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　　［摘　要］　目的：探讨过表达血管紧张素转换酶２（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）基因对血管紧张素
ＩＩ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩ，ＡｎｇＩＩ）诱导的小鼠神经母细胞瘤 Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞氧化应激和 ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ，
ＮＯＸ）表达的影响。方法：构建 ＡＣＥ２重组慢病毒载体，以感染复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝１０转染 Ｎｅｕｒｏ
２Ａ细胞７２ｈ，测定 ＡＣＥ２基因转染效率和ＡＣＥ２蛋白表达，并检测神经细胞标志物以鉴定 Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞。Ｎｅｕｒｏ
２Ａ细胞分为７组：空白对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、慢病毒载体（ｅＧＦＰ）组、重组 ＡＣＥ２（ＡＣＥ２ｅＧＦＰ）组、ＡｎｇⅡ刺激（ＡｎｇＩＩ）
组、ＡｎｇＩＩ＋慢病毒载体（ＡｎｇＩＩｅＧＦＰ）组、ＡｎｇＩＩ＋ＡＣＥ２（ＡｎｇＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰ）组和ＡｎｇＩＩ＋重组ＡＣＥ２＋Ａ７７９（Ａｎｇ
ＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰＡ７７９）组。采用酶联免疫吸附法（ｅｎｚｙｍｅｌｉｎｋｅｄｉｍｍｕｎｏｓｏｒｂｅｎｔａｓｓａｙ，ＥＬＩＳＡ）测定 Ａｎｇ（１７）水平，
ＤＨＥ染色法检测活性氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测 ＭＡＳ受体及 ＮＯＸ亚基（ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ）蛋白表达。结果：ＡｎｇⅡ显著增加 Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞 ＲＯＳ水平（Ｐ＜００１），上调 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、
ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达（Ｐ＜００１），但下调ＭＡＳ蛋白表达（Ｐ＜００１）。ＡＣＥ２过表达抑制ＡｎｇⅡ诱导的ＲＯＳ增加
（Ｐ＜００５），下调ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达（Ｐ＜００１），还可增加神经细胞Ａｎｇ（１７）含量（Ｐ＜００１）
和ＭＡＳ受体表达（Ｐ＜００１）。ＭＡＳ受体拮抗剂Ａ７７９能阻断ＡＣＥ２下调ＮＯＸ表达的作用（Ｐ＜００５）。结论：ＡＣＥ２
过表达通过ＭＡＳ受体对抗ＡｎｇⅡ诱导的神经细胞氧化应激。

［关键词］　血管紧张素转换酶２；Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞；氧化应激；ＮＡＤＰＨ氧化酶；ＭＡＳ受体
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ＡｎｇＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰｇｒｏｕｐａｎｄＡｎｇＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰＡ７７９ｇｒｏｕｐ．ＴｈｅＡｎｇ（１７）ｌｅｖｅｌｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＥＬＩＳＡ．Ｔｈｅｌｅｖｅｌ
ｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎｔｈｅｃｅｌｌｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｗｉｔｈａｍｅｔｈｏｄｏｆＤＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ．ＴｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＭＡＳ
ｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｄＮＯＸｓｕｂｕｎｉｔｓ（ＮＯＸ２，ＮＯＸ４，ｐ４７ｐｈｏｘａｎｄｐ６７ｐｈｏｘ）ｗａｓｄｅｔｅｃｔｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ．ＲＥＳＵＬＴＳ：ＡｎｇＩＩｓｉｇｎｉ
ｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄＲＯＳｌｅｖｅｌｓ（Ｐ＜００１）ａｎｄｕｐｒｅｇｕｌａｔｅｄｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＯＸ２，ＮＯＸ４，ｐ４７ｐｈｏｘａｎｄｐ６７ｐｈｏｘ

（Ｐ＜００１），ｂｕｔｄｏｗｎｒｅｇｕｌａｔｅｄＭＡＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００１）．ＯｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＡＣＥ２ｉｎｈｉｂｉｔｅｄＡｎｇＩＩｉｎｄｕｃｅｄ
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（１７）ｌｅｖｅｌ（Ｐ＜００１）ａｎｄＭＡＳｒｅｃｅｐｔｏｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｐ＜００１）ＡｎａｎｔａｇｏｎｉｓｔｏｆｔｈｅＭＡＳｒｅｃｅｐｔｏｒ，Ａ７７９，ｂｌｏｃｋｅｄｔｈｅ
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ＩＩｉｎｄｕｃｅｄｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓｖｉａＭＡＳｒｅｃｅｐｔｏｒｉｎｔｈｅｎｅｕｒａｌｃｅｌｌｓ．
　　［ＫＥＹＷＯＲＤＳ］　 Ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２；Ｎｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ；Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ；ＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｓ；ＭＡＳｒｅ
ｃｅｐｔｏｒ

