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［摘　要］目的：研究卡维地洛（ＣＡＲ）对氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）诱导的人主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣｓ）损伤
的保护作用。方法：体外培养 ＨＡＥＣｓ，分为对照组、模型组、ＣＡＲ高剂量组（ＣＡＲＨ组）和 ＣＡＲ低剂量（ＣＡＲＬ
组），即对照组（无血清 ＤＭＥＭ）、模型组（２００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ１００μＬ）、ＣＡＲ高剂量组（ＣＡＲＨ组，２００ｍｇ／Ｌｏｘ
ＬＤＬ及１×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＡＲ各１００μＬ）及ＣＡＲ低剂量组（ＣＡＲＬ组，２００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ及１×１０－６ｍｏｌ／ＬＣＡＲ各
１００μＬ），后两组 ＣＡＲ预保护１ｈ后，加入ｏｘＬＤＬ作用２４ｈ；采用ＭＴＴ法分析细胞存活率，吉姆萨（Ｇｉｅｍｓａ）染色
后观察ＨＡＥＣｓ形态；酶联免疫吸附法（ＥＬＩＳＡ）检测培养液中一氧化氮（ＮＯ）含量及乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）外漏量。
结果：模型组与对照组相比，细胞发生严重的病理形态学改变，细胞存活率及ＮＯ含量显著降低，ＬＤＨ外漏量显
著升高（Ｐ＜００５），ＣＡＲＨ组和ＣＡＲＬ组细胞接近对照组，细胞存活率及ＮＯ含量较模型组显著提高，ＬＤＨ外漏
量显著降低（Ｐ＜００５）。结论：ＣＡＲ能减少ｏｘＬＤＬ诱导的ＨＡＥＣｓ损伤，其作用可能与ＮＯ系统有关。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是导致心
血管疾病发生的最主要的始发病因和病理学基础，

涉及多种细胞功能及血液成分的变化［１］，血管内

皮细胞作为血液与血管壁间的天然屏障，其损伤造

成的内皮功能障碍是 ＡＳ的始动环节［２］。氧化低

密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘ
ＬＤＬ）可引起内皮受损或功能失调，还可引起脂代
谢异常，内膜受损，脂点脂纹形成，继而出现纤维斑

块和粥样斑块［３－５］，从而导致 ＡＳ的发生。因此，
保护内皮功能对防治 ＡＳ尤为重要。卡维地洛
（ｃａｒｖｅｄｉｌｏｌ，ＣＡＲ）为α和 β受体阻断剂，具有抗交
感活性、钙通道阻滞作用以及抗自由基、抗氧化作

用［６］，在临床上已经被证实可用于抗心肌缺血，抗

心律失常等［７－１０］。除此之外，ＣＡＲ还可作用于内
皮细胞，发挥其保护作用［１１］。ＡＳ发生与内皮细胞
损伤密切相关，且涉及很多机制，包括炎性因子诱

导的炎症反应，脂质过氧化诱导的黏附分子表达增

加，单核－内皮细胞黏附等。保护内皮细胞结构和
功能的完整性，有利于减少ＡＳ的发生。本实验观察
ＣＡＲ对ｏｘＬＤＬ诱导人主动脉内皮细胞（ｈｕｍａｎａｏｒ
ｔｉｃｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＡＥＣｓ）氧化损伤的保护作用。

１　材料和方法

１１　材料
人主动脉内皮细胞（ＨＡＥＣｓ），内皮细胞培养

液（ＥＣＭ）、胰蛋白酶、中和液及冻存液均购自美国
Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，氧化低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ，北京协
生生物科技有限责任公司），ＣＡＲ标准品（中国药品
生物制品检定所，批号：１００７３０－２００４０１），二甲基亚
砜（ＤＭＳＯ，北京鼎国生物技术有限责任公司），一氧
化氮（ＮＯ）试剂盒（南京建成生物工程研究所），乳酸
脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒（齐一生物科技上海有限公
司），ＣＫ４０－Ｆ２００倒置显微镜（日本 ＯＹＭＰＵＳ公
司），ＨＦ２４０细胞培养箱（上海 ＨｅａｌＦｏｒｃｅ公司），
ＥＬＸ８００型酶联免疫检测仪（美国ＧＥ公司）。
１２　方法
１２１　ＨＡＥＣｓ培养　复苏 ＨＡＥＣｓ，置于含 ＥＣＭ
（由５％灭活胎牛血清、１００Ｕ青霉素、１００ｍｇ／Ｌ链

