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盐酸苄丝肼对脂多糖所致人脐静脉内皮细胞炎症的

影响及其机制研究

杨　薇，王绍达，秦淑杰，吴　纲，何书英

（中国药科大学生命科学与技术学院，南京 ２１０００９）

摘　要　通过脂多糖（ＬＰＳ）诱导人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）建立体外炎症模型，进一步验证盐酸苄丝肼的抗炎作用，并
探究盐酸苄丝肼抗炎抗动脉粥样硬化的相关分子机制。实验分为空白组（ＰＢＳ＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基）、模型组［ＬＰＳ
（５００μｇ／ｍＬ）＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基］及给药组［ＬＰＳ（５００μｇ／ｍＬ）＋盐酸苄丝肼 ＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基］，采用
Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ和ｑＰＣＲ检测ＨＵＶＥＣｓ细胞中炎症因子血清淀粉样蛋白 Ｐ（ＳＡＰ）、ＴＮＦα、ＭＣＰ１蛋白和 ｍＲＮＡ的表达
水平。采用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测ｐ６５／ｐｐ６５、ｐ３８／ｐｐ３８、ＩκＢα／ｐＩκＢα和ＡＫＴ／ｐＡＫＴ的表达水平及ｐ６５、ｐ３８、ＩκＢα的入核情况。
结果显示，盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）能显著抑制促炎细胞因子 ＳＡＰ、ＴＮＦα和 ＭＣＰ１的蛋白及其
ｍＲＮＡ的表达，在下调ｐ６５／ｐｐ６５、ｐ３８／ｐｐ３８、ＩκＢα／ｐＩκＢα和ＡＫＴ／ｐＡＫＴ的蛋白表达的同时抑制ｐ６５、ｐ３８、ＩκＢα的核转位，
从而抑制相关基因的转录活性。
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）是一种严
重危害人类健康的心血管常见疾病，可诱发脑血管

病、冠心病和血栓栓塞性疾病等缺血性心脑血管

病［１］。目前认为，动脉粥样硬化的发生是由于细

胞因子和血管细胞间的相互作用，在各种危险因子

的作用下，血管内皮细胞损伤致使多种生长调节因

子、细胞因子和血管活性物质的表达、激活紊

乱［２］，并改变平滑肌细胞基因的表达致使其异常

增殖，从而引起血管腔狭窄和痉挛，使血管局部产

生的一种过度的慢性炎性增生反应。在这个过程

中，大量的炎性细胞因子参与其中，对 ＡＳ的发生
和发展起到了至关重要的作用［３］，如肿瘤坏死因

子α（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒα，ＴＮＦα）、血清样淀粉
蛋白Ｐ（ｓｅｒｕｍａｍｙｌｏｉｄＰ，ＳＡＰ）、单核细胞趋化蛋白
１（ｍｏｍｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏｔａｃｔｉｃｐｒｏｔｅｉｎ１，ＭＣＰ１）等。

ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路是介导炎症反应相
关通路中最常见的两条通路，其关键蛋白被磷酸化

激活后可导致通路中的相应蛋白发生核转位，从而

调控下游基因的转录活性。在 ＡＳ病变的早期，
ＮＦκＢ激活内皮细胞分泌 ＭＣＰ１和 ＩＬ８，介导单
核细胞和淋巴细胞向管壁运动，促进炎症的发生和

内皮细胞的损伤［４］。由此可见，抑制促炎性细胞

因子的合成及其相关信号通路关键蛋白的表达是

控制ＡＳ的有效手段之一。
盐酸苄丝肼（ｂｅｎｓｅｒａｚｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）是外周

脱羧酶抑制药，与左旋多巴联合应用制成复方制剂

多巴丝肼［５］，在临床上常用于帕金森病的治疗。

本实验室前期动物实验研究表明，盐酸苄丝肼可显

著降低ＡｐｏＥ－／－小鼠主动脉根、主动脉弓的动脉斑
块面积，并可显著下调与 ＡＳ相关的炎症因子的表
达（结果待发表）。故本研究通过脂多糖（ｌｉｐｏｐｏ
ｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ，ＬＰＳ）诱导人脐静脉内皮细胞建立体
外炎症模型，以进一步评估盐酸苄丝肼的体外抗炎

活性，并探究盐酸苄丝肼抗动脉粥样硬化的相关

机制。

!

