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[摘　 要] 　 目的　 研究克拉屈滨(２￣ＣｄＡ)对内皮细胞活力、迁移、周期和分泌活性的影响ꎬ以评估 ２￣ＣｄＡ 在临床应

用中对心血管的影响ꎮ 方法　 ＣＣＫ￣８ 法检测不同浓度 ２￣ＣｄＡ 对内皮细胞生长的影响ꎻ划痕实验检测细胞迁移ꎻ流
式细胞术检测细胞周期ꎻ吖啶橙 / 溴化乙啶法检测细胞凋亡ꎻＧｒｉｅｓ 法测定一氧化氮(ＮＯ)含量ꎻＥＬＩＳＡ 法检测血管内

皮生长因子(ＶＥＧＦ)水平ꎮ 结果　 在 ０.４~４０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度范围ꎬ２￣ＣｄＡ 对内皮细胞有明显抑制作用ꎬＩＣ５０ 为 ４.１２６
μｍｏｌ / Ｌꎮ 随药物浓度升高和作用时间的延长ꎬ２￣ＣｄＡ 的抑制作用增强ꎻ２￣ＣｄＡ 高浓度长时间作用可导致内皮细胞凋

亡ꎮ ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用内皮细胞后ꎬ细胞迁移能力受抑制ꎬ细胞周期明显阻滞在 Ｓ 期ꎮ 吖啶橙 / 溴化乙啶细胞染

色结果显示ꎬ高浓度 ２￣ＣｄＡ 可诱导内皮细胞的凋亡ꎮ ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用内皮细胞后导致 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ 含量减少ꎮ
结论　 ２￣ＣｄＡ 具有内皮细胞毒性作用ꎬ引起细胞周期阻滞ꎬ并导致细胞凋亡ꎮ
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　 　 克拉屈滨( ｃｌａｄｒｉｂｉｎｅꎬ２￣ＣｄＡ)是目前最具发展

前景的抗 ＤＮＡ 核苷类似物ꎬ主要用于治疗毛细胞白

血病(ｈａｉｒｙ ｃｅｌｌ ｌｅｕｋｅｍｉａꎬＨＣＬ)、Ｂ 细胞淋巴瘤、多发

性硬化症、多发性骨髓瘤、急性粒细胞白血病等ꎮ
２０１３ 年美国国家综合癌症网络指南(ＮＣＣＮ 指南)
将 ２￣ＣｄＡ 作为 ＨＣＬ 的标准一线治疗药物[１]ꎮ ２￣
ＣｄＡ 治疗 ＨＣＬ 的缓解率高达 ８０％ꎮ ２￣ＣｄＡ 主要作

用机制与脱氧胞苷激酶和脱氧核苷酸激酶活性有

关ꎻ２￣ＣｄＡ 被动转运到细胞内ꎬ被脱氧胞苷激酶磷酸

化ꎬ转化为克拉屈滨三磷酸ꎬ掺合到 ＤＮＡ 分子中ꎬ阻
碍 ＤＮＡ 的修复ꎬ影响 ＤＮＡ 的合成[２]ꎮ 虽然 ２￣ＣｄＡ
治疗 ＨＣＬ 等血液病有很好的疗效ꎬ但也会产生一定

的副作用ꎬ主要不良反应为骨髓抑制、免疫抑制、感
染及心血管反应等ꎮ 所以ꎬ２￣ＣｄＡ 在合并心脏疾病

的血液病患者中应用的安全性须引起重视ꎮ 本实

验就 ２￣ＣｄＡ 对内皮细胞生物学特性的影响进行研

究ꎬ探讨 ２￣ＣｄＡ 对血管内皮细胞的毒性作用ꎬ为临

床防治 ２￣ＣｄＡ 引起心血管不良反应提供实验依据ꎬ
提高 ２￣ＣｄＡ 的临床用药安全性ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料与试剂

　 　 克拉屈滨为广州军区广州总医院血液科惠赠ꎮ
ＤＭＥＭ / 高糖培养基 (ＨｙＣｌｏｎｅ 公司)ꎻ胎牛血清、
０.２５％胰酶、青霉素、链霉素、ＰＢＳ 缓冲液(Ｇｉｂｃｏ 公

司)ꎻＣＣＫ￣８ 试剂盒(Ｄｏｊｉｎｄｏ 公司)ꎻ细胞周期试剂

盒(Ｓｉｇｍａ 公司)ꎻ吖啶橙(ａｃｒｉｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅꎬＡＯ)和溴

化乙 啶 ( ｅｔｈｉｄｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅꎬ ＥＢ ) ( ＭＹＭ Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ
Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ 公司)ꎻ血管内皮生长因子( ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎ￣
ｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒꎬＶＥＧＦ)酶联免疫吸附试剂盒

(武汉华美公司)ꎻ一氧化氮(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅꎬＮＯ)检测

试剂盒(南京建成公司)ꎮ ９６ 孔板、２５ ｃｍ２ 细胞培养

瓶(Ｂｅａｖｅｒ 公司)ꎮ
１.２　 细胞培养

人脐静脉内皮细胞 ＥＡ.ｈｙ９２６(ｈｕｍａｎ ｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌ ＥＡ.ｈｙ９２６)购买于中国科学院细

胞生物学研究所北京细胞库ꎮ 于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养

箱中用 ＤＭＥＭ / 高糖培养液(含 １０％胎牛血清、１％
双抗)培养 ＥＡ.ｈｙ９２６ꎬ每 ２４ ~ ４８ ｈ 传代 １ 次ꎮ 取对

数生长期细胞进行实验ꎮ
１.３　 药物准备

克拉屈滨(规格:１０ ｍＬꎬ２￣ＣｄＡ １０ ｍｇ 与氯化钠

９０ ｍｇꎻ分子量 ２８５.６９ Ｄａ)ꎬ根据 ２￣ＣｄＡ 分子量得知

母液浓度 ３.５ ｍｍｏｌ / Ｌꎬ用 ＰＢＳ 缓冲液稀释至不同浓

度ꎬ４℃储存备用ꎮ
１.４　 ＣＣＫ￣８ 法检测细胞活力

制备 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞悬液ꎬ将细胞接种于 ９６ 孔

板ꎬ５×１０３ 个 / 孔ꎬ在含 １０％血清的 ＤＭＥＭ / 高糖培养

基中过夜后加入 ２￣ＣｄＡ(最终浓度为 ０、０.４、０.８、１、
５、１０、２０、４０ μｍｏｌ / Ｌ)ꎮ 于 ３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培

养 ４８ ｈ 后ꎬ加入 ＣＣＫ￣８ 试剂ꎬ每孔 １０ μＬꎬ混匀后继

续孵育 ３ ｈꎮ 在酶标仪上测定 ４５０ ｎｍ 波长处各孔吸

光度 ( ａｂｓｏｒｂａｎｃｅꎬ Ａ) 值ꎮ 按照同样方法检测 ５
μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 处理细胞 ２４、４８、７２ ｈ 的 Ａ 值ꎮ 然后

根据 Ａ 值计算细胞活力ꎮ
１.５　 划痕法检测细胞迁移

将 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞接种于 ６ 孔板中ꎬ５×１０４ 个 /
孔ꎬ待细胞在含 １０％血清的 ＤＭＥＭ / 高糖培养基中

贴壁并长至融合时ꎬ使用无菌的 ２００ μＬ 枪头在 ６ 孔

板中均匀地划 ４ 条相互垂直的直线并用 ＰＢＳ 洗去

脱落的细胞ꎬ然后加入 ２￣ＣｄＡ 使其最终浓度为 ０
μｍｏｌ / Ｌ 和 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ分别在加药后 ０、８、１２、２４ ｈ 时

在带有拍照系统的倒置显微镜(Ｌｅｉｃａ 公司)下观察

拍照ꎬ然后使用 Ｉｍａｇｅ Ｊ 软件分析图片ꎬ统计每个时

间点细胞整体迁移的距离ꎮ
１.６　 流式细胞术检测细胞周期

将细胞接种于 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶中ꎬ待细胞长至

７０％融合时ꎬ加入 ２￣ＣｄＡꎬ使终浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ并
设置对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ)ꎮ 继续培养 ４８ ｈ 后ꎬ
离心收集细胞ꎬ按照试剂盒说明操作ꎬ于流式细胞

仪(ＡＣＥＡ 公司)上检测分析ꎮ
１.７　 吖啶橙 /溴化乙啶染色检测细胞凋亡

将细胞接种于 ２５ ｃｍ２ 的培养瓶中ꎬ待细胞长至

７０％融合时ꎬ加入 ２￣ＣｄＡꎬ使终浓度为 ５ μｍｏｌ / Ｌꎬ并
设置对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ)ꎮ 继续培养 ４８ ｈ 后ꎬ
离心收集细胞ꎬ用 ＰＢＳ 重悬混匀ꎬ并吸取 ５０ μＬ 的