　　中枢氧化应激是高血压发生发展的病理生理机
制，血管紧张素ＩＩ（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎＩＩ，ＡｎｇＩＩ）是刺激活性
氧生成的关键因素［１２］。然而，血管紧张素转换酶２
（ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎｃｏｎｖｅｒｔｉｎｇｅｎｚｙｍｅ２，ＡＣＥ２）能降解 Ａｎｇ
ＩＩ生成为血管紧张素（１７）［ａｎｇｉｏｔｅｎｓｉｎ（１７），Ａｎｇ
（１７）］，后者与 ＭＡＳ受体结合拮抗 ＡｎｇＩＩ作用［３］。

在中枢神经系统，高血压大鼠延髓心血管中枢 ＡＣＥ２
降低，而过表达 ＡＣＥ２则降低血压［４］。中枢 ＡＣＥ２过
表达还可阻止ＡｎｇＩＩ介导的升压反应［５］。在 ＡｎｇＩＩ
诱导的高血压小鼠，过表达 ＡＣＥ２基因延缓高血压进
展［６］。中枢 ＡＣＥ２在心血管疾病（高血压和慢性心
衰）中的作用日益受到重视［７］。研究表明，ＡＣＥ２降
压作用与其抑制中枢交感神经活动［６，８］、减轻氧化应

激［７８］、增强压力反射功能［６７］等有关。自发性高血

压大鼠过表达 ＡＣＥ２能降低心脏、肾脏和动脉内活性
氧簇（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平［５］；相反，

ＡＣＥ２基因敲除加剧 ＡｎｇＩＩ灌注所致脑内活性氧水
平升高，过表达 ＡＣＥ２则降低脑内ＲＯＳ水平，抑制还
原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅ
ｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅ，ＮＡＤＰＨ）表达，从而降低
血压［８］。

　　尽管ＡＣＥ２能对抗ＡｎｇＩＩ诱导的氧化应激，在高
血压和心力衰竭等心血管疾病中发挥重要作用，但

ＡＣＥ２引起氧化应激的通路尚未完全清楚。由于在
整体动物，ＡＣＥ２的作用受到神经和激素因素的影
响，所以本研究在体外培养的神经细胞 Ｎｅｕｒｏ２Ａ，将
携带 ＡＣＥ２基因的慢病毒转染神经细胞，探讨过表达
ＡＣＥ２对ＡｎｇＩＩ诱导氧化应激的影响及其作用机制，
为ＡＣＥ２作为心脑血管疾病新的治疗靶标提供实验
依据。

材　料　和　方　法

１　细胞和材料
　　小鼠脑神经母细胞瘤Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞购买于中国
科学院典型培养物保藏委员会细胞库。ＤＭＥＭ高糖
培养液和胰酶（含ＥＤＴＡ）购自 ＨｙＣｌｏｎｅ；胎牛血清购
自ＧＥＭＩＮＩ；ＡＣＥ２重组慢病毒载体（ｌｅｎｔｉｌＡＣＥ２ｅＧ
ＦＰ）和慢病毒空载体携带绿色荧光蛋白（ｌｅｎｔｉｌｅＧ
ＦＰ）由上海吉凯基因化学有限公司构建。ＡｎｇⅡ、
Ａ７７９和ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ（ＤＨＥ）购自ＭＣＥ；Ａｎｇ（１７）
ＥＬＩＳＡ试剂盒购自武汉华美生物科技有限公司；兔
单克隆 ＡＣＥ２、ＡＴ１受体、ＮＡＤＰＨ氧化酶（ＮＡＤＰＨ

ｏｘｉｄａｓｅ，ＮＯＸ）２和 ＮＯＸ４抗体购自 Ａｂｃａｍ；兔多克
隆ＭＡＳ抗体购自Ａｌｏｍｏｎｅ；兔多克隆ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ

抗体购自 Ａｂｃａｍ；兔单克隆 ＧＡＰＤＨ抗体、辣根过氧
化物酶标记的羊抗兔 ＩｇＧＨＲＰ等购自北京鼎国公
司；ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记山羊抗兔ＩｇＧ购自Ａｂｃａｍ。
２　方法
２．１　细胞培养　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞在含１０％胎牛血清、
１０×１０５Ｕ／Ｌ青霉素和１００ｍｇ／Ｌ链霉素的 ＤＭＥＭ
高糖培养液中，置于３７℃、５％ＣＯ２、饱和湿度培养箱
内常规传代培养。实验所用细胞均为对数生长期细

胞。待培养瓶内细胞融合度达８０％以上时进行传代
培养，实验在第３代细胞上进行。
２．２　 ＡＣＥ２基因重组慢病毒载体构建　 ＡＣＥ２基因
重组慢病毒表达载体由上海吉凯基因化学有限公司

构建。ＡＣＥ２基因全长 ２４５９ｂｐ，序列号为 ＮＭ＿
０２１８０４。利用 ＰＣＲ技术进行扩增人源 ＡＣＥ２ｃＤＮＡ
片段，引物序列为：正义序列５’ＧＡＧＧＡＴＣＣＣＣＧＧＧ
ＴＡＣＣＧＧＴＣＧＣＣＡＣＣＡＴＧＴＣＡＡＧＣＴＣＴＴＣＣＴＧＧＣＴＣＣ
ＴＴＣ３’；反义序列５’ＴＣＣＴＴＧＴＡＧＴＣＣＡＴＡＣＣＡＡＡＧ
ＧＡＧＧＴＣＴＧＡＡＣＡＴＣＡＴＣＡＧＴＧ３’。将扩增的人源
ＡＣＥ２基因片段与慢病毒载体ＧＶ３５８进行同源重组，
酶切克隆位点为ＡｇｅＩ／ＡｇｅＩ，形成目的基因慢病毒为
ＧＶ３５８ＡＣＥ２。阳性克隆测序证实测序结果与 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ网站上人源 ＡＣＥ２序列一致。将连接成功的
ＧＶ３５８ＡＣＥ２慢病毒转染 ２９３Ｔ细胞，通过抽提病
毒、浓缩和病毒滴度测定，最终获得 ＡＣＥ２重组慢病
毒的滴度为５×１０１１ＴＵ／Ｌ。
２．３　实验分组　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞接种３６ｈ，细胞达到
５０％～６０％融合时，慢病毒载体和重组ＡＣＥ２以感染
复数（ｍｕｌｔｉｐｌｉｃｉｔｙｏｆｉｎｆｅｃｔｉｏｎ，ＭＯＩ）＝１０加入培养液
中，培养１０ｈ后弃去病毒液，加入新鲜的正常培养液
继续培养９６ｈ提取细胞总蛋白。实验共分为７组：
空白对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、慢病毒载体（ｅＧＦＰ）组、重组
ＡＣＥ２（ＡＣＥ２ｅＧＦＰ）组、ＡｎｇＩＩ刺激（ＡｎｇＩＩ）组、Ａｎｇ
ＩＩ＋慢病毒载体（ＡｎｇＩＩｅＧＦＰ）组、ＡｎｇＩＩ＋重组
ＡＣＥ２（ＡｎｇＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰ）组和ＡｎｇⅡ＋重组 ＡＣＥ２
＋Ａ７７９（ＡｎｇＩＩＡＣＥ２ｅＧＦＰＡ７７９）组。
　　空白对照组不做任何处理。ｅＧＦＰ组和 ＡＣＥ２
ｅＧＦＰ组均以ＭＯＩ＝１０将慢病毒转染神经细胞。
　　ＡｎｇＩＩ干预组：预实验时，以终浓度为 １０００、
１００、１０和１ｎｍｏｌ／Ｌ的 ＡｎｇⅡ孵育细胞２４ｈ后检测
ＡＴ１受体蛋白水平，以此确定 ＡｎｇⅡ最佳浓度为１００
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ｎｍｏｌ／Ｌ［９］。
　　Ａ７７９干预组：Ａｎｇ（１７）拮抗剂 Ａ７７９以终浓度
为１０μｍｏｌ／Ｌ加入培养液预处理３０ｍｉｎ后，与 Ａｎｇ
Ⅱ共刺激细胞２４ｈ。
２．４　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞的组织学鉴定　用镊子取出６
孔板中的细胞爬片，预温３７℃的ＰＢＳ洗涤２次。预
温３７℃的４％多聚甲醛固定细胞２０ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３
次，每次５ｍｉｎ。０２％ Ｔｒｉｔｏｎ透化１５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗３
次，每次 ５ｍｉｎ。５％羊血清室温封闭 １ｈ，甩干，勿
洗。滴加适量兔抗ＮｅｕＮ抗体（１∶２００）于盖玻片上，
４℃孵育过夜。ＰＢＳ洗涤 ３次，每孔 ２ｍＬ，每次 ５
ｍｉｎ。滴加适量 ＡｌｅｘａＦｌｕｏｒ５９４标记的羊抗兔 ＩｇＧ
（１∶５００）于盖玻片上，室温避光孵育２ｈ。ＰＢＳ洗涤３
次，每次５ｍｉｎ。滴加适量抗荧光淬灭剂避光孵育５
ｍｉｎ，吸除多余抗荧光淬灭剂，中性树脂封片，应用正
置荧光显微镜进行观察并拍照。

