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同型半胱氨酸对内皮祖细胞生成 eNOS、p鄄eNOS 和
NO 的影响及黄酒的改善作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察黄酒是否能改善同型半胱氨酸(Hcy)诱导的内皮祖细胞(EPC)功能。 方法摇 抽取大鼠骨

髓,用密度梯度离心法从骨髓细胞悬液中获取单个核细胞,将其接种在人纤维连接蛋白包被的培养板,诱导单个核

细胞向内皮祖细胞分化,收集贴壁细胞用于实验。 激光共聚焦显微镜鉴定 Dil鄄ac鄄LDL 和 FITC鄄UEA鄄I 双染色阳性

细胞被认定是正在分化的 EPC,流式细胞计数进一步鉴定。 通过 MTT 法检测细胞活性以及考虑人体病理生理浓度

选取 Hcy 最佳干预浓度和时间。 每种酒(0% 、0郾 2% 、0郾 4% 、0郾 8% 、1郾 6% )与 300 滋mol / L Hcy 共同孵育 EPC 24 h,
MTT 法检测酒类对细胞活性的影响,确定最佳干预浓度后分为对照组、Hcy 组、Hcy + 黄酒组、Hcy + 红酒组和 Hcy
+ 酒精组,培养 24 h 后收集样品,采用 Western blot、NO 试剂盒分别观察 EPC 的 eNOS、p鄄eNOS 功能和 NO 水平。 结

果摇 Hcy 组 eNOS、p鄄eNOS 的生成量较对照组降低(P < 0郾 01),Hcy + 黄酒组和 Hcy + 红酒组较 Hcy 组能明显改善

eNOS、p鄄eNOS 的生成量(P < 0郾 01),Hcy + 酒精组较 Hcy 组没有明显的变化(P > 0郾 05)。 Hcy 组 NO 水平较对照组

降低(P < 0郾 001),Hcy + 黄酒组和 Hcy + 红酒组较 Hcy 组能明显改善 NO 的生成量(P < 0郾 001),Hcy + 黄酒组优于

Hcy + 红酒组(P < 0郾 001),并且两者还明显优于 Hcy + 酒精组(P < 0郾 001),Hcy + 酒精组较 Hcy 组没有明显的变化

(P > 0郾 05)。 结论摇 Hcy 能显著减弱 EPC 的 eNOS、p鄄eNOS 和 NO 生成量,小剂量的黄酒和红葡萄酒均能改善 EPC
的上述功能。
[中图分类号] 摇 Q46 [文献标识码] 摇 A
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate whether Chinese yellow wine has influences on activity of homocysteine鄄induced
in rat endothelial progenitor cells. 摇 摇 Methods摇 Rat bone marrow was extracted to harvest mononuclear cells (MNC) by
density gradient centrifugation, and then the cells were plated on fibronectin鄄coated culture dishes, which were induced into
endothelial progenitor cells by EGM鄄2 complete medium supplemented with cell growth factor. 摇 After 7 days, the adhered
cells were collected to be used in all studies. 摇 Endothelial progenitor cells were characterized as adherent cells double pos鄄
itive for Di鄄LDL uptake and lectin binding by direct fluorescent staining under a laser scanning confocal microscope. 摇 En鄄
dothelial progenitor cells were incubated with one kind of wine (at the concentrations of 0% , 0郾 2% , 0郾 4% , 0郾 8% and
1郾 6% ) and 300 滋mol / L Hcy for 24 h. 摇 The optimal concentration of the wine was selected. 摇 In another experiment, the
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cells were divided into 5 groups: control group, Hcy group, Hcy + yellow wine group, Hcy + red wine group and Hcy + eth鄄
anol group, and were given the corresponding treatment for 24 h. 摇 The amount of eNOS and p鄄eNOS generated were deter鄄
mined by Western blot. 摇 The level of NO were determined by NO kit. 摇 摇 Results摇 Compared with control group, the a鄄
mount of eNOS and p鄄eNOS generated in Hcy group were significantly decreased (P < 0郾 01), but significantly improved in
Hcy + yellow wine group and Hcy + red wine group compared with Hcy group (P < 0郾 01), and there was no significant
difference between Hcy + ethanol group and Hcy group (P > 0郾 05). 摇 Compared with control group, the level of NO in Hcy
group were significantly decreased (P < 0郾 001), but significantly improved in Hcy + yellow wine group and Hcy + red wine
group compared with Hcy group (P < 0郾 001), Hcy + yellow wine group was markedly better than Hcy + red wine group (P
< 0郾 001), the level of NO decreased markedly in Hcy group compared to Hcy + yellow wine group and Hcy + red wine
group (P < 0郾 001), there was no statistical difference between Hcy + ethanol group and Hcy group (P > 0郾 05). 摇 摇 Con鄄
clusions摇 Hcy may result in decreasing the amount of eNOS, p鄄eNOS generated and level of NO in endothelial progenitor
cells, and treatment with yellow wine or red wine improves Hcy鄄induced endothelial progenitor cells functional activity.

