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前纤维蛋白 1 在糖基化终末产物介导内皮损伤中的作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过体外培养的人脐静脉内皮细胞,探讨糖基化终末产物对内皮细胞的损伤及与前纤维蛋白 1
的关系。 方法摇 在体外培养的内皮细胞,分别用不同浓度(100、200、400 mg / L)糖基化终末产物孵育不同时间(6、
12、24、48 h),采用 Western blot 检测细胞前纤维蛋白 1 的表达,免疫荧光染色检测前纤维蛋白 1 的表达和 F 肌动蛋

白形态及分布,同时检测细胞上清液非对称性二甲基精氨酸、一氧化氮、细胞间黏附分子水平和细胞内活性氧的水

平。 结果摇 糖基化终末产物呈时间依赖性上调内皮细胞前纤维蛋白 1 的表达,以 200 mg / L 糖基化终末产物作用

最为明显;对照组 F 肌动蛋白分布在细胞周边,分布均匀,细胞间连接紧密;200 mg / L 糖基化终末产物处理 24 h
后,细胞内 F 肌动蛋白形态和分布发生明显改变,同时伴有胞浆中前纤维蛋白 1 的表达增高;200 mg / L 糖基化终末

产物孵育内皮细胞 24 h 可显著降低一氧化氮水平,升高非对称性二甲基精氨酸、细胞间黏附分子、活性氧水平,诱
导内皮细胞损伤;用 siRNA 干扰前纤维蛋白 1 表达可显著抑制糖基化终末产物诱导的内皮损伤,表现为降低细胞

前纤维蛋白 1 的表达,明显改善 F 肌动蛋白的结构和分布,增加一氧化氮的生成,降低非对称性二甲基精氨酸和细

胞间黏附分子的水平。 结论摇 糖基化终末产物通过上调前纤维蛋白 1 的表达诱导血管内皮细胞损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect of profilin鄄1 on the process of endothelial cell damage mediated by ad鄄
vanced glycation end product (AGE) in cultured human umbilical vein endothelial cell (HUVEC). 摇 摇 Methods摇 The
endothelial cells were incubated by AGE with different concentrations (100, 200, 400 mg / L) and times (6, 12, 24, 48
h). 摇 The protein expression of profilin鄄1 were determined by Western blot. 摇 The morphology and distribution of F鄄actin
was detected by immunofluorescent staining. 摇 The levels of asymmetric dimethylargnine (ADMA), intercellular adhesion
molecule鄄1 (ICAM鄄1), nitric oxide (NO) in cultured condition and reactive oxygen species (ROS) were detected by relat鄄
ed kits. 摇 摇 Results摇 Compared with control, profilin鄄1 protein expression was significantly up鄄regulated after treatment
with 200 mg / L AGE for 24 h, concomitantly with the markedly increased levels of ICAM鄄1, ADMA and ROS and the sig鄄
nificantly decreased levels of NO. 摇 Compared with control, the morphology and distribution of F鄄actin was significantly al鄄
tered by AGE. 摇 Interfering with the profilin鄄1 gene expression can protect the extent of cell damage induced by AGE by
down鄄regulating the protein expression of profilin鄄1, improving the distribution of F鄄actin, decreasing the levels of ICAM鄄1
and ADMA and increasing the levels of NO. 摇 摇 Conclusion摇 AGE induced endothelial cell damage by upregulating the
expression of profilin鄄1
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摇 摇 糖尿病(diabetes mellitus,DM)血管病变引发的

并发症是糖尿病致残、致死的主要原因之一。 对于

那些长期高血糖的患者,包括严格控制血糖及强效

降脂等在内的综合治疗手段并不能有效防止糖尿

病大血管并发症的发生,这种现象被称为“代谢记

忆冶。 大量研究显示糖基化终末产物(advanced gly鄄
cation end product,AGE)生成增快、增多是“代谢记

忆冶产生的主要原因[1]。 大量研究证实前纤维蛋白

1(profilin鄄1)介导的 F 肌动蛋白(F鄄actin)的重组和

再分布是内皮细胞收缩、血管通透性升高的主要病

理基础。 近期研究发现前纤维蛋白 1 在糖尿病和脂

质氧化诱导的内皮损伤中触发的通路令人惊讶的

相似[2,3],提示前纤维蛋白 1 可能是内皮细胞损伤

的共同通路。 但前纤维蛋白 1 是否参与 AGE 介导

的血管内皮损伤过程迄今未见报道。 基于此,本研

究拟探讨前纤维蛋白 1 在 AGE 介导的血管内皮损

伤中的可能作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要药品和试剂

摇 摇 人脐静脉内皮细胞株(human umbilical vein en鄄
dothelial cell,HUVEC)购自武汉博士德生物工程有

限公司,来源于美国 ATCC(American Type Culture
Collection) 细胞库; AGE 购自 Merk 公司 (编号:
121800);非对称性二甲基精氨酸(asymmetric dime鄄
thylarginine,ADMA)标准品购自美国 Sigma 公司;牛
血清白蛋白( bovine serum albumin,BSA)购自杭州

