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［摘要］　目的：体外观察同型半胱氨酸（ＨＣＹ）是否促进内皮细胞（ＥＣ）衰老及可能的作用机制。方法：胶原酶消化法分离新

生牛主动脉内皮细胞，随机分成４组，对照组不加 ＨＣＹ，其余３组分别在ＤＭＥＭ 培养液中加入 ＨＣＹ，使终浓度为０．１、０．５、

１．０ｍｍｏｌ／Ｌ。连续体外培养３０ｄ后，观察细胞形态、衰老相关的β半乳糖苷酶染色，流式细胞仪检测细胞周期，Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交

分析端粒长度，同时检测培养上清中一氧化氮（ＮＯ）、内皮素（ＥＴ）、氧化型低密度脂蛋白（ＯｘＬＤＬ）、丙二醛（ＭＤＡ）浓度和谷胱

甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）活性。结果：各浓度 ＨＣＹ组与对照组相比，细胞体积增大，胞内颗粒增多；β半乳糖苷酶染色阳性细

胞增多；细胞周期的分布发生改变，表现为Ｇ０／Ｇ１期细胞增多（Ｐ＜０．０５），Ｓ期显著减少（Ｐ＜０．０１）；端粒缩短；培养上清中ＮＯ

浓度降低（Ｐ＜０．０５），ＥＴ和ＯｘＬＤＬ升高（Ｐ＜０．０５）；氧化还原指标 ＭＤＡ含量和ＧＳＨＰｘ活性没有明显改变。结论：ＨＣＹ
促进体外培养的ＥＣ衰老，其作用机制可能与氧化还原无关。
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　　同型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ，ＨＣＹ）又称高半胱
氨酸，属于含硫氨基酸，是蛋氨酸代谢中间产物。正
常人血浆同型半胱氨酸浓度低于１０μｍｏｌ／Ｌ，严重的
高ＨＣＹ血症（高于正常值１０倍）患者有加速衰老的
特征，在生命早期就会出现衰老的一系列症状［１］，如
在青少年期间就有视网膜剥离、骨质疏松、动静脉栓
塞和记忆力下降等退行性和器质性病变。高ＨＣＹ血
症还与一系列老年相关疾病如动脉粥样硬化、认知能
力下降等有一定的相关性［２４］。上述研究表明，ＨＣＹ

可能与细胞衰老有一定的内在关系。ＨＣＹ是否通过
促进血管内皮细胞衰老，从而诱发血管以及全身病
变，目前仍然没有明确的实验依据，故本研究拟探讨
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ＨＣＹ对内皮细胞体外复制性衰老的作用以及可能的
机制，为阐述ＨＣＹ的致病机制提供实验依据。

１　材料和方法

１．１　试剂　 ＤＭＥＭ（Ｄｕｌｂｅｃｃｏ’ｓＭｏｄｉｆｉｅｄＥａｇｌｅ
Ｍｅｄｉａ）培养基购自Ｇｉｂｃｏ公司，小牛血清是杭州四
季青生物工程材料研究所产品，ＨＣＹ购自Ｓｉｇｍａ公
司，第八因子相关抗原（ｖＷＦ）抗体购自 ＤＡＫＯ公
司，ＡＢＣ试剂盒购于 Ｖｅｃｔｏｒ公司，一氧化氮（ＮＯ）、
丙二醛（ＭＤＡ）和谷胱甘肽过氧化酶（ＧＳＨＰｘ）试剂
盒购自南京建成生物公司，内皮素（ＥＴ）、氧化型低密
度脂蛋白（ＯｘＬＤＬ）试剂盒购自解放军总医院东亚免
疫研究所和上海荣盛试剂公司。基因组ＤＮＡ抽提试
剂盒购自Ｐｒｏｍｅｇａ公司，带正电荷尼龙膜、端粒长度
分析试剂盒购于ＲｏｃｈｅＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｓ公司，

