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摘要 目的：比较不同浓度过氧化氢（hydrogen peroxide, H2O2）对人外周血来源的内皮祖细胞（endothelial progenitor cells, EPCs）生

存能力的改变及其对凋亡相关蛋白表达的影响。方法：采用密度梯度离心法和差速贴壁法从人外周静脉血中分离培养内皮祖细

胞。选取传代后第 3代 EPCs作为研究对象，以终浓度分别为 50 滋mol/L、100 滋mol/L、150 滋mol/L、200 滋mol/L、300 滋mol/L和 400

滋mol/L的过氧化氢处理内皮祖细胞 12 h，同时设立正常处理对照组。CCK-8法检测各组内皮祖细胞生存能力的差异；Western

blot分析各组内皮祖细胞中凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2和 p53的蛋白表达情况。结果：与对照组相比，在浓度为 50 滋mol/L、100

滋mol/L和 150 滋mol/L过氧化氢处理组中细胞存活能力逐渐增强，促凋亡蛋白 Bax、p53随之下调，抗凋亡蛋白 Bcl-2则显著上调；

在浓度为 200 滋mol/L、300 滋mol/L和 400 滋mol/L过氧化氢处理组中细胞生存能力相对于正常对照组逐渐减弱，促凋亡蛋白 Bax、
p53表达水平逐渐增加，抗凋亡蛋白 Bcl-2表达水平下降。结论：过氧化氢对内皮祖细胞存活能力和凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2、p53

表达的影响均呈双相性变化。
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The Effect of Hydrogen Peroxide on Apoptosis-Related Proteins in
Endothelial Progenitor Cells*

To investigate the effects of different concentrations of hydrogen peroxide on viability and the level of

apoptosis-related proteins in endothelial progenitor cells derived from human peripheral blood. Endothelial progenitor cells
were isolated from human peripheral blood by density gradient centrifugation method and differential velocity adherent method. After

passage, the third generation EPCs were treated by the final concentrations of 50 滋mol/L, 100 滋mol/L, 150 滋mol/L, 200 滋mol/L, 300

滋mol/L and 400 滋mol/L H2O2 for 12 h, respectively; meanwhile, the control group was established. Cell viability was detected by CCK-8

assay. The expression changes of apoptosis-related proteins Bax, Bcl-2 and p53 in endothelial progenitor cells were assessed by Western

blot. Exposure to low concentrations (≤ 150 滋mol/L) of hydrogen peroxide not only promoted EPCs viability, but also caused

decrease of proteins Bax, p53 expression and increases of the protein Bcl-2 expression. High concentrations (≥ 200 滋mol/L) of hydrogen

peroxide resulted in endothelial progenitor cell death; moreover, the level of proteins Bax, p53 expression was up-regulated while the level

of protein Bcl-2 expression was down-regulated as concentrations of hydrogen peroxide increased. Treated by different con-
centrations of hydrogen peroxide, endothelial progenitor cell viability and the level of apoptosis-related proteins Bax, Bcl-2 and p53 ex-

hibited biphasic response.
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前言

在正常机体中，内皮细胞在控制血压、凝血以及血管生成

等方面发挥着重要作用。一个完整的心血管系统依赖于血管内

皮细胞结构上和功能上的完整性。心血管疾病引起的继发性血

管功能障碍起始和进展阶段的主要特征是血管内皮完整性和

功能的丧失 [1]。作为内皮细胞的前体细胞，内皮祖细胞（en-

dothelial progenitor cells, EPCs）于 1997年由 Asahara等首次在

人类外周血中作为 CD34+单个核细胞被分离出来，它作为内皮

细胞的前体细胞，具有增殖、迁移、分化成内皮细胞和聚集形成

新生血管的作用[2]。目前，内皮祖细胞可作为评估心血管疾病严

重程度的新指标，以它为基础的细胞移植技术已逐渐成为细胞
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治疗的新策略[3,4]。本实验利用活性氧类物质（reactive oxygen