四季青公司;DMEM 培养基购自 Invitrogen 公司;兔
抗人前纤维蛋白 1 抗体和 茁鄄actin 购自 Abcam 公司;
二抗购自 Millipore 公司;BCA 试剂盒、PIPA 裂解液、
活性氧( reactive oxygen species,ROS)试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司;一氧化氮( nitric ox鄄
ide,NO)试剂盒购自 Promega 公司;细胞间黏附分子

1( intercellular adhesion molecule鄄1,ICAM鄄1)试剂盒

购自南京建成生物工程研究所;pLNCX2鄄Profilin鄄1
干扰质粒由 Clotech 公司合成;Lip2000 转染试剂和

鬼笔毒素(phallotoxins)购自 Invitrogen 公司。
1郾 2摇 人脐静脉血内皮细胞的培养和分组

取 HUVEC 细胞株,解冻复苏后加入含 10% 特

级胎牛血清的培养基制成细胞悬液,接种于培养瓶

中,置于 37益、5% CO2 培养箱中进行培养。 每隔

2 ~ 3 天换 1 次培养液, 待细胞 70% 融合时用

0郾 25%胰蛋白酶消化传代。 将细胞浓度调整后以每

孔 1. 0 伊 105 个细胞接种于 6 孔培养板中,待细胞

80%融合时换用含 1%胎牛血清的培养基继续培养

24 h,使细胞同步化。 对照组:用含 1% 小牛血清的

培养液继续孵育 24 h;AGE 组:用含不同浓度(100、
200、400 mg / L)AGE 和 BSA 的培养液培养 HUVEC
6、12、24、48 h;AGE + Profilin鄄1 干扰组:用 200 mg / L
AGE 和 4 滋g pLNCX2鄄Profilin鄄1 干扰质粒共同孵育

内皮细胞 4 h,4 h 后换液培养,继续用 200 mg / L
AGE 孵育 20 h。
1郾 3摇 siRNA 干扰实验

Profilin鄄1 siRNA 干扰实验在本实验前期试验[4]

的基 础 上 加 以 改 进, 由 Clotech 公 司 设 计 合 成

pLNCX2鄄Profilin鄄1 siRNA 质粒,经测序证实克隆的

RNAi 打靶序列 100% 正确,浓度为 0. 5 ~ 5. 0 g / L,
绿色荧光蛋白( green fluorescent protein,GFP)用于

检测转染的效率。 转染前 24 h,用胰蛋白酶消化细

胞,将细胞浓度调整后以每孔 5. 0 伊 105 个细胞接种

于 6 孔培养板中,使其转染密度为 80% ~ 90% 。 按

照每 1 滋g 质粒加入 30 pmol 的 siRNA,然后按 1 颐 1
的比例用 Lip2000 转染试剂稀释质粒和 siRNA,室
温孵育 5 min 后,按每孔 4 滋g 质粒转入细胞。
1郾 4摇 细胞上清液中一氧化氮水平测定

生物系统中 NO 释放后很快转变成代谢产物

NO2
- 和 NO3

- ,用镉粉将 NO3
- 变成 NO2

- ,NO2
- 通

过 Griess 重氮化反应生成有色化合物,用 722 分光

光度计于 540 nm 处测定,然后根据公式计算得出

NO2
- 水平,以此反映细胞上清液中 NO 浓度。

1郾 5摇 细胞上清液中 ADMA 水平测定

取细胞培养上清液 100 滋L, 加入 5鄄磺基水杨酸

沉淀蛋白,离心 10 min 后取上清液,用高效液相色

谱法(high performance liquid chromatography,HPLC)
测 定 上 清 液 的 ADMA 含 量 ( HPLC 系 统:
LC210Advp;色谱柱:Nova鄄Pak C18)。 取 10 滋L 上清

