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［摘　要］目的：研究阿司匹林对氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导的人主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣ）损伤的保护
作用及对ｐＡｋｔ／ｅＮＯＳ信号系统的影响。方法：体外传代培养ＨＡＥＣ，分为空白对照组、模型组及阿司匹林组，建
立ｏｘＬＤＬ（１５０ｍｇ／Ｌ，２４ｈ）诱导的 ＨＡＥＣ细胞损伤模型，阿司匹林组在建模前用阿司匹林预处理１ｈ，利用ＭＴＴ
法检测ＨＡＥＣ存活率、ＬＤＨ外漏率分析细胞损伤，测定细胞培养上清液一氧化氮（ＮＯ）含量，蛋白印迹法及 ＲＴ
ＰＣＲ方法检测ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白及ｍＲＮＡ表达。结果：与空白对照组比较，ｏｘＬＤＬ诱导损伤后细胞ＭＴＴ值显著
降低，ＬＤＨ外漏明显增加，内皮细胞ＮＯ分泌与释放减少，ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ的蛋白及ｍＲＮＡ表达下调，阿司匹林干预
后能显著改善上述指标。结论：阿司匹林对 ｏｘＬＤＬ诱导的 ＨＡＥＣ损伤具有保护作用，其机制可能与其调控激
活ｐＡｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路密切相关。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种常
见的血管疾病，血管内皮受损为其起始环节［１］。

研究表明脂质的沉积和随后发生的氧化反应可以

导致内皮功能紊乱［２］。一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，
ＮＯ）是体内脂质调节过程的一种重要的信号分子，
内皮型的ＮＯ产生不足是动脉粥样硬化和血管损
伤的早期且持续出现的特点［３］。丝／苏氨酸蛋白
激酶（ＡＫＴ）是蛋白激酶家族中的一种，激活的
ＡＫＴ通过磷酸化内皮细胞一氧化氮合酶（ｅＮＯＳ）
上的丝氨酸１１７７位点而使其激活，最终引起内皮
细胞源性一氧化氮的释放，产生抗动脉粥样硬化的

效应［４］。

阿司匹林是一种水杨酸复合物，临床初步研究

显示其可以通过提高内皮依赖型动脉松弛来维持

血管平衡，其机制可能和诱导血管内皮ＮＯ的释放
有关［５］。因此本研究通过氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉ
ｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｏｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）诱导损伤人主
动脉内皮细胞 （ｈｕｍａｎａｏｒｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ，
ＨＡＥＣ），探讨分析阿司匹林对 ｏｘＬＤＬ诱导血管内
皮损伤的保护作用及其对ｐＡｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路的
影响，为其临床应用提供实验依据和理论基础。

１　材料与方法

１．１　材料
人动脉内皮细胞株，购于美国 ＳｃｉｅｎｃｅＣｅｌｌ公

司，ＥＬＸ８００型酶联免疫检测仪（美国ＧＥ公司），垂
直电泳仪及转膜系统（Ｂｉｏｒａｄ公司），阿司匹林（ａｓ
ｐｉｒｉｎ，Ａｓｐ）购自中国医药公司上海分公司，氧化低
密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ，批号：２０１２０２１２）购自北京协
生生物科技公司，内皮细胞培养基、胰酶、冻存液购

于美国ＳｃｉｅｎｃｅＣｅｌｌ公司，ＬＤＨ试剂盒购于南京建
成生物工程研究所，一氧化氮（ＮＯ）试剂盒购于广
州碧云天试剂公司，ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ一抗购于 Ｓａｎｔａ
Ｃｒｕｚ公司。
１．２　方法
１．２．１　细胞培养　本室传代培养 ＨＡＥＣ，常规方
法复苏，加入内皮细胞培养基后于３７℃、５％ ＣＯ２
的湿热培养箱中培养。视具体情况换液及传代培

