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血管紧张素(1-7)通过 p53 / Drp1 轴对血管紧张素Ⅱ诱导的
血管内皮细胞衰老的影响

郭春玲1, 逯朝阳2, 杨 滨2, 荣书玲2, 王瑞英2, 杨志明2, 李 保2

(1. 山西医科大学,山西省太原市 030001; 2. 山西医科大学第二医院心血管内科, 山西省太原市 030013)

[关键词] 　 血管紧张素(1-7);　 血管紧张素Ⅱ;　 人脐静脉内皮细胞;　 衰老

[摘　 要] 　 目的 　 观察血管紧张素(1-7) [Ang(1-7)] 对血管紧张素Ⅱ (AngⅡ) 诱导的人脐静脉内皮细胞

(HUVEC)衰老的作用及机制。 方法　 体外用含有 10%胎牛血清(FBS)的 DMEM 培养基培养 HUVEC 48 h,随机分

为对照组、Ang(1-7)组(1 μmol / L)、AngⅡ组(1 μmol / L)和 AngⅡ+Ang(1-7)组。 通过细胞衰老 β-半乳糖苷酶(SA-
β-Gal)染色试剂盒检测各组衰老细胞数量(光学显微镜观察),通过活性氧检测试剂盒测定各组细胞活性氧(ROS)
的水平,通过 Western blot 检测各组细胞 p53 和动力蛋白相关蛋白 1(Drp1)的表达。 结果　 与对照组比较,AngⅡ组

SA-β-Gal 染色阳性细胞明显增多(P<0. 001),细胞 ROS 水平增加(P<0. 001),p53 及 Drp1 蛋白表达量明显增加(P
<0. 01)。 与 AngⅡ组比较,AngⅡ+Ang(1-7)组 SA-β-Gal 染色阳性细胞率(P<0. 01)、细胞 ROS 水平(P<0. 001)、
p53 及 Drp1 蛋白表达量(P<0. 05)均降低。 结论　 Ang(1-7)可能通过影响 p53 / Drp1 通路,抑制 HUVEC 内 ROS 生

成,减轻 AngⅡ诱导的 HUVEC 衰老。
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[ABSTRACT]　 　 Aim　 The purpose of this study was to observe the effect and mechanism of angiotensin (1-7)(Ang
(1-7)) on angiotensin Ⅱ(AngⅡ)-induced senescence of human umbilical vein endothelial cell(HUVEC). 　 　 Methods
HUVEC were cultured in vitro with DMEM high glucose medium containing 10% fetal bovine serum (FBS) for 48 hours and
randomly divided into control group, Ang(1-7) group (1 μmol / L), AngⅡ group (1 μmol / L), and AngⅡ+Ang(1-7)
group. 　 Cell senescence β-galactosidase(SA-β-Gal) staining kits were used to detect the number of senescent cell in each
group (observed under an optical microscope); reactive oxygen species (ROS) levels were measured using reactive oxygen
detection kits, and p53 and dynamin related protein-1(Drp1) expression in each group were detected by Western blot.
Results　 Compared with the control group, both SA-β-Galpositive cell and ROS levels in the AngⅡ group were significant-
ly increased(P<0. 001), and p53 and Drp1 protein expression in the cell were significantly increased (P<0. 01). 　 Com-
pared with AngⅡ group, SA-β-Galpositive cell(P<0. 01), ROS levels(P<0. 001), p53 and Drp1 protein expression(P<
0. 05) were decreased in AngⅡ+Ang(1-7) group. 　 　 Conclusion 　 Ang(1-7) may inhibit the ROS generation in
HUVEC by affecting the p53 / Drp1 pathway, and reverse the aging of HUVEC induced by AngⅡ.
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　 　 衰老是心血管疾病的一个独立危险因素[1],越
来越多的证据表明内皮细胞衰老在心血管疾病的

