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油茶皂苷对缺氧一复氧诱导的内皮细胞损伤及中性粒细胞黏附的影响
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摘要：目的研究油茶皂苷(sQs)对缺氧一复氧诱导的内皮细胞损伤及中性粒细胞黏附的作用及可能的机制。方

法 建立人脐静脉内皮细胞(HUVEC)缺氧一复氧损伤模型，取培养细胞上清液测定LDH活性，分别测定HU

VEC存活率．中性粒细胞黏附率、线粒体丙二醛(MDA)水平及超氧化物歧化酶(s0D)和谷胱甘肽过氧化物酶

(GSH—Px)活性。同法检测中性粒细胞黏附。结果缺氧复氧可导致HUVEC损伤及中性粒细胞黏附的增加，表

现为LDH活性、MDA水平及中性粒细胞黏附率显著升高，而SOD和GSH—Px活性显著下降{sQs呈浓度依赖性

地对抗上述改变。结论SQS对缺氧一复氧诱导的HUVEC损伤有保护作用，其机制可能与其抗脂质过氧化和抑制

白细胞黏附有关。
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Abstract：Objective To investigate the effect of sasanquasaponin(SQS)on injury of endothelial cells

induced by hypoxia—reoxygenation and neutropbil adhesion，and its possible mechanisms．Methods Hu

man umbilical vein endotheliaI cells(HUVEC)were exposed to normoxia or hypoxia—reoxygenation ln the

absence or presence of SQS(10．0，1．0，and 0．1#mol／I。)．Lactate dehydrogenase(LDH)activity was de—

termined in cultured HUVEC supernatants．HUVEC survivaI rate，neutrophil adhesion rate，malondialde—

hyde(MDA)1evel superoxide dismutase(SoD)and glutathione peroxidase(GSH—Px)activities were mea—

sured．Neutrophil adhesion was assayed in additional HUVEC treated as above．Results The results

showed that hypoxla—reoxygenation resulted in HUVEC injury and enhancement of neutrophil adhesion，

with the increase in LDH activity，MDA level，and adhesion rate as well，conversely，with the decrease in

activity of SOD and GSH—Px{SQS antagonized these changes in a concentration—dependent manner．Con—

elusion SQS may protect HUVEC against bypoxia—reoxygenation injury and its mechanism appeares to be

related to anti 1ipoDeroxldlzation and anti—adhesion of white blood cell．

Key words：sasa“quasaponin；endothelial cells；neutrophils；adhesion；hypoxia—reoxygenation

缺血再灌注损伤是许多心脑血管疾病共同的

病理过程。已有充分证据表明：中性粒细胞的参与是

缺血再灌注损伤的关键因素，而血管内皮则是缺

血一再灌注损伤的关键部位。1]。研究表明，细胞在缺

血或缺氧的情况下，将出现能量代谢障碍，引起细胞

内钙超载和氧自由基的产生，并产生细胞因子，激活
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中性粒细胞，激活的粒细胞可以变形、变僵，沉积在

