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[摘　 要] 　 目的 　 探讨香烟提取物(ＣＳＥ) 对人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ) 蛋白亚硝基化的影响ꎮ 方法 　 以

ＨＵＶＥＣ 为体外模型ꎬ利用免疫荧光染色对细胞蛋白亚硝基化进行检测ꎬ并用生物素转化方法对荧光结果进行验

证ꎻ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 对蛋白进行了检测ꎻ另外ꎬ在实验过程中ꎬ对超氧阴离子水平也进行了检测ꎮ 结果　 不同浓度

ＣＳＥ(０.００５％、０.０１％、０.０２％和 ０.０４％)均能够明显减少蛋白的亚硝基化水平ꎬ且随着浓度增加ꎬ蛋白亚硝基化水平

减少越明显ꎮ ＮＯ 供体药物硝普钠(ＳＮＰ)、内源性供体亚硝基谷胱甘肽(ＧＳＮＯ)、长效 ＮＯ 供体 ＮＯ 亲和复合体

(ＮＯＮＯａｔｅ)和 ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂加拿大麻素均能够恢复被 ＣＳＥ 所导致的蛋白亚硝基化减少ꎮ 另外ꎬＣＳＥ 能够

增加超氧阴离子水平ꎬ这种作用能够被加拿大麻素所抑制ꎮ 结论　 ＣＳＥ 能够减少 ＨＵＶＥＣ 蛋白亚硝基化水平ꎮ 这

种作用与其激活 ＮＤＡＰＨ 氧化酶所引起的超氧阴离子积聚和 ＮＯ 产生通路的阻断有关ꎮ
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Ｓｏｄｉｕｍ ｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅ (ＳＮＰ)ꎬ ｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＮＯ)ꎬ ＮＯＮＯａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｃｎｉｎ ｒｅｓｔｏｒｅｄ ｔｈｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ￣ｎｉ￣
ｔｒｏｓｙａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＳＥ.　 Ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ＣＳＥ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｂｙ ａｐｏｃｎｉｎ. 　 　
Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ　 Ｉｎ ＨＵＶＥＣꎬ ＣＳＥ ｉｓ ａｂｌｅ ｔｏ ｒｅｄｕｃｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ) ｐａｔｈｗａｙ ｂｌｏｃｋａｇｅ.

　 　 亚硝基化 ( Ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ) 是一氧化氮 ( ｎｉｔｒｉｃ
ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)与蛋白的半胱氨酸巯基共价键可逆性结

合ꎬ形成亚硝基硫醇的过程[１]ꎮ 这是细胞信号传导

过程中重要的翻译后蛋白修饰过程ꎮ 在内皮细胞

中ꎬ蛋白的亚硝基化参与多种生物学功能ꎬ如激活

离子通道、抗氧化应激、抗凋亡和抗炎等[２]ꎮ 多种

心血管危险因子(如肿瘤坏死因子 α[３]、氧化型低密

度脂蛋白[３]、高糖[４] 和同型半胱氨酸[５] )均能够通

过下调内皮细胞蛋白亚硝基化水平ꎬ导致内皮损

伤ꎬ触发动脉粥样硬化的发生ꎮ 吸烟是引起心血管
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疾病的重要危险因素之一[６]ꎮ 吸烟所产生的烟雾

颗粒含有 ４０００ 种以上化学成分ꎬ其中包括尼古丁、
一氧化碳、丙烯醛及多种氧化剂等[７￣８]ꎮ 研究显示ꎬ
内皮细胞损伤可能是吸烟促进心血管疾病发生发

展的重要机制ꎮ 氧化应激所导致的 ＮＯ 水平下调在

其中发挥至关重要的作用[９]ꎮ 已有文献报道ꎬ水溶

性香烟提取物( ｃｉｇａｒｅｔｔｅ ｓｍｏｋｅ ｅｘｔｒａｃｔｓꎬ ＣＳＥ)能够

通过诱导活性氧的产生ꎬ抑制 ＮＯ 的水平ꎬ引起内皮

细胞的损伤[１０]ꎮ 然而ꎬ其详细机制尚不清楚ꎮ 因

此ꎬ本研究以人脐静脉内皮细胞( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ ＨＵＶＥＣ)为研究模型ꎬ通过检

