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缺氧预适应诱导人脐静脉内皮细胞释放的微囊泡
对正常 ()*# 细胞的作用
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目前临床上治疗心肌梗死的方法有经皮冠状

动脉介入治疗、心脏冠状动脉搭桥术、血栓溶解疗

法等。缺血的心肌组织在短时间内获得血液再灌注

和氧气供应的同时也加重了心肌损伤即缺血H再灌

注 >Z2*B8NZ6HE878EaS2ZAFQ PHI5损伤，其损伤的主要原

因是缺血导致的细胞缺氧和细胞酸中毒等f&g。心肌

缺血预适应（Z2*B8NZ* 7E8*AFcZCZAFZFMQ P-.）是治疗心

肌 PHI 损伤的最具前景的方法f;g。目前心肌 P-. 作用

的 分 子 机 制 仍 有 待 进 一 步 完 善 。 微 囊 泡

>NZ*EAd82Z*:82，4025 是由质膜直接脱落的直径在

&%%h& %%% FN 的微小囊泡。当细胞自身生理发生改

变或受到外来刺激，如组织缺血、氧化损伤、剪切力、

&%&
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细胞蛋白复合物的改变等，导致细胞内钙超载，质膜

失去平衡，细胞膜褶皱形成 #$% 释放到细胞外&'( ")。

本实验室前期研究发现，大鼠 *+, 处理后，循环血

中总 #$% 的含量明显增加，且 *+,(#$% 通过线粒

体和内质网两种途径显著减轻心肌 *-. 损伤，#$%

中内皮来源的 #$%（/#$%）明显增加，但内皮来源

的 #$% 在 *+, 对心肌的作用是未知的&0)。由于动物

水平的 *+, 模型受到多种体内体外因素的影响，造

成了在体模型的不稳定，不能准确的反映生物活性

物质的作用机制。因此本实验体外细胞 1+, 模型模

拟体内 *+, ，进一步探讨 /#$% 对于心肌细胞的影

响，了解 *+, 的作用机制，为临床治疗缺血性损伤

提供策略。

! !"#$%

232 !" 人脐静脉内皮细胞415$/,%，中国科学

院细胞库6，1789 心肌细胞系 :;<,,=，胎牛血清，

>#/#:高糖=，青链霉素混合液，#<<:?@ABCDE@=，F,;

法蛋白定量检测试剂盒（?@ABCDE@），1@G8H%I''90J 试

剂盒，,B%KB%G L 检测试剂盒 :江苏碧云天生物技术

研究所6，M>1 测定试剂盒 :南京建成生物工程研究

所6，F8AN! 抗体 4?BOIB ,CPQ=，FBR、!NB8IEO 抗体4,GAA

?ESOBAEOS <G8HO@A@ST=。

239 #$%&

23932 15$/,% 缺氧预适应（1+,）模型的建立 细

胞培养与实验分组：15$/,% 细胞以 U!2V

" 个-WM

的密度接种于 7U 孔板中，于 70X Y

!

N0X ,Y

!

、LZ "

