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[摘　 要] 　 目的　 探讨细胞外超氧化物岐化酶(ＥＣ￣ＳＯＤ)在同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)致巨噬细胞氧化应激中的作用及

机制ꎮ 方法　 将 ＴＨＰ￣１ 单核细胞用佛波酯刺激 ４８ ｈ 后演变成巨噬细胞ꎬ用 ０、５０、１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 作用细

胞 ７２ ｈꎬ并加设叶酸＋维生素 Ｂ１２(ＶｉｔＢ１２)干预组(１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ＋３０ μｍｏｌ / Ｌ 叶酸＋３０ μｍｏｌ / Ｌ ＶｉｔＢ１２)ꎮ 微板法

检测氧化应激指标(Ｈ２Ｏ２、Ｏ２
－、ＯＨ－ )的变化ꎻ实时荧光定量 ＰＣＲ 检测巨噬细胞中 ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 表达水平ꎻ

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测巨噬细胞中 ＥＣ￣ＳＯＤ 的蛋白表达水平ꎻＥＣ￣ＳＯＤ 测定试剂盒检测 ＥＣ￣ＳＯＤ 活性ꎮ 分别构建 ＥＣ￣ＳＯＤ
重组质粒和干扰质粒转染细胞ꎬ检测 ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 及蛋白的表达水平以及超氧阴离子的表达ꎮ 结果　 与对照

组相比ꎬ１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 Ｈ２Ｏ２、ＯＨ
－活性显著增高 (Ｐ<０.０１)ꎬＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 和蛋白表达明显降低(Ｐ<

０.０１)ꎮ 与对照组相比ꎬ１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＥＣ￣ＳＯＤ 活性分别下降了 １３.９２％、８.６２％、１０.３２％(Ｐ<０.０５ꎬＰ<
０.０１)ꎮ 与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬ叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组 ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 的表达升高了 ４７％ꎮ 分别转染 ＥＣ￣ＳＯＤ 重

组质粒和干扰质粒后ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬＥＣ￣ＳＯＤ 重组组 Ｏ２
－含量降低了 ６３.８９％ꎬ干扰片段￣５９６ 组 Ｏ２

－ 含

量则增加了 ３３.５９％(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎮ 结论　 ＥＣ￣ＳＯＤ 参与了 Ｈｃｙ 导致的单核细胞源性巨噬细胞的氧化应激ꎮ 在

抑制 Ｈｃｙ 诱导动脉粥样硬化的过程中ꎬＥＣ￣ＳＯＤ 可能发挥着重要的作用ꎮ
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ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ １３.９２％ꎬ ８.６２％ꎬ １０.３２％ ｉｎ １００ꎬ ２００ꎬ ５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５ ｏｒ Ｐ<０.０１).　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ４７％ ｉｎ ｆｏｌａｔｅ ａｃｉｄ＋ＶｉｔＢ１２ ｉｎｔｅｒｖｅｎｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ.
Ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄꎬ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ ｇｒｏｕｐꎬ Ｏ２

－

ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｄｅｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ６３.８９％ ｉｎ ＥＣ￣ＳＯＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｇｒｏｕｐꎬ ｗｈｉｌｅ Ｏ２
－ ｃｏｎｔｅｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｙ ３３.５９％ ｉｎ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ

ｆｒａｇｍｅｎｔ ￣５９６ ｇｒｏｕｐ (Ｐ<０.０５ ｏｒ Ｐ<０.０１).　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ　 ＥＣ￣ＳＯＤ ｉｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ
ｉｎ ｍｏｎｏｃｙｔｅ￣ｄｅｒｉｖｅｄ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ.　 ＥＣ￣ＳＯＤ ｍａｙ ｐｌａｙ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｒｏｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ.