测总蛋白的亚硝基化水平ꎬ深入探讨 ＣＳＥ 诱导内皮

损伤机制ꎬ这将为吸烟引起的内皮细胞损伤研究提

供新视角ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 ＨＵＶＥＣ 的培养

　 　 取健康胎儿剖宫产的脐带ꎬ用 ＰＢＳ 冲洗脐静脉

至无血迹ꎬ注入Ⅰ型胶原酶(１ ｇ / Ｌ)ꎬ３７℃ 消化 １５
ｍｉｎ 后ꎬ用无血清的 Ｍ１９９ 溶液冲洗ꎬ液体一并收集

入离心管ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后弃去上清ꎬ用
Ｍ１９９ 完全培养基调整细胞浓度后置于培养瓶中培

养ꎮ 细胞作用前饥饿 ２０ ｈꎬ利用免疫荧光染色技术

对细胞进行血管性假血友病因子( ｖｏｎ Ｗｉｌｌｅｂｒａｎｄ
ｆａｃｔｏｒꎬｖＷＦ)鉴定ꎮ 实验所用为 ２ ~ ３ 代细胞[５]ꎮ 该

研究得到西安医学院伦理委员会的许可ꎮ
１.２　 免疫荧光染色

细胞爬片后ꎬ丙酮固定 １０ ｍｉｎꎬＴｒｉｔｏｎ Ｘ￣１００ 透

化 １０ ｍｉｎꎬ５％的山羊血清封闭 ３０ ｍｉｎꎬ滴加抗亚硝

基化的半胱氨酸多克隆抗体或抗 ｖＷＦ 单克隆抗体ꎬ
４℃孵育过夜ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ避光滴加标记 ＦＩＴＣ 的

二抗ꎬ３７℃孵育 １ ｈꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ封片ꎬ荧光显微

镜照相ꎮ
１.３　 ＣＳＥ 的制备

根据参考文献[１０]制备 ＣＳＥꎬ具体方法如下:
将香烟(品牌:万宝路)去除过滤嘴后ꎬ插入特殊塑

料管道口内(管道含一金属圈通)ꎬ其中塑料管道另

一端与真空泵相连ꎬ打开真空泵ꎬ同时点燃香烟ꎬ抽
取所有烟雾颗粒ꎬ最后ꎬ将两根香烟所收集的烟雾

颗粒直接缓慢注入 ５０ ｍＬ 的 Ｍ１９９ 培养基中ꎬ氢氧

化钠调节 ｐＨ 值至 ７.４ 后ꎬ０.２２ μｍｏｌ / Ｌ 滤器过滤除

菌即可获得浓度为 １０％的 ＣＳＥ 溶液ꎮ 最后ꎬ分别利

用 Ｍ１９９ 培养基将所得 １０％ＣＳＥ 溶液稀释成终浓度

为 ０.００５％、０.０１％、０.０２％和 ０.０４％溶液对细胞进行

处理后ꎬ检测相应指标ꎮ
１.４　 超氧阴离子检测

细胞内超氧阴离子通过超氧阴离子荧光探针

(购自碧云天生物技术研究所)进行检测ꎮ 实验步

骤按照试剂说明书进行ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ

提取细胞蛋白ꎬ并对其进行定量ꎬ １０％ ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 凝胶电泳分离蛋白ꎬ湿转 ６０ ｍｉｎꎬ５％脱脂奶

