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摘要　 目的　 阐明高同型半胱氨酸（Ｈｃｙ）血症大鼠血浆蛋

白表达谱改变及高表达的血管生成素 １（Ａｎｇ １）对内皮细胞

的保护作用。 方法　 建立高 Ｈｃｙ 血症动物模型，采用 Ｌａｂｅｌ⁃
ｆｒｅｅ 蛋白质谱分析血浆蛋白含量差异，细胞划痕和 ＣＣＫ⁃８ 实

验检测 Ｈｃｙ 及 Ａｎｇ １ 对内皮细胞迁移和增殖的影响。 结果

　 蛋白质谱结果显示高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆中有 ５ 个蛋白上

调、１７ 个蛋白下调，其中 Ａｎｇ １ 上调。 大鼠肠系膜上动脉内

皮细胞实验结果显示，采用 ３０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 预处理内皮

细胞 ２４ ｈ 后，细胞的迁移和增殖都被抑制，而 Ａｎｇ １（６００ ｎｇ ／
ｍｌ）阻断了 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 对内皮细胞迁移和增殖的抑制作

用，但对 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 引起的内皮细胞迁移和增殖抑制作

用无阻断效应。 结论　 高 Ｈｃｙ 血症可影响血浆蛋白表达谱，
血浆中升高的 Ａｎｇ １ 可代偿一定浓度范围 Ｈｃｙ 对血管内皮

细胞的迁移和增殖的抑制作用。
关键词 　 同型半胱氨酸；血管生成素 １；血管内皮细胞；Ｌａ⁃
ｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 蛋白质谱；迁移；增殖
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　 　 血管生成素 １（ａｎｇｉｏｐｏｉｅｔｉｎ １， Ａｎｇ １）由血管壁

细胞、周细胞和某些其他细胞生成，主要表达于血管

内皮细胞，并与其特异性受体型酪氨酸激酶 Ｔｉｅ⁃２
的配体结合［１ － ２］。 Ａｎｇ １ 具有促进血管内皮细胞迁

移、增殖、侵袭和防止渗漏等作用［３ － ４］。 但其在高同

型半胱氨酸（ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅ， Ｈｃｙ）血症引起的血管内

皮功能损伤修复中的作用未见报道。
　 　 Ｈｃｙ 异常升高被广泛认为是心血管疾病的独立

危险因素之一。 过多的 Ｈｃｙ 会导致血管内皮功能

损伤，引起血管的新生、收缩、通透性等功能改变，其
分子机制复杂［５］。 该研究探讨高 Ｈｃｙ 饲料喂养的

ＳＤ 大鼠血浆中 Ａｎｇ １ 变化及其对血管内皮细胞迁

移和增殖的影响。

１　 材料与方法

１． １　 材料　
１． １． １　 试剂与仪器 　 Ａｎｇ １（货号：１３６６７⁃Ｈ０２Ｈ１）
购自北京义翘神州生物技术有限公司；Ⅰ型胶原蛋

白酶（货号：ＳＣＲ１０３）、Ｈｃｙ（货号：Ｈ４６２８）购自德国

Ｍｅｒｃｋ 公司；ＣＣＫ⁃８ 试剂（货号：Ａ３１１⁃０１）购自南京

诺唯赞生物科技股份有限公司公司；Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 质谱

仪 Ｏｒｂｉｔｒａｐ Ｆｕｓｉｏｎ、液相色谱 Ｅａｓｙ ｎＬＣ ／ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００
购自美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；倒置显微镜（德国

Ｚｅｉｓｓ 公司）；ＳｐｅｃｔｒａＭａｘ Ｍ５ 读板仪（美国 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｄｅｖｉｃｅｓ 公司）。
１． １． ２　 实验动物　 清洁级健康雄性 ＳＤ 大鼠，体质

