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胰岛素样生长因子结合蛋白 4 基因对内皮细胞衰老的调节作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨胰岛素样生长因子结合蛋白 4( IGFBP4)对血管内皮细胞衰老进程的影响。 方法摇 分离培

养的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)并构建传代性衰老模型,分别将过表达 IGFBP4、沉默 IGFBP4 表达的慢病毒及空

载慢病毒转染 HUVEC,结合光镜、茁鄄半乳糖苷酶活性测定及细胞周期测定等方法观察各组细胞传代过程中的衰老

现象。 结果摇 慢病毒感染细胞后,过表达组[ IGFBP4( + )组] 内皮细胞传代代数较空载病毒组(对照组)和 IG鄄
FBP4 基因沉默组[ IGFBP4( - )组]明显增加[14郾 33 依 0郾 67 比 9郾 67 依 0郾 33、10郾 67 依 0郾 33;P < 0郾 05];实验中各代细

胞 IGFBP4( + )组衰老率均低于对照组和 IGFBP4( - )组[以第 6 代为例,分别为(24郾 60 依 0郾 90)% 比(34郾 92 依
0郾 92)% 、(33郾 74 依 0郾 62)% ,P < 0郾 05];随传代代龄增加,高代龄细胞(第 6 代)较低代龄细胞(第 2 代) 降低的细胞

增殖指数 IGFBP4 ( + ) 组均低于对照组和 IGFBP4 ( - ) 组 [(10郾 35 依 0郾 57)% 比 (14郾 90 依 0郾 85)% 、(13郾 99 依
0郾 65)% ,P < 0郾 05];各组实验在对照组与 IGFBP4( - )组间比较差异无统计学意义。 结论摇 提高 IGFBP4 的表达能

够延缓血管内皮细胞的衰老进程。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of insulin鄄like growth factor binding protein鄄4 (IGFBP4) on vascular
endothelial cell senescence. 摇 摇 Methods摇 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were cultured in vitro. 摇 A
HUVEC aging model was established through cell passaging. 摇 Lentivirus expressing IGFBP4 or si鄄IGFBP4, and empty vec鄄
tor transfected HUVEC, then the effects of IGFBP4 on the aging process of these endothelial cells were studied by using
light microscopy, senescence鄄associated (SA) 茁鄄galactosidase staining, and cell cycle analysis. 摇 摇 Results摇 After lenti鄄
virus transfection, the HUVEC passage number of the overexpressing IGFBP4( + ) group (IGFBP( + ) group) was higher
than that of the empty vector group (control group) and IGFBP4 silenced groups (IGFBP4( - ) group) (14郾 33 依 0郾 67 vs
9郾 67 依 0郾 33 and 10郾 67 依 0郾 33, P < 0郾 05); The cell senescence rate of the IGFBP4( + ) group was lower than that of the
control group and IGFBP4( - ) group in every passage (take the 6th passage for example, 24郾 60% 依 0郾 90% vs 34郾 92%
依 0郾 92% and 33郾 74% 依 0郾 62% , P < 0郾 05); Along with degenerate, the decreased cell proliferation index (吟PI) from
young passage (2nd passage) to old passage (6th passage) of IGFBP4( + ) was smaller than control group and IGFBP4
( - ) group (10郾 35% 依 0郾 57% vs 14郾 90% 依 0郾 85% and 13郾 99% 依 0郾 65% , P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 IGFBP4
overexpression could inhibit HUVEC senescence.

摇 摇 大量的流行病学研究表明衰老是动脉粥样硬化 疾病的独立危险因素[1鄄2],内皮细胞的衰老是动脉粥
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样硬化发生的重要环节。 胰岛素样生长因子结合蛋

白 4 ( insulin鄄like growth factor binding protein鄄4,IG鄄
FBP4)是胰岛素样生长因子结合蛋白家族(IGFBP)中
最小的成员,它与胰岛素样生长因子( insulin鄄like
grow factor,IGF)及其相关蛋白构成一个复杂的分子

