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丙泊酚通过诱导自噬保护血管紧张素Ⅱ引起细胞损伤

胡 拮1，一，梁就庆1，王晶晶2，张良清1，2 (广东医科大学附属医院1．器官功能损伤与保护重点实验

室；2．麻醉科，广东湛江524001)

摘要：目的探讨丙泊酚对血管紧张素II(AngII)VJl起细胞损伤的保护机制。方法体外培养人脐静脉内皮细胞

(HUVECs)，建立AngⅡ损伤模型；实验分为正常对照组、AngⅡ组、AngⅡ+丙泊酚(AngⅡ+P)组、二甲基亚砜

(DMSO)对照组、Ang 1-7抑制剂组。用CCK8检测细胞活性，免疫荧光染色检测细胞色素C，蛋白印迹法检测自噬相关

蛋白LC3和P62表达。结果Ang II最适宜作用浓度为10～mol／L，丙泊酚保护作用最适宜浓度为100 gmol／L。AngⅡ组

和DMSO组线粒体释放细胞色素C高于AngⅡ+p组(P<o．05)，但其与Ang 1-7抑制剂组比较差异无统计学意义(尸>0．05)。

AngⅡ+P组P62表达水平略高于DMSO组，且自噬相关蛋白LC3一I向LC3．II转化亦增多，但差异均无统计学意义(P>

0．05)。结论丙泊酚通过影响线粒体自噬途径抑制Ang II引起内皮细胞损伤。
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Propofol protects angiotensin II-induced cell inj ury by inducing autophagy

HU Zhel，一，LIANG Jiu．qin91，WANG Jing-jin92，ZHANG Liang．qin91，2(1．Key Laboratory for Organ Injury and

Protection；2．Department ofAnesthesiology；Affiliated Hospital of Guangdong Medical University,Zhanjiang 524001，China)

Abstract：Objective To study the protective mechanism of propofol on angiotensin lI(AngⅡ)一induced cell injury．

Methods Human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)were used to establish the Ang II—induced cell injury model，

and divided into control(NC)，AngⅡ，AngⅡ+propofol，dimethyl sulfoxide(DMSO)and Ang 1-7 inhibitor groups．Cell

viability,and expression cytochrome C and autophagy related proteins LC3 and P62 were detected by CCK8，

immunofluorescence，and Western blot，respectively．Results The most effect concentrations ofAng II and propofol were 10。

o

mol／L and 100 gmol／L，respectively．The mitochondrial cytocllrome C level was higher in AngII and DMSO groups than in

AngⅡ+propofol group(尸<0．05)but similar to that in Ang 1-7 inhibitor group(P>0．05)．P62 expression and conversion from

LC3-I to LC3-Ⅱwere mildly upregulated in AngⅡ+propofol group compared with DMSO group fP>O．os)．Conclusion

Propofol can inhibit AngⅡ-induced endothelial injury through autophagy pathway．

Key words：Propofol；angiotensinⅡ：autophagy

随着社会经济的发展、居民生活方式的变化、

人口老龄化进程的加快等，心血管病的发病率持续

增加，严重危害着人类健康，已成为重大的公共卫

生问题。研究发现，血管紧张素Ⅱ(Ang 11)的浓度

在高血压、动脉粥样硬化等心血管疾病的发生过程

中显著升高[11。有研究显示，Ang 1I可以直接导致

血管内皮细胞凋亡[21。在高浓度AngⅡ的刺激下，

血管内皮细胞中活性氧簇产生增加[31，进而影响线
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粒体ATP敏感性钾通道产生并释放更多的活性氧

簇，造成细胞中氧化蛋白和受损线粒体的大量累

积，从而导致细胞自噬水平的改变，严重影响了血

管内皮细胞结构与功能的完整性，与心血管疾病的

发生、发展密切相关【41。目前也有研究发现，自噬

的异常调节与血管内皮细胞的衰老和血管疾病的发

病机制密切相关[51。丙泊酚作为一种常用的静脉麻

醉药物，因具有起效快、持续时间短、苏醒迅速、

不良反应少等优点而被广泛应用于临床麻醉等领

域。丙泊酚的化学结构与内源性抗氧化剂a一生育酚

和抗氧化剂丁化羟基甲苯相似，因此可以发挥抗氧

化的生物学效应【61。丙泊酚还可以增加内源。t'车NO生

成【71。而且大量的体外和体内研究已经证实了丙泊

酚的细胞及器官保护作用[81。提示丙泊酚有可能通
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过抑制内皮细胞自噬以保护血管内皮。故本实验将