养，取对数生长期细胞用于实验。

１．２．２　ｏｘＬＤＬ诱导的 ＨＡＥＣ损伤模型　对数生
长期的细胞消化后以１×１０５个／ｍＬ接种于９６孔
培养板中培养，待细胞基本长至融合后进行实验。

１５０ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ孵育 ２４ｈ建立 ｏｘＬＤＬ诱导

ＨＡＥＣ损伤模型。
１．２．３　实验分组　实验分为３组，即空白对照组
（Ｃｏｎｔｒｏｌ）、模型组（Ｍｏｄｅｌ）和阿司匹林组（Ａｓｐ，
１ｍＭ）。ＡＳＰ组于造模前给予 ＡＳＰ干预保护 １ｈ
后，再加入ｏｘＬＤＬ复制ＨＡＥＣ损伤模型。
１．２．４　ＭＴＴ法检测 ＨＡＥＣ细胞存活率　取对数
生长期细胞接种于９６孔细胞培养板，于对数生长
期移除培养液。应用 ＭＴＴ法，酶联免疫检测仪
４９０ｎｍ波长处测定吸光度值，每组重复６个复孔，
实验重复３次。细胞活力＝实验组Ａ值／对照组Ａ
值×１００％。
１．２．５　乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性　细胞接种于２４
孔板，各组按前述处理方法处理后，按照试剂盒说

明书测定各组培养上清液 ＬＤＨ含量；超声法碎裂
细胞，测定细胞内 ＬＤＨ含量，计算 ＬＤＨ活性。
ＬＤＨ活性 （Ｕ／Ｌ）＝培养液 ＬＤＨ／（培养液 ＬＤＨ＋
细胞内ＬＤＨ）×１００％。
１．２．６　ＮＯ含量　细胞悬液接种于２４孔板，给药
处理后按照试剂盒说明书（南京建成）检测培养上

清液中ＮＯ含量。
１．２．７　ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达　用冷 ＰＢＳ冲洗细
胞３次，加入预冷的细胞裂解液（含 １００ｍｍｏｌ／Ｌ
ＰＭＳＦ）提取细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒测定蛋白浓
度。取３０ｇ蛋白样品进行１０％ ＳＤＳＰＡＧＥ凝胶电
泳，分离并转移至ＰＶＤＦ膜，５％脱脂牛奶（ＴＢＳＴ配
制）室温封闭１ｈ。加入一抗（ｐＡｋｔ，１∶５００；ｅＮＯＳ，
１∶５００）４℃孵育过夜，加入 ＨＲＰ偶联的二抗（１∶
５０００），室温孵育１ｈ，ＥＣＬ发光暗室显影。蛋白条
带用ＩｍａｇｅＪ软件进行灰度分析。
１．２．８　ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达　用Ｔｒｉｚｏｌ法裂解
细胞提取总 ＲＮＡ，逆转录合成 ｃＤＮＡ，加入上游及
下游引物进行 ＰＣＲ反应。ＰＡｋｔ：５′ＡＧＧＡＧＧＡＧ
ＧＡＧＧＡＧＡＴＧＧＡ３′，５′ＧＧＴＣＧＴＧＧＧＴＣＴＧＧＡＡＡＧ
３′。 ｅＮＯＳ：５′ＴＧＴＡＴＧＧＣＴＣＣＧＡＧＡＣＣＧ３′，５′
ＧＧＣＡＧＧＴＧＧＡＴＴＧＣＴＴＧＡ３′。ＰＣＲ产物用 １５％
琼脂糖凝胶溶液，１０ｇ／Ｌ溴化乙锭染色。以 βａｃ
ｔｉｎ为内参对照物，ＢＩＯＲＡＤ凝胶成像系统成像并
保存。

１．３　统计学处理
实验数据以（ｘ±ｓ）表示，采用 ＳＰＳＳ１１．０软

件进行统计学分析，组间比较采用单因素方差分析

（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），以Ｐ＜００５为差异有统计学意
义。
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２　结果

