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消退素E1调控高尔基体应激抑制低氧内皮细胞损伤的作用机制
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摘 要：目的  探究高尔基体应激在低氧诱导血管内皮细胞损伤中的作用，并探讨消退素E1（RvE1）对高尔基体应激的调

控作用。方法  人脐静脉内皮细胞（HUVEC）分为 20.9% O2、2% O2、2% O2＋si-NC、2% O2＋si-GRASP65、2% O2＋

RvE1、2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC、2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65 组。采用透射电镜观察 HUVEC 高尔基体形态变

化，CCK-8检测细胞活力，流式细胞术检测活性氧（ROS）水平，ELISA检测细胞培养上清内皮素 1（ET-1）、前列环

素-2（PGI-2）、RvE1的变化，实时荧光定量 PCR（qRT-PCR）及Western blotting检测一氧化氮合成酶（eNOS）、高尔基体

外周膜蛋白 P65抗体（GRASP65）mRNA和蛋白表达。结果  与 20.9% O2组比较，低氧可致血管内皮细胞高尔基体破裂甚

至重构，显著抑制HUVEC活力（P＜0.01），显著上调ROS生成（P＜0.01），显著抑制 eNOS、PGI-2、RvE1表达（P＜0.01），

显著促进ET-1、GRASP65、p-GRASP65表达（P＜0.01）；与 2% O2组比较，si-GRASP65、RvE1可以改善低氧HUVEC高尔

基体应激反应，显著增强HUVEC活力（P＜0.01），显著下调ROS生成（P＜0.01），显著增加 eNOS、PGI-2表达（P＜0.01），

显著抑制ET-1、GRASP65、p-GRASP65表达（P＜0.01）；OE-GRASP65对RvE1的药效有明显的抵消作用。结论  RvE1具有

拮抗内皮细胞低氧损伤作用，其机制可能与其抑制低氧所致高尔基体应激有关。
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Abstract: Objective To explore the role of Golgi stress in the injury of hypoxic vascular endothelial cells, and to explore the 

regulatory effect of fading hormone E1 (RvE1) on Golgi stress. Methods Human umbilical vein endothelial cells were divided into 

20.9% O2, 2% O2, 2% O2+si-NC, 2% O2+si-GRASP65, 2% O2+RvE1, 2% O2+RvE1+OE-GRASP65-NC and 2% O2+RvE1+OE-

GRASP65 groups. The morphological changes of HUVEC Golgi apparatus were observed by transmission electron microscopy, cell 

viability was detected by CCK-8, reactive oxygen species (ROS) levels were detected by flow cytometry, and the changes of 

endothelin-1 (ET-1), prostacyclin-2 (PGI-2) and RvE1 were detected by ELISA. Real-time quantitative fluorescent PCR (qRT-PCR) 
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and Western blotting were used to detect the mRNA and protein expression of nitric oxide synthetase (eNOS) and Golgi in vitro 

peripheral membrane protein P65 antibody (GRASP65). Results Compared with 20.9% O2 group, hypoxia could cause rupture or 

even remodeling of the Golgi apparatus of vascular endothelial cells, significantly inhibit HUVEC activity (P < 0.01), significantly 

up-regulate ROS production (P < 0.01), and significantly inhibit the expressions of eNOS, PGI-2 and RvE1 (P < 0.01). Significantly 

promoted the expression of ET-1, GRASP65, p-GRASP65 (P < 0.01); Compared with 2% O2 group, si-GRASP65 and RvE1 could 

improve the stress response of hypoxic HUVEC Golgi apparatus, significantly enhance HUVEC activity (P < 0.01), significantly 

down-regulate ROS production (P < 0.01), and significantly increase the expressions of eNOS and PGI-2 (P < 0.01). The expression 

of ET-1, GRASP65 and p-GRASP65 was significantly inhibited (P < 0.01). OE-GRASP65 has a significant cancelling effect on the 

efficacy of RvE1. Conclusions RvE1 can antagonize hypoxic injury of endothelial cells possibly by inhibiting hypoxia-induced 

Golgi stress.

