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[摘　 要] 　 目的　 采用同型半胱氨酸(Ｈｃｙ)孵育体外培养的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)ꎬ建立血管内皮细胞炎

性损伤模型ꎬ后用 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 加以干预ꎬ观察 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 ＨＵＶＥＣ 的影响ꎬ探讨 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对血管内皮细胞可能的保

护作用ꎮ 方法　 先用不同浓度的 Ｈｃｙ 预处理 ＨＵＶＥＣꎬ选出 Ｈｃｙ 的最适损伤浓度(２ ｍｍｏｌ / Ｌ)和时间(１２ ｈ)ꎬ在 ＨＵ￣
ＶＥＣ 培养基中加入不同浓度 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理 ２ ｈ 后加入 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 作用 １２ ｈꎬ通过 ＭＴＴ 法检测细胞活性变化ꎬ
Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 核染色检测细胞核损伤程度ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测与细胞损伤有关的血管细胞黏附分子 １ (ＶＣＡＭ￣１)和

Ｐ￣选择素的表达水平ꎬ以此衡量 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 损伤的保护作用ꎮ 结果 　 与对照组相比ꎬ
２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组细胞活性显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ１０ μｍｏｌ / Ｌ 以内 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 具有明显的剂量依赖性抑制 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
诱导的 ＨＵＶＥＣ 活性损伤并抑制 Ｈｃｙ 所致的 ＶＣＡＭ￣１ 和 Ｐ￣选择素的表达升高(Ｐ<０ ０１)ꎮ 结论　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ
所致的 ＨＵＶＥＣ 内皮损伤具有保护作用ꎮ
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　 　 随着社会老龄化的加快ꎬ动脉粥样硬化(ａｔｈｅｒｏ￣
ｓｃｌｅｒｏｓｉｓꎬＡｓ)已成为当今时代最为严重的心血管疾

病之一ꎮ 目前认为它是一种慢性炎症反应[１]ꎬ且研

究发现其始动步骤是血管内皮损伤[２￣３]ꎮ 黏附分子

是一类重要的炎症因子ꎬ临床发现[４]ꎬ它几乎参与

Ａｓ 发生的整个过程ꎬ其中与血管内皮损伤有关的黏

附分子主要有属免疫球蛋白超家族的血管细胞黏

附分子 １(ｖａｓｃｕｌａｒ ｃｅｌｌ ａｄｈｅｓｉｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌｅ￣ １ꎬＶＣＡＭ￣
１)及属选择素家族的 Ｐ￣选择素等ꎮ 研究表明[５￣６] 同

型半胱氨酸(ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬＨｃｙ)可直接或间接通过

氧化应激等作用来诱导这些黏附分子的大量表达ꎬ
造成内皮损伤以及 Ａｓ 的发生和发展ꎮ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
(Ｄｉｐ)化学名称为(２Ｓ)￣６￣香叶基￣３′ꎬ４′ꎬ５ꎬ７￣四羟基

二氢黄酮[７]ꎬ具有较强的抗炎活性[８]ꎬ能抵抗炎症

因子在巨噬细胞中的表达ꎬ且具有较强的抗氧化能

力[９]ꎮ 目前ꎬ关于 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 所致内皮细胞损伤是

否具有保护作用尚且不明ꎮ 本实验主要研究 Ｄｉｐ 对

Ｈｃｙ 诱导人脐静脉内皮细胞( ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ ｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌꎬＨＵＶＥＣ)损伤的干预作用ꎬ观察 ＨＵ￣
ＶＥＣ 的活性、细胞核形态的变化以及 ＶＣＡＭ￣１ 和 Ｐ￣
选择素的表达ꎬ初步探讨 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 所致内皮细胞

损伤的保护作用及机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要材料

ＨＵＶＥＣ 株由山东省医学科学院药物研究所药

理室提供ꎻＤｉｐ 由山东省医学科学院药物研究所天

然药物研究室分离ꎬ纯度>９５％ꎻＨｃｙ、ＭＴＴ 和 ＤＭＳＯ
购自 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＤＭＥＭ 细胞培养基、胎牛血清和胰

