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论著(实验研究

儿茶素清除超氧阴离子对 9#4 VV诱导的
内皮祖细胞 [;与 "[;8表达及凋亡影响

吴丽元!党西强!何小解!易著文

"中南大学湘雅二医院儿科!湖南 长沙&G!$$!!#

&&!摘&要"&目的&探讨儿茶素通过清除超氧阴离子%W

#

-

(

&对血管紧张素
"

%T*KCC&诱导的内皮祖细胞

%Q1'A&*一氧化氮%8W&与内皮型一氧化氮合酶%.8W=&表达及凋亡的影响) 方法&分离 =043K9.PS3̂6.F大鼠骨髓

内皮祖细胞#将其分为对照组*T*KCC组与T*KCCe儿茶素组#培养 G@ () 实验末#利用 8MH还原法测定培养上清

W

#

-

(浓度*硝酸还原酶法测定培养上清8W浓度$HV8QU法测定Q1'A凋亡率$:HP1':测定.8W= /:8T表达$Z.A-P

.4* >6,-测定.8W=蛋白表达) 结果&EHH实验确定 !$

d"

/,6]UT*KCC为实验细胞诱导浓度#G$$ /K]U儿茶素为实

验干预剂量) 实验末#对照组*T*KCC组及 T*KCCe儿茶素组的凋亡率别为%#G7@ c!7#&z#%?G!7@ cb7b&z#

%!"@7b cL7?&z#三组间差异有非常显著性%5a$7$!&$对照组*T*KCC组及T*KCCe儿茶素组细胞培养上清W

#

-

(分

别为%LL7b c#7@&*%@!7b cL7"&*%"#7L c#7#&V]U#8W分别为%!$?7@ c%7@&*%!@%7@ c%7$&*%#b"7G c!$7!&

&

/,6]U# T*K

"

组与 T*KCCe儿茶素组细胞培养上清中 W

#

-

(及 8W浓度较对照组均有非常显著增高%5a$7$!&)

T*KCCe儿茶素组浓度与T*K

"

组相比则有明显降低%5a$7$?& #但8W浓度则明显增高%5a$7$?&) 与对照组相

比#T*K

"

组与T*KCCe儿茶素组.8W= /:8T%5a$7$?&和蛋白表达%5a$7$!&均明显增高) T*KCCe儿茶素组

.8W=蛋白表达较T*K

"

组显著增加 %5a$7$? &) 结论& T*KCC可诱导Q1'A产生W

#

-

(

*灭活8W*刺激.8W=基因

与蛋白表达增高#儿茶素可能是通过有效清除 W

#

-

(

*减少 8W的失活*降低 .8W= 蛋白的解偶联以减少 Q1'A的

凋亡) !中国当代儿科杂志#BCCD#EE$F%&GHF IGYC"

!关&键&词"&儿茶素$血管紧张素
"

$内皮祖细胞$超氧阴离子$一氧化氮$大鼠

!中图分类号"&:dLL&&!文献标识码"&T&&!文章编号"&!$$@ d@@L$%#$$%&$" d$Gb" d$?

L--"03,%-0&"/)/#0"%-,1$")%Z+2"/#+%#:' 0/3"0*+#%#3*""Z$)",,+%#%-[; /#2

"[;8/#2/$%$3%,+,+#"#2%3*"&+/&$)%4"#+3%)0"&&,+#210"2:' /#4+%3"#,+#VV

I430(1&'+# 7N#$-0(M0'+,# %"-0'*(Q08# 1.!F&(I8+6789':;<8+;*=58>0';:0?@# )8?*+> -0'+,G' %*@90;'C# 28+;:'C

)*&;F 4+0H8:@0;G#2F'+,@F' G!$$!!# 2F0+' %%8-(Q# "<'0C' F8KBb!?$\!"L6?*<&

&&9:,3)/03' ;:<"03+."&H,.<3693-.-(..DD.;-,D;6.343*;.,DA90.4,[)2.3*),* %W

#

-

(

& >F;3-.;()* ,* -(..[04.AA),* ,D

*)-4,K.* /,*,[)29/ %8W& 3*2 .*2,-(.6)36*)-4);,[)2.AF*-(3A.%.8W=& 3*2 30,0-,A)A)* .*2,-(.6)3604,K.*)-,4;.66A

%Q1'A& )*29;.2 >F3*K),-.*A)* CC%T*KCC&7="3*%2,&H(./344,̂ .*2,-(.6)3604,K.*)-,4;.66A,D=043K9.PS3̂6.F43-A

.̂4.)A,63-.2 3*2 3AA)K*.2 -,;,*-4,6%*,-4.3-/.*-&# T*KCC-4.3-/.*-3*2 T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90A7TD-.4G@