Key words: resolvin E1; hypoxia; endothelial cells; Golgi stress; reactive oxygen species

低氧致血管内皮细胞活性因子水平失调，诱导

血管收缩及重塑［1-2］，促进低氧性肺动脉高压（HPH）

的发生，目前无特异性针对HPH治疗药物，临床治

疗HPH主要采用肺动脉血管舒张药物，如前列腺素

I2受体激动剂等［3-4］，但治疗效果有限。HPH的治疗

方案在不断改进，目前，细胞器应激治疗已成为

HPH的新型治疗方式之一［5］，细胞器应激是影响血

管壁结构功能改变的重要因素，研究表明，线粒体

稳态失调和内质网应激与 HPH 发生发展密切相

关［6-8］，高尔基体应激会影响细胞增殖、凋亡及氧化

应激［9］，但有关高尔基体应激在HPH中的作用研究

甚少。丝裂原活化蛋白激酶（MAPK）通路是高尔基

体应激重要调控机制［10］，该通路亦参与介导了低氧

所致的 HPH 肺血管内皮细胞损伤［11-12］。消退素

E1（RvE1）是真核细胞的 1种内源性脂质分子，具有

明显的抗炎、抗氧化损伤的作用［13］，RvE1可调控包

括 MAPK通路［14］在内的多种通路。本研究拟探究

高尔基体应激在低氧致血管内皮细胞损伤中的作

用，并探讨RvE1对高尔基体应激的调控作用。

1　材料

1.1　主要仪器

FC-1100 超微量核酸检测仪（中国杭州遂真生

物 科 技 有 限 公 司 ）；AriaMx Real-Time PCR 

System（美国Agilen公司）；FilterMax-F3酶标仪（美

国MD公司）；Tanon-5200凝胶成像系统（上海天能

科技有限公司）；Power Pac-Basic电泳仪（美国Bio-

Rad 公司）；5418R 低温离心机（德国 Eppendorf 公

司）；VeritiTM96-Well Thermal Cycler（英国 Thermo 

Fisher公司）；流式细胞仪（美国Beckman Coulter公

司）；透射电子显微镜（日本Hitachi公司）。

1.2　细胞及主要试剂

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）系购于中国科学

院典型培养物保藏委员会细胞库。

RvE1（货号 552830-51-0，美国AbMole公司，质

量分数≥95.0%）；CCK-8试剂盒、BCA 蛋白浓度测

定试剂盒、RvE1 ELISA 试剂盒（货号 BBS-DDC、

BL521A、ml037571，中 国 Biosharp 公 司）；活 性

氧（ROS）检测试剂盒（货号 S0033S，中国碧云天生

物技术股份有限公司）；内皮素 1（ET-1）ELISA试剂

盒（货号 ml025101，中国酶联生物科技有限公司）；

前列环素-2（PGI-2）ELISA 试剂盒（货号 KS15049，

中 国 科 顺 生 物 科 技 有 限 公 司 ）；Hieff ®qPCR 

SYBR®Green Master Mix （No Rox）（货号11202ES03，

中国翌圣生物科技有限公司）；兔一抗高尔基体

外周膜蛋白P65抗体（GRASP65）、鼠一抗一氧化氮合成

酶（eNOS）（货号K109895P、K000221M，中国Solarbio

公司）；鼠一抗p-GRASP65（货号 MABS1282，美国

Sigma-Aldrich 公司）；兔一抗 β-actin（货号AC026，

美国 ABclonal 公司）；山羊抗兔二抗、山羊抗鼠二

抗（货号 ab6721、ab6789，英国Abcam公司）。

2　方法

2.1　细胞培养及分组、处理方法

HUVEC系用含 10% 胎牛血清（FBS）、1% 青霉

素 和 1% 链 霉 素 的 RPMI 1640 培 养 基 于 培 养

箱（37 ℃ 、5% CO2）中培养，待生长至融合度为

70%～80% 时 经 0.25% 的 胰 蛋 白 酶（ 含 0.02% 

EDTA）消化后传代。

实验一设置 20.9% O2、2% O2组。20.9% O2组：

不做处理，正常细胞培养；2% O2 组：将融合度为

60%～70% 的细胞置于三气培养箱中，在 37 ℃下

93% N2、5% CO2和 2% O2中进行低氧处理 12 h结束

后正常培养。

实验二设置 20.9% O2、2% O2、2% O2＋si-NC、

2% O2＋si-GRASP65组。20.9% O2组：不做处理，正

常细胞培养；2% O2组：将融合度为 60%～70%的细

胞置于三气培养箱中，在 37 ℃下 93% N2、5% CO2和
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2% O2中进行低氧处理 12 h，结束后正常培养；2% 