粉封闭 ＰＶＤＦ 膜 １ ｈꎬ抗 β￣ａｃｔｉｎ 或抗生物酰化抗体

孵育过夜ꎬＰＢＳ 洗涤 ３ 次ꎬ加 ＨＲＰ 标记的二抗 ３７℃
孵育 ６０ ｍｉｎꎬ最后利用 ＥＣＬ 显色ꎬ照相ꎮ
１.６　 生物素转化方法

在避光条件下先提取细胞蛋白ꎬ并对其进行定

量ꎬ利用缓冲液调整相同蛋白浓度ꎮ 利用 ＭＭＴＳ 阻

断自由巯基ꎬ同时加入维生素 Ｃ 和 ｂｉｏ￣ＨＰＤＰ 溶液ꎬ
以利用 ｂｉｏ￣ＨＰＤＰ 取代 ＭＭＴＳꎬ至此将易分解的亚硝

基化蛋白转化成稳定的生物酰化的蛋白ꎮ 检测生

物酰化的蛋白即可间接反映亚硝基化蛋白水平ꎮ
最后ꎬ利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测生物素化蛋白[５]ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ＨＵＶＥＣ 细胞形态及鉴定

　 　 我们成功提取原代的 ＨＵＶＥＣꎬ细胞培养 ７ 天左

右ꎬ倒置显微镜下可观察到贴壁生长的原代内皮细

胞呈 典 型 的 铺 路 石 样 排 列 ( 图 １Ａ)ꎮ ｖＷＦ 是

ＨＵＶＥＣ 表面特异性因子ꎬ据此我们利用免疫荧光

(ｖＷＦ 因子)对 ＨＵＶＥＣ 进行了鉴定ꎮ 结果显示ꎬ细
胞胞浆均呈现绿色荧光ꎬ整个细胞轮廓清楚ꎬ证实

培养的细胞为内皮细胞ꎬ且纯度较高ꎮ 这表明我们

培养的细胞为 ＨＵＶＥＣ(图 １Ｂ)ꎮ

图 １. ＨＵＶＥＣ 典型的细胞形态及鉴定 　 　 Ａ 为 ＨＵＶＥＣ 光镜

下的细胞形态(１００×)ꎬＢ 为 ＨＵＶＥＣ 表面特异性因子 ｖＷＦ 的免疫荧

光染色(２００×)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ

０９８ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２４ꎬＮｏ ９ꎬ２０１６



２.２　 ＣＳＥ 对 ＨＵＶＥＣ 蛋白亚硝基化的影响

我们利用不同浓度的 ＣＳＥ 对 ＨＵＶＥＣ 处理 ２４
ｈꎬ免疫荧光检测细胞的蛋白亚硝基化水平(荧光强

弱表示表达的高低)ꎬ并利用生物素转化方法对荧

光结果进行了验证ꎮ 结果显示ꎬ不同浓度 ＣＳＥ

(０.００５％、０.０１％、０.０２％和 ０.０４％)均能够明显减少

蛋白的亚硝基化水平ꎬ且剂量越大ꎬ其蛋白亚硝基

化水平越少(图 ２Ａ)ꎮ 最后ꎬ生物素转化(全条带灰

度的深浅表示 ＨＵＶＥＣ 总蛋白亚硝基化水平的高

低)的结果也验证了我们的发现(图 ２Ｂ)ꎮ

图 ２. ＣＳＥ 下调 ＨＵＶＥＣ 蛋白亚硝基化水平　 　 Ａ 为亚硝基化半胱氨酸免疫荧光染色检测整体细胞蛋白亚硝基化水平(２００×ꎬｎ ＝ ３)ꎻＢ
为生物素转化方法对免疫荧光(０.０４％ＣＳＥ)结果的验证(ｎ＝ ３)ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ＣＳＥ ａｔｔｅｎｕａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｉｎ ＨＵＶＥＣ