(4A,D;96-94.# -(.;,*;.*-43-),* ,DW

#

-

(

)* -(.A90.4*3-.̂ 3A/.3A94.2 >F-(.8MH/.-(,2# 3*2 8W;,*;.*-43-),* )* -(.

A90.4*3-.̂ 3A/.3A94.2 >F-(.*)-43-.4.29;-3A./.-(,2$ -(.30,0-,A)A43-.,DQ1'Â 3A2.-.;-.2 >F-(.HV8QU/.-(,2$

-(./:8T.[04.AA),* ,D.8W= 3̂A2.-.;-.2 >F:HP1':$ -(.04,-.)* .[04.AA),* ,D.8W= 3̂A2.-.;-.2 >FZ.A-.4* >6,-

3*36FA)A7>",1&3,&T*KCC,D!$

d"

/,6]U 3̂A2.-.4/)*.2 3A-(.A9)-3>6.;,*;.*-43-),* D,4;.66)*29;-),* >F-(.EHH-.A-7

'3-.;()* ,DG$$ /K]U 3̂A2.-.4/)*.2 3A3* 32<)A3>6.)*-.4<.*-),* 2,A3K.7H(.30,0-,A)A43-.,DQ1'A)* -(.;,*-4,6# -(.

T*KCC3*2 -(.T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90Â .4.#G7@ c!7#z# ?G!7@ cb7bz 3*2 !"@7b cL7?z# 4.A0.;-)<.6F#

3*2 -(.4.̂ .4.A)K*)D);3*-2)DD.4.*;.A3/,*K-(.-(4..K4,90A%5a$7$!&7H(.W

#

-

(

;,*;.*-43-),* )* -(.T*KCC3*2 -(.

T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90A%@!7b cL7" 3*2 "#7L c#7# V]U4.A0.;-)<.6F& 3̂AA)K*)D);3*-6F()K(.4-(3* -(3-)*

-(.;,*-4,6K4,90 %LL7b c#7@ V]U& %5a$7$!&7T* )*;4.3A.2 8W;,*;.*-43-),* 3̂A36A,D,9*2 )* -(.T*KCC%!@%7@ c

%7$

&

/,6]U& 3*2 -(.T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90A%#b"7G c!$7!

&

/,6]U& ;,/034.2 )̂-( -(3-)* -(.;,*-4,6K4,90

%!$?7@ c%7@

&

/,6]U& %5a$7$!&7H(.4.̂ .4.A)K*)D);3*-2)DD.4.*;.A)* -(.;,*;.*-43-),*A,DW

#

-

(

3*2 8W>.-̂..* -(.

T*KCC3*2 -(.T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90A%5a$7$?&7H(./:8T %5a$7$?& 3*2 04,-.)* .[04.AA),*

("bG(
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%5a$7$!& ,D.8W= )* -(.T*KCC3*2 -(.T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90A)*;4.3A.2 A)K*)D);3*-6F;,/034.2 )̂-( -(,A.

)* -(.;,*-4,6K4,907H(.T*KCCe;3-.;()* -4.3-/.*-K4,90 A(,̂.2 )*;4.3A.2 .8W= 04,-.)* .[04.AA),* ;,/034.2 )̂-( -(.

