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[摘　 要] 　 目的　 研究抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)氧化损伤的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)的影响及其

作用机制ꎮ 方法　 用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣ 构建氧化损伤模型ꎮ 将 ＨＵＶＥＣ 设置对照组、Ｈ２Ｏ２ 损伤组、不同浓度(１、１０、
１００ μｇ / Ｌ)Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、丝氨酸￣苏氨酸蛋白激酶(ＡＫＴ)作用组ꎮ 噻唑蓝法检测细胞存活率ꎻ特定试剂盒检测乳酸脱

氢酶(ＬＤＨ)、丙二醛(ＭＤＡ)、超氧化物歧化酶(ＳＯＤ)、还原型谷胱甘肽(ＧＳＨ)含量ꎻ酶联免疫吸附法检测一氧化氮

(ＮＯ)、内皮素 １(ＥＴ￣１)、细胞间黏附分子 １(ＩＣＡＭ￣１)、血管细胞黏附分子 １(ＶＣＡＭ￣１)、核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)的含量ꎻＳＡ￣
β￣半乳糖苷酶染色检测细胞衰老情况ꎻ流式细胞术检测活性氧(ＲＯＳ)和细胞凋亡ꎻＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ、ＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 及 ｐ￣ＡＫＴ 的表达变化ꎮ 结果　 与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组细胞存活率显著下降ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 含量显著增加ꎬＳＯＤ、
ＧＳＨ 活性显著下降ꎬＮＯ 含量下降ꎬＥＴ￣１、ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ、细胞衰老率、ＲＯＳ 含量和细胞凋亡率显著增加ꎬＢａｘ
蛋白表达上升而 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达显著降低ꎬＮＦ￣κＢ ｐ６５ 磷酸化水平显著升高而 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平下降(均 Ｐ<０.０５)ꎮ 在

不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ细胞存活率逐渐上升ꎬＬＤＨ、ＭＤＡ 含量逐渐下降ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ 活性随之上升ꎬＮＯ 含量上升ꎬ
ＥＴ￣１、ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ、细胞衰老率、ＲＯＳ 含量和细胞凋亡率逐渐下降ꎬＢａｘ 蛋白、ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 磷酸化水平逐渐

下降ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平逐渐上升(均 Ｐ<０.０５)ꎮ ＡＫＴ 作用组上述指标的检测结果与 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组相反ꎮ
结论　 抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能提升 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 的存活率ꎬ增强细胞功能和抗氧化作用ꎬ减少细胞炎性反

应、衰老和凋亡ꎬ其通过抑制 Ｂａｘ、ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 及促进 Ｂｃｌ￣２、ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 而发挥作用ꎮ
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[ＡＢＳＴＲＡＣＴ]　 　 Ａｉｍ　 Ｔｏ ｓｔｕｄｙ ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘ￣
ｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２) ｉｎ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ (ＨＵＶＥＣ) ａｎｄ ｉｔｓ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ.　 　 Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ
ｍｏｄｅｌ ｗａｓ ｂｕｉｌｔ ｂｙ ＨＵＶＥＣ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ .　 ＨＵＶＥＣｓ ｗｅｒｅ ｉｎｄｉｖｉｄｅｄ ｉｎｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ Ｈ２Ｏ２ ｄａｍａｇｅ ｇｒｏｕｐꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ (１ꎬ １０ꎬ １００ μｇ / Ｌ) Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ ａｎｄ ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ (ＡＫＴ) ａｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ.　 Ｃｅｌｌ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ａｓｓａｙ. 　 Ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ ( ＬＤＨ)ꎬ ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅｈｙｄｅ
(ＭＤＡ)ꎬ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ (ＳＯＤ) ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ (ＧＳＨ) ｃｏｎｔｅｎｔ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｋｉｔ.　 Ｔｈｅ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｏｆ ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ (ＮＯ)ꎬ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ￣１ (ＥＴ￣１)ꎬ ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ (ＩＣＡＭ￣１)ꎬ ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ
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ｓｕｌｔｓ　 Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎬ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＬＤＨ ａｎｄ
ＭＤＡ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ＥＴ￣１ꎬ ＩＣＡＭ￣１ꎬ
ＶＣＡＭ￣１ꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＲＯＳꎬ ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ
ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ ｂｕｔ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｉｎ Ｈ２Ｏ２