２．５　ＡＣＥ２重组慢病毒转染Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞　选用第
３代生长状态良好的神经细胞，按照５×１０７／Ｌ细胞
密度接种２ｍＬ到６孔板中。待细胞生长融合至孔
底面积的５０％左右时，更换为无血清的 ＤＭＥＭ饥饿
培养１２ｈ。慢病毒以ＭＯＩ为１０感染 Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞
１０ｈ后，弃去病毒液，更换为完全培养液继续培养。
病毒感染７２ｈ后，通过荧光显微镜观察绿色荧光蛋
白表达情况。感染９６ｈ后，使用细胞裂解液提取总
蛋白。

２．６　原位检测细胞内 ＲＯＳ水平　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞按
照每孔２５×１０４个细胞密度接种到２４孔板中，加入
ｌｅｎｔｉｌｅＧＦＰ和ｌｅｎｔｉｌＡＣＥ２ｅＧＦＰ进行转染，７２ｈ后加
入ＡｎｇⅡ（１００ｎｍｏｌ／Ｌ）继续培养２４ｈ。９６ｈ后弃去
旧培养液，室温下ＰＢＳ漂洗３次，加入含有２μｍｏｌ／Ｌ
ＤＨＥ荧光探针的 ＤＭＥＭ培养液５００μＬ，３７℃避光
孵育３０ｍｉｎ，继续用ＰＢＳ洗涤细胞３次，在荧光显微
镜下观察并拍照。利用ＩｍａｇｅＪ软件进行荧光强度分
析。

２．７　ＥＬＩＳＡ法测定 Ａｎｇ（１７）水平　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞
加入裂解液提取细胞蛋白，４℃、１３５００×ｇ离心２０
ｍｉｎ，取上清放入新的 ＥＰ管中。采用 ＥＬＩＳＡ试剂盒
（ＣＳＢＥ１３７６３ｍ）测定Ａｎｇ（１７）水平，按照说明书步
骤进行操作［５］。

２．８　ＡＣＥ２、ＭＡＳ受体和ＮＡＤＰＨ氧化酶蛋白水平检
测　收集各组细胞，预冷ＰＢＳ冲洗２次，加入细胞裂
解液（ＲＩＰＡ∶ＰＭＳＦ∶蛋白酶抑制剂 ＝１００∶１∶１），冰
上裂解３０ｍｉｎ，４℃、１３５００×ｇ离心２０ｍｉｎ，上清为
细胞总蛋白。采用ＢＣＡ法测定蛋白浓度。取３０μｇ

蛋白进行 ＳＤＳＰＡＧＥ电泳（１０％分离胶）、湿转恒压
１００Ｖ，５％的脱脂奶粉室温下封闭１ｈ，分别孵育兔
抗 ＡＣＥ２、ｐ４７ｐｈｏｘ、ｐ６７ｐｈｏｘ（１∶１０００）及兔抗 ＭＡＳ、
ＮＯＸ２、ＮＯＸ４（１∶２０００），４℃摇床过夜 。次日ＴＢＳＴ
洗３次，每次１０ｍｉｎ。ＩＩ抗（１∶３０００）室温摇床１ｈ，
ＴＢＳＴ洗３次，每次１０ｍｉｎ。加入ＥＣＬ发光液进行显
色、曝光。利用 ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度值分析，以
ＧＡＰＤＨ作为内参照，结果采用目的蛋白与 ＧＡＰＤＨ
蛋白比值表示。

