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[摘　 要] 　 目的　 探讨乙醛脱氢酶 ２(ＡＬＤＨ￣２)在氧化型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)诱导的内皮祖细胞(ＥＰＣ)氧化应

激和凋亡中的作用及分子机制ꎮ 方法　 培养人外周血 ＥＰＣꎬ分别用空白对照、１０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 和 １ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｄａ￣１
(ＡＬＤＨ￣２ 特异性激活剂)预处理＋１０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 干预ꎬ再分别采用 ＤＡＰＩ、ＪＣ￣１ 和 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染色 ＥＰＣꎬ检测 ＥＰＣ
的凋亡水平、活性氧(ＲＯＳ)水平和线粒体膜电位ꎬ采用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 评价 ＥＰＣ 的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 信号通路激活情况ꎮ 结

果　 对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组的 ＥＰＣ 凋亡率分别为 ４.９％±０.４％、１７.９％±２.９％和 ７.５％±０.８％ꎬ差异有

显著性(Ｐ<０.０５ꎬｎ＝ ６)ꎮ 对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组的 ＥＰＣ 发生线粒体膜电位丢失的细胞比率分别为

３.６％±０.７％、２８.５％±５.３％和 １２.４％±１.３％ꎬ组间差异有显著性(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎮ ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组的

ＲＯＳ 水平相对于对照组分别为 ３１９.７％±２３.５％和 １５２.７％±９.４％ꎬ差异有显著性(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎮ 而 ｏｘ￣ＬＤＬ 能够增

加 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达ꎬ但 Ａｌｄａ￣１ 预处理可能抑制 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎮ 结论　 ＡＬＤＨ￣２ 可以减少 ＥＰＣ 内

ＲＯＳ 水平ꎬ保护线粒体膜电位ꎬ减少 ＥＰＣ 的凋亡ꎬ而这与 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 有关ꎮ
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ｃｏｕｌｄ ｒｅｄｕｃｅ ＲＯＳ ｌｅｖｅｌ ｉｎ ＥＰＣꎬ ｓｔａｂｉｌｉｚｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ ｏｆ ＥＰＣ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ＥＰＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ. Ｏｔｈｅｒｗｉｓｅ
ｔｈｅｓｅ ａｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｃａｓｐａｓｅ￣３.

　 　 内皮祖细胞( ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓꎬＥＰＣ)
是成人最重要的调节血管新生和形成血管内皮的

一组干细胞ꎮ 它在冠心病患者血管内皮细胞修复

中起关键作用ꎮ 既往的研究表明 ＥＰＣ 具有较强的

抗氧化能力ꎬ能够避免氧化应激导致的损伤ꎮ 而最

近的研究表明ꎬ在急性心肌梗死等严重状态下ꎬＥＰＣ
活力显著受到影响ꎬ凋亡显著增加[１]ꎬ其机制还不

十分明确ꎮ 乙醛脱氢酶 ２( ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣
２ꎬＡＬＤＨ￣２)是机体乙醛代谢中的关键限速酶ꎬ被认

为能够起到明显抗氧化的作用ꎮ 而最近的研究发

现 ＡＬＤＨ￣２ 在 ＥＰＣ 是普遍高表达[２]ꎬ但其在 ＥＰＣ 抗

氧化和抗凋亡中的作用却未被全面了解ꎮ 本文的

研究重点在于探讨 ＡＬＤＨ￣２ 在 ＥＰＣ 的氧化应激调

节和抗凋亡中的作用及其分子机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

　 　 低密度脂蛋白(ＬＤＬ)、０.２５％胰酶、硫氰酸荧光

素标记荆豆凝集素 Ｉ(ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ)、Ａｌｄａ￣１(ＡＬＤＨ￣２
特异性激活剂)、ＤＣＦＨ￣ＤＡ、ＪＣ￣１ 和 ６￣二脒基￣２￣苯
基吲哚(ＤＡＰＩ)购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ淋巴细胞分离

