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花生四烯酸细胞色素 P450 表氧化酶对凋亡内皮细胞

Bcl-2 表达、 Caspase-3 及 MAPK 活性的影晌
林立王红陆再英汪道文*

(华中科技大学同济医学院附属同济医院心内科，武汉 430030)

摘要 花生四烯酸经细胞色素 P450表氧化酶代谢产生的内皮来源超极化因子(EDHF)[表氧

化二十坑烯酸(EETs)]对内皮细胞具有保护作用。研究了转染细胞色素 P450 表氧化酶基因

CYPBM3.F87V 、 CYP2C11OR及CYP2J2产生内源性EETs，通过检测内皮细胞中 Bcl-2表达、 caspase-

3 的活性及MAPK磷酸化水平探讨内源性 EDHF 的内皮细胞保护效应及其抗 TNF-α诱导内皮细胞

凋亡的作用机制。房、代培养的牛主动脉血管内皮细胞转染 CYP450表氧化酶基因 24h后，加入TNF­

α 作用一定时间诱导内皮细胞凋亡，用 Western 印迹方法检测 Bcl-2 的表达， MAPK磷酸化水平，同

时测定 caspase-3 的活性。结果显示转染表氧化峰基因能抑制 TNF-a诱导的时间依赖性 Bcl-2 下调，

抑制 Caspase-3 的激活。 TNF-α使细胞内磷酸化MAPK水平主时间依赖性减低，转染表氧化酶基

因后细胞内的磷酸化 MAPK 水平较对照组升高。因此，特染表氧化酶基因 CYPBM 3.F87V 、

CYP2CII0R 以及CYP2J2使内皮细胞产生内源性 EETs (EDHF)通过激活 MAPK (ERK1I2)途径，抑

制抗凋亡基因 Bcl-2 的降解，抑制 caspase-3 的激活，从而抑制 TNF-α诱导的内皮细胞凋亡，因而

具有内皮保护效应。
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血管内皮细胞能够合成释放一系列内皮来源扩

血管因子，包括 NO (一氧化氮)、 PGI2 (前列环素)
等，并通过这些因子维持心血管系统稳态，调节血压、

抗动脉粥样硬化，保护心脑血管口.2]。近年来人们发

现了另一类内皮来源扩血管因子，它通过激活钙敏感

的饵通道使平滑肌细胞处于超极化状态从而舒张血

管，因而被称为内皮来源超极化因子(endotheliun-de幽

rived hyperpolarizing factors , EDHF)[1 -3]。目前绝大

多数研究认为 EDHF 是由血管内皮细胞中的细胞色

素 P450 (cytochrome P450, CYP)表氧化酶(epoxy­

genases)在花生四烯酸的不饱和键上表氧化而生成的

代谢产物一一表氧化二十炕烯酸(epoxyeicosatrienoic 

acids, EETs)[3]。除扩张血管外， EETs 还具有促进上

皮细胞增殖[4]、抗炎[5]、抗凝[6]等效应，我们以往的

→项研究结果也证实 EDHF 能增加内皮一氧化氨合

酶(eNOS)的表达和活'性，从而对NO 的产生具有正反

馈调节作用[71 0 此后的研究中我们还发现转染表氧

化酶基因能抑制 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡。内皮

细胞凋亡在动脉粥样硬化、高血压、心力哀竭、原

发性肺功脉高压、移植血管病、糖尿病、肿瘤生

长和转移等疾病的发生发展中起着重要作用[明。因

此本研究通过转染表氧化酶基因 CYPBM3.F87V 、

CYP2CII0R 或 CYP2J2，检测内源性 EETs (EDHF) 