发生发展中起重要作用[2-3]。 肾素-血管紧张素-醛
固 酮 系 统 ( renin-angiotensin-aldosterone system,
RAAS)参与了动脉粥样硬化的发生及发展[4]。 血

管紧张素Ⅱ(angiotensin Ⅱ,AngⅡ)是 RAAS 的主要

活性肽激素,有证据表明 AngⅡ可促进内皮细胞衰

老[5]。 研 究 证 实, 异 常 活 性 氧 ( reactive oxygen
species,ROS)增多可介导血管衰老[6],动力蛋白相

关蛋白 1(dynamin related protein-1,Drp1)表达增高

可引起细胞内 ROS 的过量产生。 p53 是调控细胞

衰老的重要转录因子,Qi 等[7] 研究表明,p53 可调

控 Drp1 的表达。 血管紧张素(1-7) [ angiotensin(1-
7),Ang(1-7)]具有抗炎、抗氧化[8]、抗动脉粥样硬

化[9]等心血管保护作用。 近年来,Romero 等[10] 研

究表明 Ang(1-7)是一种抗衰老肽。 但是 Ang(1-7)
是否能逆转 Ang Ⅱ 诱导的人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cell,HUVEC)衰老

尚不清楚。 本研究猜测:Ang(1-7) 可能通过影响

p53 / Drp1 通路,抑制 HUVEC 内 ROS 生成,减轻 Ang
Ⅱ诱导的 HUVEC 衰老。

1　 材料和方法

1. 1　 材料

HUVEC 购自中国科学院上海细胞库;Ang(1-
7)、AngⅡ购自 Sigma 公司;胎牛血清( fetal bovine
serum,FBS ) 购自美国 Gibco 公司; 细胞裂解液

RIPA、蛋白定量试剂盒(BCA 法)购自北京索莱宝

科技有限公司;衰老相关 β-半乳糖苷酶( senescence
associated β galactosidase,SA-β-Gal)染色试剂盒购

自上海碧云天公司;DMEM 高糖培养基、青链霉素

混合液、含 EDTA 的 0. 25 g / L 胰蛋白酶购自武汉博

士德生物公司,Drp1 抗体购自 Santa Cruz 公司,p53
抗体购自万类生物公司。
1. 2　 细胞

人脐静脉内皮细胞株在 37 ℃恒温水浴中 1 min
内迅速解冻,严格无菌操作移入细胞培养瓶中,加
入含 10% FBS 的 DMEM 培养基,置培养箱中于 37
℃、5%CO2 条件下静置培养,观察细胞生长状态,每
隔 3 天换培养液 1 次,待细胞融合为铺路石状时,将
细胞用含 EDTA 的胰蛋白酶消化传代,选择生长良

好的一代细胞用于实验(一般取第 3 ~ 7 代),细胞

贴壁达到 80%后进行试验。
1. 3　 实验分组

经过前期大量预实验及查阅文献[11-12],确定

AngⅡ、Ang(1-7)最适浓度均为 1 μmol / L,实验分为

4 组。 ①对照组;②Ang(1-7)组:1 μmol / L Ang(1-
7)完全培养液作用细胞 48 h;③AngⅡ组:1 μmol / L
AngⅡ完全培养液作用细胞 48 h;④AngⅡ+Ang(1-
7)组:先用 1 μmol / L Ang(1-7)干预 30 min,然后加

入含有 1 μmol / L AngⅡ完全培养液培养 48 h。
1. 4　 SA-β-半乳糖苷酶染色

参照试剂盒说明书,先吸除细胞培养液,PBS
洗涤 1 次,加入 1 mL β-半乳糖苷酶染色固定液,
室温固定 15 min,PBS 洗涤细胞 3 次,每次约 3
min。 吸除 PBS,每孔加入 1 mL 染色工作液(ABC
染色液 x-gal 混合液现配现用),37 ℃无 CO2 孵育

