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色素上皮衍生因子减轻氧化低密度脂蛋白诱导的人脐静脉内皮细胞损伤
实验
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摘要：目的  研究色素上皮衍生因子 (pigment epithelium-derived factor，PEDF) 对氧化低密度脂蛋白 (oxidized low-density 

lipoprotein，Ox-LDL) 所致血管内皮细胞损伤的抑制作用。方法  体外培养人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial 

cells，HUVECs)，建立 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 损伤模型。Ox-LDL 诱导损伤前，给予 400 μg/L PEDF 预处理 24 h，分别

用 MTT 法和 SYTO-13/PI 双染法检测细胞活力和凋亡情况，Western blot 技术检测 β- 连环蛋白 (β-catenin) 和蓬乱蛋白

(disheveled-1，Dvl-1) 表达水平。结果  与对照组相比，Ox-LDL 浓度为 25 mg/L 时细胞活力开始明显下降 (P ＜ 0.05)，且

浓度达 100 mg/L 时，细胞存活率下降至最低为 49.0%(P ＜ 0.05)，成功建立 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 损伤模型。在模型的

基础上进行 PEDF 干预，细胞存活率提高约 17%(P ＜ 0.05)，细胞凋亡率降低约 19%(P ＜ 0.05)，β-catenin 和 Dvl-1 表达

显著下调 ( 分别为 10%、15%，P ＜ 0.05)。结论  PEDF 能够减轻 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 损伤，且在减轻损伤的同时下调

Ox-LDL 诱导的 β-catenin 和 DVL-1 蛋白表达，这可能与 PEDF 抑制 Wnt/β-catenin 信号通路有关。
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Abstract: Objective  To investigate the inhibitory effect of pigment epithelium-derived factor (PEDF) on oxidized low density 
lipoprotein (Ox-LDL)-induced endothelial injury. Methods  A cell injury model of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) 
was induced by Ox-LDL and intervened with PEDF. Cell viability of HUVECs was evaluated with MTT assay. Cell apoptosis 
of HUVECs was detected with MTT assay and SYTO-13/PI double staining. The expression of β-catenin (non-phosphorylated-
β-catenin) and disheveled-1 (Dvl-1) were analyzed by western blot. Results  The Ox-LDL-induced HUVECs cell injury model 
was successfully established. Exposure of HUVECs to Ox-LDL led to a decrease in cell viability (P ＜ 0.05). Ox-LDL-induced 
HUVEC injury and apoptosis, the up-regulation of β-catenin and Dvl-1 expression were suppressed by PEDF pretreatment (P ＜
0.05，respectively). Conclusion  PEDF can ameliorate Ox-LDL-induced endothelial injury by down-regulating the expression of 
β-catenin and Dvl-1, which may be mediated by Wnt/β-catenin pathway.
Keywords: pigment epithelium-derived factor; oxidized low density lipoprotein; vascular endothelial injury; β-catenin 

		  动脉粥样硬化 (atherosclerosis，AS) 是心血管 病的主要病理基础 [1]。血管内皮损伤和功能减退是

AS 发生的初始环节 [2]。氧化低密度脂蛋白 (oxidized 

low density lipoprotein，Ox-LDL) 是导致 AS 的关键因

子，在引起内皮损伤和启动 AS 中发挥重要作用 [3]。

色 素 上 皮 衍 生 因 子 (pigment epithelium-derived 

factor，PEDF) 是一种多功能糖蛋白，与心血管病

尤其是 AS 的发生密切相关 [4-7]。本课题前期研究

发现，急性冠脉综合征患者的血浆 PEDF 低于健康

人群，半年后发生主要不良心脏事件患者的 PEDF

水平低于未发生者，推测 PEDF 是急性冠脉综合征

的独立保护因素 [8]。β- 连环蛋白 (β-catenin) 是
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Wnt/β-catenin 信号通路活化的关键分子。研究表