２．１　ＨＡＥＣ存活率及ＬＤＨ活性
存活率反应细胞生存指标。与 Ｃｏｎｔｒｏｌ组比

较，模型组 ＨＡＥＣ存活率明显降低（Ｐ＜００５），预

先给予Ａｓｐ干预后，Ａｓｐ组的ＨＡＥＣ存活率显著增
加（Ｐ＜００５）；ＬＤＨ外漏是细胞膜损伤的生物标志
物，与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，模型组 ＬＤＨ的活力明显增
加（Ｐ＜００５）；给予Ａｓｐ干预的 Ａｓｐ组上清培养液
中ＬＤＨ活力明显降低（Ｐ＜００５），提示 Ａｓｐ可有
效降低ｏｘＬＤＬ对ＨＡＥＣ的损伤。见图１。

注：Ａ为细胞存活率，Ｂ为ＬＤＨ活性
（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５

图１　Ａｓｐ对ＯＸＬＤＬ诱导ＨＡＥＣ细胞损伤的保护作用
Ｆｉｇ．１　ＰｒｏｔｅｃｔｉｖｅｅｆｆｅｃｔｏｆＡｓｐｏｎＯＸＬＤＬｉｎｄｕｃｅｄＨＡＥＣｃｅｌｌｉｎｊｕｒｙ

２２　ＮＯ含量
ｏｘＬＤＬ作用于 ＨＡＥＣ后，显著减少 ＮＯ的分

泌，而 Ａｓｐ可显著抑制 ｏｘＬＤＬ所致 ＨＡＥＣＮＯ分
泌减少（Ｐ＜００５）。见图２。

（１）与对照组比较，ｐ＜００５；（２）与模型组比较，ｐ＜００５

图２　Ａｓｐ对ＯＸＬＤＬ诱导ＨＡＥＣ细胞
损伤后ＮＯ分泌的影响

Ｆｉｇ．２　ＴｈｅａｍｅｌｉｏｒａｔｅｄｅｆｆｅｃｔｏｆＡｓｐｏｎＮＯｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆＨＡＥＣｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙＯＸＬＤＬ

２３　ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达
与Ｃｏｎｔｒｏｌ组比较，ｏｘＬＤＬ作用于ＨＡＥＣ后，ｐ

Ａｋｔ和 ｅＮＯＳ的蛋白表达水平明显降低（Ｐ＜
００５），Ａｓｐ对 ｏｘＬＤＬ所致 ＨＡＥＣｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ的
下调有显著抑制作用（Ｐ＜００５）。见图３。
２４　ｐＡｋｔｍＲＮＡ和ｅＮＯＳ表达水平

采用ＲＴＰＣＲ检测ｐＡｋｔ和ｅＮＯＳ信号分子的
基因表达，ｏｘＬＤＬ作用于ＨＡＥＣ后，ｐＡｋｔ和 ｅＮＯＳ
ｍＲＮＡ表达水平显著降低，预先给予Ａｓｐ可以明显

增加ｐＡｋｔ和ｅＮＯＳｍＲＮＡ的表达。见图４。

３　讨论

近年来，心脑血管疾病已成为人类健康的第一

大杀手，引起人们越来越多的关注。Ａｓ是目前公
认导致心血管系统疾病高死亡率的首要原因，是多

种心脑血管疾病的共同病理基础［６］。导致 Ａｓ的
众多病因中，高脂血症是主要原因之一，而氧化型

低密度脂蛋白对内皮细胞 ＮＯ合成和释放的影响
是目前人们关注的热点。研究表明 Ａｓ疾病普遍
存在的内皮功能障碍是导致或加重 Ａｓ的重要因
素之一，其中内皮介导的 ＮＯ合成障碍和 ＮＯ平衡
失调是内皮功能障碍的主要原因之一［７］。调节