ｄａｍａｇｅ ｇｒｏｕｐ (ａｌｌ Ｐ<０.０５).　 Ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓꎬ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｗａｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎ￣
ｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ＬＤＨ ａｎｄ ＭＤＡ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ＳＯＤ ａｎｄ ＧＳＨ ｗｅｒｅ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ＮＯ ｃｏｎ￣
ｔｅｎｔ ｗａｓ ｉｎｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ ＥＴ￣１ꎬ ＩＣＡＭ￣１ꎬ ＶＣＡＭ￣１ꎬ ＮＦ￣κＢꎬ ＲＯＳꎬ ｃｅｌｌ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ Ｂａｘ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｙｌａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｄｅｃｒｅａｓｅｄꎬ ｔｈｅ Ｂｃｌ￣２ ｐｒｏｔｅｉｎ ａｎｄ ｐ￣
ＡＫＴ / ＡＫＴ ｗｅｒｅ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ (ａｌｌ Ｐ<０.０５).　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎ ＡＫＴ ａｃｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ ｗｅｒｅ ｃｏｎｔｒａｒｙ ｔｏ
ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｇｒｏｕｐｓ. 　 　 Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎｓ 　 Ａｎｔｉ￣ａｇｉｎｇ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｃａｎ ｅｎｈａｎｃｅ ｔｈｅ ＨＵＶＥＣ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ａｆｔｅｒ
Ｈ２Ｏ２ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅꎬ ｐｒｏｍｏｔｅ ｃｅｌｌ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｔｉｏｎꎬ ｒｅｄｕｃｅ ｃｅｌｌ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ａｇｉｎｇ ａｎｄ ａｐ￣
ｏｐｔｏｓｉｓ.　 Ｉｔ ｐｌａｙｓ ｒｏｌｅｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ Ｂａｘꎬ ＮＦ￣κＢ ｐ６５ ａｎｄ ｐｒｏｍｏｔｉｎｇ Ｂｃｌ￣２ꎬ ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ.

　 　 动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬ Ａｓ)是多种心脑

血管疾病的主要诱因之一ꎬ它已严重威胁到中老年

人的生命健康[１]ꎮ 目前大量研究表明[２]ꎬ血管内皮

细胞受到氧化损伤是多种心血管疾病尤其 Ａｓ 形成

和发展的主要病理原因ꎬ因此临床上较多开展针对

血管氧化损伤保护和修复因素的研究以防治 Ａｓ 等

心血管疾病ꎮ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白被认为是一种抗衰老调节

激素ꎬ 对多种靶器官发挥重要生理调节效应ꎮ
Ｋｌｏｔｈｏ 基因缺失的动物会明显表现如人类衰老的症

状ꎬ包括提前引发 Ａｓ 等心血管疾病ꎮ Ｍｉｔｏｂｅ 等[３]在

对小鼠肾脏内髓集合管 ３ 细胞的培养中发现ꎬ在过

氧化氢(ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅꎬ Ｈ２Ｏ２)诱导的氧化应激

状态下ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白表达降低而凋亡细胞增加ꎬ提示

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白具有抗氧化和抗凋亡作用ꎮ 但目前针对

抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白在血管内皮细胞氧化损伤及修

复中发挥的作用及其机制尚未见研究ꎮ 本课题利

用 Ｈ２Ｏ２ 氧 化 损 伤 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞 ( ｈｕｍａｎ
ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)构建血管内

皮细胞氧化损伤模型ꎬ观察不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对

氧化损伤血管内皮细胞的影响ꎬ从抗氧化应激和细

胞凋亡方面探讨作用机制ꎬ并揭示其是否通过丝氨

酸￣苏氨酸蛋白激酶(ｓｅｒｉｎｅ￣ｔｈｒｅｏｎｉｎｅ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＡＫＴ)信号通路发挥作用ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 实验材料

ＨＵＶＥＣ 购自中国科学院上海细胞库ꎻＲＰＭＩ￣
１６４０ 细胞培养基、胎牛血清、含 ０.２５％ＥＤＴＡ 的胰酶

购自美国 Ｈｙｃｌｏｎｅ 公司ꎻ重组人源 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白、噻唑

蓝(ｍｅｔｈｙｌ ｔｈｉａｚｏｌｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍꎬＭＴＴ)、二甲基亚砜、
双氢罗丹明 １２３ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻ乳酸脱氢酶

( ｌａｃｔａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅꎬＬＤＨ)、丙二醛(ｍａｌｏｎｄｉａｌｄｅ￣

ｈｙｄｅꎬＭＤＡ)、超氧化物歧化酶(ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)、还原型谷胱甘肽( ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅꎬ ＧＳＨ)试剂盒

购自南京建成生物公司ꎻ一氧化氮 ( ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬ
ＮＯ)、内皮素 １(ｅｎｄｏｔｈｅｌｉｎ￣１ꎬＥＴ￣１)酶联免疫吸附测

