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摘要 IL
一

1 。
是一种重要的促炎性细胞因子

,

它具有广泛 的生物学效应
,

作用于机体多个系统
,

可

参与免疫调节
,

介导炎症反应及致热作用 ; 可促进一 些细胞增殖而抑制另一 些细胞增殖
.

研究 IL
一

1。

长期刺激血管内皮细胞 的效应
,

发现与衰老相 关的 件半乳糖普酶染色反应阳性 ; 形态学上细 胞变得

扁平
、

不 规则
,

细胞质胀大
,

有些细胞 出现双 核现象 ; 流式细胞术检测结果表明 8 3
.

18 % 细胞停滞在

G『 G l 期
,

S 期细胞减少 ; 利用彗星 电泳检测到被诱导衰老的内皮细 胞 D N A 严重损伤
.

对 I L
一

1。 诱导

内皮细胞衰老机理 的探讨发现被诱导的衰老细 胞 内活性氧水平升 高
,

脂质过氧化物增多 ; 而抗 氧化

酶活力下降且 总的抗氧化能力显著下降
,

这就造成 了细 胞损伤 并诱发导致 了细 胞 的退行性变化
,

即

衰老 的发生
.

此研 究为衰老的炎症假说在细胞水平提供 了直接的证 据
,

并为抗衰老及其相 关疾病 的

防治提供了理论基础和实验依据
.

关键词 IL
.

al 内皮细胞 衰老 活性氧 抗氧化系统

I L
一

1 是一种重要的促炎症细胞因子
,

它可 由单

核细胞
、

巨 噬细胞
、

表皮细胞
、

B 细胞
、

成纤维细

胞等多种细胞合成和分泌
.

IL
一

1 具有广泛的生物学

效应
,

作用于机体 多个系统
,

可参与免疫调节
,

介

导炎症反应及致热作用 ; 可促进一些细胞增殖而抑

制另一些细胞增殖 〔’ 一 “ 〕
.

I L
一

1 的这些生物学功能是

通过 lL
一

1 受体介导并与即刻早期基 因包括 IP G
一

9
,

c--j
。 , ,

NA
K

一

1 和场
r 一 1 等 6[, 7〕的表达有关

.

血管 内皮细胞位于血管 壁的内衬
,

具有 I L
一

1
一

I

型受体和 -lI
一

1 受体辅助蛋白
,

受激后产生的形态学

和生理学变化非常引人关注
.

内皮细胞受到 I L
一

1 刺

激活化时
,

迅速合成 I L
一

8 等炎性细胞因子
,

促使骨

髓释放中性粒细胞
,

激活淋巴细胞并介导 多种炎症

效应 8[]
.

炎症反应是宿 主细胞限制感染
,

去除异物

的有效免疫方式
,

在炎症反应过程中有一个高代谢

过程
,

会产生大量的活性氧 ( R O )S 以破坏消灭入侵

者 9[] ; 而 R o s 被 认 为是 导 致 细 胞衰 老 的重 要 原

因〔’ “ 〕
.

衰老的氧化胁迫假说认为过剩的活性 氧会破

坏细胞的结构与功能
,

导致细胞退行性变化即衰老

的发生
.

正常情况下
,

细胞内不断产生活性氧
,

但并未

造成严重损害
,

其原因之一在于抗氧化机制的存在
.

有报道表 明在许多组织和细胞中抗氧化酶的活力随

着衰老而下降
,

而且组织和细胞损伤也加剧
,

所以

认为抗氧化酶 活力下 降是 损伤以 及 衰老的一个 原

因〔“ 一 ’ 3〕
.

但也有报道抗 氧化酶在衰老 时增 加或没

有改变 ! ` 4一 ’ “ 〕
.

在 I L
一

1。 诱导的内皮细胞衰老中
,

氧

化与抗氧化系统究竟如何变化 ?

本文利用 p
一

半乳糖昔酶染色
、

流式细胞术
、

彗

星电泳等方法对 I L
一

a1 这一促炎症因子长期刺激 人

脐静脉内皮细胞 ( H U v E C S ) 的生物学效应进行研

究
.