的孵箱中培养 9" H，15$/,% 分为 L 组，对照组、缺

氧-复氧组（1-.）和 1+, 组。,@OIC@A 组弃去上清后

加入 9VV "M K1 Z3" 的对照液，于 70X Y

9

N0X ,Y

9

、

LZ"孵箱中培养 2U H 90WEO。1-. 组和 1+, 组弃去

上清后均加入 2VV "M K1 U3J 的缺氧液，1-. 组在于

70X Y

9

N0X ,Y

9

、LZ"孵箱中培养 90 WEO，与 1-. 组

不同是，1+, 组做短暂缺氧-复氧处理，即预先将细

胞置于缺氧装置中以 9V M-WEO 的流速通 70X [

9

N

0X ,Y

9

混合气 2V WEO，随后将 1+, 组细胞放置于

70X Y

9

N0X ,Y

9

、LZ"的孵箱培养 20 WEO。1-. 组和

1+, 组同时进行长时间的缺氧 29 H-复氧 " H 处理，

即加入 2VV "M K1 03J 缺氧液，置于缺氧装置中以

9V M-WEO 的流速通 70X [

9

N0X ,Y

9

混合气 20 WEO

达到平衡状态后，于 LZ"的恒温孵箱中进行长时间

缺氧 29 H 的处理，处理完成后取出两组细胞置于

70X Y

9

N0X ,Y

9

、LZ "孵箱中复氧 " H。随后采用

#<< 法检测各组细胞存活率。

23939 1+,N/#$% 的分离提取 15$/,% 接种于

U 孔板中，1+, 处理后收集细胞及上清，采用两步离

心法收集 1+,N/#$%：""，2 JVV C-WEO，离心 9V WEO

去除细胞碎片；收集上清液于 2L39 WM 超速离心管

中，" "、LL VVV C-WEO，超速离心 20V WEO，得到的沉

淀即为 1+,N/#$%，>NHBO\’% 重选后于N9V "保存

备用。

2393L 1+,N/#$% 的蛋白定量 采用 F,; 蛋白定

量法对 1+,N/#$% 进行蛋白含量的测定。将 1+,N

/#$% 样品放置于冰上融化后混匀，取 20 "M 1+,N

/#$% 加入 LV "M 的裂解液，冰上裂解 LV WEO 后混

匀。参照试剂盒说明书对 1+,N/#$% 蛋白含量进行

检测。

2393" 透射电镜观察 1+, N/#$% 的形态 将

1+,N/#$% 样本置于冰上自然融化，待其完全融化

后混匀，取 "V "M 1+,N/#$% 悬液滴在铜网上，室

温静置 9 WEO，将多余的液体用滤纸从侧面吸去。滴

入等量的 9X磷钨酸染色液到未完全干的载网，室

温放置 9 WEO，将多余的液体用滤纸从侧面吸去。白

炽灯照射使其干燥，并在透射电镜下观察，选择合

适的视野和放大倍数进行拍照。

23930 1+,N/#$% 和正常 1789 细胞共孵育 将

1789 细胞以 2!2V

0 个-WM 的密度分别接种于培养

板中，于 70X Y

9

N0X ,Y

9

、LZ"孵箱中培养 9" H。弃

去培养液，对照组换用无 ]F? 高糖 >#/# 培养基，

1+,N/#$% 各组换用预先用 >#/# 培养基配制的

浓度为 2V、LV、UV "S-WM 的 1+,N/#$% 悬液，于

70X Y

9

N0X ,Y

9

、LZ"孵箱中孵育 " H。

2393U #<< 法检测细胞存活率 取各组处理完成