定(ｅｎｚｙｍｅ￣ｌｉｎｋｅｄ ｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔ ａｓｓａｙꎬＥＬＩＳＡ)试剂

盒购自武汉华美生物公司ꎻ细胞间黏附分子 １( ｉｎｔｅｒ￣
ｃｅｌｌｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬＩＣＡＭ￣１)、血管细胞

黏附 分 子 １ ( ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣１ꎬ
ＶＣＡＭ￣１)、核因子 κＢ ( ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬ ＮＦ￣κＢ)
ＥＬＩＳＡ 检测试剂盒购自厦门慧嘉生物科技公司ꎻ膜
联蛋白 Ｖ / 碘化丙啶(Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ)细胞凋亡检测

试剂盒购自北京碧云天生物公司ꎻ多克隆兔抗人

ＡＫＴ、ｐ￣ＡＫＴ、ＮＦ￣κＢ ｐ６５、Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 及 β￣ａｃｔｉｎ 抗体

购自北京博奥森生物公司ꎻＨＲＰ 标记山羊抗兔 ＩｇＧ
二抗、ＥＣＬ 化学发光试剂购自中杉金桥公司ꎮ
１.２　 实验分组及 ＭＴＴ 法检测 ＨＵＶＥＣ 存活率

复苏 ＨＵＶＥＣꎬ在含 １０％胎牛血清的 ＲＰＭＩ￣１６４０
细胞培养基中培养ꎬ置于含 ５％ＣＯ２、３７℃的培养箱

中ꎬ连续传代 ２ 次使细胞生长活力一致ꎮ 经过前期

预实验ꎬ用含 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 的细胞培养基体外

培养贴壁 ７０％的 ＨＵＶＥＣ ４ ｈꎬ构建血管内皮细胞氧

化损伤模型ꎮ ＨＵＶＥＣ 经过一致氧化损伤后ꎬ分组

为:Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬ１、１０、１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ
ＡＫＴ 作用组 (同时加入 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白和

１ ∶ １０００的 ＡＫＴ 抑制剂)ꎬ同时设置对照组(无 Ｈ２Ｏ２

损伤)ꎮ 将各组处理细胞接种于 ９６ 孔板中ꎬ分别作

用 ２４、４８ ｈꎬ用 ＭＴＴ 法检测各组 ＨＵＶＥＣ 经不同诱导

处理后在 Ｈ２Ｏ２ 作用下的细胞存活率ꎮ ＨＵＶＥＣ 存

活率＝ＯＤ５７０ ｎｍ(处理组) / ＯＤ５７０ ｎｍ(对照组)×１００％ꎮ
１.３　 ＨＵＶＥＣ 抗氧化指标测定

将各组 ＨＵＶＥＣ 接种于 ６ 孔板ꎬ经过相同诱导

处理 ２４ ｈ 后ꎬ分别提取细胞培养上清液ꎬ于－２０℃中

冻存ꎬ按照试剂盒说明方法分别检测各组细胞中

８４３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ４ꎬ２０１７



ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ、ＧＳＨ 含量变化ꎮ
１.４　 ＥＬＩＳＡ 测定 ＨＵＶＥＣ 功能因子和炎性因子

按照分组方法诱导处理 ＨＵＶＥＣꎬ收集各组细胞

上清培养液ꎬ按照文献[３]方法制作标准曲线ꎬ分别

检测各组 ＨＵＶＥＣ 在 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白诱导处理后分泌

ＮＯ、ＥＴ￣１ 功能因子的含量ꎮ 收集各组细胞ꎬ分别加

入 ５×１０－４ Ｌ 的总蛋白提取液ꎬ冰上作用 ５ ｍｉｎ 后ꎬ
１２０００ ｒ / ｍｉｎ离心ꎬ收集各组 ＨＵＶＥＣ 中总蛋白ꎬ测定

蛋白浓度ꎬ ＥＬＳＩＡ 测定各组 ＨＵＶＥＣ 中 ＩＣＡＭ￣１、
ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ 等炎性因子的含量ꎮ
１.５　 ＳＡ￣β￣半乳糖苷酶染色检测 ＨＵＶＥＣ 衰老

各组 ＨＵＶＥＣ 接种于 ２４ 孔板中ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 诱导氧化损伤细胞 ４ ｈꎬ经过不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白诱导处理后ꎬ用 ＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ加 ４％多聚甲醛