过夜。 普通光学显微镜下计数胞质蓝染细胞数

目,随机细胞计数 8 个视野,每个视野至少 50 个

细胞,计算细胞染色阳性率。 显微镜下观察体积

增大、胞质和胞核出现蓝色沉淀物的细胞为阳性

细胞,即为衰老细胞。 计数各组 HUVEC 衰老细胞

数,衰老细胞阳性率(% ) = (衰老细胞数 / 观察细

胞总数)×100% 。
1. 5　 细胞内活性氧的检测

参照试剂盒说明,用 DCFH-DA 探针检测活性

氧(ROS)。 本身没有荧光的 DCFH-DA 可穿过细胞

膜进入细胞,在胞内转化生成 DCFH。 在 ROS 存在

的条件下,DCFH 被氧化生成荧光物质 DCF,绿色荧

光强度与细胞的 ROS 水平呈正比,在激发波长 502
nm、发射波长 530 nm 附近,用荧光酶标仪检测 DCF
荧光,从而测定细胞内 ROS 水平。
1. 6　 Western blot 法测定 p53 和 Drp1 蛋白表达水平

加入 RIPA 细胞裂解液,离心,提取总蛋白。 将

每个样本等量(20 μg)进行电泳、切胶,电转移,然
后转膜,封闭,并依次孵育一抗和二抗,ECL 显影分

析 p53 和 Drp1 蛋白的表达情况。
1. 7　 统计学分析

应用 SPSS22. 0 统计学软件进行分析,计量资

料以 x±s 表示,多组比较采用单因素方差分析(One-
Way ANOVA),多组间的两两比较采用 t 检验,以 P
<0. 05 为差异有统计学意义。
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2　 结　 果

2. 1　 各组 SA-β-Gal 染色阳性率的比较

　 　 与对照组比较,AngⅡ组 SA-β-Gal 染色阳性细

胞明显增多(P<0. 001),Ang(1-7)组阳性细胞数变

化不大(P>0. 05)。 与 AngⅡ组比较,AngⅡ+Ang(1-7)
组阳性细胞数明显降低(P<0. 01;图 1)。

图 1. Ang(1-7)对 AngⅡ诱导的细胞衰老的影响　 　 A 为 SA-β-Gal 染色图,图中黑色箭头所指为 SA-β-Gal 阳性细胞;B 为各组 SA-β-Gal
染色阳性率统计图(n=8)。 　 a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 01,与 AngⅡ组比较。

Figure 1. Effect of Ang(1-7) on AngⅡ-induced HUVEC senescence

2. 2　 Ang(1-7)可降低 AngⅡ诱导细胞内 ROS 的

生成

与对照组比较,AngⅡ组细胞 ROS 生成明显增

多(P<0. 001);Ang(1-7)组 ROS 生成无明显变化

(P>0. 05)。 与 AngⅡ组比较,AngⅡ+Ang(1-7)组

ROS 生成明显减少(P<0. 001;图 2)。

图 2. Ang(1-7)降低 AngⅡ诱导的 HUVEC 中 ROS 过度生成　 　 绿色所示为各组细胞 ROS 荧光;柱状图为各组细胞 ROS 荧光强度统

计(n=3)。 　 a 为 P<0. 001,与对照组比较;b 为 P<0. 001,与 AngⅡ组比较。

Figure 2. Ang(1-7) reduced the production of AngⅡ-induced ROS in HUVEC
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2. 3　 Ang( I-7)抑制 AngⅡ诱导的 p53 和 Drp1 蛋白

的表达

与对照组比较,AngⅡ组细胞 p53、Drp1 蛋白表

达量明显增多(P<0. 01),Ang(1-7)组 p53、Drp1 蛋

白表达量无明显变化(P>0. 05)。 与 AngⅡ组比较,
AngⅡ+Ang(1-7)组 p53、Drp1 蛋白表达量降低(P<
0. 05;图 3)。

图 3. Ang(1-7)抑制 AngⅡ诱导的 HUVEC 中 p53、Drp1 蛋

白表达　 　 A 为 p53、Drp1 蛋白的 Western blot;B 为各组细胞 p53、
Drp1 蛋白相对表达量统计图(n=5)。 　 a 为 P<0. 05,与 AngⅡ组比