液 Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ １０７７ 购自美国 Ａｍｅｒｓｈａｍ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ
公司ꎻ碱性成纤维生长因子( ｂａｓｉｃ ｆｉｂｒｏｂｌａｓｔ ｇｒｏｗｔｈ
ｆａｃｔｏｒꎬ ｂＦＧＦ ) 和 血 管 内 皮 生 长 因 子 ( ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)购于英国 Ｐｅｐｒｏｔｅｃｈ
公司ꎻ乙酰化低密度脂蛋白(Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ)购自美国

Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｐｒｏｂｅ 公司ꎻ胎牛血清( ｆｅｔａｌ ｂｏｖｉｎｅ ｓｅｒｕｍꎬ
ＦＢＳ)和 Ｍ１９９ 培养液购于美国 Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻ鼠抗人

磷酸化 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ＩｇＧ 抗体、鼠抗人 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ＩｇＧ 抗

体购自美国 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司ꎮ
１.２　 内皮祖细胞的分离与培养

采取健康志愿者外周血ꎬ用磷酸盐缓冲液

(ＰＢＳ)以 １ ∶ ２ 的比例稀释ꎬ缓慢转移至 Ｈｉｓｔｏｐａｑｕｅ
１０７７ 淋巴细胞分离液上方ꎬ室温下 ４００×ｇ 离心 ３０
ｍｉｎꎬ分离出单个核细胞层ꎮ 将单个核细胞用 Ｍ１９９
培养液(含 １０％ＰＢＳ、２０％胎牛血清、ＶＥＧＦ １０ μｇ / Ｌ、
ｂＦＧＦ １０ μｇ / Ｌ)稀释成 ５×１０９ / Ｌꎬ放置于含 ５％ＣＯ２

３７℃孵箱中培养ꎻ于第 ７ 天的细胞加入 ２. ４ ｍｇ / Ｌ
Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ 和 １０ ｍｇ / Ｌ ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉꎬ孵育 １ ｈ 后ꎬ用
荧光显微镜检测双染色阳性细胞百分比ꎮ 另取第 ７

天的细胞ꎬ用 ０.２５％胰蛋白酶去贴壁ꎬ加入 １０ ｍｇ / Ｌ
ＦＩＴＣ 标记的 ＣＤ３４ 抗体和 １０ ｍｇ / Ｌ ＰＥ 标记的

ＶＥＧＦ￣Ｒ２ 单克隆抗体ꎬ４℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ用流式细胞

仪检测 ＣＤ３４ 和 ＶＥＧＦ￣Ｒ２ 的表达率ꎮ
１.３　 低密度脂蛋白氧化为氧化型低密度脂蛋白

取 １ ｇ / Ｌ ＬＤＬ 无菌溶液ꎬ经分子多孔渗透膜 ４℃
透析 ２ ｈꎬ以去除 ＥＤＴＡꎬ加入 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＣｕＳＯ４ 溶液

３７℃氧化 ２４ ｈꎬ再使用分子多孔渗透膜 ４℃ 透析 ３
次ꎬ每次 ２ ｈꎬ以去除 ＣｕＳＯ４ꎮ
１.４　 细胞凋亡率的测定

取培养至第 ７ 天的 ＥＰＣꎬ在培养液中根据不同

分组加入不同药物干预细胞 ２４ ｈꎬ除去培养液ꎬ用
ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ然后用 ４％多聚甲醛固定 １５ ｍｉｎꎬ用
ＤＡＰＩ(２.５ ｍｇ / Ｌ)染细胞核 ２０ ｍｉｎꎬ在荧光显微镜下