O2＋si-NC 及 2% O2＋si-GRASP65 组：低氧处理细

胞 12 h 后用 Lipo6000™转染试剂与小干扰 RNA 混

合加入细胞转染培养。

实验三设置 20.9% O2、2% O2、2% O2＋RvE1、

2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC、2% O2＋RvE1＋

OE-GRASP65组。20.9% O2组：不做处理，正常细胞

培养；2% O2组：将融合度为 60%～70%的细胞置于

三气培养箱中，在 37 ℃下 93% N2、5% CO2和 2% O2

中进行低氧处理 12 h，结束后正常培养；2% O2＋

RvE1组：低氧处理细胞 12 h后加入RvE1至终浓度

10 mol·L−1［15］；2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC 及

2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65 组：低氧处理细胞

12 h后加入RvE1至终浓度10 mol·L−1，用Lipo6000™转
染试剂与质粒混合加入细胞转染共同培养。

2.2　CCK-8检测HUVECs活力

在 96孔板中接种细胞悬液（每孔 100 μL）使每

孔细胞数为 5 000 个，贴壁后进行“2.1”项中 3 个实

验，操作结束后分别继续培养 24、48、72 h，每孔

加入 10 μL CCK-8溶液，在培养箱继续培养 4 h，酶

标仪检测450 nm处吸光度（A）值，计算细胞存活率。

细胞存活率＝（A 实验－A 空白）/（A 对照－A 空白）

2.3　流式细胞术检测HUVECs ROS变化

细胞调整浓度为1×106·mL−1，接种于6孔板，培

养 24 h。进行“2.1”项中 3个实验，操作结束后分别

继续培养 24 h，加入终浓度为 10 μmol·L−1 DCFN-

DA，37 ℃，5% CO2培养箱静置 0.5 h，混匀，使探针

和细胞充分作用。温磷酸盐缓冲液（PBS）洗涤细

胞，去除未进入细胞内的DCFH-DA，胰酶消化后收

集细胞。上机检测ROS水平，激发光 488 nm，发射

光525 nm。

2.4　透射电子显微镜观察HUVECs高尔基体形态

变化

细胞接种及处理操作同“2.3”项，离心收集细胞

沉淀，固定后用琼脂预包埋，用磷酸缓冲液（PB，pH

值 7.4）配制 1%锇酸避光室温固定 2 h后漂洗脱水，

丙酮-812包埋剂（1∶1）将细胞于 37 ℃包埋 24 h。

丙酮-812包埋剂（1∶2）比例再次渗透过夜，用纯 812

包埋剂覆盖样品 6 h。将纯 812包埋剂倒入包埋板，

样品插入包埋板后 37 ℃烤箱过夜再放于 60 ℃烤箱

聚合 48 h，切片后铜网捞片，于 2%醋酸铀饱和酒精

溶液避光染色 8 min；清洗 3次，2.6%枸橼酸铅溶液

染色 8 min；清洗 3次。铜网切片放入铜网盒内室温