摇 摇 同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)是体内三种

含硫氨基酸之一,由于遗传、环境以及饮食造成 Hcy
代谢中重要的辅酶维生素 B6、B12 或叶酸的缺乏及

肝肾功能不全等均可引起血浆中 Hcy 浓度升高。
正常空腹血浆中总 Hcy 水平是 5 ~ 15 滋mol / L,上述

各种原因均可导致血浆 Hcy 浓度 > 15 滋mol / L 时称

为高同型半胱氨酸血症(hyperhomocysteine,HHcy),
HHcy 是目前公认与冠状动脉、脑动脉动脉粥样硬

化(atherosclerosis,As)相关的一个重要的独立危险

因素[1],是一个强的冠心病预测因子。 As 是冠心病

病变血管的主要病理改变,而血管内皮功能障碍是

As 的重要始动因素之一,并在其发展过程发挥了关

键作用[2]。 血管内皮功能发生障碍,主要表现为屏

障功能和内分泌一氧化氮(nitric oxide,NO)功能受

损以及细胞间粘附分子 1(intercellular adhesion mol鄄
ecule鄄1,ICAM鄄1)的异常表达,进而引发血管壁炎症

反应、血管异常收缩等一系列病理变化,最终导致

粥样斑块形成[3]。 因而,维护正常的内皮功能对于

延缓甚至抑制 As 的发生至关重要。 目前认为,内皮

功能障碍的本质是内皮损伤与修复的失平衡[4],而
循环内皮祖细胞(endothelial progenitor cell,EPC)数
量和功能的下降加剧了这一失衡。 我们前期通过

低密度脂蛋白受体基因缺陷( low density lipoprotein
receptor knockout,LDLR - / - )小鼠在体实验发现,黄
酒能降低小鼠血浆 Hcy、抑制血管平滑肌细胞基质

金属蛋白酶 2(matrix metalloproteinase鄄2,MMP鄄2)的
表达和活性而明显抑制动脉粥样斑块的形成[5鄄6],
后续体外实验表明黄酒能抑制 Hcy 诱导的大鼠血

