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［摘要］! 目的：探讨非诺贝特对 ’() 诱导的脐静脉内皮细胞增殖、凋亡及内皮型一氧化氮合酶（*+,-）基因表

达的影响。方法：体外培养人脐静脉内皮细胞（2345)6），根据非诺贝特不同浓度分为正常对照组、’() 组、低浓度

非诺贝特（&# !789 : ’）组、中浓度非诺贝特（1# !789 : ’）组、高浓度非诺贝特（&## !789 : ’）组，根据非诺贝特不同干

预时间分为正常对照组、’() 组、非诺贝特（1# !789 : ’）干预 $ ; 组、&" ; 组、"/ ; 组、/0 ; 组进行实验。分别观测不

同浓度及不同时间非诺贝特内皮细胞增殖、凋亡、+, 浓度及 *+,- 7<+= 表达的变化。结果：与正常对照组比较，

’() 抑制内皮细胞增殖，促进细胞凋亡，并使 2345)6 *+,- 7<+= 表达降低，+, 合成减少。非诺贝特可干预 ’()

对内皮细胞的作用，使内皮细胞增殖增强，细胞凋亡减少，*+,- 7<+= 表达升高，+, 合成增加，且其作用呈时间>效

应、浓度>效应依赖关系。结论：非诺贝特可改善 ’() 对 2345)6 的影响，使内皮细胞增殖增强，凋亡减少，*+,-

7<+= 表达升高，+, 合成增加，从而起到抗动脉硬化作用。
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& & 血 管 内 皮 细 胞 为 衬 覆 于 血 管 内 腔 面 的 单 层 扁

平 细 胞 ，依 靠 其 正 常 的 增 殖 和 凋 亡 平 衡 ，保 持 血 管

的结 构 和 功 能 正 常 。血 管 内 皮 细 胞 还 具 有 多 种 内

分 泌 功 能 ，释 放 56 及 其 他 血 管 活 性 物 质 参 与 全 身

及 局 部 血 管 功 能 状 态 的 调 节 。 近 年 来 的 研 究 表

明 ，许 多 心 血 管 疾 病 的 发 生 发 展 与 细 胞 凋 亡 有

关［%，!］。过 氧 化 物 酶 体 增 殖 物 激 活 受 体（ FF:9）是

核 受 体 超 家 族 的 一 员 ，活 化 后 与 抗 炎 、脂 质 代 谢 及

细 胞 的 增 殖 、分 化 、凋 亡 密 切 相 关 。 贝 特 类 调 脂 药

是 一 类 人 工 合 成 的 FF:9! 激 动 剂 ，近 年 来 其 改 善

非 脂 质 性 危 险 因 素 的 作 用 引 起 了 人 们 极 大 的 兴

趣 。本 研 究 探 讨 非 诺 贝 特 对 EFA 诱 导 的 内 皮 细 胞

增殖 和 凋 亡 的 影 响 以 及 2567 基 因 表 达 的 变 化 ，为

动 脉 粥 样 硬 化 防 治 提 供 依 据 。

! " 材 料 与 方 法

% J % & 材 料 及 仪 器 & & 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞（ =>0
?@A+）株 A9E0%K$" 购 自 :LAA 公 司 。9FMN %#O"
培 养 基（ PNQA6，>7:），胎 牛 血 清（ 杭 州 四 季 青 公

司 ），非 诺 贝 特 、EFA、胰 蛋 白 酶 、四 甲 基 偶 氮 唑 蓝 、

二 甲 基 亚 砜（ 7,38’，>7:），64,3).（ L）%R、FA9 缓 冲

液 、.5LF、L’S 酶 、95’+2 抑 制 剂（ 上 海 生 工 ），琼 脂

糖 、:M?（ F1)823’，>7:），:--2;,- ?0TNLA U FN 凋 亡

检 测 试 剂 盒（ 深 圳 晶 美 ），56 测 试 盒（ 南 京 建 成 ），

12’4 *,82 0FA9 试 剂 盒（ 7VQ9 F128,; @; L’SLM）（ 大

连 宝 生 物 ），L1,W)4 一 步 法 95: 提 取 试 剂 盒（ PNQ0
A6，>7:），酶 联 免 疫 检 测 仪（ Q,)*2X，>7:），荧 光 显