３　统计学分析
　　上述每个独立实验均重复３次以上，全部数据
以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表示，采用 ＳＰＳＳ２００
软件系统进行统计学分析。各组间比较采用单因素

方差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），再采用最小显著性差
异法（ＬＳＤ法）进行两两比较，以 Ｐ＜００５表示差异
有统计学意义。

结　　果

１　体外培养Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞鉴定及 ＡＣＥ２基因转染
　　神经细胞标志物神经元核抗原（ｎｅｕｒｏｎａｌｎｕｃｌｅａｒ
ａｎｔｉｇｅｎ，ＮｅｕＮ）在荧光显微镜下呈现红色。图１Ａ可
见Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞胞浆呈红色，证明为神经细胞。慢
病毒载体上携带绿色荧光蛋白，重组 ＡＣＥ２转染神经
细胞７２ｈ后，图１Ｂ显示８０％以上的细胞呈现绿色
荧光，说明 ＡＣＥ２基因成功导入神经细胞中。图１Ｃ
是Ａ和 Ｂ的重叠，提示导入 ＡＣＥ２基因的细胞是神
经细胞。慢病毒载体和重组ＡＣＥ２以ＭＯＩ＝１０感染
Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞７２ｈ后，图１Ｄ显示空白对照组和慢
病毒载体组不表达 ＡＣＥ２蛋白，ＡＣＥ２基因导入组
ＡＣＥ２蛋白水平为空白对照组的１４５±０３１倍（Ｐ＜
００５）。
２　ＡｎｇⅡ干预对ＡＴ１受体蛋白表达的影响
　　ＡＴ１受体蛋白表达水平随 ＡｎｇⅡ浓度升高而增
加，呈现浓度依赖性，ＡＴ１受体蛋白较空白组显著增
加（Ｐ＜００５），其中１００ｎｍｏｌ／Ｌ组的 ＡＴ１受体蛋白
表达达到峰值，故作为本实验后续的干预浓度，

见图２。
３　ＡＣＥ２过表达对ＡｎｇⅡ诱导的ＲＯＳ水平的影响
　　重组 ＡＣＥ２基因转染培养的神经细胞，其 ＲＯＳ
水平与空白对照组无显著差异（Ｐ＞００５）。ＡｎｇⅡ
刺激显著升高 ＲＯＳ水平（Ｐ＜００１），但 ＡＣＥ２基因
过表达能抑制 ＡｎｇⅡ引起的 ＲＯＳ水平升高（Ｐ＜
００１），ＡＣＥ２基因转染 ＋ＡｎｇⅡ组 ＲＯＳ显著低于
ＡｎｇＩＩ处理组（Ｐ＜００５），见图３。

·３８０１·



Ｆｉｇｕｒｅ１．ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｔｈｅＮｅｕｒｏ２ＡｃｅｌｌｓａｎｄＡＣＥ２ｇｅｎｅｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ａ：ＮｅｕＮｐｏｓｉｔｉｖｅｃｅｌｌｓ（ｒｅｄ）；Ｂ：ＡＣＥ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｅｄｃｅｌｌｓ
（ｇｒｅｅｎ）；Ｃ：ｍｅｒｇｅｄｉｍａｇｅｏｆＡａｎｄＢ；Ｄ：ＡＣＥ２ｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎａｆｔｅｒＡＣＥ２ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ．Ｍｅａｎ
±ＳＤ．ｎ＝４．Ｐ＜００５ｖｓｔｈｅｃｏｎｔｒｏｌｏｒｅＧＦＰｇｒｏｕｐ．

图１　Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞鉴定及 ＡＣＥ２基因转染

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆＡｎｇＩＩｏｎＡＴ１ｒｅｃｅｐｔｏｒｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｉｎｔｈｅＮｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝
４．Ｐ＜００５ｖｓ０ｎｍｏｌ／Ｌ；＃Ｐ＜００５ｖｓ１ｎｍｏｌ／Ｌ；＄Ｐ＜００５ｖｓ１０ｎｍｏｌ／Ｌ．