网络,对细胞的生长分化[3鄄4]、胎儿的生长发育[5]及一

系列肿瘤的生长调节[6鄄7]有着复杂的作用。 既往研究

认为,IGFBP4 仅能通过与 IGF 特异性结合,并产生生

物学效应。 近年来,有学者研究发现 IGFBP4 通过对

Wnt鄄茁鄄Catenin 信号传导通路的调控,促进 P19CL6 细

胞(起源于小鼠 P19 胚胎肿瘤细胞系)向心肌细胞分

化以及非洲蟾蜍胚胎心脏的发育[8鄄9];以上实验均证

实 IGFBP4 通过 Wnt 信号传导通路对生长、发育等起

调节作用,这种调节作用是独立于 IGF 分子网络的。
另外有研究表明血 IGFBP4 水平随衰老及衰老相关疾

病而发生动态变化[10鄄11],基于以上分析,我们推测 IG鄄
FBP4 对细胞的衰老可能发挥调节作用,其作用机制

可能与 Wnt 通路有关。 本研究通过构建内皮细胞复

制性衰老模型,以慢病毒为载体,观察 IGFBP4 能否延

缓内皮细胞的复制性衰老进程,为 IGFBP4 在抗内皮

细胞衰老、促进损伤内皮修复及抑制动脉粥样硬化进

程治疗中应用做初步探讨。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 慢病毒载体 pBOBI、pBOBI鄄GFP、pSUPER 及包装

系统(pREV、pMDL、pVSVG)由国家传染病诊断试剂与

疫苗工程技术研究中心惠赠。 pcDNA3郾 1鄄IGFBP4 质粒

由郭晋村博士构建。 内切酶(Hind芋、BamH玉、Sal玉、Xhol
玉、Bgl域)、DNA Ligation Kit、Taq 酶、pMD18鄄T 载体购自

TaKaRa 公司;dNTP 购自 Fermentas 公司;Lipofectami鄄
neTM 2000 购自 Invitrogen 公司;碱性成纤维生长因子

(bFGF)购自 Peprotech 公司;胰蛋白酶、碘化丙啶(PI)、
RNaseA 购自 Solarbio 公司;IGFBP4 抗体、GAPDH 抗体

购自 Abcam 公司;辣根过氧化物酶标记羊抗兔 IgG 购

自联科生物公司;DNA 产物纯化回收试剂盒、质粒小量

抽提试剂盒购自天根公司;无内毒素质粒大量抽提试

剂盒购自 Qiagen 公司;兔抗人峪因子相关抗原免疫组

织化学检测试剂盒购自北京中杉公司;茁鄄半乳糖苷酶

染色试剂盒购自碧云天生物技术研究所。 引物序列由

Invitrogen 公司合成。
1郾 2摇 慢病毒构建

1郾 2郾 1摇 pBOBI鄄IGFBP4 载 体 质 粒 的 构 建 摇 摇 以

pcDNA3郾 1鄄IGFBP4 中目的基因片段为模板,设计含

BamH玉/ Sal玉酶切位点特异性引物:上游引物 5忆鄄
TTCGGATCCATGCTGCCCTTCGGCCTC鄄3忆,下游引物

5忆鄄TTCGTCGACTCAATGGTGATGGTGATGATGAC鄄
3忆,通过特异性 PCR 扩增目的基因片段。 将目的基

因片段与 pMD18鄄T 载体连接得到含目的基因序列

的质粒 pT鄄target。 pT鄄target 经 BamH玉/ Sal玉双酶

切后回收目的片段,将目的片段与经 BamH玉/ Xhol
双酶切处理的 pBOBI 载体连接,经转化、扩增、提取

质粒,以 BamH玉/ Xhol 小量酶切鉴定及测序确认为

含目 的 基 因 序 列 的 慢 病 毒 载 体 pBOBI鄄IGFBP4
质粒。
1郾 2郾 2摇 siRNA 慢病毒载体的构建 摇 摇 靶向于 IG鄄
FBP4 基因的 siRNA( si鄄IGFBP4)寡核苷酸的设计:
利用 RNAi Codex 数据库选用下面序列作为干扰序

列,并结合 pSUPER 质粒图谱(含 Bgl域、Hind芋酶切

位点),在 5忆、3忆端分别设计 Bgl域和 Hind芋酶切位

点,合成序列为 5忆鄄GAT CCC CAC CGC ACC CAC
GAG GAC CTC TAT TCA AGA GAT AGA GGT CCT
CGT GGG TGC GGC TTT TTA鄄3忆 及 5忆鄄AGC TTA
AAA AGC CGC ACC CAC GAG GAC CTC TAT CTC
TTG AAT AGA GGT CCT CGT GGG TGC GGT GGG鄄
3忆。 将两条寡核苷酸经退火处理后,连接到经 Bgl
域 / Hind芋双酶切的 pSUPER 载体,经转化、扩增、提
取质粒、Bgl域 / Hind芋小量酶切鉴定确认为含目的

siRNA 序列的慢病毒载体 pSUPER鄄si鄄IGFBP4。
1郾 2郾 3摇 慢病毒的包装摇 摇 按照 Qiagen 公司无内毒

素质粒大量抽提试剂盒操作手册进行各质粒(pBO鄄
BI鄄IGFBP4、pSUPER鄄si鄄IGFBP4、pBOBI、pBOBI鄄GFP、
pREV、pMDL、pVSVG)的抽提。 实验分组: IGFBP4
过表达组即 IGFBP4( + )组(pBOBI鄄IGFBP4、pREV、
pMDL、pVSVG)、IGFBP4 基因沉默组即 IGFBP4( - )
组(pSUPER鄄si鄄IGFBP4、pREV、pMDL、pVSVG)、空载