观察细胞核形态ꎮ 在荧光显微镜下ꎬ活细胞核呈弥

散均匀荧光ꎬ凋亡细胞核或细胞质内可见致密的颗

粒块状荧光ꎬ核出现不同程度的固缩或 ＤＮＡ 荧光碎

片(凋亡小体)ꎮ 随机选取 ５ 个视野ꎬ计数 １００ 个细

胞核ꎬ计算细胞核凋亡小体形成率ꎬ细胞凋亡小体

形成率(％)＝ 凋亡小体细胞数 / 总的细胞数×１００％ꎮ
１.５　 细胞线粒体膜电位的检测

采用 ＪＣ￣１ 试剂检测 ＥＰＣ 内线粒体膜电位ꎮ 在

培养至第 ７ 天的 ＥＰＣ 培养液中ꎬ根据实验分组加入

相应药物干预 ２４ ｈꎬ除去培养液ꎬ采用 ＰＢＳ 洗 ２ 次ꎬ
加入 ＪＣ￣１ 工作液 １００ μＬꎬ于含 ５％ＣＯ２ 的 ３７℃孵箱

中培养 ２０ ｍｉｎꎬ采用 １×Ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ Ｂｕｆｆｅｒ 洗 ２ 次ꎬ于
荧光显微镜下观察细胞膜电位丢失细胞比例ꎮ
１.６　 细胞内活性氧水平测定

采用 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 染色检测细胞内活性氧(ＲＯＳ)
水平ꎮ 在 ＥＰＣ 培养液中ꎬ根据不同分组加入不同药

物干预细胞 ２４ ｈꎬ加入含 １０ μｍｏｌ / Ｌ ＤＣＦＨ￣ＤＡ 荧光

探针的培养液替换原培养液ꎬ孵育 ２０ ｍｉｎꎬ用无血清

细胞培养液清洗 ３ 次以去除探针ꎬ采用荧光显微镜

(激发波长 ４８８ ｎｍ)拍照检测绿色荧光强度ꎬ采用

Ｉｍａｇｅ￣ｐｒｏｐｌｕｓ６.０ 软件分析荧光强度ꎮ ＤＣＦ 的相对

荧光强度(％)＝ 处理组的荧光值 / 对照组的荧光值

×１００％ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测

将药物干预过的 ＥＰＣ 加入蛋白提取裂解液ꎬ于
４℃裂解细胞 ３０ ｍｉｎꎬ采用 ４℃ ８０００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎ
以去除沉淀ꎬ加入上样缓冲液煮沸 １０ ｍｉｎꎬ于 １２％

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



ＳＤＳ￣聚丙烯酰胺凝胶中电泳ꎬ再次电泳转入硝酸纤

维素膜ꎬ用 ５％无脂牛奶封闭 １ ｈꎬ分别采用鼠抗人

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ ＩｇＧ 抗体和鼠抗人 β￣ａｃｔｉｎ ＩｇＧ 抗体孵育

１２ ｈꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ加入羊抗鼠二抗室温下孵育 １
ｈꎬ采用电化学发光(ＥＣＬ)液显影ꎬＩｍａｇｅ￣ｐｒｏｐｌｕｓ６.０
软件分析信号强度ꎮ
１.８　 统计学处理

采用 ＳＰＳＳ１５.０ 统计学软件分析数据ꎮ 数据以ｘ
±ｓ 的形式表示ꎬ多组间比较采用 Ｏｎｅ￣Ｗａｙ ＡＮＯＶＡ
法ꎬ两组数据间比较采用 Ｓ￣Ｎ￣Ｋ 法ꎬ检验水准 α 为

０.０５ꎮ

２　 结　 果

２.１　 内皮祖细胞的形态与鉴定

　 　 ＥＰＣ 体外培养 ４８ ｈ 后出现集落ꎬ４ 天后多数集

落已经形成ꎬ于第 ８ 天后加入 Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ 和 ＦＩＴＣ￣
ＵＥＡ￣Ｉ 染色ꎬ其中 ９０％细胞吞噬 Ｄｉｌ￣ａｃ￣ＬＤＬ(荧光显

微镜下呈红色)ꎬ及 ＦＩＴＣ￣ＵＥＡ￣Ｉ(荧光显微镜下呈绿

色)染色阳性ꎮ 采用 ＦＩＴＣ 标记的鼠抗人 ＣＤ３４ 以及

ＰＥ 标记的鼠抗人 ＶＥＧＦ￣Ｒ２ 抗体于流式细胞仪检测

细胞表面标志ꎬ结果显示 ＣＤ３４ 及 ＶＥＧＦ￣Ｒ２ 阳性率

分别为 ８１.６％±３.３％和 ８９.２％±５.８％(图 １)ꎮ

图 １. 内皮祖细胞的形态与鉴定(２００×)
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ(２００×)