明，Wnt/β-catenin 信号通路参与 AS 的发生、发展，

且与血管内皮损伤、炎症、氧化应激、细胞增殖以

及血管重塑等密切相关 [9-14] ；PEDF 能够抑制 Wnt/

β-catenin 信号通路 [15]。本研究利用 Ox-LDL 损伤

人脐静脉内皮细胞 (human umbilical vein endothelial 

cells，HUVECs)，采用 PEDF 保护 HUVECs，拟初

步 探 讨 PEDF 减 轻 Ox-LDL 诱 导 的 HUVECs 损 伤

的机制。

材料和方法

1	 材料　HUVECs( 中国典型培养物保藏中心 ) ；

胎 牛 血 清 (fetal calf serum，FBS)、DMEM 培 养 基

(Gibico 公 司 ) ；Ox-LDL( 北 京 协 生 生 物 科 技 有 限

公司 ) ；人重组 PEDF(PeproTech 公司 ) ；MTT、抗

β-actin 抗 体 (Sigma 公 司 ) ；SYTO-13/PI 染 料

(Life Technologies 公 司 ) ；非 磷 酸 化 抗 β-catenin

抗 体、 抗 disheveled-1(Dvl-1) 抗 体 (Santa Cruz 

Biotechnology 公 司 ) ；山 羊 抗 兔 IgG/ 辣 根 过 氧 化

物酶 ( 北京中杉金桥公司 ) ；BCA 蛋白定量试剂

盒、二甲基亚砜 (DMSO)、RIPA 裂解液、碱性磷酸

盐、青霉素混合液、胰蛋白酶、4× 蛋白上样缓冲

液、30% 丙烯酰胺、4×SDS-PAGE 分离胶缓冲液、

4×SDS-PAGE 浓缩胶缓冲液 ( 北京索莱宝公司 ) ；

ECL 发光液 (Thermoscientific 公司 )。

2 细 胞 培 养 与 分 组　 正 常 生 长 的 HUVECs 用

DMEM 培养基 ( 含 10% FBS，1% 青霉素混合液 )