病毒组即对照组(pBOBI、pREV、pMDL、pVSVG),以
及 GFP 组(pBOBI鄄GFP、pREV、pMDL、pVSVG),其中

GFP 组用于观察慢病毒感染内皮细胞时的感染效

率。 取 293FT 细胞按(1 ~ 2) 伊 105 的密度接种于 6
孔板,待细胞生长融合至 70% ~ 80% 时,将每组中

各质粒混合利用脂质体进行细胞转染,37益、5%
CO2 培养箱孵育 48 h 后收集细胞上清(内含病毒),
进行浓缩、分装, - 80益保存。
1郾 3摇 人脐静脉内皮细胞的分离、培养

参照沈红玲等[12] 方法完成人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC)原代

细胞分离、培养与鉴定。 传代过程中待细胞生长融
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合至 80% 左右时,以 0郾 25% 胰蛋白酶(含 0郾 02%
EDTA)消化液消化传代。
1郾 3郾 1摇 复制性衰老过程中细胞周期的检测摇 摇 传代

过程中选取第 2、4、6、8 代细胞,待细胞培养融合至

80%以上时,用 0郾 25% 胰蛋白酶消化液消化收集细

胞,离心弃上清,以 PBS 洗 2 次,重悬于 500 滋L PBS
中,将细胞重悬液逐滴加入 - 20益预冷的无水乙醇

1郾 5 mL 中,然后置 4益固定过夜;离心弃乙醇,用 PBS
洗 2 次,加入 1 mL PBS 重悬细胞,加入 PI 和 RNaseA
至终浓度为 50 mg / L,37益温浴 30 min。 流式细胞术

检测细胞周期,采用 Modfit 软件进行结果分析。
1郾 3郾 2摇 复制性衰老过程中 IGFBP4 的表达 摇 摇 传

代过程中选取第 2、4、6、8 代细胞,待细胞培养融合

至 80%以上时,用 0郾 25%胰蛋白酶消化液消化收集

细胞,Western Blot 验证衰老过程中 IGFBP4 表达的

变化。
1郾 4摇 慢病毒感染 HUVEC

取第 2 代 HUVEC 接种于 6 孔板内,并分为对

照组、IGFBP4( + )组和 IGFBP4( - )组及 GFP 组,
待细胞生长融合至 80%时,将构建好的慢病毒分别

加入各组细胞中,轻轻摇晃混匀,置于 37益、5% CO2

培养箱中培养。 24 h 后换液,继续培养 48 h 后,收
集细胞,Western Blot 验证对照组、IGFBP4( + )组、
IGFBP4( - )组 IGFBP4 蛋白的表达,GFP 组置于荧

光显微镜下观察 GFP 表达,随机取四个视野,计数

荧光细胞数和内皮细胞总数,二者比值即为感染

效率。
1郾 4郾 1摇 感染后 HUVEC 的传代培养 摇 摇 将病毒感

染后内皮细胞记作为第 1爷代并进行传代培养,并依

次记录为 2爷代、3爷代、4爷代……,分别记录三组细胞

可传代代数。 病毒转染后细胞传代代数,加上转染

前传代数以校正,得到总传代代数。
1郾 4郾 2摇 衰老相关 茁鄄半乳糖苷酶染色摇 摇 茁鄄半乳糖

苷酶(SA鄄茁鄄Gal)是鉴定衰老细胞的一个生物学标

志物。 取各组第 2爷、4爷、6爷代细胞,待细胞生长融合

至 70%左右时,按 茁鄄半乳糖苷酶染色试剂盒说明进

行细胞染色。 每组各代细胞随机观察 4 个视野,计
数蓝染细胞数和细胞总数,取平均值计算衰老率。
1郾 4郾 3摇 病毒感染后流式细胞术检测细胞周期摇 摇 取

各组第 2爷、4爷、6爷代细胞,待内皮细胞培养融合至

80%以上时,用 0郾 25%胰蛋白酶消化液消化细胞,流
式细胞术检测细胞周期,采用 Modfit 软件进行结果分

析,得到不同代次各组细胞的细胞增殖指数, 并计算

第 6爷代较第 2爷代降低的细胞增殖指数(吟PI)。

1郾 5摇 数据处理和统计分析

每组实验均重复 3 次。 实验数据均以x 依 s 表

示。 数据采用 SPSS 13郾 0 软件包处理,各组计量资

料比较采用方差分析,两两比较采用 SNK鄄q 检验,P
< 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 目的基因片段 IGFBP4 的扩增、载体质粒及