较;b 为 P<0. 01,与对照组比较。

Figure 3. Ang(1-7) inhibits AngⅡ-induced p53 and Drp1
protein expression in HUVEC

3　 讨　 论

动脉粥样硬化性疾病是一种慢性炎症性疾病。
细胞衰老是血管壁内炎症的重要来源,可促进动脉

粥样硬化的发展[13]。 内皮细胞是动脉血管壁的保

护屏障,其损伤是动脉粥样硬化的始动环节。 研究

证实,内皮细胞衰老可促进动脉粥样硬化[2]。 Ang
Ⅱ可通过诱导内皮细胞中氮氧化物(nitrogen oxide,
NOx)家族蛋白的表达进而增加 ROS 的产生[6];另
外,Yang 等[11]研究表明 AngⅡ可通过降低端粒酶活

性诱导内皮细胞衰老,可伴随着 ROS 的产生。 本实

验借助 AngⅡ造模方法,通过加重氧化应激水平,利
用 SA-β-Gal 染色验证细胞衰老,成功对内皮细胞进

行衰老模型造模。 本实验结果显示,AngⅡ组细胞

染色阳性率明显升高,Ang(1-7)干预可以使 SA-β-
Gal 阳性细胞减少,衰老细胞阳性率明显降低,说明

Ang(1-7)可作为内皮细胞的保护剂,减轻其损伤与

衰老。
血管衰老主要涉及内皮功能障碍及血管硬

化[14],其中 ROS 是一种重要的血管细胞衰老诱导

应激源,可诱导一定的 DNA 损伤和衰老,依赖或独

立于端粒缩短[15-16]。 大量 体 外 实 验 表 明 p53 /
p21WAF1 和 Rb-p16INK4A 信号通路可通过 ROS 依

赖的正反馈调节增强衰老[17],其中 p53 / p21WAF1
在细胞衰老中研究较多。 有证据表明,衰老与血管

壁 ROS 的增加有关[13,16]。 最近有研究发现,过量的

ROS 可通过 p38MAPK / NF-κB / SASP 通路促进炎性

因子的产生,诱导 DNA 损伤,促进细胞衰老[18];
Kumar 等[19] 研究也证实 ROS-Akt-mTOR 轴调节参

与细胞过早衰老的过程,以上均提示 ROS 可介导细

胞衰老。 那么通过清除自由基和增强抗氧化防御

来降低 ROS 生成的干预手段已被广泛认为是一种

抗衰老策略[20]。 在心血管疾病中,Ang(1-7)通过减

少巨噬 细 胞 浸 润, 降 低 单 核 细 胞 趋 化 因 子 1
(monocyte chemokine-1,MCP-1)、白细胞介素 6( in-
terleukin-6,IL-6)、肿瘤坏死因子 α( tumor necrosis
factor-α,TNF-α)、核转录因子 κB(nuclear factor-κB,
NF-κB)、血管细胞黏附分子 1(vascular cell adhesion
molecule-1,VCAM-1)和 ROS 水平,细胞凋亡和一氧

