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摘要：　探究Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白在体外３种细胞模型中的抗氧化活性及其体外抗凝、溶栓活性．首先，在体外构

建 ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细胞的 Ｈ２Ｏ２，Ｆｅ?ＨＱ氧化应激模型，并将Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白应用于构建的

氧化应激模型中．然后，采用多浓度梯度法筛选最佳氧化剂浓度，利用细胞活性实验检测以上３种细胞的活

性，并进行体外抗凝、溶栓实验考察．结果表明：在Ｈ２Ｏ２ 模型中，当Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白浓度为０．６μｍｏｌ·Ｌ
－１时，

３种细胞活力与对照组（ＬＤ?Ｈａｎｋｓ缓冲液）相近，低剂量蛋白组（０．０６μｍｏｌ·Ｌ
－１）的细胞活力明显低于高剂

量蛋白组细胞；在Ｆｅ?ＨＱ模型中，不同细胞中Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白剂量的作用不同，Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白具有体外抗氧

化活性，不同应激条件下不同细胞对蛋白剂量的依赖性不同；体外抗凝、溶栓实验表明此蛋白具有相关活性．
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　　人组织激肽释放酶结合蛋白（Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ，ＫＡＬ）是一种内源性的血管生成抑制因子，最早作为一种

组织激肽释放酶结合蛋白被发现，能特异性地与组织激肽释放酶（ＴＫ）结合而抑制其活性的发挥
［１?２］．许

瑞安、林俊生教授率先创造性地利用毕赤酵母表达系统成功分泌表达了有生物活性的ＫＡＬ蛋白，并发

现重组ＫＡＬ蛋白对血管内皮细胞的增殖具有抑制作用．氧化应激是指当机体发生多种不良反应时，体

内活性酶分泌增多，活性氧、活性氮自由基数量剧增，炎性细胞浸润，氧化与抗氧化作用之间平衡失调，

继而引起机体组织损伤的生理变化过程［３］．Ｄｉａｏ等
［４］发现在高盐诱导的大鼠肾损伤模型中，ＫＡＬ蛋白

能在ＮＯ合酶及ＮＯ水平上大幅降低氧化应激反应程度．同时，有研究发现，在皮下注射基质胶模型大

鼠中，ＫＡＬ蛋白能明显抑制由乙烯基鳞片胶泥（ＶＥＧＦ）所诱导的血管密度增加，以及减少血红素组分

的生成，进而抑制血管生成［５］．本实验室在前期研究中发现，在肝纤维化模型小鼠中，ＫＡＬ可明显抑制

ＣＣｌ４ 所导致的纤维化程度．在以上研究的基础上，本文以前期在毕赤酵母表达系统中高表达的重组

ＫＡＬ蛋白为研究对象，将肾小球系膜细胞（ＨＢＺＹ?１）、人永生化表皮细胞系（ＨａＣａＴ细胞）
［６］、人绒毛膜

滋养层细胞（ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ）
［７］３种细胞应用于体外氧化模型实验进一步验证其抗氧化活性，并对其体

外抗凝、溶栓活性进行初步研究．

１　实验部分

１．１　实验材料

１）实验动物．新西兰白兔６０只，清洁级，体质量（２±０．５）ｋｇ（厦门大学实验动物中心，动物许可证

号：ＳＹＸＫ（闽）２０１３?０００７）．

２）实验仪器．高速离心机（美国Ｂｅｃｋｍａｎ公司）、ＨＤ?２１?８８型核酸／蛋白质检测仪（上海琪特公

司）、超声波清洗机（上海爱阔特清洗设备制造有限公司）、倒置荧光显微镜（日本Ｎｉｋｏｎ公司）、ＣＯ２ 恒

温细胞培养箱（美国Ｔｈｅｒｍｏ公司）、真空干燥箱（上海和呈仪器制造有限公司）．

３）实验试剂．重组人Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ蛋白（本实验室制得）、肾小球系膜细胞（ＨＢＺＹ?１）、人永生化表皮

细胞系（ＨａＣａＴ细胞）、人绒毛膜滋养层细胞（ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ，购于浙江澳兴生物科技）、Ｈ２Ｏ２（上海丽