细胞悬液于载玻片上进行涂片ꎬ然后滴加 ５０ μＬ 的

ＡＯ / ＥＢ 混合液并盖上盖玻片ꎬ随即在正立荧光显微

镜下拍照观察ꎮ
１.８　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测目的蛋白的表达水平

收集 ２￣ＣｄＡ 处理 ４８ ｈ 后的细胞ꎬ按照蛋白抽提

试剂盒上的说明提取细胞总蛋白ꎻＢＣＡ 法测定蛋白

浓度后ꎬ取 ４０ μｇ 变性后蛋白样品上样ꎬ１２％ＳＤＳ￣
ＰＡＧＥ 电泳ꎬ待溴酚蓝达到凝胶底部时ꎬ将蛋白转移

至硝酸纤维素膜上ꎻ５％脱脂奶粉液室温封闭 １ ｈ
后ꎬＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ一抗 ４℃ 孵育过夜ꎻ
ＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎬ二抗室温摇床孵育 １ ｈꎬ
ＴＢＳＴ 洗 ３ 次ꎬ每次 ５ ｍｉｎꎻＥＣＬ 发光ꎬ凝胶成像仪中

２５４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



显影ꎬ采用 Ｇｅｌ￣Ｐｒｏ ａｎａｌｙｚｅｒ ６.０ 进行蛋白条带灰度

分析ꎮ
１.９　 检测上清 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ 水平

收集 ０ μｍｏｌ / Ｌ 和 ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 干预 ４８ ｈ 后

的细胞培养上清液ꎮ 按照 Ｇｒｉｅｓ 试剂盒和 ＥＬＩＳＡ 试

剂盒说明操作ꎬ分别检测上清液中 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ 的

水平ꎮ
１.１０　 统计学处理

采用 Ｓｔａｔａ １３.０ 统计软件进行数据分析ꎮ 数据

均采用 ｘ±ｓ 表示ꎬ两组间的比较采用 ｔ 检验ꎻ多组间

比较采用单因素方差分析ꎻ组间两两比较采用 Ｂｏｎ￣
ｆｅｒｒｏｎｉ 法ꎮ 以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 克拉屈滨抑制内皮细胞的细胞活力

克拉屈滨(０.４ ~ ４０ μｍｏｌ / Ｌ)作用后ꎬ随着药物

浓度增加ꎬ内皮细胞活性逐渐降低ꎬ其半数抑制率

ＩＣ５０ 为 ４.１２６ μｍｏｌ / Ｌꎬ各组与对照组相比有明显抑

制作用(Ｐ<０.０５ꎻ图 １)ꎮ 当 ２￣ＣｄＡ 浓度为 １ μｍｏｌ / Ｌ
时ꎬ其对内皮细胞已经有明显的抑制作用 ( Ｐ <
０.０１)ꎬ细胞存活率为 ５０. ２％ꎮ 当药物浓度达 ５
μｍｏｌ / Ｌ 时ꎬ ２￣ＣｄＡ 对细胞有严重抑制作用 ( Ｐ <
０.０１)ꎬ细胞存活率为 ３６.７％ꎬ与 １０ μｍｏｌ / Ｌ 浓度相

比ꎬ细胞活性没有明显差异ꎮ 因此ꎬ选择 ５ μｍｏｌ / Ｌ
浓度进行后续实验ꎮ 随着 ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用时

间延长ꎬ细胞活性下降(Ｐ<０.０１ꎻ图 ２)ꎮ 由此可见 ２￣
ＣｄＡ 具有细胞毒性ꎮ
２.２　 克拉屈滨抑制内皮细胞迁移

在观察的 ２４ ｈ 内ꎬ对照组的细胞逐渐迁移至划

痕中ꎬ划痕空间逐渐变小ꎮ 而实验组细胞在观察的

时间内ꎬ细胞迁移数量很少ꎬ在第 ２４ ｈꎬ与对照组比

较划痕空间很大(Ｐ<０.０５ꎻ图 ３)ꎮ 说明 ２￣ＣｄＡ 对内

皮细胞的迁移有抑制作用ꎮ

图 １. ２￣ＣｄＡ 呈浓度依赖性抑制 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞的细胞活力

(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组(０ μｍｏｌ / Ｌ 组)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. ２￣ＣｄＡ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ａ ｄｏｓｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ (ｎ＝ ３)