species, ROS）--过氧化氢（hydrogen peroxide, H2O2）以不同浓度

处理人外周血来源的内皮祖细胞，探讨不同浓度过氧化氢对内

皮祖细胞存活能力的改变及其对凋亡相关蛋白表达的影响。

1 材料与方法

1.1 实验材料

取正常健康成年男子外周静脉血 50 mL，加入肝素抗凝，

取自新华医院体检中心，术前签订知情同意书并由医院伦理委

员会批准。

1.2 主要试剂与仪器

人纤维连接蛋白 Fibronectin（Fn，Gibco 公司）；肝素 Hep-
arin（上海百特药业公司）；全培养液 EGM-2MV BulletKit（Lon-

za公司）；胎牛血清 Fetal Bovine Serum（FBS，Gibco 公司）；
0.25%胰蛋白酶 Typsin（Gibco 公司）；3%过氧化氢（hydrogen

peroxide, H2O2）、淋巴细胞分离液 Histopaque 1077、FITC-UEA-I

（Sigma公司）；Dil-AcLDL （Molecular Probes公司）；CCK-8试

剂盒 （Dojindo公司）；预染蛋白质分子量标准（Fermentas公

司）；BCA蛋白浓度测定试剂盒、鼠抗人 Tubulin抗体（江苏 Be-

yotime碧云天生物技术研究所）；鼠抗人 p53单克隆抗体（sig-

ma公司）；兔抗人 Bax单克隆抗体、Bcl-2单克隆抗体（Cell Sig-

naling Technology 公司）；ECL 底物化学发光试剂盒（Immo-

bilon Western Chemiluminescent HRP Substrate, Millipore）；化学

发光成像仪 ChemiDoc XRS（Bio-Rad, Canada）。
1.3 人外周血来源 EPCs的分离和培养

用 10 滋g/mL人纤维连接蛋白（fibronectin, Fn）500 滋L铺满
预冷的 6孔细胞培养板板底，在 5% CO2饱和湿度 37℃恒温培

养箱中放置 2 h以上备用。外周静脉血血样取自经本人知情同

意的正常健康成年男子并通过伦理委员会的批准。无菌采集外

周血 50 mL，肝素抗凝和磷酸盐缓冲液 (phosphate buffer solu-
tion, PBS)按比例稀释后，加入淋巴细胞分离液 Histopaque 1077

进行密度梯度离心，吸取中间厚约 1~2 mm的白膜层，收集单

个核细胞（mononuclear cells, MNCs）。经 PBS洗涤后，将细胞重

悬至 EGM-2MV BulletKit全培养液，种植于预先包被有纤维连

接蛋白（fibronectin, Fn）的无菌 6孔培养板中，置于 5% CO2培

养箱中 37℃培养。接种 3天后，进行首次半量换液；此后每 3

天全量换液一次，并观察细胞形态及生长状况。当细胞培养板

中贴壁细胞生长约达 80%左右时进行传代，选择第 3代细胞用

于后续实验。

1.4 实验分组及药物处理

分组前，将 3% H2O2用 PBS配制成浓度为 20 mmol/L的工

作液存放于 4℃备用。选取生长状态好、处于对数增长期的细

胞，将含有约 3× 105个内皮祖细胞的 4 mL EGM-2MV全培养

液充分混匀后接种于 5个 6孔细胞培养板中。培养至第 16天

时，贴壁细胞占培养板每孔底面积 80 %（约 5× 105个细胞）后

进行药物处理。随机将细胞随机分成如下组别，每组 6孔。正常

对照组（组 1）：EGM-2MV BulletKit全培养液常规培养，不加处

理因素；H2O2处理组（组 2~6）：往 EGM-2MV BulletKit全培养

液加入一定体积的过氧化氢，使其终浓度分别为 50 滋mol/L、
100 滋mol/L、150 滋mol/L、200 滋mol/L、300 滋mol/L 和 400