干燥过夜，透射电子显微镜下观察，采集图像。

2.5　ELISA 法检测细胞上清 ET-1、PGI-2 和 RvE1

水平

在 96孔板中接种细胞悬液（每孔 100 μL）使每

孔细胞数为 5 000 个，贴壁后进行“2.1”项中 3 个实

验，孵育 1 h后 800 r·min−1离心 5 min，收集细胞上清

液，按试剂盒说明书操作，计算ET-1、PGI-2和RvE1

水平。

2.6　实时荧光定量PCR（qRT-PCR）法检测HUVECs 

mRNA水平

细胞接种及处理操作同“2.3”项，收集细胞，

TRIzol法提总RNA，逆转录试剂盒逆转录得 cDNA。

PCR 反应体系（20 μL）包括1.0 μL cDNA 模板、0.4 μL

上游引物、0.4 μL 下游引物、10.0 μL Hieff ® qPCR 

SYBR® Green Master Mix（No Rox）、无酶水补足至

20 μL。反应条件为：95 ℃预变性 1 min；变性：

95 ℃，5 s；退火：60 ℃，30 s；延伸：72 ℃，30 s，共

40 个循环。采用 2− ΔΔ Ct 法进行数据分析。引物

信息见表1。

2.7　Western blotting检测HUVECs蛋白表达水平

细胞接种及处理操作同“2.3”项，收集细胞，加

RIPA冰浴裂解后提总蛋白，BCA法测定蛋白浓度，

将其余蛋白样本 100 ℃变性 10 min置于−20 ℃保存

待用。准备聚丙烯酰胺凝胶（10%的分离胶、5%的

浓缩胶），混合 loading buffer和蛋白样本，上样后进

行SDS-PAGE电泳（110 V跑胶70 min），使用300 mA恒

定电流湿转 PVDF膜 40 min。脱脂奶粉用TBST配

制成 8%的封闭液，洗膜后加入封闭液摇床封闭

2 h。加一抗（eNOS稀释比：1∶2 000，p-GRASP65稀

释比：1∶1 000，GRASP65稀释比：1∶2 000，β-actin稀

释比：1∶50 000），4 ℃孵育过夜。TBST洗膜 3次，每

表1　PCR引物

Table 1　Primer sequences

NCBI参考序列

NM_000603.5

NM_001278789.2

NM_001101.5

基因名称

eNOS

GRASP65

β-actin

上游引物（5’→3’）

GAGTATGACGTGGTGTCCCT

AGTGGCAACTCCTGTTAGCT

ACTGGAACGGTGAAGGTGAC

下游引物（5’→3’）

CCGAGGGGAGCTGTTGTAG

GAACCGTGCGTGGATAGACC

GGACTTCCTGTAACAACGCAT

产物长度/nt

144

164

138
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次 15 min。加HRP标记二抗（稀释比：1∶8 000），常

