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·基础研究·

晚期糖基化终产物刺激下人脐静脉内皮细胞中

F．actin的形态和分布变化

张策黄巧冰赵克森王士雯

【摘要】 目的观察晚期糖基化终产物(AGE)对人脐静脉内皮细胞(HUVEC)的增殖活力和细胞内纤维状肌

动蛋白(F-acfin)形态学的影响．探讨AGE导致毛细血管通透性升高的病理生理学基础。方法采用四唑盐(i～rrr)

比色法，分别检测并绘制正常组和AGE处理组的HUVEC活力曲线；并分别于培龄第1—12天进行F-actin的荧光染

色。结果AGE组HUVEC的活力曲线与正常组相比显著下移。荧光染色发现：正常组HUVEC的F-actin纤维主要

富集丁毗邻细胞膜的周边，形成典型的鹅卵石样形念，细胞质中未见密集的F-actin纤维；AGE组细胞内的F-actin纤

维形态和分布发生明显的改变，出现应力纤维、筵状伪足和板状伪足三种异常形态，至刺激后期，大部分细胞周边

的F-actin纤维消失，胞质中出现密集的应力纤维。结论AGE对内皮细胞的活力有明显的抑制作用。同时，AGE

促使内皮细胞F-ac|in从位于细胞膜周边的状态转为弥散于整个细胞质的状态，内皮细胞收缩，胞间裂隙形成，可能

引起毛细血管通透性升高。
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糖化修饰(glycosylation)是蛋白质的氨基和糖的