进一步对 I L
一

1。 诱导衰老的机理作了初步探讨
,

这将有助于阐明炎症与衰老的相互关系
.
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材料和方法

1
·

1 细胞培养和鉴定〔’ 6〕

原代细胞分离 自 24 h 内新生儿脐带
,

静脉 内皮

细胞经由 Iv 型胶原酶 ( iG b co
,

U SA )消化而获得 ; 细

胞用 M 19 9 ( iG bco
,

U SA )培养
,

并补充终浓度为 20 %

的胎牛血清 ( H cy lon e ,

U SA )
,

60 阔m L 内皮细胞生

长因子 ( R oc h e ,

eG ~ yn )
,

0
.

03 % L 谷氨酞胺
,

0
.

6%

eH esP
,

0
.

2% N a HC q
,

10
’ s

mo l/ L 胸腺崛吮 ( is gant
,

u sA )和 100 拜岁
n 1L肝素钠

.

每 3 天换一次液
.

实验所

用细胞均为 4 代以内细胞
.

细胞通过形态学观察和细

胞内特异性表达的 vi H 因子间接免疫荧光标记流式

分析来鉴定
.

操作按流式 细胞仪 ( F A CS Cal ib ur
,

BD
,

U SA ) 使用规程进行
,

采样控制和数据分析用 BD 公

司提供的软件段 nuQ es t Ve sr ions 3
.

0 进行
.

1
.

2 IL l a 对内皮细胞的刺激和衰老细胞的鉴定

在长成单层的 F氏几下 sC 培养体 系中加入终浓度

为 20 呵m L 的 I-L 1。 (DR S y s t
em

,

u SA ) 进行持续性

刺激
,

其间换液如常
,

补充相应浓度的 IL I。
.

所有

的处理细胞及平行对照细胞均在同一时间收获分析
.

对衰老细胞的鉴定依据 n nnT 和 反
~

提出的

方法 [’ 7, `“ ]
.

用 P sB ( p H 7
.

2) 洗单层细胞一次
,

再以

P B S ( pH 7
.

2) 配置的 0
.

5 % 的戊二醛 固定 5而
n ,

然

后用 PB S ( p H 7
.

2
,

含 1 n m l o l / L 的吨a Z ) 洗一遍 ;

在新鲜配置的 -x 列 ( R co ha
,

eG
n T旧 I l y ) 染液 ( p H 6

.

0)

中染色
,

3 7
O

C 孵育 12一 1 6 h
.

1
.

3 细胞周期分析

消化收获细胞
,

1 0 00 9 离心弃上清
,

用无钙镁的

PBS 洗两遍
,

重悬于 5 00 拼L 的 PB S 中
,

缓慢 加入

s n 1L冷乙醇
,

4
’

e 固定过夜
.

取 5 x l o 6 细胞
,

10 0 0 9

离心弃乙醇
,

用 s n 1 L的 PB S (含 1% 牛血清 )洗两遍 ;

加入 10 0 拜L的 5 00阔rnL 碘化丙咤 ( p l ) 溶液
,

10 0 拼L

浓度为 10 m g / n 1 L 的 NR ase A
,

37
`

c 孵育 30 n
血

.

流

式细胞术分析采 用的激发光 为 4 88 ~
,

发射 光为

57 O
nnr

,

细胞流速不超过 60 个 /而 ;n 数据用 BD 公司

提供的 Mo ld if i t 2
.

0 分析 [` 9 ]
.

8二 n
.

玻片在裂解液 ( 2
.

5 mo l/ L N aCI
,

l oo
n l n l o l/ L

N aZ
一

E l〕TA
,

1 0 nnr 犯1/ L irT
s ,

1% 汉 x li u n il a u
动

~
in e ,

1% irT ont 芜 100
,

p H 10 ) 中 4 ℃作用 1 h
.

然后玻片在

解旋溶液 ( 1

~
l/ L N aZ E D I A 和 300 m n刃1/ L N a 0 H

州 13 ) 中 3 7 ℃ 条件 下 作用 l ;h 4 ℃ 条 件 下 电泳

30 而
n

.

玻片最后在0
.

4 n lo l / L irT
S 一

H a 缓冲液中中和

5 而
n ,

用 SY B R G r ee n ( M o lce ul ar P or bes
,

U SA )染色
、

荧光显微镜观察并分析
,

用尾矩 ( at il

~
en t) 即尾

部 1〕N A 的比例与头部中心到尾部中心距离的乘积来

表示 I〕N A 损伤程度工洲
.