蛋白酶购自 Ｇｉｂｉｃｏ 公司ꎻＨｏｅｃｈｓｔ ３３３４２ 细胞核凋亡

试剂盒、细胞清洗液 Ｄ￣Ｈａｎｋ’ ｓ 购自 Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司ꎻ
ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒购自碧云天生物技术有限公

司ꎻβ￣ａｃｔｉｎ 购自 Ｃｅｌｌ Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ ＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙꎻＶＣＡＭ￣１
一抗 ＣＤ１０６、Ｐ￣选择素一抗 ＣＤ６２Ｐ 购自 Ｎｏｖｕｓ Ｂｉｏ￣
ｌｏｇｉｃａｌｓ 公司ꎬ二抗购自中杉金桥公司ꎮ
１.２　 细胞培养及实验分组

ＨＵＶＥＣ 培养于含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养

基中ꎬ置于 ３７℃、５％ＣＯ２ 恒温恒湿培养箱中培养ꎮ
细胞汇合至 ８０％~９０％ꎬ用含 ＥＤＴＡ 的 ０.２５％胰蛋白

酶消化ꎬ常规传代ꎮ 条件培养液为最适损伤浓度

２ ｍｍｏｌ / Ｌ的 Ｈｃｙ 及不同浓度的 Ｄｉｐꎬ选择生长状态

良好的 ＨＵＶＥＣ 接种于底面积为 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶中

培养ꎬ在细胞汇合至 ８０％状态时ꎬ参照相关文献[１０]ꎬ
将其分为 ６ 个组给药ꎬ对照组、２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 模型

组及给药组ꎬ 给药组又分 为 ０. １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ ＋
２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组、１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组、
１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组以及 １００ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ
１.３　 血管内皮细胞炎性损伤模型的建立及细胞活

力的检测

取对数生长期 ＨＵＶＥＣꎬ胰酶消化后计数ꎬ稀释为

５×１０７ 个 / Ｌꎬ以每孔 １００ μＬ 悬液ꎬ即每孔 ５×１０３ 个细

胞接种于 ９６ 孔板ꎬ每组设 ６ 个复孔ꎮ 待细胞汇合至

５０％ꎬ吸出培养液用 Ｄ￣Ｈａｎｋ’ｓ 洗 ３ 遍ꎬ用无血清培养

基培养 ２４ ｈꎬ即使细胞饥饿 ２４ ｈꎬ同步化于 Ｇ０ 期ꎮ
２４ ｈ后吸出培养基ꎬ用 Ｄ￣Ｈａｎｋ’ｓ 清洗 ３ 遍ꎮ

(１)细胞损伤模型建立:使用不同浓度 Ｈｃｙ 刺

激孵育培养 ＨＵＶＥＣꎬ分为对照组(不加 Ｈｃｙ)和模型

组(Ｈｃｙ 的浓度梯度为 ０. ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ、 １ ｍｍｏｌ / Ｌ、
２ ｍｍｏｌ / Ｌ、４ ｍｍｏｌ / Ｌ 和 ６ ｍｍｏｌ / Ｌ)ꎬ ２４ ｈ 后通过

ＭＴＴ 检测法ꎬ筛出一个明显抑制细胞增殖的适宜浓

度为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌꎮ 后在此基础上分别在 ３６ ｈ、２４ ｈ、
１２ ｈ、６ ｈ、２ ｈ、０ ｈ 后加入 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈｃｙꎬ通过

ＭＴＴ 检测 ＯＤ 值筛选出最适损伤时间为 １２ ｈꎮ
(２)细胞活力检测:根据实验分组ꎬ先将给药组分

别加入 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ、１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ、１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ
及 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ 提前孵育 ２ ｈꎬ加入 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
继续孵育 １２ ｈ 后加入ＭＴＴ 检测ꎮ ＭＴＴ 检测具体方法:
每孔加入 １０ μＬ ＭＴＴ(５ ｇ / Ｌ)ꎬ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱孵育