温孵育 1 h。洗膜后加 ECL 化学发光液显色，充

分反应 5 min，吸去多余 ECL 溶液。用 Image J

软 件 分 析 得 到 的 蛋 白 条 带 的 灰 度 值 ，计 算

eNOS、p-GRASP65、GRASP65蛋白表达。

2.8　统计学方法

采用 SPSS 25.0软件进行数据统计分析。符合

正态分布的计量资料以 x
—
±s表示。2组计量资料的

均数比较，符合正态分布且方差齐性，采用 t检验。

多组均数比较，符合正态分布且方差齐性，采用单

因素方差分析。

3　结果

3.1　低氧对 HUVEC 活力、RvE1 表达及氧化应激

反应、高尔基体变化的影响

3.1.1　低氧对HUVEC活力影响 与 20.9% O2组相

比，培养 48、72 h后 2% O2组细胞活力显著降低（P＜

0.01），表明低氧可抑制HUVEC细胞活力，见图1。

3.1.2　低氧对 HUVEC 血管活性因子及 RvE1 表达

的影响 与 20.9% O2 组相比，2% O2 组细胞上清

PGI-2、RvE1 水平以及细胞中 eNOS mRNA 和蛋白

水平显著降低（P＜0.01），ET-1水平显著升高（P＜

0.01），见表2及图2、3。

3.1.3　低氧对HUVEC ROS水平的影响 与 20.9% 

O2 组相比，2% O2 组细胞 ROS 水平显著上调（P＜

0.01），表明低氧促进 HUVEC 细胞氧化应激 ，

见图4。

3.1.4　低氧对 HUVEC 高尔基体应激的影响 与

20.9% O2组相比，2% O2组GRASP65 mRNA水平及

GRASP65、p-GRASP65 蛋 白 表 达 、p-GRASP65/

GRASP65 值显著升高（P＜0.05、0.01），见图 5、6。

采用透射电镜观察高尔基体形态，结果显示 20.9% 

O2组细胞形态完好，高尔基体结构清晰；2% O2组细

胞高尔基体数量减少，部分高尔基体发生重构和

表2　低氧对HUVECs培养上清ET-1、PGI-2、RvE1水平

的影响（x̄±s，n=3）

Table 2　Effect of hypoxia on levels of ET-1，， PGI-2 and 

RvE1 in HUVECs culture supernatants (x̄±s,n=3)

组别

20.9% O2

2% O2

ET-1/（pg·mL−1）

10.21±1.26

31.30±1.62**

PGI-2（ng·L−1）

22.39±1.77

  9.78±0.50**

RvE1（pg·mL−1）

858.54±29.28

292.88±29.62**

与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图3　低氧对HUVEC eNOS蛋白表达的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 3　Effect of hypoxia on expression of eNOS protein in 

HUVEC (x̄±s, n=3)

与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图2　低氧对HUVEC eNOS mRNA表达的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 2　Effect of hypoxia on expression of eNOS mRNA in 

HUVEC （x̄±s，n=3）
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与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图1　低氧对HUVEC活力的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 1　Effect of hypoxia on HUVEC activity (x̄±s, n=3)
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分裂，表明低氧诱导血管内皮细胞发生高尔基

体应激，见图 7。

3.2　高尔基体应激对HUVEC活力、高尔基体形态

及氧化应激反应的影响

3.2.1　敲低 GRASP65 基因对高尔基体应激的影

响 与 20.9% O2组相比，2% O2组 GRASP65 mRNA

及蛋白水平显著升高（P＜0.01）；与 2% O2、2% O2＋

si-NC 组比较，2% O2＋si-GRASP65 组 GRASP65 的

mRNA 和蛋白表达显著降低（P＜0.01），表明敲低

GRASP65细胞造模成功，结果见图 8、9。电镜观察

高尔基体形态：与 20.9% O2组比较，2% O2＋si-NC

组高尔基体层囊结构破坏，发生皱缩变形，高尔基

体数量明显减少；2% O2＋si-GRASP65组较 2%O2＋

si-NC 组高尔基体破坏程度改善，高尔基体结构较

完整。表明敲低GRASP65可改善高尔基体应激反

应，见图10。

3.2.2　高尔基体应激对 HUVEC 活力的影响 与

20.9% O2组相比，2% O2组 HUVEC 活力显著降低；

与 2% O2组相比，2% O2＋si-NC组细胞活力无显著
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与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图4　低氧对HUVEC ROS水平的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 4　Effects of hypoxia on ROS levels in HUVEC （x̄±s，n=3）

与20.9% O2组比较：**P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图5　低氧对HUVEC GRASP65 mRNA表达的影响（x̄±s，n=3）
Fig. 5　Effects of hypoxia on GRASP65 mRNA expression 

in HUVEC cells（x̄±s，n=3）
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与20.9% O2组比较：*P＜0.05  **P＜0.01。
*P < 0.05  **P < 0.01 vs 20.9% O2 group.