探讨丙泊酚保护Ang 11诱导人脐静脉内皮细胞损伤

的可能机制。

1材料和方法

1．1 实验材料

人脐静脉内皮细胞HUVECs细胞株(上海细胞

库)，经解冻复苏后加入含10％胎牛血清的DMEM培

养基制成细胞悬液，接种于培养瓶中置于5％C02、

37℃培养箱中培养。每隔2～3 d换培养液1次，待细

胞80％融合时用0．25％胰蛋白酶消化传代，选取第3～

4代细胞进行实验。

DMEM培养基(Life公司)；青霉素一链霉素混合

溶液与0．25％胰蛋白酶(碧云天)；胎牛血清(Gibco公

司)；磷酸盐缓冲液(PBS)(上海生工)；二甲基亚砜

(DMSO)(Life公司)；裂解液及蛋白酶抑制剂(碧云

天)；13-actin与HRP标记的羊抗鼠、羊抗兔二抗(Pro．

teintech公司)；细胞色素C、p62抗体(Abcam公司)；

LC3b抗体(Sigma公司)；CCK8试剂盒(Tran公司)。

细胞培养箱(Thermo公司)；超净台(苏净集团安

泰公司)；激光扫描共聚焦显微镜(Leica TCS SP5 1I)；

酶标仪(BioTek公司)；凝胶电泳及蛋白质转膜、化学

发光、成像系统(Bio．Rad公司)；电子恒温摇床

(Thermo公司)。

1．2实验分组与干预

将细胞随机分组。正常对照组(Nc)：常规培养；

Ang II损伤组(Ang 1I)：细胞密度达80％以上，换入

含Ang 1I终浓度分别为10～、10一、10～、10。4 mol／L

的无糖无血清培养液，于37 cC、5％COz的常氧培养

箱中培养24 h后，换成含10％血清的完全培养液，继

续培养4 h，丙泊酚处理内皮细胞Ang 11损伤组(Ang

1I+P)，细胞经Ang 1I(10-6 mol／L)处理24 h后，换人

含丙泊酚浓度分别为50、100、150 gmol／L的完全培

养液，继续培养4 h，二甲基亚砜溶剂对照组

(DMSO)：10石mol／L的Ang II处理细胞24 h后，置换

含DMSO体积百分比为1％o的完全培养基，继续培养

4 h，血管紧张素1—7抑制剂组(P+A779)：10。6 mol／L

的Ang II处理细胞24 h后弃去培养液，置换含丙?白酚

浓度为100 gmol／L的完全培养液，并加入A779处

理，继续培养4h。

1．3用CCK8检测细胞活性

将HUVECs制成2×104个／mL的细胞悬液，在96

孔板中每孔接种100 pL的细胞悬液。6 h后观察细胞

贴壁，吸去旧培养液，分别加入含10～、10～、10～、

104 mol／L Ang II的HUVECs培养液。对照组中加入

等体积的正常培养基。另设空白组(只有培养液，不

含细胞)，每组5个复孑L。培养24 h后，每孔分别加入

含10皿的CCK8检测试剂，培养箱孵育2 h后使用酶

标仪检测波长为450 nm的吸光度(A)值，并计算细胞

抑制率(Inhibitory rate，IR)。IR=(对照孔A值一实验孔

A值)／对照孔A值X 100％。实验重复3次。

确认AngⅡ的最适浓度后，观察丙泊酚对Ang

Ⅱ损伤HUVECs活性的影响。每孑L；bl入Ang 11处理24

h后，换人丙泊酚至终浓度为50、100、150 I，tmol／L，

DMSO组则每TL；On人体积百分比为1‰的DMSO，继

续培养4 h。其他步骤同前。实验重复3次。

1．4免疫荧光染色检测细胞色素C

按细胞分组处理后，4％多聚甲醛溶液37℃固定

15 min，PBS液清洗3次。用体积分数0．1％Triton X一

100室温打孔15 min，PBS液在摇床清洗3次，按产品

说明书稀释一抗，室温孵育1 h。最后用激光扫描共

聚焦显微镜观察。每张切片随机选取几个视野(X

400)拍摄照片。实验重复3次。

1．5蛋白质印迹法检测自噬相关蛋白的表达

制备胶块。按细胞分组并处理后，收集蛋白质

悬液，100℃变性，加样，电泳，转膜，室温摇床

封闭1 h(5％脱脂牛奶封闭液)，然后剪膜，分别加入

目的蛋白抗体及13一actin(1：1 ooo)，4℃摇床过夜。隔

日分别加入抗鼠或抗兔二抗(1：10 ooo)，室温摇床孵

育2 h以上。ECL试剂化学发光检测，最后曝光。采

用Image J软件处理图片。实验重复3次。

1．6统计学处理

本实验使用SPSS 24．0统计软件进行统计描述，

多个样本均数间每两个样本均数的比较采用曰检验，

多组间比较采用单因素方差分析，以P<0．05表示差

异有统计学意义。

2结果

2．1 丙泊酚对Ang lI损伤HUVECs活性的影响

用不同浓度(10～、10一、10～、104 mol／L)Ang II

处理HUVECs 24 h，抑制率分别为(21．15±2．10)％、

(45．2±0．54)％、(32．39+2．70)％和(61．66±2．06)％，

明显高于对照组(P<0．05)。我们选择用10巧mol／L

AngⅡ诱导HUVECs损伤。Ang 11+P(50、100 gmol／L)

组细胞活性高于Ang 1I组(P<0．05)，而Ang II+P(150

gmol／L)组与DMSO组、Ang 11组比较细胞活性差异

无统计学意义(尸l>0．05)(图1)。

2．2 丙泊酚对AngⅡ引起的HUVECs线粒体自噬的
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影响