　材　料

１１　试　剂
高糖ＤＭＥＭ培养基、胰蛋白酶、青霉素链霉素

双抗（美国Ｇｉｂｃｏ公司）；胎牛血清（以色列 Ｂｉｏｌｏｇｉ
ｃａｌＩｎｄｕｓｔｒｉｅｓ公司）；盐酸苄丝肼（美国ＡｌｆａＡｅｓａｒ公
司，ＣＡＳ：１４９１９７７８，ＡＲ：９８％，批号：Ｃ１０００６４０４）、
ＬＰＳ（美国Ｓｉｇｍａ公司）；四甲基偶氮唑盐（合肥Ｂｉｏ
ｓｈａｒｐ公司）；ＲＩＰＡ细胞裂解液、ＢＣＡ蛋白定量试剂
盒（上海碧云天生物技术有限公司）；ＥＣＬ检测液试
剂盒（博士德生物工程有限公司）；核蛋白和胞浆蛋

白提取试剂盒（江苏凯基生物技术股份有限公司）；

人ＭＣＰ１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒（武汉六合生物技术有
限公司）；人ＴＮＦαＥＬＩＳＡ检测试剂盒（深圳达科为
生物技术有限公司）；Ｔｒｉｚｏｌ溶液（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公
司）；反转录合成一体试剂盒（５×ＡＬＬＩｎＯｎｅＲＴ
ＭａｓｔｅｒＭｉｘ）、快速ＥｖａＧｒｅｅｎ荧光定量ＰＣＲ预混试剂
盒（ＥｖａＧｒｅｅｎ２×ｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ）、９６孔 ｑＰＣＲ板
（加拿大ＡＢＭ公司）；ＰＣＲ引物（通用生物系统有限
公司）；ＧＡＰＤＨ抗体（美国Ａｂｗａｙｓ公司）；ＨＲＰ标记
山羊抗兔ＩｇＧ（Ｈ＋Ｌ）（麦约尔生物技术有限公司）。
抗ＳＡＰ抗体、抗ＩκＢα抗体、抗ｐＩκＢα（ｐｈｏｓｐｈｏＳ３６）
抗体、抗ｐ３８抗体（英国Ａｂｃａｍ公司）；ｐｐ３８ＭＡＰＫ
（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙｒ１８２）抗体（美国 ＡｆｆｉｎｉｔｙＢｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ公
司）；兔 抗 ＮＦκＢ ｐ６５抗 体、兔 抗 ｐＮＦκＢ ｐ６５
（Ｔｈｒ２５４）抗体（北京博奥森生物技术有限公司）；抗
ＡＫＴ抗体、抗 ｐＡＫＴ（Ｓｅｒ４７３）抗体（美国 ＣＳＴ公
司）；Ｌａｍｉｎｂ１抗体（美国Ｓｉｇｎａｌｗａｙ抗体公司）。
１２　仪　器

ＴＧＬ２０Ｍ高速台式冷冻离心机（湖南湘仪实
验仪器开发有限公司）；Ｓｙｎｅｒｇｙ２型微孔板分析仪
（美国ＢｉｏＴｅｋ公司）；化学发光成像系统、ＭｙＣｙｃ
ｌｅｒＴＭＴｈｅｒｍａｌＣｙｃｌｅｒＳｙｓｔｅｍ（美国 ＢｉｏＲａｄ公司）；
４８０Ⅱ型ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ仪（瑞士Ｒｏｃｈｅ公司）。
１３　细胞株

人脐静脉内皮细胞株（ＨＵＶＥＣｓ）由中国药科
大学生命科学与技术学院徐寒梅教授实验室提供。

"