２.３　 ＣＳＥ 通过 ＮＯ 通路影响 ＨＵＶＥＣ 蛋白亚硝基化

水平

为了观察 ＮＯ 在 ＣＳＥ 下调蛋白亚硝基化水平的

作用ꎬ我们分别利用 ＮＯ 供体药物硝普钠( ｓｏｄｉｕｍ
ｎｉｔｒｏｐｒｕｓｓｉｄｅꎬＳＮＰ)(１００ μｍｏｌ / Ｌ) [１０]、内源性供体亚

硝基谷胱甘肽(ｎｉｔｒｏｓｏｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬＧＳＮＯ)(１００ μｍｏｌ /
Ｌ) [５]和长效 ＮＯ 供体 ＮＯ 亲和复合体(ＮＯＮＯａｔｅ)
(１００ μｍｏｌ / Ｌ) [１１]与 ＣＳＥ 共同处理 ＨＵＶＥＣ ２４ ｈꎬ结
果表明ꎬＣＳＥ 所引起的蛋白亚硝基化水平减少能够

被 ＳＮＰ、ＧＳＮＯ 和 ＮＯＮＯａｔｅ 所完全恢复(图 ３)ꎮ

图 ３. 不同 ＮＯ 供体能够恢复 ＣＳＥ 所下调的蛋白亚硝基化水平(２００×ꎬｎ ＝ ３) 　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ０.０４％ＣＳＥ 组ꎬＣ 为 ０.０４％ＣＳＥ＋

ＳＮＰ 组ꎬＤ 为 ０.０４％ＣＳＥ＋ＧＳＮＯ 组ꎬＥ 为 ０.０４％ＣＳＥ ＋ＮＯＮＯａｔｅ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＮＯ ｄｏｎｏｒｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｄｏｗｎ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｂｙ ＣＳＥ (２００×ꎬｎ＝ ３)

２.４　 ＣＳＥ 对 ＨＵＶＥＣ 中超氧阴离子的影响

为了 探 讨 ＮＡＤＰＨ 氧 化 酶 在 ＣＳＥ 引 起 的

ＨＵＶＥＣ 超氧阴离子聚集作用中的影响ꎬ我们利用

ＮＡＤＰＨ 氧化酶抑制剂加拿大麻素(５００ μｍｏｌ / Ｌ)和
ＣＳＥ 共同处理细胞ꎮ 结果表明ꎬＣＳＥ 明显增加超氧

阴离子水平ꎬ这种作用能够被加拿大麻素所抑制

(图 ４)ꎮ

２.５　 超氧阴离子在 ＣＳＥ 影响 ＨＵＶＥＣ 蛋白亚硝基

化中的作用

为了探讨超氧阴离子在 ＣＳＥ 下调 ＨＵＶＥＣ 蛋白

亚硝基化水平中的作用ꎬ我们利用加拿大麻素(５００
μｍｏｌ / Ｌ)和 ＣＳＥ 共同处理细胞[４]ꎮ 结果表明ꎬ加拿

大麻素能够恢复 ＣＳＥ 所导致的蛋白亚硝基化水平

减少(图 ５)ꎮ
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图 ４. 加拿大麻素能够抑制 ＣＳＥ 引起的细胞内超氧阴离子聚集(２００×ꎬｎ＝ ３)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ０.０４％ＣＳＥ 组ꎬＣ 为 ０.０４％ＣＳＥ＋加
拿大麻素组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ａｐｏｃｎｉｎ ｃｏｕｌｄ ｉｎｈｉｂｉｔ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ａｎｉｏｎ ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＳＥ(２００×ꎬｎ＝ ３)

图 ５. 加拿大麻素能够恢复 ＣＳＥ 所导致的蛋白亚硝基化水平减少(２００×ꎬｎ＝ ３)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 ０.０４％ＣＳＥ 组ꎬＣ 为 ０.０４％ＣＳＥ＋

加拿大麻素组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ａｐｏｃｎｉｎ ｃｏｕｌｄ ｒｅｓｔｏｒｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ￣ｎｉｔｒｏｓｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ＣＳＥ ｉｎ ＨＵＶＥＣ (２００×ꎬ ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

