵育24 h后，再加入100 mg／L ox—LDL处理48 h。平行实验

中，加入6．25、25．00、100．00 kU／L的rhEPO预处理HUVECs 24 h，再加入100 mg／L ox-LDL处理48 h。用

比色法检测caspase一3、caspase一8、caspase一9活性f用四甲基偶氮唑盐(MTT)比色法检测HUVECs活性}用流

式细胞术检测caspase一3阳性表达率和HUVECs凋亡率。结果caspase一3抑制剂、caspase一8抑制剂分别降低

各自对应的caspase活性，caspase一9抑制剂可同时降低caspase一3、caspase一9活性(P均<o．05)。加入rhEPO

预处理后，ox—LDL诱导内皮细胞caspase一3、caspase一9活性及caspase一3阳性表达率降低，且呈剂量依赖性

(P均<O．05)，而caspase一8活性无明显变化，HUVECs的细胞凋亡率也呈剂量依赖性降低(P均<0．05)。

结论rhEPO可呈剂量依赖性抑制ox—LDL诱导HUVECs凋亡时caspase一3、caspase一9活性，提示ox—LDL

诱导HUVECs凋亡信号通路涉及caspase一3、caspase一9，而与caspase一8无关。

【关键词】促红细胞生成素； 人脐静脉； 内皮细胞； 信号通路， 氧化低密度脂蛋白
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【Abstract] Objective To explore effect of erythropoietin on the caspase一3 subfamily in preventing

apoptosis of human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)induced by oxidized—low density lipoprotein

(ox—LDL)．Methods Third—sixth passages of HUVECs were used．Two experiments were conducted．In

the first experiment，there was a blank control group，ox—LDL control group(100 mg／L，incubated for

48 hours)，and low，medium，and high recombinant human erythropoietin(rhEPO)groups(6．25，25．OO，

100．00 kU／L rhEP0 incubated for 24 hours+100 mg／L ox—LDL incubated for 48 hours)．Another

experimental protocol consisted of groups of the ceils pretreated with either caspase一3 inhibitor DEVD—CHO，

or caspase一8 inhibitor z—IETD—fmk。or caspase一9 inhibitor z—LEHD—fmk of 25 pmol／L for 24 hours，then

HUVECs were exposed ox—LDL(100 mg／L)incubated for 48 hours．The activity of caspase-3。caspase-8，

or caspase 9 was determined by caspase colorimetric assay．The cell survival rate was assessed with methyl

thiazolyl tetrazolium(MTT)method．The positive expression rate of caspase一3 and apoptotic rate were

measured by flow cytometer．Results The activity of caspase一3 was significantly decreased and cell survival

rate was increased in the caspase一3 inhibitor group(both P<0．05)．The activity of caspase一8 was decreased

in the caspase一8 inhibitor group(P<0．05)，but the cell survival rate was not significantly different from that

of ox—LDL group(P>O．05)．The activity of caspase一3 or caspase一9 was lower and eell survival rate was

higher in the caspase一9 inhibitior group than that of ox-LDL group(all P<O．05)．The pretreatment with

rhEPO led to decreased activity of caspase-3，caspase-9，positive expression rate of caspase一3 and apoptotic

rate in a dose—dependent manner compared with ox-LDL group(all P<0．05)，but the activity of caspase-8

showed no significant difference from rhEPO pretreatment groups(all P>0．05)．Conclusion These results

demonstrate that rhEPO can significantly inhibit the activity of caspase-3 or caspase一9 in endothelial cell

apoptosis in a dose—dependent manner．Activation of caspase-3 or caspase一9 is involved in ox—LDL—induced

HUVECs apoptotic signaling pathway，but caspase-8 is not involved．
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Oxidized—low density lipoprotein
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促红细胞生成素(EPO)是红系细胞增生、分化