管平滑肌细胞 MMP鄄2 的表达和活性[6]。 由此我们

提出:黄酒是否也能改善 Hcy 诱导的 EPC 功能障碍

进而抑制动脉粥样斑块的进展? 为探索这一问题

课题组展开了下列研究。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 动物和试剂

摇 摇 8 周龄 SD 大鼠购自浙江省实验动物中心;酒精

度 12% 的黄酒、酒精购自绍兴黄酒集团;酒精度

12%的红葡萄酒购自法国 Languedoc鄄Roussillon;人
纤维连接蛋白(human fibronectin,HFN)、血管内皮

生长因子( vascular endothelial growth factor,VEGF)
和体外血管形成试剂盒购自 Chemicon 公司;血管内

皮生长培养基 (EGM鄄2) 购自美国 Cambrex 公司;
0郾 25%胰蛋白酶鄄EDTA 和胎牛血清购自 Gibco 公

司;大鼠淋巴细胞分离液购自天津灏洋生物制品科

技有限责任公司;标记荆豆凝集素(FITC鄄UEA鄄玉)
购自 Sigma 公司;Dil 标记的乙酰化低密度脂蛋白

(Dil鄄ac鄄LDL)购自 Molecular Probe 公司;抗鼠 vWF鄄
FITC 抗体购自 Abcam 公司;抗鼠 CD31鄄APC 抗体购

自 eBioscience 公司;兔抗鼠 CD133 抗体购自 Pro鄄
teintech 公司;MTT 购自华美生物工程公司(进口分

装);5 滋m 孔径 Transwell 小室购自 Corning 公司;其
余试剂为国产分析纯。
1郾 2摇 EPC 的分离与培养

颈椎脱臼处死 SD 大鼠,无菌条件下剥离双侧

股骨和胫骨,放入含有 D鄄hanks 液培养皿中,剪去股

骨和胫骨两端的骨骺,暴露骨髓腔,用 5 mL 注射器

吸取 D鄄hanks 液(含 10% 胎牛血清)冲洗骨髓腔,
1000 r / min 离心 5 min,收集细胞沉淀,加入 D鄄hanks
液轻轻吹打,5 mL D鄄hanks 液充分混匀细胞。 取 15
mL 离心管,按 1颐 1 等量缓慢叠加于等量的淋巴细胞

分离液上层,2000 r / min 离心 20 min。 收集白膜层

的单个核细胞,用 D鄄hanks 液洗涤 2 次(1000 r / min
离心 5 min),弃上清,加 EGM鄄2 完全培养液(含体积

分数为 10% 的胎牛血清、血管内皮生长因子 10
滋g / L)重悬细胞,按 1 伊 109 Cells / L 密度接种于包被
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有人纤维连接蛋白的培养板,在 37益、5% CO2 饱和

湿度孵箱中培养 24 h,转移未贴壁细胞至新包被孔

中,补加完全培养液,继续培养诱导 7 天,贴壁细胞

供实验用。
1郾 3摇 细胞染色和鉴定

将细胞和 Dil鄄ac鄄LDL(2. 4 mg / L)于 37益 孵育

10 h,4%多聚甲醛固定 10 min,D鄄hanks 液冲洗后,
将 FITC鄄UEA鄄玉(10 mg / L) 加于上述样品,37益继

续孵育 1 h,采用多波长激光共聚焦显微镜观察。
1郾 4摇 流式细胞仪检测细胞表面抗原

晚期 EPC 的主要表面抗原有 CD31、 vWF 和

CD133,用 0. 25%胰蛋白酶消化收集贴壁细胞并计

数,将 5 伊 105 个贴壁细胞依次与 CD31、 vWF 和

CD133 抗体结合,在 4益 水浴箱孵育 30 min,用 D鄄
hanks 液冲洗 2 次,最后用 300 滋L D鄄hanks 液将其制

成细胞悬浮液放在流式细胞仪上检测。
1郾 5摇 实验分组

为了观察 Hcy 对 EPC 活性的影响,按 Hcy 浓度

梯度分为 0、100、200、300 及 400 滋mol / L 组,与 EPC
共同孵育 24 h 及 300 滋mol / L Hcy 与 EPC 共同培养

12、24 及 48 h,通过 MTT 法检测细胞活性确定最佳

浓度。 黄酒和红酒对 EPC 功能的影响,实验分为对

照组、Hcy 组(Hcy 300 滋mol / L)、Hcy + 黄酒组(Hcy
300 滋mol / L,酒精度 0. 4% )、Hcy + 红酒组(Hcy 300
滋mol / L,酒精度 0. 4% )和 Hcy + 酒精组(Hcy 300
滋mol / L,酒精度 0. 4% )。 培养 24 h 后收集样品,采
用 Western blot、NO 试剂盒分别检测 eNOS、p鄄eNOS
和 NO 的生成。 结合前期的预实验结果,每种酒