当前的研究表明ꎬＣＳＥ 处理 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ随着其

剂量的增加ꎬ细胞总蛋白亚硝基化水平减少ꎮ 其机

制可能与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶 /超氧阴离子 / ＮＯ 信号通

路有关ꎮ 我们的研究结果显示ꎬ ＣＳＥ 通过激活

ＮＡＤＰＨ 氧化酶产生超氧阴离子ꎬ从而抑制内皮细

胞 ＮＯ 的产生ꎬ进而下调蛋白的亚硝基化水平ꎮ 据

已有文献报道ꎬ本研究在国内外还属首次ꎮ
ＮＯ 是保护内皮功能完整性的重要调控因子ꎬ

ＮＯ 生物利用度的减少参与多种疾病引起的内皮细

胞功能障碍ꎮ ＮＯ 对蛋白亚硝基化修饰是其主要机

制ꎮ 蛋白的亚硝基化是机体广泛存在的调控多种

生物学功能的翻译后修饰过程ꎮ 迄今为止ꎬ在内皮

细胞中已鉴定出 １００ 多种亚硝基化蛋白[２]ꎮ
以往研究表明ꎬＣＳＥ 能够减少 ＮＯ 生物利用度ꎬ

诱导内皮细胞功能障碍[１０]ꎮ 在当前的研究中ꎬ我们

发现ꎬＣＳＥ 能够以剂量依赖的方式减少 ＨＵＶＥＣ 的

蛋白亚硝基化水平ꎮ 这种作用能够同时被内源性

ＮＯ 供体 ＧＳＮＯ 和外源性 ＮＯ 供体 ＮＯＮｏａｔｅ 所完全

恢复ꎮ 因此ꎬ我们认为ꎬＣＳＥ 通过减少 ＮＯ 的生物利

用度ꎬ下调内皮细胞的亚硝基化水平ꎮ

另外ꎬＣＳＥ 还能够促进氧化应激ꎬ诱导内皮细胞

功能障碍和损伤ꎮ 研究表明ꎬＣＳＥ 通过激活 ＮＡＤＰＨ
氧化酶活性ꎬ引起超氧阴离子在内皮细胞内积

聚[１２]ꎮ 我们的研究结果表明ꎬＣＳＥ 能够明显促进超

氧阴离子在细胞内的积聚ꎬ而这种作用能够被

ＮＡＤＰＨ 氧化酶的抑制剂加拿大麻素所抑制ꎮ 这说

明 ＣＳＥ 是通过激活 ＮＡＤＰＨ 氧化酶ꎬ促进氧化应激ꎮ
这与以前的报道一致[１２]ꎮ 另外ꎬ研究者还发现ꎬ
ＣＳＥ 还通过激活氧化应激通路ꎬ减少内皮细胞 ＮＯ
的产生[１０]ꎮ 基于此ꎬ我们探讨了 ＣＳＥ 所引起的氧

化应激与内皮细胞亚硝基化的关系ꎮ 我们发现 ＣＳＥ
所导致的蛋白亚硝基化减少ꎬ能够被加拿大麻素所

恢复ꎮ 这表明ꎬＣＳＥ 引起的内皮细胞亚硝基化减少

与 ＮＡＤＰＨ 氧化酶的激活所导致超氧阴离子积聚ꎬ
以及最终引起的 ＮＯ 产生通路阻断有关ꎮ

综上所述ꎬ我们的研究显示ꎬＣＳＥ 能够减少 ＨＵ￣
ＶＥＣ 蛋白亚硝基化水平ꎮ 其机制可能与 ＣＳＥ 激活

ＮＤＡＰＨ 氧化酶所引起的超氧阴离子积聚和 ＮＯ 产

生通路的阻断有关ꎮ 该研究将为吸烟诱导内皮功

能障碍机制提供新视角ꎮ
(下转第 ９３８ 页)
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