　方　法

２１　药物配制
盐酸苄丝肼性质极不稳定，对光照、温度、溶剂

的ｐＨ变化很敏感，故本实验采用生理盐水作为溶
剂，配制初始浓度为１×１０－７ｍｏＬ／Ｌ的盐酸苄丝肼
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溶液，在配药过程中避光处理，并采用０２２μｍ微
孔滤器对药物进行过滤，于超净台中配制完成后在

容器表面包裹锡箔纸并置于４℃避光保存。
２２　细胞培养

采用含有１０％胎牛血清（ＦＢＳ）的高糖 ＤＭＥＭ
培养基，加入０５％青霉素链霉素双抗溶液，培养
条件：３７℃、５％ ＣＯ２的细胞培养箱，传代周期为
２～３ｄ［６］。
２３　人脐静脉内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）急性炎症模型
的建立

将ＨＵＶＥＣｓ以每孔２×１０５个细胞的密度接种
于无菌６孔板中，待细胞生长至８０％细胞密度时，
将细胞分为空白组（ＰＢＳ＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养
基）和模型组、模型组［ＬＰＳ（３００、５００、７００、９００μｇ／
ｍＬ）＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基］，每组设置３个
复孔，培养２４ｈ。取上清液，离心，并将离心后的细
胞上清液转移到新的 ＥＰ管中，于 －２０℃冰箱保
存，并用试剂盒检测不同实验组中 ＴＮＦα水平的
变化情况。

２４　ＭＴＴ测定盐酸苄丝肼的细胞毒性
将ＨＵＶＥＣｓ按每孔１×１０３个细胞的密度接种

于９６孔培养板，培养２４ｈ后，将细胞分为空白组
（０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基）、给药组（０５％ ＦＢＳ
ＤＭＥＭ培养基 ＋１×１０－６、１×１０－７、１×１０－８、１×
１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１、１×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ盐酸苄丝
肼），每组设置６个复孔。孵育２４ｈ后，每孔加入
５ｍｇ／ｍＬＭＴＴ溶液２０μＬ，３７℃孵育４ｈ后，弃去
细胞培养液，每孔加入 ＤＭＳＯ１５０μＬ，溶解结晶，
于水平摇床振荡混匀１０ｍｉｎ后于４９０ｎｍ处测定
各孔吸收度。

２５　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ和 ＥＬＩＳＡ测定 ＨＵＶＥＣｓ细胞中
相关炎症因子的表达水平

将ＨＵＶＥＣｓ以每孔２×１０５个细胞的密度接种
于无菌６孔板中，待细胞生长至８０％细胞密度时，
将细胞分为空白组（ＰＢＳ＋０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养
基）、模型组 ［ＬＰＳ（５００μｇ／ｍＬ）＋０５％ ＦＢＳ
ＤＭＥＭ培养基］，给药组［ＬＰＳ（５００μｇ／ｍＬ）＋盐酸
苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）＋
０５％ ＦＢＳＤＭＥＭ培养基］，每组设置３个复孔，培
养２４ｈ。取上清液，离心，并将离心后的细胞上清
液转移到新的 ＥＰ管中，于 －２０℃冰箱保存，并用
试剂盒检测不同实验组中ＴＮＦα和ＭＣＰ１水平的

变化情况。余下的各组细胞用胰酶消化后，４℃离
心收集细胞沉淀，用 ＲＩＰＡ裂解液裂解细胞提取蛋
白，并用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定不同实验组中 ＳＡＰ蛋白
的表达水平。