昂化学有限公司）、羟基喹啉铁复合物（Ｆｅ?ＨＱ，上海丽昂化学有限公司）、ＤＭＥＭ 高糖培养基（美国

Ｇｉｂｃｏ公司）、Ｄ?Ｈａｎｋ′ｓ缓冲液（美国Ｓｉｇｍａ公司）、ＣＣＫ溶液（浙江澳兴生物科技有限公司）、ＰＢＳ（美国

Ｓｉｇｍａ公司），其他试剂均为国产分析纯．

１．２　实验方法

１．２．１　细胞培养　将ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ３种细胞分别用含有体积分数为２０％的小牛血

清的ＤＥＭＥ培养基，在３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２，饱和湿度条件下的细胞培养箱中培养１２ｈ，以使

其贴壁；贴壁后，换成含体积分数为１０％的小牛血清的新鲜ＤＥＭＥ培养基传代培养．

１．２．２　氧化应激模型中细胞活性的测定　取对数生长期的 ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细胞，接

种至９６孔细胞培养板中，每个孔约含１．５×１０４ 个细胞，加入１５０ｍＬＤＥＭＥ培养液．将细胞培养板置

于３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２细胞培养箱中培养１２ｈ后，除去培养液，用０．０１ｍｏｌ·Ｌ
－１磷酸盐缓冲

液，ｐＨ值为７．２～７．４清洗一次．分别加入事先配置的新鲜 Ｈ２Ｏ２ 和Ｆｅ?ＨＱ溶液，使 ＨＢＺＹ?１细胞，

ＨａＣａＴ细胞的 Ｈ２Ｏ２ 模型终浓度为５８０，７８０，９８０，１１８０，１３８０，１５９０，１７８０，１９８０μｍｏｌ·Ｌ
－１，ＨＴＲ８?

ｓ／Ｖｎｅｏ细胞的 Ｈ２Ｏ２ 模型终浓度为１６０，３６０，５６０，７６０，９６０，１１６０，１３６０，１５６０，１７６０μｍｏｌ·Ｌ
－１；３种

细胞的Ｆｅ?ＨＱ模型终质量浓度为４００，６００，８００，１０００，１２００，１４００，１６００，１８００μｍｏｌ·Ｌ
－１．每个质量

浓度设３个复孔，处理后的培养板放置于３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 的培养箱中继续培养，分别培养

至０．５，３．０，６．０ｈ，于倒置显微镜下观察细胞形态，再进行细胞活性（ＣＣＫ）实验检测细胞活性．

１．２．３　ＫＡＬ蛋白抗氧化作用的测定　根据细胞活性实验，将 ＨＢＺＹ?１细胞、ＨａＣａＴ细胞、ＨＴＲ８?ｓ／

Ｖｎｅｏ细胞分别作用于不同质量浓度的Ｈ２Ｏ２ 和Ｆｅ?ＨＱ模型中
［６］，并接种至９６孔细胞培养板中，每个

孔约含２．５×１０４ 个细胞．然后，加入１００ｍＬ的ＤＥＭＥ培养液，并将细胞培养板置于３７℃，体积分数为

５％的ＣＯ２细胞培养箱中培养１２ｈ．最后，先加入ＫＡＬ蛋白，５ｍｉｎ后，再加入Ｈ２Ｏ２ 及Ｆｅ?ＨＱ溶液，使

高、低剂量蛋白组终浓度分别为０．６０，０．０６μｍｏｌ·Ｌ
－１；设置 ＬＤ?Ｈａｎｋｓ缓冲液为阴性对照组，模型组

３３７第５期　　　　　　　　周癑莹，等：重组人组织激肽释放酶结合蛋白抗氧化活性及抗凝活性分析
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浓度依据细胞活性测定结果设定，分别选择相应时间点统计蛋白剂量对细胞活力的影响．