微 镜（ 6EVMF>7，Y:F:5 ），流 式 细 胞 仪（ QZ，

>7:），低 温 离 心 机（ Q@A[M:5，>7:），高 速 低 温 离

心 机（ @((2-.)1<，>7:），K""" 型 实 时 定 量 FA9 仪

（ :QN，>7:），凝 胶 图 像 分 析 仪（ 7D-32-2，>7:）。

% J ! & 方 法

% J ! J % & 细 胞 培 养 及 分 组 & & 将 =>?@A+ 解 冻 复

苏 在 含 %\] 胎 牛 血 清 、! 8M 谷 氨 酰 胺 、" J % 3 U E
肝 素 、" J "\ 3 U E 内 皮 细 胞 生 长 因 子 的 9FMN %#O"
培养 基 中 培 养 ，置 于 $K ^ 、\] A6! 饱 和 湿 度 的 培

养 箱 ，每 ! _ $ . 换 液 % 次 。 待 细 胞 生 长 至 单 层 融

合 状 态 后 ，用 " J !\] 胰 蛋 白 酶 消 化 传 代 。 取 对 数

生 长 期 细 胞 ，按 传 代 方 法 制 成 单 细 胞 悬 液 ，根 据 非

诺 贝 特 不 同 浓 度 分 为 ："正 常 对 照 组 ：当 细 胞 长 至

#"] _ K"] 融 合 时 换 \] 胎 牛 血 清 9FMN %#O" 培

养 液 ；#EFA 组 ：当 细 胞 长 至 #"] _ K"] 融 合 换 含

浓 度 为 %" 83 U E 的 EFA 的 \] 胎 牛 血 清 培 养 液 ；$
低 浓 度 非 诺 贝 特 干 预 组 ：当 细 胞 长 至 #"] _ K"]
融 合 时 换 用 \] 胎 牛 血 清 培 养 液 ，并 加 入 浓 度 为

%" %8)4 U E 的 非 诺 贝 特 预 处 理 R H 后 ，再 加 入 EFA
（ 终 末 浓 度 %" 83 U E）共 同 孵 育 !O H；&中 浓 度 非

诺 贝 特（\" %8)4 U E）组 ：非 诺 贝 特 浓 度 为 \" %8)4 U
E，余 同 低 浓 度 非 诺 贝 特 组 ；’高 浓 度 非 诺 贝 特 干

预组 ：非 诺 贝 特 浓 度 为 %"" %8)4 U E，余 同 低 浓 度 非

诺 贝 特 组 。 根 据 非 诺 贝 特 不 同 干 预 时 间 分 为 ："
正常 对 照 组 ；#EFA 组 ；$非 诺 贝 特 干 预 # H 组 ：浓

度 为 \" %8)4 U E 的 非 诺 贝 特 预 处 理 R H 后 ，再 加 入

EFA（ 终 末 浓 度 %" 83 U E）共 同 孵 育 # H；&非 诺 贝

特 干 预 %! H 组 ：非 诺 贝 特 与 EFA 共 同 孵 育 %! H，

余 同 非 诺 贝 特 干 预 # H 组 ；’非 诺 贝 特 干 预 !O H
组 ：非 诺 贝 特 与 EFA 共 同 孵 育 !O H，余 同 非 诺 贝 特

干 预 # H 组 ；(非 诺 贝 特（ \" %8)4 U E）干 预 OR H
组 ：非 诺 贝 特 与 EFA 共 同 孵 育 OR H，余 同 非 诺 贝 特

干 预 # H 组 。

% J ! J ! & 四 甲 基 偶 氮 唑 蓝（ MLL）比 色 法 & & 取 对

数 生 长 期 细 胞 ，按 传 代 方 法 制 成 单 细 胞 悬 液 ，接 种

于 ‘# 孔 培 养 板 ，每 孔 加 细 胞 悬 液 !"" %E（ 含 ! a
%"O 个 细 胞 ），按 % J ! J % 分 组 及 处 理 观 测 不 同 浓 度