４ ｈ后吸出培养基ꎬ每孔加入１５０ μＬ ＤＭＳＯꎬ置于摇床上

震荡 １０ ｍｉｎꎬ使甲臜晶体充分溶解ꎬ用酶标仪检测 ＯＤ
值(检测用 ４９０ ｎｍ 的波长)ꎮ 细胞存活率＝ (实验组

ＯＤ 值－空白组 ＯＤ 值) / (对照组 ＯＤ 值－空白组 ＯＤ
值)×１００％ꎮ 空白组为不加细胞的调零组ꎮ
１.４　 细胞凋亡形态学检测

取对数生长期的 ＨＵＶＥＣꎬ以每孔 ５×１０３ 个细胞的

密度接种于 ９６ 孔板ꎬ２４ ｈ 完全贴壁后ꎬ进行饥饿培养

２４ ｈꎬ按实验分组给药 １２ ｈ 后ꎬ吸出培养基ꎬ用 Ｄ￣
Ｈａｎｋ’ｓ 清洗 ３ 遍ꎬ每孔加入 １００ μＬ Ｈｏｅｃｈｓｔ ３３３４２染色

液ꎬ放入 ３７℃、５％ＣＯ２ 孵箱孵育 ３０ ｍｉｎꎬ最后将染色液

吸出ꎬ用 Ｄ￣Ｈａｎｋ’ ｓ 清洗 ３ 遍ꎬ荧光显微镜下观察、拍
照ꎬ并进行凋亡率计算ꎮ 凋亡率 ＝凋亡细胞 / 正常细

胞×１００％
１.５　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测黏附分子的表达

取对数生长期状态良好的 ＨＵＶＥＣ 接种于２５ ｃｍ２
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细胞培养瓶ꎬ每组重复 ３ 次ꎬ待细胞长至 ８０％ꎬ进行饥

饿培养 ２４ ｈꎬ后用 Ｄ￣Ｈａｎｋ’ｓ 清洗 ３ 次ꎬ按实验分组先

给药 Ｄｉｐ 提前孵育 ２ ｈ 后加入 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 培养

１２ ｈꎬ然后 ０.２５％胰酶消化ꎬ离心ꎬ倒掉上清ꎬ加入裂解

液(含 ＰＭＳＦ)４℃裂解 ２ ｈꎬ后 ４℃离心ꎬ取上清－２０℃
保存ꎮ ＢＣＡ 测蛋白浓度ꎮ 配胶ꎬ取 ８０ μｇ 蛋白量与上

样缓冲液混合ꎬ１００℃加热 ５ ｍｉｎ 使蛋白变性ꎬＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳浓缩胶(６０ Ｖꎬ５０ ｍｉｎ)ꎬ分离胶(１２０ Ｖꎬ
１００ ｍｉｎ)ꎮ ＰＶＤＦ 膜裁剪ꎬ３００ ｍＡꎬ２４０ Ｖꎬ２ ｈ 冰浴电

转ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎮ ５％ＢＳＡ 封闭液室温

摇床封闭 １ ｈꎬＰ￣选择素单克隆抗体 (１ ∶ ５００) 与

ＶＣＡＭ￣１ 单克隆抗体(１ ∶ １０００)分别 ４℃ 孵育过夜ꎬ
ＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ８ ｍｉｎꎮ 二抗(１ ∶ ５０００)孵育摇

床上震荡 ３ ｈꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每次 ８ ｍｉｎꎮ ＥＣＬ 发光

液孵育 １ ｍｉｎꎬ利用显影仪进行显影ꎬ后采用 Ｑｕａｎｔｉｔｙ
Ｏｎｅ 分析软件对灰度值进行半定量分析ꎮ

１.６　 统计学分析

应用 ＳＰＳＳ１９.０ 统计软件进行数据处理ꎬ数据以

ｘ±ｓ 表示ꎬ组间差异比较采用方差分析及 ｔ 检验ꎬＰ<
０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣ 活性的影响及模型建立依据

Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣ 有损伤作用ꎬ并在浓度和时间

上成依赖性增长ꎮ 与对照组相比ꎬ ０. ２５、 １、 ２、 ４、
６ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＨＵＶＥＣ 存活率呈递减趋势ꎬ且在

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 处递减最快ꎬ之后递减趋势缓慢降

低ꎬ因此选取 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 为抑制 ＨＵＶＥＣ 增殖最

适浓度ꎮ 用 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 做时间依赖性实验ꎬ结果

显示 １２ ｈ 时差异有显著性(Ｐ<０.０１ꎻ图 １)ꎮ

图 １. Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣ 活性的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｈｃｙ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)