T*KCCK4,90 %5a$7$?&7?%#0&1,+%#,&T*KCC/3F)*29;.-(.K.*.43-),* ,DW

#

-

(

# )*3;-)<3-.8W3*2 )*;4.3A.K.*.3*2

04,-.)* .[04.AA),* ,D.8W= )* Q1'A7'3-.;()* /)K(-2.;4.3A.-(.30,0-,A)A,DQ1'A-(4,9K( -(..DD.;-)<.;6.343*;.,DW

#

-

(

3*2 -(.4.29;-),* ,D8W)*3;-)<3-),* 3*2 ,D.8W= 04,-.)* 9*;,906)*K7

!?*+#@ ?%#3"($A"2+/3)# BCCD# EE %F&'GHF IGYC"

&&J"' 5%)2,'&'3-.;()*$ T*K),-.*A)* CC$ Q*2,-(.6)3604,K.*)-,4;.66$ =90.4,[)2.3*),*$ 8)-4,K.* /,*,[)29/$ :3-A

&&由TA3(343等!!"在 !%%b 年发现和命名的内皮

祖细胞%.*2,-(.6)3604,K.*)-,4;.66A# Q1'A&是成熟内

皮细胞的前体细胞#具有异质性!#"

) 在血管损伤或

组织缺血的情况下#骨髓中的 Q1'A可特异性归巢

于损伤或缺血部位#参与血管新生和再内皮化!L"

)

最近的研究表明氧化应激能引起 Q1'A的数量减少

和功能减弱) 虽然 Q1'A存在抗氧化酶系统#但是

当细胞正常的氧化还原稳态失衡时#活性氧%4.3;P

-)<.,[FK.* A0.;).A# :W=&过度产生而聚积#可导致

细胞的衰老和凋亡!G"

) H(9/等!?"研究发现 .8W=

解偶联会降低 Q1'A的数量及迁移能力#认为可能

与一氧化氮%8W&生物利用度的降低或者内皮型一

氧化氮合酶%.8W=&的辅基 MRG 的水平下降有关)

但.8$=解偶联是否会引起:W=水平升高从而造成

Q1'A功能受损. 目前还不清楚) 儿茶素是一种多

酚基次生代谢物#有较强的抗氧化活性) 但儿茶素

是否能通过有效清除:W=*拮抗血管紧张素
"

%T*P

K),-.*A)*

"

#T*K

"

&引起Q1'A的.8$=解偶联*降低

Q1'A的凋亡#目前尚不清楚) 为此#本研究将以

Q1'A为研究对象#观察 T*K

"

对 Q1'A释放超氧阴

离子%W

#

-

(

&*凋亡及 .8WA表达的影响#探讨儿茶素

对T*K

"

诱导Q1'A的保护作用#为血管性疾病的防

治提供新的理论依据)

EP材料与方法

E7EP材料

实验动物为健康雌性 =043K9.PS3̂6.F% =S&大

鼠#体重 !@$ n#$$ K#为本院动物实验室提供)

E7BP试剂

大鼠淋巴细胞分离液 R)A-,03̀9.P!$@L 购自天

津市灏洋生物制品科技有限责任公司#E!%% 培养基

为6*<,-4,K.*产品#胎牛血清为杭州四季青生物制品

有限公司产品#血管内皮生长因子%5QJB&*碱性成

纤维细胞生长因子%>BJPB&为 1.4,H.;( 公司产品#

兔抗鼠<ZB抗体*兔抗鼠'S!LL 抗体*兔抗鼠5Q'P

B:P# 抗体为 3>;3/公司产品#1Q标记的兔抗鼠

'SLG 抗体为 =3*-3'49NM),-.;(*,6,KF公司产品#

BCH'标记的兔抗鼠'SL! 抗体来自 =.4,-.;公司#罗

丹明标记的羊抗兔和'FL 标记的羊抗兔CKJ均来自

'(./);,*公司#人纤联蛋白来自M),A,94;.公司)

EUQPLA?,分离与培养

健康 =S雌性大鼠 ! 只#腹腔注射 !$_水合氯

醛 ! /U%$7? /U]!$$ K&麻醉后断尾放血#b?_乙醇

浸泡 L$ n"$ /)*#取出股骨和胫骨#剔除肌肉组织#

E!%% 基本培养基冲洗骨髓腔) 骨髓腔冲洗液以

!v!比例加入含有 R)A-,03̀9.P!$@L 的无菌试管中#

保持两种液体间清晰界面) 室温下 # $$$ 4]/)* 离

心 #$ /)*后取出中间的细胞层) E!%% 基本培养基

重悬#@$$ 4]/)*#洗涤 # 次) 末次洗涤后#分别用上

述E!%% 条件培养基重悬#调整细胞密度为%# nL&

o!$

? 转移至培养瓶中培养) # nL 2 换液以维持良

好生长状态) 用 $7#?_胰蛋白酶进行消化*传代)

