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78/9 TNF-α �	:!;< .�%&
�=>?, @ AB%&
��CD. TNF-α E��#$
%&
�CDFG�β-HIJKLMN��OPQ	, 
�RSTU� G0~G1 S; %&
��VWX

YZ[\S]^, CD_`ab, )c\S
�VWXd ef, (gSd Ch; "	ijk\Sl

]^�ma�no, ABCDglpab. qr)sVWX�d tuv TNF-α AB�%&
�CD
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��� TNF-αααα ���� ���� 	


��������	
��
������ [1],

������������	���������

 !�"�#$%&'. ����()*+,-, .

/0	12�34%52	 DNA6�7�8���

�(9:; [2]. (<�=>?@ , A�B(reactive

oxygen species, ROS)7�������CDEF

G� , HI�����JK
L%MNOPQRS

@T[3].

α UVWXFK[4](tumor necrosis factor-α, TNF-α)

����"���FK . Y�Z[�\��]^_

`a, b	cdDefg h� T ��%A��i

j��k�[5]. TNF-αlmn	[6]�opqrs��

?t� TNF-αu	(TNFR 1% TNFR 2), )v TNFR 1

8 Fas% wsl-1/DR3wxys�z{�|,1}(X

a~�����u	����, � TNFR 2���R

�[5]. TNF-α8u	~��, ��A��c�\MN

+�OP , )v��H�����% ROS �k� ,

����8�����(���; [7,8].

��c����s��� �c¡ , bu¢�

A�£¤�¥¦§���%¨© TNF-α, ª8«¬

¦­��. q® TNF-αCD�¯��, ��c���

u��k��°±²%�L²��³´Hµ;¶ ,

Y´´·�¸¹��%¨© IL-88 MCP-1º»«�

��FK, ?¼ E-½¾¿ºÀÁJK, ÂÃÄÅ��

%ÆÇ��ºfgA���È�ÉÊ , Ë�c��

��"� , Ì[u�Í��\«¬Î­ [9~11]. )v ,

«¬��vk�� ROS ¤�CD�ÏÐÑÒ��Ì

Ó[5]. ÔÕ TNF-α¢�c����Ö[×���Ø»
ÙÚ� [12], b���L²%Û²ÜÝÞ(ßàá�

âã.

äåÜÝ� TNF-αq®«�¢�JKÏµæç
èc���(HUVECs)�é���²qr, �ê TNF-

αRëZ[��c����`a, ��Z[ HUVECs

��.

1 �����

(ì) c����Jíîï%ð�. Eñ��J

íò 24 h có�ôæõ, çèc����eö÷ø

Eù (Gibco, USA)ú��ûØ [13]; ��r M199

(Gibco, USA)îï , �üý 20%þ���(Hyclone,

USA), 60 µg/mL ECGF (Roche, Germany), 0.03%
L-Glutamine, 0.6% Hepes, 0.2% NaHCO3, pH 7.2, 10−5

mol/L Thymidine (Sigma, USA), �¿� 100 µg/mL.

� 3 d��. �	r���® 5ñlc. ��·�


²��
�°±²��%��c���?¼� vWF

(von willebrand factor)�:fg�
���pJ��

ð�. îï����ùú�, 1000�gí�, r PBS +

1%������ 1 �,  Ã���(!"l#$��

~%)r&'s 4()� 10 min, *�r PBS + 1%�

��� 2 �, PBS C+��, ,-.Ðµ vWF �Ð

(Zymed, USA), /0� 4(�1; PBS + 1%����

1 �� PBSC+, ,- FITC���2Ð.3Ð, 37(

45 1 h, PBS + 1%����6�7C+����,
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8���9:; 1� 106 � /mL, �p��<J

�[14](��
=> 488 nm, �?
=> 530 nm).

