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%%!摘%要"%目的%观察过氧化氢(W

"

F

"

)对大鼠骨髓来源内皮祖细胞(P0&L)增殖及凋亡的影响及儿茶素对

W

"

F

"

诱导细胞凋亡的的拮抗作用% 方法%免疫荧光法检测 P0&L表面标志 &T:>#&T!:: 和血管内皮生长因子受

体C"(4P\S;C")的表达,将第 " 代P0&L分为空白对照组$W

"

F

"

组和儿茶素CW

"

F

"

组#干预后常规提取T7=琼脂糖

电泳观察细胞凋亡梯带的形成,GEE法检测细胞增殖率的变化% 结果%

!

骨髓单个核细胞培养 !# 1 后均表达

&T:>#4P\S;C" 和&T!:: 抗原,

"

干预 ! 1后#: 组细胞均未出现明显的 T7=凋亡梯带," 1 后#W

"

F

"

组出现明显

细胞凋亡T7=梯带,: 1后#W

"

F

"

组和儿茶素CW

"

F

"

组均出现明显的细胞凋亡T7=梯带#W

"

F

"

组凋亡T7=梯带

数量$灰度强于儿茶素CW

"

F

"

干预组,

#

与对照组相比#W

"

F

"

组$W

"

F

"

C儿茶素组 P0&L增殖活性明显下降(9c

#6#!),在W

"

F

"

组和W

"

F

"

C儿茶素组组内P0&L增殖活性第 ! 天和第 : 天细胞增殖活性明显高于第 " 天细胞增殖

活性(均9c#6#<),W

"

F

"

组C儿茶素组细胞增殖活性在 : 个不同时间点显著高于同一时间点 W

"

F

"

组细胞增殖活

性% 结论%W

"

F

"

可以降低P0&L增殖活性#诱导其凋亡,儿茶素可以增强P0&L对W

"

F

"

的抵抗力#减少细胞凋亡%
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+) ,'-/3+5(U-32,(+) 2)1 2/+/,+L(L+U-)1+,'-5(25/3+M-)(,+3I-55L

(P0&L) 2)1 ,'-2),+M+)(L,(I-UU-I,L+UI2,-I'() +) ,'-I-552/+/,+L(L()1RI-1 KNW

"

F

"

() 32,L6B2+7'8*%O..R)+C

U5R+3-2LI-)I-2LL2Ǹ 2L2//5(-1 ,+1-,-I,&T:># &T!:: 2)1 4P\S;C" -[/3-LL(+)6P0&L+UM-)-32,(+) " -̀3-1(J(1-1 (),+

I+),3+5I-55L# W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L2)1 I2,-I'()CW

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L(W

"

F

"

& !## .MHQ, I2,-I'()& !# .MHQ)6\-)+.(IT7=

2̀L-[,32I,-1 KN,'-I+)J-),(+)25.-,'+1 2U,-3(),-3J-),(+) U+3,'-2)25NL(L+U2/+/,+L(L5211-3/2,,-3)6E'-GEE2LL2Ǹ 2L

2//5(-1 ,+1-,-I,/3+5(U-32,(+) 32,-+UP0&L6C2*10+*%E'-IR5,R3-1 I-55L2,12N!# -[/3-LL-1 &T:># &T!:: 2)1 4P\S;C"6

T7=2/+/,+L(L5211-3/2,,-3) 2//-23-1 () W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L" 12NL2U,-3(),-3J-),(+)6=U,-3: 12NL+U(),-3J-),(+) T7=

2/+/,+L(L5211-3/2,,-3) 2//-23-1 () K+,' W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L2)1 W

"

F

"

CI2,-I'()C,3-2,-1 I-55L# (̀,' .+3-5211-3L2)1 M32N-3

LI25-() W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L6&+./23-1 (̀,' ,'-I+),3+5L# W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L2)1 W

"

F

"

CI2,-I'()C,3-2,-1 I-55LL'+̀-1

L(M)(U(I2),5N1-I3-2L-1 /3+5(U-32,(+) 32,-(9c#6#!)# (̀,' ,'-5+̀-L,/3+5(U-32,(+) 32,-2,,'-")1 12N(9c#6#<)6E'-

W

"

F

"

CI2,-I'()C,3-2,-1 I-55LL'+̀-1 ()I3-2L-1 /3+5(U-32,(+) 32,-,'2) W

"

F

"

C,3-2,-1 I-55L2,,'-!L,# ")1 2)1 :31 12NL6

>')-01*,')*%W

"

F

"

.2N(./2(3P0&L/3+5(U-32,(+) 2)1 ()1RI-P0&L2/+/,+L(L6&2,-I'() .2N()I3-2L-,'-I2/2I(,N+U

P0&LU+3,'-3-L(L,2)I-,+2/+/,+L(L()1RI-1 KNW

"

F

"

6 !>7,)D >')+256%28,/+&# #EEI# !! (!)&^! Ĥ P"

%%J24 9'&8*&%&2,-I'(), W

"

F

"

, P)1+,'-5(25/3+M-)(,+3I-55, =/+/,+L(L, ;2,L

%%肾小管周围微血管丢失是慢性肾脏疾病的重要

表现之一#也是肾脏病慢性进展的一个重要环

节!!"