滋mol/L，继续培养 12 h。培养 12 h后，置于普通倒置显微镜下

观察细胞形态。

1.5 CCK-8法检测 H2O2对内皮祖细胞存活能力的影响

选取生长状态好、处于对数增长期的细胞作为研究对象，

将含有 5× 103个内皮祖细胞的 100 滋L EGM-2MV全培养液充
分混匀后接种于 96孔细胞培养板的每孔中。待细胞贴壁后，正

常对照组中更换新鲜 EGM-2MV全培养液 100 滋L，H2O2处理

组中分别更换含有终浓度为 50 滋mol/L、100 滋mol/L、150

滋mol/L、200 滋mol/L、300 滋mol/L 和 400 滋mol/L H2O2 的新鲜

EGM-2MV全培养液 100 滋L，每组设 6个复孔，置于 37℃，5 %
CO2培养箱中继续培养。12 h后，将培养液全部吸出。每孔加入

含有 10 滋L CCK-8工作液和 100 滋L新鲜 EGM-2MV BulletKit

全培养液的混合液，另外给予 6个空白孔加入同样混合液；置

于 37℃孵育 3 h。显微镜下观察，使用酶标仪测定，以空白对照

组调零，测定各孔在波长为 450 nm下的吸光度值（A），记录结

果。细胞增殖抑制率表达式如下：

细 胞 增 殖 抑 制 率 （% ）=

对照组平均吸光度值 -处理组平均吸光度值
对照组平均吸光度值

× 100%

1.6 蛋白质印迹实验（western blot）方法测定凋亡相关蛋白的表

达

弃除 H2O2处理后的各组培养基，每组中加入含有 1%

PMSF的细胞裂解液 100 滋L，并于 4℃，14000 g/min 离心 10

min，取上清液。依据碧云天生物技术研究所提供的操作方法进

行 BCA法细胞蛋白浓度的测定。随后使蛋白质充分变性，每组

取含 1× 上样缓冲液的 50 滋g蛋白上样并 SDS-PAGE电泳。利

用湿转法将蛋白转移至聚偏二氟乙烯（polyvinylidene fluoride，
PVDF）膜后，将 PVDF膜置于封闭液（由含 5 %脱脂奶粉的 1

× TBST缓冲液制成）中室温封闭 1 h。TBST洗膜后分别加入

兔抗人 Bax抗体、Bcl-2抗体、鼠抗人 p53抗体以及 Tubulin抗

体（1 : 1000稀释）4℃孵育过夜。次日洗膜后，用辣根过氧化物

酶（horseradish peroxidase, HRP）标记的羊抗兔二抗（1:1000 稀

释）分别室温孵育含有兔抗人 Bax抗体、Bcl-2抗体的 PVDF膜
1 h；用辣根过氧化物酶（horseradish peroxidase, HRP）标记的羊

抗鼠二抗（1:1000稀释）分别室温孵育含有鼠抗人 p53抗体以

及 Tubulin抗体的 PVDF膜 1 h。TBST洗膜 3次，使用 ECL底

物化学发光试剂盒（Immobilon Western Chemiluminescent HRP

Substrate，Millipore）显色，通过化学发光成像仪 ChemiDoc XRS

（Bio-Rad, Canada）成像，利用目的蛋白相对含量 /内参蛋白相

对含量比值分析 Bax、Bcl-2和 p53蛋白的表达水平。
1.7 统计学处理

所有实验操作均独立重复 3次。采用 SPSS 17.0统计软件

进行数据处理。所有计量资料以均数± 标准差（x± s）表示，各

组间统计学差异采用单因素方差分析（one way ANOVA）来评

估。若统计结果中 P值＜ 0.05表示差异有统计学意义。

2 结果

2.1 倒置显微镜下观察人外周血来源 EPCs细胞形态及鉴定

倒置普通光学显微镜下观察发现，从外周血中分离得到的

单个核细胞于接种至细胞培养板 1天后，开始贴壁，细胞折光
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性增强；培养至第 8天，细胞出现集落样生长，梭形细胞、椭圆

形细胞数目增多；在接种的第 16天，细胞集落明显扩大，排列

密集，保持快速增殖，呈现短梭形铺路石样形态，此时细胞贴壁

数目已达培养板底面积的 80%左右，进行第一次传代。本实验

组已就此内皮祖细胞进行鉴定[5]。

2.2 CCK-8法检测不同浓度过氧化氢处理后 EPCs的细胞存活

情况

本实验用 CCK-8法来分析不同浓度 H2O2对内皮祖细胞

生存能力的影响。结果显示，不同浓度的 H2O2对内皮祖细胞生

存能力的影响呈双相性改变（图 2）。

过氧化氢浓度在 150 滋mol/L范围以内时，随着浓度增加，

内皮祖细胞集落生长速度加快，细胞间排列紧密，增殖能力逐

渐增加；相对于对照组，在浓度为 50 滋mol/L、100 滋mol/L和
150 滋mol/L 过氧化氢处理组中细胞的平均增殖率分别为
3.98%、7.01%和 12.22%（P＜ 0.05）。