及凋亡的关键调节因子，能促进红系细胞的增殖、分

化，并减少凋亡。近年来有关EPO对造血系统以外

的细胞保护作用研究较多，已发现其对缺血／再灌注

损伤时的心肌细胞和神经元均有保护作用n屯]。因

此，研究EPO对血管内皮细胞凋亡的调控具有重要

意义。一般认为细胞凋亡过程中天冬氨酸特异性半

胱氨酸蛋白酶(caspases)发挥关键性的作用，控制

着细胞凋亡的启动与进展，而细胞凋亡为caspases

家族活化并水解底物的结果。但是，caspases转导信

号的活化并非都是导致细胞凋亡。有研究发现，心肌

细胞内细胞色素C释放和caspase一3激活时细胞核

并未受到影响，而保持相对完整，这种现象被称为

“凋亡中断，，[引。EPO是否对caspases信号转导产生

影响，是否能通过影响这条通路进一步干预内皮细

胞的凋亡，其机制目前尚不清楚。因此，本实验中通

过建立内皮细胞凋亡实验模型[3]，测定EPo干预下

caspase一3、caspase一8、caspase一9活性和细胞凋亡率，

探讨EPO能否通过影响caspase一3信号通路而干预

内皮细胞的凋亡过程。

1材料与方法

1．1 主要实验试剂：原代人脐静脉内皮细胞

(HUVECs)购自上海澳赛尔斯生物技术有限公司，

氧化低密度脂蛋白(ox—LDL)购自上海浙沛生物

科技有限公司，重组人促红细胞生成素(rhEPO)购

白以色列ProSpec—Tany TechnoGene Ltd公司。

caspase一3、caspase一8、caspase一9活性比色法测定试

剂盒均购自美国BioVision公司，十二烷基硫酸钠

(SDS)购自美国Sigma公司。

1．2 HUVECs的培养及鉴定：取原代HUVECs，

接种并调整细胞密度至2×105／ml，Co：培养箱内培

养至约80％融合时传代。传代培养至3～6代、处于

对数生长期的细胞用于实验。根据形态学、Ⅶ因子染

色和乙酰化低密度脂蛋白(LDL)鉴定内皮细胞。

1．3实验分组：将内皮细胞随机分组处理，正常

对照组(细胞悬液)，OX—LDL对照组(细胞悬液+

终浓度i00 mg／L ox—LDL处理48 h)，低、中、高

浓度rhEPO处理组(细胞悬液+终浓度6．25、

25．00、100．00 kU／L rhEPO孵育24 h+终浓度

100 mg／L ox-LDL处理48 h)，caspase抑制剂预处

理组(细胞悬液+caspase一3抑制剂DEVD—CHO、

caspase一8抑制剂z—IETD—fmk或caspase一9抑制剂

z-LEHD—fmk 25 pmol／L预孵育24 h后，再以终浓

度100 mg／L ox—LDL诱导凋亡48 h)。

1．4检测指标及方法

1．4．1 caspases抑制剂和rhEPO对OX—LDL诱导

caspases活性的影响：用比色法检测，按试剂盒说明

书步骤收集细胞、处理检测样品，在酶标仪激发波长

405 nm处测定吸光度(A)值，同时按公式计算被检

标本的活性倍增值(背景为不加生色底物的反应体

系)，以此来评估caspase一3、caspase一8、caspase一9的

活性。样品的活性倍增值=(实验组A值一背景

A值)／(正常对照组A值一背景A值)。

1．4．2 oaspases抑制剂和rhEPO对ox—LDL诱导

HUVECs活性的影响：用四甲基偶氮唑盐(MTT)

