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尿酸减轻氧化应激诱导的血管内皮细胞损伤
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[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨尿酸对氧化应激情况下的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)有无保护作用以及其可能的机制。
方法摇 将人脐静脉内皮细胞分为四组:不做任何处理的对照组、单纯叔丁基过氧化氢( t鄄BHP)组、单纯尿酸组和尿

酸 + t鄄BHP 组。 MTT 试验计算各组细胞存活率。 DCFH鄄DA 探针检测各组细胞内活性氧(ROS)水平。 流式细胞仪

检测各组细胞凋亡情况。 荧光定量 PCR 技术检测各组细胞核转录相关因子 2(Nrf2)mRNA 表达变化。 Western blot
技术检测各组细胞胞浆与胞核中 Nrf2 蛋白表达水平。 结果摇 MTT 试验发现,尿酸 + t鄄BHP 组细胞存活率(78郾 5%
依7郾 6% )显著高于单纯 t鄄BHP 组(P < 0郾 05)。 尿酸 + t鄄BHP 组细胞内 ROS 水平以及细胞凋亡率都明显低于单纯 t鄄
BHP 组(P < 0郾 05)。 各组 Nrf2 的 mRNA 表达水平差异均无显著性(P > 0郾 05),但单纯尿酸组与尿酸 + t鄄BHP 组细

胞核内 Nrf2 明显增多。 结论摇 尿酸对氧化应激下的血管内皮细胞具有保护作用,其机制可能为尿酸增加了血管内

皮细胞中 Nrf2 的核内转移。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To explore the protective effect of uric acid on human umbilical vein endothelial cell (HU鄄
VEC) injury induced by oxidative stress and its underlying mechanism. 摇 摇 Methods摇 HUVEC were divided into four
groups: control group, tert鄄butyl hydroperoxide (t鄄BHP)鄄treated group, uric acid鄄treated group, t鄄BHP plus uric acid鄄trea鄄
ted group. 摇 Cell viability was evaluated by MTT assay. 摇 Intracellular reactive oxygen species (ROS) level was detected
by DCFH鄄DA fluorescence probe. 摇 Cell apoptosis was determined by flow cytometry. 摇 NF鄄E2鄄related factor 2 (Nrf2) ex鄄
pressions in the mRNA and protein level were analyzed by qRT鄄PCR and Western blot, respectively. 摇 摇 Results摇 t鄄BHP
treatment caused significant decline in cell viability of HUVEC, which was attenuated by uric acid treatment. 摇 Moreover,
intracellular ROS level was down鄄regulated in t鄄BHP plus uric acid鄄treated group compared with t鄄BHP鄄treated group. 摇
Cell apoptosis rate exhibited similar trend. 摇 All four groups exhibited similar Nrf2 mRNA level. 摇 However, the nuclear
translocation of Nrf2 was elevated significantly in both uric acid鄄treated group and t鄄BHP plus uric acid鄄treated group. 摇 摇
Conclusions摇 Uric acid could prevent HUVEC from oxidative stress possibly via Nrf2 nuclear translocation and activation.

摇 摇 血管内皮细胞的损伤是多种心血管疾病的始

发因素,如动脉粥样硬化的发生、发展就与血管内

皮的损伤密切相关[1]。 其中诸如吸烟等多种原因

造成的氧化应激是血管内皮损伤的重要原因。 氧

化应激为常见的应激损伤,由氧化 /抗氧化失衡引

起,主要表现为细胞内活性氧( reactive oxygen spe鄄
cies,ROS)的生成增多,清除下降。 活性氧簇主要

有:超氧阴离子、羟自由基、H2O2 等。 这些物质的增

多会损伤线粒体,引起 ROS 的进一步增多,形成恶

性循环[2]。 在此过程中,细胞内膜出现脂质过氧

化,通透性异常增高。 同时伴有 Caspase 通路、丝裂

原活化蛋白激酶通路的异常激活,引起细胞凋

亡[3]。 尿酸( uric acid,UA) 具有强大的抗氧化作

用,可以清除超氧阴离子、羟自由基等强氧化物[4],
但尿酸能否拮抗氧化应激保护血管内皮尚不确定,
其具体机制也尚不明确。 核转录相关因子 2 (NF鄄
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E2鄄related factor 2,Nrf2)可以通过抗氧化反应元件