调 节 细 胞 密 度 至 1×108/L， 置 于 37 ℃、5% CO2

培养箱中培养。细胞处理前更换为含 1% FBS 的

DMEM 培 养 基 培 养 24 h。 损 伤 模 型 建 立 ：培 养

HUVECs，随机分为 5 组，即空白对照 (control) 组

及 Ox-LDL(12.5 mg/L，25 mg/L，50 mg/L 和 100 

mg/L) 组，处理 24 h 后收集细胞。PEDF 干预 ：培

养 HUVECs，随机分为 3 组，即正常对照 (control)、

Ox-LDL 组 ( 加入 100 mg/L Ox-LDL 处理 24 h 诱导

损伤 ) 和 PEDF 干预组 (Ox-LDL+PEDF ：给予 Ox-

LDL 诱导前加入 PEDF，终浓度为 400 μg/L)。

3	 MTT 法检测细胞活力　将 HUVECs 接种于 96

孔培养板，待细胞生长至稳定状态 ( 约 12 h)，按

照上述分组给予处理，置于 37℃、5% CO2 培养箱

培养。处理 24 h 后，每孔加入 5 mg/L 的 MTT 20 

μl，避光培养 4 h，弃旧培养基，每孔加入 150 

μl DMSO，避光条件下水平摇荡 10 min，酶标仪

( 波长 570 nm) 测定吸光值。

4	 细胞凋亡形态学观察　将 HUVECs 培养于 6 孔

培养板内的盖玻片上，按照实验分组处理后，避

光 条 件 下 依 次 用 SYTO-13、PI 染 色， 甘 油 /PBS

封片后于激光共聚焦显微镜下观察、采图。采用

Image-Pro Plus 软件进行细胞计数，分别测定凋亡

细胞 ( 红色荧光 ) 与未凋亡细胞 ( 绿色荧光 ) 数量。

凋亡细胞比例公式 ：红色细胞数 /( 红色细胞数 +

绿色细胞数 )×100%。

5	 Western blot 检 测 蛋 白 表 达　 将 HUVECs 培 养

于 6 孔培养板内，按照实验分组方法处理后，用

RIPA 蛋白裂解液提取各组细胞总蛋白，经 BCA 蛋

白定量、金属浴变性处理后，进行 SDS-PAGE 电

泳 (8% ~ 10% 分离胶 ) 后电转印至 PVDF 膜，5%

脱 脂 奶 粉 封 闭 2 h， 之 后 用 兔 抗 β-catenin 抗 体

(1 ∶ 1 000)、抗 Dvl-1 抗体 (1 ∶ 800) 和鼠抗 β-actin

抗体 (1 ∶ 1 000)4℃孵育过夜，TBS-T 洗膜 3 次，

每次 10 min，用辣根过氧化物酶标记相应二抗孵

育 2 h，同样方法洗膜后，ECL 发光液显影，应用

化学发光成像系统 ( 上海欧翔科学仪器有限公司，

Chemi Q4800mini 型 ) 进行图像采集，采用 Image-

Pro Plus 软件分析蛋白条带灰度值 (integrated optical 

density，IOD)，以目的蛋白 IOD/β-actin IOD 的比

值反映目的蛋白相对表达水平。

6 统计学方法　采用 SPSS17.0 统计软件进行分析，

计量资料以 -x±s 表示，组间比较采用单因素方差

分析，两两比较应用 SNK 法，P ＜ 0.05 为差异有

统计学意义。

结　果

1	 Ox-LDL 对 HUVECs 的存活率影响　MTT 法检

测细胞活力显示，以 25 mg/L、50 mg/L 和 100 mg/

L Ox-LDL 处理 HUVECs 24 h 可明显造成细胞损

伤，表现为细胞活力降低，分别为正常对照组的

78.4%、69.8% 和 49.0%(P ＜ 0.05)( 图 1)。 后 续 损

伤模型的建立采用 100 mg/L Ox-LDL 进行诱导，细

胞活力均在 50% 以下。

2	 PEDF 预处理后对于 Ox-LDL 诱导 HUVECs 存

活率和凋亡的影响　MTT 法检测细胞活力，结果

显示，400 μg/L PEDF 可以提高 100 mg/L Ox-LDL

诱导的 HUVECs 存活率约 17%(P ＜ 0.05)( 图 2) ；

利用 SYTO-13/PI 双染法观察细胞凋亡，400 μg/

L PEDF 预处理能降低 Ox-LDL 诱导的 HUVECs 凋

亡率约 19%(P ＜ 0.05)( 图 3)，表明 PEDF 能够减轻

Ox-LDL 诱导的 HUVECs 损伤。

3	 PEDF 预处理下调 Ox-LDL 诱导的 β-catenin 和

Dvl-1 表达　Western blot 结果显示，100 mg/L Ox-
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LDL 处理 HUVECs 24 h 后，β-catenin 和蓬乱蛋白

(dishevelled，DVL-1) 表达水平明显上升，而 PEDF

预处理下调了 Ox-LDL 诱导的 β-catenin 和 Dvl-1

表 达 ( 分 别 为 10%、15%，P ＜ 0.05)( 图 4)， 提

示 Ox-LDL 诱导 HUVECs 损伤的同时可能激活了

Wnt/β-catenin 信号通路，而 PEDF 发挥保护内皮

的作用可能是通过抑制 Wnt/β-catenin 信号通路。

图 1　不同浓度Ox-LDL对细胞活性的影响 (aP ＜0.05， vs 对照组；
n=6)

Fig. 1　Effect of different concentrations of Ox-LDL on cell viability
  (aP ＜0.05， vs control group；n=6)

图 2　PEDF预处理对于Ox-LDL诱导HUVECs存活率的影响 (aP
＜0.05， vs 对照组； bP ＜0.05， vs Ox-LDL模型组；n=6)

Fig. 2　Effect of PEDF pretreatment on cell viability of HUVECs 
treated with Ox-LDL(aP ＜ 0.05， vs  control group； bP ＜
0.05， vs Ox-LDL group；n=6)