对内皮细胞凋亡过程中 Bc1-2 表达、 caspase-3 活性

以及MAPK磷酸化水平的影响，以进一步探讨表氧化

酶抗 TNF-α 诱导的内皮细胞凋亡的作用机制。

1 材料与方法

1.1 材料

所有细胞培养试剂， DMEM 培养基、胎牛血清

(FBS)、膜蛋白酶(trypsin)等购白 Gibco 公司; TNF­

α、放线菌素 D(actinomycin D , act D)、蛋白酶K、

澳化乙睫、苯甲基磺酌氟(PMSF) 、亮抑蛋白自每

肤、抑蛋白酶肤、二硫苏糖醇(DTT) 、 HEPES ，

Tween-20、牛血清白蛋白(BSA)购自 Sigma 公司;

Caspase-3 活性检测试剂盒购自 R&D 公司;多克隆抗

Bcl-2抗体购自美国 Santa Cruz公司;多克隆抗ERKlI

2 抗体及抗磷酸化ERK1I2 抗体购自 NEB 公司;细胞
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·研究论文·

实验数据以王土s 表示，用 t检

质浓度。按试剂盒说明书要求将反应底物一一一种

以 p-nitroanilide(p-NA)标记的合成多肤 Asp-Glu-Val­

Asp (DEVD)加入细胞裂解上清液中，激活的 caspase-

3 剪切 caspase 特异性的 DEVD，释放出显色分子 p­

NA，用酶标仪在 405 nm 波长检测吸光度，反映上清

液中的 caspase-3 活性，结果以 TNF-α/act D 诱导组

内皮细胞的吸光度与相应对照组的吸光度之比值表

示[ 10] 。

1.2.5 统计学分析

验进行显著性检验。

2 结果

2.1 转染表氧化酶基因抑制 TNF-α诱导的 Bcl-2

降解

我们以往的实验己经证实表氧化酶基因瞬时转

染后内皮细胞中 CYPBM3.F87V 、 CYP2CII0R 和

CYP2J2的表达以及内源性 EETs(EDHF)合成增

加 [7]。本试验在转染表氧化酶基因 24 h 后，加入

TNF-αJact D 作用一定时间(8-48 h)诱导内皮细胞凋

亡，以 Westem 印迹检测内皮细胞中抗凋亡蛋白 Bcl-

2 的水平。结果表明，促凋亡的细胞因子 TNF-α 导

致内皮细胞中 Bcl-2 的水平明显降低(图 1 ， TNF-aJact 

D 作用 24 h)，且这种降低呈一定的时间依赖性，即

TNF-α/act D 作用时间越长， Bcl-2 表达水平越低(图
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图 1 转染表氧化酶基因抑制 TNF-α诱导的 Bcl-2 降解

A: Western 印迹检测内皮细胞中 Bcl-2 水平。 B: 采用 GeneTools 密

度分析软件将 Western 印迹条带进行密度扫描后的结果(n=4， 与转染

pCB6且未加入 TNF-α诱导组比较• *P<Ü.Ol; 与转染pCB6且加入 τ'NF­

α 诱导组比较，时P<0.05)o 1 、 4: pCB 6 ; 2 , 5: CYPBM3 .P87V; 

3 、 6: CYP2CII0R; 4 、 8: CYP2J2o 
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转染用 Superfect 脂质体购自美国 Qiagen 公司;预染