２６　ｑＰＣＲ测定 ＨＵＶＥＣｓ细胞中相关炎症因子
ｍＲＮＡ的表达水平

将ＨＵＶＥＣｓ以每孔２×１０５个细胞的密度接种
于无菌６孔板中，细胞培养和分组同“２５”项，每组
设置３个复孔。培养２４ｈ后，取出孔板，弃去上清
液，用冷００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤２遍，每管加入Ｔｒｉｚｏｌ
１ｍＬ，混匀，静置１０ｍｉｎ后，加入氯仿２００μＬ，剧烈
混匀１５ｓ，室温静置５ｍｉｎ。４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离
心１５ｍｉｎ。取上层水相（约５００μＬ）置于另一 ＥＰ
管中，加异丙醇５００μＬ，混匀，－２０℃放置３０ｍｉｎ。
４℃，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ。弃去上清液，加入
预冷７５％乙醇（ＤＥＰＣ水配制）１ｍＬ，４℃，１２０００
ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。弃去上清液，置于超净台室温
干燥３ｍｉｎ，待乙醇挥发后加入ＤＥＰＣ水２０μＬ溶解
ＲＮＡ，用Ｓｙｎｅｒｇｙ２型微孔板分析仪测定ＲＮＡ浓度，
按照反转录合成一体试剂盒说明书将各组分 ＲＮＡ
反转录成 ｃＤＮＡ，保存于 －２０℃。快速 ＥｖａＧｒｅｅｎ
荧光定量 ＰＣＲ预混试剂盒说明书，在９６孔 ｑＰＣＲ
板中依次加入各试剂，每组设置 ４个复孔，使用
ＲｅａｌＴｉｍｅｑＰＣＲ仪检测，反应条件设置为：９５℃、
１０ｍｉｎ（预变性）；９５℃、１５ｓ（变性）；６０℃、６０ｓ
（退火／延伸）；扩增４０个循环。得出各组分的 Ｃｔ，
采用２－ΔΔＣｔ法计算。
２７　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定 ＨＵＶＥＣｓ细胞信号通路中
关键蛋白的表达水平

将ＨＵＶＥＣｓ以每孔２×１０５个细胞的密度接种
于无菌６孔板中，细胞培养和分组同上，每组设置
３个复孔。培养２４ｈ后，取出孔板，弃去上清液，用
冷００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤２遍，胰酶消化后４℃离
心收集细胞沉淀，再用冷００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤沉
淀２遍，每管加入 ＲＩＰＡ裂解液（含广谱蛋白酶抑
制剂和磷酸酶抑制剂）１５０μＬ于冰上裂解细胞
３０ｍｉｎ，４℃离心，将上清液转移到新的 ＥＰ管中，
即为细胞总蛋白，ＢＣＡ法测定蛋白浓度并定量，经
１０％或１２％ ＳＤＳＰＡＧＥ电泳分离蛋白，半干转法
将蛋白电转移到 ＰＶＤＦ膜上，室温下５％脱脂奶粉
封闭膜 ２ｈ，与 ＧＡＰＤＨ、ＩκＢα、ｐＩκＢα（ｐｈｏｓｐｈｏ
Ｓ３６）、ｐ３８、ｐｐ３８ＭＡＰＫ（Ｔｈｒ１８０／Ｔｙｒ１８２）、ＮＦκＢ
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ｐ６５、ｐＮＦκＢｐ６５（Ｔｈｒ２５４）、ＡＫＴ、ｐＡＫＴ抗体湿盒
内４℃孵育过夜。第 ２天，室温下 ＴＢＳＴ洗涤
（１０ｍｉｎ×４），室温山羊抗兔二抗避光孵育１５ｈ，
ＴＢＳＴ洗涤（１０ｍｉｎ×３），ＥＣＬ化学发光法显影，
ＢｉｏＲａｄ成像系统拍照，并用 ＩｍａｇｅＪ进行条带灰
度分析。

２８　核蛋白和胞浆蛋白提取
细胞处理及分组同上，培养 ２４ｈ后，取出孔

板，弃去上清液，用冷００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤２遍，
胰酶消化后４℃，１５００ｒ／ｍｉｎ离心３ｍｉｎ收集细胞
沉淀，再用冷００１ｍｏｌ／ＬＰＢＳ洗涤沉淀２遍；用移
液枪尽可能弃去上清液，勿留残液，估计细胞压积

（离心后的紧实细胞体积，约５０～１００μＬ），使用试
剂盒提取核蛋白以及胞浆蛋白，ＢＣＡ蛋白定量后
分装并保存于－８０℃，避免反复冻融。
２９　统计学分析

实验数据用 珋ｘ±ｓ表示，统计学差异均采用
ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ５进行分析，显著性差异用 ｔ检验。
Ｐ＜００５为有显著性差异，Ｐ＜００１为有极显著性
差异。