<ZB*'S!LL 及 5QJB:P# 均阳性者为 Q1'A) Q1'A

细胞呈多角形#单层铺路石状紧密排列) #_台盼蓝

染色判断细胞活性#活细胞数占细胞总数的 %@_以

上方可用于实验) 具体方法及 Q1'A鉴定结果参见

文献!"")

E7GP四甲基偶氮唑蓝比色法测定细胞活性

为观察T*K

"

与儿茶素对Q1'A存活率的影响#

将细胞 %! o!$

?

;.66A]̂.66&接种于 %" 孔培养板中#

每孔加 !$$

&

U培养液置培养箱过夜) 弃去培养液

后#对照组 %" 孔 & 每孔加入 !$$

&

U培养液$T*K

"

组加入含不同浓度 !根据不同浓度 %!$

d@

#!$

db

#

!$

d"

#!$

d?

# !$

dG

/,6]U& 分组#每组 " 孔" T*K

"

!$$

&

U培养液$儿茶素组%每组 " 孔 &加入含不同浓

度%!$$##$$#G$$#"$$#@$$ /K]U&儿茶素的培养液

!$$

&

U置培养箱培养 G@ (#终止培养前每孔加入

EHH!$

&

U培养 G (#弃去培养液#每孔加入 SE=W

!?$

&

U振荡摇匀#使结晶充分溶解#酶联免疫检测

仪在 ?b$ */下测定各孔吸光度值#以实验组与对照

组光吸收值的百分比代表存活细胞的百分数) 确定

T*K

"

与儿茶素浓度后#取传代培养生长融合成单

层的细胞#弃去培养液#用磷酸盐缓冲液%1M=&洗

# nL 次#换新细胞培养液#按实验要求分对照组*

T*K

"

组与儿茶素组) 儿茶素组要求先加入儿茶素

预孵 #G (#再与除菌后的T*K

"

共培养 #G ()

(bbG(
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EUXP培养上清;

B

*

(与[;的测定

W

#

-

(测定采用8MH还原法%测试盒购自南京建成

生物工程有限公司&) 双氢溴化乙锭%RQ# =)K/3&可

被细胞内 W

#

-

(氧化为溴化乙锭发出红色荧光%QM&#

流式细胞仪检测细胞内QM的平均荧光强度#可相对

定量细胞内W

#

-

(浓度) 离心收集细胞#1M=洗 #次#新

鲜培养液重悬#加 RQ终浓度为 !$ //,U]U#Lbq避

光孵育 L$ /)*#流式细胞仪检测#激发光 G@@ */#

"?$ */滤光片收集!b"

) 采用硝酸还原酶法测定 8W

%试剂盒购自南京建成生物工程有限公司&测定细胞

培养液中8W

# d

]8W

L d含量以间接反映8W浓度!@"

)

EUFP末端转移酶介导的 2̀ SA缺口末端标记法

$S̀ [LR%测定LA?,凋亡率

收集培养细胞#涂片#丙酮固定#$7!_ H4)-,*XP

!$$ 破膜#$7G_胃蛋白酶 Lbq消化 L$ /)*#加组织

反应液 G$

&

U#湿盒中 Lbq#! (#加碱性磷酸酶标记

的转换液 G$

&

U#湿盒中 Lbq#L$ /)*#四唑氮蓝]溴

氯吲哚磷酸%8MH]M'C1&避光显色 ? n!$ /)*) 以上

各步骤间以1M=冲洗 # nL次#每次 L n? /)*#蛋白甘

油封片#实验结果在显微镜下观察) 凋亡指数%TC&计

算'计数视野内 ! $$$ 个细胞中的凋亡细胞数) 计算

公式!%"

'TC%z& i%凋亡细胞]! $$$& o! $$$z)

