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反式脂肪酸 T rans C18 B1诱导内皮细胞凋亡的研究
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摘  要: 通过检测相关细胞凋亡指标,探讨 t rans C18: 1诱导内皮细胞的凋亡机制。采用体外细胞

培养方法将不同浓度 t rans C18B 1与内皮细胞共同孵育后, 通过吉姆萨染色, 观察内皮细胞形态

变化;采用流式细胞仪检测细胞的早期凋亡变化; 通过试剂盒检测观察 t rans C18: 1对凋亡酶

Caspase活力的影响; 最后考察 Caspase抑制剂 z-VAD-fmk, 对 t rans C18B 1对内皮细胞存活率的

影响。吉姆萨染色后,细胞呈典型的凋亡形态;流失细胞仪检测内皮凋亡细胞的数量明显增加; 同

时发现 t rans C18 B1 引起内皮细胞的凋亡可能与 Caspase-3酶激活有关,因为 Caspase 抑制剂又

能提高 t rans C18B 1处理的内皮细胞存活率。
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Apoptosis of Human Umbilical Vein Endothelial Cells Induced by Trans C18 B1
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Abstract:The target of this study is to exoplore the apoptotic mechanism of endothelial cells through

detecting relevanting apoptosis index. For this, EC w ere cultured with t rans C18 B 1 at different

concentrat ions, then the morphological changes of endothelial cells were observed through giemsa

staining . The apoptotic cells w ere detected by flow cytometry . T he act ivity of caspase-3 was detected by

spectrophotography after endothelial cells t reated w ith trans C18B1. The cell viability was measured by

MTT after endothelial cells cultured w ith trans C18B1 and caspase inhibitor for 24~ 48 h. Results: The

number of apoptotic cells raised and endothelial cells displayed classical apoptotic morphology after

endothelial cells cultured with trans C18B1. The activity of caspase-3 ascended and the caspase inhibitor

could protect endothelial cells from trans C18B 1.
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  反式脂肪酸( t rans fat ty acids, T FA ) 是油脂或

含有油脂的食品中常见的一个组成成分
[ 1]
。由于

TFA会加速动脉粥样硬化,容易诱发心血管和老年

痴呆等疾病。因此, 食品中的 T FA 的形成已成为

当前国际上的研究热点 [ 2]。人摄入 T FA 后, 会引

发系统炎症和内皮功能改变,并进一步诱发心血管

疾病的发生和发展, 但具体的机制目前仍不清楚。

研究表明, 内皮凋亡是血管损伤的重要作用机

制, 许多外界刺激均可诱导内皮凋亡, 并进一步导

致血管渗漏,炎症和血液凝固
[ 3]
。作者已发现 t ran-

sC18B 1会造成内皮细胞损伤 [ 4] , 现探讨 t ransC18

B1对内皮细胞凋亡的影响,希望为研究 T FA 引起

的动脉粥样硬化的发生机制提供科学的数据。

1  材料与方法

11 1  材料

人脐静脉内皮细胞株: 南昌大学医学院提供;