图6　低氧对HUVEC p-GRASP65、GRASP65蛋白表达的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 6　Effects of hypoxia on expression of p-GRASP65 and GRASP65 protein in HUVEC （x̄±s，n=3）

··1780



Drug Evaluation Research第47卷 第8期  2024年8月 Vol. 47 No. 8 August 2024

变化，2% O2＋ si-GRASP65 组 细 胞 活 力 显 著 增

强（P＜0.01），表明抑制高尔基体应激可上调血管内

皮细胞活力，见图11。

3.2.3　高尔基体应激对HUVEC血管活性因子的影

响 与 20.9% O2组相比，2% O2组细胞上清 ET-1含

量显著上升（P＜0.01），上清 PGI-2 水平以及 eNOS 

mRNA和蛋白水平显著下降（P＜0.01）；与 2% O2组

比较，2% O2＋si-NC组各指标变化不显著，2% O2＋

si-GRASP65组PGI-2含量及 eNOS mRNA和蛋白水

平显著上调（P＜0.05、0.01），ET-1 水平显著下

调（P＜0.01）。结果见表3及图12、13。

3.2.4　高尔基体应激对 HUVEC ROS 水平的影响 

与 20.9% O2组相比，2% O2组 HUVEC ROS 水平显

著升高（P＜0.01）；与 2% O2组相比，2% O2＋si-NC

组ROS水平没有显著变化，2% O2＋si-GRASP65组

ROS水平显著降低（P＜0.01），见图14。

3.3　RvE1对低氧HUVEC功能紊乱的影响及机制

研究

3.3.1　RvE1对低氧下HUVEC高尔基体应激的影响 
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图7　低氧对HUVEC高尔基体形态的影响（×20 000）

Fig. 7　Effect of hypoxia on morphology of HUVEC Golgi 

apparatus (×20 000)
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与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01。

**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图8　si-GRASP65对低氧HUVEC GRASP65 mRNA表达的

影响（x̄±s，n=3）

Fig. 8　Effect of si-GRASP65 on GRASP65 mRNA expres‐

sion in hypoxic HUVEC （x̄±s，n=3）

与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图9　si-GRASP65对低氧HUVEC GRASP65蛋白表达的影

响（x̄±s，n=3）

Fig. 9　Effect of si-GRASP65 on GRASP65 protein expres‐

sion in hypoxic HUVEC （x̄±s，n=3）
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图10　高尔基体应激对低氧HUVEC高尔基体形态的影响（×20 000）

Fig. 10　Effects of Golgi stress on Golgi morphology in hypoxic HUVEC (×20 000)

与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图11　高尔基体应激对低氧HUVEC活力的影响（x̄±s，n=3）
Fig. 11　Effects of Golgi stress on hypoxic HUVEC activ‐

ity （x̄±s，n=3）
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相较于2% O2组，2% O2＋RvE1组GRASP65 mRNA 水

平及p-GRASP65、GRASP65蛋白表达及p-GRASP65/

GRASP65值显著降低（P＜0.01），见图15、16。

电镜观察高尔基体形态：2% O2＋RvE1 组较

2% O2组高尔基体破坏程度改善，有轻微分裂，表明

RvE1抑制低氧下高尔基体应激，见图17。

3.3.2　RvE1 对血管内皮细胞活力影响 相较于

2% O2组，2% O2＋RvE1组细胞活力显著增强（P＜

与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图13　高尔基体应激对低氧HUVEC eNOS蛋白表达的影

响（x̄±s，n=3）

Fig. 13　Effects of Golgi stress on eNOS protein expression 

in hypoxic HUVEC （x̄±s，n=3）

表3　高尔基体应激对低氧HUVEC培养上清ET-1、PGI-2

水平的影响（x̄±s，n=3）

Table 3　Effects of Golgi stress on content of ET-1 and 

PGI-2 in hypoxic HUVEC culture supernatants (x̄±s, n=3)

