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　 　 ［摘要］ 　目的 　观察同型半胱氨酸（Hcy）在 A１０血管平滑肌细胞株（vascular smooth muscle cells ，VSMC）上对氧化应
激的影响及其可能的分子机制 。方法 　在体外培养的 A１０细胞上 ，用 ３个不同浓度（５ 、３０和 １００ μmol／L）的 Hcy孵育细胞共
４８ h ，随后破裂细胞 ，一方面使用试剂盒检测细胞裂解液中的活性氧（ROS）水平 、H２O２含量 、总抗氧化能力（T唱AOC） ，以评价

其氧化应激情况 。另一方面 ，用免疫印迹法检测磷酸化应激活化蛋白激酶（JNK ）及总 JNK 的表达量 。结果 　 Hcy 可诱导
ROS 、H２O２的含量升高 ，而导致 T唱AOC的水平下降 。而且 ，Hcy 增加了磷酸化 JNK 的蛋白表达量（P ＜ ０ ．０５） 。结论 　 Hcy
在 VSMC上通过激活 JNK信号通路诱导氧化应激 。
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Oxidative stress induced by homocysteine via activating JNK signaling pathway in
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［Abstract］ 　 Objective 　 To investigate the influence and the underlying mechanisms of homocysteine on oxidative stress
production in vascular smooth muscle cells （VSMC） ．Methods 　 A１０ cell line （a kind of VSMC） was cultured in v itro ．Three
different concentrations of homocysteine （５ ，３０ and １００ μmol／L） were added into the medium for ４８ hours and then cells were
lysed for determination of reactive oxygen species （ROS） production ，H２O２ level and total anti唱oxidant capacity ．Moreover ，
the effects of homocysteine on JNK signaling pathway were evaluated by immunoblotting ．Results 　 ROS production （P＜ ０ ．０５）

in VSMC were induced by three different concentrations of homocysteine （５ ，３０ and １００ μmol／L） ．Two concentrations of ho唱
mocysteine （３０ and １００ μmol／L） increased H２O２ content and decreased T唱AOC ．Moreover ，homocysteine induced phosphoryl唱
ation of JNK in VSMC in a dose唱dependent manner （P＜ ０ ．０５） ．Conclusion 　 Oxidative stress induced by homocysteine v ia acti唱
vating JNK signaling pathway in VSMC ．

　 　 ［Key words］ 　 oxidative stress ；homocysteine ；vascular smooth muscle cells ；JNK

　 　同型半胱氨酸 （homocysteine ，Hcy ）是体内蛋
氨酸脱甲基代谢中产生的一种含硫氨基酸 。 近年

来 ，国内外大量的临床研究表明 ，Hcy 是心血管疾
病的一个独立危险因素 。 早在 ２０ 世纪 ８０ ～ ９０ 年

代 ，就有多项大规模前瞻性临床试验研究共同发现 ：

Hcy 代谢异常可导致 Hcy 在血液中蓄积 ，即所谓的

高 Hcy血症 ；而血 Hcy 浓度升高是高血压 、动脉粥

样硬化和冠心病等心血管疾病的独立危险因子［１］
。

在我国人群的研究中 ，亦有诸多证据验证高 Hcy 与
高血压 、脑卒中 、动脉粥样硬化 、慢性肾病等心血管

重大疾病密切相关［２唱４］
。

　 　高 Hcy 为何会导致心血管疾病 ？针对这一科

学问题 ，目前已有很多深入的研究 。就目前的现状

而言 ，大部分研究均针对 Hcy 在内皮细胞上导致的
氧化应激及损害开展 。高 Hcy 可显著提高血管内
皮细胞内的部分炎症相关蛋白 ，如肿瘤坏死因子

（tumor necrosis factor唱α ，TNF唱α）或者天冬氨酸蛋

９９４
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白水解酶（如 caspase唱１）的表达 ，及其导致的氧化应

激水平 ，从而诱导血管内皮细胞凋亡［５ ，６］
。 此外 ，

Hcy 可通过抑制 FGF２的表达以及 DNA 的甲基化
水平 ，导致 ROS 、过氧化物增加 ，这一氧化应激又可

抑制血管内皮细胞的生长［７］
。 Hcy 还可上调可溶性

环氧化物水解酶 ，从而导致内皮功能损伤［８］
。

　 　 值得注意的是 ，对于 Hcy 在血管平滑肌细胞
（vascualr smooth muscle cell ，VSMC）上的作用研
究相对较少 。事实上 ，由于 VSMC 与高血压 、脑卒