量 ２００ ～ ２２０ ｇ，安徽医科大学动物中心提供。 自由

进食进水，饲养室温维持（２２ ± １）℃。
１． ２　 方法　
１． ２． １　 高 Ｈｃｙ 血症动物模型　 对照组和实验组各

４ 只 ＳＤ 大鼠，对照组大鼠采用 ａｎＡＩＮ９３Ｍ 基础饲料

喂养，高 Ｈｃｙ 血症模型组采用同样基础饲料，但不

含叶酸、维生素 Ｂ１２和维生素 Ｂ６。 两种饲料都含有

１％的磺胺噻唑，可以抑制肠道细菌形成叶酸。 ５ 周

后成模，ＣＯ２ 窒息处死后迅速进行心脏穿刺取血，采
用化学发光法测定血清 Ｈｃｙ 水平。
１． ２． ２　 Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 蛋白质谱分析　 将大鼠血浆去除

中高丰度蛋白后，低丰度蛋白浓缩冻干，复溶后测浓

度，取 ６０ μｇ 蛋白溶解后加入胰蛋白酶 ３７ ℃降解 １６
ｈ，样品经过毛细管高效液相色谱分离后进行质谱仪

分析，后续再予以 Ｌａｂｅｌ⁃ｆｒｅｅ 分析获得蛋白质信息。
１． ２． ３　 肠系膜动脉内皮细胞原代培养　 将健康雄

性 ＳＤ 大鼠 ＣＯ２ 窒息处死，用剪刀解剖大鼠腹部，一
次性针筒插入左心室，用无菌生理缓冲液灌流直至

肝脏变白，剥离其肠系膜动脉血管，分离多余的脂肪

组织，将肠系膜动脉血管剪碎，用Ⅰ型胶原蛋白酶消

·９７６·安徽医科大学学报　 Ａｃｔａ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔａｔｉｓ Ｍｅｄｉｃｉｎａｌｉｓ Ａｎｈｕｉ　 ２０２２ Ｍａｙ；５７（５）



图 １　 蛋白质谱火山图和热点图

　 　 Ａ：蛋白质谱火山图；红色点：上调的蛋白；绿色点：下调的蛋白；黑色点：无显著性差异的蛋白；Ｂ：蛋白质谱热点图；１ ～ ４：实验组；５ ～ ８：对
照组；红色：上调；绿色：下调

化（３７ ℃，１０ ｍｉｎ），离心后弃上清液，加入 １ ｍｌ 培养

基，吹打混匀，移至培养皿中，１ ｈ 后换液。
１． ２． ４　 细胞划痕实验　 用 Ｍａｒｋｅｒ 笔在 ６ 孔板背后

沿着直尺大约每隔 ０. ５ ｃｍ 划一道线，横穿过孔（每
孔 ５ ～ ６ 条线），每孔加入约 ５ × １０５ 个细胞，３７ ℃培

养箱过夜培养，第 ２ 天用 ２００ μｌ 枪头沿着直尺与标

记线垂直的方向划两条平行线，用无菌 ＰＢＳ 洗去划

掉的细胞，加入培养基放入培养箱 （ ３７ ℃、５％
ＣＯ２），按 ０、２４ ｈ 用倒置显微镜观察，拍照。
１． ２． ５　 ＣＣＫ⁃８ 细胞增殖实验　 首先在无血清的培

养基中同步化细胞，继而在 ９６ 孔板中配制 １００ μｌ ／
孔的细胞悬液，将培养板在培养箱中预培养 ２４ ｈ
（３７ ℃、５％ ＣＯ２）。 弃除培养基，向培养板加入 １００
μｌ ／孔不同浓度的 Ｈｃｙ 标准品，在培养箱孵育 ２４ ｈ，
向每孔加入 １０ μｌ ＣＣＫ⁃８ 溶液，在培养箱中孵育 ４
ｈ，用酶标仪测定在 ４５０ ｎｍ 处的吸光度值。
１． ３ 　 统计学处理 　 实验数据以 �ｘ ± ｓ 表示，运用