RNAi 质粒的构建

为了使 IGFBP4 能够对内皮细胞产生稳定、持
久的作用,本实验采用第 3 代慢病毒包装系统,构建

IGFBP4 慢病毒并转染内皮细胞,使 IGFBP4 在内皮

细胞传代过程中稳定表达。
以质粒 pcDNA3郾 1鄄IGFBP4 为模板,应用特异性

引物,进行 PCR 反应扩增出长 764 bp 的目的基因片

段(图 1)。 构建载体质粒,并经琼脂糖凝胶电泳及

DNA 测序验证成功构建目的质粒。 慢病毒包装成

功后感染内皮细胞,以 Western Blot 检测各组细胞

IGFBP4 的表达情况,发现 IGFBP4( + )组目的蛋白

大量表达,IGFBP4( - )组未见目的蛋白表达,说明

IGFBP4 基因在 IGFBP4( + )组和 IGFBP4( - )组分

别得到有效地表达和沉默(图 2)。 GFP 组细胞置于

荧光显微镜下观察 GFP 表达,得出 GFP 组感染效率

为 68郾 4% ,从而估测各组细胞感染效率约为 68% 。

图 1. IGFBP4 PCR 产物电泳 摇 摇 M 为 Marker,1、2 为 PCR 产

物,3 为未加引物的阴性对照。

Figure 1. Electrophoresis of PCR products for IGFBP4

图 2. Western Blot 验证各组细胞 IGFBP4 的表达 摇 摇 1 为

IGFBP4( - )组,2 为对照组,3 为 IGFBP4( + )组。

Figure 2. IGFBP4 protein expression in each cell group by
using Western Blot
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2郾 2摇 HUVEC 的复制性衰老

流式细胞术分析细胞周期可发现,在传代过程

中内皮细胞生长逐渐减慢,细胞从 G1 期进入 S 期

的比值逐渐下降,从 G2 期进入 M 期的比值增加(表
1);细胞增殖指数 ( PI) 由第 2 代的 34郾 05% 依
0郾 47% 降至第 8 代的 18郾 13% 依 0郾 89% 。 第 6 代

(27郾 47% 依 0郾 52% )、第 8 代与第 2 代、第 4 代

(33郾 85% 依 0郾 67% )细胞相比较,差异有统计学意

义(P < 0郾 05)。 说明内皮细胞存在复制性衰老(正
常细胞体外分裂受限制)过程,可用于细胞衰老的

相关实验研究。
收集第 2、4、6、8 代细胞,Western Blot 检测衰老

过程中 IGFBP4 的表达水平,发现在正常内皮细胞

中其表达水平较低,各代间无明显差异(图 3)。
2郾 3摇 IGFBP4 对内皮细胞衰老进程的影响

病毒转染后记录细胞传代代数,加上转染前传代

数以校正,得到总传代代数,取平均值,得到各组传代

代数,IGFBP4( + )组传代代数(14郾 33 依 0郾 67)较对照

组(10郾 67 依0郾 33)和 IGFBP4( - )组(9郾 67 依 0郾 33)传
代代数明显增多(P < 0郾 05,n = 3),对照组与 IGFBP4
( - )组间差异无统计学意义(P >0郾 05,n =3)。

茁鄄半乳糖苷酶染色结果显示,同代次 IGFBP4
( + )组、对照组、IGFBP4( - )组蓝染细胞数依次增

多(图 4)。 不同代次各组间细胞平均衰老率见表

2,相同代次内细胞衰老率比较,IGFBP4( + )组明显

低于对照组和 IGFBP4( - )组,差异有统计学意义

(P < 0郾 05,n = 3),对照组与 IGFBP鄄4( - )组间差异

无统计学意义(P > 0郾 05,n = 3)。
在传代的细胞复制性衰老过程中,细胞的增殖能

力逐渐下降,应用流式细胞术测定细胞周期,得到不

同代次各组细胞的细胞增殖指数(表 3)。 随代龄增

加,高代龄细胞(第 6爷代)较低代龄细胞(第 2爷代)细

胞增殖指数降低的程度记为吟PI,IGFBP4( + )组吟PI
(10郾 35% 依 0郾 57%)比对照组(13郾 99% 依 0郾 65%)和
IGFBP4( - )组(14郾 90% 依 0郾 85%)降低的程度小,差
异有统计学意义(P <0郾 05,n =3)。