图 ２. ２￣ＣｄＡ 呈时间依赖性抑制 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞的细胞活力

(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组(０ ｈ 组)比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. ２￣ＣｄＡ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ ｉｎ
ａ ｔｉｍｅ￣ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｍａｎｎｅｒ (ｎ＝ ３)

图 ３. ２￣ＣｄＡ 抑制 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞的迁移(ｎ＝ ３)　 　 左图为各时间点细胞迁移图(１００×)ꎻ右图为与 ０ 时划痕距离相比较的细胞迁移距离

统计分析ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. ２￣ＣｄＡ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｔｈｅ ｍｉｇｒａｔｉｏｎ ａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)
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２.３　 克拉屈滨阻滞内皮细胞的细胞周期

５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用 ４８ ｈ 后ꎬ更多的细胞处

于 Ｓ 期ꎬ与对照组相比有显著差异(Ｐ<０.０５ꎻ图 ４、
表 １)ꎮ 说明 ２￣ＣｄＡ 阻滞细胞周期于 Ｓ 期ꎮ

图 ４. ２￣ＣｄＡ 阻滞 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞的细胞周期

Ｆｉｇｕｒｅ ４. ２￣ＣｄＡ ｂｌｏｃｋ ｔｈｅ ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ ｏｆ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ

表 １. 两组细胞在细胞周期中的分布率(ｎ＝ ３)
Ｔａｂｌｅ １. Ｔｈｅ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｃｅｌｌｓ ｏｆ ｔｗｏ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｅｌｌ ｃｙｃｌｅ (ｎ＝ ３)

分 组 Ｇ１ 期(％) Ｓ 期(％) Ｇ２ 期(％)
对照组 ５９.５０±０.８９ ２３.０９±２.０１ １６.９３±１.１９
５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 组 ３７.３１±１.８６ａ ６２.３３±２.１０ａ ０.３６±０.４１ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

２.４　 克拉屈滨诱导内皮细胞凋亡

克拉屈滨处理 ４８ ｈ 后ꎬ进行 ＡＯ / ＥＢ 染色ꎬ对照

组的细胞拥有正常的圆形和绿色的细胞核ꎬ５ μｍｏｌ /
Ｌ ２￣ＣｄＡ 组的细胞显示出许多橙色ꎬ核内染色体发

生了聚缩(在图中表现为局部的亮橙色ꎻ图 ５)ꎮ 说

明高浓度的 ２￣ＣｄＡ 可诱导内皮细胞的凋亡ꎮ
２.５　 克拉屈滨对内皮细胞蛋白表达水平的影响

５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用 ４８ ｈ 后ꎬＣｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３
的蛋白量明显上升ꎬＢｃｌ￣２ 蛋白表达减弱ꎬ与对照组

相比ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ图 ６)ꎮ 说明 ２￣
ＣｄＡ 促进 Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白的表达ꎬ抑制 Ｂｃｌ￣２
蛋白的表达ꎮ
２.６　 克拉屈滨抑制内皮细胞分泌 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ

５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 作用 ４８ ｈ 后ꎬ细胞上清液中

ＮＯ 与 ＶＥＧＦ 的含量减少ꎬ与对照组相比差异均有统

计学意义(Ｐ<０.０５ꎻ表 ２)ꎮ 提示 ２￣ＣｄＡ 抑制 ＮＯ 与

ＶＥＧＦ 的分泌ꎮ

图 ５. ２￣ＣｄＡ 对 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞凋亡的影响

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２￣ＣｄＡ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｏｆ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ

４５４ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ ５ꎬ２０１８



图 ６. ２￣ＣｄＡ 对 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞蛋白表达水平的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２￣ＣｄＡ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ (ｎ＝ ３)

表 ２. ２￣ＣｄＡ 对 ＥＡ.ｈｙ９２６ 细胞 ＮＯ 与 ＶＥＧＦ 水平的影响(ｎ
＝ ３)
Ｔａｂｌｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ２￣ＣｄＡ ｏｎ ｔｈｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ＮＯ ａｎｄ ＶＥＧＦ ｉｎ
ＥＡ.ｈｙ９２６ ｃｅｌｌｓ(ｎ＝ ３)