% 血管内皮细胞 (J2LIR523-)1+,'-5(25I-55L#

4P&L)和其前体细胞#内皮祖细胞(-)1+,'-5(25/3+C

M-)(,+3I-55L# P0&L)是维持血管功能的最重要的因

素% 4P&L维持血管内皮的完整性#P0&L参与损伤

血管内皮的修复% 4P&L和 P0&L功能障碍将直接

导致血管的损伤!""

% 慢性肾脏病时各种尿毒代谢

产物$氧自由基$血液动力学改变可以损伤 4P&L功

能#导致肾小管周围微血管丢失$密度下降!:"

#而应

'!?'
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用药物如 =&PO制剂$抗氧化剂维生素 P和儿茶素

有助于增加肾小管周围微血管密度#减缓肾脏病的

慢性进展!>"

% 由此我们推测氧自由基可能可以损

伤血管内皮细胞直接造成微血管密度的下降#也可

能损伤内皮祖细胞#降低其在外周组织的血管新生

功能#减少对损伤血管内皮的修复而导致外周组织

微血管密度的下降% 儿茶素可以拮抗氧自由基的损

伤作用#但可否藉此保护血管内皮细胞及内皮祖细

胞#修复损失细胞- 目前尚鲜见报道% 为此#本研究

用W

"

F

"

和儿茶素对体外培养的血管内皮祖细胞进

行干预#探讨 W

"

F

"

和儿茶素对内皮祖细胞体外增

殖和凋亡的影响#为临床应用儿茶素辅助治疗血管

相关性疾病提供理论依据%

!"材料与方法

!Z!"大鼠O%>*体外培养

健康 A/32MR-CT2̀5-N雌性大鼠#体重 :## m

:<# M(由本院动物实验室提供)#!#b水合氯醛麻醉

后#断尾放血#B<b乙醇浸泡 :# .() 后取出胫骨和

股骨#G!$$ 基本培养基(O)J,3+M3-) 公司)冲洗骨髓

腔#W(L,+/2gR-C!#8: (天津灏阳公司) 梯度离心#

G!$$ 基本培养基洗涤细胞 " 次后#含 !# )MH.Q的

4P\S#> )MH.Q的 KS\S( 0-/3+,-I'公司)和 !#b胎

牛血清(杭州四季清公司)的G!$$ 完全培养基重悬

细胞#使其密度在 !#

?

H.Q#接种于预铺人纤连蛋白

(@(+L+R3I-公司)培养瓶中#:Bp$<b&F

"

$饱和湿度

培养箱中培养#> 1后第一次换液#以后每 : 1换液 !

次% 第 8 天时细胞第一次常规传代%

!Z#"O%>*抗原免疫荧光检测

细胞接种于预置盖玻片的培养皿中#载玻片用

人纤联蛋白处理% 细胞爬满 8#b后取出#然后用

0@A冲洗 " 次#>b多聚甲醛固定 !< .()L#再用 0@A

冲洗 " 次#滴加兔抗鼠 &T!:: 抗体$兔抗鼠 JDS抗

体和兔抗鼠4P\S;C" 抗体#>p湿盒中过夜#0@A 冲

洗 " 次#滴加羊抗兔 &kC: 标记的 OM\#:Bp湿盒中

孵育 ! '#荧光显微镜下观察#细胞多聚甲醛固定后#

分别滴加兔抗鼠 SOE&C&T:> 抗体和 SOE&C&T:! 抗

体#:Bp湿盒中孵育 ! '#荧光显微镜下观察%

!Z$"]

#

@

#

诱导O%>*凋亡的时间M剂量效应

取生长良好的第 " 代 P0&L#按 W

"

F

"

终浓度分

为 # (7A 对照组)$<#

$

.+5HQ组$!##

$

.+5HQ组$

!<#

$

.+5HQ组$"##

$

.+5HQ组$"<#

$

.+5HQ组#每个

处理组分 !#"#: 1 : 个小组#筛选W

"

F

"

对诱导P0&L

凋亡的最适剂量与最佳时点%

!ZP"BLL法检测 ]

#

@

#

'儿茶素对 O%>*增殖的

影响

取生长良好的第 " 代 P0&L#接种于 $? 孔培养

板中#稳定后加入 G!$$ 基本培养基同步 !" '#按

!6: 筛选 的W

"

F

"

的最佳浓度#将细胞分为空白对照

组$W

"

F

"

组$W

"

F

"

C儿茶素(儿茶素终浓度 !# .MHQ)

组#分别干预 !#"#: 1 后#加入 GEE(=.3-LI+公司)

培养 > ' 后#倾出培养体系中的液体#加入 TGAF

(=.3-LI+公司)#酶标仪检测光密度值#分析结果%

!ZG"]

#

@

#

'儿茶素对O%>*凋亡的影响

取生长良好的第 " 代 P0&L#接种于 "< I.