１．２．４　细胞活性检测方法ＣＣＫ?８实验　按照每孔１０００个的量在９６孔板中接种生长期活细胞（１５０

μＬ·孔
－１），在３７℃，体积分数为５％的ＣＯ２ 中预培养２４ｈ，并且向每个孔中加入１Ｌ的ＣＣＫ溶液（５

ｍｇ·ｍＬ
－１），３７℃孵育４ｈ．若存在时间间隔，可向孔中加入１μＬ，０．１ｍｏｌ·ｍＬ

－１的 ＨＣｌ溶液或质量

分数为１％的ＳＤＳ溶室温条件下暂存．将培养板在培养箱预培养２４ｈ，检测组波长设置为４５０ｎｍ，对照

组波长为３９０ｎｍ，空白组条件除细胞数量外与检测组相同，用酶标仪检测每孔吸光值，细胞活性通过细

胞相对增殖率（ＲＧＲ）进行比较．

ＲＧＲ（细胞活性）＝
检测孔吸光度－空白孔吸光度
对照孔吸光度－空白孔吸光度

×１００％．

１．２．５　ＫＡＬ蛋白体外抗凝活性考察　设置质量分数为０．９％生理盐水为空白对照组，尿激酶（８３３．５

μｋａｔ·ｍｇ
－１）为阳性对照组，实验组为生理盐水配制的ＫＡＬ蛋白溶液（０．６，０．４，０．２μｍｏｌ·Ｌ

－１）．取灭

菌试管１５支，分别加入蛋白溶液１．０ｍＬ，新西兰兔肌注异氟烷，待完全麻醉后心脏取血，新鲜血液立即

以每支１．０ｍＬ量加入灭菌试管；震荡混匀后于３７℃恒温水浴中静置３ｈ，每组设置３个平行组．３ｈ后

将栓块取出，用质量分数为０．９％的ＮａＣｌ溶液洗净，滤纸吸去多余水分，观察拍照，各自称量．

１．２．６　ＫＡＬ蛋白体外溶栓活性考察　设置质量分数为０．９％生理盐水为空白对照组，蚓激酶（５０．０１

μｋａｔ·ｋｇ
－１）为阳性对照组，实验组为生理盐水配制的ＫＡＬ蛋白溶液（０．６，０．４，０．２μｍｏｌ·Ｌ

－１）．取新

西兰白兔３０只，随机分成５组，每组６只．新西兰兔耳缘静脉取血，新鲜血液立即以每支１．０ｍＬ量加入

灭菌试管，静置２ｈ至血液凝固，各管对应加入蛋白溶液１．０ｍＬ．于３７℃恒温振摇，观察各试管栓块的

大小变化，每组设置３个组．１８ｈ后将栓块取出，用质量分数为０．９％的ＮａＣｌ溶液洗净，滤纸吸去多余

水分，观察称量．

１．２．７　统计分析　采用ＳＰＳＳ软件统计学处理实验数据，以狓±ＳＤ 表示，并用最小显著性差异法

（ＬＳＤ）法验证作两两对比，犘＜０．０５有统计学意义．

２　结果与分析

２．１　细胞活性分析

２．１．１　Ｈ２Ｏ２ 对不同细胞氧化应激反应　３种细胞对Ｈ２Ｏ２ 氧化应激的反应结果，如图１（ａ）所示．由图

１（ａ）可知：不同浓度的 Ｈ２Ｏ２ 模型中，３种细胞氧化应激的结果不同．３种细胞对高浓度的 Ｈ２Ｏ２ 反应不

同，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细胞活性在高浓度时低于其余两种细胞；ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ３种细胞

细胞活性短时间内随 Ｈ２Ｏ２ 浓度变化的情况基本一致，均随浓度的增加呈下降趋势，故选择６ｈ作为研

究时间点．后续实验 Ｈ２Ｏ２ 模型组浓度选定ＨＢＺＹ?１为１１８０μｍｏｌ·Ｌ
－１，ＨａＣａＴ为１５９０μｍｏｌ·Ｌ

－１，

ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ为１１６０μｍｏｌ·Ｌ
－１．

２．１．２　Ｆｅ?ＨＱ对不同细胞氧化应激反应　３种细胞对Ｆｅ?ＨＱ氧化应激的不同反应结果，如图１（ｂ）所

示．由图１（ｂ）可知：不同浓度的Ｆｅ?ＨＱ模型中，３种细胞氧化应激的结果差别较大．ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细

　　（ａ）Ｈ２Ｏ２　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）Ｆｅ?ＨＱ

图１　３种细胞对氧化应激反应的细胞活力的变化

Ｆｉｇ．１　Ｃｈａｎｇｅｓｏｆｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆｔｈｒｅｅｋｉｎｄｓｏｆｃｅｌｌｓｉｎｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｒｅｓｐｏｎｓｅ
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胞对铁过载造成的损伤反应最为灵敏，ＨＢＺＹ?１细胞反应最差．比较不同浓度下的细胞活性，选择３２ｈ