分 组 ＮＯ(μｍｏｌ / Ｌ) ＶＥＧＦ(ｎｇ / Ｌ)
对照组 ３.５９±０.４１ ８４５.３３±９.７１
５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 组 １.０７±０.１６ａ ３９６.６７±１０.０２ａ

ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎮ

３　 讨　 论

目前ꎬ２￣ＣｄＡ 在血液病肿瘤中的应用有着明显

的优势ꎮ 采用持续 ２￣ＣｄＡ 静脉滴注 ７ 天治疗 ＨＣＬꎬ
总有效率达 ９５％[３]ꎮ 对于复发 ＨＣＬ 患者ꎬ再次应用

总缓解率达 ９０％[４]ꎮ 除了治疗 ＨＣＬꎬ２￣ＣｄＡ 还被用

于治疗慢性淋巴细胞白血病 /小淋巴细胞淋巴瘤、
套细胞淋巴瘤[５]ꎮ 此外ꎬ２￣ＣｄＡ 还用于治疗朗格汉

斯细胞组织细胞增生症、多发性骨髓瘤和多发性硬
化症ꎮ ２￣ＣｄＡ 治疗效果明显ꎬ但其引发的骨髓抑制、
感染等不良反应也令人担忧ꎮ 来自国外 １９６ 位 ＨＣＬ
患者的安全性数据ꎬ发现治疗开始 ２ 周内出现心动

过速者约 ６％[６￣８]ꎮ 虽然国内尚无关于 ２￣ＣｄＡ 引起

心血管不良反应的临床报道ꎬ但是 ２￣ＣｄＡ 在合并心
脏疾病的血液病患者中应用的安全性有待进一步

研究探讨ꎮ 血管内皮细胞具有维持血管内皮光滑ꎬ
防止血小板黏附和有害物质侵入血管壁的重要作

用ꎮ 内皮细胞功能紊乱在高血压、动脉粥样硬化等

心血管疾病中有重要意义[９]ꎮ
本研究中ꎬ我们观察了 ２￣ＣｄＡ 在体外对人脐静

脉内皮细胞株 ＥＡ.ｈｙ９２６ 活性的影响ꎬ发现药物浓度

越高ꎬ细胞存活率越低ꎬＩＣ５０ 为 ４.１２６ μｍｏｌ / Ｌꎮ 迁
移实验发现 ２￣ＣｄＡ 能抑制细胞的迁移能力ꎮ 通过

ＡＯ / ＥＢ 染色ꎬ发现部分细胞变橙色ꎬ细胞形态发生
改变ꎬ细胞核内染色体聚缩ꎮ ＡＯ / ＥＢ 染色检测细胞
凋亡的方法由 Ｒｉｂｂｌｅ 等[１０] 的方法改进而来ꎮ 根据
该方法的原理可知活细胞拥有正常的绿色核ꎻ早期
凋亡的细胞核内有聚缩的染色体片段ꎬ拥有更亮的
绿色的核ꎻ晚期凋亡的细胞展现出聚缩的片段化的
橙色染色体ꎻ坏死的细胞则显示出正常的橙色
核[１１]ꎮ 实验结果显示ꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ 能够诱导内
皮细胞凋亡ꎬ对内皮细胞有毒性作用ꎮ 细胞凋亡是
在特定基因调控下发生的一种程序性死亡ꎬ包括线
粒体途径(内源性)和死亡受体途径(外源性)２ 种
途径[１２]ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 是细胞凋亡过程中的关键蛋白
酶ꎬ参与细胞凋亡的内源性和外源性途径ꎮ 抑制
Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的活化可以阻断细胞凋亡的反应ꎮ 活化
后的 Ｃａｓｐａｓｅ￣３(Ｃｌｅａｖｅｄ ｃａｓｐａｓｅ￣３)才是发挥诱导细
胞凋亡的重要分子[１３￣１４]ꎮ Ｂｃｌ￣２ 是抑制细胞凋亡的
重要蛋白ꎬ通过阻断线粒体释放细胞色素 Ｃ 起到保
护细胞的作用[１５]ꎮ 本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测发
现ꎬ经 ２￣ＣｄＡ 作用后ꎬＣｌｅａｖｅｄ Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表达增加ꎬ
而 Ｂｃｌ￣２ 表达减弱ꎬ与细胞凋亡实验相一致ꎮ