２.２　 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 抑制 ＨＵＶＥＣ 活性的影响

２ ｍｍｏｌ / Ｌ 的 Ｈｃｙ 孵育 ＨＵＶＥＣ １２ ｈꎬ与对照组

相比存活率显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 不同浓度的 Ｄｉｐ
处理 ＨＵＶＥＣ ２ ｈ 后ꎬ再加入 Ｈｃｙ 孵育 １２ ｈꎬＤｉｐ 可明

显抑制 Ｈｃｙ 的损伤作用ꎮ 与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬ
１０ μｍｏｌ / Ｌ 以下 Ｄｉｐ 可呈浓度依赖性抑制 Ｈｃｙ 对

ＨＵＶＥＣ 的损伤ꎬ而 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ 抑制 Ｈｃｙ 损伤

ＨＵＶＥＣ 活性的作用明显下降ꎬ并与 Ｈｃｙ 组相比差

异无统计学意义(Ｐ> ０. ０５ꎻ图 ２)ꎬ因此 １０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐ 为抑制 Ｈｃｙ 损伤 ＨＵＶＥＣ 活性的最适浓度ꎮ
２.３　 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 所致 ＨＵＶＥＣ 细胞核形态学的影响

已知正常的 ＨＵＶＥＣ 细胞核呈均匀的蓝色荧

光ꎬ细胞核形状规则ꎮ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 孵育 ＨＵＶＥＣ
１２ ｈꎬ加入 Ｈｏｅｃｈｓｔ３３３４２ 染色液孵育 ３０ ｍｉｎꎬ荧光

显微镜下可见细胞核呈凋亡状态ꎬ细胞核具有凋亡

图 ２. Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 活性的影响(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
１ 为对照组ꎬ２ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｃｙ 组ꎬ４ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ５ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ６ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<
０ ０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｄｉｐ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＨＵ￣
ＶＥＣ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ(ｘ±ｓꎬｎ＝ ６)
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形态特点ꎬ即胞核中染色体凝集、边聚化、胞核呈亮

蓝色荧光的细胞比例增多(图 ３)ꎮ
与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬＤｉｐ 给药组细胞核的形

态损伤程度明显降低了ꎬ且凋亡率明显降低(Ｐ<０ ０１ꎻ
图 ３)ꎬ表现为细胞核中染色体凝集、边聚化的亮蓝色荧

光细胞比例减少ꎬ细胞核形态正常的均匀蓝色荧光细

胞增多ꎮ １０ μｍｏｌ / Ｌ 以下 Ｄｉｐ 可呈浓度依赖性抑制

Ｈｃｙ 对 ＨＵＶＥＣ 细胞核的形态损伤ꎬ且凋亡率逐渐降

低ꎮ 而 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ 抑制核形态损伤程度有所降

低ꎬ且其凋亡率与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比差异无统计学

意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ３)ꎮ 显然１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ 降低 Ｈｃｙ 所

致 ＨＵＶＥＣ 的损伤作用最好ꎮ

图 ３. Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 所致 ＨＵＶＥＣ 细胞凋亡的影响　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ４ 为 １
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ５ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ６ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为

Ｐ<０.０１ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｐ ｏｎ ＨＵＶＥＣ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ

２.４　 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 黏附分子 ＶＣＡＭ￣１
和 Ｐ￣选择素表达的影响

ＨＵＶＥＣ 经不同浓度 Ｄｉｐ 预处理 ２ ｈ 后ꎬ加入

２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 继续孵育 １２ ｈꎬＤｉｐ 可有效抑制 Ｈｃｙ
诱导的细胞黏附分子 ＶＣＡＭ￣１ 和 Ｐ￣选择素的表达ꎬ
１０ μｍｏｌ / Ｌ 以下 Ｄｉｐ 呈剂量依赖性抑制其表达(Ｐ<
０ ０１ꎻ图 ４)ꎮ １００ μｍｏｌ / Ｌ 浓度时ꎬ黏附分子蛋白表