ＲＮＡ酶、Ｔｒｉｔｏｎ、碘化丙啶（ＰＩ）染液购自Ｐｒｏｍｅｇａ公
司，ＨｉｎｆⅠ、ＲｓａⅠ酶购于ＮｅｗＥｎｇｌａｎｄＢｉｏｌａｂｓ公司，Ｘ
Ｇａｌ购于上海华舜生物公司。

１．２　血管内皮细胞培养及鉴定　牛主动脉内皮细
胞原代培养参照文献酶消化法［５］，用ＤＭＥＭ培养液
培养。待贴壁１２ｈ后，按 ＡＢＣ试剂盒操作说明检
测ｖＷＦ，鉴定为阳性后，常规传代，正常对照组用

ＤＭＥＭ加入１０％小牛血清、１００Ｕ／ｍｌ青霉素、１００

μｇ／ｍｌ链霉素，５％ＣＯ２，置３７℃孵箱中常规培养；实
验组是在对照组基础上，加入 ＨＣＹ 使终浓度为

０．１、０．５和１．０ｍｍｏｌ／Ｌ。每组３个平行样本。

１．３　β半乳糖苷酶染色　β半乳糖苷酶染料依据文
献［６］配制，各组内皮细胞培养３０ｄ后，弃去培养液，

ＰＢＳ冲洗，０．２５％戊二醛固定５ｍｉｎ，ＰＢＳ冲洗，β半
乳糖苷酶染液３７℃染色１２ｈ，显微镜下观察。以随
机挑选的１００个细胞中阳性细胞的个数计算阳性率
（每组重复３次）。

１．４　流式细胞术测定细胞周期　培养１０ｄ后，分别

消化内皮细胞，调节细胞密度为１×１０６／ｍｌ，离心，弃
上清液，加ＰＢＳ０．５ｍｌ，搅匀。用注射针头将细胞悬
液迅速喷射到在４℃ 冰箱中预冷的盛有１．５ｍｌ乙醇
（９５％）的离心管中（乙醇终浓度为７０％）固定，置４℃
保存。染色前用ＰＢＳ进行离心沉淀去除固定液。加
入ＲＮＡ酶，３７℃水浴３０ｍｉｎ，立即放入冰浴中，再加
入ＰＩ染液混匀，进行ＤＮＡ染色。置４℃避光放置３０
ｍｉｎ，然后在流式细胞仪上进行分析。

１．５　Ｓｏｕｔｈｅｒｎ杂交端粒长度检测　细胞培养３０ｄ
后，收集培养的内皮细胞，依据ＰｒｏｍｅｇａＷｉｚａｒｄＧｅ
ｎｏｍｉｃＤＮＡｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎｋｉｔ说明提取基因组ＤＮＡ；
取１μｇ基因组ＤＮＡ，ＨｉｎｆⅠ／ＲｓａⅠ３７℃ 酶切１２
ｈ，０．７％琼脂糖凝胶电泳４ｈ，常规碱变性，中和后转
膜过夜，８０℃烤干２ｈ，ＤＩＧＥａｓｙＨｙｂ（ＲｏｃｈｅＢｉｏ
ｃｈｅｍ）４５℃ 预杂交３０ｍｉｎ；（ＴＴＡＧＧＧ）４地高辛标
记探针委托上海生工生物工程技术服务有限公司合

成，加入杂交液中使终浓度为１００ｐｍｏｌ／Ｌ，４５℃杂
交４ｈ，严谨条件下洗膜后，根据地高辛检测方法
（ＲｏｃｈｅＢｉｏｃｈｅｍ）检测。

１．６　ＥＴ、ＮＯ、ＯｘＬＤＬ、ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ检测　细
胞培养３ｄ后，取培养上清１ｍｌ，分别按照ＥＴ放射
免疫法检测试剂盒，ＮＯ、ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ酶法测定
试剂盒和 ＯｘＬＤＬＥＬＩＳＡ法测定试剂盒说明测定
培养上清中的含量和活性。