在过氧化氢浓度大于 150滋mol/L的处理组中，内皮祖细胞

出现脱壁现象，生长速度减慢，生存能力随 H2O2浓度增加而逐

渐受到抑制；相对于对照组，在浓度为 200 滋mol/L、300 滋mol/L

和 400 滋mol/L 过氧化氢处理组中细胞的平均抑制率分别为
8.65%、14.26%和 25.69%（P＜ 0.05）。

2.3 不同浓度过氧化氢对 EPCs凋亡相关蛋白表达的影响
Western blot检测不同浓度过氧化氢处理 12 h后 EPCs中

凋亡相关蛋白 Bax、Bcl-2和 p53 的表达水平，结果如图 3 显

示，当过氧化氢浓度在 150 滋mol/L范围以内时，Bax、p53的蛋

白表达水平随过氧化氢浓度增加而降低，Bcl-2蛋白水平则随
着其浓度增加而上调；在大于浓度 150 滋mol/L的处理组中，

Bax、p53的表达水平随过氧化氢浓度增加而增加，而 Bcl-2蛋

白与 Bax、p53结果相反。

3 讨论

近年来，人们越来越关注影响内皮祖细胞生存能力和功能

状态的多种因素和机制以优化血管再生和器官修复的细胞疗

法。已有研究发现，多种因素均可导致内皮祖细胞的（endothe-

lial progenitor cells, EPCs）功能失调与凋亡。冠心病患者可出现

血循环或骨髓中 EPCs数量减少以及功能障碍[6]；衰老可降低

缺血时内皮祖细胞的动员，抑制其功能活性[7]；高糖状态可通过

SIRT1表达减少、酶活性的降低和乙酰化 FOXO1升高而引起
EPCs数目的减少[8]；高同型半胱氨酸可显著降低端粒酶活性以

及 Akt磷酸化而加速 EPCs衰老，降低其增殖活性[9]。

各种原因引起细胞损伤和细胞凋亡的一个共同途径就是

氧化应激，它最终产生了一种活性氧类物质（reactive oxygen

species, ROS）如氧自由基、过氧化氢（hydrogen peroxide, H2O2）

等，这类物质生成过多而细胞内抗氧化物质产生不足的不平衡

状态。为研究氧化应激对内皮祖细胞存活能力的影响，本实验

使用不同浓度过氧化氢处理外周血来源的内皮祖细胞，检测细

胞存活能力发现，EPCs在较低浓度过氧化氢条件下存活能力

增强，而在较高浓度条件下细胞凋亡。

图 1原代培养第 16d倒置显微镜下 EPCs呈典型铺路石样形态（A× 50,

B× 100）

Fig.1 A cobble-stone morphology of endothelial progenitor cells (EPCs)

cultured in 16th day under an inverted microscope (A: × 50, B: × 100)

图 2 CCK-8法检测不同浓度 H2O2对 EPCs存活的影响（n=6; *表示与

对照组相比，P<0.05）

Fig.2 Effects of the different concentrations of hydrogen peroxide on the

proliferation of EPCs via CCK-8 assay（n=6; * P<0.05）

图 3不同浓度过氧化氢处理内皮祖细胞后 Bax、Bcl-2和 p53的蛋白表

达水平

图 3A为 western blot经化学发光成像仪检测所得；

图 3B为经软件统计分析目的蛋白相对含量 /内参蛋白相对含量比值

所得（n=3; *表示与对照组相比，P<0.05）

Fig.3 The level of the proteins Bax, Bcl-2 and p53 expression in EPCs

treated by different concentrations of hydrogen peroxide

Fig.3A. The protein bands were detected by chemiluminescence imaging;

Fig.3B. Bar graph was obtained from quantification and statistical analysis.