比色法检测，取培养好的HUVECs，调整细胞密度至

6×104／ml，在96孔培养板中以每孔90弘l加入细胞

悬液，每组设5个复孔。于实验终止前4 h每孔加入

MTT 10肛1，实验终止时每孔加入SDS 100 pl，放置

12 h后振荡10 min，于波长570 rlm处测定A值。根

据公式计算细胞存活率。细胞存活率(％)=(处理组

A值一空白对照组A值)／(ox—LDL对照组A值一

空白对照组A值)×100 oA。

1．4．3 caspase一3阳性表达率：用流式细胞术检测，

将培养细胞经胰蛋白酶消化、离心、磷酸盐缓冲液

(PBS)洗涤后，加入缓冲液和poly—caspase抑制剂

z—VAD—fmk，C0。培养箱中培养30 min，离心弃上清

液，用洗涤缓冲液两次重悬细胞沉淀，用流式细胞仪

检测caspase一3阳性表达。

1．4．4 内皮细胞凋亡率：用流式细胞术膜联蛋白／

碘化丙啶(Annexin V／PI)双染法检测，收集细胞按

操作规程处理，用流式细胞术检测分析。

1．5统计学分析：采用SPSS 10．0软件，数据以均

数士标准差。士s)表示，采用单因素方差分析、g检

验、秩和检验，P<o．05为差异有统计学意义。

2结果

2．1 caspases抑制剂对OX—LDL诱导caspases活

性的影响(表1)：ox—LDL能诱导caspase一3和

caspase一9活性(尸均<0．05)，但不对caspase一8活

性产生影响(P>0．05)，caspase一3抑制剂能抑制

OX—LDL诱导的caspase一3活性；caspase一8抑制剂能

抑制caspase一8活性；caspase一9抑制剂可同时抑制

caspase一3和caspase一9活性(P均<O．05)。

2．2 caspases抑制剂对OX—LDL诱导HUVECs活

性的影响(表1)：MTT比色法检测显示，OX—LDL诱

导后细胞存活率显著降低，而caspase一3、caspase一9

抑制剂可提高细胞存活率(P均<O．05)，caspase一8

抑制剂对细胞存活率无明显影响(P>O．05)。
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裹1 caspases抑制剂对OX—LDL诱导caspases活性及HUVECs活性作用的比较(；-4-s)

注l与正常对照组比较，‘P<0．05；与ox-LDL组比较，6P<0．05

衰2不同浓度rhEPO对OX—LDL诱导caspases活性、HUVECs活性、caspase一3阳性表达率及细胞凋亡率的影响(；士j)