" 培

养瓶中#稳定后加入G!$$ 基本培养基同步 !" '#按

!6: 筛选的W

"

F

"

的最佳浓度#将细胞分为空白对照

组$W

"

F

"

组$W

"

F

"

C儿茶素(儿茶素终浓度 !# .MHQ)

组#分别干预 !#"#: 1 后#观察各组细胞数量$细胞

集落大小并常规提取细胞 T7=#琼脂糖凝胶电泳#

\-5T+I"### 型凝胶成像系统分析结果%

!6̂"统计学处理

采用 A0AA !!6# 统计软件包进行统计学处理#

所有资料均采用均数d标准差(VdG)表示#时间C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

F)-CD2N=7F4=分析#组间两两比较采用 QAT法#

方差不齐者#采用 E2.'2)-分析% 对有相关趋势的

变量采用 0-23L+)相关分析% 9c#6#< 为差别有显

著性意义%

#"结果

#Z!"O%>*表面抗原的表达

第 ! 次传代后#收集爬片细胞#进行细胞免疫荧

光染色#可见@组$&组和 T组细胞均表达内皮祖

细胞表面标志(图 !=m&)%

#Z#"]

#

@

#

诱导O%>*凋亡的时间M剂量效应

W

"

F

"

干预培养 : 1后#<#

$

.+5HQW

"

F

"

组内皮

祖细胞出现脱壁现象(图 "=),!##

$

.+5HQ组出现

明显的细胞脱壁现象,并且细胞出现碎裂(图 "@),

!<#

$

.+5HQ组细胞几乎完全脱壁,"##

$

.+5HQ和

"<#

$

.+5HQ组细胞完全脱壁(图 "&#"T)%

#Z$"]

#

@

#

'儿茶素对O%>*增殖活性的影响

与对照组相比#干预后#W

"

F

"

组$W

"

F

"

C儿茶素

组P0&L增殖活性明显下降(9c#6#!),在 W

"

F

"

组

和W

"

F

"

C儿茶素组#细胞增殖活性在干预第 ! 天细

胞活性下降#第 : 天开始上升,W

"

F

"

组$W

"

F

"

C儿茶

素组组内P0&L增殖活性在 : 个时间点之间存在明

'"?'
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显差异#第 ! 天和第 : 天细胞增殖活性明显高于第

" 天细胞增殖活性(均9c#6#<),W

"

F

"

组C儿茶素组

细胞增殖活性在 : 个不同时间点显著高于同一时间

点W

"

F

"

组细胞增殖活性(均9c#6#<#图 :)%

#ZP"]

#

@

#

'儿茶素对O%>*凋亡的影响

干预 ! 1后两组细胞都未形成明显的 T7=凋

亡梯带#干预 " 1后#W

"

F

"

组细胞T7=凋亡梯带形

成较儿茶素CW

"

F

"

组明显增多#干预 : 1 后两组均

可见明显的 T7=凋亡梯带#W

"

F

"

组梯带形成明显

(图 >)%

%%图 !"培养 !E 8后细胞表达内皮祖细胞表面抗原$ a#EE%"

?&培养 !# 1 后细胞表达 &T:>, T&培养 !# 1 后细胞表达

&T!::, >&培养 !# 1后细胞表达4P\S;C"%

%%图 #"各干预组内皮祖细胞光镜下形态学变化$ a!EE%"

?&<#

$

.+5HQW

"

F

"

组内皮祖细胞 : 1 后出现脱壁现象,

T&!##

$

.+5HQ组P0&L出现明显的细胞脱壁现象#并且细胞出现核碎裂, >&!<#

$

.+5HQ组 P0&L几乎完全脱壁, K&"##

$

.+5HQ和

"<#

$

.+5HQ组细胞完全脱壁%

!"#$ !"#$%&'(

%&'

%&()

%&(

%&*)

%&*

%&%)

%

)
*
+

"#,-

(+,- +.,-

./$

/

(

0

(

$

/

(

0

(

!012$

1(,-

%%图 $"BLL法测]

#

@

#

'儿茶素对O%>*增殖活性的影

响$( b)#*cFF%

! " # $ % & ' (

)**+,-

.**+,-

/**+,-

图 P"各干预组O%>*KV?凋亡梯带电泳图*

?&正常对

照组, T&W

"