室温固定 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗涤 １ 次ꎬ加入 ＳＡ￣β￣半乳糖

苷酶染色液ꎬ３７℃染色 １２ ｈꎬ显微镜下观察各组 ＨＵ￣
ＶＥＣ 衰老情况ꎬ计数各组 ＨＵＶＥＣ 衰老细胞数ꎬ细胞

衰老阳性率＝(单位视野下诱导处理组衰老细胞数 /
未处理对照组衰老细胞数)×１００％ꎮ
１.６　 流式细胞术检测ＨＵＶＥＣ中活性氧和细胞凋亡变化

各组 ＨＵＶＥＣ 经过分组诱导处理 ２４ ｈ 后ꎬ消化、
离心ꎬ收集细胞ꎮ 用 ＰＢＳ 重悬细胞并洗涤 ２ 次ꎬ调
整细胞浓度为 １ × １０９ 个 / Ｌꎬ在各组细胞中加入

１ μｍｏｌ / Ｌ的双氢罗丹明 １２３ꎬ室温避光孵育 １ ｈꎻ细
胞中产生的活性氧( ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ＲＯＳ)可
以将双氢罗丹明 １２３ 氧化成罗丹明 １２３ 而发出荧

光ꎬ可被流式细胞仪检测ꎮ 孵育结束后离心收集细

胞ꎬＰＢＳ 洗涤 ２ 次后上样ꎬ用流式细胞术检测各组

ＨＵＶＥＣ 中荧光阳性率ꎬ以反映细胞中 ＲＯＳ 含量变

化ꎮ 按照 Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ 细胞凋亡检测试剂盒说明ꎬ
在每组细胞中加入 ５ × １０－６ Ｌ 的 ＦＩＴＣ 标 记 的

Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ 及 １０×１０－６ Ｌ 的 ＰＩ 共孵育 ３０ ｍｉｎꎬＰＢＳ 洗

涤 ２ 次ꎬ离心细胞并用 １５０ μＬ ＰＢＳ 重悬ꎬ立即用流

式细胞仪检测各组 ＨＵＶＥＣ 经不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白

处理对 Ｈ２Ｏ２ 诱导细胞凋亡的影响ꎮ
１.７ 　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 ＨＵＶＥＣ 中 Ｂｃｌ￣２、Ｂａｘ 及 ｐ￣
ＡＫＴ 变化

各组 ＨＵＶＥＣ 经过诱导处理 ２４ ｈ 后ꎬ离心收集

细胞ꎮ 用 ＲＩＰＡ 强蛋白裂解液提取各组细胞中总蛋

白ꎮ ＢＣＡ 法测定各组细胞中总蛋白浓度ꎮ 每组上

样 ３０ μｇ 总蛋白ꎬ进行 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 凝胶电泳ꎬ１.５ ｈ
后转 ＰＶＤＦ 膜ꎬ封闭后孵育多克隆兔抗人 Ｂｃｌ￣２、
Ｂａｘ、ＡＫＴ、ｐ￣ＡＫＴ、ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 及 β￣ａｃｔｉｎ 一抗ꎬ４℃过

夜ꎮ ＴＢＳＴ 洗涤 ３ 次ꎬ室温孵育山羊抗兔 ＩｇＧ 二抗

２ ｈꎮ 孵育结束后 ＴＳＢＴ 洗涤 ３ 次ꎬ利用 ＥＣＬ 化学发

光法显影检测ꎮ Ｑｕａｎｔｉｔｙ Ｏｎｅ 软件分析各目的蛋白

的相对表达量ꎮ
１.８　 统计学分析

所有数据采用 ＳＰＳＳ １７.０ 进行统计分析ꎬ数据

用 ｘ±ｓ 表示ꎮ 在方差齐性条件下多组间比较采用单

因素(Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)分析ꎬ多组间的两两比较采

用 ｔ 检验ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白促进 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 存

活率

ＭＴＴ 检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够显著提

升 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 存活率(图 １)ꎮ 与对

照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组继续培养 ２４、４８ ｈ 时细胞存

活率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎻ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组相比ꎬ１、
１０、１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组继续培养 ２４、４８ ｈ 时细

胞存活率逐渐上升(Ｐ<０.０５)ꎻＡＫＴ 作用组细胞存活

率显著低于 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组(Ｐ<０.０５)ꎮ 说明抗衰老

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够提升 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 的

存活ꎬ并与 ＡＫＴ 信号通路相关ꎮ

图 １. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 存活率的影

响 (ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为对照组ꎬＢ 为 Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬＣ 为 １ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ

蛋白组ꎬＤ 为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬＥ 为 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬＦ
为 ＡＫＴ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２

损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ｏｆ
ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ(ｎ＝ ６)

２.２　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 抗氧

化指标的影响

经过检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够提升
Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后的 ＨＵＶＥＣ 抗氧化能力(表 １)ꎮ 与
对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组 ＬＤＨ、ＭＤＡ 含量显著增

加ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ 活性显著下降(Ｐ<０.０５)ꎻ当不同浓度
Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后的 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ
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各组 ＬＤＨ、ＭＤＡ 含量逐渐下降ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ 活性逐渐

上升(Ｐ<０.０５)ꎬ趋于对照组水平ꎻＡＫＴ 作用组 ＬＤＨ、
ＭＤＡ 含量显著高于 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬＳＯＤ、

ＧＳＨ 活性显著低于 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 (Ｐ <
０􀆰 ０５)ꎮ

表 １. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 抗氧化指标的影响(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ (ｎ＝ ６)

分　 组 ＬＤＨ(ｋＵ / Ｌ) ＭＤＡ(μｍｏｌ / ｇ ｐｒｏ) ＳＯＤ(ｋＵ / ｇ ｐｒｏ) ＧＳＨ(ｋＵ / ｇ ｐｒｏ)

对照组 ０.３４±０.０６ ３.４５±０.５５ ２３５.７２±１１.５７ １０３.５６±７.９９
Ｈ２Ｏ２ 损伤组 １.２８±０.０５ａ ８.８８±０.４５ａ ７３.５７±１３.１１ａ ５１.２４±８.７８ａ

１ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 ０.８４±０.０７ｂ ７.８３±０.５７ ９８.９１±１０.３５ｂ ６２.８１±８.０６ｂ

１０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 ０.６１±０.０５ｂ ６.３４±０.４４ｂ １３６.８２±１０.５９ｂ ７３.５７±７.４３ｂ

１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 ０.４７±０.０５ｂ ４.５７±０.５２ｂ １８８.３９±９.７４ｂ ８９.３７±８.１５ｂ

ＡＫＴ 作用组 ０.９９±０.０７ｃ ７.９２±０.５３ｃ ８９.４８±１１.３６ｃ ４４.５５±７.３３ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

２.３　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 功能

因子和炎性因子的影响

ＥＬＩＳＡ 检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够促进

Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 功能恢复ꎬ减少相关炎性

因子的分泌(表 ２)ꎮ 与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组

ＨＵＶＥＣ 上清中 ＮＯ 含量显著下降ꎬＥＴ￣１ 含量显著上

升ꎬ胞内炎性因子 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ 含量均

显著上升(Ｐ<０.０５)ꎻ当不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于

Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后的 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ各组细胞上清中

ＮＯ 含量逐渐上升ꎬＥＴ￣１ 含量逐渐下降ꎬ同时胞内炎

性因子 ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ 含量逐渐下降(Ｐ<
０.０５)ꎻＡＫＴ 作用组 ＮＯ 含量显著低于 １００ μｇ / Ｌ
Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬＥＴ￣１、ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ 含量

显著高于 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组(Ｐ<０.０５)ꎮ

表 ２. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 功能因子和炎性因子的影响(ｎ＝ ６)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＨＵＶＥＣ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ (ｎ＝ ６)

分　 组 ＮＯ(μｍｏｌ / Ｌ) ＥＴ￣１(μｍｏｌ / Ｌ) ＩＣＡＭ￣１(ｍｇ / ｇ ｐｒｏ) ＶＣＡＭ￣１(ｍｇ / ｇ ｐｒｏ) ＮＦ￣κＢ(ｍｇ / ｇ ｐｒｏ)

对照组 １４５.６６±１３.４５ ３４０.８５±２１.０６ ０.８６±０.１９ ２.０２±０.２３ ７８.５５±１０.２３
Ｈ２Ｏ２ 损伤组 ４４.８１±１０.０３ａ １２５５.３５±２５.６６ａ ７.２５±０.２２ａ ８.３３±０.４２ａ １５７.６６±１８.３７ａ

１ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 ６２.５６±９.５５ｂ ９０４.６３±１９.７８ｂ ５.９１±０.３０ｂ ６.８２±０.３１ｂ １０４.６５±１３.５０ｂ

１０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 ８３.３３±９.９６ｂ ７８６.９２±２０.９６ｂ ３.４７±０.３２ｂ ４.３６±０.２８ｂ ９６.３８±１０.２５ｂ

１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组 １０９.８５±１０.５１ｂ ６１５.５７±２２.３２ｂ ２.１４±０.２４ｂ ３.３５±０.３５ｂ ８７.９５±８.９７ｂ

ＡＫＴ 作用组 ５３.５７±８.９６ｃ ９９７.３７±２５.７６ｃ ８.２２±０.３１ｃ ７.４８±０.３２ｃ １１４.５７±１１.５９ｃ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