#

　结　果

３１　ＬＰＳ诱导ＨＵＶＥＣｓ炎症模型的建立
为了确定构建 ＨＵＶＥＣｓ炎症模型所需的 ＬＰＳ

剂量，将细胞分为空白组和模型组（分别加入３００、
５００、７００、９００μｇ／ｍＬＬＰＳ），共同孵育２４ｈ后吸取
细胞上清液，通过 ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清液中
ＴＮＦα水平的变化。如图１所示，与空白组相比，
当ＬＰＳ质量浓度在３００～５００μｇ／ｍＬ之间时，ＴＮＦ
α的表达量随着 ＬＰＳ质量浓度的升高而升高，当
ＬＰＳ质量浓度在５００～９００μｇ／ｍＬ之间时，ＴＮＦα
的表达量随着ＬＰＳ浓度的升高反而出现下降的趋
势。综合数据分析结果，与空白组相比，所有加入

ＬＰＳ的模型组均能刺激细胞分泌更多的 ＴＮＦα，当
ＬＰＳ质量浓度为５００μｇ／ｍＬ时，细胞分泌的ＴＮＦα
最多，且与空白组相比有显著性差异（Ｐ＜００５），
因此，最终选用５００μｇ／ｍＬ的 ＬＰＳ为本实验后续
造模浓度。

３２　不同浓度盐酸苄丝肼对 ＨＵＶＥＣｓ的细胞
毒性

不同浓度盐酸苄丝肼（１×１０－６、１×１０－７、１×
１０－８、１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１、１×１０－１２ｍｏｌ／

Ｌ）作用ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ后，结果如图２所示，盐酸苄
丝肼浓度为１×１０－７ｍｏｌ／Ｌ组与空白组相比有显
著性差异（Ｐ＜００５），而１×１０－１２ｍｏｌ／Ｌ组有极显
著性差异（Ｐ＜００１），除此之外，其余浓度对
ＨＵＶＥＣｓ的生长均没有显著影响，因此结合数据分
析结果所呈现的不同浓度盐酸苄丝肼对 ＨＵＶＥＣｓ
生长影响的稳定性，选用 １×１０－９、１×１０－１０、１×
１０－１１ｍｏｌ／Ｌ３个浓度作为后续实验的盐酸苄丝肼
给药浓度。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｗａｓｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄｂｙｌｉｐｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
（ＬＰＳ）ａｎｄｔｈｅｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆＴＮＦαｉｎｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ（ＨＵＶＥＣｓ）ｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｂｙＥＬＩＳＡ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ｐ＜００５ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＰＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ）

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｅｎｓｅｒａｚｉｄｅｈｙｄｒｏ
ｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎＨＵＶＥＣｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜００５，Ｐ＜００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ

３３　盐酸苄丝肼对 ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ细胞中
ＳＡＰ、ＴＮＦα和ＭＣＰ１的蛋白和ｍＲＮＡ表达的影响