图２　ＡｎｇＩＩ诱导Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞ＡＴ１受体蛋白表达的量效关系

Ｆｉｇｕｒｅ３．ＴｈｅｃｈａｎｇｅｓｏｆｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｉｎｔｈｅＮｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ（ＤＨＥｓｔａｉｎｉｎｇ）．Ｔｈｅｓｃａｌｅｂａｒ＝５０μｍ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝４．
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｅＧＦＰ＋ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐ．

图３　ＤＨＥ染色显示Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞内活性氧变化
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４　ＡＣＥ２过表达对ＡｎｇⅡ诱导的ＮＡＤＰＨ氧化酶的
影响

　　空白对照组和慢病毒载体组的 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、
ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达无显著差异。ＡｎｇⅡ处理组
ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ的蛋白表达显著高于

对照组（Ｐ＜００１），ＡＣＥ２基因过表达则抑制 ＡｎｇⅡ
诱导ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ的蛋白表达（Ｐ＜
００１）。慢病毒载体不影响 ＡｎｇⅡ上调 ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达的作用，见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＣＥ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅ（ＮＯＸ）ｉｎｔｈｅＮｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．
ｎ＝４．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃＃Ｐ＜００１ｖｓｅＧＦＰ＋ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐ．

图４　ＡＣＥ２过表达对Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶蛋白表达的影响

５　 ＡＣＥ２过表达对ＡｎｇⅡ诱导的 Ａｎｇ（１７）水平的
影响

　　空白对照组、慢病毒载体组和 ＡＣＥ２ｅＧＦＰ组的
Ａｎｇ（１７）水平无显著差异（Ｐ＞００５）。ＡｎｇⅡ处理
组或病毒空载体＋ＡｎｇＩＩ组也不影响Ａｎｇ（１７）水平
（Ｐ＞００５），但ＡＣＥ２ｅＧＦＰ＋ＡｎｇⅡ组Ａｎｇ（１７）水平
显著升高于空白对照组和ＡｎｇⅡ处理组（Ｐ＜００５），
见图５Ａ。
６　ＡＣＥ２过表达对 ＡｎｇⅡ诱导的 ＭＡＳ蛋白表达的
影响

　　空白对照组、慢病毒载体组和重组 ＡＣＥ２组，３
组ＭＡＳ蛋白表达无显著差异（Ｐ＞００５）。ＡｎｇⅡ处
理显著下调ＭＡＳ蛋白表达（Ｐ＜００１），慢病毒载体
＋ＡｎｇＩＩ组 ＭＡＳ蛋白表达也显著低于空白对照组
（Ｐ＜００５），ＡＣＥ２ｅＧＦＰ＋ＡｎｇⅡ组 ＭＡＳ蛋白表达

较单独ＡｎｇＩＩ处理组显著上调（Ｐ＜００５），见图５Ｂ。
７　Ａｎｇ（１７）受体拮抗剂对ＮＡＤＰＨ氧化酶的影响
　　与空白对照组相比，ＡｎｇⅡ处理显著增强ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达（Ｐ＜００１）。ＡＣＥ２
基因过表达则显著降低 ＡｎｇⅡ介导的 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、
ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ蛋白表达（Ｐ＜００５），但这种作用可以
被ＭＡＳ受体拮抗剂Ａ７７９所阻断（Ｐ＜００５），见图６。

讨　　论

　　ＡＣＥ２是血管紧张素转换酶的同源物，但作用与
其相反。ＡＣＥ２主要作用是降解 ＡｎｇＩＩ生成 Ａｎｇ（１
７），一方面ＡｎｇＩＩ水平降低，能改善与ＡｎｇＩＩ相关的
疾病；另一方面，Ａｎｇ（１７）水平升高，对 ＡｎｇＩＩ产生
负性调节作用［１０］。因此，ＡＣＥ２能调节 ＡｎｇＩＩ／Ａｎｇ
（１７）平衡。在整体水平，ＡＣＥ２基因功能受到神经
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡＣＥ２ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｎＡｎｇ（１７）ｌｅｖｅｌ（Ａ）ａｎｄＭＡＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ（Ｂ）ｉｎＮｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±
ＳＤ．ｎ＝４．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｅＧＦＰ＋ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐ．

图５　ＡＣＥ２过表达对Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞Ａｎｇ（１７）水平和ＭＡＳ蛋白表达的影响