中 、动脉粥样硬化都有极为密切的关系 ，因此 Hcy
在 VSMC上诱导的一些病理生理学改变很有可能
参与了心脑血管疾病的发病机制 。已有研究发现 ，

Hcy可增强 VSMC内的钙离子释放 ，可进一步改变

血管的收缩唱舒张活性［９］
。 Hcy 也可改变 VSMC 内

DNA 的甲基化水平 ，从而改变血小板衍生生长因子

（platelet唱derived grow th factor ，PDGF）的表达 ，促

进 VSMC 的异常增殖［１０］
。 此外 ，Hcy 可通过激动

丝裂原活化蛋白激酶（mitogen唱activated protein ki唱
nase ，MAPK ）信号通路刺激 VSMC 增殖［１１唱１３］

。但

是 ，Hcy 是否能够在 VSMC 上诱导氧化应激的产
生 ，并导致 VSMC损伤 ，目前仍未有报道 。

　 　本研究通过观察 Hcy 在 VSMC 上对氧化应激
的影响 ，探讨 Hcy 导致血管功能异常的分子机制 ，

从而为深入了解高 Hcy血症与高血压 、动脉粥样硬

化等血管疾病的内在关系提供新的理论依据 。

1 　材料和方法

1 ．1 　试剂和动物
　 　 A１０ 大鼠主动脉血管平滑肌细胞株 （美国

ATCC公司） ；高糖 DMEM 细胞培养基 、胎牛血清

（美国 Invitrogen公司） ；细胞培养级 Hcy（美国 Sig唱
ma公司） ；磷酸化 JNK 抗体 、总 JNK 抗体 （英国

Abcam公司） ；IRDye唱８００cw 荧光标记二抗 （美国

Licor公司） ；蛋白酶抑制剂 、磷酸酶抑制剂 、Brad唱
ford蛋白浓度测定试剂盒 、ROS 检测试剂盒 、H２O２

检测试剂盒 、总抗氧化能力（T唱AOC）试剂盒（江苏

海门碧云天生物技术公司） ；RIPA 细胞裂解液（美

国 Pierce公司） ；硝酸纤维素膜 （美国 Millipore 公
司） ；四甲基乙二胺 （TEMED ） 、二巯基乙醇 （美国

AMRESCO公司） ，其他试剂均为国产分析纯 。

1 ．2 　细胞培养
　 　 A１０细胞株在含有 ９５％ 空气和 ５％ CO２的培养

箱中培养 ，所用培养基为含有 １０％ 胎牛血清的

DMEM 培养液 。传代时 ，使用胰酶消化 ，按细胞密

度 １ × １０
５个／ml传代培养 。

1 ．3 　药物处理
　 　将 Hcy 溶于 PBS （pH 值 ７ ．４）制备成母液 ，置

于 － ２０ ℃保存 。待平滑肌细胞生长到 ４０％ ～ ５０％

融合度时 ，加入 Hcy ，使其终浓度分别为 ５ 、３０ 和

１００ μmol／L ，持续培养 ４８ h 。对照组则加入 PBS 。
1 ．4 　氧化应激检测
　 　给药后细胞在培养箱中培养 ４８ h后 ，去除培养

液 ，用冰 PBS冲洗 ３次 。随后加含蛋白酶抑制剂和

磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液 ，孵育 ２ min ，裂解细
胞 ，收集裂解液 。 在 ４ ℃ 下以 １４ ０００ × g 离心
１０ min ，取上清液 ，用 Bradford 法测定蛋白浓度 。

然后使用 ROS 检测试剂盒 、H２O２检测试剂盒 、T唱
AOC试剂盒 ，按照试剂盒的流程操作 。将获得的结

果用蛋白浓度标化 ，获得相对 ROS 含量 、H２O２含量

以及 T唱AOC能力 。在本实验中 ，ROS 含量检测试
剂盒基于荧光探针 DCFH唱DA 进行检测 ，使用

４８８ nm激发波长 ，５２５ nm 发射波长 ，使用酶标仪检

测 。 H２O２含量试剂盒通过过氧化氢氧化 Fe２ ＋ 产生

Fe３ ＋
，然后和二甲酚橙在特定的溶液中形成紫色的

产物 ，使用酶标仪检测 ５４０ nm 的吸收值 ，实现对

H２O２浓度的测定 。在本实验中使用的 T唱AOC 试
剂盒采用 ABTS 作为显色剂 ，在适当的氧化剂作用

下氧化成绿色的 ABTS ＋
，在抗氧化物存在时

ABTS ＋ 的产生会被抑制 ，在 ４０５ nm处测定 ABTS ＋

的吸光度 ，即可测定并计算出样品的总抗氧化能力 。

1 ．5 　蛋白质印迹法检测磷酸化 JNK
　 　给药后细胞在培养箱中培养 ４８ h后 ，去除培养

液 ，用冰 PBS冲洗 ３次 。随后加入含蛋白酶抑制剂

和磷酸酶抑制剂的 RIPA 裂解液 ，孵育 ２ min ，裂解
细胞 ，收集裂解液 。 在 ４ ℃ 下以１４ ０００ × g 离心
１０ min ，取上清液 ，用 Bradford 法测定蛋白浓度 。