(0% 、0. 2% 、0. 4% 、0. 8% 、1. 6% )与 300 滋mol / L
Hcy 共同孵育 EPC 24 h,MTT 法检测酒类对细胞活

性的影响,确定最佳干预浓度。
1郾 6摇 eNOS 和 p鄄eNOS 生成量测定

收集各组细胞,每组加 100 滋L 含 PMSF ( 1
mmol / L)的裂解液,于 4益裂解 30 min,为使细胞充

分裂解离心管要经常来回摇动。 裂解完后,4益、
11000 r / min 离心 5 min。 将离心后的上清分装转移

到 1. 5 mL 的离心管中,于 - 80益保存。 用 BCA 法

测定蛋白浓度。 预先配置 1 L 转移缓冲液并冷却至

4益。 先将 PVDF 膜在甲醇中浸泡约 30 s,再在转移

缓冲液浸泡 10 min,后与滤纸、凝胶一起放入电转移

缓冲液中。 200 mA 稳流电转移,根据所转蛋白分子

量,约 1 min / kd。 将 PVDF 膜浸入含 5 % 脱脂奶粉

或牛血清白蛋白的封闭液中,置摇床上缓慢摇动,
室温封闭过夜。 取出已封闭的 PVDF 膜,浸于 1 伊
TBST 缓冲液中,于摇床上缓慢洗涤 5 min。 然后移

入含有一抗的小袋中,室温孵育 2 h。 PVDF 膜转移

到含二抗的玻璃平皿中,于室温摇床上孵育 1 h,将
PVDF 膜浸于 1 伊 TBST 缓冲液中,于摇床上缓慢洗

涤 3 次,每次 15 min。 取适量 ECL 试剂盒中等体积

的 A 液和 B 液混合,混匀后加在膜的表面,移入凝

胶成像分析仪中,化学光敏模式曝光显影,在 Image
J 软件下分析各条带光密度。
1郾 7摇 NO 水平测定

将培养至 15 天的 EPC 用 0. 25%的胰酶消化收

集,细胞计数,以 1 伊 108 Cells / L 细胞量,每孔 2 mL
接种 6 孔板,37益、5%CO2 饱和湿度培养箱中培养

24 h;收集细胞培养上清, - 80益保存备用;取出上

清和 NO 测试盒室温平衡 30 min,依照试剂盒说明

配制各项试剂和操作检测。
1郾 8摇 统计学分析

数据用x 依 s 表示,两组间比较采用 t 检验, 多

组间比较用单因素方差分析。 P < 0. 05 为差异有统

计学意义。

2摇 结摇 果

2. 1摇 EPC 的鉴定

摇 摇 将培养至 12 天的 EPC 接种到爬片中,用 Dil鄄
ac鄄LDL 和 FITC鄄UEA鄄玉对细胞进行染色,荧光显微

镜下观察。 绿光(555 nm)激发 Dil鄄ac鄄LDL 显红色

荧光,蓝光(488 nm)激发 FITC鄄UEA鄄I 显绿色荧光,
双荧光阳性是正在分化的 EPC(图 1)。

图 1. 激光共聚焦显微镜鉴定 EPC( 伊 400)
Figure 1. Identification of endothelial progenitor cells( 伊 400)
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2郾 2摇 EPC 细胞表面抗原的表达

培养第 10 天, EPC 表面抗原 vWF 高表达,
CD133 低表达,CD31 不表达。 培养第 10 天 EPC 是

处于早期和晚期之间,因此 CD31 不表达,可以排除

内皮细胞的干扰,CD133 或 vWF 阳性皆为 EPC(图
2)。
2郾 3摇 eNOS 和 p鄄eNOS 的生成量

Hcy 组 eNOS 和 p鄄eNOS 的生成量较对照组降

低(P < 0. 01),黄酒和红酒能明显改善 eNOS 和 p鄄
eNOS 的生成量(P < 0. 01),Hcy +酒精组较 Hcy 组

没有明显的变化(P > 0. 05;图 3)。

图 2. 流式细胞仪鉴定内皮祖细胞

Figure 2. Identification of endothelial progenitor cells by
flow cytometry

图 3. 各组 eNOS 和 p鄄eNOS 的生成量摇 摇 a 为 P < 0. 01,与对照组比较;b 为 P < 0. 01,与 Hcy 组比较。

Figure 3. The amount of eNOS and p鄄eNOS generated in each group

2郾 4摇 NO 的生成量

Hcy 组 NO 的生成量较对照组降 低 ( P <
0郾 001),黄酒和红酒能明显改善 NO 的生成量(P <
0郾 001),黄酒的作用优于红酒(P < 0郾 001),且两者