２.２　 乙醛脱氢酶 ２ 影响内皮祖细胞的凋亡水平

应用 ＤＡＰＩ 染 色 ＥＰＣ 的 细 胞 核 检 测 激 活

ＡＬＤＨ￣２ 对 ＥＰＣ 凋亡的影响ꎮ 加入 １０ ｍｇ / Ｌ 的氧化

型低密度脂蛋白(ｏｘ￣ＬＤＬ)处理 ＥＰＣ ２４ ｈ 后ꎬ部分细

胞出现典型的凋亡核形态学改变ꎬ与对照组比较ꎬ
细胞染色质浓缩ꎬ核固缩明显ꎬ凋亡小体数目显著

增加ꎬ加入 １ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｄａ￣１ 预处理 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ再加

入 １０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 处理ꎬ相对于单纯 ｏｘ￣ＬＤＬ 处理ꎬ
Ａｌｄａ￣１ 预处理可显著改善细胞凋亡状况ꎮ 经过凋亡

小体计算统计ꎬ对照组凋亡小体形成率为 ４. ９％ ±
０.４％ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组凋亡小体形成率(１７.９％±２.９％)明
显增多ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎬＡｌｄａ￣１＋
ｏｘ￣ＬＤＬ 组凋亡小体形成率(７.５％±０.８％)则较 ｏｘ￣
ＬＤＬ 组显著减少(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎬ可见 ＡＬＤＨ￣２ 对

ｏｘ￣ＬＤＬ 诱导的细胞凋亡具有明显的保护作用(图
２)ꎮ
２.３　 乙醛脱氢酶 ２ 激活能够稳定内皮祖细胞的线

粒体膜电位

在培养至第 ８ 天的 ＥＰＣ 培养基中分别加入空

白对照、１０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 或 １ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｄａ￣１ ＋ １０
ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 干预细胞ꎬ２４ ｈ 后加入 ＪＣ￣１ꎬ通过荧光

图 ２. 乙醛脱氢酶 ２ 影响内皮祖细胞的凋亡水平(１００×)　 　
从左到右依次为对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣２ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｌｅｖｅｌ(１００×)

显微镜检测 ＥＰＣ 细胞内线粒体膜电位ꎮ 结果显示

对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１ ＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组发生线粒体

膜电位丢失 ＥＰＣ 的比率分别为 ３.６％±０.７％、２８.５％
±５.３％和 １２.４％±１.３％(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６ꎻ图 ３)ꎮ 提示

ｏｘ￣ＬＤＬ 干预 ＥＰＣ 后ꎬ较多细胞出现线粒体膜电位

下降ꎬ而通过 Ａｌｄａ￣１ 预处理 ＥＰＣꎬ激活 ＡＬＤＨ￣２ 后ꎬ
再加入 ｏｘ￣ＬＤＬꎬＥＰＣ 内的线粒体膜电位丢失细胞的

比率显著低于 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ 这说明激活 ＡＬＤＨ￣２ 能

抑制 ｏｘ￣ＬＤＬ 引起的 ＥＰＣ 线粒体膜电位去极化ꎬ从
而提高线粒体膜电位水平ꎬ进而对线粒体膜电位丢
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失促发的 ＥＰＣ 凋亡具有一定的保护作用ꎮ

图 ３. 乙醛脱氢酶 ２ 激活能够稳定内皮祖细胞的线粒体膜电位(１００×)　 　 从左到右依次为对照组、ｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣２ ａｃｔｉｖａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ｓｔａｂｉｌｉｚｅ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌｓ
(１００×)

２.４　 乙醛脱氢酶 ２ 调节内皮祖细胞的 ＲＯＳ 水平

在培养至第 ８ 天的 ＥＰＣ 培养基中分别加入空

白对照、１０ ｍｇ / Ｌ ｏｘ￣ＬＤＬ 或 １ μｍｏｌ / Ｌ Ａｌｄａ￣１ ＋ １０
ｍｇ / Ｌ＋ｏｘ￣ＬＤＬꎬ２４ ｈ 后加入 ＤＣＦＨ￣ＤＡꎬ通过荧光显