免疫荧光染色显示(图2)，Ang 1I组和DMSO组

的线粒体释放细胞色素c较Ang 11+P组增加伊<

0．05)，而P+A779组与Ang 1I组和DMSO组比较差异

无统计学意义畛o．05)。蛋白印迹检测结果(图3)发
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蛋E1P62表达水平略高于DMSO组，且自噬相关蛋白

LC3．I向LC3—1I的转化亦增多，但差异均不明显
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B：不同浓度Ang II处理HuVECs 24 h后细胞的抑制率(IR)；

C：不同浓度丙泊酚作用HAngII(10-6mol／L)预处理内皮细胞的0D值。

Ang II各浓度组与NC组比较，+P<0．05；Ang II+P(100肛mol／L)组与Ang II组比较，4P<0．05。

图1 CCK8细胞活性实验筛选Ang II及丙泊酚作用浓度
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3讨论

血管内皮细胞是血管内腔隙与血管外组织之间

的一个关键屏障，分布在整个心血管系统，具有调

节血流、血管舒缩、血液凝固、细胞因子分泌等功

llt9l，在许多疾病的病理生理情况下起着关键性作

用[10】。Ang II作为引起氧化应激最强烈的刺激物之

一，在血管内皮衰老和凋亡过程中被认为是增强因

子[11]。本研究发现，高于生理浓度f10。mol／L)的

AngⅡ作用于HUVECs 24 hA，与对照组相比，细

胞的活性抑制率明显升高∽<0．05)。而不同浓度Ang

Ⅱ+P组与AnglI组相比，活性有所恢复，丙泊酚在

100 gmol／L浓度下保护作用最明显。
自噬作为机体一种通过溶酶体系统降解自身成

分的一种防御和应激调控机制，对于清除聚集的氧

化应急产物和受损的细胞器以及细胞稳态具有至关

重要的作用112l。但是，自噬的过度激活可以带来负

面影响，如线粒体的受损和ATP耗竭导致细胞走向

死亡f”]。我们的实验结果显示，DMSO组的线粒体

释放细胞色素C较AngⅡ+P组增加，而P+A779组与
DMSO组无差异，证明丙泊酚可以抑制线粒体释放

细胞色素C，而A779可以减弱丙泊酚的抑制作用。

而通过蛋白印迹检测自噬相关蛋白LC3一Ⅱ的表达变

化，我们发现AngⅡ对人脐静脉内皮细胞P62、

LC3．II蛋白表达有促进作用，说明Ang II能够诱导

血管内皮细胞发生自噬。然而，不同浓度(50、100

gmol／L)Ang 1I+P组的促自噬蛋白P62表达水平略高

于DMSO组，且自噬相关蛋白LC3一I向LC3一Ⅱ的转

化亦增多，但差异不明显，提示丙泊酚可能部分通

过影响线粒体自噬途径来抑制Ang lI引起的内皮细

胞凋亡。最近一项研究显示，丙泊酚能通过增强自

噬促进人脐静脉内皮细胞的血管形成，但其研究的

细胞自噬诱导模型是通过脂多糖(LPS)实现的[1 41。

。肾素一血管紧张素系统广泛参与多种心血管疾病

的发生、发展过程，Ang 1I则是这些病理生理改变

的中心环节。除了传统的ACE．Ang 1I．ATlR的经典

轴外，新的RAS成员：ACE2．Ang(1．7)一MasE被发

现。ACE2分布广泛，主要在内皮细胞中表达，而在

其他组织细胞中表达较少。ACE2与ACE的结构相

似，但ACE2发挥着与ACE拮抗的作用。ACE2水解

AngⅡ产生7肽的Ang(1—71，然后与其受体Mas结合，

Ang(1．7)发挥着与Ang II相反的生理活性[15]。Ang(1—

7)结合到其内皮细胞上的受体，通过产生内皮型一

氧化氮合酶(endothelial nitric oxide synthase，eNOS)

源性NO，激活蛋白酪氨酸磷酸酶，降低MAPK的活

性，抑制还原性辅酶II(NADPH)氧化酶源性过氧化

物(reactive oxygen species，ROS)的生成，介导血管

舒张、生长抑制、抗炎和抗血栓等，以对抗AngII的

作用116]。本实验使用MAS受体拮抗剂A779，发现其

可以逆转丙泊酚对An91I诱导人脐静脉内皮细胞凋

亡的保护作用，初步探究了丙泊酚可能通过ACE2．

Ang(1．7)一Mas轴调控血管内皮细胞的命运。但对丙

泊酚、ACE2一Ang(1．7)一Mas和血管内皮细胞损伤三

者关系仍需要进一步研究，将为临床应用丙泊酚处

理保护心血管疾病患者血管内皮提供理论依据。
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总之，本实验通过建立结肠癌L—OHP耐药细胞

株LOVO／L．OHP，初步探讨了IL．6在其中的可能作

用。不仅揭示了肿瘤细胞对铂类药物耐药机制的复

杂性，更为重要的是指出靶向IL．6而非其受体可作

为L．OHP治疗结肠癌的有效补充。
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