1
.

5 细胞内 R C` 的测定

同上消化收获细胞后加 0
.

4 拌L的 0
.

5

~
l/ L 的

CM
一

践 1犯 F l ) A ( M 6 1ec ul ar P or be
s ,

U SA ) 到 0
.

4 m L ( 3

x l护 细胞 / n 止 ) 细胞悬 液 中至终 浓度 0
.

5
~

l/ L
,

3 7
’

C孵育 5一 10 m i n ; 在用流式细胞仪检测前 5 m i n

加入 IP (终浓度 10 昭 / m L )
,

然后采用流式细胞术

检测 (激发光 5 1 7 或 4 8 8 n m
,

发射光 5 3 5 n m )
,

取 p l

阴性的细胞群分析 R O S 的变化
.

1
.

6 脂质过氧化物丙二醛 ( M D A )
、

超氧化物歧化

酶 ( S o n )
、

谷胧甘肤过氧化物酶 ( G S H
·

P x ) 和总抗

氧化能力 ( -T A 《X ) ) 的测定

根据 南京建成 生物工程研 究所 生产的 M D A,

s O D
,

G S H
一

P x 和 T
一

A O C 试剂盒说明书进行测定
.

1
.

7 数据处理和统计分析

数据采用平均数 士标准差表示
,

以双尾 t 检验

进行平均数差异的显著性分析
,

统计处理采用 M i
-

e r o so f t E x e e l 2 0 0 0 软件
.

P ( 0
.

0 5 为有显著性差异
.

2 结果

1
.

4 彗星电泳 (单细胞电泳 ) 分析 D N A 损伤

首先在冰冻玻片上铺上 100 拼L l % 的正常溶点凝

胶
,

在 室 温 下 静 置 5 而
n

.

将 6 拼L 细 胞 悬 液

( 2 x 10“ 细胞 / rnL )与 54 越
J

l % 的低溶点凝胶在 37 ℃

条件下充分混匀后铺在第一层凝胶上
,

在 4 ℃ 静置

2
·

1 H U V E C s 的培养和鉴定

内皮细胞原代需长 5 一 7 d
,

以后 1 : 3 传代
.

一

般情况下内皮细胞在体外培养 10 代以后开始 自行

形态变异
,

功能衰退
,

因此所有实验均采用 4 代以

前的细胞
.

以内皮细胞形态呈现多角型的铺路石状

特征和其胞浆中表达 V lll 因子为指标来鉴定内皮细

胞的纯度
,

以区别原代分离培养时可能混入的成纤

维细胞
.

间接免疫荧光标记的流式分析表明98
.

75 %

的实验细胞为内皮细胞来源 (图 1 )
.
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2
.

2衰老细胞的鉴定

仔半乳糖昔酶染色实验表明
,

85 % 的内皮细胞在

IL
一

a1 的持续慢性刺激下呈现 出细胞浆特异性 蓝色
,

表明 IL al 诱导 H L JV E a 进入衰老状态 (图版 I A )
.

粼卞

荧光强度

图 1 FI T C 间接标记的抗人 v 山 因子染色的

H U v E sC 流式细胞术鉴定结果

左侧峰代表阴性对照
,

右侧峰代表间接荧光标记的细胞
,

统计表明有绝大多数细胞 ( 98
.

75 % ) 内有人 v lll 因子表达
.

为 3 次实验平均值

2
·

3 细胞周期分析

H U v E C S 在 I L
一

1a 的持续慢性刺激下生长逐渐

趋于停顿
,

分裂相 少见
,

有些 细胞 中能观察到双

核
.

用 x
一

ga l 染液染色证明大部分 细胞进入衰老状

态后
,

取衰老细胞和同样来源的对照细胞经 lP 染

色
,

通过细胞 D N A 含量来判断细胞周期时相
.

流式

细胞仪分析表明 IL
一

1。 诱导衰老 的 H u v E c S G 。 一

lG

期细胞占 83
.

18 %
,

G Z一M 期细胞占 8
.

25 %
,

S 期细

胞 占 8
.

5 7% ; 而 对 照 H u v E c S
OG

一

G l
期 细 胞 占

59
.

02 %
,

q
一

M 期 细 胞 占 14
.

21 %
,

s 期 细 胞 占

26
.