　 　 动脉粥样硬化( ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)所致的心脑

血管疾病是当今严重危害人类生命健康的疾病ꎬ是
发展中国家和发达国家主要的致死、致残原因[１￣２]ꎬ
因此关于 Ａｓ 发生、发展的分子机制日益受到国内外

学者的重视ꎮ Ａｓ 是由多种遗传和环境因素在多层

次上综合作用的复杂病变ꎬ在其众多的致病因素

中ꎬ氧化应激与 Ａｓ 的发生发展密切相关[３]ꎮ 流行

病学和临床病例证实ꎬ血浆同型半胱氨酸(ｈｏｍｏｃｙｓ￣
ｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)升高是 Ａｓ 发生发展的独立危险因子[４]ꎬ
Ｈｃｙ 在代谢过程中其含有的巯基(￣ＳＨ)可自动氧化

生成活性氧———过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)、超氧化物阴离子

自由基(Ｏ２
－)、羟自由基(ＯＨ－)ꎬ使体内氧化物质含

量升高ꎬ打破了氧化与抗氧化的平衡ꎬ进一步发生

氧化应激[５]ꎮ 提示氧化应激可能是 Ｈｃｙ 致 Ａｓ 的重

要发病机制之一ꎮ 在机体抗氧化酶防御体系中ꎬ超
氧化物歧化酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＳＯＤ)在抗氧化

损伤方面发挥着重要的作用ꎬ超氧阴离子自由基在

它的催化作用下能够产生歧化反应而被清除ꎬ保护

细胞免受自由基的攻击和损害[６￣７]ꎮ ＳＯＤ 家族主要

包括 Ｃｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ、Ｍｎ￣ＳＯＤ 及细胞外超氧化物岐化

酶( ｅｘｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬＥＣ￣ＳＯＤ)ꎬ目
前针对 ＥＣ￣ＳＯＤ 的研究尚未受到足够的重视ꎬＥＣ￣
ＳＯＤ 作为由巨噬细胞分泌、是唯一分布在细胞外发

挥抗氧化功能的酶ꎬ在 Ｈｃｙ 致 Ａｓ 中ꎬＥＣ￣ＳＯＤ 是否

受到了 Ｈｃｙ 的调控并改变了其表达及其具体的作

用目前尚不完全清楚ꎮ 因此ꎬ本研究旨在探讨 Ｈｃｙ
致巨噬细胞参与 Ａｓ 形成过程中是否发生了氧化应

激ꎬ以及 Ｈｃｙ 是否可通过调控 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达与活

性诱导巨噬细胞氧化应激ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要仪器与试剂

　 　 ＣＯ２ 培养箱(德国 Ｈｅｒａｅｕｓ 公司)ꎻＢＸ５１ＴＦ 型荧

光显微镜 (日本 ＯＬＹＭＰＵＳ 公司)ꎻＭａｓｔｅｒｃｙｃｌｅｒ 
ｇｒａｄｉｅｎｔ 梯度 ＰＣＲ 仪 (美国 Ｐｅｒｋｉｎ￣Ｅｌｍｅｒ 公司)ꎻ
ＦＴＣ￣３０００ 荧光定量基因扩增仪(加拿大峰岭公司)ꎻ
高速低温离心机(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆｆ 公司)ꎻ凝胶成像

系统(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)ꎻＢＳ１１０Ｓ 型精密天平(德
国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公 司 )ꎻ Ｍｏｄｅｌ Ｇ￣５６０ 涡 漩 振 荡 器

(Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｉｎｄｕｓｔｒｉｅｓ Ｉｎｃ)ꎻ５４１５Ｄ 型微量台式离心机

(德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎻ相差显微镜(日本 Ｎｉｋｏｎ 公

司)ꎻ电泳仪(美国 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司)等ꎮ Ｈｃｙ、佛波酯、
二甲基亚砜(德国 Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻＲＮＡ 提取 Ｔｒｉｚｏｌ 试
剂盒(美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ 公司)ꎻＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶、ｄＮＴＰ
(Ｔａｋａｒａ 公司)ꎻＤＮＡ 纯化回收试剂盒(Ａｘｙｇｅｎ 公