液或标准品加入 100 滋L 衍生试剂(邻苯二甲醛与

硼酸缓冲液及 茁鄄巯基乙醇的混合物),混匀,室温下

反应 3 min 后进样,然后用线性梯度洗脱的方式将

样品从色谱柱中洗脱[流动相 A:0. 05 mol / L 乙酸钠

(pH 6. 8) 鄄甲醇鄄四氢呋喃(82 颐 17 颐 1);流动相 B:
0郾 05 mol / L 乙酸钠鄄甲醇鄄四氢呋喃(22颐 77颐 1);流速

为 1 mL / min],经预柱处理后,用 RF鄄10Ax1 型荧光

检测器对其及内标 ADMA 进行检测 (激发波长:
姿338 nm;吸收波长:姿425 nm)。
1郾 6摇 细胞内活性氧水平检测

双氯荧光素(2爷,7爷 鄄dichlorfluorescein鄄diacetate,
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DCFH鄄DA)本身没有荧光,但进入细胞内后,可被细

胞内的酯酶水解生成 DCFH。 细胞内的 ROS 可以氧

化无荧光的 DCFH 生成有荧光的 DCF。 检测 DCF
的荧光就可以反映细胞内 ROS 的水平。 将 HUVEC
接种于 6 孔板进行处理后,去除原培养液,按 1颐 500
用无血清培养基稀释 DCFH鄄DA,37益 避光孵育 30
min,用无血清的培养液洗涤 3 次,激发波长为 488
nm,用激光共聚焦扫描显微镜直接观察。
1郾 7摇 细胞前纤维蛋白 1 检测

经过处理的各组细胞,提取细胞总蛋白,用

BCA 试剂盒测定蛋白浓度,样品置 - 70益 保存待

用。 取总蛋白 40 滋g,沸水使蛋白变性 5 min,15%
十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳( sodium dode鄄
cyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS鄄
PAGE)进行电泳分离蛋白,然后将蛋白转印到二氟

化树脂( polyvinylidene fluoride,PVDF)膜。 转膜后

用 1%封闭牛奶 37益封闭 1 h,加入前纤维蛋白 1 一

抗 (稀释度为 1颐 2 000),4益孵育过夜。 TBST 漂洗

3 次,每次 15 min,常温下辣根过氧化物酶(horserad鄄
ish peroxidase,HRP)标记的二抗孵育 1 h(1颐 5 000),
TBST 洗涤 3 次,每次 10 min,然后化学发光底物显

影 X 线曝光。
1郾 8摇 免疫荧光染色检测 F 肌动蛋白分布和前纤维

蛋白 1 表达

将细胞爬片培养加药处理 24 h 后用多聚甲醛

固定,用 0. 1% Triton鄄100 常温处理 10 min,然后再

用 3%BSA 封闭细胞 2 h,再加前纤维蛋白 1 (1颐 50)
4益过夜,PBS 洗 3 次,每次 5 min,然后常温下加抗

兔二抗(1颐 1 000)1 h,PBS 洗 3 次,每次 5 min。 用

鬼笔毒素(1颐 200)染 F 肌动蛋白,常温 30 min,PBS
洗 2 次,每次 5 min,然后用 DAPI 染核,PBS 洗 2 次,
每次 5 min,封片,激光共聚焦显微镜 ( Olympus
FV1000)下观察。
1郾 9摇 统计学分析

数据以x 依 s 表示,用 SPSS 19郾 0 统计软件进行

统计学处理。 多组间比较采用 ANOVA 方差分析进

行检验。 P < 0. 05 认为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 AGE 对内皮细胞前纤维蛋白 1 表达的影响

摇 摇 不同浓度(100、200、400 mg / L)AGE 孵育内皮细

胞 24 h 均可使前纤维蛋白 1 表达上调(P < 0. 05;图
1),但以 200 mg / L AGE 最明显(P <0. 01;图 1)。 200

mg / L AGE 呈时间依赖性上调内皮细胞前纤维蛋白 1
的表达(P < 0. 05,P < 0. 01;图 2),后续实验均选用

200 mg / L AGE 作用内皮细胞 24 h。 使用 siRNA 技术

干扰前纤维蛋白 1 基因可明显下调 AGE 诱导的内皮

细胞前纤维蛋白 1 表达(P <0. 01;图 3)。

图 1. 不同浓度 AGE 作用内皮细胞 24 h 对前纤维蛋白 1 表
达的影响(n = 3)摇 摇 1 为对照组,2 为 100 mg / L AGE 组,3 为 200
mg / L AGE 组,4 为 400 mg / L AGE 组。 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,
与对照组比较。

Figure 1. The effect of AGE with different concentrations on
the protein expression of profilin鄄1 in endothelial cells (n =3)

图 2. 200 mg / L AGE 作用内皮细胞不同时间对前纤维蛋白

1 表达的影响(n = 3)摇 摇 1 为对照组,2 为 6 h 组,3 为 12 h 组,4
为 24 h 组,5 为 48 h 组。 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组