(@) TNF-α Ïc����¢�%�����ð
�. b>�ÆA� HUVECsîï	 v,-�9:

20 ng/mL� TNF-α (R&D System, USA)Ù
BC�

¢�, )���.´, üýD­9:� TNF-α. �(

�EL��FG
ÏH���bx�£� ûJ�.

Ï�����ð�I> Serrano ºµ[15]% Dimri º

µ[16]JK�oL. r PBS (pH 7.2)�ÆA�� 1 �,

7l PBS(pH 7.2)MN� 0.5%�O3P)� 5 min,

*�r PBS (pH 7.2, Q 1 mmol/L� MgCl2)� 1�;

bóRMN� X-gal (Roche, Germany)/�(1 mg/mL

X-gals PBSv, pH 6.0, 0.12 mmol/L K3Fe[CN]6, 0.12

mmol/L K4Fe[CN]6, 1 mmol/L MgCl2)v/0, 37(4

5�1.

(S) ��TUJ� . ú� û�� , 1000�g

í�VÞ��, rWXY� PBS� 2�, C+s 500

µL� PBSv, Zé,- 5 mL[\], 4()��1;

^5�106��, 1000�gí�V\], r5 mL�PBS +

1%���� 2�; ,- 100 µL� 10�PI_�(r 3.8

�10−2 mol/L`ab�_�Mc� 500 µg/mL PI, pH

7.0); ,- 100 µL RNase A (10 mg/mLr 10 mmol/L

Tris-HCl, pH 7.5Mc, de 15 min), 37(45 30 min;

�pJ�(��
=> 488 nm, �?
=> 570 nm),

���¹Rf� 60 �/min; g>r BD hiJj�

Moldifit 2.0J�[14].

(k ) 52	lm� (∆Ψm)J� . ��rW

EDTA � 0.25%�ùú�, rW��îï,(pH 7.2)

� 2 �; C+sQX� Hanks �v, 8�n 4�105

��/mL; , 2 µL 52	lm���/o DiOC6(3)

(Molecular Probes, USA, r DMSOM� 2 µmol/L�

p�); 0.4 mL��+�vn�9: 10 nmol/L; 37(

45 5 min, r�p��<(��
=> 488 nm, �?


=> 530 nm)J�.

(q) ��c ROS ��pr�. xÞú� û

��; , 0.4 µL � 0.5 mmol/L � CM-H2DCFDA

(Molecular Probes, USA, rs]M� 0.5 mmol/L�

p�); 0.4 mL (3�105��/mL)��+�vn�9

: 0.5 nmol/L, 37(45 5~10 min; b�ptru

3 min,- PI(�9: 10 µg/mL), �ptr(��
=

> 488 nm, �?
=> 535 nm); ^ PIv����È

wxyJ�.

(z) �p��{. |�r���}��L~�.

����^ 10000 ~ 15000������MNyJ�.

�q��p��<(FACSCalibur, BD, USA)�r��

Ù
, ���c%g>J�r BD hiJj���

CellQuest Versions 3.0Ù
.

(�) g>EL%h�J�. �pJ��Ø�E

��
Ë:������� , 8G
ÏH��ÏÙ


���, �r Excel (Microsoft, USA)q�?; �r

h�J��� gpis Version 1.12 (GraphPAD Software,

USA)Ï��G����Ù
 tt	.

2 ��

2.1 HUVECs ������

c����îï�D�,c����>FKl

�s	Õ(�J� , �¿��,(�s�\�>F

K� ^. ���¡îï 5~7 d, *�l 1�3 +ñ.

�¡¢£�c���b	Õîï 10 ñ�°±¤�ò


��, "���, F¥�(�	�r 5 ñlc��

�. c���°±¦§¨©ª, )�zv?¼IÚ�

qr� vWF, l¥«�q®ð�c���¬:�J

K�­ , l{®EñJíîï£7�/-��¯°

��. �pJ�?@±²�g�	��(92.56%)®c

����³(� 1).