司)ꎻ 逆 转 录 试 剂 盒、 荧 光 ＰＣＲ 试 剂 盒 ( 英 国

Ｆｅｒｍｅｎｔａｓ 公司)ꎻＯ２
－、ＯＨ－、Ｈ２Ｏ２ 测定试剂盒(南京

建成生物工程研究所)ꎻＥＣ￣ＳＯＤ 抗体 (Ａｂｃａｍ 公

司)ꎻＦＩＴＣ 标记山羊抗鼠 ＩｇＧ(北京中杉金桥生物技

术有限公司)ꎻ基因引物全部由上海生工生物有限

公司合成ꎮ
１.２　 细胞培养及分组

从液氮罐中取出冻存的 ＴＨＰ￣１ 单核细胞株ꎬ迅
速置于 ３７℃水浴中ꎬ连续晃动使之均匀受热ꎬ待完

全溶解后加入适量 ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎬ１５００ ｒ / ｍｉｎ
离心 ３ ｍｉｎꎬ弃去上清ꎻ加入 ５ ｍＬ 含 １５％胎牛血清的

ＲＰＭＩ￣１６４０ 培养基ꎬ转移至细胞培养瓶中ꎬ于 ３７℃、
５％ＣＯ２ 培养箱中培养ꎻ待细胞增殖到一定数量后传

代ꎬ于 ２５ ｃｍ２ 培养瓶中接种ꎬ细胞数约为 ４×１０６ 个ꎻ
每瓶加入 ５００ ｎｍｏｌ / Ｌ 佛波酯 ６ ｍＬ ꎬ于 ３７℃、５％ＣＯ２

的环境下培养 ４８ ｈꎮ 光学显微镜下观察细胞呈贴壁

状态ꎬ形态不规则且有伪足伸出ꎬ证实 ＴＨＰ￣１ 单核

细胞已分化成为巨噬细胞ꎮ 将细胞分别置于浓度

为 ０(对照组)、５０、１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 和 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ＋ ３０ μｍｏｌ / Ｌ 叶酸 ＋ ３０ μｍｏｌ / Ｌ 维生素

Ｂ１２(ｖｉｔａｍｉｎ Ｂ１２ꎬＶｉｔＢ１２)(叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组)的
培养液中孵育 ７２ ｈꎬ以备实验使用ꎮ
１.３　 ＥＣ￣ＳＯＤ 活性检测及 Ｈ２Ｏ２、ＯＨ

－、Ｏ２
－检测

操作方法均按照南京建成生物工程公司提供

的检测试剂盒说明书进行ꎮ
１.４　 实时荧光定量 ＰＣＲ 法检测 ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ
表达

采用 Ｐｒｉｍｅｒ ５.０ 软件设计引物:ＥＣ￣ＳＯＤ 引物上

游:５′￣ＡＡＴＧＡＴＡＧＣＣＣＴＴＧＣ￣３′ꎬ下游:５′￣ＴＴＣＣＣＡＡＡＴ￣
ＧＡＧＣＣ￣３′ꎬ扩增产物长度 １３２ ｂｐꎮ ＧＡＰＤＨ 引物上游:

０２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



５′￣ＡＧＡＡＧＧＣＴＧＧＧＧＣＴＣＡＴＴＴＧ￣３′ꎬ下游:５′￣ＡＧＧＧＧＣ￣
ＣＡＣＡＧＴＣＴＴＣ￣３′ꎬ扩增产物长度 １４６ ｂｐꎮ 收集各组

细胞ꎬＴｒｉｚｏｌ 抽提细胞总 ＲＮＡꎬ按说明书逆转录合成

ｃＤＮＡꎬ用以下条件进行 ＰＣＲ:９４℃ 预变性 ３ ｍｉｎꎬ
９４℃变性 ４５ ｓꎬ４６℃退火 ４５ ｓꎬ７２℃延长 ４５ ｓꎬ扩增

５０ 个循环ꎮ 实验结果根据宁夏医科大学心脑血管

重点实验室的计算方法[８] 获得目的基因的相对表

达量ꎮ
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＥＣ￣ＳＯＤ 的蛋白表达

按凯基全蛋白提取试剂盒提取各组细胞蛋白ꎬ
以 ＢＣＡ 法测蛋白浓度ꎻ取等量蛋白上样进行 ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎻ转膜ꎬ封闭后ꎬ加入一抗(１ ∶ ５００)ꎬ４℃
过夜ꎻ辣根过氧化物酶(１ ∶ ５０００)作用 ２ ｈ 后曝光ꎮ
用 Ｂｉｏ￣Ｒａｄ Ｑｕａｎｔｉｔｙ ４.５.２ 软件分析测定其区带的感