比较。

Figure 2. The effect of 200 mg / L AGE for different time on
the protein expression of profilin鄄1 in endothelial cells (n =3)
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图 3. Profilin鄄1 siRNA 干扰对 AGE 诱导前纤维蛋白 1 表达的影响(n = 3)摇 摇 1 为对照组,2 为 AGE 组(200 mg / L AGE 孵育内皮细

胞 24 h),3 为 AGE + Profilin鄄1 干扰组(用 200 mg / L AGE 和 4 滋g pLNCX2鄄Profilin鄄1 干扰质粒共同孵育内皮细胞 4 h 后继续用 200 mg / L AGE 孵

育 20 h)。 a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与 AGE 组比较。

Figure 3. The effect of profilin鄄1 siRNA on the protein expression of profilin鄄1 induced by AGE in endothelial cells (n = 3)

2郾 2摇 AGE 对内皮细胞 F 肌动蛋白分布和前纤维蛋

白 1 表达的影响

对照组 F 肌动蛋白纤维主要分布在细胞膜的周

边,分布均匀,细胞间连接紧密,而 200 mg / L AGE 处

理 24 h 后细胞内的 F 肌动蛋白纤维形态和分布发生

明显改变,细胞周边的 F 肌动蛋白明显减少,胞浆中

出现较多的应力纤维,变粗变短,紊乱,可见伪足。 与

对照组相比,AGE 组内皮细胞胞浆中前纤维蛋白 1 的

表达有所增加,表现为绿色荧光增加。 siRNA 干扰前

纤维蛋白 1 表达后明显改善了 AGE 诱导的 F 肌动蛋

白的重组和再分布,F 肌动蛋白重新分布在细胞膜的

周边,胞浆中的应力纤维减少(图 4)。

图 4. Profilin鄄1 siRNA 对 AGE 介导的前纤维蛋白 1 表达和 F 肌动蛋白分布的影响摇 摇 第 1 行为对照组,第 2 行为 AGE 组,第 3 行

为 AGE + Profilin鄄1 干扰组。

Figure 4. The effect of profilin鄄1 siRNA on the expression of profilin鄄1 and the distribution of F鄄actin induced by AGE

2郾 3摇 AGE 对细胞上清液中 ADMA、ICAM鄄1、NO 水

平的影响

200 mg / L AGE 处理内皮细胞 24 h 可显著升高

细胞培养上清液中 ADMA、ICAM鄄1 水平,降低 NO
水平(P < 0. 05,P < 0. 01;图 5)。 同时给予 4 滋g
pLNCX2鄄Profilin鄄1 干扰质粒孵育内皮细胞可明显减
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少 AGE 所致的 ADMA、ICAM鄄1 水平的升高,增加 NO 的生成(P < 0. 05,P < 0. 01;图 5)。

图 5. Profilin鄄1 siRNA 干扰对 AGE 介导的 ADMA、ICAM鄄1、NO 水平的影响(n = 6)摇 摇 1 为对照组,2 为 AGE 组,3 为 AGE + Pro鄄
filin鄄1 干扰组。 a 为 P < 0. 05,b 为 P < 0. 01,与对照组比较;c 为 P < 0. 05,d 为 P < 0. 01,与 AGE 组比较。

Figure 5. The effect of profilin鄄1 siRNA on the levels of ADMA, ICAM鄄1 and NO mediated by AGE (n = 6)