作为研究时间点．后续实验Ｆｅ?ＨＱ模型组的浓度选定 ＨＢＺＹ?１为１２００μｍｏｌ·Ｌ
－１，ＨａＣａＴ为１２００

μｍｏｌ·Ｌ
－１，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ为８００μｍｏｌ·Ｌ

－１．

２．２　犓犃犔蛋白的抗氧化作用

２．２．１　作用于 Ｈ２Ｏ２ 氧化应激模型　ＫＡＬ蛋白剂量对 ＨＢＺＹ?１细胞活力的影响结果，如图２（ａ）所

示．由图２（ａ）可知：与对照组相比，相较于３０ｍｉｎ，作用时间为６ｈ时，高剂量蛋白组对细胞的保护作用

有统计学意义（犘＜０．０１），细胞活性较高，而低剂量组作用不明显．ＫＡＬ蛋白剂量对 ＨａＣａＴ细胞活力

的影响结果，如图２（ｂ）所示．由图２（ｂ）可知：作用时间为６ｈ时，高剂量蛋白组对ＨａＣａＴ细胞的保护作

用有统计学意义（犘＜０．０１），细胞活性明显高于低剂量组．

　　　（ａ）ＨＢＺＹ?１　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（ｂ）ＨａＣａＴ

图２　ＫＡＬ蛋白剂量对细胞活力的影响

Ｆｉｇ．２　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＡＬｐｒｏｔｅｉｎｄｏｓｅｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ

ＫＡＬ蛋白剂量对 ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细胞活力的影响结果，如图３所示．由图３可知：相较于３０ｍｉｎ，

作用时间为６ｈ的高剂量蛋白组对细胞的保护作用变化不大，低剂量蛋白组细胞活性有所下降；与模型

组相比，作用时间为６ｈ时，高、低剂量蛋白组细胞活性差异均具有统计学意义（犘＜０．０５）．

２．２．２　作用于Ｆｅ?ＨＱ氧化应激模型　在ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ３种细胞的铁过载模型中，

ＫＡＬ蛋白剂量对细胞活力的影响结果，如图４所示．由图４可知：与模型组对比，高剂量蛋白组的

ＨＢＺＹ?１细胞活力下降，低剂量蛋白组细胞活性基本无变化，对细胞氧化应激反应的保护作用没有统计

学意义（犘＞０．０５）；在 ＨａＣａＴ细胞中，高剂量蛋白组对铁过载造成的损伤表现出促进作用，而低浓度蛋

白组对细胞损伤则表现出显著的保护作用，有统计学意义（犘＜０．０５），且蛋白组与模型组差异具有统计

学意义（犘＜０．０１）；ＫＡＬ蛋白的高、低剂量组对 ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ细胞活性都有明显的保护作用，而低剂

量蛋白组作用有统计学意义（犘＜０．０１）．

图３　ＫＡＬ蛋白剂量对 ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ　　　　　　　　　图４　ＫＡＬ作用于细胞Ｆｅ?ＨＱ

　　　　　　细胞活力的影响　　　　　　　　　　　　　　氧化应激模型时对细胞活性的影响

　Ｆｉｇ．３　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＡＬｐｒｏｔｅｉｎｄｏｓｅｏｎ　　　　　　　　Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｏｆＫＡＬｏｎｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎ

　　　　ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙ　　　　　　　　　　　ＨａＣａＴ′ｓＦｅ?ＨＱｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｍｏｄｅｌ

２．３　犓犃犔蛋白的体外抗凝作用

３ｈ后血栓称量结果，如图５所示．由图５可知：不同浓度的ＫＡＬ蛋白给药组较阴性对照组抗凝效

５３７第５期　　　　　　　　周癑莹，等：重组人组织激肽释放酶结合蛋白抗氧化活性及抗凝活性分析
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图５　体外抗凝实验结果

Ｆｉｇ．５　犐狀狏犻狋狉狅ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｔｉｏｎｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