EUHP>S7A?>检测LA?,中"[;87(>[9表达

收集细胞#H4)N,6法提取总 :8T#紫外分光光度

计准确定量其浓度和纯度#所用:8T的T#"$]T#@$

均在 !!@ n#!$ 之间#甲醛变性电泳进行 :8T完整

性鉴定) 逆转录合成 ;S8T#引物 ?7$ 和 W6)K,"7$

软件设计1':特异性引物) 各引物序列如下'

(

内

参照
%

P3;-)*' 上游引物 ?fPJHHJJJ'J''''TJP

J'T''TPLf#下游引物 ?fP'HH''HHTTHJH'T'JP

'T'JTHPL#引出序列长度为 ?G? >0$

)

.8W='上游

引物 ?fP'JT'THHJTJTH'TTTJJT'HJPLf#下游引

物 ?fPTTHJHJTJH''JTTTTHJH''HPLf#引出序列

长度为 G$$ >0%上海生工生物工程有限公司合成&)

Lbq反转录 ?$ /)*后 %?q变性 ? /)*# 1':扩增为

#?

&

U反应体系#其中含 #7?

&

U反转录产物## nL

CVH3̀酶#$7"

&

/,6]U每种上下游引物各 !

&

U) 先

在 %?q变性 ? /)*#然后进行 L$ 个循环'%Gq变性#

G? A$ ??q退火#G? A$ b# q延长 G? A*最后 b#q延

伸 !$ /)*置于 Gq贮存) !7?_的琼脂糖凝胶电泳#

在波长 #?G */紫外灯下观察电泳结果并摄像后对图

片进行扫描#以.8W=与内参照
%

P3;-)*条带灰度的比

值作为.8$? /:8T表达的相对量值)

E7YP蛋白质印迹分析

细胞标本经细胞裂解液裂解后测定蛋白浓度#

各标本取 L$

&

K蛋白样品在 =S=P1TJQ凝胶上电

泳#分离胶浓度为 !#_#浓缩胶为 ?_) 电泳结束

后#取出胶#在冷房中电转膜至8'膜) 电转膜结束

后#8'膜置于 ?_M=T]1M=PĤ..* $7!_ Gq过夜)

先后加兔抗鼠.8W=单抗%!v#$$ 稀释&及过氧化物

酶标记的羊抗兔二抗%!v# $$$ 稀释&#每次均予

1M=PĤ..* $7!_充分洗涤) 加入即时混合的等体

积化学发光试剂T液和 M液%Q'U&#在暗室中进行

发光显示) 结束后该膜使用脱色液%=-4)00)*K>9DD.4&

复用一次#以相似的方法检测内参照
%

P3;-)*条带)

E7DP统计学分析方法

采用 =1== !!7$ 统计软件包进行统计学处理#

所有资料数据均采用均数 c标准差%Kc@&表示#时

间P剂量效应采用析因方差分析进行统计处理#多组

资料间和同组多个时点资料间比较时#方差齐者#采

用W*.PZ3FT8W5T分析$组间两两比较采用 U=S

法#方差不齐者#采用H3/(3*.分析) 对有相关趋势

的变量采用1.34A,* 相关分析) 5a$7$? 为差别有

显著性意义)

BP结果

BUEP9#4

#

与儿茶素对LA?,的细胞毒作用

EHH法检测可见#!$

d"

/,6]UT*K

"

培养 Q1'A

G@ (后#细胞存活率为%@"7%$ c$7$G&_#与对照组

相比#差异有非常显著性%5a$7$!&) !$

db

/,6]U和

!$

d@

/,U]U浓度组细胞存活率与对照组相比差异

无显著性$增加 T*K

"

浓度至 !$

d?