２.４　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 衰老

的影响

ＳＡ￣β￣半乳糖苷酶染色检测发现ꎬＨ２Ｏ２ 氧化损伤

后ＨＵＶＥＣ 衰老细胞明显增加ꎬ而 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用后ꎬ
各组 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 衰老细胞逐渐减少(图
２)ꎮ 与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组 ＨＵＶＥＣ 细胞衰老率

显著上升(Ｐ<０.０５)ꎻ不同浓度Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ＨＵＶＥＣ 细

胞衰老率逐渐下降(Ｐ<０.０５)ꎻＡＫＴ 作用组 ＨＵＶＥＣ 细

胞衰老率明显高于 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.５　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ ＲＯＳ
的影响

流式细胞术检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能减

少 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣ 产生 ＲＯＳ(图 ３)ꎮ Ｈ２Ｏ２ 损伤

组 ＨＵＶＥＣ 产生大量 ＲＯＳꎬＲＯＳ 阳性率显著高于对

照组(Ｐ<０.０５)ꎻ不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于 Ｈ２Ｏ２

损伤后的 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ细胞中 ＲＯＳ 阳性率逐渐下降

(Ｐ<０.０５)ꎻ但 ＡＫＴ 作用组 ＨＵＶＥＣ 中 ＲＯＳ 阳性率仍

处于较高水平ꎬ显著高于 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组(Ｐ<０.０５)ꎮ
２.６　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 凋亡

的影响

流式细胞术检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能减少

Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡(图 ４)ꎮ 与对照组相
比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡率显著增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤的

０５３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ４ꎬ２０１７



ＨＵＶＥＣ 后ꎬ细胞凋亡率逐渐下降(Ｐ<０.０５)ꎻ而 ＡＴＫ 作 用组ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡率高于Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组(Ｐ<０.０５)ꎮ

图 ２. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 细胞衰老的影响(ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为 ＳＡ￣β￣半乳糖苷酶染色图(２００×)ꎬ从左到右ꎬ上排为

对照组、Ｈ２Ｏ２ 损伤组、１ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ下排为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、ＡＫＴ 作用组ꎻＢ 为 ＨＵＶＥＣ 细胞衰老率的

统计图ꎬ１ 为对照组ꎬ２ 为 Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬ３ 为 １ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ４ 为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ５ 为 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ６ 为 ＡＫＴ 作用组ꎮ

ａ 为 Ｐ<０􀆰 ０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＨＵＶＥＣ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ (ｎ＝ ６)

图 ３. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后ＨＵＶＥＣ ＲＯＳ 的影响(ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为流式细胞术检测 ＲＯＳꎬ从左到右ꎬ上排为对照组、Ｈ２Ｏ２ 损

伤组、１ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ下排为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、ＡＫＴ 作用组ꎻＢ 为 ＲＯＳ 阳性率的统计图ꎬ１ 为对照组ꎬ２ 为

Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬ３ 为 １ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ４ 为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ５ 为 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ６ 为 ＡＫＴ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比

较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ＲＯＳ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ (ｎ＝ ６)

２.７　 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 蛋白

表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能诱

导 ＨＵＶＥＣ 抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ￣２ 的表达ꎬ抑制促凋亡蛋

白 Ｂａｘ 表达ꎬ降低 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 磷酸化而提高 ｐ￣ＡＫＴ /

ＡＫＴ 水平(图 ５)ꎮ 与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组 Ｂｃｌ￣
２ 蛋白表达显著降低ꎬＢａｘ 蛋白表达显著增加(Ｐ<
０􀆰 ０５)ꎻ当不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白同时作用于 Ｈ２Ｏ２ 氧

化损伤的 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ细胞中 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表达逐渐增

加ꎬＢａｘ 蛋白表达逐渐下降(Ｐ<０.０５)ꎻ在 ＡＫＴ 作用
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图 ４. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡的影响(ｎ＝ ６) 　 　 Ａ 为流式细胞术检测细胞凋亡ꎬ从左到右ꎬ上排为对照

组、Ｈ２Ｏ２ 损伤组、１ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ下排为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、１００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组、ＡＫＴ 作用组ꎻＢ 为细胞凋亡率的统计图ꎬ１ 为对

照组ꎬ２ 为 Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬ３ 为 １ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ４ 为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ５ 为 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ６ 为 ＡＫＴ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与

对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ (ｎ＝ ６)

组中ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达仍处于较低水平ꎬＢａｘ 蛋白显

著高于 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎮ 与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 损伤组

ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 磷酸化水平升高而 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平显

著降 低 ( Ｐ < ０. ０５ )ꎻ 不 同 浓 度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋 白 组