(n=3; * P<0.05)

1224· ·



现代生物医学进展 www.shengwuyixue.com Progress in Modern Biomedicine Vol.15 NO.7 MAR.2015

过多的 ROS可与细胞膜和线粒体膜上脂质相互作用，增

加膜通透性，破坏其完整性，导致细胞损伤[10]，除此之外，还可

引起蛋白质的氧化损伤以及 DNA突变等影响[11]。过氧化氢可

通过 cAMP/PKA/CREB 信号通路引起人脐静脉血内皮细胞
（human umbilical vein endothelial cells, HUVECs）内血管紧张

素转换酶（angiotensin converting enzyme, ACE）表达增多，生存

能力下降，从而使细胞凋亡 [12]。此外，体育锻炼促进循环中

EPCs的增多，而内源性过氧化氢增多可显著降低循环 EPCs的

水平[13]。

目前，关于不同浓度 H2O2对人外周血来源的内皮祖细胞

存活能力的影响研究较少，其作用机制也不十分明确。为探究

高浓度 H2O2对 EPCs凋亡的机制，本实验在高浓度过氧化氢

（≥ 200 滋mol/L）处理后，经 western blot分析显示，促凋亡蛋白
p53、Bax随着 H2O2浓度增加而表达上调，抗凋亡蛋白 Bcl-2表
达下降。实验结果表明，氧化应激可通过 p53-Bax途径引起
EPCs的凋亡。其机制可能是 H2O2通过 p53 激活促凋亡因子
Bax，使其构象改变并迁移至线粒体，释放细胞色素 c触发细胞

凋亡反应[14]。Bcl-2蛋白多数定位于哺乳动物细胞线粒体外膜，

与 Bax同属于 Bcl-2家族，且二者具有较高的同源性，均以线

粒体为靶细胞器，但发挥与 Bax相反的作用。Bcl-2与 Bax结合

形成复合物，难以形成跨膜通道，阻断细胞色素 c从线粒体的

释放，抑制细胞凋亡[15-17]。

尽管过量的 ROS可导致细胞功能障碍，引起凋亡，而生理

水平下的 ROS对转录因子激活、调节细胞功能、增殖和分化等

方面具有重要意义[18,19]。研究发现，葡萄糖氧化酶可持续性产生

低剂量 H2O2，促进内皮细胞增殖，相反这种作用可被过氧化氢

酶抑制[20]。Dernbach等[21]研究了人外周血来源 EPCs的抗氧化

防御体系及其对氧化剂的敏感性后发现，与 HUVECs 或者
CD14+单核细胞相比，EPCs 内具有的基础 ROS 表达水平较

低，对氧化应激具有更高的抵抗能力，EPCs对 H2O2诱导的细

胞凋亡表现得相对不敏感，并且 EPCs的各种细胞内抗氧化酶
表达水平均显著高于 HUVECs和人微血管内皮细胞。基于这

些发现，我们可以推测，内皮祖细胞中存在比内皮细胞更强的

抗氧化防御体系，这使得 EPCs在 ROS较多的环境中仍能持续

增殖和血管再生。反之，当细胞抗氧化体系受损时，EPCs就会

对氧化应激的敏感性增强，引起细胞凋亡以及端粒酶失活[22]。

为阐明较低浓度 H2O2对 EPCs增殖作用的机制，本实验通过
western blot检测凋亡相关蛋白表达发现，在一定范围（≤ 150

滋mol/L）内，促凋亡蛋白 p53、Bax表达水平随 H2O2浓度增加而

逐渐减少，抗凋亡蛋白 Bcl-2则表达上调。这表明在较低浓度
H2O2环境下，EPCs存活能力增强可能与 p53-Bax信号通路活

性的下降有关。

总之，本实验证实，过氧化氢对内皮祖细胞存活能力和凋

亡相关蛋白 Bax、Bcl-2、p53表达的影响均呈双相性变化。较低

浓度（≤ 150 滋mol/L）H2O2可增强人外周血来源内皮祖细胞的

存活能力，较高浓度（≥ 200 滋mol/L）H2O则促进 EPCs的凋亡。

这一作用与 p53-Bax信号通路的调节相关。阐明影响 EPCs存
活的因素可以为以后更深入地研究 EPCs血管新生提供理论

基础。
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