１．７　统计学处理　各组实验数据以珚ｘ±ｓ表示，组
间比较用方差分析和ｔ检验；以Ｐ＜０．０５为显著性
差异分析。

２　结　果

２．１　细胞形态学观察　镜下可见，ＨＣＹ组与正常
组相比细胞数量减少，形态不规则、体积增大、立体
感差，细胞内颗粒增多。病变随 ＨＣＹ浓度升高趋
向严重（图１）。

图１　显微镜下各组细胞形态

Ｆｉｇ１　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｕｎｄｅｒｍｉｃｒｏｓｃｏｐｅ（×１００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ
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２．２　β半乳糖苷酶染色　蓝色为β半乳糖苷酶阳
性染色，即衰老细胞（图２）。正常对照细胞３０ｄ后，
染色阳性率为（４±４）％；而 ＨＣＹ组阳性细胞明显
增多，０．１、０．５和１．０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＹ组阳性率分别

为（４１±８）％、（５９±６）％、（７６±１１）％（Ｐ＜０．０１）。

２．３　细胞周期测定　各浓度 ＨＣＹ作用内皮细胞
后，Ｓ期比例下降，Ｇ０／Ｇ１期比例升高，与对照组有显
著差异（图３，表１）。

图２　β半乳糖甘酶染色（蓝色为阳性细胞）

Ｆｉｇ２　βＧａｌｓｔａｉｎｉｎｇｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ｂｌｕｅｉｎｄｉｃａｔｉｎｇｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ，×２００）

Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ

图３　流式细胞仪测定细胞周期结果

Ｆｉｇ３　ＣｅｌｌｃｙｃｌｅｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｗｉｔｈＦＣＭ
Ａ：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｂ：ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｃ：ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ；Ｄ：ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ

表１　ＨＣＹ对内皮细胞周期的影响结果

Ｔａｂ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅｏｎｃｅｌｌｃｙｃｌｅｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ，％）

Ｇｒｏｕｐ Ｇ０／Ｇ１ Ｓ Ｇ２／Ｍ Ｇ２／Ｇ１

Ｃｏｎｔｒｏｌ ７３．０９±３．２１ １６．２７±２．９１ １０．６５±１．２３ ２．０２±０．３３
ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ ８５．６３±５．８１ １１．９４±１．９８ ２．４３±０．２１ ２．１１±０．１１
ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ８７．４０±６．１１ １０．８０±０．９２ １．８０±０．２０ ２．０４±０．１９
ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ ８８．７０±６．２３ ８．３８±１．６４ ２．９２±０．３０ １．９７±０．１２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

２．３　端粒长度分析　０．１和０．５ｍｍｏｌ／ＬＨＣＹ作
用内皮细胞３０ｄ后，与对照组相比，端粒缩短，同时
杂交信号减弱（图４），１．０ｍｍｏｌ／ＬＨＣＹ组细胞杂
交信号消失。

２．４　ＥＴ、ＮＯ、ＯｘＬＤＬ、ＧＳＨＰｘ、ＭＤＡ 检测结果

　实验组血管舒张因子 ＮＯ含量明显低于对照组，
收缩因子ＥＴ含量显著增高，ＯｘＬＤＬ升高（表２），
提示内皮细胞功能受损。实验组细胞培养上清中的

ＧＳＨＰｘ活性和 ＭＤＡ含量与对照组相比均无明显
改变（表３）。
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图４　端粒长度分析测定结果

Ｆｉｇ４　Ｔｅｌｏｍｅｒｅｌｅｎｇｔｈａｓｓａｙｒｅｓｕｌｔｏｆｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
１：Ｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（３０ｄ，１０ｐａｓｓａｇｅ）；２：ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ（３０

ｄ，６ｐａｓｓａｇｅ）；３：ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌｇｒｏｕｐ（３０ｄ，６ｐａｓｓａｇｅ）

表２　培养液中ＥＴ、ＮＯ、ＯｘＬＤＬ含量

Ｔａｂ２　ＣｏｎｔｅｎｔｓｏｆＥＴ，ＮＯ，ａｎｄＯｘＬＤＬｉｎｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＥＴ
（ρＢ／ｐｇ·ｍｌ－１）