tr ans C18B 1(反式-9-十八碳烯酸)、DMEM、胰蛋

白酶 MTT : Sigma公司产品; 吉姆萨试剂盒: 南京

建成公司产品, 酶标仪 MK3: T hermo 公司产品,

Caspase-3 试剂盒、Caspase 广谱抑制剂 z-VAD-

fmk: A nnexin V-FIT C细胞凋亡检测试剂盒: 南京

凯基生物公司产品; 流式细胞仪 COU LTER EP-

ICS XL: BECKMAN 公司产品。

11 2  方法
11 21 1  细胞培养  人脐静脉内皮细胞的培养: 取

人脐静脉血管内皮细胞细胞株复苏, 接种于 50 mL

培养瓶内,待生长铺满后, 经 21 5 g / L 胰蛋白酶消

化传代,置于 37 e 、体积分数 5%的 CO2培养箱培

养。隔天换培养液, 培养第 3天分组。

11 21 2  吉姆萨染色  待细胞铺满 90%以上时, 弃

去培养皿内原培养液,用 PBS 冲洗 3 次后加吉姆萨

染色液Ñ染液 3~ 5 滴, 使其迅速盖满皿底,大约 1

min后滴加试剂 Ò 缓冲液 5~ 10滴,轻轻摇动平皿,

使染液充分混合均匀, 5~ 10 min后用超纯水迅速

冲去多余染液, 晾干后在倒置相差显微镜下观察细

胞形态。

1. 2. 3  Annexin V-FITC 双染法检测细胞凋亡  

tr ansC18 B1处理过的内皮细胞用不含 EDT A的胰

酶消化,然后用 PBS 洗涤细胞两次( 2 000 r/ min 离

心 5 min)收集 1-5 @ 105细胞, 加入 500 LL 的 Bind-

ing Buffer悬浮细胞,加入 5 LL Annex inV-FITC 混

匀后,再加入 5 LL Pr opidium Iodide混匀, 室温、避

光、反应 5~ 15 min, 在 1 h 内进行流式细胞仪的观

察和检测。

11 21 4  Caspase-3 活性的检测  按试剂盒说明操

作, 胰酶消化收集 t rans C18 B1 处理过的内皮细胞

并重悬于 Lysis Buffer (裂解液 )中, 冰上孵育 10

min,离心并收集上清液(胞浆提取液) ,加入含DDT

的 React ion Buffer, 再加 5 LL 蛋白酶底物多肽 37

e 孵育 4 h,在酶标仪 405 nm 处检测光密度值。结

果以检测的 A 值表示。

11 21 5  Caspase 抑制剂对内皮细胞存活率的影响

 将细胞以 1 @ 10
5
/ mL 接种于 96 孔板中, 每孔加

入细胞悬液 100 LL,待细胞长到融合。分别设立空

白对照组, t rans C18 B 1( 200 Lmol/ L )组, Caspase

抑制剂 11 25、21 5、5 Lmol/ L Caspase抑制剂组中都

同时添加 t rans C18 B 1( 200 Lmol/ L ) , 10 Lmo l/ L

Caspase抑制剂组不添加 t rans18 B 1, 每个浓度 6

个复孔。37 e 、体积分数 5% CO2孵箱内培养 24

或 48 h 后, 去除培养液, 每孔加入 01 5 mg/ mL 的

MT T 溶液 20 LL, 继续培养 4 h后,弃去上清液,每

孔加入 150 LL 二甲基亚砜( DM SO) , 震荡使蓝紫色

结晶充分溶解,用酶标仪测定 A 490 nm值。计算各浓

度 Caspase抑制剂对细胞存活率的影响。

存活率( %) = ( A 实验组 / A 对照组 ) @ 100%

11 3  统计分析

所有实验数据用 SPSS for w indow s 软件进行

数据分析。

2  结果与分析

21 1  trans C18 B1诱导内皮细胞凋亡的形态学观察

如图 1所示,经吉姆萨染料着色后的细胞核呈

紫红色,而细胞浆着色不明显, 呈淡红色。对照组

细胞轮廓清晰,呈多角形/铺路石样0排列; 核居中,

为圆形或椭圆形。经 200 Lmol/ L t rans C18 B 1作

用 24 h后,胞质明显回缩,细胞间连接消失, 胞体呈

圆形;胞核浓缩深染, 偏于一侧, 部分核已破裂, 呈

现出凋亡细胞典型的形态学特征。
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图 1  吉姆萨染色显示内皮细胞形态变化