的细胞，每孔加入 V30X#<<溶液 2V"M，放入 LZ"培

养箱中继续培养 " H 后取出，吸净孔中液体，每孔加

入20V "M >#?Y，将培养板置于酶标仪中，调节波

长为 "7V OW，震荡 2V WEO，检测各孔吸光度。按照Y>

检测组-Y> 对照组!2VVX的公式计算细胞存活率。

2393Z 比色法测定培养液中 M>1 活性 分别取各

组 1789 细胞培养液，参照试剂盒说明书采用比色

法对培养液中 M>1 活力进行检测，M>1 活性（5-M）

（̂测定孔吸光度(对照孔吸光度=-4标准孔吸光度(

空白孔吸光度）!标准品浓度（V_9 WW@A-M）!2 VVV。

2_9_J 1@G8H%I LL90J 染色法检测细胞凋亡 >(

1BO\’% 洗涤各组 1789 细胞 9 次，每孔加入 1@G8H%I

LL90J 染色液 2 WM，室温染色 LV WEO，>(1BO\’% 洗

9`L 次以去除染液，设置显微镜激发波长为 L"V

OW，选择合适的视野观察细胞形态并拍照。

2_9_7 比色法测定 ,B%KB%G L 活性 吸取各组细胞

培养液，备用。收集细胞于离心管中。在 " "的条件

下，"VV C-WEO，离心 0 WEO，小心吸去上清，用 >(

2V9



!"#$’% 洗涤 & 次后再次离心。吸尽上清后，' 孔板

每孔加入含 & (()* +,-. 的裂解液 &// !0，混匀

后，冰上裂解 1/ (2#。3 !，4 /// 56(2#，离心 &7 (2#

提取蛋白，85"9:)59 法测定蛋白浓度，参照试剂盒说

明书使用微量酶标仪读取 3/7 #( 处吸光度，绘制标

准曲线，计算样品中 ;"%<"%= > 活性。

?@A@?B C=%D=5# E*)D检测 8F*GA68"H蛋白的表达 收

集 !IFA 细胞后加入 C=%D=5# 及 J+ 裂解液 K// !0，

混匀后于冰上裂解 >/(2#。3!，4///56(2#，离心 K7(2#

收集蛋白，蛋白定量后取适量蛋白电泳并转移至

+LM. 膜。7N 脱脂奶粉室温封闭 O P，并在其中加入

8F*GO（K"K ///）、8"H 抗兔一抗（K"K ///）和 "G"FD2#

（K"K ///）抗兔一抗 ，Q !孵育过夜，一抗孵育结束

后用 R8-R 于摇床上洗膜，每次 K/ (2#，共 > 次。将

+LM. 膜封于新的杂交袋中，并加入辣根过氧化物

酶标记的羊抗兔二抗JST（K"K ///），室温摇动孵育

O P，孵育结束再次洗膜。加入 8F*GO和 8"H抗兔一抗

（K"K///），化学发光成像仪拍摄蛋白条带，图像利

用 J("S= U软件计算 8F*GO、8"H 灰度值，并计算两

者比值。

KV> !"#$% 使用 -+-- KWV/ 软件对测定结果

进行分析，组间比较使用单因素方差分析检验，对

于单因素方差分析，方差齐时，采用多组间比较

!"# 法；方差不齐时，采用 R"(P"#=’% $O 法。检验以

%X/V/7 为有统计学意义。结果以 !"# 表示。

! !"

OVK &'() !YLZ;% !+; *+ 与对照组相

比，!6[ 组细胞存活率在 W\N左右，说明 !6[ 造成

细胞损伤且损伤程度适中，与 !6[ 组相比，!+; 组

细胞存活率较 !6[ 组显著升高（I3V4>N#OV77N &'