光密度ꎬ以 ＥＣ￣ＳＯＤ 的灰度值与 β￣ａｃｔｉｎ 灰度值的比

值作为 ＥＣ￣ＳＯＤ 蛋白表达水平ꎮ
１.６　 ＥＣ￣ＳＯＤ 的基因组载体构建及细胞转染

Ｔｒｉｚｏｌ 抽提巨噬细胞总 ＲＮＡ 作为模板ꎬＥＣ￣ＳＯＤ
基因编码区域序列ꎬ上游引物:５′￣ＣＣＣＡＡＧＣＴＴＡＴ￣
ＧＣＴＧＣＧＧＴＡＣＴＧＴＧＴＴＣ￣３′(划线处为 ＨｉｎｄⅢ酶切

位 点 )ꎻ 下 游 引 物: ５′￣ＣＧＧＡＡＴＴＣＴＣＡＧＧＣＧ￣
ＧＣＧＡＣＴＴＣＴＣＧ￣３′(划线处为 ＥｃｏＲⅠ酶切位点)ꎬ产
物大小为 ７１８ ｂｐꎮ 反应体系如下:ＧＣ 缓冲液 １２.５
μＬꎬｃＤＮＡ １ μＬꎬｄＮＴＰ ４ μＬꎬＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶 ０.２５
μＬꎬ上下游引物各 ０.５ μＬꎬＨ２Ｏ ６.２５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应

参数为:９５℃预变性 ４ ｍｉｎꎻ９４℃变性 ３０ ｓꎬ５６℃退火

３０ ｓꎬ７２℃ 延伸 ３０ ｓꎬ扩增 ３５ 个循环ꎻ７２℃ 延伸 ７
ｍｉｎꎬ４℃保存ꎮ 将 ＰＣＲ 产物电泳后回收目的片段ꎮ
载体质粒 ｐＣＤＮＡ ３.１ 和目的片段分别酶切ꎮ 酶切

后回收产物ꎬ按照如下反应体系进行连接:Ｔ４ ＤＮＡ
连接酶 ２ μＬꎬｐＣＤＮＡ ３.１ 载体质粒 ２ μＬꎬ目的片段 ８
μＬꎬ缓冲液 ３ μＬꎬＨ２Ｏ ５ μＬꎮ 将连接反应产物转化

入 ＤＨ５α 感受态细胞ꎬ接种到含氨苄青霉素的 ＬＢ
培养基上 ３７℃培养过夜ꎮ 将阳性的菌落接种 ＬＢ 培

养基中摇菌过夜ꎮ 提取重组质粒ꎬ并行双酶切鉴定ꎮ
按质粒 ＤＮＡ(μｇ)与 ＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００(μＬ)

１ ∶ ２ 的比例ꎬ将 ＤＮＡ 于 ５００ μＬ 无血清培养基中稀

释ꎻＬｉｐｏｆｅｃｔａｍｉｎｅＴＭ ２０００ 使用前轻轻混匀ꎬ取适量稀

释在 ５００ μＬ 无血清培养基中并与稀释的质粒 ＤＮＡ
混合后将混合物加到培养瓶中ꎬ培养 ５ ｈ 后弃去转

染液ꎬ换用 １０％胎牛血清的培养液继续培养 ２４ ｈꎬ
用荧光显微镜观察重组载体在细胞中的表达情况ꎬ
收集细胞作进一步分析ꎮ
１.７　 统计学处理

实验数据以ｘ±ｓ 表示ꎮ 两样本均数间比较采用

Ｓｔｕｄｅｎｔｓ ｔ 检验ꎬ多样本均数间比较采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ
ＡＮＯＶＡ 检 验ꎬ 组 间 的 两 两 比 较 采 用 Ｓｔｕｄｅｎｔ￣
Ｎｅｗｍａｎ￣Ｋｅｕｌｓ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有显著性ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｈｃｙ 对巨噬细胞内氧化应激指标的影响

　 　 Ｈｃｙ 干预巨噬细胞培养 ７２ ｈ 后ꎬ与对照组相比ꎬ
１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组的细胞内抗Ｏ２