许多研究发现氧化应激是导致内皮细胞损伤
的主要原因ꎬ氧化应激使内皮细胞减少 ＮＯ 的分泌ꎬ
增加活性氧的产生ꎬ引起内皮细胞损伤和凋亡[１６]ꎮ
ＮＯ 分泌减少时ꎬ使环磷酸鸟苷生成减少ꎬ并影响血
管平滑肌舒张功能和内皮依赖性血管舒张反应ꎬ导
致内皮功能障碍[１７]ꎮ 在本研究中ꎬ５ μｍｏｌ / Ｌ ２￣ＣｄＡ
显著抑制内皮细胞的细胞活力ꎬ并且使 ＮＯ 分泌减
少ꎬ细胞核形态发生变化ꎻ说明 ２￣ＣｄＡ 可通过氧化
应激的方式造成血管内皮细胞功能损伤ꎮ 内皮细
胞产生的 ＮＯ 能够保持血管内皮细胞的完整性ꎬ具
有维持血管舒张和血压稳定的重要作用ꎮ ＮＯ 生成
减少ꎬ血管收缩ꎬ管腔狭窄ꎬ引起血压升高、心动过
速ꎮ 临床观察也发现高血压病人血清 ＮＯ 比正常人
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低[１８￣１９]ꎮ ＮＯ 由一氧化氮合酶(ｎｉｔｒｉｃ ｏｘｉｄｅ ｓｙｎｔｈａｓｅꎬ
ＮＯＳ)催化 Ｌ￣精氨酸(Ｌ￣Ａｒｇ)产生ꎮ 当血管内皮损
伤时ꎬＮＯＳ￣Ｌ￣Ａｒｇ￣ＮＯ 途径障碍ꎻ内皮细胞损伤ꎬＮＯ
分泌减少ꎬ导致血管平滑肌细胞增生ꎬ血管痉挛ꎬ血
小板黏附增强ꎬ容易引起血管阻塞和血栓形成ꎮ 经
临床观察ꎬ冠状动脉粥样硬化性心脏病患者 ＮＯ 水
平降低ꎬＮＯＳ 合成受限[２０]ꎮ

克拉屈滨对内皮细胞生物学的影响ꎬ不仅与
ＮＯ 有关ꎬ 还与 ２￣ＣｄＡ 减少 ＶＥＧＦ 的分泌有关ꎮ
ＶＥＧＦ 是一种内皮细胞特异性丝裂原元素ꎬ能够维
持内皮细胞的正常功能ꎬ可促进内皮细胞分泌 ＮＯꎮ
ＶＥＧＦ 保护内皮细胞的途径之一是通过刺激 ＮＯ 的
分泌ꎬ发挥 ＮＯ 抑制血小板聚集、黏附和抗血栓的作
用ꎬ从而保持内皮细胞的完整性[２１￣２２]ꎮ 当 ＶＥＧＦ 减
少时ꎬＮＯ 的分泌会减少ꎬ内皮细胞的正常功能也受
影响ꎮ 另一方面ꎬＶＥＧＦ 会促进内皮细胞的增殖和
迁移[２３￣２５]ꎮ 本研究发现 ２￣ＣｄＡ 作用后ꎬＶＥＧＦ 和 ＮＯ
的分泌减少ꎬ并且细胞活性下降和细胞迁移受抑
制ꎬ实验结果具有一致性ꎮ

综上ꎬ本研究发现 ２￣ＣｄＡ 具有促进内皮细胞凋
亡、抑制内皮细胞迁移等毒性作用ꎬ其机制可能与
抑制 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ 的生成有关ꎮ 而临床上合理使用
２￣ＣｄＡꎬ减少其带来的不良反应ꎬ是临床医师和患者
关注的问题ꎮ 我们希望ꎬ２￣ＣｄＡ 作用于内皮细胞的
量效曲线、抑制 ＮＯ 和 ＶＥＧＦ 分泌等实验数据能为
临床安全用药、防治血管内皮损伤提供参考ꎬ为探
索 ２￣ＣｄＡ 靶向治疗肿瘤细胞的作用机制提供新思
路ꎮ 但是ꎬ由于本研究主要涉及的是 ２￣ＣｄＡ 对内皮
细胞毒性作用的体外实验ꎬ至于 ２￣ＣｄＡ 在体内对内
皮细胞的影响ꎬ以及采取何钟相关措施预防 ２￣ＣｄＡ
对内皮细胞的毒性作用ꎬ还需要进一步的研究探索ꎮ
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