W7VI4N#3V73N，%X/V/K）（图 K），说明 !+; 发挥了抗

!6[ 损伤的作用，实验结果稳定且重复性好，故成功

建立 !YLZ;% 的 !+; 模型。

OVO !+;GZ,L% ,-./0123 !+;GZ,L%

的蛋白定量：通过 8;] 法标准曲线的公式计算出

!+;GZ,L% 的蛋白含量为 （/VOI4#/V/37）!S6!0。

!+;GZ,L% 的形态：负染法处理 ,L% 后，在透射电

镜下，选定放大倍数为 ^ \\\ 倍，结果发现 !+;G

Z,L% 直径在 K\\_K \\\ #(，形状为圆或椭圆形，且

具有和细胞相似的膜结构，有完整的包膜，未见明

显细胞器结构（图 O）。

OV> !+;GZ,L% 4 !IFO 56,789: ,RR

检测发现，与对照组（K\\N#\N）相比，!+;GZ,L%

>\ 组（I\V3>N#KVOKN）和 !+;GZ,L% '\ 组（W>VKIN

#OVKKN）细胞存活率明显下降（%X\V\\K），但 !+;G

Z,L% K\ 组的细胞存活率（I'V>KN#KV43N）并无统

计学差异；与 !+;GZ,L% K\ 组相比，!+;GZ,L% >\

和 '\ 组细胞存活率显著下降 （% X\V\K 或 % X

\V\\K）；与 !+;GZ,L% >\ 组相比，!+;GZ,L% '\ 组

细胞存活率亦显著下降（%X\V\\K）。由此可见，随

!+;GZ,L% 浓度增大，!IFO 细胞存活率逐渐下降，

且差异具有统计学意义，见图 >]。

0M! 检测显示，与对照组（KK'VO> Y`0#^V44 Y60）

相比，!+;GZ,L% >/ 组（K>OVIW Y60#3VIO Y60）、̂/组

a?7WV>4 Y`0#^VIQ Y`0b0M! 活性显著升高（%X\@\c 或

%X\@\\c），但!+;GZ,L% c\组的 0M!水平（ccQ@O7 Y6

0#^@dc Y60）略有降低并无统计学差异；与 !+;G

Z,L% c\ 组相比，!+;GZ,L% d\ 和 ^\ 组0M! 活性

显著增加（%X\@\\c）；与 !+;GZ,L% d\ 组相比，

!+;GZ,L% ^\ 组 0M! 活性亦显著增加（%X\@\\c）。

0M! 活性随 !+;GZ,L% 浓度的增加呈剂量依赖性

显著性增加，见图 d8。

eee%XBVBBK &' ;)#D5)*；ff

%XBVBK &' !`[V

# " #$%$ #&'%&' #()*'+()* ,!-./!"#0

123 " 456 7688+ 92:;282<= >? #()*'+ 2@ #$% :@A #&' B>A68

,!-.C!"$0

# ! +,-./ #&'D*E)+0!1,2345! .FG H0

123 ! 456 +<IJ7<JI6 >? #&'D*E)+ J@A6I <I:@+B2++2>@ 6867<I>@

B27I>+7>K= ,@63:<296 A=62@3 B6<5>AC ! .FG H0
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&8+98+0 : CF F/GH8? $,-. -0??+ ;!<=> !%$56&# (EE0-2+ /E $%&'

()*+ /F 210 9G/20CF /E 7-?'.@78ACF F/GH8? $,-. -0??+ ;! < =>

!"$5

!!!"%$%&9 !!!!"%$%%& "$ '()*+(,-

:.

!"%$%&，...

!"%$%%& "$ /0';2345

&%；666

!"%$%%& "$ /0';2345 8%

! : " #$%&'()*+"#$ $,-.%&3,4)*+;!<=>!"$5

7# $%&'()*+ "#$ $,-. %&56789 KL$ ,-)

*+;!<=> !"$5

BCD : "# (EE0-2+ /E $%&'()*+ /F F/GH8? $,-. -0?? IC8MC?C2J ;!<=>

!"$5 7#(EE0-2+ /E $%&'()*+ /F KL$ 8-2CIC2J CF +N90GF828F2

/E F/GH8? $,-. -0??+ 3!< => !"$O

<$= /0';2345 ! />?< "#$%&'()*+

,-. /(@?A5*88<BC 染色结果显示，对照组细胞

形态规则完整，细胞核染色均匀一致。/0';2345

处理后，/0';2345 &% 组 />?< 细胞可见个别细胞

核出现固缩凝聚，呈致密浓染；/0';2345 8% 组凝

聚的细胞核稍增多；/0';2345 D% 组细胞核固缩浓

染明显增多，细胞核分裂成碎片，胞核致密浓染，即

凋亡细胞数目增加，见图 =E。

'F5GF5@ 8 活性检测结果显示，与对照组

（&=%$%= HI!J!&%$8K HI!J）比较，/0'72345 D% 组

'F5GF5@ 8 活性显著升高（8%K$<> HI!J!>$<B HI!J，

!"%$%%&L；与 /0';2345 &%（&=<$B& HI!J!&%$BB HI!J）

和 /0';2345 8% 组（&C<$KC HI!J !D$BC HI!J）比，

/0';2345D%组'F5GF5@8活性也有显著增高（!"%$%%&），

见图 =M；N@5*@+) O,(* 检测显示，与对照比，/0'7

2345 各组随 345 浓度增大，M?,7< 的条带逐渐变

浅，/0'72345 D% 组条带几乎消失，MFP 的条带逐渐

加深，M?,7<IMFP比值降低，见图 ='。

: :;

血管内皮功能紊乱作为心肌缺血损伤的起始

环节，其与 Q/R 的发生发展密切相关。Q0' 指的是

短暂的剥夺特定器官或组织的血液供应后，给予短
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时间的再灌注的处理，进而对后续的长时间的缺血!