在ＬＰＳ（５００μｇ／ｍＬ）／ＬＰＳ＋盐酸苄丝肼（１×
１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）作用ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ
后，取细胞上清液，用ＥＬＩＳＡ检测 ＴＮＦα和 ＭＣＰ１
的表达水平，余下的细胞提取总蛋白后用 Ｗｅｓｔｅｒｎ
ｂｌｏｔ检测ＳＡＰ的表达水平，同时，用 Ｔｒｉｚｏｌ试剂提
取细胞ＲＮＡ，通过 ｑＰＣＲ检测细胞 ＳＡＰ、ＴＮＦα和
ＭＣＰ１ｍＲＮＡ的表达水平。如图３Ａ所示，与空白
组相比，模型组的 ＳＡＰ、ＴＮＦα、ＭＣＰ１的表达水平
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显著升高（Ｐ＜００１）；而与模型组相比，给药组使
ＳＡＰ、ＴＮＦα、ＭＣＰ１的表达水平均出现下降的趋
势。当盐酸苄丝肼浓度为１×１０－９ｍｏｌ／Ｌ时，与模
型组相比，ＳＡＰ、ＴＮＦα减少的量最多且有极显著
性差异（Ｐ＜００１），ＭＣＰ１则无明显差异；当盐酸
苄丝肼浓度为１×１０－１０ｍｏｌ／Ｌ时，与模型组相比，
ＳＡＰ（Ｐ＜００１）、ＴＮＦα（Ｐ＜００５）和 ＭＣＰ１（Ｐ＜
００５）均具有显著性差异；当盐酸苄丝肼浓度为
１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ时，与模型组相比，仅有 ＭＣＰ１出
现极显著性差异（Ｐ＜００１），而 ＳＡＰ和 ＴＮＦα则
无明显差异。与此同时，盐酸苄丝肼（１×１０－９、
１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）对于ＳＡＰ和ＴＮＦα表达

的抑制作用具有相似的浓度依赖性。如图３Ｂ所
示，模型组的 ＳＡＰ（Ｐ＜０００１）、ＴＮＦα（Ｐ＜００５）
和ＭＣＰ１（Ｐ＜０００１）ｍＲＮＡ的表达量相较于空白
组均出现了明显的升高趋势，且具有显著性差异；

加入盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１

ｍｏｌ／Ｌ）作用后均使 ＳＡＰ、ＴＮＦα和 ＭＣＰ１ｍＲＮＡ
的表达量明显下降，且与模型组相比具有极显著性

差异（Ｐ＜０００１）。除 ＴＮＦα外，给药组 ＳＡＰ和
ＭＣＰ１ｍＲＮＡ的下降趋势与其蛋白下降趋势相似。
图３的结果表明，盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、
１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）能下调 ＳＡＰ、ＴＮＦα和 ＭＣＰ１蛋
白及ｍＲＮＡ的表达。

Ｆｉｇｕｒｅ３　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｅｎｓｅｒａｚｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｌｅｖｅｌｏｆｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙｃｙｔｏｋｉｎｅｓｉｎＬＰＳｓｔｉｍｕｌａｔｅｄＨＵＶＥＣｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＳＡＰ，ＴＮＦαａｎｄＭＣＰ１ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎｄＥＬＩＳＡ；Ｂ：ｍＲＮＡｌｅｖｅｌｏｆＳＡＰ，ＴＮＦαａｎｄＭＣＰ１ｉｎｄｉｆ
ｆｅｒｅｎｔｇｒｏｕｐｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｑＰＣＲ
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＰＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ）

３４　盐酸苄丝肼对 ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ细胞信
号通路中关键蛋白表达的影响

如图４所示，在 ＬＰＳ的刺激下，除了 ＩκＢα（如
图４Ｃ），ｐ６５、ｐ３８、ＡＫＴ及其磷酸化蛋白 ｐｐ６５、ｐ
ｐ３８、ｐＡＫＴ和ｐＩκＢα的表达量有了明显的上升趋
势，且均具有显著性差异（Ｐ＜００１／Ｐ＜０００１／Ｐ＜
００５）。在不同浓度的盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×
１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）作用下，ｐ６５／ｐｐ６５、ＩκＢα／ｐ

ＩκＢα、ＡＫＴ／ｐＡＫＴ和 ｐｐ３８表达水平都受到了不
同程度的抑制，且均具有显著性差异（Ｐ＜００１／
Ｐ＜０００１／Ｐ＜００５）。当盐酸苄丝肼浓度为 １×
１０－１１ｍｏｌ／Ｌ时，相较于模型组，虽然对 ｐ３８的表达
有抑制作用而无显著性差异，但盐酸苄丝肼（１×
１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）的这种抑制作用
表现出了浓度依赖性（如图４Ｂ）。除此之外，盐酸
苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）对 ｐ