� 1 HUVECs ������

FITC������� vWF�	� HUVECs
��
�������,

��������, �����������,  !�"#$%&'

��((92.56%))� vWF�*. M1+ vWF-FITC,���'

2.2 TNF-αααα�� HUVECs 	
��

��cβ-´µ¶·ùA����¸��¹³´
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�º����tr«�. äå��	?@, TNF-α �
15 d lÞBC¢��»Z[
²��
�7��;

� 85%� HUVECsKê β-´µ¶·ù/0¼�(�½

¾, Á�¿�), ?@ HUVECsÙ-��.

2.3 ������

äåÙ�ÀÜÝ� HUVECsb TNF-α�BC¢
����TU���. �ê HUVECs �>ÁÂÃs

ÄÅ, J�DÆÇ. �p��{·�J��� DNA

QÈ�ÉÊ��TU(� 2), ~Ë?@, TNF-α Z[�

��HUVECs G0 ~ G1U��Ì 80.19%, G2 ~ MU�

�Ì 11.18%, SU��Ì 8.63%(J���g® 4908);

�G
ÏHHUVECs G0 ~ G1U��Ì 59.30%, G2 ~

MU��Ì 15.95%, SU��Ì 24.71%(J���g

® 5595). 7Ç TNF-αZ[ HUVECs��£, ��T

UÍ G0 ~ G1ÄÎ, SUÃsú$.

� 2 HUVECs � TNF-α������	
��


(a) �������� HUVECs, 	
��
������ G0 ~ G1�,

�
�����, ��� G2 ~ M�, ��� S�; (b) ����, ��

�(a)�� ���!"# G0 ~ G1�, $% S���&�'(

2.4 ���∆∆∆∆ΨΨΨΨm ��

���� TNF-α ��� HUVECs�	
∆Ψm�

��, 
���∆Ψm ������ DIOC6(3)���

∆Ψm ���, ��������� !∆Ψm �"#.

TNF-α$%&'� HUVECs � DIOC6(3)����(

)*+ 0.79, ,-+./��0)1 HUVECs (2,

t3456789�. �:; TNF-α�$%<, 0.5 h=

�� HUVECs �∆Ψm>?@AB, $%&'CD5

E<F(G 3).

� 3 �����∆Ψm ��

(a)�(b)��������	 TNF-α 
��
�HUVECs�DIOC6(3)

�������/�������; (c) TNF-α��� !"#��$∆Ψm

%&�, n'
��
�!"#. �����() 3*+,��-, 	

./012. P�0.0001, 345678. M1 � 19

2.5 ��� ROS �����

����� TNF-α ���	
 HUVECs
��


 ROS ����������, ����� TNF-α
� HUVECs ���
���
 ROS ��
 !, �

� TNF-α "�� HUVECs#, ROS��$%&'�(


 !() 4). *+,-��
./01�23
45

(6789:), ;<� TNF-α
=>$?@
AB.

3 ��

TNF-α C
D��EF
GHIJKL*�M
N
GO. PQOR
S, TNF-α TUVS�W��
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� 4 ��� ROS ����	


(a)�(b)��������	 TNF-α 
��
�HUVECs� PI�CM-

H2DCFDA �����; (c) ������������ TNF-α
�
HUVECs �� !"#$ ROS %�� !&'()� , *�+

TNF-α,-./012 ROS+34� !$56789, n:
��


� !�. ; !<=>?�"# ROS *�@A�BC�DEF.

BCEFG�H 3IJK��L, 	MN'OP. P�0.0001, 5*Q

RST. R2� R10� PIUR�"#V

��. ������, TNF-α 	
��
�[5]. ��

������, TNF-α ����� HUVECs 15 d�

��, ���� ���, ��!", #$%&��

��'()*, ��+,-./, 01, $2��3

45678, 9:;<�β-=>?@ABC 85%DE,

1����FGHI� G0 ~ G1G, J TNF-α�KL
MENO3PQ HUVECs�9:.