注l与正常对照组比较，4P<o．05I与OX—LDL组比较，“P<0．05，与低rhEPO组比较，cP<0．05I与中rhEPO组比较，4P<0．05

圈l不同浓度rhEPO预处理对HUVECs caspase一3阳性表达率的影响

2．3 rhEPO对ox—LDL诱导HUVECs凋亡时

caspases活性的影响(表2)：用比色法检测显示，

rhEPO预处理后OX—LDL诱导的细胞内caspase一3、

caspase一9活性降低，呈剂量依赖性(P均<O．05)，

但对caspase一8活性无影响(P均>o．05)。

2．4 rhEPO对ox—LDL诱导HUVECs活性的影

响(表2)：随rhEPO浓度增加，HUVECs存活率显

著升高，且呈剂量依赖性(P均<o．05)。

2．5流式细胞术检测caspase一3阳性表达率(表2}

图1)：ox—LDL组caspase一3阳性表达率显著高于正

常对照组(P<O．05)。低、中、高浓度rhEPO预处理

组caspase一3阳性表达率均显著低予OX—LDL组，且

呈剂量依赖性(P均<0．05)。

2．6流式细胞术检测rhEPO对HUVECs凋亡率

的影响(表2)：OX—LDL组细胞凋亡率显著高于正常

对照组(P<O．05)。不同浓度rhEPO预处理组随浓

度升高，细胞凋亡率均显著降低，呈剂量依赖性

(P均<O．05)。

3讨论

凋亡信号转导是一个由caspases家族成员介

导的蛋白酶级联反应过程，不同的启动性caspases

介导不同的凋亡信号。效应性caspases激活后主要

从以下几方面导致细胞凋亡：①激活凋亡特异性核

酸酶，水解DNA导致细胞凋亡的发生；②降解细胞

骨架蛋白；③裂解DNA修复的关键酶多聚ADP核

糖多聚酶等。普遍认为caspase一3是细胞凋亡蛋白酶

级联反应的必经之路，但除了经典的caspases依赖

性途径外，还存在caspases非依赖性凋亡途径。

本实验结果显示，OX—LDL可上调caspase-3、

caspase一9活性，但对caspase一8无影响。如果加入

caspases抑制剂则可抑制相应的caspases活性，

且caspase一9抑制剂还可同时抑制caspase一3活性。

在多条凋亡信号通路中，caspase一8是caspase-3、

caspase一9的上游分子，可通过一系列级联反应激活

caspase一3、caspase一9，caspase一9又是caspase一3的上

游分子。本实验中尽管抑制了caspase一8的活性，但
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是caspase一3、caspase一9的活性并未受到影响，证明

OX—LDL诱导HUVECs凋亡的信号通路是一条不涉

及caspase一8的通路，同时OX—LDL对caspase一8活

性无影响也能证明这一点。rhEPO预处理可抑制

OX—LDL诱导caspase一3、caspase一9活性，降低细胞

caspase一3的阳性表达率。

rhEPO可以抑制OX—LDL诱导的caspase一3、

caspase一9活化，未必一定会抑制凋亡。Narula等聆1

认为，心力衰竭过程存在一个有趣的现象，被称为

“凋亡中断”。目前一些初步研究表明，细胞内存在一

套精细的调控机制，一旦凋亡程序启动，负调控因子

表达将发生改变，细胞保护性因子表达增多，DNA

分裂因子显著下调；同时，凋亡是一个耗能的过程，

如果细胞内能量不足则不能完成凋亡或转为坏死。

本实验结果显示rhEPO抑制内皮细胞caspase一3、

caspase一9活化的程度和改善细胞凋亡率的程度相

关，即rhEPO浓度越高，caspases一3、caspase一9活性

就越低，同时细胞凋亡率也越低。据此可以推断，

rhEPO通过抑制caspase一3、caspase-9信号通路来

减轻OX—LDL诱导的内皮细胞凋亡。

研究发现急性低氧能够刺激肝、肾组织内EP0

基因表达；而间断低氧习服的大鼠耐低氧能力明显

增强，肝、肾组织内EPO基因表达水平可恢复到常

氧对照组水平H]。在神经系统，有研究表明低氧可促

进EPO在海马CAl和CA3区的表达[5]。在EPO

对视网膜神经节细胞、神经元、心肌细胞保护机制研

究中发现，Akt、Erk磷酸化介导EPO对细胞生存信

号通路的促进在EPo的保护机制中发挥关键作

用¨。8】。这种EPo发挥保护细胞作用的机制不同于

本实验。EPo的细胞保护作用还与维持线粒体跨膜

电位有关[91，如果检测线粒体跨膜电位将有助于了

解EPO在本实验中对线粒体稳定的影响。Chong

等D0]研究发现，EPO对暴露于高糖中的血管内皮细

胞也有显著的保护作用。EPO对细胞的保护作用不

全是有益的，对乳腺癌体内外研究发现，EPO可激

活乳癌细胞Akt、Erk磷酸化，降低肿瘤细胞的凋亡
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率Ⅲ。这些实验使用了不同的细胞及诱导剂，与本实

验结果基本相同，表明EPO具有抗炎、抗过氧化、抗

凋亡、促血管生成作用，从而发挥细胞保护作用。

综上，本研究表明，rhEPO通过提高ox—LDL

诱导的HUVECs活性来抑制HUVECs凋亡；这一

作用与细胞中的caspase一3、caspase一9活性上调有

关，但对caspase一8活性无影响，提示OX—LDL诱导

HUVECs凋亡的信号通路不涉及caspase一8。
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