以上结果说明 IGFBP4 在体外培养的内皮细胞

的复制性衰老过程中发挥作用,可能引起内皮细胞

衰老的延缓。

表 1. 不同代次内皮细胞的周期分析(x 依 s,n = 3)
Table1. Cell cycle analysis of different cell passage (x 依 s,n
= 3)
代次 G0 / G1 S G2 / M
第 2 代 62郾 86% 依0郾 38% 27郾 91% 依0郾 64% 6郾 23% 依0郾 25%
第 4 代 66郾 51% 依0郾 67% 26郾 91% 依1郾 20% 6郾 94% 依0郾 53%
第 6 代 72郾 20% 依0郾 65% 19郾 86% 依0郾 56% 7郾 95% 依0郾 45%
第 8 代 81郾 90% 依0郾 87% 10郾 24% 依0郾 88% 7郾 86% 依0郾 49%

表 2. 不同代次各组间细胞平均衰老率(x 依 s,n = 3)
Table 2. The mean cell senescence rates of different passage
in each group (x 依 s,n = 3)
代次 对照组 IGFBP4( + )组 IGFBP4( - )组
第 2爷代 16郾 35% 依0郾 56% 11郾 33% 依0郾 76% ab 16郾 68% 依0郾 31%
第 4爷代 22郾 33% 依0郾 72% 16郾 83% 依0郾 53% ab 22郾 43% 依0郾 32%
第 6爷代 33郾 74% 依0郾 62% 24郾 60% 依0郾 90% ab 34郾 92% 依0郾 92%

a 为 P < 0郾 05,与同代次对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与同代次 IGFBP4
( - )组比较。

图 3. Western Blot 检测各代细胞 IGFBP4 表达摇 摇 1 为第 2
代,2 为第 4 代,3 为第 6 代,4 为第 8 代。

Figure 3. IGFBP4 protein expression in each passage by u鄄
sing Western Blot

图 4. 第 6爷代各组细胞 茁鄄半乳糖苷酶染色摇 摇 从左到右依次为对照组、IGFBP4( + )组和 IGFBP4( - )组。

Figure 4. 茁鄄galactosidase staining of 6爷 th passage in each group
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表 3. 不同代次各组细胞的平均细胞增殖指数(x 依 s,n = 3)
Table 3. The mean cell proliferation index of different pas鄄
sage in each group (x 依 s,n = 3)

代次 对照组 IGFBP4( + )组 IGFBP4( - )组

第 2爷代 30郾 84% 依0郾 46% 34郾 42% 依0郾 76% ab 31郾 12% 依0郾 89%

第 4爷代 23郾 63% 依0郾 56% 29郾 72% 依0郾 53% ab 24郾 00% 依1郾 30%

第 6爷代 16郾 88% 依0郾 43% 24郾 08% 依1郾 08% ab 16郾 22% 依0郾 34%

a 为 P < 0郾 05,与同代次对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与同代次 IGFBP4
( - )组比较。

3摇 讨摇 论

血管内皮系统是人体的重要组成部分,能产生

和分泌多种生物活性物质,对维持血压和体液平衡

起到重要作用。 老化被认为是动脉粥样硬化的主

要危险因素,老化发生的机制可能与端粒的缩短及

DNA 修复缺陷的增加有关[13]。 随着年龄增加,血
管内皮细胞的复制再生能力下降、凋亡增加,同时

内皮细胞功能发生紊乱,表现为内皮依赖性血管舒

张功能下降、氧化应激增强、内皮源性炎症因子的

合成 分 泌 增 加 等 是 血 管 性 疾 病 发 生、 发 展 的

病因[13鄄15]。
本实验通过衰老特异性 茁鄄半乳糖苷酶活性染

色及细胞周期测定等方法验证了 IGFBP4 对体外培

养内皮细胞衰老进程的影响。 研究中发现 IGFBP4
可增加内皮细胞传代代数,减少同代次细胞衰老

率,延缓传代过程中细胞增殖指数的下降。 以上结

果均证实,在体外培养的内皮细胞过程中,IGFBP4
高表达时能够延缓内皮细胞的衰老进程;而正常内

皮细胞 IGFBP4 表达水平较低,与 IGFBP4 基因沉默

后的阴性对照组比较无统计学差异。 这一结果为

抗内皮细胞衰老,促进损伤内皮修复及抑制动脉粥

样硬化治疗等研究提供了一个新的切入点,并具有

一定的临床运用前景。 但其具体的分子生物学机

制尚待进一步的深入研究揭示。
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