醛基之间的非酶性反应，最终形成晚期糖基化终产

物(advanced glycosylation end products，AGE)⋯。既

往的研究发现AGE对毛细血管通透性有明显的影

响，比如：AGE随着年龄的增长逐渐沉积于血管壁，

导致血管壁硬度增加，促使内皮细胞减少释放一氧

化氮进而引起动脉粥样硬化”o；AGE在血管壁的长

期沉积能够促进血栓形成，改变血管壁的弹性”，诱

导血管的高通透性“。，因而与衰老、糖尿病、高虹压

的相关血管并发症有比较密切的关系。本研究试图

通过观察AGE对人脐静脉内皮细胞(human umbilical

vein endothelial cell，HUVEC)的增殖活力和细胞骨架

的主要构件纤维状肌动蛋白(filamentous actin，F．ac—

tin)的形态学影响，从内皮细胞的功能和形态学变化

的角度探讨在部分疾病血管并发症的病理情况下，

AGE诱导血管通透性升高的分子基础，为进一步研

究其机制提供理论和实验基础。

1材料与方法

1．1实验材料HUVEC株ECV．304，购自中国科学

院j：海细胞所。AGE修饰的白蛋白(AGE—albumin)，

由第一军医大学南方医院肾内科实验室供应。

DMEM培养基为Gibeo产品；新生牛血清由杭州四

季青生物工程材料有限公司生产；四唑盐(溴化3，

[4，5．二甲基噻唑．2基]一2，5-联苯四唑，M1Tr)，为si—

no—American Biotec生产；二甲亚砜(dimethyl su|foxide，

DMSO)为国产分析纯；Triton-X 100和牛【i【L清白蛋白

(bovin 8eIXIITI albmnin，BSA)为Sigma生产；荧光染料

罗丹明一鬼笔环肽(rhodamine phalloidin)购自美国

Molecular Probes。用于荧光观察的是日本Nikon

TE300荧光相差倒置显微镜。

1．2 细胞分组HUVEC用含10％新牛牛啦清的

DMEM培养基于37。C、5％C02条件下培养。正常组

按上述条件连续培养；AGE组在培养基中加入AGE．

albm『Ifin 50“g／ml连续培养。

1．3细胞活力曲线的描绘两组细胞源于同一细

胞株(|司一培养瓶的HUVEC)，其单细胞悬液分别接

种于96孔培养板，每孔培养基总量200脚，含细胞2

×loJ个；每组细胞接种15孔。分别于培龄第1～12

天，聚用瑚盯比色法(波长570一)测细胞活力，绘
制细胞活力曲线。

1．4统计学处理结果用i±s表示，统计方法为

两样本均数t检验，采用SPSSl0．0软件进行统计学

分析、

1．5内皮细胞F-actin的荧光染色用普通培养瓶

分别培养两组细胞，于培龄第1—12天每日定时分

别对细胞进行处理。在每次预定染色时间前24 h，

取两组细胞分别接种于微孔培养皿，接种浓度为l

x lO'，向，培养24 h后内皮细胞基本融合形成单层

细胞，再进行F．actin的荧光染色：2％多聚甲醛20℃

固定10 rain；0．5％Triton X一100 4℃孵育30 rain：0．

5％BSA于4℃孵育45 min，最后用2 fdml罗丹明一

鬼笔环肽于4℃孵育40 min。每步处理之问均用

4℃PBS充分漂洗。最后微孔培养皿直接置于相差

荧光倒置显微镜上镜检并摄片，激发光波长为565

mn。

2 结果

2．1 AGE对HUVEC增殖活力的影响 AGE组

HUVEC活力曲线与正常组比较显著下移。白第1灭

起，该组细胞的D值就明显低于正常组；在生长后

期，即第7天以后由于接触性抑制作用，两组细胞的

增殖趋于缓和。但AGE组细胞的D值仍明显较低

(图1)。对每天的D值进行两样本均数的t检验P

值均<0．01，提示这种差异具有显著性，说明AGE

对内皮细胞的活力和增殖具有明显的抑制作用。
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图1 AGE对内皮细胞增殖活力的影响(MTr比色法

波长570 nm)

AGE组终浓度50 p∥Ⅱd，细胞初始接种浓度为1×104／ml

2．2 AGE刺激下F-actln在HUVEC中的形态学改

变正常组内皮细胞的F-actin主要分布在细胞的

周边，分布均匀，排列整齐，形成典型的鹅卵石样形

态，胞质中未见密集的F．actin纤维。细胞间连接紧

密，没有明显间隙形成(图2 A，B)。在AGE的刺激

下，细胞内的}Lactin纤维形态和分布发生明显的改

变，出现应力纤维(图2 C，D)、丝状伪足(图2 c)和

板状伪足(图2 E)；至后期大部分细胞周边的F—actin

纤维基本消失，细胞内部出现密集的应力纤维，细胞

间裂隙形成和增大(图2 F)。标志F—actin纤维从富

集于细胞膜周边向扩散于细胞质的状态转变。
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圈2 F-aetin的荧光染色

A：正常培养第9天的HUVEC，典型的鹅卵石样形态(×100)；B：正常HUVEC第6天，F-洲t·n仍主要分布J。细胞周边，胞质中未见叫显的应力纤

维(×1000)；C：AGE刺激(终浓度50旭Ⅷ)第1凡，细胞质内应力纤维的出现，蝗状伪足的形成(×looo)；n：AGE刺激(50t,g／wa)第4天，细胞质

内应力纤维明显而清晰．细胞问裂隙形成(x1000)；E：AGE市4激(50I耐一)第5天，板状伪足的形成(×1000)；F：AGE刺激(50惜，“)第6天，致

密外周带(DPB)基本消失，细胞质中应力纤维南集，胞司裂隙扩大(x 1000)