－活力分别

降低了 ３９.４６％、５０.１２％、８０.１２％(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎬ在
１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组抗 Ｏ２

－活力降低已显现明显的统

计学意义ꎬ故选择 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 作为后续的模型

处理浓度ꎮ 在 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 的基础上给予叶酸和

ＶｉｔＢ１２ 干预后ꎬ抗 Ｏ２
－活力较 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组增加

了 ３８.３１％ꎮ １００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组的细胞内

ＯＨ－ 活 性 与 对 照 组 相 比 分 别 增 加 了 １０２. １２％、
１１８.５０％、１３９.８１％( Ｐ<０.０１)ꎬ在 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 的

基础上给予叶酸和 ＶｉｔＢ１２ 干预后ꎬＯＨ－ 活性较 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组降低了 ４２.５４％(Ｐ<０.０１)ꎬＨ２Ｏ２ 含量

与 ＯＨ－活性变化一致(Ｐ<０.０１ꎻ表 １)ꎮ

表 １. Ｈｃｙ 对巨噬细胞中 Ｈ２Ｏ２、抗 Ｏ２
－活力和 ＯＨ－活性的影

响(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ꎬ ＯＨ－ ａｎｄ ｒｅ￣
ｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｏ２

－ ｖｉｔａｌｉｔｙ ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ (ｎ＝ ３)

分　 组
Ｈ２Ｏ２

(ｍｍｏｌ / ｇ ｐｒｏｔ)
抗 Ｏ２

－活力

(Ｕ / ｇ ｐｒｏｔ)
ＯＨ－

(ｋＵ / Ｌ)

对照组 ０.４２５±０.０９３ ７.７８７±０.６３５ １８.８６０±１.６８０

５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ０.７６６±０.０８０ ９.２５５±０.８８８ ２９.４８０±２.４３８

１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 １.３９６±０.１４４ｂ ４.７１４±０.９８９ａ ３８.１２０±０.９９６ｂ

２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ２.６１５±０.７０３ｂ ３.８８５±０.３６８ｂ ４１.２１０±１.９０６ｂ

５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 １.３９３±０.１８５ｂ １.５４９±０.５１４ｂ ４５.２３０±１.０６３ｂ

叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组 １.２７４±０.１９７ ６.５２０±０.８１１ ２１.９００±１.８４１ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ

Ｈｃｙ 组相比ꎮ

２.２　 Ｈｃｙ 作用下巨噬细胞中 ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 及

蛋白表达变化

Ｈｃｙ 作用巨噬细胞 ７２ ｈ 后ꎬ与对照组相比ꎬ
１００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组中 ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 分别

下降了 ７０％、５７％、７３％ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０５ꎬ
Ｐ<０.０１)ꎮ 同时在叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组中 ＥＣ￣ＳＯＤ
ｍＲＮＡ 表达量与 １００ μｍｏｌ / ＬＨｃｙ 组相比则升高了

４７％ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检查 ＥＣ￣ＳＯＤ 蛋白表达ꎬ显示与

ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达趋势一致(图 １)ꎮ
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图 １. Ｈｃｙ 对巨噬细胞中 ＥＣ￣ＳＯＤ 表达的影响 　 　 上图为

ＥＣ￣ＳＯＤ 的蛋白条带ꎻ下图为 ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 和蛋白统计图ꎮ １
为对照组ꎬ２ 为 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ４ 为 ２００
μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ５ 为 ５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ６ 为叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组ꎮ
ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ
ｉｎ ｍａｃｒｏｐｈａｇｅｓ

２.３　 Ｈｃｙ 致巨噬细胞氧化应激时对 ＥＣ￣ＳＯＤ 活性的

影响

ＥＣ￣ＳＯＤ 的活性随 Ｈｃｙ 浓度的增加而降低ꎬ其
中 １００、２００、５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组中 ＥＣ￣ＳＯＤ 的活性与

对照组相比分别下降了 １３.９２％、８.６２％、１０.３２％ꎬ差
异具有显著性(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎬ叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预