Ｆｉｇｕｒｅ６．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＭＡＳｒｅｃｅｐｔｏｒａｎｔａｇｏｎｉｓｔＡ７７９ｏｎｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＮＡＤＰＨｏｘｉｄａｓｅｉｎｔｈｅＮｅｕｒｏ２Ａｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．
ｎ＝４．Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐ；＄Ｐ＜００５ｖｓＡＣＥ２ｅＧＦＰ＋ＡｎｇＩＩｇｒｏｕｐ．

图６　ＭＡＳ受体拮抗剂Ａ７７９对Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞ＮＡＤＰＨ氧化酶表达的影响

和其体液因素影响。为研究 ＡＣＥ２基因在中枢神经
系统中作用及其下游信号通路，本实验选用培养的

神经细胞，探讨 ＡＣＥ２过表达对ＡｎｇＩＩ诱导的氧化应
激的影响及其介导因素。Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞是脑神经瘤
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细胞，主要用于研究神经细胞的分化、轴突生长及中

枢信号通路等。它含有肾素 －血管紧张素系统大多
数成分，如肾素、ＡｎｇＩＩ和 ＡＴ１受体等，但 ＡＣＥ２含
量非常少。若没有外来刺激，几乎无法检测到 ＡＣＥ２
蛋白表达。因此，Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞是研究 ＡＣＥ２基因
功能的理想模型［１１］。本实验采用同源重组技术构建

携带 ＡＣＥ２和 ｅＧＦＰ双基因的慢病毒载体，并转染
Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞，在荧光显微镜下，Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞检测
到绿色荧光，说明 ＡＣＥ２基因已成功进入 Ｎｅｕｒｏ２Ａ
细胞。ＮｅｕＮ是神经细胞标志物［１２］，采用免疫荧光技

术对Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞进行染色，Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞在荧光
显微镜下也检测红色荧光，从而证实 ＡＣＥ２成功导入
的Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞是神经细胞。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ显示神
经细胞内ＡＣＥ２蛋白高表达，进一步证明 ＡＣＥ２成功
导入神经细胞，为后续研究奠定基础。

　　ＡｎｇＩＩ是引起细胞氧化应激的主要刺激物［１３］，

本实验在培养神经细胞加入１００ｎｍｏｌ／ＬＡｎｇＩＩ，细胞
内ＲＯＳ水平较空白对照组增加了（１０２６±１９）倍，
ＡＣＥ２基因显著抑制 ＡｎｇＩＩ诱导的 ＲＯＳ水平升高。
在培养血管内皮细胞，ＡＣＥ２基因过表达也产生抑制
细胞氧化应激的作用［１４］。细胞内 ＲＯＳ水平升高主
要来自 ＮＡＤＰＨ氧化酶激活［１５１６］。正常情况下

ＮＡＤＰＨ氧化酶由胞膜上 ＮＯＸ２（ｇｐ９１ｐｈｏｘ）和 ｐ２２ｐｈｏｘ

亚基，以及胞浆ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ亚基组成，胞膜上亚
基与胞浆亚基分离，ＮＡＤＰＨ氧化酶没有活性。但在
ＡｎｇＩＩ刺激下，胞浆内亚基活化，并转位到胞膜上，与
胞膜上亚基结合，激活 ＮＡＤＰＨ氧化酶，导致 ＲＯＳ生
成增多［２］。本研究也观察到，在 ＡｎｇＩＩ刺激下，
ＮＡＤＰＨ氧化酶ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ亚基蛋
白表达均上调，显著高于空白对照组，但 ＡＣＥ２基因
过表达则显著抑制 ＡｎｇＩＩ诱导的 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、
ｐ４７ｐｈｏｘ和 ｐ６７ｐｈｏｘ表达。ＡＣＥ２基因以慢病毒为载体，
本研究结果显示，慢病毒载体不影响ＡｎｇＩＩ对ＮＡＤ
ＰＨ氧化酶的刺激作用。在没有ＡｎｇＩＩ刺激情况下，
单独 ＡＣＥ２基因过表达也不影响 ＮＡＤＰＨ氧化酶亚
基的表达。在培养的血管内皮细胞，ＡｎｇⅡ刺激明显
增加ＮＡＤＰＨ氧化酶亚基 ｐ２２ｐｈｏｘ的表达，而 ＡＣＥ２基
因过表达则明显抑制 ｐ２２ｐｈｏｘ表达［１４］。此外，ＲＯＳ水
平升高还与 ＮＡＤＰＨ氧化酶激活有关。Ｚｈｏｎｇ等［１７］