ＧｒａｐｈＰａｄ 软件进行独立样本 ｔ 检验分析，以 Ｐ ＜
０. ０５ 为差异有统计学意义。

２　 结果

２． １　 高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆蛋白改变　 蛋白质谱实

验共检测到对照组和高 Ｈｃｙ 血症组大鼠血浆中 ５５５
个蛋白，其中 ５ 个蛋白（Ｍｍｒｎ１、Ｔｇｆｂ１、Ｃｔｓａ、Ａｎｇ １、
Ｇｏｌｇｂ１） 在 血 浆 中 的 表 达 量 上 调， １７ 个 蛋 白

（ＲＧＤ１５６５６１７、 Ｐｓｍｂ１、 Ｐｓｍａ６、 Ｊｃｈａｉｎ、 Ｔｆｒｃ、 Ｌａｍｐ２、
Ｉｇｈ⁃６、ＬＯＣ１０３６９０３１９、Ｓｅｌｌ、Ｃｄ５ｌ 及 ７ 个未知蛋白）

表达量下调（图 １Ａ）；将两组出现差异表达的蛋白

进行聚类分析，两组样本具有较一致的变化趋势

（图 １Ｂ）。
２． ２　 高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆 Ａｎｇ １ 蛋白浓度表达变

化　 高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆 Ｈｃｙ 浓度比对照组升高

［（３. ７２ ± ０. ４３ ）μｍｏｌ ／ Ｌ ｖｓ （３６. ８２ ± ６. ２２ ） μｍｏｌ ／
Ｌ， ｎ ＝ ４， ｔ ＝ － ５. ３０９， Ｐ ＜ ０. ０５］。 在蛋白质谱检测

结果中，对照组和高 Ｈｃｙ 血症组大鼠血浆 Ａｎｇ １ 蛋

白含量差异如图 ２ 所示，与对照组相比，实验组大鼠

血浆中 Ａｎｇ １ 蛋白含量升高 （ ｔ ＝ － ３. ７４８， Ｐ ＜
０. ０５）。

图 ２　 大鼠血浆 Ａｎｇ １ 蛋白表达水平

　 　 Ａ：两组大鼠血浆 Ａｎｇ １ 蛋白质谱结果热点图：１ ～ ４：实验组；５ ～

８：对照组；Ｂ：变化倍数统计数据；与对照组相比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５
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图 ３　 Ａｎｇ １ 对 Ｈｃｙ 抑制的肠系膜动脉内皮细胞迁移的阻断作用

　 　 Ａ：Ａｎｇ １ 对肠系膜动脉内皮细胞迁移的影响（ｎ ＝ ８）；与对照组比较：△Ｐ ＜ ０. ０５；Ｂ、Ｃ：不同浓度 Ｈｃｙ 对肠系膜动脉内皮细胞迁移的影响（ｎ
＝８）；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 组比较：▽Ｐ ＜ ０. ０５；Ｄ：Ａｎｇ １ 对不同浓度 Ｈｃｙ 抑制的肠系膜动脉内皮细胞迁移的阻断作用（ｎ ＝ ８）；与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ ０

ｎｇ ／ ｍｌ Ａｎｇ １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ ０ ｎｇ ／ ｍｌ Ａｎｇ １ 组比较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

２． ３　 Ａｎｇ １ 对 Ｈｃｙ 抑制的大鼠肠系膜动脉内皮细

胞迁移的影响　 Ａｎｇ １（６００ ｎｇ ／ ｍｌ）处理内皮细胞 ２４
ｈ 后，与对照组相比，血管内皮细胞划痕后的愈合率

增强［（２１. ７６％ ± １. ７１％ ） ｖｓ （３３. １８％ ± ３. ６１％ ），
ｎ ＝ ８，ｔ ＝ － ２. ８５９，Ｐ ＜ ０. ０５］ （图 ３Ａ）；另一组采用