RSTUVWX��9:�W� YZ[\]^

_`ab3cd[17]. _`aef\ ATP ghij3

k���l, m�nopqrs��t�pu*. �

�9:�_`ab3�9c, W�o ATP f\-v,

w]xy]�z{|, ij}~���. �����

������3���� , ��_`a��w]�

�����[18]. ��t∆Ψm ������]���,

e����_`ab3���� . ∆Ψm��¡¢£

�k�¤¥, R¦§e¨©?[>?^ª«y¬t­

E®¯w]°±¡���]��� , �R¦§��

�²³^xy]e´µ¶E·¸ . ´¹xy]º»

¼ ATP �½¾[19], ����²³��¡���¿3

����, _`atpÀ��
�, PTP(permeability

transition pore)ÁÂE�KL
Ã, _`atÄtÅ

À��tÆ , Ç�fÈ [20]. ·É∆Ψm �ÊK^¤¥

��_`a�ËÌb3ÍÌ��. ∆Ψm���eÎ�

��ÏÐ�ÑÒ, m��e��9:� Ó, Ô:�

Õ�Ö×��∆ΨmØ��Õ��
[20,21]. ∆Ψm���^

9:�ÙÚ��,  ∆Ψm�ÛÜÝ���C¸ c�Þß

ààº»¼��á��-âã�\ [22]; �9:��

�_`aäå∆Ψm��, #æçK¼R��è¤. é

ê, 9:��∆Ψm ����â3Wë��ìíîÇ

R£-m�ËÌ�����ijïð , �£ïðµ

¶ñò�3k, m��â3f\ñò����, �£

��óê-ô½��
� , #â3ô½9:���

ÊK\õ[23]. ���ö÷WX TNF-α	
tø��
9:�PQ¡∆Ψm��, �e^�à���Rù�.

��úVû�à���üWX, ∆Ψmý ROS $

t��<S[24]. ∆Ψmþ�, ATP ½¾þ�, m���

Z���¹���\¾��� ROS. _`ae��

��t ROS �����­[25]. �	
��¹, 	


��Ìf\�
��, Ç����B¬��, ´¹f

\� ROS 3PQ�£���&���^����Z


���O} [26]. ·É$¼��rsb3����

��eäâ3��´���;�3���è¤(ÔÁ

��w]¯A ]S!^_`az{|"#W$


Ã[27,28]). �������, TNF-αnÇ HUVECs�%

G ROS è¤$R&'�-1�(), 9:���t

ROS è¤/$*��. �â3��¡��t ROS f

\^+,-���� . #.�/�	E�O0��

��1­^b3gÑÂ2�%9 , É�_`ab3

9d, 3kf\34, ��ijè¤�5. \¾ ROS

�3����� . �â3e9:��îÇ�ijï

ð�R£\õô�, äk6�w]��. 9:��¹

ROS���-�ü$7ÝR8��. éê, �9��

9:�t�&�-��$â3Á��·W$:^"

#���;�<=>X[29].

�?, ���ö÷WX, .GÇ TNF-α��3	

@åtø���9: , _`ab3�d]ý�R

��$R�<S. m���Ao, �£a���ïB

C¡����	
rs[DE�Fý9:?/�<S

$¼GHIJ� , ��9:KE-���L���

$XM�<=.
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周建军等: TNF-α诱导血管内皮细胞的衰老                                            图版  

 
TNF-α诱导 HUVECs 细胞衰老鉴定 

1示未经处理的平行对照 HUVECs( 140, 与实验组来源一致, 培养时间平行); 2示 20 ng/mL TNF-α 持续刺激 15 d的 HUVECs( 140), 细胞由于   

β-半乳糖苷酶的作用分解底物 X-gal 而被染成蓝色; 3示经 TNF-α诱导衰老的 HUVECs( 224), 显示细胞浆中特异性着蓝色, 细胞核不被着色 

 

 