2郾 4摇 AGE 对内皮细胞活性氧的影响

200 mg / L AGE 处理内皮细胞 24 h 后细胞形态

变得很不规则,绿色荧光明显增加,提示 AGE 明显

增加细胞内 ROS 水平(图 6)。 因为 pLNCX2鄄Profi鄄
lin鄄1 质粒带有 GFP 干扰实验结果,故未行干扰后细

胞的 ROS 水平检测。

图 6. 200 mg / L AGE 处理内皮细胞后对活性氧的影响摇 摇
左为对照组,右为 AGE 组。

Figure 6. The change of ROS after treated by 200 mg / L
AGE in endothelial cells

3摇 讨摇 论

糖尿病是冠心病的独立危险因素,糖尿病血管

病变引发的并发症是糖尿病致残、致死的主要原因

之一。 早期国内研究证实,糖尿病大鼠随着病程的

延长,组织中 AGE 沉积越多,进而影响组织的正常

功能[5],心血管保护药物坎地沙坦可下调糖尿病大

鼠组织中 AGE 受体的表达,减少 AGE 的生成,发挥

靶器官的保护作用[6]。 大量研究显示,长期的高血

糖使线粒体功能下降,产生过量的超氧化物,细胞

蛋白、核酸被糖化导致大量的 AGE 生成,AGE 本身

可直接修饰线粒体蛋白,抑制其修复,生成更多的

超氧离子。 这种损害随着高血糖时间延长而积累,

此时即使纠正高血糖,AGE 的损害仍持续存在,其
介导的“代谢记忆冶可继续加速血管病变的进展[1]。

内皮细胞结构和功能受损是糖尿病血管病变

发生的始动环节。 内皮细胞产生的缩血管因子和

舒血管因子之间的平衡是内皮细胞功能正常的标

志,一旦失去这种平衡即认为内皮细胞功能障碍。
NO 是由一氧化氮合酶( nitric oxide synthase,NOS)
催化 L鄄精氨酸(L鄄arginine,L鄄Arg)转化而来。 L鄄Arg
的类似物如 ADMA,它与 L鄄Arg 竞争性地抑制 NOS
活性,减少 NO 生成,对调节 NO 的生成起着重要作

用。 近年来大量的研究证实 ADMA 不仅是内皮功

能不全的标志因子,也是心血管疾病的危险因

子[3]。 近期研究显示,在体外培养的内皮细胞,AGE
可诱导内皮损伤,减少 NO 的生成和内皮型一氧化

氮合酶( endothelial NOS,eNOS)的蛋白表达,增加

ICAM鄄1 的水平[7,8],而给予新的 AGE 抑制剂交叉连

接破裂药(alagebrium chloride),可抑制 AGE 对内皮

细胞的损伤[7]。 与此研究结果类似,本研究再次证

实 AGE 体外可诱导内皮细胞的损伤,表现为内皮损

伤因子 ADMA、ICAM鄄1 水平的升高,内皮保护因子

NO 的生成减少,ROS 生成增加。
前纤维蛋白是 1977 年首次在牛脾内发现的一

类大小约 12 ~ 15 kDa 的小分子蛋白质,存在于除骨

骼肌之外几乎所有类型的细胞和组织中,具有高度

保守序列,对于有机体的存活是必需的。 它目前已

分离定性的有 4 种亚型,其中前纤维蛋白 1 在整个

胚胎时期均表达,通过其配体肌动蛋白或多聚脯氨

酸介导内皮细胞收缩,增加血管通透性。 体外实验

证实,许多内皮损伤因子如同型半胱氨酸、低密度

脂蛋白(low density lipoprotein,LDL)、氧化型低密度

脂蛋白(oxidized LDL,ox鄄LDL)、氧化胆固醇、血管紧

张素域均可上调内皮细胞前纤维蛋白 1 表达,导致
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内皮细胞骨架结构的重塑[2,9,10];前纤维蛋白 1 过表

达可上调 ICAM鄄1 表达,增加内皮细胞通透性,诱导

内皮细胞凋亡,促进内皮细胞迁移、黏附和灶性接

触形成;基因沉默前纤维蛋白 1 则作用相反[11]。 这

些研究提示前纤维蛋白 1 可能通过诱导血管内皮损

伤参与血管病变的发生。 新近研究显示 AGE 和糖

化代谢产物乙二醛均可引起内皮细胞骨架肌动蛋

白的 重 组 和 再 分 布, 导 致 内 皮 细 胞 通 透 性 增

加[12鄄14],而前纤维蛋白 1 调控的细胞骨架蛋白 F 肌

动蛋白的重组和再分布是导致血管通透性升高的

主要病理基础。 基于此,我们直接观察了 AGE 对内

皮细胞前纤维蛋白 1 表达的影响,结果显示,在培养

的内皮细胞,不同浓度的 AGE 处理后均可显著上调

前纤维蛋白 1 的表达,且呈时间依赖性,免疫荧光染

色亦显示 AGE 处理后可明显增加细胞浆前纤维蛋

白 1 的表达,F 肌动蛋白发生重组和再分布,细胞通

透性增加,导致内皮细胞损伤。 为进一步验证前纤

维蛋白 1 在这一过程中的确切作用,我们采用 siR鄄
NA 干扰技术,干扰前纤维蛋白 1 的表达后可明显

抑制 AGE 诱导的内皮损伤,改善 F 肌动蛋白的重组

和再分布,显著增加内皮细胞 NO 的生成,减少 AD鄄
MA、ICAM鄄1 的水平,提示前纤维蛋白 1 在 AGE 介

导的内皮损伤过程中起到关键的作用,值得进一步

深入探讨。
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