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丁苯酞减轻 Ｈ２ Ｏ２ 诱导的人脐静脉和脐动脉内皮细胞氧化损伤

杨晓丽１∗ꎬ 王　 征２ꎬ 张艳茹３ꎬ 冀静静３ꎬ 王孟帅４
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摘要:目的 探讨丁苯酞(ＮＢＰ)对过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)诱导的血管内皮细胞(人脐静脉和脐动脉)氧化损伤的保护作

用及发生机制ꎮ 方法 体外培养人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ)和人脐动脉内皮细胞(ＨＵＡＥＣｓ)ꎮ 用四甲基偶氮唑

盐(ＭＴＴ)法筛选合适的 Ｈ２Ｏ２ 剂量建立两种细胞的氧化应激损伤模型ꎮ 在加入 Ｈ２Ｏ２ 前 ２ ｈꎬ分别用两种剂量的丁

苯酞(５ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ)预孵育细胞ꎬ用 ＭＴＴ 法检测细胞活力ꎬ罗丹明 １２３ 检测线粒体膜电位ꎬＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法

检测凋亡细胞ꎬＦｕｒａ￣４ / ＡＭ 检测细胞内游离钙ꎮ 结果 Ｈ２Ｏ２ 刺激可导致 ＨＵＶＥＣｓ 和 ＨＵＡＥＣｓ 细胞活力下降ꎬ线粒体

膜电位下降ꎬ细胞内游离钙增多ꎬ细胞凋亡率上升(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ 丁苯酞可改善 Ｈ２Ｏ２ 诱导的上述变化ꎮ 结论 丁苯酞

可通过减轻 Ｈ２Ｏ２ 造成的氧化损伤来保护血管内皮细胞ꎮ
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(１􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ａｆｆｉｌｉａｔｅｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈｅｂｅｉ Ｅｎｇｉｎｅｅｒｉｎｇ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６００２ꎻ ２􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｒｉｔｉｃａｌ Ｃａｒｅ Ｍｅｄｉｃｉｎｅꎬ

ｔｈｅ Ｆｉｒｓｔ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｎｄａｎꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６００２ꎻ ３􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｅｎｄｏｃｒｉｎｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｎｄａｎꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６００１ꎻ

４􀆰 Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｎｅｕｒｏｌｏｇｙꎬ ｔｈｅ Ｓｅｃｏｎｄ Ｈｏｓｐｉｔａｌ ｏｆ Ｈａｎｄａｎꎬ Ｈａｎｄａｎ ０５６００１ꎬ Ｃｈｉｎａ)

Ａｂｓｔｒａｃｔ: Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ　 Ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ａｎｄ ｍｅｃｈａｎｉｓｍ ｏｆ ｄｌ￣３￣ｎ￣ｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅ (ＮＢＰ) ｏｎ ｈｙ￣
ｄｒｏｇｅｎ ｐｅｒｏｘｉｄｅ (Ｈ２Ｏ２) ￣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｏｆ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＶＥＣｓ). Ｍｅｔｈｏｄｓ　 Ｈｕｍａｎ ｕｍ￣
ｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＶＥＣｓ) ａｎｄ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ (ＨＵＡＥＣｓ) ｗｅｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅｄ
ａｎｄ ＭＴＴ ａｓｓａｙ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｔｏ ｆｉｎｄ ｔｈｅ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｆｏｒ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｍｅｎｔ ｏｆ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓ ｉｎｊｕｒｙ ｍｏｄｅｌ.
Ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅ￣ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｗｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ ＮＢＰ (５ ａｎｄ １０ μｍｏｌ / Ｌ) ２ ｈ ｂｅｆｏｒｅ ｅｘｐｏｓｕｒｅ ｔｏ
Ｈ２Ｏ２ . Ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＭＴＴ ａｓｓａｙꎬ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｒｈｏｄａｍｉｎｅ
１２３ꎬ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ Ａｎｎｅｘｉｎ￣Ｖ / ＰＩ ｄｏｕｂｌｅ ｓｔａｉｎｉｎｇꎬ ａｎｄ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒｅｅ Ｃａ２＋ ｗａｓ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ Ｆｕ￣
ｒａ￣４ / ＡＭ. Ｒｅｓｕｌｔｓ　 Ｈ２Ｏ２￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｉｎｊｕｒｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ ａｎｄ ＨＵＡＥＣｓꎬ ｉｎｃｒｅａｓｅｄ
ｔｈｅ ｉｎｔｒａｃｅｌｌｕｌａｒ ｆｒｅｅ Ｃａ２＋ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｔｈｕｓ ｌｅａｄｉｎｇ ｔｏ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｄｅｃｌｉｎｅ ａｎｄ ｃｅｌｌ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ
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ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｂｙ ａｌｌｅｖｉａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｄａｍａｇｅ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ .
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｏｘｉｄａｔｉｖｅ ｓｔｒｅｓｓꎻ ｄｌ￣３￣ｎ￣ｂｕｔｙｌｐｈｔｈａｌｉｄｅꎻ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎻ ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ

　 　 内皮功能障碍在动脉粥样硬化的病理生理过

程中起着关键作用[１￣２] ꎬ其发生机制包括氧化应

激[３] ꎮ 动脉粥样硬化与卒中、心肌梗死及肾脏病

变等多种疾病密切相关ꎮ 因此研究如何保护内皮

功能至关重要ꎮ 在研究内皮功能时一般选用人脐静

脉内皮细胞(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬ
ＨＵＶＥＣｓ)ꎬ人脐动脉内皮细胞 ( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ａｒｔｅｒｙ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＨＵＡＥＣｓ)主要用于动脉粥样

硬化的体外研究ꎬ但因 ＨＵＡＥＣｓ 的培养难度较大ꎬ
以往研究选用的较少ꎮ 因内皮功能与动脉粥样硬化

密切相关ꎬ因此同时选用两种内皮细胞研究内皮功

能可使得到的结果更加可靠ꎮ
丁苯酞主要用于治疗急性缺血性卒中[４]ꎬ也可抑

制神经元凋亡[５]ꎮ 但丁苯酞是否具有内皮保护作用

目前研究较少ꎮ 本实验主要研究氧化应激对血管内

皮细胞(ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓꎬＶＥＣｓ)造成的影响

以及丁苯酞是否具有内皮保护作用及其作用机制ꎬ为
保护内皮功能寻找新的方法ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 细胞:人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣｓ) (上海

吉凯基因细胞库)ꎬ人脐动脉内皮细胞(ＨＵＡＥＣｓ)
(北纳创联生物科技有限公司)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 主要试剂:ＤＭＥＭ 培养基和 １０％胎牛血清

(Ｇｉｂｃｏ 公司)ꎻＨ２Ｏ２(河北健宁药业有限公司)ꎻ丁
苯酞(石药集团恩必普药业)ꎻＭＴＴ(Ｂｉｏｓｈａｒｐ 公司)ꎻ
罗丹明 １２３ 和 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 凋亡细胞检测试剂盒

(上海碧云 天 生 物 科 技 有 限 公 司 )ꎻ Ｆｕｒａ￣４ / ＡＭ
(Ｓｉｇｍａ￣Ａｌｄｒｉｃｈ 公司)ꎮ
１􀆰 ２　 方法

１􀆰 ２􀆰 １ 　 细胞的培养及分组处理:将 ＨＵＶＥＣｓ 和

ＨＵＡＥＣｓ 培养于含 １０％胎牛血清ꎬ１００ Ｕ / ｍＬ 青霉

素￣链霉素溶液的高糖 ＤＭＥＭ 培养基中ꎬ在 ３７ ℃ꎬ
５％ ＣＯ２ 培养箱中进行培养ꎮ

首先建立 Ｈ２Ｏ２ 损伤模型和检测 ＮＢＰ 对细胞的

影响ꎮ 将细胞分为对照组ꎬ不同剂量 Ｈ２Ｏ２ 干预组

及 ＮＢＰ 组(剂量:５ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 根据预实验结

果 Ｈ２Ｏ２ 剂量在 ５０~２００ μｍｏｌ / Ｌ 时对 ＨＵＶＥＣｓ 没有

明显损伤作用ꎬ但对 ＨＵＡＥＣｓ 已显现出损伤作用ꎬ
因此选用 ３００、５００、７００ 和 ９００ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ 剂量