达量明显升高ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比差异无统计

学意义(Ｐ>０.０５ꎻ图 ４)ꎮ

３　 讨　 论

近年来大量研究已证实 Ｈｃｙ 是动脉粥样硬化

性心血管疾病的独立危险因素[１１]ꎬ并表明它参与炎

症、血管内皮损伤、血栓形成以及血管平滑肌增生

等多个病理生理过程[１２]ꎬ它可以通过增强血管内皮

细胞的氧化应激[１３]作用ꎬ使体内产生一系列活性氧

(ＲＯＳ)ꎬ过多的 ＲＯＳ 会将低密度脂蛋白氧化成具有

图 ４. Ｄｉｐ对Ｈｃｙ诱导的ＨＵＶＥＣ中ＶＣＡＭ￣１和Ｐ￣选择素蛋白表

达的影响(ｘ±ｓꎬｎ ＝ ３) 　 　 １ 为对照组ꎬ２ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ３ 为

０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ４ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ５
为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ６ 为１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
组ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｐ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＶＣＡＭ￣１ ａｎｄ Ｐ￣ｓｅｌｅｃｔｉｎ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｘ±ｓꎬｎ＝３)
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细胞毒性的氧化型低密度脂蛋白ꎬ可导致纤维形肌

动蛋白微丝破坏ꎬ使其分布紊乱ꎬ进而导致内皮细

胞通透性增加[５]ꎬ使得 ＶＣＡＭ￣１ 和 Ｐ￣选择素等黏附

分子大量表达ꎬ单核巨噬细胞更加容易通过黏附分

子进入内皮细胞ꎬ加重细胞损伤ꎬ并进一步促进 Ａｓ
的发生发展ꎮ 本实验也通过 Ｈｃｙ 造成细胞活性的

损伤ꎬ促进细胞凋亡ꎬ并使得 ＶＣＡＭ￣１ 和 Ｐ￣选择素

等黏附分子表达上调等验证了其损伤作用ꎬ并发现

Ｈｃｙ 对内皮细胞的损伤呈剂量依赖性ꎮ
黏附分子是一类介导细胞间或细胞与细胞外

基质间相互接触和结合的一类分子ꎬ主要表达在内

皮细胞、白细胞、血小板以及脂质纤维斑块的平滑

肌细胞上[４]ꎬ当血管内皮损伤时ꎬ多种黏附分子大

量表达ꎬ并加剧 Ａｓ 的发生和发展ꎮ ＶＣＡＭ￣１ 是一种

重要的血管细胞黏附分子ꎬ广泛表达在活化内皮细

胞、平滑肌细胞、巨噬细胞等表面ꎬ其生物学作用十

分广泛ꎬＶＣＡＭ￣１ 的 高 表 达 可 诱 导 白 细 胞和炎

症因子的黏附ꎬ进而促进血管内皮炎症ꎮ Ｐ￣选择素

在血小板、内皮细胞、巨噬细胞、再生内皮细胞表面

均有表达ꎬ特别是在 Ａｓ 后期形成不稳定斑块[１４]时ꎬ
能活化血小板和白细胞并介导血小板和细胞外的

脂质黏附ꎬ促使血栓形成ꎬ从而造成该血管支配部

位缺血、梗死ꎬ导致 Ａｓ 的发生ꎮ 本实验中为进一步

验证 Ｄｉｐ 对 Ｈｃｙ 损伤内皮细胞的保护作用ꎬ检测了

ＶＣＡＭ￣１、Ｐ￣选择素两种黏附分子的表达量ꎬ结果发

现与对照组相比ꎬＨｃｙ 模型组 ＶＣＡＭ￣１、Ｐ￣选择素的

表达量明显升高ꎬ差异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ
同时发现低于 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐ 组中 ＶＣＡＭ￣１、Ｐ￣选择

素呈剂量依赖性表达降低ꎬ且与 Ｈｃｙ 模型组相比差

异具有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ
本实验发现用 Ｄｉｐ 预孵育可以有效降低 Ｈｃｙ 对

ＨＵＶＥＣ 造成的活性损伤、细胞核形态损伤以及所诱

导的黏附分子的表达ꎮ 这些结果也初步说明了 Ｄｉｐ
对 Ｈｃｙ 所致内皮细胞的损伤具有一定的保护作用ꎬ
但是其保护机制尚不清楚ꎮ 由于 Ｄｉｐ 有很强的抗氧

化作用ꎬ初步猜测可能与氧化应激有关ꎬ但尚没有

直接的证据证明ꎬ还需要进一步查证ꎮ
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