(ARE)调控一系列抗氧化酶的表达,是体内内源性

抗氧化系统中至关重要的一条通路,受其调控的酶

主要有血红素加氧酶 1、醌氧化还原酶 1、谷胱甘肽

过氧化物酶等。 因而多个研究都表明,Nrf2 的活性

与氧化应激有关,起到对抗氧化应激的作用[5]。 本

研究使用叔丁基过氧化氢( tert鄄butyl hydroperoxide,
t鄄BHP)诱导人脐静脉内皮细胞 ( human umbilical
vein endothelial cell,HUVEC)氧化应激,研究尿酸是

否具有抗氧化应激保护血管内皮细胞的作用,并从

Nrf2 活性方面探讨其作用机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料与试剂

摇 摇 HUVEC 细胞株 (上海研谨生物科技有限公

司),RPMI1640 培养基和胎牛血清(赛默飞世尔生

物化学制品有限公司),尿酸、 t鄄BHP、MTT 试剂、碘
化丙啶(PI)、Annexin V鄄FITC 凋亡检测试剂盒以及

DCFH鄄DA 荧光探针(Sigma 公司),RNA 提取试剂盒

(美国 QIAGEN 公司),ImProm鄄II 襅反转录试剂盒及

GO Taq 襅 qPCR Master Mix[普洛麦格(北京)生物

技术有限公司],核蛋白和胞浆蛋白提取试剂盒(南
京凯基生物技术公司),BCA 蛋白定量分析盒以及

ECL 化学发光显色试剂盒(北京普利莱生物技术公

司),小鼠抗人 Nrf2 多克隆抗体以及小鼠抗人 GAP鄄
DH 多克隆抗体(Abcam 公司)。
1郾 2摇 细胞培养和实验分组

HUVEC 的培养采用含 10% 胎牛血清的 RP鄄
MI1640 培养基。 培养环境为 37益、5% CO2 的细胞

培养箱。 细胞消化采用含 0郾 02% EDTA 的 0郾 25%
胰酶,选取状态良好的对数期细胞进行试验。 制备

细胞悬液,以 1 伊 107 / L 密度接种入 96 孔板,每孔

150 滋L。 于 37益、含 5%CO2 的细胞培养箱中培养,
细胞贴壁后,将细胞分组:淤对照组:不做任何处

理;于单纯 t鄄BHP 组:采用 60 滋mol / L t鄄BHP 处理 24
h 诱导氧化应激;盂单纯尿酸组:仅以 200 滋mol / L
的尿酸处理;榆尿酸 + t鄄BHP 组:加入 200 滋mol / L
尿酸后,再以 60 滋mol / L t鄄BHP 处理 24 h。
1郾 3摇 MTT 试验检测细胞存活率

细胞按分组方案处理 24 h 后,每孔加入 15 滋L
MTT 试剂,继续培养 4 h 后取出,小心吸取各孔中的

液体,加入 100 滋L DMSO,置于摇床 10 min,使其充

分溶解。 测定各孔在 490 nm 处的吸光度。 并按公

式:细胞存活率 = 实验组吸光度 / 对照组吸光度,计
算各组细胞存活率。
1郾 4摇 细胞内 ROS 的测定

细胞完成处理后,按照试剂盒说明书进行测

定。 使用无血清 RPMI1640 培养基洗涤细胞,加入

10 滋mol / L DCFH鄄DA 探针,37益 孵育 0郾 5 h。 荧光

分光光度计检测细胞内荧光水平,激发波长设为

485 nm,发射波长设为 533 nm。 光密度代表 ROS 水

平。
1郾 5摇 细胞凋亡的检测

细胞完成处理后,使用预冷冰 PBS 洗涤细胞,
加入 5 滋L Annexin V、10 滋L PI,常温避光静置 10
min 后,使用流式细胞仪分析细胞凋亡率。
1郾 6摇 Nrf2 的 mRNA 水平分析

细胞处理后,使用 ImProm鄄域襅 反转录试剂盒

对提取出的 RNA 进行反转录,以合成 cDNA。 反转

录体系参照试剂盒提供的说明书。 使用 GO Taq 襅
qPCR Master Mix 试剂盒对上述合成的 cDNA 进行

PCR 扩增。 Nrf2 的上游引物为 5忆鄄ATTGCCTGTA鄄
AGTCCTGGTCA鄄3忆,下游引物为 5忆鄄ACTGCTCTTT '
GGACATCATTTGG鄄3忆;GAPDH 的上游引物为 5忆鄄
ACCAGCCCCAGCAAGAGCACAAG鄄3忆,下游引物为