８２６
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ｐ６５和ＡＫＴ的表达也表现出了浓度依赖性的抑制
作用（如图４Ａ、Ｄ）。信号通路关键蛋白的磷酸化
水平在一定程度上可以反映出该条通路的激活程

度以及信号转导的情况，图４所有数据表明，盐酸
苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）在抑

制非磷酸化蛋白 ｐ６５、ｐ３８、ＩκＢα和 ＡＫＴ的表达的
同时也能显著抑制其对应的磷酸化蛋白 ｐｐ６５、ｐ
ｐ３８、ｐＩκＢα和 ｐＡＫＴ的表达，说明盐酸苄丝肼
（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）能抑制 ＡＫＴ／
ＮＦκＢ通路及ｐ３８ＭＡＰＫ部分通路的激活。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｅｎｓｅｒａｚｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎａｃｔｉｖａｔｉｏｎｏｆＡＫＴ／ＮＦκＢ，ＭＡＰＫｓｉｇｎａｌｉｎｇｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＨＵＶＥＣｓ
ｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｐ６５ａｎｄｐｐ６５；Ｂ：Ｐｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆｐ３８ａｎｄｐｐ３８；Ｃ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＩκＢαａｎｄｐＩκＢα；Ｄ：ＰｒｏｔｅｉｎｌｅｖｅｌｏｆＡＫＴａｎｄｐＡＫＴ
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＰＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ）

３５　盐酸苄丝肼对 ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ细胞信
号通路中ｐ６５、ｐ３８和ＩκＢα核转位的影响

在ＬＰＳ（５００μｇ／ｍＬ）／ＬＰＳ＋盐酸苄丝肼（１×
１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）作用ＨＵＶＥＣｓ２４ｈ
后，用核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒分别提取不同

实验组的核蛋白及其对应的胞浆蛋白，ＢＣＡ定量

后用Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞核内和胞浆内 ｐ６５、ｐ３８
以及ＩκＢα的分布情况。如图５所示，正常情况下，
ｐ６５、ｐ３８及 ＩκＢα主要存在于细胞质中；在 ＬＰＳ的
刺激下，细胞迅速做出应答，这些因子被迅速激活

并转位入核，从而激活与该信号通路相关的基因的

大量表达，但加入盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、
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１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）后，ｐ６５、ｐ３８及 ＩκＢα入核显著减
少，且与模型组相比具有极显著性差异（Ｐ＜００１／
Ｐ＜０００１，图 ５Ａ），由此说明，盐酸苄丝肼（１×

１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）能明显抑制 ｐ６５、
ｐ３８及ＩκＢα的核转位。

Ｆｉｇｕｒｅ５　ＥｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｅｎｓｅｒａｚｉｄｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｏｎｔｒａｎｓｌｏｃａｔｉｏｎｏｆＮＦκＢ（ｐ６５），ｐ３８ａｎｄＩκＢαｉｎＬＰＳｉｎｄｕｃｅｄＨＵＶＥＣｓ
（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐ６５，ｐ３８ａｎｄＩκＢαｉｎｎｕｃｌｅｕｓ；Ｂ：Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｐ６５，ｐ３８ａｎｄＩκＢαｉｎｃｙｔｏｐｌａｓｍ
＃Ｐ＜００５，＃＃Ｐ＜００１，＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；Ｐ＜００５，Ｐ＜００１，Ｐ＜０００１ｖｓｍｏｄｅｌｇｒｏｕｐ（ＬＰＳｔｒｅａｔｅｄｇｒｏｕｐ）