毛细血管及小血管，从而改变血管的通透性进而损

伤血管内膜的完整性和功能，激活的中性粒细胞还

能黏附到血管和心内膜内皮细胞并迁移到皮下，分

泌各种活性物质进一步损害内皮细胞和心肌细胞。

在缺血一再灌注损伤过程中，中性白细胞与血管内皮

细胞的黏附是关键的一步。

油茶皂苷(sasanquasaponin，SQS)是从油茶

籽中提取的一种有效单体成分，化学结构上属于三

萜烯类，具有与人参皂苷、三七皂苷等相似的化学结

构。相对分子质量为1 204．035 2。前期研究发现，

SQS对心肌缺血一再灌注损伤具有保护作用，其机

制与抗钙、抗氧自由基及诱导内源性心肌保护物质

的生成有关口“]。近期在小鼠缺血一再灌注损伤实验

中，发现SQS能降低缺血一再灌注损伤所致心律失

常的发生率，其机制是通过调控心肌细胞内氯离子

的平衡来实现的[6]。但其对缺氧复氧诱导内皮细胞

损伤的作用及对中性粒细胞黏附的影响，尚未见报

道。因此，本研究拟建立人脐静脉内皮细胞(HU—

VEC)缺氧一复氧损伤模型，研究SQS对HUVEC

损伤的作用及对中性粒细胞黏附的影响并初步探讨

其作用机制。

1材料

1．1药品与主要试剂：SQS粉剂，从茶籽饼中按

Ueda的方法”1分离提取并纯化，质量分数可达

97．8％。IMDM培养基(Gibco)；胎牛血清(杭州四

季青)；胰蛋白酶(Sigma进口分装)；Ⅱ型胶原酶、

HEPES、EDTA、鼠抗人vWF、MTT、多聚赖氨酸均

为Sigma公司产品，hVEGF为Biosource公司产

品，兔抗鼠IgGl一FITC(Santa Cruz)，乳酸脱氢酶

(I。DH)、谷胱甘肽过氧化物酶(GSH—Px)、丙二醛

(MDA)和超氧化物歧化酶(sOD)测定试剂盒均

为南京建成生物工程研究所产品。

1．2 主要仪器：sw—cJ—TA水平流超净工作台

(吴江市净化设备总厂)，NAPC0二氧化碳培养箱

(美国)，DIAPHOT--TMD型倒置显微镜(Nikon

公司)，BX51型荧光显微镜(Olympus公司)，Sar—

torius BSll0型电子天平(德国)，Beckman低温低

速离心机(Beckman公司)。

2方法

2．1 HUVEC原代和传代培养：参照Jaffe等方

法o3略加改进。取分娩4 h内健康新生儿脐带，磷酸

盐缓冲液(PBS)冲洗，1 g／L胶原酶Ⅱ灌注消化，

离心收集。用含200 mL／L胎牛血清(FBS)、100

U／m!．青霉素、100 mg／I，链霉素、20／-g／l，VEGF、

50 mg／L肝素的Iscove改庭培养基(IMDM)，调整

细胞数为2×106／mL，接种于用1 g／L多聚赖氨酸

包被的培养瓶中。待细胞80％以上融合时，vWF免

疫荧光化学鉴定。取第3代细胞用于实验。

2．2 HUVEC缺氧一复氧损伤模型的建立：参照

Koyama等方法o]。首先配制模拟缺氧溶液(mmol／

L：NaH2PO{0．9、NaHC03 6．0、CaC][2 1．0、MgS04

1．2、HEPES 20．0、NaCl 98．5、KCl 10．0、乳酸钠

40．0，pH 6．8，37℃)和模拟复氧溶液(mmol／I。：

NaCl 129．5、KCl 5．0、NaH2P04 0．9、NaHC03

20．0、CaCI 2 1．0、MgS04 1．2、HEPES 20．0、葡萄糖

5．5，pH 7．4，37℃)。取第3代HUVEC，当细胞长

至80％融合时用预先经95％N。和5％CO。混合气

体饱和l h的模拟缺氧溶液置换正常培养液即缺

氧；用预先经95％o。和5％CO。混合气体饱和l h

的模拟复氧溶液置换缺氧液即为复氧。

2．3实验分组：实验共分5组，每组设复孔，重复3

次。分别为对照组：弃去原培养液，换用复氧溶液置

于培养箱(95％O。、5％CO。，37℃)3 h，再换上复

氧溶液孵育2 h。缺氧一复氧损伤组(模型组)：弃去原

培养液，换预先经95％N。和5％CO：混合气体饱和

过的模拟缺氧溶液，然后置于95％N：和5％COz混

合气体持续通气的缺氧密闭容器中(37℃)3 h，再

换上预先经95％O。和CO：混合气体饱和过的模拟

复氧溶液，于95％o。和5％CO。混合气体中复氧孵

育2 h。SQS组：在缺氧～复氧前3 h和整个缺氧一复

氧期间分别加入终浓度为10．0、1．0、0．1／』mol／L

sQs，其余处理同模型组。

2．4细胞培养上清液中LDH活性测定：实验处理

结束后各组分别收集细胞培养液，500×g离心，取

200止上清液，严格按LDH试剂盒说明书操作检
测其活性。

2．5 MTT法检测HUVEC存活率：将第3代

HUVEC接种于96孔培养板中，接种密度为每孔

2．0×10s个细胞，每孔液体200止。细胞长至80％

融合时按2．3项下方法进行处理。处理后，弃原培养

液，用PBS洗涤各孔3次，加入MTT溶液(5 rag／

mL)20 pI，，孵育4 h，每孔加入150止DMSO，振
荡10 min，选择490 nm波长，在酶联免疫检测仪上

测定各孔吸光度(A)值。设不加细胞只加孵育液的

空白对照调零，记录结果。

细胞存活率一实验组^值／对照组^值×100％

2．6人外周血中性粒细胞的分离：健康人静脉血
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20 mL，肝素抗凝，用Pereoll分离液分离中性粒细