组别

20.9% O2

2% O2

2% O2+si-NC

2% O2+si-GRASP65

ET-1/（pg·mL−1）

  9.49±1.40

32.89±1.55**

31.36±1.44

18.83±1.15##

PGI-2/（ng·L−1）

21.17±2.55

11.81±1.01**

11.71±1.13

16.37±1.05#

与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：#P＜0.05  ##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group；  #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 2% O2 

group.
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与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图12　高尔基体应激对低氧HUVEC eNOS mRNA表达的

影响（x̄±s，n=3）

Fig. 12　Effects of Golgi stress on eNOS mRNA expression 

in hypoxic HUVEC （x̄±s，n=3）
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图14　高尔基体应激对低氧HUVEC ROS水平的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 14　Effects of Golgi stress on ROS levels in hypoxic HUVEC （x̄±s，n=3）
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0.01），表明RvE1可抑制低氧下调血管内皮细胞活

力；相较于 2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC 组，

2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65 组细胞活力显著降

低（P＜0.01），表明RvE1上调细胞活力与抑制高尔

基体应激有关，见图18。

3.3.3　RvE1对血管内皮细胞活性因子影响 相较

于 2% O2组，2% O2＋RvE1组PGI-2、eNOS含量显著

升高（P＜0.01），ET-1含量显著降低（P＜0.01），表明

RvE1可抑制低氧下血管内皮细胞活性因子失调；相

较于 2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC组，2% O2＋

RvE1＋OE-GRASP65 组 PGI-2、eNOS 含量显著降

低（P＜0.01），ET-1 含量显著升高（P＜0.01），表明

RvE1可介导高尔基体应激改善低氧下血管内皮细

胞功能紊乱，见表4，图19、20。

3.3.4　RvE1对血管内皮细胞ROS水平的影响 相

较于 2% O2 组，2% O2＋RvE1 组 ROS 水平显著升

高（P＜0.01），表明RvE1可阻碍氧化应激发生；相较

于 2% O2＋RvE1＋OE-GRASP65-NC 组 ，2% O2＋

RvE1＋OE-GRASP65 组 ROS 水平显著降低（P＜

0.01），表明RvE1通过抑制高尔基体应激致ROS水

平降低，见图21。

4　讨论

机体长期缺氧可促血管内皮细胞功能紊乱，致

血管内皮细胞损伤甚至血管重构 ，最终导致

HPH［16］。HPH在临床治疗困难，有高致残率与高病

死率等特点，且现有药物治疗效果有限［17-18］，寻求特
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**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； #P < 0.05  ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图16　RvE1对低氧HUVEC p-GRASP65、GRASP65 蛋白表达的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 16　Protein expression of p-GRASP65 and GRASP65 in hypoxic HUVEC cells（x̄±s，n=3）
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**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group.

图15　RvE1对低氧HUVEC GRASP65 mRNA表达的影

响（x̄±s，n=3）

Fig. 15　GRASP65 mRNA expression in hypoxic HUVEC 

cells（x̄±s，n=3）
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图17　RvE1对低氧HUVEC高尔基体形态的影响（×20 000）

Fig. 17　Effect of RvE1 on morphology of hypoxic HUVEC Golgi apparatus（×20 000）
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异性针对性治疗方案显得尤为重要，当前研究热点