$

　讨　论

ＬＰＳ是革兰阴性菌细胞壁的主要组成成分之
一，当它进入机体时，会诱导免疫细胞的激活，导致

促炎性细胞因子的释放，是诱发炎症反应的最主要

的病原分子之一［７］。本实验室前期动物实验研究

已经表明，盐酸苄丝肼可显著降低ＡｐｏＥ－／－小鼠主
动脉根、主动脉弓的动脉斑块面积，肝脏 ＳＡＰ的表
达及其在动脉内膜上的沉积，并可显著下调相关炎

症因子的表达，初步显示出盐酸苄丝肼具有良好的

抗动脉粥样硬化的潜力（结果待发表）。在此基础

上，本研究采用 ＬＰＳ刺激人脐静脉内皮细胞建立
体外炎症模型，以进一步评估盐酸苄丝肼的体外抗

炎活性，并探索其发挥作用的潜在机制。

炎症贯穿于ＡＳ发生和发展的整个过程，在这
个过程中，血管内皮细胞、平滑肌细胞以及巨噬细

胞都会持续分泌大量的促炎性细胞因子，加重受损

部位的炎症反应从而加速 ＡＳ的发展进程，因此检
测药物作用后炎症因子的表达水平变化对评估其

抗炎活性有一定意义。综合 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ、ＥＬＩＳＡ
以及 ｑＰＣＲ的检测结果，可以看出，正常的 ＨＵ
ＶＥＣｓ细胞只分泌少量的炎症因子，但在 ＬＰＳ的刺
激下ＳＡＰ、ＴＮＦα和ＭＣＰ１的表达量迅速上升，而
不同浓度盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１

ｍｏｌ／Ｌ）对 ＳＡＰ、ＴＮＦα和 ＭＣＰ１的蛋白及 ｍＲＮＡ
的表达水平均具有显著抑制作用，说明盐酸苄丝肼

具有良好的体外抗炎活性。

ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ信号通路是炎症及炎症相关
疾病（如动脉粥样硬化）中发挥主要作用的两条信

号通路，已得到广泛研究。ＥＩＢｅｋａｙ等［８］的研究发

现，ｐ３８ＭＡＰＫ被激活后，可通过磷酸化或促炎细
胞因子（如 ＴＮＦα、ＩＣＡＭ１）而活化 ＮＦκＢ。同样
ＮＦκＢ被激活后，也可能通过其促炎细胞因子产物
反过来激活 ｐ３８ＭＡＰＫ，ＮＦκＢ与 ｐ３８ＭＡＰＫ之间
形成的相互激活网络可以调控多种炎症介质的基

因转录活性，促进 ＡＳ的发展进程［９］。因此，本实

验在探索盐酸苄丝肼抗炎抗动脉粥样硬化的分子

机制时，首先针对ｐ３８ＭＡＰＫ和ＮＦκＢ这两条信号

０３６
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通路进行研究。综合Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ测定的盐酸苄丝
肼对ＬＰＳ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ细胞信号通路中关键蛋
白表达的影响的所有结果，可以看出，盐酸苄丝肼

（１×１０－９、１×１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）对 ｐ６５、ｐ３８、
ＩκＢα和 ＡＫＴ的非磷酸化蛋白水平及其对应的磷
酸化蛋白水平（即 ｐｐ６５、ｐｐ３８、ｐＩκＢα和 ｐＡＫＴ）
均具有明显的抑制作用，说明盐酸苄丝肼能抑制

ＡＫＴ／ＮＦκＢ通路及ｐ３８ＭＡＰＫ部分通路的激活。
信号通路被逐级激活后，通常会促使该通路中

的蛋白发生核转位，从而调控该通路下游蛋白的基

因的转录活性。Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测到的细胞核内以
及胞浆内ｐ６５、ｐ３８和 ＩκＢα的分布情况显示，细胞
在正常状态下核内仅分布极少量的 ｐ６５、ｐ３８和
ＩκＢα，但在 ＬＰＳ的刺激下，这些因子被迅速激活并
转位进入细胞核中，而盐酸苄丝肼（１×１０－９、１×
１０－１０、１×１０－１１ｍｏｌ／Ｌ）能显著抑制 ｐ６５、ｐ３８、ＩκＢα
的核转位。

综上所述，盐酸苄丝肼可能通过抑制 ＡＫＴ／
ＮＦκＢ通路及 ｐ３８ＭＡＰＫ部分通路的激活和核转
位来抑制由其介导的 ＬＰＳ所致 ＨＵＶＥＣｓ细胞中相
关促炎性细胞因子的表达，从而起到抗动脉粥样硬

化的作用。
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