78 % 可见细胞周期 向 0G
一

G , 停滞
,

s 期趋 于消

失 (图 2 )
.

粼纂纂韧霉

00000000
00rC42

搽留籍薪蕊

O
L

0 5 0 10 0 1 50

相对荧光强度 相对荧光强度

图 2 流式细胞术检测细胞周期

(
a

) 未诱导的 H u v E C
、 ,

左侧峰为二倍体峰对应于 0G
一

G ,

期
,

右侧为四倍体峰
,

对应于 G Z
一

M 期
,

中间为 s 期
;

( b) I L
一

1。 诱导衰老的 H u v E c
S

比 (
a

) 图有更多的细胞滞留在 0G
一

G , 期
,

同时 s 期细胞近 于消失

2
.

4 彗星电泳分析 D N A 损伤

彗星电泳是一种用于检测单细胞水平 D N A 损

伤的技术
,

以其快速
、

简便
、

灵敏等诸多优点成为

分子监 测的重要 手段
.

在 衰老 的细胞 中往往 出现

D N A 断裂损伤 2l[
,

2 2 〕
.

图版 I B 显示对照细 胞没有

D N A 损伤
,

其荧光在细胞 内
,

而 I L
一

a1 诱导衰老的

H U v E C s 由于 D N A 的断裂而迁移出细胞产生带有

荧光的彗星尾部
.

激时出现震荡
,

最终衰老细胞 R O S明显高于未刺激的

对照 (图 3 )
.

2
.

6 脂质过氧化物 M D A 的分析

MD A 是膜脂过氧化的主要产物之一
,

人们常以

M D A 作为判断膜脂过氧化程度的一项重要指标
.

在

IL
一

a1 诱导的衰老细胞中 M D A 含量显著高于对照组

(表 1 )
.

2
.

5 细胞内 R O S 的测定

R O S 的 生 成 是 通 过 应 用 改 良的 二 氯 荧 光 素

( H Z D C F D A )作为探针来检测的
.

如图所示
,

活性氧在

细胞内的产生与碎灭处于动态变化
,

在 I L
一

al 短时间刺

2
.

7 S O D
,

G S H
一

P x ,

T
·

A O C 的测定

IL
一

la 诱导的衰老组 SO D 的产生 ( 6
.

6 9 土 0
.

6 1)

比对 照 组 ( 9
.

47 土 0
.

3 ) 要 低
,

衰 老 组 G SH
一

P x

( 1 12
.

1 士 4
.

2 7 )比对照组 ( 1 4 8
.

0 士 3
.

9 8 )亦 降低
,
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蜷
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0 2

「1 }1 日 ! } }! 日
0 0目` 去以` 尸 , ` ` 十` ` 月卜山`

U U 〕 l 乙 仔 乙斗

时间小

图 3 分析 IL
.

l a 作用于内皮细胞不同时间后的 R O S变化

0 为对照组 Ro s
, n

为 I L
一

la 诱导的衰老细胞 R O S
,

高于对照

组
.

R O S 在刺激的 24 h 内震荡变化
.

均为 3 次测试平均值

衰 老 组 T
一

A O C 的 活 性 (巧
.

2 士 1
.

2) 比 对 照 组

(3 2
.

8 士 1
.

1) 也低
,

且均具有显著性差异 ( p < 0
.

0 5 )( 表

1 )
.

表 1 对照组和 I L
.

1“ 诱导的衰老组 M D A
,

so D

G S H
·
P x
和 T

·
A C〔 的比较

“ )

测定指标 对照组

气ù0 0飞M D A (
n m o l / m g 蛋 白 )

s O D ( N u / m g 蛋白 )

G s H
一

P x

( u / m g 蛋 白 )

T A O c ( u / m g 蛋 白 )

5 7

4 7

14 8
.

0 0 士 3
.

98

衰老组

3
.

3 9 士 0
.

0 6

6
.

6 9 士 0
.

6 1

1 1 2
.

10 士 4
.

2 7

32
.

8 士 1
.

1 1 5
.

2 士 1
.

2

a ) 均为 3 次实验的平均值

3 讨论

H
J 一

al 具有广泛的生物学效应
,

作用于机体多

个系统
,

可参与免疫调节
,

介导炎症反应及致热作

用 仁̀一 3 ]
.