的SDS-PAGE蛋白质分子量标准购自美国Bio-Rad 公

司;辣根过氧化物酶偶联羊抗兔 IgG抗体购自 Jackson

公司; Westem 杂交用增强化学发光试剂(SuperSignal

Substrate, ECL)购自美国 Picrce 公司;蛋白质杂交膜

。VDF膜)购自德国 Schleicher and Schuell 公司。细

胞色素P450表氧化酶CYPBM3.F87V和CYP2CII0R

cDNA，及真核表达质粒 pCB6 由美国 Vanderbilt 大学

Capdevila 教授馈赠。 CYP2J2 cDNA 由美国 NIH

Zeldin 教授馈赠。

1.2 方法

1.2.1 牛主动脉内皮细胞分离和培养 从本地血

清厂取刚处死小牛主动脉，按己建立的膜蛋白酶消化

分离法收集内皮细胞[η。用 VIII因子相关抗体(抗 von

Willebrand 因子抗体)免疫荧光染色鉴定内皮细胞的

纯度。所有实验均采用 4 代以内的细胞进行。

1.2.2 细胞转染和瞬时表达 以 pCB6 为空白对照

质粒。分别构建成真核表达质粒pCB6CYP2CII0R、

pCB6-CYPBM3• F87V 和 pCB6-CYP2J2[7]，经酶切鉴定

为正确质粒后大量扩增。按 Superfect 脂质体说明书

要求进行细胞转染。

1.2.3 Westem 印迹分析 基因转染 24h 后，内皮

细胞经 TNF-α(5 ng/ml)/act D (0.01μg/ml)进一步作

用一定时间，在冰育下去除细胞培养基，用三去污裂

解缓冲液(50 mmol/L Tris.HCl pH 8.0, 150 mmol/L 

NaCl, 0.02% NaN3, 0.1 % SDS, 1∞ mgIL PMSF, 1 mgIL 
拥蛋白酶肤， 1 % NP-40, 0.5% 去氧胆酸铀)裂解细胞。

Bradford 法测定细胞裂解液中的总蛋白含量。将等

量蛋白质用 8%SDS-PAGE 胶分离，经转膜、封闭、

一抗(兔抗 Bcl-2 多克隆抗体， 1 : 500)、二抗(辣根

过氧化物酶偶联的羊抗兔抗体)温育，最后 ECL 法显

影曝光。在检测磷酸化MAPK和总MAPK的Westem

印迹实验中，在细胞中加入裂解缓冲液(20 mmol/L 

Tris.HCl pH 7.4, 150 mmollL NaCl, 1 mmollL EDTA, 1 

mmol/L EGT A, 1 % Triton, 2.5 mmol/L 焦磷酸纳， 1 

mmolιβ 甘油磷酸， 1 mmolιNa3V04， 1μg/m1亮抑

蛋白酶肤)，用超声破碎仪破碎细胞后进行上述步骤。

其中兔抗磷酸化MAPK和总MAPK抗体稀释比例为

1 : 200。条带密度采用 GeneTools 软件进行分析。

1.2.4 Caspase-3 ~舌性分析 TNF-ωactD 诱导后，

收集所有悬浮和贴壁细胞，加入 caspase-3 裂解液，冰

育lO min 后， 4 0C 12000 g 离心lO min沉淀碎裂的细

胞骨架成分。用 Bradford 方法检测上清液中的蛋白

400 
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图 2 Western 印迹检i9!IJTNF-α:lactD作用不同时间内皮细胞

中 BcI-2 水平

1: pCB6 ; 2: CYP2ClIOR; 3: CYPBM3.F87V; 4: CYP2J2o 
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TNF-α 
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图3 Western~n迹检j贝IJL-NMMA对内皮细胞中 BcI-2表达的