报道ＡｎｇＩＩ能增强 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性，促进 ＲＯＳ
生成增加。若敲除 ＡＣＥ２基因则增加肾脏ＲＯＳ水平
和 ＮＡＤＰＨ氧化酶活性［１８］。上述研究结果表明

ＡＣＥ２过表达通过抑制ＮＡＤＰＨ氧化酶表达和活性而
减轻ＡｎｇＩＩ诱导的氧化应激。
　　为了明确介导 ＡＣＥ２作用的下游信号通路，本实

验检测Ａｎｇ（１７）水平和ＭＡＳ受体表达。结果表明，
Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞内Ａｎｇ（１７）较低水平，给予 ＡｎｇＩＩ刺
激后，Ａｎｇ（１７）水平无明显变化，这与Ｚｈａｎｇ等［１９］结

果不一样，Ｚｈａｎｇ等［１９］报道ＡｎｇＩＩ刺激后，内皮细胞
内Ａｎｇ（１７）水平明显下降。造成这个差异可能由于
内皮细胞存在内源性ＡＣＥ２，ＡｎｇＩＩ刺激后，ＡｎｇＩＩ浓
度升高抑制ＡＣＥ２酶活性，导致Ａｎｇ（１７）生成减少。
而Ｎｅｕｒｏ２Ａ细胞几乎测不到内源性ＡＣＥ２，加入Ａｎｇ
ＩＩ对神经细胞内 Ａｎｇ（１７）水平无明显影响。然而，
神经细胞过表达 ＡＣＥ２后，ＡｎｇＩＩ刺激不仅不能降低
Ａｎｇ（１７），反而显著提高 Ａｎｇ（１７）水平。其可能原
因是，外源性ＡｎｇＩＩ浓度高于生理水平，ＡＣＥ２过表
达使ＡｎｇＩＩ分解为 Ａｎｇ（１７）增多，从而提高神经细
胞Ａｎｇ（１７）水平。Ｌｏ等［５］报道正常大鼠灌注 Ａｎｇ
ＩＩ，引起血浆 ＡｎｇＩＩ水平升高，Ａｎｇ（１７）水平降低，
ＡＣＥ２过表达则升高血浆 Ａｎｇ（１７）。本实验 ＡＣＥ２
过表达取消了 ＡｎｇＩＩ抑制 ＭＡＳ受体表达的作用，
ＭＡＳ受体蛋白水平恢复，接近于空白对照组水平。
同样地，Ｓｒｉｒａｍｕｌａ等［２０］在 ＡｎｇＩＩ灌注诱导高血压大
鼠模型中，ＡｎｇＩＩ灌注下调ＡＣＥ２和ＭＡＳ受体表达，
而 ＡＣＥ２过表达则上调ＭＡＳ受体表达。若无 ＡｎｇＩＩ
刺激，ＡＣＥ２基因过表达对神经细胞 Ａｎｇ（１７）和
ＭＡＳ受体无明显影响。这说明 ＡＣＥ２过表达对正常
情况无明显影响，但能够对抗ＡｎｇＩＩ作用。
　　为了明确 ＡＣＥ２抑制 ＮＡＤＰＨ氧化酶表达是否
由ＭＡＳ受体介导的，本研究在 ＡＣＥ２过表达的神经
细胞加入ＭＡＳ受体阻断剂Ａ７７９，与ＡｎｇＩＩ共同处理
神经细胞，结果表明Ａ７７９取消了ＡＣＥ２抑制ＮＡＤＰＨ
氧化酶亚基表达的作用，Ａ７７９组 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、
ｐ４７ｐｈｏｘ和ｐ６７ｐｈｏｘ等蛋白表达升高，接近于单纯 ＡｎｇⅡ
处理组，这一结果提示 ＡＣＥ２下调 ＮＡＤＰＨ氧化酶表
达是通过ＭＡＳ受体介导的。在培养的脂肪细胞，Ｌｉｕ
等［２１］证实Ａｎｇ（１７）可以降低 ＮＡＤＰＨ氧化酶水平，
抑制氧化应激，而ＭＡＳ受体阻断剂Ａ７７９可拮抗Ａｎｇ
（１７）的作用。
　　综上所述，在ＡｎｇＩＩ诱导氧化应激的神经细胞，
ＡＣＥ２基因过表达通过 ＭＡＳ受体介导减轻细胞氧化
应激，这一作用与ＮＡＤＰＨ氧化酶表达降低有关。
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