再灌注损伤发挥保护作用"#$。心肌缺血%再灌注损伤

常伴发严重的心肌损伤，心肌细胞出现不可逆性的

凋亡和坏死。实验室前期发现，来自 &%' 处理的人

脐静脉内皮细胞的微泡促进 &()* 心肌细胞的凋亡

和氧化应激"+$。本研究证实 &,-./012 对正常 &()3

心肌细胞有损伤作用，并发现其通过降低 &()3 细

胞的抗凋亡蛋白 4)5.3 和促凋亡蛋白 467 的比值，

增加 -628629 : 活性发挥作用。

将细胞进行缺氧处理，是最接近在体缺血过程

及机制的细胞模型";.($。本实验室前期在细胞水平选

用酸性的缺氧液模拟 <%' 损伤时的细胞酸中毒以及

通入 =

3

.->

*

混合气模拟细胞缺氧时的无氧环境建

立了 <?' 损伤模型并达到了良好的损伤程度和重复

性，为内皮细胞的 &,- 模型提供了前提"+$。因此本实

验采用体外的细胞缺氧预适应模型，探索内皮细胞

来源的 012 在 &,- 过程中的作用机制。

-628629 家族主要在凋亡的执行阶段起主要作

用，凋亡的发生是一系列 -628629 家族成员共同参

与完成的。其中，-628629 : 被认为是各种凋亡刺激

因子激活的 -628629 家族中的关键蛋白酶。-628629

: 可被该家族其他成员活化，引起 @=A 损伤修复酶

降解，同时激活核酸内切酶，从而使细胞凋亡"BC$。

4)5.3 家族是细胞凋亡基因之一，其中 4)5.3 是原

癌基因，4)5.3 可抑制细胞凋亡，而 467 的作用正好

相反，467 的表达或过表达，可促使细胞凋亡，4)5.3%

467 的比值将决定细胞是否发生凋亡"BB$。本实验室

前期研究发现 <,-.012 对 <%' 大鼠心肌具有保护

作用，并证明其机制为上调 <%' 心肌组织中 4)5.3

的蛋白表达，下调 467 的蛋白表达，降低 -628629 :

活力"B3$；本研究进一步证实 &,-./012 同样通过下

调 &()3 心肌细胞中 4)5.3 的蛋白表达，上调 467

的蛋白表达，下调 4)5.3%467 的比值，升高 -628629 :

活力发挥促凋亡作用。

本研究发现 &,-./012 对正常培养的&()3 有

促进凋亡的作用，原因有如下几点：首先，在 01 的

提取时间方面，本研究对 &D1/-2 进行短暂缺氧%复

氧后又进行了长时间的缺氧%复氧处理，最终提取的

012，不排除在长时间的缺氧%复氧中，产生了损害

性的 012 的可能。其次，在 012 的作用效果方面，

本实验前期发现 <,-.012 对于正常的 &()3 细胞

有促进凋亡的作用，但对于 &%' 损伤的心肌细胞有

保护作用，即 012 发挥了双向的作用。总之，血管内

皮功能障碍是与缺血性心脏病密切相关的决定因

素。然而内皮 012 对心肌损伤的潜在贡献尚不清

楚，探索 012 的作用机制成为目前的重点。
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刘 超，等c缺氧预适应诱导人脐静脉内皮细胞释放的微囊泡对正常 &()3 细胞的作用!
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