影响

1 、 4 、 7: pCB 6 ; 2 、 5 、 8: CYP2CIIOR; 3 、 6 、 9: CYPBM3.F87Vo 

匀，这与文献报道的结果相一致[lll; 转染表氧化酶基

因 CYP2C110R、 CYPBM3.F87V 或 CYP2J2后，内皮

细胞中 Bcl-2表达水平较转染对照质粒组有明显升高

(图 1)。而且随着 TNF-a./act D 作用时间延长，表氧

化酶基因对 Bcl-2 的保护效应越明显(图 2) 。

曾有人报道[ll]，抑制 Bcl-2 的降解是 NO 抗凋亡

效应的机制之一。因此，本研究在加入一氧化氨合

酶抑制剂 L-NMMA (2 mmol/L, 2 h)抑制 NO 合成后

再用 TNF-α 诱导，结果发现L-NMMA 导致转染空白

质粒pCB6 的内皮细胞中 Bcl-2 水平进一步明显下降，

在转染表氧化酶基因 CYPBM3.F87V 和 CYP2CII0R

的内皮细胞中， Bcl-2 仍然维持在较高的水平，显著高

于转染空载体 pCB6 的对照组(图 3)。提示 L-NMMA

不能消除表氧化酶基因抑制 TNF-α 诱导的 Bcl-2 下

调的效应。

2.2 转染表氧化酶基因抑制 TNF-α诱导的 ωpase-

3 激活

转染表氧化酶基因 24 h，再加入 TNF-α/act D 

作用 24 h，然后检测 caspase-3 活性。结果显示，

TNF-α 剌激后，对照组内皮细胞中 caspase-3 的活性

显著升高，这与以往的研究结果一致。但是在转染

表氧化酶基因的内皮细胞中， caspase-3的活性较对照

组明显减低(图的。

2.3 转染表氧化酶基因促进 MAPK 的激活

600 

500 

学毕E立= 400 

?3 35 2 到)0
200 

100 

。

对照 1 234 

图 4 以 DEVD-p-nitroanilide 为底物检测转染不同质粒后内

皮细胞 caspase-3 ;副主，结果表示为 TNF-a/act D 诱导后的眼

光度与捆应对照组(仅加入 act D)眼光度之比值

1: pCB 6 ; 2: CYP2CII0R; 3: CYPBM,.F87V; 4: CYP2J2o 

MAPK (ERK1I2) 能使抗调亡蛋白 Bcl-2 磷酸化，

抑制其降解，因此具有抗调亡效应[11] 。前面的实验

发现表氧化酶基因转染能抑制TNF-α诱导的Bcl-2 降

解，因此，本研究进一步检测转染 CYP450 表氧化酶

基因后 ERK1I2 活性的变化。如图 5 所显示，在转染

pC民的对照组内皮细胞中，随着时间 TNF-α 作用时

间延长，磷化 ERK1I2 水平逐渐降低，这与文献报道

的结果一致[11]。转染表氧化酶基因 CYP2CII0R 或

CYPBM3.F87V后，内皮细胞中ERK1I2的磷酸化水平

在所检测的各时间点较对照组都有明显的升高(图

5) 。特别在 TNF-α 诱导 1 h 后，对照组内皮细胞

ERK1I2 的磷酸化水平较前有所降低，而转染表氧化

酶基因的内皮细胞ERK1I2磷酸化水平反而进一步增

加(图 5C) 。总 ERKll2水平无明显改变(图 5B) 。

3 讨论

EDHF (EETs)是继 NO 和 PGI2 之后人们发现的
第三类内皮来源的舒血管因子[1-3] 。除扩张血管外，

EETs 还具有抗炎町、抗凝[6]、增加 eNOS 表达和酶

活性的作用 [7] 。本研究进 4步探讨了表氧化酶对内

皮细胞 Bcl-2 表达、 caspase-3 及 MAPK 活性的影响，

以初步了解 EDHF 抗内皮细胞凋亡的作用机制。

除了脂氧化酶和环氧化酶途径外，花生四烯酸还

通过细胞色素 P450表氧化酶途径代谢产生4种EETs

(1 4 ,15- , 11 ,12- , 8 ，9-，以及 5 ，6-EETs)。目前己经发

现多种CYP450表氧化酶 [1匀，本研究选择了其中三种:

CYPBM3.F87V 、 CYP2Cl10R及 CYP2J2转染内皮细

胞。 CYPBM3.F87V 是一种细菌(Bacillus megaterium, 

BM3) CYP450酶的突变体，能高效选择性的产生14S，

15R-EET[13] 0 CYP2Cl1 是从小鼠肝脏中克隆的一种

适用于生命科学各研究领域的宝尔超纯水系统，使实验数据更逼真 Tel: 021-64040161 www.baolor.com 
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P-ERKI/2 
P-p44 
P-p42 

(A) 

草草
4 。4 。4 。补~F-α作用

时间(h)

P-ERKI/2 
P-p44 
P-p42 

CYPBM3.F87V CYP2CIIOR 

(8) 

pCB. 