ＮＦ￣κＢ ｐ６５磷酸化水平逐渐降低而 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水

平逐渐升高(Ｐ<０.０５)ꎻＡＫＴ 作用组 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 磷酸

化和 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平无明显变化ꎮ

３　 讨　 论

血管内皮细胞损伤是多种心血管疾病的病理

基础ꎬ常常会导致 Ａｓ 的发生和发展ꎮ 研究表明血管

内皮细胞的损伤与氧化应激有关ꎬ当其处于氧化应

激状态时会诱导细胞内 ＲＯＳ 的产生ꎬ导致血管内皮

损伤及功能障碍[４]ꎮ 过氧化氢作为强氧化剂ꎬ可使

血管内皮细胞引发脂质过氧化反应ꎬ造成细胞氧化

损伤ꎬ进而促进 Ａｓ 的发生和发展[５]ꎮ 因此ꎬ研究减

轻血管内皮细胞氧化损伤对于防治 Ａｓ 具有重要应

用价值ꎮ 最新研究表明ꎬ抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白在动物

体内的缺失会导致各种类似衰老的表现如 Ａｓ、寿命

减短、器官萎缩、能量代谢异常等[６]ꎮ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作

为一种抗衰老调节激素ꎬ能够对多种靶器官发挥生

理调节作用[７]ꎮ 但目前关于抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对

血管内皮细胞氧化损伤及修复的作用及其机制尚

未见研究ꎮ 我们利用 Ｈ２Ｏ２ 诱导 ＨＵＶＥＣ 构建血管

图 ５. Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 蛋白表达

的影响(ｎ＝ ６)　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达ꎻＢ 为蛋白相

对表达的统计图ꎮ １ 为对照组ꎬ２ 为 Ｈ２Ｏ２ 损伤组ꎬ３ 为 １ μｇ / Ｌ

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ４ 为 １０ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组ꎬ５ 为 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋

白组ꎬ６ 为 ＡＫＴ 作用组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ
与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｋｌｏｔｈｏ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｉｎ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ＨＵＶＥＣ ａｆｔｅｒ Ｈ２Ｏ２ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ(ｎ＝ ６)

内皮细胞氧化损伤模型ꎬ发现 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够显著

提高 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 存活率并具有显著

２５３ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ ４ꎬ２０１７



浓度效应ꎬ首次证明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能够减轻血管内皮

细胞受到的氧化损伤ꎮ
氧化和炎症刺激能够造成血管内皮细胞损伤进

而导致 Ａｓꎬ其已被学者所公认[８]ꎮ 而血管内皮细胞

抗氧化应激能力可通过 ＬＤＨ、ＭＤＡ、ＳＯＤ 及ＧＳＨ 等反

映ꎮ ＬＤＨ 漏出量的多少可以反映氧化损伤后细胞膜

的完整性ꎬ同时 ＭＤＡ 作为机体脂质过氧化的最终产

物能够反映机体受活性氧氧化损伤程度[９]ꎮ 本研究

中不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于氧化损伤的 ＨＵＶＥＣꎬ
细胞内 ＬＤＨ 漏出量和 ＭＤＡ 含量均逐渐下降ꎬ显著低

于模型组ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能维持 ＨＵＶＥＣ 细胞完整

性并降低其受到氧化损伤ꎮ 细胞内 ＳＯＤ 和ＧＳＨ 作为

抗氧化酶ꎬ能对抗氧化应激造成的细胞损伤并修复损

伤细胞ꎬ其活性可以反映机体抗氧化系统能力[１０]ꎮ
本研究中当不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用 Ｈ２Ｏ２ 氧化损

伤的 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ细胞内 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ 活性均显著上

升ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白有助于 ＨＵＶＥＣ 抗氧化能力的恢

复ꎮ ＩＣＡＭ￣１、ＶＣＡＭ￣１、ＮＦ￣κＢ 等作为内皮细胞炎症

相关因子ꎬ能促进白细胞向内皮细胞迁移、黏附ꎬ在
Ａｓ 形成中起到重要作用[１１]ꎮ 内皮细胞分泌多种血

管活性因子包括 ＮＯ、ＥＴ￣１ 等ꎬ它们参与血管收缩、舒
张等生理和病理反应[１２]ꎮ 血管损伤时 ＥＴ￣１ 会显著

上升ꎬ可以反映血管的损伤程度ꎻＮＯ 作为内皮细胞的

功能因子其分泌量可以反映血管内皮细胞损伤后的

恢复状态[１３]ꎮ 为揭示 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白对 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤

ＨＵＶＥＣ 后细胞分泌功能因子和炎症因子的影响ꎬ本
研究对 ＮＯ、ＥＴ￣１、ＩＣＡＭ￣１ 进行检测发现ꎬ不同浓度

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白均能逐渐提升 Ｈ２Ｏ２ 氧化损伤 ＨＵＶＥＣ 后

细胞中 ＮＯ 分泌量ꎬ显著降低 ＥＴ￣１ 和 ＩＣＡＭ￣１ 的分泌

量ꎮ 本研究证实ꎬＫｌｏｔｈｏ 蛋白能够减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱导的

ＨＵＶＥＣ 氧化损伤和炎症反应并逐渐提升细胞功能ꎮ
大量研究表明氧化应激可以诱导细胞衰老ꎬ目

前常用的体外细胞衰老模型即用 Ｈ２Ｏ２ 氧化诱导人

成纤 维 细 胞 获 得[１４]ꎮ 本 研 究 发 现 Ｈ２Ｏ２ 作 用

ＨＵＶＥＣ 时ꎬ细胞中衰老比例显著增加ꎬ而当 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白作用后 ＨＵＶＥＣ 衰老细胞显著减少ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白减少 Ｈ２Ｏ２ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 细胞衰老ꎮ ＲＯＳ 是

指 Ｏ－
２、Ｈ２Ｏ２ 等活性氧簇ꎬ高浓度的 ＲＯＳ 能够通过氧

化应激诱导细胞凋亡[１５]ꎮ 血管内皮细胞诱导产生

大量 ＲＯＳ 是造成 Ａｓ 的重要因素之一[１６]ꎮ 本研究

利用流式细胞术检测发现ꎬＨ２Ｏ２ 能够诱导 ＨＵＶＥＣ
产生过量 ＲＯＳꎬ直接影响细胞存活和功能ꎻ当不同

浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用于氧化损伤的 ＨＵＶＥＣ 后ꎬ
ＲＯＳ 显著下降并具有明显浓度效应ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋

白能够抑制 ＨＵＶＥＣ 产生 ＲＯＳꎮ 流式细胞术检测也

发现ꎬＨ２Ｏ２ 氧化损伤后 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡率显著上

升ꎬ当不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用后细胞凋亡率逐渐

下降ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白能通过减少细胞凋亡对氧化

损伤的 ＨＵＶＥＣ 发挥保护作用ꎮ Ｂｃｌ￣２ 是抑制细胞

凋亡的关键蛋白ꎬ其在细胞凋亡信号通路中发挥作

用[１７]ꎮ 而 Ｂａｘ 作为促凋亡因子能够诱导细胞凋亡

发生ꎬＢａｘ 和 Ｂｃｌ￣２ 可通过控制线粒体膜通透性调节

凋亡激活物而对细胞凋亡发挥调节作用[１８]ꎮ 为揭

示抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白抑制 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡的机

制ꎬ本研究利用 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发现ꎬＨ２Ｏ２ 氧化损

伤 ＨＵＶＥＣ 时ꎬＢａｘ 表达水平显著上升ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 表

达则随之下降ꎻ当不同浓度 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用氧化损

伤的 ＨＵＶＥＣ 后ꎬＢａｘ 表达逐渐下降ꎬ而 Ｂｃｌ￣２ 表达

则随之上升ꎬ说明 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白抑制氧化损伤后 ＨＵ￣
ＶＥＣ 细胞凋亡是通过抑制 Ｂａｘ 及促进 Ｂｃｌ￣２ 蛋白表

达而发挥作用的ꎮ 有研究表明 ＮＦ￣κＢ ｐ６５ 活化会促

进细胞中炎症反应ꎬ引起细胞凋亡ꎬ而 ＡＫＴ 介导

Ｈ２Ｏ２ 诱导细胞氧化损伤作用ꎬ当细胞受到适应性保

护作用时 ＡＫＴ 磷酸化水平会显著升高[１９]ꎮ 本研究

Ｈ２Ｏ２ 作用 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ细胞受到严重损伤ꎬＮＦ￣κＢ
ｐ６５ 水平升高而 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平显著降低ꎻ随着

Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白作用浓度的升高ꎬＨＵＶＥＣ 中 ＮＦ￣κＢ ｐ６５
水平显著降低而 ｐ￣ＡＫＴ / ＡＫＴ 水平随之逐渐上升ꎮ
本研究中 ＡＫＴ 抑制剂和 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白同时

作用 ＨＵＶＥＣ 时ꎬ细胞的存活率、抗氧化能力和 ＲＯＳ
产生及细胞凋亡等均显著弱于单独 １００ μｇ / Ｌ Ｋｌｏｔｈｏ
蛋白作用组ꎬ说明抗衰老 Ｋｌｏｔｈｏ 蛋白减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱

导的 ＨＵＶＥＣ 氧化损伤和炎症反应是通过抑制 ＮＦ￣
κＢ ｐ６５ 水平、促进 ｐ￣ＡＫＴ 而发挥作用的ꎮ
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