F

"

C儿茶素组 ! 1, >&W

"

F

"

组 ! 1, K&W

"

F

"

C儿茶素组

" 1, O& W

"

F

"

" 1, N&W

"

F

"

C儿茶素组 : 1, \&W

"

F

"

: 1%

$"讨论

肾小球疾病是儿童的常见病与多发病#是儿童

时期慢性肾衰最常见的原因% 肾小管周围微血管丢

失是肾小球疾病慢性进展的表现之一#也是加速肾

小球疾病慢性进展的因素之一% 微血管的丢失与内

皮细胞的破坏$血管内皮修复功能损失有关% 肾小

管周围微血管内皮细胞损伤与慢性肾脏病时氧自由

基损伤$血液动力学改变$尿毒毒素和血管紧张素
*

水平增高等诸多因素密切相关!?#B"

% &'+(等!8"研究

发现#慢性肾功能衰竭进行血液透析的病人体内内

皮祖细胞数量和活性均较正常成人下降% 目前针对

肾小球疾病 ;=A 系统治疗主要包括 =&PO制剂$氧

自由基清除剂维生素 P等#目的在于减缓肾脏病变

的慢性进展#延长患者生命#改善患者生活质量% 研

究发现#内皮祖细胞是血管内皮细胞的前体细胞#体

内和体外培养时#P0&L可以增殖分化为成熟的内皮

细胞!$"

#形成管腔样结构#认为其参与胚胎时期血

':?'
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管发生和出生后的微血管新生$损伤血管内皮修复

和功能维持#其功能障碍可导致或加速一些疾病的

进展#如糖尿病足病$冠心病等% 本研究发现#刚分

离的大鼠骨髓单个核细胞经过 4P\S诱导后#可以

表达干细胞和内皮细胞表面标志#如 &T:>#&T!::

和4P\S;C" 等% 氧自由基参与多种细胞的损伤#参

与临床多种疾病的发生$发展#也是体内血管内皮细

胞损伤的最重要因素之一#自由基学逐渐成为当代

医学的一个研究热点#成为一门新兴的学科% 众所

周知# W

"

F

"

本身是一种自由基#作用于细胞#可使

单线态氧活化而生成氧自由基损伤细胞 !!#"

% 在本

研究中发现#!##

$

.+5HQ的W

"

F

"

可引起P0&L明显

的损伤#表现为细胞贴壁不良甚至脱壁$细胞碎裂直

至细胞死亡% 氧自由基可以通过以下机制引起细胞

损伤&

!

氧自由基直接损伤细胞 T7=#激活 /<: 基

因#诱导细胞凋亡或者死亡,

"

活化聚 =T0核糖转

移酶#引起7=T快速耗竭#细胞能量障碍#从而诱导

细胞凋亡,

#

氧自由基攻击细胞膜上的不饱和脂肪

酸#引起脂质过氧化直接造成细胞膜损伤#胞浆物质

大量外漏#细胞外物质的异常侵入#从而引起细胞凋

亡,

%

氧自由基激活核转录因子 7SC

.

@和 =0C!#加

速细胞凋亡相关基因表达#诱发细胞凋亡% 儿茶素

是从茶叶中提取的一种高效低毒的天然抗氧化剂#

具有消除自由基$抗氧化等生物学活性% 本研究室

前期研究发现!!!"

#儿茶素能够明显清除肾病综合征

大鼠血清氧自由基#提高大鼠血清抗氧化酶水平%

本研究中发现#儿茶素能够明显减少 W

"

F

"

诱导的

P0&L的凋亡#增加细胞的增殖活性% 可能与下列机

制有关&

!

分子中活泼的羟基氢可以提供质子结合

体内过量的自由基#直接破坏 W

"

F

"

#降低体内自由

基水平#减少自由基对细胞的损伤,

"

儿茶素提高内

皮祖细胞内源性抗氧化酶#如 ,AFT酶$\AWC0X等

活性#增强细胞自身抗氧化防御系统对氧自由基的

清除能力!!"#!:"

,

#

儿茶素直接参与修复损伤的细胞

T7=

!!>#!<"

% 本研究发现&W

"

F

"

干预组和 W

"

F

"

C儿茶

素组 : 1后细胞增殖活性明显高于干预 " 1 后细胞

的增殖活性#可能与细胞自身对应激的产生反馈#抗

氧化活性上调有关%

综上所述# W

"

F

"

可引起 P0&L损伤#诱导 P0&L

凋亡#儿茶素可能是通过有效清除 W

"

F

"

产生的羟

自由基 (FW

'

)#上调内源性抗氧化酶系统#拮抗

W

"

F

"

对P0&L的损伤%
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