微镜检测 ＥＰＣ 细胞内 ＲＯＳ 水平ꎮ 结果显示相对于

对照组ꎬｏｘ￣ＬＤＬ 组和 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组的荧光强度

分别为 ３１９.７％±２３.５％和 １５２.７％±９.４％ꎬ各组差异

有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎮ 结果提示 ｏｘ￣ＬＤＬ
能够显著地增加 ＥＰＣ 内 ＲＯＳ 水平ꎬ而通过 Ａｌｄａ￣１
预处理 ＥＰＣꎬ激活 ＡＬＤＨ￣２ 后ꎬ再加入 ｏｘ￣ＬＤＬꎬＥＰＣ
内的 ＲＯＳ 水平显著地低于 ｏｘ￣ＬＤＬ 组(图 ４)ꎮ

图 ４. 乙醛脱氢酶 ２ 调节内皮祖细胞的活性氧水平(１００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣２ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙ￣
ｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ(１００×)

２.５　 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的作用

将培养至第 ８ 天的 ＥＰＣ 无血清培养 ２４ ｈꎬ然后

在培养基中分别加入 ｏｘ￣ＬＤＬ 和 Ａｌｄａ￣１ꎬ２４ ｈ 后提取

蛋白ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ相对于对照组ꎬｏｘ￣
ＬＤＬ 能够增加 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达(相对于对照组为

２３７.７％ꎬＰ<０.０５ꎬｎ ＝ ６)ꎬ而激活 ＡＬＤＨ￣２ 能够减少

Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达 (相对于对照组为 １５７. ８％ꎬ Ｐ <
０.０５ꎬｎ＝ ６)(图 ５)ꎮ

图 ５. 乙醛脱氢酶 ２ 调节内皮祖细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３的表达　 　 １
为对照组ꎬ２ 为 ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎬ３ 为 Ａｌｄａ￣１＋ｏｘ￣ＬＤＬ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对

照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ｏｘ￣ＬＤＬ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ￣２ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒ ｃｅｌｌｓ