与 ＨＵＶＥＣｓ 共培养 ２４ ｈꎬ 选用 １００、 ２００、 ３００ 和

４００ μｍｏｌ / Ｌ的 Ｈ２Ｏ２ 剂量与 ＨＵＡＥＣｓ 共培养 ２４ ｈꎬ
来选取 ＩＣ５０值ꎮ

建立 Ｈ２Ｏ２ 损伤模型后ꎬ接下来的实验将细胞

分为对照组ꎬ不同剂量 Ｈ２Ｏ２ 干预组(ＨＵＶＥＣｓ 组

Ｈ２Ｏ２ 剂量: ７００ μｍｏｌ / Ｌꎻ ＨＵＡＥＣｓ 组 Ｈ２Ｏ２ 剂量:
３００ μｍｏｌ / Ｌ)及 ＮＢＰ 处理组(剂量:５ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌꎬ
在 Ｈ２Ｏ２ 前 ２ ｈ 加入)ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 ＭＴＴ 法检测细胞活力:两种细胞以 ５×１０４

个 / ｍＬ 的浓度接种于 ９６ 孔板上ꎬ每孔 １００ μＬ 置于

培养箱中孵育 ２４ ｈꎮ ２４ ｈ 后进行 ＭＴＴ 检测ꎬ每孔加

入 ２０ μＬ ＭＴＴ 溶液ꎬ继续放入培养箱中孵育 ４ ｈꎬ小
心吸掉旧培养基后每孔加入 １５０ μＬ 二甲基亚砜

(ＤＭＳＯ)ꎬ摇床上摇 １０ ｍｉｎꎬ溶解生成的蓝紫色结

晶ꎬ用酶标仪检测 ４９０ ｎｍ 波长的吸光度值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 罗丹明 １２３ 检测线粒体膜电位:将细胞培养

在 ６ 孔板中ꎬ按照试剂操作说明配制细胞后加入

１０ μｍｏｌ / Ｌ罗丹明 １２３ꎬ在 ３７ ℃的环境中ꎬ３０ ｍｉｎ后应

用磷酸盐缓冲液(ＰＢＳ)冲洗 ３ 次ꎬ然后立即进行流式

分析ꎬ结果用 Ｅｘｐｏ ３２ ＡＤＣ 软件进行处理ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 检测凋亡细胞:将细胞培养在

６ 孔板中ꎬ按照试剂操作说明配制细胞后加入 ５ μＬ
Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 和 １０ μＬ ＰＩꎬ保持在黑暗环境中

１５ ｍｉｎꎬ滤过后ꎬ用流式细胞仪分析细胞凋亡率ꎬ结
果用 Ｅｘｐｏ ３２ ＡＤＣ 软件进行处理ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ５　 Ｆｕｒａ￣４ / ＡＭ 检测细胞内游离钙:将细胞培养

在 ６ 孔板中ꎬ按照试剂操作说明配制细胞后加入

５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｆｌｕｏ￣４ / ＡＭꎬ４０ ｍｉｎ 后用流式细胞仪测量

细胞内游离钙的变化ꎬ结果用 Ｅｘｐｏ ３２ ＡＤＣ 软件进

行处理ꎮ
１􀆰 ３　 统计学分析

所有数据均使用 ＳＰＳＳ１８􀆰 ０ 统计软件进行统计

学分析ꎮ 计量资料采用均数±标准差(ｘ±ｓ)表示ꎬ采
用单因素方差分析(ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ)进行多样本均

数比较ꎬ然后采用 ＬＳＤ 检验进行多重比较ꎮ
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２　 结果

２􀆰 １　 丁苯酞对两种血管内皮细胞均无毒性作用

两种剂量的丁苯酞(５ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ)对两种细

胞存活率与对照组相比无差异(图 １)ꎮ
２􀆰 ２　 Ｈ２Ｏ２ 刺激可导致两种血管内皮细胞的细胞

活力下降

随着 Ｈ２Ｏ２ 剂量逐渐升高ꎬＨＵＶＥＣｓ(图 ２Ａ)和

ＨＵＡＥＣｓ(图 ２Ｂ)的细胞活力逐渐下降ꎮ 与对照组

相比ꎬＨ２Ｏ２ 剂量分别为 ７００ 和 ３００ μｍｏｌ / Ｌ 时细胞

活力下降约 ５０％ ( Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ 因此选取 ７００ 和

３００ μｍｏｌ / Ｌ的Ｈ２Ｏ２ 剂量来建立ＨＵＶＥＣｓ 和 ＨＵＡＥＣｓ
的氧化损伤模型ꎮ
２􀆰 ３　 丁苯酞可改善 Ｈ２Ｏ２ 导致的血管内皮细胞活

力下降

两种剂量的丁苯酞(５ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ)提前干预

ＨＵＶＥＣｓ(图 ３Ａ)和 ＨＵＡＥＣｓ (图 ３Ｂ)２ ｈ 后ꎬ再分别

与 ７００ 和 ３００ μｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈ２Ｏ２ 共培养 ２４ ｈꎮ 与