霉素配制而成）３ｍＬ的一次性培养瓶中于３７℃，
５％ ＣＯ２恒温饱和湿度的培养箱中培养，取 ３～５
代细胞进行实验。

１２２　确定ｏｘＬＤＬ诱导ＨＡＥＣｓ损伤的浓度和时
间　 ＨＡＥＣｓ计数后以１×１０５个／ｍＬ接种于９６孔
板中，每孔１００μＬ。采用无血清ＤＭＥＭ培养基（每
孔２００μＬ）同步化 １２ｈ后，分别加入 ０、５０、１００、
２００、３００、４００、６００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ作用 ２４ｈ，采用
ＭＴＴ法分析 ＨＡＥＣｓ的存活率，实验重复３次。随
着ｏｘＬＤＬ浓度增加，细胞存活率明显降低，根据存
活率选取２００ｍｇ／Ｌ（存活率约７０％）作为 ｏｘＬＤＬ
损伤ＨＡＥＣｓ的最佳浓度。
１２３　分组及处理　实验分为对照组、模型组、
ＣＡＲ高剂量组（ＣＡＲＨ组）及ＣＡＲ低剂量组（ＣＡＲ
Ｌ组），对照组加无血清 ＤＭＥＭ２００μＬ，模型组加
ＤＭＥＭ１００μＬ及２００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ１００μＬ，ＣＡＲＨ
组加２００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ和１×１０－５ｍｏｌ／ＬＣＡＲ各
１００μＬ，ＣＡＲＬ组加２００ｍｇ／ＬｏｘＬＤＬ和１×１０－６ｍｏｌ／Ｌ
ＣＡＲ各１００μＬ。
１２４　ＭＴＴ法分析细胞存活率　ＣＡＲＨ组和
ＣＡＲＬ组加入ＣＡＲ预保护１ｈ后，加入 ｏｘＬＤＬ继
续作用２４ｈ。每孔加入５ｇ／ＬＭＴＴ２０μＬ，孵育４ｈ
后弃上清液，每孔加入ＤＭＳＯ１５０μＬ，震荡１０ｍｉｎ，
用酶联免疫检测仪于 ４９０ｎｍ处测定各孔吸光度
值，结果以ＯＤ表示。每组设６个复孔，实验重复３
次。细胞存活率 ＝（实验组 ＯＤ４９０ｎｍ －调零组
ＯＤ４９０ｎｍ）／（对照组ＯＤ４９０ｎｍ－调零组ＯＤ４９０ｎｍ）×１００％。
１２５　细胞形态　吉姆萨染色按照说明书进行，
待细胞染色后于倒置相差显微镜下观察细胞形态

并拍照。

１２６　ＮＯ含量及 ＬＤＨ外漏量　将 ＨＡＥＣｓ接种
于９６孔板，按１２３方法分组处理后收集培养液
上清，－２０℃冰箱保存，备测。参照试剂盒说明书
测定培养上清液中ＮＯ含量以及ＬＤＨ外漏量。
１３　统计学分析　　

所有数据用ＳＰＳＳ１７０软件进行统计学处理，
数据以均数±标准差（ｘ±ｓ）表示。方差齐采用 ｔ
检验，方差不齐采用秩和检验，Ｐ＜００５表示差异
具有统计学意义。
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２　结果
２１　ＨＡＥＣｓ存活率

ｏｘＬＤＬ作用２４ｈ后，模型组与对照组比较，细
胞存活率显著降低（Ｐ＜００５）。ＣＡＲＨ组和 ＣＡＲ
Ｌ组较模型组细胞存活率显著提高（Ｐ＜００５），见
表１。

表１　各组ＨＡＥＣｓ存活率（ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｔａｂ．１　ＴｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｒａｔｅｏｆＨＡＥＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别
ＨＡＥＣｓ

ＯＤ值（４９０ｎｍ） 存活率（％）
对照组 ０３２３±００１７ １００
模型组 ０２２９±００１３（１） ７０９
ＣＡＲＨ组 ０３０７±００３２（２） ９５０
ＣＡＲＬ组 ０２８９±００１５（２） ８９５