ＮＯ平衡，有利于维持血管的功能正常及结构完
整，从起始环节干预 Ａｓ的形成，可有效防治 Ａｓ导
致的心脑血管疾病。阿司匹林是一种水杨酸复合

物，是临床常用的抗炎、抗血栓药物，其作用主要

是通过抑制前列腺素（ＰＧＥ）的合成及环氧化酶
（Ｃｏｘ）的激活而实现的。最新的研究显示阿司匹
林还具有对抗过氧化物的损伤、保护血管内皮细胞

完整性的功能，其作用可能与诱导某种保护性基因

表达有关［８］。

Ａｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路有多种信号分子，而 Ａｋｔ
位于这一通路的中心环节，也是最为主要的靶酶。

磷酸化的Ａｋｔ具有抗凋亡、促进蛋白合成等活
７８７
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（１）与对照组相比，Ｐ＜００５；（２）与模型组相比，Ｐ＜００５

图３　Ａｓｐ对ｏｘＬＤＬ诱导ＨＡＥＣ细胞损伤后ｐＡｋｔ、ｅＮＯＳ蛋白表达的影响
Ｆｉｇ．３　ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｐｏｎｐＡｋｔａｎｄｅＮＯＳｐｒｏｔｅｉｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ

ｌｅｖｅｌｓｉｎＨＡＥＣｉｎｊｕｒｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘＬＤＬ

（１）与对照组比较，Ｐ＜００５；（２）与模型组比较，Ｐ＜００５

图４　阿司匹林对ｏｘＬＤＬ诱导ＨＡＥＣ损伤后ｐＡｋｔｍＲＮＡ和ｅＮＯＳｍＲＮＡ表达水平的影响
Ｆｉｇ．４　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｐｏｎｐＡｋｔａｎｄｅＮＯＳｍＲＮＡｌｅｖｅｌｓｉｎｏｘＬＤＬｉｎｄｕｃｅｄＨＡＥＣｉｎｊｕｒｙ

性［９］。ＮＯＳ分为结构型（ｅＮＯＳ、ｎＮＯＳ）和诱导型
（ｉＮＯＳ）。应激状态下，ｅＮＯＳ可抑制血管痉挛，减
少炎性细胞的侵润，ｅＮＯＳ在钙／钙调蛋白的调节下
催化 Ｌ精氨酸生成内源性 ＮＯ，后者具有扩张血
管、抗凝、抑制血小板聚集等作用。本研究结果显

示，阿司匹林可显著抑制 ＨＡＥＣ损伤，激活 ｐＡｋｔ
的磷酸化，上调 ＰＡｋｔ蛋白及 ｍＲＮＡ表达，同时上
调ｅＮＯＳ的活性，增加 ＮＯ的分泌与释放。这些结
果表明阿司匹林对血管内皮的保护作用可能与其

上调或／和激活ｐＡｋｔ／ｅＮＯＳ信号通路，诱导 ＮＯ的
分泌和释放密切相关。但对于ｐＡｋｔ／ｅＮＯＳ信号通
路是通过何种机制被激活以及其与 Ｃｏｘ信号的关
系，还有待进一步研究。

本实验对阿司匹林的心血管药效机制进行更

进一步研究，为其在心血管疾病的临床防治方面提

供了实验基础。
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细胞受到损伤后，从细胞内释放到细胞膜外，通过

测定其在细胞外的含量，能反应细胞受损程度。本

实验给予ｏｘＬＤＬ后，细胞存活率显著下降，细胞发
生严重的病理形态学改变，ＮＯ含量降低，ＬＤＨ外
漏量明显增加。采用ＣＡＲ预保护１ｈ，细胞存活率
显著增加，细胞逐渐恢复至正常形态，ＮＯ含量增
加，ＬＤＨ外漏量明显减少。

综上所述，ＣＡＲ能改善内皮功能状态，对 ｏｘ
ＬＤＬ诱导的ＨＡＥＣｓ氧化损伤具有保护作用，其作
用可能与ＮＯ系统有关。
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