组中 ＥＣ￣ＳＯＤ 的活性与 １００ μｍｏｌ / ＬＨｃｙ 组相比增加

了 １１.９１％(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. Ｈｃｙ 对 ＥＣ￣ＳＯＤ 活性的影响(ｎ ＝ ３) 　 　 １ 为对照组ꎬ２
为 ５０ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ４ 为 ２００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
组ꎬ５ 为 ５００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ６ 为叶酸 ＋ＶｉｔＢ１２ 干预组ꎮ ａ 为 Ｐ <
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组相比ꎻｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ (ｎ＝ ３)

２.４　 ＥＣ￣ＳＯＤ 在 Ｈｃｙ 致巨噬细胞氧化应激中的作用

为了验证 ＥＣ￣ＳＯＤ 在 Ｈｃｙ 致巨噬细胞氧化应激

中的作用ꎬ本文分别构建了 ＥＣ￣ＳＯＤ 的重组和干扰

质粒ꎬ利用脂质体转染入巨噬细胞后分别以 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 作用细胞 ２４ ｈꎬ检测氧化应激主要指标

Ｏ２
－的产生量ꎮ 转染重组 ＥＣ￣ＳＯＤ 质粒后的细胞有

大量的绿色荧光表达ꎬ对照组没有荧光表达(图 ３)ꎮ
分别用实时荧光定量 ＰＣＲ 和 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测转染

后的巨噬细胞中 ＥＣ￣ＳＯＤ 表达发现:与对照组相比ꎬ
转染重组质粒组中 ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 和蛋白分别升高

了 １.９３ 倍和 ０.６２ 倍ꎻ而与空质粒组相比则分别升高

了 ２.７９ 倍和 ０.８１ 倍ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０１ꎻ图
４)ꎮ 为了进一步研究 ＥＣ￣ＳＯＤ 的作用ꎬ本文运用

ＲＮＡ 干扰技术阻断 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达ꎬ与对照组相

比ꎬ各干扰质粒组中 ＥＣ￣ＳＯＤ ｍＲＮＡ 表达均有所下

降ꎬ其中￣２４７ 和￣５９６ 组中分别下降了 ６７. ３１％ 和

８７.９６％ꎬ变化具有显著性(Ｐ<０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ同时蛋

白表达检测也显示ꎬ在￣２４７ 和￣５９６ 组中 ＥＣ￣ＳＯＤ 蛋

白表达与对照组相比分别下降了 ４１.２１％和５６.５５％ꎬ
差异具有显著性(Ｐ<０.０１ꎻ图 ５)ꎮ 转染重组和干扰

ＥＣ￣ＳＯＤ 质粒后ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 作用 ２４ ｈꎬ检测各

组中 Ｏ２
－的含量ꎮ 与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬ￣５９６

组中 Ｏ２
－含量增加了 ３３.５９％ꎬ而在 ＥＣ￣ＳＯＤ 重组组

中 Ｏ２
－含量则降低了 ６３.８９％ꎬ差异具有显著性(Ｐ<

０.０５ꎬＰ<０.０１)ꎻ而与￣５９６ 组相比ꎬＥＣ￣ＳＯＤ 重组组中

Ｏ２
－含量下降了 ７２.９６％ꎬ差异具有显著性(Ｐ<０.０１ꎻ

图 ６)ꎮ

图 ３. ＥＣ￣ＳＯＤ 重组质粒的细胞转染(１００×)
Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｃｅｌｌ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ
(１００×)

２２ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １ꎬ２０１７



图 ４. 转染 ＥＣ￣ＳＯＤ 重组质粒后 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达 　 　 Ａ 为

ＥＣ￣ＳＯＤ 的 ｍＲＮＡ 表达ꎻＢ 为 ＥＣ￣ＳＯＤ 的蛋白表达ꎮ １ 为对照组ꎬ２ 为

空质粒组ꎬ３ 为 ＥＣ￣ＳＯＤ 重组组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣
ＳＯＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ５. 各干扰质粒转染后 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达　 　 Ａ 为 ＥＣ￣ＳＯＤ 的