在细胞蛋白样品中加入同体积的免疫印迹上样缓冲

液 ，煮沸 １５ min 。 自然冷却后 ，１４ ０００ × g 离心
１０ min 。取含有蛋白总量约 ３０ μg 的样品 ，用 １０％ 浓

度的聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质 。然后采用湿

转法转膜 ，使用硝酸纤维素膜 ，恒压 １００ V ，持续

１ h 。使用 １０％ 脱脂牛奶封闭 ２ h 后 ，分别用鼠源的

JNK 单克隆抗体及鼠源的磷酸化 JNK （p唱JNK ）单
克隆抗体孵育 。 PBS 洗脱 ３ 次后 ，再用羊抗鼠的

IRDye唱８００ cw 二抗孵育 ，用 Odyssey 近红外激光扫
描系统扫描 。采用 Image J软件进行条带光密度分
析 ，以 p唱JNK 与 JNK 的比值作为 JNK 信号通路激
活的相对值 。

1 ．6 　统计学处理
　 　采用 SPSS １３ ．０ 软件进行统计分析 。数据以

００５
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（珚x ± s）表示 ，组间比较用单因素方差分析 。 以 α＝

０ ．０５为检验水准 。

2 　结果

2 ．1 　 Hcy可显著诱导 VSMCs产生 ROS
　 　结果显示 ，与对照组相比 ，３个不同浓度的 Hcy
处理 VSMC后均可提高细胞的 DCFH唱DA 荧光值
（５２５ nm） ，差异有统计学意义（P ＜ ０畅０５） 。 ３ 个不

同浓度的 Hcy对 ROS的促进作用之间差异亦有统
计学意义（P＜ ０畅０５） 。这说明 Hcy 可剂量依赖性诱
导 VSMCs产生 ROS（图 １） 。

图 1 　 Hcy可显著诱导 VSMCs产生 ROS
倡 P＜ ０ ．０５ ，倡 倡 P ＜ ０ ．０１ ，与对照组比较 ；

＃ P ＜ ０ ．０５ ，与 Hcy（５ μmol／L ）组比较 ；

△ P ＜ ０ ．０５ ，与 Hcy（３０ μmol／L ）组比较（n＝ ６ ，珚x ± s）

2 ．2 　 Hcy可显著诱导 VSMCs产生H２O２

　 　结果显示 ，和对照组相比 ，５ μmol／L 的 Hcy 处
理对 H２O２ 含量无明显作用 （P＞ ０畅０５ ） 。 ３０ 、

１００ μmol／L的 Hcy 处理 VSMC 后均可提高H２O２

含量 ，与对照组之间的差异有统计学意义 （ P ＜

０畅０５） 。 ３０ μmol／L Hcy 组与 １００ μmol／L Hcy 组
之间也有显著性差异（P ＜ ０畅０５） 。 这说明 ，Hcy 存
在剂量依赖性诱导 VSMCs产生H２O２ （图 ２） 。

图 2 　 Hcy可显著诱导 VSMCs产生 H2O2
倡 P ＜ ０ ．０５ ，与 Hcy（５ μmol／L）组比较 ；＃ P ＜ ０ ．０５ ，

与 Hcy（３０ μmol／L）组比较（n＝ ６ ，珚x ± s）

2 ．3 　 Hcy可显著下调 VSMCs的 T唱AOC
　 　与对照组相比 ，５ μmol／L 的 Hcy 处理对 T唱
AOC无明显作用 （P ＞ ０ ．０５） 。 ３０ 、１００ μmol／L的
Hcy处理 VSMC 后均可显著下调 T唱AOC ，与对照

组之 间的 差异有 统计学 意义 （ P ＜ ０畅０５ ） 。

３０ μmol／L Hcy 组和１００ μmol／L Hcy 组之间无显
著性差异 （P ＞ ０畅０５ ） 。 这提示 Hcy 可显著下调
VSMC的 T唱AOC（图 ３） 。

图 3 　 Hcy可显著下调 VSMCs的 T唱AOC
倡 P＜ ０ ．０５ ，与对照组比较（n＝ ６ ，珚x ± s）

2 ．4 　 Hcy激活 VSMCs的 JNK 信号通路
　 　结果显示 ，用 ５ 、３０和 １００ μmol／L 的 Hcy 处理
VSMCs共 ４８ h 后 ，５ 、３０和 １００ μmol／L 的 Hcy 均
可升高 p唱JNK 与 JNK 的比例 ，与对照组的差异有