5忆鄄TTCAAGGGGTCTACATGGCAACTG鄄3忆。 反 应 体

系和方案参照试剂盒说明书。 使用 2 -吟吟CT法分析

各样本的 Nrf2 相对表达情况。
1郾 7摇 Nrf2 的蛋白水平分析

细胞处理后,使用核蛋白和胞浆蛋白提取试剂

盒分别提取胞浆蛋白和胞核蛋白。 蛋白定量分析

盒确定蛋白浓度,以保证每孔上样量为 30 滋g。 蛋

白样本上样缓冲液混匀后煮沸 5 min 后上样。 配置

12%的聚丙烯酰胺凝胶进行电泳,恒定电泳电压为

110 V,时间为 1 h。 电泳完成后,裁剪 PVDF 膜并构

建转膜装置,转膜条件为恒流 250 mA,1郾 5 h。 转膜

完成后,5%脱脂奶粉室温封闭膜 1 h。 分别使用小

鼠抗人 Nrf2 抗体(1 颐 500)、小鼠抗人 GAPDH 抗体

(1颐 500)4益孵育 12 h。 PBST 洗涤三次以去除未结

合的一抗。 ECL 化学发光显色试剂盒显色,仪器扫

描并分析蛋白条带。
1郾 8摇 统计学分析

数据分析采用 SPSS 17郾 0 统计学软件。 数据采

用x 依 s 表示,多组间比较采用方差分析,多个均数

的两两比较采用 LSD 法分析。 以 P < 0郾 05 为差异

具有统计学意义。
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2摇 结摇 果

2郾 1摇 尿酸可降低 t鄄BHP 对 HUVEC 的活性抑制

摇 摇 MTT 试验显示,60 滋mol / L 的 t鄄BHP 可以显著

降低 HUVEC 的存活率。 UA + t鄄BHP 组的细胞存活

率较单纯 t鄄BHP 组显著升高(P < 0郾 05)。 而单纯尿

酸组的细胞存活率与对照组相比,差异无统计学意

义(P > 0郾 05;表 1)。
2郾 2摇 尿酸可减轻 t鄄BHP 诱导的 ROS 积累

荧光分光光度计检测结果发现,单纯 t鄄BHP 组细

胞内 ROS 水平较对照组明显增高(P < 0郾 05)。 尿酸

+ t鄄BHP 组细胞内 ROS 水平较单纯 t鄄BHP 组显著降

低(P <0郾 05),但仍高于对照组(P <0郾 05;表 1)。
2郾 3摇 尿酸可拮抗 t鄄BHP 诱导的 HUVEC 凋亡

流式细胞术检测发现,单纯 t鄄BHP 组细胞凋亡率

(23郾 8% 依3郾 1%)较对照组(9郾 2% 依1郾 6%)明显增高,
尿酸 + t鄄BHP 组细胞凋亡率(19郾 9% 依1郾 8%)较单纯 t鄄
BHP 组显著降低,但仍高于对照组(P <0郾 05);单纯尿

酸处理(10郾 6% 依2郾 1%)不影响细胞凋亡率(图 1)。

表 1. 尿酸对 t鄄BHP 诱导 HUVEC 生存率及 ROS 积累的

影响

Table 1. The influence of uric acid on proliferation inhibi鄄
tion and ROS accumulation of HUVEC induced by t鄄BHP

分摇 组 细胞存活率 ROS 水平

对照组 100% 60郾 0 依 8郾 6
单纯 t鄄BHP 组 56郾 2% 依 9郾 0% a 81郾 0 依 9郾 1a

单纯尿酸组 96郾 7% 依 11郾 6% 63郾 0 依 10郾 6
尿酸 + t鄄BHP 组 78郾 5% 依 7郾 6% ab 75郾 0 依 8郾 2ab

a 为 P < 0郾 05,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,与单纯 t鄄BHP 组相比。

图 1. 尿酸对 t鄄BHP 诱导的 HUVEC 凋亡的影响

Figure 1. The influence of uric acid on apoptosis of HUVEC induced by t鄄BHP

2郾 4摇 尿酸处理不会影响 HUVEC 的 Nrf2 mRNA 表

达,但会增加核内 Nrf2 表达

尿酸处理后,单纯 t鄄BHP 组、单纯尿酸组及尿酸 +
t鄄BHP 组与对照组比 HUVEC 的 Nrf2 mRNA 表达(0郾 94
依0郾 15、1郾 08 依0郾 13 及 0郾 96 依0郾 10 比 1郾 00)无统计学差

异(P > 0郾 05),提示尿酸处理不会影响 Nrf2 的总体表

达。 Western blot 检测结果显示,与对照组和单纯 t鄄
BHP 组相比,尿酸处理使核内Nrf2 蛋白的表达增多,提
示尿酸处理后,入核 Nrf2 增多(图 2 和表 2)。