胞(1．080 g／mI。)，PBS洗涤两遍后重悬于50 mE／

L FBS的IMDM培养基中，调整细胞数为2．5×

106／mE。Giemsa染色中性粒细胞纯度90％以上，

台盼蓝染色细胞活力大于95％。

2．7 中性粒细胞与HUVEC黏附率的测定：Hu—

VEC处理结束后，吸弃各孔液体，PBS洗孔3次，加

入中性粒细胞悬液200 pL(5．0×105个)，37℃孵

育30 min。吸除未黏附的中性粒细胞，PBS洗3次，

每孔加入100 pL 0．25％Rose Bengal(PBS配制)，

室温孵育5 rain。吸除染料，PBS洗3次，加入PBS

乙醇(1；1)，每孔200 pL，室温孵育30 min，酶标

仪570 nm波长测定各孔A值。中性粒细胞所摄取

的Rose Bengal染料在PBS一乙醇作用后可释放出

来，因此，每孔A值与所黏附的中性粒细胞数量成

正比，计算各组的细胞黏附率。

黏附率一(HUVEC黏附中性粒细胞A值一HUVEC A

值)／／m入总中性粒细胞A值×100％

2．8 HUVEC线粒体蛋白的制备：经2．3项下方法

处理后的HUVEC用PBS洗2次，用细胞刮收集

细胞，PBS洗2次，离心(1 500×g，5 rain)，收集细

胞沉淀于1．5 mL Eppendorff管中。加入1．0 mL

Pipes—Triton buffer(10 mmol／L Pipes、0．1 mol／I，

NaCl、2 mmol／L MgCl2、1 mmol／L PMSF、10 pg／

mL Leupeptin、0．1％Triton，pH 7．9)，吹打混匀细

胞，在4℃孵育30 min。4℃10 000×g离心20

min，弃上清液，即得粗线粒体沉淀，超速离心

(1 5 000×g，30 min)一次，得到较纯的线粒体沉淀。

用考马斯亮蓝法进行蛋白定量，储于～70℃备用。

2．9 HUVEC线粒体MDA水平、SOD和GSH-

Px活性测定：取200 pI，线粒体悬液严格按试剂盒

上说明分别进行各指标测定。

2．10统计分析：所有数据均以z士s表示，采用统

计软件SPSS 11．5进行方差齐性检验、单因素方差

分析(One way ANOVA)，组间比较用LSD法。

3结果

3．1 sQs对缺氧一复氧诱导HUVEC损伤的影响：

HUVEC缺氧一复氧损伤5 h后，培养液中LDH活性

显著升高，与对照组比较，差异非常显著(尸<

0．01)；但HUVEC存活率无明显下降。不同浓度的

SQS(IO．0、1．0、0．1 wnol／L)预先孵育HUVEC 3

h后，再缺氧一复氧损伤5 h，可见sQs呈浓度依赖性

地降低LDH活性，其中10．0／zmol／L SQS作用最

明显；但对HUVEC存活率无明显影响。结果见表1。

裹1 SQS对缺氲一复氧诱导HUVEC损伤的影响

(xis，H一6)

Table 1 Effect of SQS oⅡHUVEC Injury induced

by bypoxla-reoxysenatlon(，士，，月一6)

与对照组比较}¨P<O 01

与模型组比较：6P<o．05 66P<0．01

’’P<0．01口5 control group

Ap<0．05△△P<0．01。j model group

3．2 SQS对缺氧一复氧诱导中性粒细胞与HUVEC

黏附的影响：由表2可看出，模型组中性粒细胞与

HUVEC的黏附率明显高于对照组，差异非常显著

(P<o．01)；sQs高、中、低浓度组与模型组比较，中

性粒细胞黏附率分别下降了39．6％、32．5％和

22．2％，差异显著(P<o．01、0．05)，且呈一定的浓

度依赖关系。

衰2 SQS对缺氲一复氧诱导中性粒细胞与HUVEC

黠附的影响(；士s，n一6)

Table 2 Effect of SQS on neatrophU站lhesion to HUVEC

induced by hypoxla—reoxygenation“土s，n一6)