它 还 可 促 进 或 抑 制 不 同类 型 细 胞 的增

殖 〔̀ 一 “ ]
.

研究发现 I L
一

1。 刺激 H u v E c 、 15 d 以后
,

细胞变得伸展不规则
,

胀大
,

有些细胞出现双核 ;

件半乳糖昔酶染色 85 % 的细胞呈现阳性 ; 83
.

18 %

的细胞周期停滞在 0G
一

G l
期 ; 彗星电泳检测到 D N A

断裂损伤严重 ; 因此说 I L
一

h 的持续慢性刺激能引

起 H u v E c S
的衰老

.

那么 I L
一

a1 诱导内皮细胞衰老的原因是什么呢 ?

IL
一

l a

在 炎症反应时使 R O S 增加
,

I L
一

a1 诱导的衰

老中也伴随着 R O S 的增加
,

而 RO S 是导致衰老的

主要原因 [`。 1
,

这提示 R o s 是 炎症与衰老相关联的

共同点
.

R O S 的升高可有两个重要效应
,

R O S 可以

作为第二信使介导特定的信号通路
,

它还可以攻击

和严重损害各种各样的细胞分子
.

在炎症反应中
,

炎症细胞常产生呼吸爆发
,

一方面以充足的能量供

应支持活化的细胞
,

强化细胞本身的功能
,

另一方

面 R O S 本身即是很有效的攻击性物质
,

利于抗击感

染等侵害
,

这是进化中生存竞争的必然结果
.

但是

R O S 是一个双刃剑
,

它引起各种分子的损伤包括膜

脂
、

细胞蛋白质
、

D N A
,

从而诱发细胞的衰老
.

本

实验结果还表 明脂质过氧 化物 M D A 也显著增 加
,

它可导致细胞膜通透性 和稳定性受到破坏
,

M D A

本身还可与膜蛋 白
、

酶发生交联反应使细胞新陈代

谢发生障碍
,

从而导致衰老
.

另外
,

脂质过氧化物

分解的过程会产生更多的脂 质过氧化 自由基
,

通过

链式反应放大活性氧的作用
.

正常情况下
,

细胞内不断产生活性氧
,

但并未

造成严重损害
.

其原因之一在于抗氧化机制的存在
.

R O S 产生与清除的对抗使活性氧在 IL
一

1
。
刺激的短

时间内起伏震荡
,

但 I L
一

a1 长时间刺激使细胞提前

衰老
,

总的抗氧化能力显著下降
,

活性氧最终显著

升高
,

脂质过氧化物 M l〕 A 也显著增加
.

活性氧的

产生与清除处于不平衡状态
,

过剩的活性氧就会破

坏细胞的结构与功能
,

导致细胞退行性变化即衰老

的发生
.

同时
,

这也提示许多抗氧化药物如维生素

E 等可用于抗衰老及其相关疾病
.

抗氧化系统 有两类
,

即酶促 系统和 非酶 促系

统
.

其中酶促系统得到广泛关注
.

有报道表明在许

多组织和细胞内氧化酶的活力随着衰老而下降
,

而

且细胞损伤也加剧
,

所以认为抗氧化酶的活力下降

是衰老的一个原 因〔” 一 ’ 3 3
.

但也有报道抗氧化酶在

衰老时增加或没有改变 [` 4
,

`5 〕
.

在 I L
一

1 。
长期刺激诱

导的内皮细胞衰老的过程中
,

S O D 和 G S H
一

P x 显著

降低
.

本文的结果支持前一观点
,

认为这种长期刺

激最终使抗氧化酶活性下降
,

这可能是促炎性因子

引起内皮细胞损伤以致衰老的一个原因
.

具体的分

子机制还在进一步研究中
,

相关的基因组和蛋白质

组学的研究将有助于解释这一过程【2 3 〕
.

最近 C hu gn 等提 出衰老的炎症假说
,

认为炎症

过程中的分子基础是衰老过程的一个原因 [“ 4〕
.

我们

的实验为这一假说提供 了直接的证据
,

首次论证 了

促炎症因子 IL
一

1 可诱导 内皮细胞衰老
,

并对 I L
一

1

诱导衰老的机理作了初步探讨
.

同时本研究为研究

炎症与衰老的关系
、

衰老的机理提供了一个很好的

体外模型
,

而且也为抗衰老研究提供了实验依据
.
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