Ｈ２Ｏ２ 组相比ꎬ提前加入任何一种剂量的丁苯酞细胞

活力都明显升高 (Ｐ < ０􀆰 ０５)ꎬ并且丁苯酞剂量为

１０ μｍｏｌ / Ｌ时效果更明显ꎮ
２􀆰 ４　 丁苯酞可减轻 Ｈ２Ｏ２ 介导的血管内皮细胞线

粒体膜电位下降

由于高剂量的丁苯酞作用较明显ꎬ因此在接下

来的实验当中ꎬ选用丁苯酞的剂量为 １０ μｍｏｌ / Ｌꎮ
与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 刺激可导致两种血管内皮细胞

的线粒体膜电位下降(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ然而提前加入丁苯

酞可使细胞线粒体膜电位下降的程度明显减轻(Ｐ<
０􀆰 ０５)(图 ４)ꎮ
２􀆰 ５　 丁苯酞可抑制 Ｈ２Ｏ２ 介导的血管内皮细胞

凋亡

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 刺激两种血管内皮细胞均

图 １　 两种剂量的丁苯酞对 ＨＵＶＥＣｓ(Ａ)和 ＨＵＡＥＣｓ(Ｂ)均无明显影响

Ｆｉｇ １　 ＮＢＰ ｈａｄ ｎｏ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ (Ａ) ａｎｄ ＨＵＡＥＣｓ (Ｂ)(ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐ
图 ２　 不同剂量的 Ｈ２Ｏ２ 均可造成血管内皮细胞的细胞活力下降

Ｆｉｇ ２　 Ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣｓ (Ａ) ａｎｄ ＨＵＡＥＣｓ (Ｂ) ｗｅｒｅ ａｓｓｅｓｓｅｄ ａｆｔｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｄｏｓａｇｅｓ ｏｆ Ｈ２Ｏ２ ｔｒｅａｔｍｅｎｔꎬ
　 　 　 ｔｈｅ ｉｎｊｕｒｙ ｏｆ ｔｈｅ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ ｗａｓ ｉｎ ａ ｄｏｓａｇｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)
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Ａ􀆰 ＨＵＶＥＣｓꎻ Ｂ􀆰 ＨＵＡＥＣｓꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ３　 丁苯酞可改善 Ｈ２Ｏ２ 导致的血管内皮细胞活力下降ꎬ高剂量的丁苯酞效果更明显

Ｆｉｇ ３　 ＮＢＰ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｃｅｌｌ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｉｎ ＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ꎬ ａｎｄ ｈｉｇｈ ｄｏｓａｇｅ ｏｆ ＮＢＰ

　 　 　 ｈａｄ ｂｅｔｔｅｒ ｅｆｆｅｃｔ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝５)

Ａ􀆰 ＨＵＶＥＣｓꎻ Ｂ􀆰 ＨＵＡＥＣｓꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ４　 丁苯酞可减轻 Ｈ２Ｏ２ 介导的血管内皮细胞线粒体膜电位下降

Ｆｉｇ ４　 ＮＢＰ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｄｅｃｒｅａｓｅ ｏｆ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ ｍｅｍｂｒａｎｅ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ ｉｎ ＶＥＣｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