4 。014 

CYP2C11 OR 

4 。TNF-α作用

时间(h) CYPBM3.F87V pCB6 

• pCB. 
• CYP2CIIOR 
口 CYPBM3.F87V

(c) 

4.0 

3.0 

2.0 

h
υ
 

1 

3.5 

1.5 

0.5 

2.5 
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E
凶
4四
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凶
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宇
窿
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固 5 We哩tern 即迹检测 ERKν2水平

A: 用抗磷酸化 ERK l/2 抗体杂交后的条带; B: 同一张膜再次用抗 ERK 抗体(识别所有磷酸化和非磷酸化 ERK)杂交后条带，显示细胞中总

ERK 水平; C: 采用 GeneTools 密度分析软件将 Western 印迹条带进行密度扫描后的结果，各时间的 ERK 磷酸化水平=磷酸化 ERK l/2 条

带密度值/相应总 ERK 1I2 条带密度值。

ι
n
 

l 
队
U

AU 
。

变化以探讨其抗细胞凋亡的机制。结果显示， TNF-α 

刺激导致内皮细胞中Bc1-2的表达水平呈时间依赖性

的降低，同时 caspase-3 ~舌'性增加;而转染表氧化酶基

因 CYPBM3• F87V 、 CYP2Cll0R 以及 CYP2J2 能显

著抑制 TNF-α诱导的 Bc1-2 水平减低和 caspase-3 激

活。而且CYP BM3.F87V 、 CYP2Cll0R基因的效应

比 CYP2J2 强→些，这与它们的表氧化酶活性的差异

是一致的。

据报道， NO 能抑制 Bc1-2 蛋白的降解， -氧化氨

合酶(NOS)抑制剂L-NMMA显著抑制细胞内Bc1-2的

水平，这是 NO 发挥抗凋亡效应的机制之一[11]。如

前所述，我们以往的 a项研究证实表氧化酶基因能上

调 eNOS 表达和活性，促进 NO 产生[7]。那么表氧化

酶基困是否通过上调 NO来抑制 TNF-α诱导的 Bc1-2

www.baolor.com Tel: 021-64040161 

表氧化酶，将它与 CYP450 还原酶(CYPOR)进行偶连

产生的融合基因 CYP2CII0R 能生成四种 EET[叫。

CYP2J2能产生四种 EETs 是人血管内皮细胞中

EETs 的主要来源，但是它的酶活性相对较低[明。我

们以往的实验已经证实转染上述基因后内皮细胞中

内源性 EETs (EDHF)的合成增加 [7] 。

内皮细胞中有多种促凋亡的蛋白酶和抗凋亡的

蛋白质起着相互抗衡的作用，它们的平衡失调导致内

皮细胞凋亡[明。 Bc1-2 是一种抗凋亡蛋白，能稳定线

粒体膜，抑制线粒体释放出凋亡因子，抑制凋亡复合

体形成，抑制 caspase-3 激活，从而抑制细胞凋亡[111;

而 caspase-3 则是→种蛋白水解酶，它的激活是凋亡

过程中的核心环节[9]。因此，本研究检测了转染表氧

化酶基因后内皮细胞中 Bcl-2 水平和 caspase-3 活性

与世界接轨，用宝尔超纯水系统
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细胞色索c
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Caspaseθ"I/APAF斗
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Caspa卧3t I .._-- (Cyp表氧化酶〉