表 2. 尿酸对 t鄄BHP 诱导 HUVEC 的 Nrf2 蛋白水平的影响

Table 2. The influence of uric acid on Nrf2 protein level of
HUVEC induced by t鄄BHP

分组 胞浆 Nrf2 胞核 Nrf2
对照组 0郾 81 依 0郾 13 0郾 29 依 0郾 06
单纯 t鄄BHP 组 0郾 76 依 0郾 09 0郾 28 依 0郾 09
单纯尿酸组 0郾 20 依 0郾 03ab 0郾 43 依 0郾 08ab

尿酸 + t鄄BHP 组 0郾 25 依 0郾 04ab 0郾 45 依 0郾 07ab

a 为 P < 0郾 05,与对照组相比;b 为 P < 0郾 05,与单纯 t鄄BHP 组相比。

图 2. 尿酸对 HUVEC 的细胞浆和细胞核 Nrf2 表达的影响

1 为对照组,2 为单纯 t鄄BHP 组,3 为单纯尿酸组,4 为尿酸 +
t鄄BHP 组。
Figure 2. The effect of uric acid on Nrf2 expression of HU鄄
VEC in the cytoplasm and nucleus induced by t鄄BHP

3摇 讨摇 论

氧化应激过程可产生大量的 ROS,这些 ROS 损

伤细胞的机制较为复杂。 研究表明 ROS 对脂质、蛋
白质、核酸、线粒体等细胞器均能造成影响,并可引

起膜通透性改变、凋亡调控相关蛋白异常、DNA 损

伤、能量代谢障碍,进而出现细胞功能减弱、丧失以

及细胞凋亡[6,7]。 ROS 除了直接损伤细胞外,还可
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以增加炎性因子的表达,因为氧化应激的通路和炎

性反应中的多个通路有交叉。 氧化应激的过程常

伴发炎性反应,进一步损伤血管内皮。 因而对抗氧

化应激是防治血管内皮损伤的重要环节[8]。
尿酸具有抗氧化性,可以清除羟自由基、超氧

阴离子和单态氧,同时防止超氧化物歧化酶的失

活,因而尿酸被认为可以对抗氧化应激[9]。 已有研

究表明尿酸在神经细胞中具有抗氧化作用[10],但还

少有研究报道尿酸是否能拮抗血管内皮细胞中的

氧化应激反应,对尿酸清除自由基等氧化物质的机

制也尚未阐明。 本研究发现尿酸处理降低了 t鄄BHP
诱导的细胞内 ROS 增多,减少了血管内皮细胞的凋

亡,这说明尿酸是可以保护血管内皮细胞免受氧化

损伤的。 进一步的研究发现尿酸处理降低血管内

皮细胞氧化损伤的机制与 Nrf2 的入核增多有关。
Nrf2 主要集中于细胞浆内,与细胞质接头蛋白

Keap1 结合形成复合体[11]。 Keap1 是 Nrf2 负性调

控因子,它可介导 Nrf2 泛素化被蛋白酶体降解,从
而保持 Nrf2 的低活性生理状态。 当发生氧化应激

或受到其它化学物质刺激时,Nrf2 通过磷酸化与

Keap1 解耦连,进入细胞核,与相关基因的 ARE 序

列结合,ARE 为多种抗氧化酶、钙离子稳态蛋白等

共同的启动子序列[12]。 Nrf2 与 ARE 结合后,进而

诱导其调控的靶基因表达一系列抗氧化酶,发挥抗

氧化应激的作用[13]。 这可以解释本研究观察到尿

酸处理后,Nrf2 的核内表达增多,可推测 Nrf2 的核

内表达增多进一步上调了一系列抗氧化酶,从而缓

解 t鄄BHP 引起的氧化损伤。 但本研究未阐明 Nrf2鄄
ARE 通路下游抗氧化酶的表达变化,未来研究可以

关注这些抗氧化酶的表达变化。 尿酸提高核内 Nrf2
变化的机制也未有研究阐明,但已有研究表明 Nrf2
的出核和入核与非受体酪氨酸激酶 Src 家族有关,
Src 激酶家族被阻断可以增加 Nrf2 的入核[14]。 据

此推测,尿酸可能通过调节 Src 的活性来影响 Nrf2
的活性。 总之,尿酸可以对抗氧化应激,减轻其造

成的血管内皮 ROS 增多以及凋亡,其机制可能与

Nrf2 的入核活化有关。
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