可引起明显的细胞凋亡(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而提前加入丁

苯酞可明显抑制 Ｈ２Ｏ２ 引起的细胞凋亡(Ｐ<０􀆰 ０５)
(图 ５)ꎮ
２􀆰 ６　 丁苯酞可减少 Ｈ２Ｏ２ 介导的两种血管内皮细

胞内钙超载

与对照组相比ꎬＨ２Ｏ２ 刺激可引起两种血管内皮

细胞内游离钙增多(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎬ而提前加入丁苯酞可

明显减少两种细胞内游离钙的生成ꎬ防止钙超载

(Ｐ<０􀆰 ０５)(图 ６)ꎮ

３　 讨论

内皮细胞是血管腔表面的单层细胞ꎬ起着物理

屏障的作用ꎬ可合成和释放多种血管活性物质ꎬ在血

管自稳态调节中起着重要作用ꎮ 内皮功能障碍被认

为是动脉粥样硬化的早期标志ꎬ因此保护内皮功能

是预防动脉粥样硬化的关键步骤ꎮ 活性氧(ＲＯＳ)包
括过氧化氢(Ｈ２Ｏ２)和羟自由基(ＯＨ－)等ꎬ在许多生

理和病理生理事件中起着重要作用ꎮ 过量的 ＲＯＳ
是导致内皮功能障碍的主要原因[６￣７]ꎮ 过量的 ＲＯＳ
可诱导线粒体双层膜通透孔开放ꎬ释放 Ｃａ２＋和细胞

色素 Ｃꎬ进而引起促凋亡蛋白释放ꎬ最后使线粒体外

膜破裂ꎬ导致细胞凋亡[８]ꎮ 本研究发现 Ｈ２Ｏ２ 对两

种血管内皮细(ＨＵＶＥＣｓ 和 ＨＵＡＥＣｓ)均可导致明显

损伤ꎬ细胞活力明显下降ꎬ细胞凋亡增加ꎮ
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杨晓丽　 丁苯酞减轻 Ｈ２Ｏ２ 诱导的人脐静脉和脐动脉内皮细胞氧化损伤

Ａ􀆰 ＨＵＶＥＣｓꎻ Ｂ􀆰 ＨＵＡＥＣｓꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ５　 丁苯酞可抑制 Ｈ２Ｏ２ 导致的血管内皮细胞凋亡

Ｆｉｇ ５　 ＮＢＰ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＶＥＣｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２(ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

Ａ􀆰 ＨＵＶＥＣｓꎻ Ｂ􀆰 ＨＵＡＥＣｓꎻ ∗Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｃｏｎｔｒｏｌ ｇｒｏｕｐꎻ ＃Ｐ<０􀆰 ０５ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ
图 ６　 丁苯酞可减少 Ｈ２Ｏ２ 导致的血管内皮细胞内钙超载

Ｆｉｇ ６　 ＮＢＰ ｒｅｄｕｃｅｄ Ｈ２Ｏ２ ￣ｉｎｄｕｃｅｄ ｃａｌｃｉｕｍ ｏｖｅｒｌｏａｄ ｉｎ ＶＥＣｓ (ｘ±ｓꎬ ｎ＝３)

　 　 大量的研究报道了丁苯酞在改善急性缺血缺氧

损伤方面的神经保护作用[９￣１０]ꎬ但丁苯酞是否具有

内皮保护作用并不十分清楚ꎮ 本研究证实了两种剂

量的丁苯酞对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的两种血管内皮损伤均具

有保护作用ꎬ高剂量的效果较明显ꎬ这与既往的研究

结果相同[１１]ꎮ 丁苯酞可减轻 Ｈ２Ｏ２ 对两种血管内皮

细胞所造成的氧化损伤ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ表明丁苯酞

可通过抗氧化作用保护内皮细胞ꎮ
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线粒体膜电位损伤是线粒体功能受损的标志ꎬ
细胞内钙超载不仅可影响血管活性物质正常作用的

发挥ꎬ还可以导致线粒体吸收钙增多ꎬ导致线粒体功

能障碍[１２]ꎮ 丁苯酞可抑制 Ｈ２Ｏ２ 介导的两种血管内

皮细胞的线粒体膜电位下降及细胞内钙超载ꎬ表明

丁苯酞可通过保护线粒体这一途径来保护内皮

细胞ꎮ
综上所述ꎬ本研究证实了丁苯酞可减轻氧化应

激介导的人脐静脉内皮细胞和脐动脉内皮细胞氧化

损伤ꎮ 丁苯酞可通过提高细胞活力ꎬ抑制细胞凋亡ꎬ
防止细胞内钙超载ꎬ改善线粒体功能等途径保护内

皮细胞ꎬ从而预防动脉粥样硬化的发生ꎮ 本研究选

用两种血管内皮细胞ꎬ使得到的结果更加全面和可

靠ꎬ为临床应用保护内皮功能药物和抗动脉粥样硬

化治疗开辟了新的选择方法ꎮ
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