讨　论

		  AS 发生在动脉壁，以脂质触发的炎症反应为

特点。血管内皮受损或功能紊乱之后，通透性增

加，促进脂质积聚，单核细胞黏附和血管平滑肌

细胞迁移。沉积在细胞外基质的脂质被氧化或其

他化学修饰，进而引发一系列的炎症反应。迁移

至内膜下的单核细胞 / 巨噬细胞吞噬被修饰的脂质

成为泡沫细胞，同时平滑肌细胞合成细胞外基质

促进纤维帽的形成 [16]。因此，内皮损伤是 AS 发生、

发展的始动环节，多种心血管病的危险因素均能

导致血管内皮损伤。Ox-LDL 能上调活性氧、促

炎因子水平，诱导内皮损伤，促进泡沫细胞形成，

在 AS 过程中发挥关键作用，但其具体作用机制尚

不十分清楚。与既往研究报道一致 [17]，本研究结

果显示，Ox-LDL 能显著诱导 HUVECs 损伤，降低

细胞活力，表明 Ox-LDL 是内皮损伤的触发因素。

		  PEDF 最初是在人胎儿视网膜色素上皮细胞培

养液中发现的一种神经保护因子。随着研究的不

断深入，人们越来越关注 PEDF 的抗炎症反应、抗

氧化应激和抗血栓形成等特性 [18]。有文献报道，

外源性给予 PEDF 能减轻动脉血栓的形成 [19]。本

课题组前期发现，Ox-LDL 诱导内皮损伤和凋亡的

同时下调细胞内 PEDF 的表达 [17]，抑制 PEDF 表达

下调可能是载脂蛋白 A- Ⅰ模拟肽 D-4F 减轻 Ox-

LDL 所致内皮损伤的作用机制 [20]。本实验结果显

示，Ox-LDL 诱导的 HUVECs 活力下降和凋亡可

以被 PEDF 所拮抗，提示 PEDF 能够一定程度减轻

Ox-LDL 诱导的内皮损伤。

		  已 有 文 献 证 实，Wnt/β-catenin 信 号 通 路 与

AS、内皮损伤、炎症和氧化应激密切相关 [21-23]。

人颈动脉 AS 斑块的 β-catenin 水平极高 [10]，Ox-

LDL 能上调成肌纤维细胞内的 β-catenin 表达并

且激活色素上皮细胞内的 Wnt/β-catenin 信号通

路 [24] ；相应地，Wnt/β-catenin 信号通路活化提高

了活性氧、TNF-α 和血管内皮生长因子水平 [25]。

更有意义的是，PEDF 能够抑制 Wnt/β-catenin 信

号通路。β-catenin 和 DVL 蛋白在 Wnt/β-catenin

信号通路活化过程中起着关键作用，本实验结果

显示，Ox-LDL 能上调 β-catenin 和 DVL-1 表达，

而这种作用被 PEDF 所拮抗，提示 Ox-LDL 可能通

过激活 Wnt/β-catenin 信号通路诱导内皮损伤，而

PEDF 可能通过抑制 Wnt/β-catenin 信号通路减轻

Ox-LDL 诱导的内皮损伤，但具体机制还需进一步

探讨。

		  综 上 所 述，PEDF 能 够 减 轻 Ox-LDL 诱 导 的

HUVECs 损伤，且在减轻损伤的同时下调 Ox-LDL

诱导的 β-catenin 和 DVL-1 蛋白表达，这是否与

Wnt/β-catenin 信号通路活化状态相关有待阐明，

其具体作用机制尚需进一步深入研究。
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Fig. 3　Effect of PEDF pretreatment on cell viability of HUVECs 
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(Green, SYTO-13-positive cell; red, apoptotic cells stained 
by PI; Scale bar =100 μm; aP＜0.05， vs control group； bP＜

  0.05, vs Ox-LDL group；n=6)
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·消息·

祝贺解放军总医院荣获两项国家科技进步一等奖

		   本刊讯　2017 年 1 月 9 日召开的 2016 年度国家科技奖励大会上，解放军总医院摘取两项国家科技进步一等

奖。这两项获奖成果分别是中国工程院院士、解放军总医院肾脏疾病国家重点实验室主任、我刊主编陈香美

教授领衔的 《IgA 肾病中西医结合证治规律与诊疗关键技术的创研及应用》，解放军总医院骨科主任唐佩福教授、

创伤研究所姚咏明教授领衔的 《严重战创伤多器官障碍与损伤修复的创新理论及关键技术》。两个科研团队均

历时 20 余年集智攻关取得重大突破。在此，我刊表示热烈祝贺，并以此为榜样，敬业、创新，更好地为广大

作者和读者服务。