/,6]U和 !$

dG

/,6]U#则细胞存活率降至 %"$7%$ c$7!!&_和

%GL7%$ c$7$"&_#与对照组相比#差异有非常显著

性%5a$7$!&) !$$##$$#G$$ /K]U儿茶素培养的

Q1'AG@ (后#细胞存活率分别为%%%7#L c$7$?&#

%%@7G! c$7!!&#%%?7%$ c$7$G&_#与对照组相比#

差异无显著性%5j$7$?&$"$$ /K]U儿茶素时细胞

存活率为%@!7?b c$7#?&_#与对照组相比#差异有

非常显著性%5a$7$!&) 本实验选用 !$

d"

/,6]U

T*K

"

为实验细胞诱导浓度#G$$ /K]U儿茶素为实

验干预剂量) 不同浓度的T*K

"

和不同剂量的儿茶

素对Q1'A的细胞毒作用见图 ! n#)

BUBP实验末各组LA?,凋亡率比较

镜下可见# 凋亡细胞胞核被染成棕色或棕褐

色#正常细胞胞核被染成蓝色) 实验末#对照组*T*K

"

组及T*K

"

e儿茶素组的凋亡率分别为%#G7@ c

!7#&*%?G!7@ cb7b&*%!"@7b cL7?&z#三组之间差异

均有非常显著性%5a$7$!# + i"&#见图 L)

(@bG(
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对LA?,的细胞毒作用
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&&图 QP实验末各组LA?,凋亡率比较P

3'与对照组比较#

5a$7$!$ >'与 T*K

"

组比较#5a$7$!

BUQP实验末各组LA?,培养上清;

B

*

(与[;的浓度

实验末*T*K

"

组与T*K

"

e儿茶素组细胞培养

上清中W

#

-

(

*8W较对照组浓度明显增高#差异有非

常显著性%5a$7$!&) T*K

"

e儿茶素组 W

#

-

(浓度

与T*K

"

组相比#则有明显降低%5a$7$?&#而 8W

浓度则有明显增高%5a$7$?&#见表 !)

&&表 EP实验末各组LA?,培养上清中;

B

*

(和[;的浓

度比较
%Kc@#+ i"&

组别 W

#

-

(

%V]U&

8W%

&

/,6]U&

对照组 LL7b c#7@ !$?7@ c%7@

T*K

"

组
@!7b cL7"

3

!@%7@ c%7$

3

T*K

"

e儿茶素组
"#7L c#7#

3#>

#b"7G c!$7!

3#>

&&3'与对照组相比#5a$7$!$ >'与T*K

"

组相比#5a$7$?

BUGP实验末各组LA?,"[;8(>[9表达的比较

:HP1':结果显示#.8W=]

%

P3;-)*比值对照组为

$7b%b# c$7$#!L#T*K

"

组 !7!@"# c$7$#$b#T*K

"

e儿茶素组 !7#G?@ c$7$L#!#与对照组相比#T*K

"

组和 T*K

"

e儿茶素组 .8W= /:8T均明显增高

%5a$7$?# + i"&$而T*K

"

e儿茶素组虽高于 T*K

"

组#但二者之间差异无显著性%图 G&)

! " # $

"%%&'(

#%%&'(

)%%&'(

*%%&'(

+!,-./0

1234

&&图 GP实验末各组 LA?,"[;8(>[9$.bF%P

! 为

T*K

"

组$ # 为对照组$ L 为T*K

"

e儿茶素组

BUXP实验末各组LA?,"[;8蛋白表达比较

结果显示#T*K

"

组%$7bb"@ c$7$%?"&#T*K

"

e

儿茶素组%$7%"@% c$7!#!!&.8W= 蛋白表达与对照

组%$7L%$# c$7!$%b&相比显著增加#差异有非常显

著性%5a$7$!# + i"&$T*K

"

e儿茶素组 .8W= 蛋

白表达与 T*K

"

组相比#差异有显著性%5a$7$?#

+ i"&#见图 ?)

!"#$

%&'()*+

, - .

&&图 XP实验末各组 LA?,"[;8_"/3")#:&%3表达

$.bF%P

! 为对照组$ # 为T*K

"

组$ L 为T*K

"

e儿茶素组)

QP讨论

肾病综合征是小儿泌尿系统常见病与多发病#

肾小管间质损伤是其持续进展的主要因素之一#持

续的肾小管间质损伤可导致肾间质纤维化#其发生

的精确机制目前尚不清楚) 肾脏微血管是肾脏损伤

的直接参与者#维持肾脏微血管功能与数目是预防

肾脏病变持续进展的关键因素!!$"