统计学意义（P ＜ ０ ．０５） 。这提示 Hcy 在 VSMCs 上
可激活 JNK 信号通路（图 ４） 。

3 　讨论

　 　 Hcy 是重要的心血管疾病致病因素之一 。 对

于 Hcy在 VSMC上作用的认识相对较少 。有多项

工作对 Hcy 促 VSMC 增殖的作用开展了较为仔细
的研究 。例如 ，２５ ～ ５０ μmol／L 的 Hcy 即可显著刺
激 VSMC的增殖［１４］

。这一促进 VSMC增殖的作用
机制较为复杂 。目前认为 ，ERK 通路的激活［１５］

、钙

离子信号通路的激活［９］
、基质金属蛋白酶 ２ 的激

活［１７］等诸多因素与 VSMC在 Hcy刺激下的增殖密
切相关 。

　 　在 VSMC上关于 Hcy 与氧化应激的报道并不
多 。 Chang 等［１７］ 首 先 报 道 ，高 剂 量 的 Hcy
（０ ．５ mmol／L）在 VSMC 上可诱导H２O２的产生 ，而

牛磺酸可对抗这一作用 。 Shirpoor 等［１８］则发现 ，酒

精可以在培养的 VSMC 上诱导 Hcy 的产生 ，并导

致氧化应激增加 。值得注意的是 ，Luo 等［１９］发现 ，

S唱腺苷 Hcy 在 ApoE － ／ － 小鼠的平滑肌细胞上显著

诱导氧化应激的产生 ，该作用可以被超氧化物歧化

酶 SOD预处理抵消 。在本研究中 ，笔者也验证了这

一现象 ：低至 ５ μmol／L的 Hcy即可有效诱导 VSMC

１０５
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图 4 　 Hcy在 VSMC上激活 JNK信号通路
倡 P ＜ ０ ．０５ ，与对照组比较（n＝ ３ ，珚x ± s）

A ．p唱JNK 与 JNK 蛋白表达典型图 ；B ．p唱JNK ／JNK 蛋白量的相对比值

产生 ROS ，而对 T唱AOC 的下降作用和对H２O２的诱

导作用在 ３０ μmol／L 的 Hcy 处理组也可以明显看
到 。这些结果都验证了 Hcy 可在 VSMC上诱导氧
化应激的出现 。

　 　在本研究中 ，笔者首次发现 JNK 信号通路可能
参与 Hcy在 VSMC 上诱导氧化应激这一过程 。 c唱
Jun氨基端激酶（JNK）是 MAPK 超家族的成员 ，主

要参与各种生长因子 、细胞因子 、丝裂原以及激素受

体活化后的信号转导 ，在细胞增殖 、分化 、凋亡等多

种生物学事件中扮演着重要角色 。 一些分子 ，如

microRNA唱９２a 、人参皂苷 、穿心莲内酯 ，均可通过抑

制 JNK 通路来遏制细胞凋亡［２０唱２２］
，这说明 JNK 信

号通路是一个细胞生存的负向调控因子 。 例如 ，

JNK通路激活后可通过激活 p５３ ，介导 VSMC凋亡
和自噬性死亡［２３］

。此外 ，JNK 可通过调控氧化应激
来决定细胞的生存或死亡 ［２４］

。 本结果显示 ，５

μmol／L 的 Hcy 即可在 VSMC上有效诱导 JNK 的
磷酸化水平升高 ，意味着 Hcy 在较低浓度下即可激
活 JNK 通路 。 ３０和 １００ μmol／L 的 Hcy对 JNK的
激活更为明显 ，且具有剂量依赖性 。鉴于 JNK 通路
是诱导氧化应激的重要通路 ，这一结果无疑进一步

支持了对于 Hcy 在 VSMC 上可诱导氧化应激的
推测 。

　 　综上所述 ，本实验在体外培养的 VSMC上验证
了 Hcy可诱导氧化应激 ，而且可能是通过激活 JNK
信号通路实现的 。这一结果有助于揭示高 Hcy 血
症与高血压 、动脉粥样硬化等心血管疾病的内在联

系 ，为相关疾病的治疗提出新的理论依据 。
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温通膏方中君药补骨脂有效成分补骨脂素 、异补骨

脂素含量作为第一评价指标 ，浸膏得率与剂型为第

二评价指标进行正交试验 ，最终研制得到新的温通

膏提取工艺 ，新工艺提取方法对处方中主药的有效

成分提取更加充分 ，因而对温通膏发挥更好的疗效

发挥了关键的作用 。研究结果提示新工艺温通膏镇

痛 、抗炎 、祛瘀方面具有较好的疗效 ，但由于研究的

局限性 ，新工艺温通膏疗效是否真的优于原工艺温

通膏 ，还有待于进一步开展有关药理药效以及相关

临床实验研究进行验证 ，为下一步制剂再注册或者

转化为上市药品注册提供更多实验依据 。
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