ｍＲＮＡ 表达ꎻＢ 为 ＥＣ￣ＳＯＤ 的蛋白表达ꎮ １ 为对照组ꎬ２ 为阴性对照

组ꎬ３ 为羧基荧光素组ꎬ４ 为￣２４７ 组ꎬ５ 为￣４２７ 组ꎬ６ 为￣５９６ 组ꎮ 阴性

对照组为不能与目的基因 ＥＣ￣ＳＯＤ 结合的无意义序列ꎬ对 ＥＣ￣ＳＯＤ
的表达没有影响ꎬ其主要作用是作为目的片段的对照组ꎻ羧基荧光

素组带有荧光ꎬ主要用于标示转染效率ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ
与对照组相比ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＥＣ￣ＳＯＤ ａｆｔｅｒ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ
ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ

图 ６. 分别转染 ＥＣ￣ＳＯＤ 重组和干扰质粒后 Ｏ２
－的产生量

１ 为对照组ꎬ２ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为￣５９６＋１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ
４ 为 ＥＣ￣ＳＯＤ 重组＋１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组相

比ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｏ２
－ ａｆｔｅｒ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅ ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ ｏｆ

ＥＣ￣ＳＯＤ ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ ｐｌａｓｍｉｄ ａｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｉｎｇ ｐｌａｓｍｉｄ

３　 讨　 论

随着人民生活水平提高和饮食习惯改变ꎬＡｓ 已

经逐渐成为东西方国家的主要死亡原因ꎮ Ａｓ 的发

生发展是多因素在多层次上综合作用的结果ꎮ Ｈｃｙ
作为蛋氨酸代谢的中间产物ꎬ是一种非蛋白成分的

含硫氨基酸ꎬ当空腹血浆中 Ｈｃｙ>１６ μｍｏｌ / Ｌ 时称之

为高同型半胱氨酸血症ꎻ高同型半胱氨酸血症大概

有 ５％存在于正常人群中ꎬ１３％ ~４０％出现在有症状

的 Ａｓ 患者人群中ꎮ 以往大量的研究表明ꎬＨｃｙ 非生

理性升高与 Ａｓ 呈正相关并被公认为是致 Ａｓ 的独立

危险因子ꎻＨｃｙ 可通过多种途径导致 Ａｓꎬ其中氧化

应激是重要的途径之一[９]ꎮ 氧化应激是指机体受

到外来的有害刺激时ꎬ体内产生了过多的活性氧物

质ꎬ使得其生成速率大于清除速率ꎬ导致超氧阴离

子、羟自由基、过氧化氢等活性氧物质在体内的聚

集ꎮ 正常情况下人体存在抗活性氧自由基的保护

机制ꎬ如 ＳＯＤꎬ在生理条件下维持氧化与抗氧化之

间的平衡ꎬ但是当这种平衡被打破ꎬ引起两种状态

的失衡ꎬ就会导致组织的损伤ꎮ 在 Ａｓ 形成过程中ꎬ
过多生成的活性氧自由基氧化修饰内皮间隙下的

低密度脂蛋白(ｌｏｗ ｄｅｎｓｉｔｙ ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎꎬＬＤＬ)ꎬ生成氧

化型低密度脂蛋白ꎬ被单核巨噬细胞吞噬ꎬ引起巨

噬细胞内胆固醇酯的聚集和泡沫细胞的形成ꎬ促进

脂质斑块的形成ꎬ加重了 Ａｓ 的发展[１０]ꎮ 因此ꎬ在
Ｈｃｙ 致 Ａｓ 过程中ꎬ深入研究单核巨噬细胞的作用和

氧化应激的发生机制ꎬ是阐明 Ａｓ 形成机制的重要

环节ꎮ
由 ＳＯＤ 表达改变而引起的氧化与抗氧化状态

的失衡进而发生的氧化应激是 Ｈｃｙ 致 Ａｓ 的主要原

因ꎮ ＳＯＤ 是机体内存在的一种抗氧化酶类ꎬ功能是
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清除细胞生命过程中产生的超氧阴离子ꎬ作为抗氧

化酶类其对于氧化应激的发生起着重要的防御作

用ꎮ 人体内有 ３ 种主要的 ＳＯＤ: Ｃｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ、Ｍｎ￣
ＳＯＤ、ＥＣ￣ＳＯＤꎬ其中 ＥＣ￣ＳＯＤ 作为一种弱水性的分