细胞凋1气

固 6 细胞色素P4S0表氧化酶基因抑制宜'NF-Q诱导的内皮细

胞凋亡

降解呢?因此，本研究在加入L-NMMA 抑制 NO 生

成后再加入TNF-α，发现 L-NMMA不能消除表氧化

酶基因对抗 TNF-α诱导的 Bcl-2 下调的效应，这说明

表氧化酶基因的这一作用与其上调 eNOS 表达的效

应无关，而是其自身的直接作用。

己有多项研究报道 EETs (EDHF)参与细胞内一

些信号转导途径的调节I拙，15)。例如，用 CYP2C8 (一

种细胞色素 P450 表氧化酶)转染猪冠状动脉内皮细

胞能够促进 ERK1I2 的磷酸化[川。本研究也同样证

实在 TNF-α 诱导前后转染表氧化酶基因都能使内

皮细胞中 ERKl/2 的磷酸化水平明显升高，这说明

MAPK 是 EETs 发挥生理效应的重要信号转导途径。

而且， TNF-α 诱导 1 h 后，转染表氧化酶基因的内皮

细胞中 ERK1I2 的磷酸化水平较前进一步增加。据

报道，在内皮细胞中 MAPK (ERK1I2)促使Bcl-2第 87

位的丝氨酸磷酸化，稳定 Bcl-2，抑制其降解 [111，因此，

表氧化酶可能通过激活ERK1I2途径，抑制Bcl-2的降

解而发挥其抗内皮凋亡作用。近年来的研究表明，

PI-3K 以及它的下游信号分子 Akt (也被称为 protein

kinase B)在内皮细胞的保护机制中也起着重要作

用叭 PI-3K1Akt等途径是否参与 EETs 的抗凋亡效应

还有待于进一步的研究。

总之，本研究证明了转染细胞色素 P450表氧化

酶基因通过激活MAPK(ERKlI匀，抑制 TNF-α诱导

的抗凋亡基因 Bcl-2 水平下调，抑制 caspase-3 的激

活，从而抑制 TNF…α 诱导的内皮细胞凋亡(图 6)。本

研究为进一步探讨内皮细胞功能失调相关性疾病(如

动脉粥样硬化、高血压、心力衰竭、糖尿病、肿

瘤等)的发生机制及防治策略提供了新的探索方向。
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Effed of Arachidonic Acid Cytochrome P450 Epoxygenase on 

Bcl-2 Expression, Capase-3 and MAPK Activity in 

Apoptotic Endothelial Cells Induced by TNF-α 

Li Lin, Hong Wang, Zai-Ying Lu, Dao-Wen Wang* 

(Cardiology Division, Tongji Hospital, Tongji Medical f:ollege, Huazhong University of 

Science and Technolog只阳lhan 430030, China) 

Abstract Endothelium-derived hyperpolarizing factor (EHDF) may protect endothelial cells against 

apoptosis induced by TNF-α， the pu甲ose of the present study was to investigate the effects of endogenous EDHF 

produced by cytochrome P450 (CYP) epoxygenases transfection on Bcl之 levels ， capase-3 activity and the phos­

phorylation of MAPK in apoptotic endothelial cells induced by TNF-α. Three or four passages of cultured bovine 

aortic endothelial cells (BAECs) were transfected with CYPBM3.F87V, CYP2Cll0R, CYP2J2 or the empty vector 

(pCB6). Twenty-four hours later transfected cells were incubated with TNF-αfor appropriate time, the Bcl-21evels 

and MAPK phosph。可lation were detected by Westem blot analysis, and capase-3 activity was examined by using 

DEVD-p-nitroanilide as a substrate.τNF-αdecreased Bcl-2 protein level in a time-dependent manner and increased 

significantly caspase-3 activity. Transfection of BAECs with epoxygenases prevented the decrease of Bcl-2 protein 

and caspase-3 activation induced by TNF-αcomp缸'ed wilh controls. lncubation of BAECs with TNF.αinduced a 

marked dephosphorylation of MAPK in a time-dependent manner. Transfection with epoxygenases increased the 

phosphorylation levels of MAPK at all examined time points. The present study demonstrates that transfection of 

CYP epoxygenases may protect endothelial cells and inhibit endothelial apoptosis by increasing the phosphorylation 

level of ERK1I2, preventing bo也 degradation of anti-apoptotic protein Bcl-2 and activation of caspase-3 induced by 

TNF-α. 
CS AU r 
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endothelium-derived hyperpolarizing factor; epoxyeicosatrienoic acid; apoptosis; endothelial 
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