) 研究发现#肾小

管周围毛细血管内皮细胞损伤#致使微血管密度减

少#是肾小管间质发生慢性缺血的主要原因) 因此#

促进肾小管周围毛细血管新生是防止肾小管间质发

生慢性缺血的有效措施) Q1'A的数量和功能在血

管新生中起重要作用) 缺血时患者体内 Q1'A数量

减少的确切机制还不清楚#氧化应激诱导的 Q1'A

凋亡是影响其数量及功能的潜在机制) 活性氧是调

节血管张力和结构的重要信号分子#在维持血管稳

(%bG(
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态*介导血管损伤中起关键性作用#W

#

-

(的产生和清

除的异常与高血压病*糖尿病*缺血性心肌病等密切

相关!!!"

) 8TS1R氧化酶是内皮细胞 W

#

-

(的主要来

源!!#"

#此酶可由 T*KCC激活!!L"

#E3*)A()-等!!G"研究

发现#T*KCC处理 Q1'A后其氧化应激水平升高#细

胞衰老加快) 本研究发现#T*KCC处理 Q1'A后#可

导致W

#

-

(显著增高*Q1'A凋亡增加#说明 Q1'A在

T*KCC刺激下#也可产生过量的活性氧自由基而促

进Q1'A凋亡增加)

.8W=是细胞色素 1G?$ 还原酶样酶#可催化黄

素介导的从电子供体 8TS1R到亚铁血红素辅基的

电子转移) .8W= 的辅基四氢生物喋呤靠近亚铁血

红素基#可将电子传递到 UP精氨酸的胍基氮上从而

产生 8W) 缺少 UP精氨酸或 MRG 时#.8W= 会产生

W

#

-

(和 R

#

W

#

#此现象被称为.8W= 解偶联!!?"

) .8W=

在 Q1'A的动员与功能调控中发挥着至关重要的作

用) H(9/等!?"研究发现#.8W=解偶联会降低 Q1'A

的数量及迁移能力#认为可能与 8W生物利用度降

低或.8W=的辅基MR

G

水平下降有关) 以上研究发

现#T*KCC组.8W=基因与蛋白及8W均较对照组显

著增高#似乎与上述研究结果存在矛盾) 其原因可

能是由于 T*KCC可诱导产生大量 W

#

-

(

#而 W

#

-

(可与

8W结合生成 W8WW

d使 8W失活#导致 8W浓度降

低#8W浓度降低可刺激细胞中产 8W的 .8W= 表达

增高以持续释放8W#进一步清除 W

#

-

(

) 因此#T*KCC

组.8W= 基因与蛋白*8W均较对照组显著增高#实

际上可能是一种负反馈方式的应激反应#这与 =344

等!!""研究结果是一致的) 同时也说明#T*KCC可以

导致.8W=基因与蛋白表达增高)

儿茶素安全无毒#是一种新型的天然抗氧化剂#

实验表明儿茶素对 W

#

-

(

*PWR自由基的清除率达到

%@_以上#清除速率常数在 !$

%

n!$

!G数量级#对活

细胞产生的氧自由基的综合清除效果远优于维生素

Q和维生素'#具有良好的抗氧化作用!!b"

) 本研究

发现 G$$ /K]U儿茶素不产生细胞毒作用#并参考了

既往实验研究!!@"

#从而选择了 G$$ /K]U儿茶素作

为实验干预剂量) 从本实验结果可以看出#儿茶素

组W

#

-

(浓度明显低于T*KCC组#8W浓度则明显高于

T*KCC组#说明儿茶素可通过有效清除 W

#

-

(

#降低

W

#

-

(与8W结合几率与数量#减少 8W的失活) 进而

发现#儿茶素组.8W=基因表达虽高于 T*KCC组#但

差异无显著性#提示儿茶素并不能上调 .8W= 基因

表达$与T*KCC组相比#儿茶素组蛋白却显著增高#

可能是由于8W失活降低而使 .8W= 蛋白的解偶联

减少所致) 实验末#儿茶素组 Q1'A的凋亡率明显

低于 T*KCC组#说明儿茶素可能是通过有效清除

W

#

-

(

*减少8W的失活*降低 .8W= 蛋白的解偶联#而

实现减少Q1'A的凋亡)
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