泌型糖蛋白ꎬ在血管中过量表达会使 ＬＤＬ 加速氧

化ꎬＬＤＬ 氧化过程中会产生溶血卵磷脂ꎬ可显著增

加 ＥＣ￣ＳＯＤ 在细胞中的表达ꎬ但对 Ｃｕ / Ｚｎ￣ＳＯＤ、Ｍｎ￣
ＳＯＤ 均没有此作用ꎬ表达的 ＥＣ￣ＳＯＤ 在细胞外与细

胞表面硫酸乙酰肝素结合ꎬ使 Ｏ２
－ 歧化生成 Ｈ２Ｏ２ꎬ

Ｈ２Ｏ２ 在过氧化氢酶的作用下生成水ꎬ清除了 Ｏ２
－ꎬ

可以有效的保护细胞免受氧化损伤[１１￣１２]ꎬ阻止了 Ａｓ
的形成ꎮ

本实验在 ＴＨＰ￣１ 单核细胞的基础上成功构建

了巨噬细胞模型ꎬ并用不同浓度 Ｈｃｙ 刺激巨噬细

胞ꎬ首先观察到 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达及活性随着 Ｈｃｙ 浓

度的升高而下降ꎮ 因 Ｈｃｙ 在体内代谢有 ３ 种途径:
再甲基化途径、转硫途径及直接释放到细胞外

液[１３]ꎬ而叶酸和 ＶｉｔＢ１２ 通过参与再甲基化途径ꎬ在
蛋氨酸合成酶的作用下ꎬ以 ＶｉｔＢ１２ 为辅助因子ꎬ以
５￣甲基四氢叶酸为供体提供甲基ꎬ再甲基化合成蛋

氨酸ꎬ故叶酸和 ＶｉｔＢ１２ 可以拮抗 Ｈｃｙ 的部分作

用[１４￣１５]ꎮ 本实验在 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 的基础上给予

叶酸和 ＶｉｔＢ１２ 干预后ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比

较ꎬ叶酸＋ＶｉｔＢ１２ 干预组 ＥＣ￣ＳＯＤ 表达及活性均有所

上升ꎬ表明 Ｈｃｙ 能够降低 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达并抑制其

活性ꎬ而叶酸和 ＶｉｔＢ１２ 可以缓解 Ｈｃｙ 的负效应ꎻＨｃｙ
通过线粒体损伤、ＮＡＤＰＨ 氧化酶表达增加、硫化氢

还原蛋白降低等机制诱导了氧化应激的发生[１６]ꎮ
本实验检测细胞内氧化应激指标的活性时发现:与
对照组相比ꎬＨｃｙ 刺激下 Ｈ２Ｏ２、ＯＨ

－ 活性升高ꎬ抗
Ｏ２

－活力下降ꎬ与 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬ给予叶酸

和 ＶｉｔＢ１２ 干预后 Ｈ２Ｏ２、ＯＨ
－ 活性下降ꎬ抗 Ｏ２

－ 活力

升高ꎬ研究也证实了 Ｈｃｙ 能够刺激氧化应激的发

生ꎮ 转染 ＥＣ￣ＳＯＤ 的各干扰片段ꎬ我们发现￣５９６ 片

段对于 ＥＣ￣ＳＯＤ 蛋白、ｍＲＮＡ 表达的干扰作用最显

著ꎬ故我们选择￣５９６ 作为主要的干扰片段ꎮ 本实验

中ꎬ我们在 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组的基础上分别构建

ＥＣ￣ＳＯＤ 重组质粒和 ＥＣ￣ＳＯＤ ￣５９６ 片段干扰质粒并

转染巨噬细胞ꎬ发现干扰 ＥＣ￣ＳＯＤ 的表达后超氧阴

离子表达升高ꎬ氧化应激状态加重ꎮ 这也就意味着

在抑制 Ｈｃｙ 诱导 Ａｓ 的过程中ꎬＥＣ￣ＳＯＤ 可能发挥着

重要的作用ꎮ
ＥＣ￣ＳＯＤ 是 Ｈｃｙ 介导巨噬细胞内氧化与还原失衡

的主要基因ꎬ因此我们的研究对 Ａｓ 的早期诊断及治疗

具有重要意义ꎬ为预防和治疗 Ａｓ 开辟了新的视角ꎮ
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