ＮＯ（Ｄ） ＯｘＬＤＬ（Ｄ）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ０．８１±０．０２ ０．１５０±０．０４１ ０．１５６±０．０２６
ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ ３．１０±０．６ ０．１３９±０．０２１ ０．１８２±０．０１６

ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ４．８６±０．９ ０．１３４±０．０１８ ０．１９３±０．０２１

ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ ５．３５±０．６ ０．１３１±０．０１０ ０．２００±０．０３８

　ＥＴ：Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ；ＮＯ：Ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ；ＯｘＬＤＬ：Ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏ

ｔｅｉｎ；Ｐ＜０．０５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

表３　培养上清中 ＭＤＡ含量和ＧＳＨＰｘ活性

Ｔａｂ３　ＭＤＡｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＧＳＨＰｘａｃｔｉｖｉｔｙｉｎｓｕｐｅｒｎａｔａｎｔ
（ｎ＝３，珚ｘ±ｓ）

Ｇｒｏｕｐ ＭＤＡ
（ｃＢ／μｍｏｌ·Ｌ－１）

ＧＳＨＰｘ
（Ｕ·ｍｇ－１）

Ｃｏｎｔｒｏｌ ２．２９±０．１１ ２８８±３２
ＨＣＹ０．１ｍｍｏｌ／Ｌ ２．１７±０．３１ ３０１±２６
ＨＣＹ０．５ｍｍｏｌ／Ｌ ２．３２±０．４２ ３１２±１１
ＨＣＹ１．０ｍｍｏｌ／Ｌ ２．１１±０．１９ ３１４±１６

３　讨　论

　　血浆 ＨＣＹ升高是引起心血管疾病的重要且独
立的危险因素［２］。内皮细胞是血管壁和血液之间第
一道通透性屏障，其结构和功能损伤是血管性疾病
发病过程中重要一环。衰老内皮细胞结构改变，功
能受损，因此我们探讨 ＨＣＹ能否促进内皮细胞衰
老。

　　细胞的形态、β半乳糖苷酶活性、细胞周期和端
粒长度均是细胞衰老的指标。实验中ＨＣＹ组细胞形
态不规则、体积变大、胞内颗粒增多；β半乳糖苷酶染
色阳性细胞明显增多；细胞周期发生改变，细胞集中
在Ｇ０／Ｇ１期，而Ｓ期减少；细胞端粒长度缩短，同时杂

交信号减弱。提示ＨＣＹ促进内皮细胞衰老。

　　ＮＯ、ＥＴ分别是内皮细胞合成和分泌的舒张、收
缩因子，当内皮细胞功能受损时，ＮＯ的生成和释放下
降，平衡倾向于ＥＴ，从而导致体内血管收缩呈优势，
舒张功能下降，而血管舒张功能降低是动脉粥样硬化
最早的表现［７８］。实验中可见 ＨＣＹ组ＥＴ显著升高，
而ＮＯ明显下降，提示ＨＣＹ组内皮细胞功能受损。

　　氧化还原学说是细胞衰老学说之一，ＨＣＹ是否
通过改变氧化还原状态损伤内皮细胞功能尚存在分

歧［９１０］。本实验中各 ＨＣＹ组的 ＭＤＡ含量和ＧＳＨ
活性无明显改变，提示 ＨＣＹ似乎不是通过改变氧
化还原状态影响细胞衰老。实验中观察到 ＨＣＹ抑
制ＮＯ合成和释放，而有报道［１１］认为，ＮＯ可以激活
端粒酶活性从而延缓内皮细胞衰老，因此，ＨＣＹ是
否通过ＮＯ的途径导致细胞衰老有待进一步研究。
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ｖａｔｅｓｔｅｌｏｍｅｒａｓｅａｎｄｄｅｌａｙｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．
ＣｉｒｃＲｅｓ，２０００，８７：５４０５４２．

［收稿日期］　２００６１２２５　　 ［修回日期］　２００７０１２１
［本文编辑］　孙　岩