３　 讨　 论

ＥＰＣ 在缺血组织的血管新生过程中起重要作

用ꎬ在冠心病患者血管内皮的修复过程中起关键作

用[３]ꎮ 氧化应激与许多心血管疾病的发病有着密

切的关系ꎬ可通过引起内皮功能紊乱在高血压、动
脉粥样硬化及心肌缺血再灌注损伤等疾病或病理

生理过程中起关键作用[４]ꎮ 临床研究显示冠心病

的危险因素对 ＥＰＣ 的数量和功能都会产生不利影

响ꎬ限制 ＥＰＣ 在患者体内的血管新生能力[５]ꎮ 但冠

心病患者体内 ＥＰＣ 数量减少的确切机制还不十分

清楚ꎬ氧化应激诱导的细胞凋亡或衰老也许是影响

ＥＰＣ 数量和功能的潜在机制ꎮ 既往的研究表明 ＡＬ￣
ＤＨ￣２ 在缺血、内质网应激等导致的心肌损伤中具有

保护作用[６]ꎮ 本研究显示 ｏｘ￣ＬＤＬ 能引起 ＥＰＣ 的氧

化应激ꎬ导致其线粒体膜电位降低ꎬ凋亡增加ꎬ而激

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



活 ＡＬＤＨ￣２ 能够对抗 ｏｘ￣ＬＤＬ 的氧化应激作用ꎬ减少

线粒体膜电位降低ꎬ减少凋亡ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 信号通路

在这个过程中起着重要作用ꎮ
ＥＰＣ 具有比较强的抗氧化能力ꎬ能表达一系列

抗氧化酶ꎬ避免氧化应激损伤[７]ꎮ 但是各种抗氧化

酶在 ＥＰＣ 对抗氧化应激过程中的作用却不得而知ꎮ
ＡＬＤＨ￣２ 在 ＥＰＣ 中高表达ꎬ但其在 ＥＰＣ 抗氧化过程

中的作用并未被系统阐述ꎮ 既往的研究表明

ＡＬＤＨ￣２ 与 细 胞 的 氧 化 应 激 反 应 密 切 相 关[８]ꎮ
ＡＬＤＨ￣２ 缺乏或功能低下会增加细胞对氧化应激的

敏感性ꎬ导致阿尔茨海默病、糖尿病或冠心病等的

患病风险增加[９]ꎮ 近年的研究还表明 ＡＬＤＨ￣２ 酶活

性的下降增加酒精、缺血等多种因素引起的心肌损

伤并促进硝酸甘油耐受的发生[１０]ꎮ 国内的研究还

发现汉族人群中突变型 ＡＬＤＨ￣２ 基因是急性心肌梗

死和急性冠状动脉综合征的独立危险因素[１１]ꎮ ＡＬ￣
ＤＨ￣２ 在缺血性心肌损伤中起到保护作用ꎬＡＬＤＨ￣２
活性与心肌梗死面积及心肌梗死后的心功能有关ꎮ

细胞内的氧化还原环境在调节细胞增殖、自我

更新、衰老、分化和凋亡中起着重要作用ꎮ 氧化应

激可直接诱导凋亡ꎬ或通过把刺激信号由细胞膜转

移至细胞内ꎬ激发细胞内凋亡相关信号的转导和基

因的表达ꎬ诱导凋亡[１２]ꎮ ＡＬＤＨ￣２ 可能通过减少细

胞内脂质过氧化ꎬ消耗过量的活性氧ꎬ起到降低氧

化应激和避免蛋白合成障碍的作用ꎮ ＡＬＤＨ￣２ 是一

种线粒体酶ꎬ主要代谢机体内的各种醛类物质ꎮ 醛

类物质多具有较大毒性ꎬ可以通过细胞膜扩散ꎬ与
细胞内的脂质、蛋白质或 ＤＮＡ 结合ꎬ形成加成物ꎬ影
响这些大分子的功能ꎬ从而产生各种病理性损害ꎮ
氧化应激过程中ꎬ脂质过氧化可产生四羟基壬烯醛

( ４￣ｈｙｄｒｏｘｙ￣２￣ｎｏｎｅｎａｌꎬ４￣ＨＮＥ) 和丙二醛( ｍａｌｏｎｄｉ￣
ａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ) 等醛类物质ꎬ造成细胞损伤[１３]ꎮ
ＡＬＤＨ￣２ 是对抗内质网应激和线粒体损伤的重要保

护因子ꎮ 它除能够催化乙醛氧化为乙酸ꎬ还能氧化

分解 ４￣ＨＮＥ 为无毒性的相应酸类ꎬ起到减少体内脂

质过氧化、消耗过量的活性氧和避免蛋白合成障碍

的作用ꎮ 本研究通过特异性标志物(ＪＣ￣１ 和 ＤＣＦＨ￣
ＤＡ)检测线粒体膜电位和活性氧的水平ꎬ确定了

ＡＬＤＨ￣２ 在 ＥＰＣ 的抗氧化过程中的重要作用ꎮ 即

ＡＬＤＨ￣２ 可能通过清除细胞脂质过氧化产物ꎬ消耗

细胞内的 ＲＯＳꎬ间接减少细胞内的氧化应激水平ꎮ
本研究通过特异性标志物染色细胞核ꎬ发现 ＡＬＤＨ￣
２ 不仅能够起到抗氧化的作用ꎬ还能起到减少 ＥＰＣ
凋亡的作用ꎮ 而这可能与氧化应激引起的 Ｃａｓｐａｓｅ￣
３ 信号通路的激活有关ꎮ 本研究在深入研究 ＥＰＣ

氧化损伤机制的基础上ꎬ有利于后续研发新的药物

或基因治疗方法ꎬ阻断氧化应激引起 ＥＰＣ 损伤的信

号通路ꎬ提高 ＥＰＣ 的存活能力ꎬ给心血管疾病的治

疗带来新的希望ꎮ
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