Fig. 1  Morphological changes shown by Gimersa staining

2. 2  Annexin V-FITC法检测 trans C18 B1诱导内

皮细胞凋亡

在细胞凋亡早期,位于细胞膜内侧的磷脂酞丝

氨酸( PS)迁移至细胞膜外侧。Annex in V 是一种

钙依赖性的磷脂结合蛋白,与 PS 具有高度的结合

力。因此, Annex inV 可以作为探针检测暴露在细

胞外侧的 PS。将 Annex inV 标记上绿色荧光蛋白

FIT C,同时结合核酸染料 PI (活细胞未染)进行细

胞双染,可区分活细胞、凋亡及死亡细胞。图 2 显

示, 对照组出现少量凋亡细胞 (图 2 ( a ) ) ; t rans

C18B1组, 早期凋亡率为 161 73% (图 2( b) ) , 比对

照组有明显增加。

图 2 trans C18B 1 对内皮细胞凋亡率的影响

Fig. 2 Effect of trans C18B 1 on apoptosis rate

2. 3  trans C18 B 1对 Caspase-3活性的影响

Caspase-3是细胞凋亡过程中最主要的终末剪

切酶,在细胞凋亡中起着不可替代的作用 [ 5]。如图

3所示, Caspase-3 活性可被 t rans C18 B 1 激活,

t rans C18B 1( 200 Lmol/ L )与对照组相比 Caspase-

3活力有显著升高( p < 01 001)。

图 3  trans C18 B 1 对内皮细胞 Caspase-3 活性的影响

Fig. 3  Effect of trans C18 B 1 on the activity of

Caspase-3

2. 4  Caspase抑制剂对 trans C18 B 1处理的内皮

细胞存活率的影响

Caspase抑制剂对 trans C18B 1处理的内皮细

胞存活率的影响结果见图 4。将 Caspase 抑制剂 z-

VAD-fmk加入培养基中, t rans C18 B 1 作用 24~

48 h后,发现 Caspase 抑制剂预处理组的内皮细胞

存活率比仅 trans C18 B 1 处理组明显升高( p <

01 001) ,且与对照组和单独添加 Caspase 抑制剂相

比无统计学差异。

图 4  Caspase抑制剂对细胞存活率的影响

Fig. 4 Effect of Caspase inhibitor on cell viability

3  结  语

众多研究表明
[ 6- 7]

, 在细胞凋亡的过程中,

Caspase家族在其信号转导系统中起着非常重要的

作用,其中 Caspase-3(胱氨酸蛋白酶-3)为关键的信

息分子
[ 8]
。正常情况下, 胞质中 Caspase-3(胱氨酸

蛋白酶-3)以无活性、相对分子质量约为32 000的前

Caspase-3的形式存在。当细胞凋亡过程被启动,

凋亡信号传导至 Caspases时,可引起各种 Caspases

的/瀑布式0层层激活的蛋白酶级联切割的过程, 不
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同的蛋白酶分别切割 Caspase-3 酶原, 从而激活

Caspase-3,活化的 Caspase-3 进一步又切割不同的

底物, 导致蛋白酶级联切割放大, 最终引起细胞凋

亡[ 9]。而在此蛋白酶级联切割过程中, Caspase-3处

于核心位置,发挥重要的作用, 因此被称为死亡蛋

白酶。

作者发现, 在反式脂肪酸诱导内皮凋亡的过程

中, Caspase-3 活性显著升高, 表明 Caspase-3 参与

了内皮细胞的凋亡。Caspase 抑制剂可通过提高

tr ans C18B 1处理的内皮细胞存活率抑制内皮的细

胞凋亡。M ichaela Artw ohl发现硬脂酸通过激活

Caspase诱导内皮细胞凋亡, 并且 Caspase 抑制剂

可以完全抑制硬脂酸诱导的内皮细胞凋亡
[ 10]

,其结

果和作者的研究结果一致。Yumi Kondoh 发现

t ransC18: 1 能够激 活 Caspase-3 且部分 激活

Caspase-8,-9,诱导人肝癌细胞株( HepG2)凋亡
[ 11]

,

说明死亡受体通路和线粒体通路均部分参与了

t ransC18B1 诱导的 HepG2 细胞凋亡过程。T FA

通过什么通路引起血管内皮细胞的凋亡,需要进一

步深入研究。
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