化氮释放增加,从而降低了动脉粥样硬化的风险。
此外,在人细胞系和基因敲除 ApoE 小鼠中,无论体

内还是体外均可通过减少 MCP-1、VCAM-1、IL-6 水

平,保护内皮细胞,预防早期动脉粥样硬化,抑制动

脉粥样硬化进展[12,21-22]。 Zhao 等[8] 实验也表明,
Ang(1-7)可通过 Akt 信号通路抑制 ROS 相关的线

粒体损伤起到细胞保护的作用。 本实验证实 Ang
(1-7)干预可降低内皮细胞内 ROS 起到细胞保护的

作用,与文献[23]结果相一致。
线粒体动力学稳态失衡在细胞衰老及氧自由

基生成等病理及生理过程中起着重要的作用[16]。
线粒体是 ROS 的主要来源,线粒体中 ROS 的过度

产生可促进衰老和衰老的进程,导致与年龄有关的

疾病[18]。 Vendrov 等[6]体内研究证实在老龄(16 个

月)ApoE- / - / p47phox- / -鼠主动脉血管壁及平滑肌细

胞 ROS 异常增多,可增加动脉管壁的粥样斑块形

成。 线粒体是细胞内高度动态的细胞器,通过持续

的融合和分裂来维持细胞稳态,一旦平衡被打破,
线粒体的动力学就会受到损害,从而引起线粒体稳

态的紊乱,导致细胞衰老[24]。 在哺乳动物体内参与

线粒体分裂的蛋白主要是 Drp1。 Drp1 主要定位于

细胞 质 基 质, 是 调 控 线 粒 体 分 裂 的 一 种 重 要
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GTPase。 Zhang 等[25]研究表明,衰老相关基因 miR-
21-5p / 203a-3p 通过下调 Drp1 促进内皮细胞衰老,
提示 Drp1 参与内皮细胞的衰老过程。 有趣的是,
Drp1 的氧化还原作用可限制线粒体功能障碍及

ROS 的升高,防止内皮衰老[26]。 AngⅡ刺激可引起

线粒体形态的改变,打破线粒体分裂及融合平衡,
进而调控活性氧的产生,促进内皮细胞的凋亡与衰

老[27-28]。 本实验结果提示 AngⅡ组细胞 ROS 产生

增加,Drp1 表达明显增加,Ang(1-7)可明显抑制氧

化应激及抑制线粒体分裂。
p53 蛋白是一种转录蛋白,其活性在正常细胞

中是被抑制的,只有当细胞暴露于各种应激信号

(氧化应激、 DNA 损伤[17]、自噬等) 时才可被激

活[3,29]。 众所周知,Drp1 是 p53 下游通路上的作用

靶点,可以通过其线粒体易位来增加 Drp1 的活

性[30]。 体内体外实验均表明,p53 可以调控线粒体

功能[7,31]。 Yuan 等[32] 研究 p53 基因沉默或者敲除

可直接抑制 Drp1 的表达、线粒体功能以及足细胞凋

亡。 先前也有实验证实 p53 可直接通过对 Drp1 转

录水平的调节来促进 Drp1 依赖的线粒体裂变。 Qi
等[7]研究中 AngⅡ可增加 p53 乙酰化作用,从而诱

导 Drp1 表达,促进线粒体裂变,最终导致心肌细胞

凋亡。 本实验中用 Western blot 检测 p53 和 Drp1,
结果显示,AngⅡ刺激 48 h 后 HUVEC 中 p53 和

Drp1 表达水平明显升高,Ang(1-7)下调了 HUVEC
中 p53 及 Drp1 的表达。 这些结果表明,Drp1 的表

达与 p53 的表达呈正相关。 由此猜测 Drp1 对

HUVEC 衰老的调控可能是由 p53 途径介导的。 本

研究揭示了 Ang(1-7)在 p53 及 p53 依赖的蛋白因

子 Drp1 通路中起着重要的作用,p53 / Drp1 可能为

AngⅡ诱导的内皮细胞衰老及其衰老相关疾病提供

了一个新的治疗策略。
综上,体外细胞实验表明,Ang(1-7)可能是通

过 p53 / Drp1 通路,抑制 ROS 的产生来调节 AngⅡ诱

导的 HUVEC 衰老,为 Ang(1-7)参与内皮细胞的保

护提供了直接的证据。 Ang(1-7)的外源性治疗可

能为衰老相关疾病,如帕金森病、癌症、动脉粥样硬

化性疾病等心血管疾病提供新的治疗策略。 但是

目前研究中关于 Ang(1-7)调控 AngⅡ诱导的线粒

体分裂的信号通路尚不明确,可作为今后相关研究

的指导方向。
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