果不同．随着ＫＡＬ蛋白剂量的增加，蛋白的抗凝活性逐渐增

加．与阴性对照组生理盐水相比，高剂量 ＫＡＬ蛋白组抗凝效

果有统计学意义（犘＞０．０５），与阳性对照组尿激酶相比，高剂

量ＫＡＬ蛋白组抗凝效果差异不明显．

血栓拍照结果，如图６所示．由图６可知：血栓大小明显变

化，进一步验证高剂量ＫＡＬ蛋白具有抗凝活性．

２．４　犓犃犔蛋白的体外溶栓作用

６ｈ之后，血栓阴性对照组的质量为（０．５０１５±０．０００７）

ｇ，蚓激酶组的质量为（０．０８２０±０．００５９）ｇ，浓度分别为０．２，

０．４，０．６μｍｏｌ·Ｌ
－１ＫＡＬ组质量分别为（０．２９２８±０．００３８），

（０．１９３３±０．００４６），（０．０１９２±０．０１０６）ｇ．ＫＡＬ组血栓较阴

性对照组均有不同程度溶解．不同浓度ＫＡＬ蛋白较阴性对照组溶栓效果差异均具有统计学意义（犘＜

０．０５），与阳性对照组相比，当ＫＡＬ浓度为０．２μｍｏｌ·Ｌ
－１时，溶栓效果差异不明显；浓度为０．６μｍｏｌ·

Ｌ－１时，溶栓效果明显，但低于蚓激酶．

　 （ａ）生理盐水　　　　　（ｂ）尿激酶　　　（ｃ）高剂量蛋白组　　（ｄ）中剂量蛋白组　　（ｅ）低剂量蛋白组

图６　体外抗凝实验拍照结果

Ｆｉｇ．６　犐狀狏犻狋狉狅ａｎｔｉｃｏａｇｕｌａｎｔｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔｐｈｏｔｏｒｅｓｕｌｔｓ

３　讨论

体外构建ＨＢＺＹ?１，ＨａＣａＴ，ＨＴＲ８?ｓ／Ｖｎｅｏ３种细胞的Ｈ２Ｏ２，Ｆｅ?ＨＱ氧化应激模型，将Ｋａｌｌｉｓｔａｔｉｎ

蛋白分别应用于构建的氧化应激模型中．研究蛋白预处理对不同氧化剂引起的３种细胞凋亡的保护作

用，进而探究ＫＡＬ蛋白的抗氧化活性．分析结果可知，在 Ｈ２Ｏ２ 氧化应激模型中，ＫＡＬ蛋白对３种由

Ｈ２Ｏ２ 氧化应激造成的细胞损伤均有保护作用，且作用具有剂量依赖性，ＫＡＬ蛋白在较高浓度（０．６

μｍｏｌ·Ｌ
－１）时能有效保护３种细胞免受Ｈ２Ｏ２ 氧化应激造成的损伤；而在Ｆｅ?ＨＱ模型中，ＫＡＬ对铁过

载模型的作用存在量效关系［８］，剂量关系与过氧化氢模型相反，低剂量组相较与高剂量组作用显著．综

上可知，ＫＡＬ蛋白作为一种新型抗氧化剂，能在体外水平起到一定的抗氧化作用．

细胞类型、氧化应激模型的不同会导致蛋白抗氧化活性的差异，体内多种生理机制的共同作用引起

细胞对不同浓度蛋白对产生差异性反应．ＫＡＬ蛋白抗氧化作用可能跟其能抑制ｐ３８促分裂素原的活

化，抑制ＴＮＦ?α、血管紧张素诱导的活性氧（ＲＯＳ）形成，抑制血管细胞粘附分子?１（ＶＣＡＭ?１）的表达及

降低ＩκＢα磷酸化水平相关，而这些机理的内在联系则需要更深入的研究及探索
［９?１２］．

研究发现，大豆多肽［１３］、水蛭素、单环刺
"

纤溶酶［１４］等多种物质同时具有抗氧化和抗凝、溶栓活性．

血栓形成一般来源于血管壁内皮细胞的损伤，血液中血小板、凝血因子、纤维蛋白的活化、形成，血流异

常３方面；而在体外细胞实验中，ＫＡＬ蛋白能通过降低氧化应激来减少内皮细胞的凋亡或损伤．在此基

础上，本课题组开展了ＫＡＬ蛋白的体外抗凝、溶栓实验，并证实其具有抑制、降解纤维蛋白的能力，但

具体作用机理仍有待研究．

实验进一步验证了重组人ＫＡＬ蛋白在体外可表现出较强的抗氧化活性，有利于深入探究其抗纤

维化作用，并今后抗纤维化药物的开发提供思路；而其抗凝、溶栓活性的发现，将为新型溶栓药物的开发

提供思路，致力于开发多途径调控作用的溶栓药物［１４?１６］．
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