3讨论

在衰老及糖尿病和高【IIL压等疾病中，【{}{i血管并

发症所引起的重要脏器病变严重威胁着人类的健

康。这些并发症的主要病理学基础是动脉硬化和血

管通透性改变，尤其是微静脉和毛细血管通透性的

增加。研究上述变化的起凶，是血管病理生理学研

究的一个主要方向。

1912年，法国化学家Maillard”报道了加热氨基

酸和糖的混合物后所形成的一种黄褐色的产物，这

就是晚期糖基化终产物(AGE)。它产生于还原糖和

蛋白质赖氨酸残基之间的非酶性缩合作用，再经过

进一步脱水、环化、氧化和重组，最终形成稳定的共

价化合物”J。

研究表明，AGE是人体内一种随年龄增加而不

断沉积的结构复杂的毒性化合物。它们在血管壁的

长期沉积能够促进m栓形成，降低血管壁的弹性“‘，

诱导血管的高通透性”o；用氨基胍(aminoguanidine，

AGN)抑制AGE能拮抗后者引起的小鼠活动能力、

有丝分裂、IL-2水平、SOD活力下降的现象”。；蹦ed—

mn等”在临床使用AGN抑制AGE，能明显改善糖

尿病所致的各种血管并发症。总之，在AGE的慢性

沉积和以血管通透性升高为特征的血管并发症之

间，可能存在某种内在的联系。但是，在AGE沉积

的诱因和血管通透性升高的结果之间，还存在诸多

未知领域有待进一步探索。

细胞是人体结构和功能的基本单位，机体的病

变首先是以细胞结构和功能的变化为基础的。这就

不能不涉及到作为细胞结构和功能物质实现者之一

的细胞骨架。细胞骨架是位于细胞质和细胞核内由

丝状蛋白质聚合物形成的三维网状结构“⋯，其基本

结构单位是纤维状肌动蛋白(F．actin)，它由可溶性

的球状肌动蛋白单体(G-actin)聚合f『|i成，后者不断

地加入或脱落，前者保持着聚合和解聚的动态平衡，

维持细胞骨架的形态和功能。显微镜下的F-actin

呈现出多种可变的形态，包括应力纤维(stress n—

bet)、细胞周边的致密外周带(dense peripheral band，

DPB)和中央短纤维等”“，它们之间可以互相转化。

由应力纤维所介导的中心张力和由DPB所介导的

拴缚力是一对方向相反的作用力，这两种力鼍相互

平衡时，内皮细胞间隙和内皮通透性维持正常；当内

皮受到各种因素的刺激时，F—actin骨架发生重组，中

心张力增加使细胞间连接发生改变，结果细胞收缩

变圆，细胞间裂隙产生，进而引起内皮屏障功能损

害，血管通透性升高。
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鉴于细胞病变主要表现在细胞功能和结构两个

方面，因此我们也从细胞增殖活力(功能)和F—actin

形态(结构)两个方面来研究AGE对内皮细胞的潜

在影响。从功能上看，AGE处理组的内皮细胞活力

明显受到抑制，曲线明显低于正常组细胞．提示

AGE对内皮细胞的增殖有明显的抑制作用。从结

构l：看，正常组内皮细胞的F-actin主要分布在细胞

的周边，分布均匀，排列整齐，形成典璎的鹅卵石样

形态，胞质中未见密集的F-actin纤维。细胞间连接

紧密，没有明显间隙形成。AGE刺激后，上述形态

和分布发生明显的变化，表现为：(1)细胞内由F—

acti稚K成的DPB逐渐消散，至细胞生长后期完全消

失，同时，细胞质中出现密集的应力纤维；(2)部分细

胞的荧光显像可以看到板状伪足和丝状伪足，内含

丰富的F-aetin纤维；(3)细胞总体上失去典型的鹅

卵石样形态，细胞问裂隙形成和扩大。

从上述现象，我们不难作出如下推测：(1)由于

细胞膜周边的DPB主要形成拴缚力维持细胞正常

形态，而细胞中间的应力纤维形成中心张力介导细

胞收缩，因此前者的消失和后者的出现说明：AGE

的刺激引起了内皮细胞内F-actin的重组，后者由细

胞周边扩散进入细胞质，导致前述两种力量平衡的

失调，细胞由稳定状态向收缩状态转变。(2)板状伪

足和丝状伪足是细胞极化、发生定向运动的表现，它

们的出现暗示：在AGE刺激数El后，细胞内部分F．

actin发生定向运动，最终引起细胞游走和移动。“1。

(3)内皮细胞单层失去正常鹅卵石形态可能就是前

述单个细胞收缩、移动和游走的结果，引起细胞间连

接断开，出现细胞问裂隙，从而最终导致内皮屏障功

能受损，血管通透性增高。我们认为，上述发现可能

部分模拟或再现了病理情况下血管内皮通透性升高

的过程。

本文初步探讨了AGE导致血管并发症的病理

生理学基础，希望为进一步研究各种伴随血管通透

性升高的疾病如衰老、糖尿病和高血压的发生机制

提供理论和实验基础。目前我们的实验还不完善，

比如尚未对单层内皮细胞中F—actin的变化进行定

量分析，也未采用“体视学”分析方法等，这些均待深

入研究。
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