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；（２）与模型组比较，Ｐ＜００１

２２　ＨＡＥＣｓ的形态学改变
经Ｇｉｅｍｓａ染色后，细胞核染为蓝紫色，胞浆染

成淡粉红色。对照组细胞数目较多，胞间连接紧

密，成多角形或梭型，核多偏向一侧；模型组细胞数

目明显减少，胞间隙明显增大，胞核居中，包体膨

大，形态异于正常，表现出细胞凋亡的形态学特征；

与模型组相比较，ＣＡＲＨ组和 ＣＡＲＬ组细胞形态
接近于正常，说明 ＣＡＲ能明显抑制 ｏｘＬＤＬ对
ＨＡＥＣｓ的损伤。见图１。
２３　ＮＯ含量及ＬＤＨ外漏量

与对照组比较，模型组ＮＯ含量显著性降低（Ｐ
＜００１），而加入高低剂量 ＣＡＲ后，都能显著增加
ＮＯ含量（Ｐ＜００１）；与对照组比较，模型组 ＬＤＨ
外漏量明显增加（Ｐ＜００１），而加入高低剂量ＣＡＲ
后能显著降低ＬＤＨ外漏量（Ｐ＜００５）。见表２。

　　对照组　　　　　　　　模型组　　　　　　　　　　ＣＡＲＨ组　　　　　　　　ＣＡＲＬ组

图１　各组ＨＡＥＣｓ形态（Ｇｉｅｍｓａ，×２００）
Ｆｉｇ．１　ＧｉｅｍｓａｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＨＡＥＣｓｃｅｌｌｓ

表２　各组ＨＡＥＣｓ中ＮＯ含量及
ＬＤＨ外漏量 （ｘ±ｓ，ｎ＝６）

Ｔａｂ．２　ＮＯｃｏｎｔｅｎｔａｎｄＬＤＨｌｅａｋａｇｅ
ｏｆＨＡＥＣｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

组别 ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＬＤＨ（Ｕ／Ｌ）
对照组 １８９３±２２１３ ３５１１８±９３２
模型组 １３４５±１０２３（１） ６９４１０±７２９（１）

ＣＡＲＨ组 １７９８±１８０２（２） ４４２８３±６７３（２）

ＣＡＲＬ组 １６８７±１２１３（２） ４９３４５±９７６（３）

（１）与对照组比较，Ｐ＜００１；与模型组比较，（２）Ｐ＜００１，（３）

Ｐ＜００５

３　讨论

ＥＣ是位于血管壁和血流间的单层扁平细
胞［１２］，不仅是血管壁与血液之间的机械屏障，而且

具有维持血管通透性、血管张力、选择性屏障、抗

凝、活性物质代谢及正常血液流动等功能。ＥＣ损
伤可导致血管张力、血流动力学改变及血管通透性

增加［１３－１４］。其损伤被认为是促使 ＡＳ形成的关键
环节。ｏｘＬＤＬ是导致血管内皮氧化损伤的主要因
素，其通过诱导血管内皮细胞及单核巨噬细胞表达

黏附分子、趋化因子等，介导白细胞的滚动作用，将

其定于内皮细胞表面，促进泡沫细胞形成，使内膜

增厚进而引发动脉粥样硬化［１５］，从而导致心血管

疾病的发生。因此，本实验采用 ｏｘＬＤＬ来建立
ＨＡＥＣｓ的损伤模型。

采用ＭＴＴ分析法，摸索药物作用最佳浓度和
时间，有利于更好地探讨药物是否发挥作用。Ｇｉ
ｅｍｓａ染色能从形态学上对细胞病理改变情况进行
分析。ＮＯ作为ＥＣ合成并分泌的血管源性舒张因
子，经ＮＯＳ催化Ｌ精氨酸而生成，是心血管系统功
能重要的调节因子。其能在生理情况下抑制平滑

肌细胞增殖及向血管内膜下迁移；抑制血小板黏附

及聚集功能，阻止血栓形成；抑制脂质过氧化及氧

自由基的产生，使细胞免受超氧阴离子损伤［１６］，从

而能减少 ＡＳ的发生。ＬＤＨ作为细胞标志性代谢
相关酶，是目前细胞损伤的标志物之一。ＬＤＨ在
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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ｏｘＬＤＬ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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