０、１０、３０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｃｙ 处理内皮细胞 ２４ ｈ，结
果显示 ３０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｃｙ 处理组划痕后的愈合

率受到抑制（图 ３Ｂ、Ｃ）；第三组采用 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ
＋ 溶剂对照、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ Ａｎｇ １
（６００ ｎｇ ／ ｍｌ）、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ Ａｎｇ
１（６００ ｎｇ ／ ｍｌ）分别处理内皮细胞 ２４ ｈ，结果显示

Ａｎｇ １ 阻断了 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 引起的划痕后愈合抑

制效应，但 Ａｎｇ １ 没有阻断 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 引起的

划痕后愈合抑制效应（图 ３Ｄ）。
２． ４　 Ａｎｇ １ 对 Ｈｃｙ 抑制的大鼠肠系膜动脉内皮细

胞增殖作用的影响　 实验以肠系膜动脉内皮细胞为

研究对象，结果显示，０、１０、３０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｃｙ 处

理内皮细胞 ２４ ｈ 后，３０、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ 的 Ｈｃｙ 抑制了内

皮细胞增殖（图 ４Ａ）；另一组采用 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋

溶剂对照、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ、３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ Ａｎｇ １
（６００ ｎｇ ／ ｍｌ）、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ、５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ Ａｎｇ
１（６００ ｎｇ ／ ｍｌ）分别处理内皮细胞 ２４ ｈ，结果显示，
Ａｎｇ １ 阻断了 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 引起的增殖抑制效应，
但对 ５０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 抑制的增殖无阻断作用 （图

４Ｂ）。

３　 讨论

　 　 美国心脏协会在 ２０１４ 年将 Ｈｃｙ 血浆水平 ＞ １０
μｍｏｌ ／ Ｌ 作为高 Ｈｃｙ 血症的临床诊断标准［５］。 ２０１８
年修订版的《中国高血压防治指南》中将血浆中 Ｈｃｙ
水平修订为≥１５ μｍｏｌ ／ Ｌ 作为诊断高 Ｈｃｙ 血症的临

床标准［６］。 血浆中过高的 Ｈｃｙ 可引起血管内皮功

能损伤，参与动脉粥样硬化的发生发展，从而引起一

系列心脑血管疾病［７ － ９］，因此，阐明高 Ｈｃｙ 血症在高

血压及各种心脑血管疾病发生发展中的作用具有重

要意义。
　 　 研究［１０］显示，Ｈｃｙ 可通过增加细胞内的活性氧

引起线粒体途径的凋亡，参与心脑血管疾病的发生
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图 ４　 Ａｎｇ １ 对 Ｈｃｙ 抑制的肠系膜动脉内皮细胞增殖的阻断作用

　 　 Ａ：不同浓度 Ｈｃｙ 对肠系膜动脉内皮细胞增殖的影响（ｎ ＝ ３）；与

０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ 组比较：＆Ｐ ＜ ０. ０５；Ｂ：Ａｎｇ １ 对不同浓度 Ｈｃｙ 抑制的肠

系膜动脉内皮细胞增殖的阻断作用（ｎ ＝ ６），与 ０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ ０ ｎｇ ／