的作用还明显优于酒精(P < 0郾 001)。 Hcy + 酒精组

较 Hcy 组没有明显的变化(P > 0郾 05;图 4)。

图 4. 各组 NO 的生成量摇 摇 a 为 P < 0. 001,与对照组比较;b 为

P < 0. 001,与 Hcy 组比较;c 为 P < 0. 001,与 Hcy + 红酒组比较;d 为

P < 0. 001,与 Hcy + 酒精组比较。

Figure 4. The amount of NO generated in each group

3摇 讨摇 论

近年国内外大量的研究阐明,除了传统的如高

血压、糖尿病、血脂异常、肥胖等危险因素外,HHcy
也是 As 发病重要的独立危险因素,并且其通过众多

机制参与到 As 的发生发展,而引起内皮细胞的功能

障碍是其关键环节[7]。 王兴祥等[8] 研究发现 Hcy
主要影响 EPC 的数量和功能。

NO 是体内的最重要信使分子,它是以 L鄄精氨

酸为底物,由 eNOS 和 p鄄eNOS 催化而成。 作为内皮

依懒性血管舒张因子,NO 不仅是调节血管舒张功

能的重要介质,而且还抑制血小板和单核细胞向内

皮粘附、聚集和抑制血管平滑肌细胞增殖[9]。 在 As
病变发展过程中,由于内皮功能的损伤,eNOS 和 p鄄
eNOS 的表达或活性下降,导致内源性 NO 生成减

少,加速了 As 的病变进程。 目前认为,内皮功能障

碍的本质是内皮损伤与修复的失平衡[4],而循环

EPC 数量和功能的下降加剧了这一失衡。 EPC 是

一类能增殖并分化为血管内皮的前体细胞,广泛参

与内皮受损后的修复,对于改善内皮功能障碍意义
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重大。 研究表明,As 患者外周血循环 EPC 数量和

功能低下[10鄄11],且这一改变在粥样病变尚未形成之

前便已出现[12鄄13],严重影响了受损内皮的修复,而
输注功能良好的 EPC 则能明显改善内皮功能并抑

制粥样斑块的进展[14鄄15]。
过量饮酒有害身体健康,但适量饮酒却能减少冠

心病事件的发生,其中以红葡萄酒的研究证据最

多[16]。 研究发现红酒中的多酚具有抑制炎症因子、
减少血小板凝集、提高循环 EPC 的数量和功能以及

保护血管内皮等作用,能延缓甚至抑制粥样斑块的进

展,最终可以有效减少心肌梗死等严重心血管事件的

发生,而上述作用与酒精则无明显相关性[17鄄20]。 作为

我国特有民族产品的绍兴黄酒富含与红酒相似的多

酚,并含有丰富的低聚糖、低肽和 酌鄄氨基丁酸等营养

成分[21]。 本研究发现,Hcy 组较对照组 NO 生成量、
eNOS 和 p鄄eNOS 的表达都有明显的下降。 Hcy + 黄

酒组和 Hcy + 红酒组较 Hcy 组 NO 生成量、eNOS 和

p鄄eNOS 的表达都得到极大改善,并且在酒精终浓度

为 0. 4%达到峰值。 表明少量的黄酒能通过改善 Hcy
诱导的 EPC 功能来抑制 As 的形成,从而减少心血管

事件的发生。 但是具体机制尚不明确,可能与以下因

素有关:淤本课题的前期实验已经证实少量黄酒能减

低血浆 Hcy 水平[7鄄8],从而减少 Hcy 对 EPC 功能和数

量的影响。 于黄酒可能也是通过一种与红酒极其相

似的机制即黄酒中黄酒多酚成分来发挥其改善 EPC
功能和增加数量。

少量的黄酒能改善 Hcy 诱导的 EPC 功能,表现

于 NO 生成量增加、eNOS 和 p鄄eNOS 的表达改善,从
而预防 As 的形成及减少心血管事件的发生,针对其

具体机制的研究将在本系列实验中进一步展开。
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