与对照组比较：一P<0．01

与模型组比较：6．p<0．05△6P<O．OJ

。。P<O-01口s cDntT。l group

△P<O．05 △△P<0．01叫model group

3．3 SQS对缺氧一复氧损伤HuVEc线粒体MDA

水平、SOD和GsH—Px模型活性的影响：模型组

MDA水平显著增加，与对照组比较差异非常显著

(P<o．01)。模型组SOD、GSH—Px活性与对照组比

较，分别降低了53．3％和48．6Z，差异非常显著

(P<o．01)。SQS呈浓度依赖性地抑制缺氧一复氧所

致的MDA升高，并显著提高sOD和GSH—Px活

性。结果见表3。

4讨论

白细胞与内皮细胞(Ec)黏附是多种急、慢性

心脑血管疾病发生、发展的重要环节。大量研究表

明，局部缺血时，除缺血再灌注所致组织直接损伤

外，缺血区还可产生多种细胞因子(如IL—l、TNF一“
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表3 SQS对缺氧一复氧损伤HUVEC线粒体MDA水平、

SOD和GSH—Px活性的影响(；士F，H一6)

Table 3 Effect of SQS on MDA level，SOD and GSH-Px

activities of HUVEC injuried by hypoxia—

reoxygenation(J士J，月=6)

与对照组比较：’。P<()·Ol

与模型组比较：6P<0．05 z弘p<0．01

+‘P<0 01目j control group

￡P<0—05△△P<0—01 v5 model group

等)及大量的活性氧(ROS)，进一步刺激血管EC，

导致EC损伤，并诱导EC大量表达细胞黏附分子

(CAMs)，如ICAM 1、VCAM—l、E选择素等。白细

胞在一系列分子级联反应的作用下，沿血管内皮滚

动，识别并结合位点，形成病源性细胞，进一步加剧

炎症反应的发生和发展，最终导致多器官功能不全

(MODS)甚至多器官衰竭(MOF)口⋯。

本实验以HuVEC的缺氧复氧应激损伤模型

来模拟组织器官的缺血一再灌注损伤，从细胞水平来

观察sQs对HUVEC缺氧一复氧应激损伤的保护

作用及中性粒细胞黏附的影响，并初步探讨sQs的

可能作用机制。本研究发现：体外培养的HUVEC

在受到缺氧一复氧应激时，LDH活性显著增加，但存

活率无明显影响，这说明在缺氧一复氧时，HUVEC

可出现不同程度的损伤，但还不足以产生明显的凋

亡或死亡的结果，HUVEC此时还处于应激状态。

sQs呈浓度依赖性地对抗缺氧复氧应激所致的

HUVEC损伤，降低I，DH活性，对HUVEC的损伤

有显著的保护作用，但它对HUVEC的增殖无明显

影响。

在中性粒细胞与HUVEC黏附的实验中，发现

缺氧复氧应激可促进中性粒细胞与HUVEC的黏

附，黏附率较对照组明显升高，该变化与HUVEC

的损伤程度呈平行关系，这说明中性粒细胞与EC

的黏附可加重EC的损伤，其机制为中性粒细胞与

EC黏附可激活黄嘌呤脱氢酶(XD)转化为黄嘌呤

氧化酶(xO)，在x0的作用下，产生大量毒性的活

性氧系列(Ros)，使EC膜脂质过氧化，产生大量

的MDA，导致EC的损伤⋯】。而sQs可显著抑制

缺氧一复氧应激所致的白细胞黏附增加，并呈一定的

浓度依赖关系，这可能是SQS对EC产生保护作用

的机制。sQs抑制白细胞黏附的机制可能与细胞间

黏附分子(ICAM一1)转录下调有关”“。

此外，本实验还发现缺氧一复氧应激可引起

HUVEC线粒体MDA大量堆积，SOD和GsH—Px

活性明显降低，以致ROs在线粒体的积聚造成EC

损伤；sQs可显著降低缺氧复氧所致的线粒体

MDA生成，提高或恢复EC线粒体sOD和GSH

Px活力，增强或恢复其清除氧自由基的能力，并呈

现一定的剂量依赖性。这可能是sQs对EC产生保

护作用的又一重要机制，这一结果与前期在大鼠心

肌损伤实验中观察的结果相吻合1“。

综上所述，sQS对缺氧一复氧诱导的HUVEC

损伤具有保护作用，其机制可能与其抗脂质过氧化

作用和抑制白细胞黏附作用有关，但确切作用机制

有待于进一步研究。
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