ｍｌ Ａｎｇ １ 组比较：∗Ｐ ＜ ０. ０５；与 ３０ μｍｏｌ ／ Ｌ Ｈｃｙ ＋ ０ ｎｇ ／ ｍｌ Ａｎｇ １ 组比

较：＃Ｐ ＜ ０. ０５

发展。 抗氧化剂可缓解 Ｈｃｙ 引起氧化应激并激活

ＶＥＧＦ⁃ＶＥＧＦＲ⁃ＦＡＫ 信号通路导致的内皮功能损

伤［１１］。 也有研究［１２］报道补充 Ｈｃｙ 代谢调节中的叶

酸可抑制 Ｈｃｙ 引起的脐静脉内皮细胞凋亡。 在 Ｈｃｙ
对血管生成素影响方面，仅有文献报道 Ｈｃｙ 处理可

显著抑制脐静脉内皮细胞的 Ａｎｇ １ 和 ２ 的表达［１３］，
但血管生成素对高 Ｈｃｙ 引起的内皮功能损伤的抑

制作用国内外文献未见报道。 因此，阐述血管生成

素对高 Ｈｃｙ 引起的内皮功能损伤的调节作用具有

重要的理论意义和应用价值。 蛋白质谱检测方法可

以从一个样本中同时鉴定多种蛋白质类型及其表达

水平，是蛋白组学研究的重要手段［１４］，本研究采用

蛋白质谱方法从动物水平研究显示，高 Ｈｃｙ 血症大

鼠血浆蛋白表达谱出现改变，多个蛋白出现上调或

下调，其中 Ａｎｇ １ 在高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆中也上调。
而 Ａｎｇ １ 具有促进血管内皮细胞迁移、增殖、侵袭和

防止渗漏等内皮保护作用，因此猜测，在高 Ｈｃｙ 血

症大鼠中，Ａｎｇ １ 可能为反射性的升高，从而阻断高

Ｈｃｙ 引起的内皮功能损伤，是一种内皮保护性的代

偿机制。 为证实该推测，本实验以与血压形成密切

相关的阻力血管，即肠系膜上动脉为研究对象，通过

原代培养肠系膜上动脉内皮细胞并进行实验验证。
结果显示，Ｈｃｙ 可浓度依赖地抑制内皮细胞迁移和

增殖，说明一定浓度的 Ｈｃｙ 可引起内皮细胞功能损

伤。 但是，当一定浓度的 Ａｎｇ １ 与 Ｈｃｙ 共同处理内

皮细胞时，阻断了低浓度 Ｈｃｙ 抑制的内皮细胞迁移

和增殖，但不能阻断高浓度 Ｈｃｙ 引起的内皮损伤。
说明 Ａｎｇ １ 只能在一定范围内对 Ｈｃｙ 引起的内皮损

伤有修复作用。 本研究中的高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆

中，Ｈｃｙ 浓度为 ３６． ８２ μｍｏｌ ／ Ｌ 左右，与本研究细胞

实验中 Ａｎｇ １ 有效阻断 Ｈｃｙ 引起内皮功能损伤的

Ｈｃｙ 浓度接近，说明 Ａｎｇ １ 在高盐饮食情况下会起

到一定的血管内皮功能保护作用。 因此，高 Ｈｃｙ 血

症一方面可引起血管内皮损伤，另一方面可引起细

胞合成和分泌蛋白增强或减弱。 其中，高 Ｈｃｙ 反射

性引起 Ａｎｇ １ 在血浆中含量升高，而升高的 Ａｎｇ １
可在一定程度上阻断了高 Ｈｃｙ 引起的内皮功能损

伤，可能参与高 Ｈｃｙ 血症时内皮功能的代偿机制。
另一方面，该结果也提示 Ａｎｇ １ 在 Ｈｃｙ 血症引起的

血管内皮功能损伤中也具有潜在治疗价值。 但本研

究仍未阐明，在高 Ｈｃｙ 血症大鼠血浆中升高的Ａｎｇ １
通过何种细胞内信号通路抑制 Ｈｃｙ 引起的血管内

皮细胞损伤以及 Ａｎｇ １ 来自于何种组织细胞。
　 　 综上所述，高 Ｈｃｙ 血症可显著影响部分血浆蛋

白分泌，且高 Ｈｃｙ 血症模型大鼠血浆中升高的Ａｎｇ １
可在一定浓度范围内参与阻断高 Ｈｃｙ 引起的血管

内皮功能损伤。 该研究揭示了一种高 Ｈｃｙ 血症血

管内皮功能代偿机制，也为 Ａｎｇ １ 在 Ｈｃｙ 血症引起

的血管内皮功能损伤治疗中提供潜在的新方法和新

靶点。
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