主要集中于基因靶向治疗和细胞器应激疗法［19］，如

线粒体参与缺氧性肺血管收缩和重塑，针对线粒体

治疗HPH方式主要有线粒体移植、线粒体基因调节

及分泌外切体［20］；内质网应激促内皮细胞向间质细

胞转化，通过相关抑制剂阻碍内质网应激反应可改

善血管收缩和重塑［8］。高尔基体作为细胞物质代谢

核心细胞器，在脑卒中、脊髓损伤及神经变性疾病

等多种疾病发病机制中担任重要角色，GRASP65对

维持高尔基体形态和功能具有重要作用 ，当

GRASP65磷酸化时，高尔基体的层囊会去堆叠，进

而导致高尔基体结构的重构与分裂［21-22］。本研究发

现低氧促 GRASP65 表达并促其磷酸化，且电镜观

测到低氧下血管内皮细胞高尔基体发生断裂，这表

明低氧促血管内皮细胞高尔基体应激。RvE1是真

核细胞的一种内源性脂质分子，具有显著的抗炎、

抗氧化损伤作用。低RvE1水平是诱发肺动脉高压

的危险因素［23］，RvE1可减轻血管内皮细胞损伤、减

轻急性肺损伤［24］。在本研究中，低氧可促进缩血管

因子ET-1上调和舒血管因子 eNOS和 PGI-2的表达

下调、且促氧化应激发生，而 RvE1 可逆转这类现

象，这表明RvE1可改善低氧下血管内皮细胞损伤。

RvE1 参与多条信号通路，其中 MAPK 通路［25］以及

ERK 通路［14］与高尔基体应激过程密切相关［26］，

GRASP65 在 ERK 的作用下可发生磷酸化，介导高

表4　RvE1对低氧HUVECs培养上清ET-1、PGI-2水平的

影响（x̄±s，n=3）

Table 4　Effect of RvE1 on levels of ET-1 and PGI-2 in 

hypoxic HUVECs culture supernatants （x̄±s，n=3）

组别

20.9% O2

2% O2

2% O2+RvE1

2% O2+RvE1+OE-

GRASP65-NC

2% O2+RvE1+OE-

GRASP65

ET-1/（pg·mL−1）

10.85±1.05

33.03±1.21**

16.01±0.81##

14.51±1.12

25.69±0.72△△

PGI-2/（ng·L−1）

22.92±1.03

  7.87±0.85**

16.59±0.99##

17.70±1.53

  8.34±1.71△△

与20.9% O2组比较：**P＜0.01；与2% O2组比较：##P＜0.01；与

2% O2+RvE1+OE-GRASP65-NC组比较：△△P＜0.01。
**P < 0.01 vs 20.9% O2 group； ##P < 0.01 vs 2% O2 group； △△P < 

0.01 vs 2% O2+RvE1+OE-GRASP65-NC group.
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图18　RvE1对低氧HUVEC活力的影响（x̄±s，n=3）

Fig. 18　Effect of RvE1 on activity of hypoxic HUVEC（x̄±

s，n=3）
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图19　RvE1对低氧HUVEC eNOS mRNA表达的影响（x̄±

s，n=3）

Fig. 19　Effect of RvE1 on eNOS mRNA expression in hy‐

poxic HUVEC（x̄±s，n=3）
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图 20　RvE1 对低氧 HUVEC eNOS 蛋白表达的影响（x̄±
s，n=3）

Fig. 20　Effect of RvE1 on expression of eNOS protein in 
hypoxic HUVEC（x̄±s，n=3）
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尔基体解聚、裂解［10］。这些通路的相关性提示

RvE1可能通过调控高尔基体应激影响内皮细胞损

伤。本研究发现，RvE1抑制GRASP65表达及其磷

酸化，并改善低氧下内皮细胞高尔基体的重构及分

裂现象，表明 RvE1可抑制高尔基体应激反应。综

上所述：低氧可通过促进高尔基体应激影响细胞活

性因子水平，打破内皮功能稳态，而RvE1是该过程

的重要保护性因子。本研究主要证实RvE1介导高

尔基体应激改善低氧对血管内皮细胞的损伤，但其

具体机制仍需进一步探究，后期研究需要深入阐明

及完善血管内皮损伤的分子机制，为HPH等高血压

疾病的防治提供新的思路。
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