及 不 同 作 用 时 间 非 诺 贝 特 对 内 皮 细 胞 增 殖 的 影

响 。空 白 对 照 组 以 无 血 清 9FMN %#O" 补 足 。 细 胞

终 浓 度 为 % a %"\ U 8E，每 孔 总 体 积 !"" %E。 在 达

各 培 养 时 间 点 前 O H 时 每 孔 加 入"J \] MLL !" %E，

继 续 培 养 O H，倒 去 培 养 基 ，每 孔 加 二 甲 基 亚 砜

%\" %E，震 荡 %" 8,- 后 ，用 酶 标 仪 在 O‘" -8 波 长

处 测 定 各 孔 的 吸 光 度 值（ :O‘" ）。实 验 重 复 $ 次 ，每

组 设 $ 个 复 孔 ，取 平 均 值 为 最 终 结 果 。

% J ! J $ & 细 胞 凋 亡 的 形 态 学 观 察 & & 按 % J ! J % 中

不 同 浓 度 非 诺 贝 特 分 组 处 理 后 ，根 据 细 胞 凋 亡 0
=)2BH+* 染 色 试 剂 盒（ 购 于 碧 云 天 生 物 技 术 研 究

所 ）说 明 书 操 作 。=)2BH+* $$!\R 染 色 后 ，其 与 染 色

OK$
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质 结 合 ，荧 光 显 微 镜 可 检 测 到 呈 蓝 色 的 细 胞 核 。

细 胞 发 生 凋 亡 时 ，染 色 质 固 缩 ，因 此 荧 光 显 微 镜 下

凋 亡 细 胞 的 细 胞 核致密浓染，或呈碎块状致密浓染。

) * + * , ( 流 式 细 胞 仪 观 察 ( ( 对 照 -..$/0. 12
345# 6 "4 细 胞 凋 亡 检 测 试 剂 盒 说 明 书 操 作 。 取 对

数 生 长 期 细 胞 ，按 传 代 方 法 制 成 单 细 胞 悬 液 ，调 整

细 胞 浓 度 为 7 8 )9, 个 6 :!，接 种 于 ; 孔 板 上 ，每 孔

加 细 胞 悬 液 ) :!，按 ) * + * ) 中 不 同 浓 度 非 诺 贝 特

分 组 及 处 理 后 ，分 别 收 集 ; 孔 板 各 组 各 孔 细 胞 ，调

整 细 胞 浓 度 为 7 8 )97 < ) 8 )9; 个 6 :!。 取 ):! 细

胞 悬 液 ，) 999 = 6 :0.，, > 离 心 )9 :0.，弃 上 清 。加

入 ) :! 冷 "?’，轻 轻 震 荡 使 细 胞 悬 浮 。) 999 = 6
:0.，, > 离 心 )9 :0.，弃 上 清 。 重 复 + 次 ，将 细 胞

重 悬 于 +99 !! 结 合 缓 冲 液 ，加 入 )9 !! 345#2-.2
.$/0. 1 和 7 !! "4 双 标 记 后 ，轻 轻 混 匀 ，避 光 室 温

反 应 )7 :0.，立 即 上 流 式 细 胞 仪 检 测 。

) * + * 7 ( %& 测 定 ( ( 将 @A1B#C 接 种 于 ; 孔 板 ，

按 上 述 ) * + * ) 实 验 分 组 进 行 干 预 后 ，取 上 清 液 ，采

用 硝 酸 盐 还 原 法 测 定 %& 浓 度 。 按 试 剂 盒 说 明 书

步 骤 测 定 %&。根 据 公 式 %&（ !:DE 6 !）F（ 样 品 管

吸光 度 G 空 白 管 吸 光 度 ）6（ 标 准 管 吸 光 度 G 空 白

管 吸 光 度 ）8 标 准 品 浓 度（ )99 !:DE 6 !）8 样 品 测

试 前 稀 释 倍 数 计 算 各 样 品 管 浓 度 。

) * + * ; ( $%&’ :H%- 检 测（ =$IE J0:$ 2"#H）( ( 用

5=0KDE 试 剂 盒 分 别 提 取 各 组 细 胞 总 H%-（ 按 说 明 书

操作 ）。按 下 列 体 系 配 制 逆 转 录 混 和 反 应 液 ：)9 8
逆 转 录 缓 冲 液 + * 9 !!，)9 ::DE 6 ! L%5" + * 9 !!，+7
::DE 6 ! MN#E+ , * 9 !!，H%IC$ 抑 制 剂（ ,9 A 6 !! ）

9 * 7 !!，-M1（ +9 A 6 !!）9 * O7 !!，&E0ND 2L5（ 79
:N 6 !）) * 9 !!，总 H%- ) * 9 !! 。 用 PB"# 处 理 水

补 足 至 总 体 积 +9 !! 混 匀 后 置 水 浴 箱 。 按 如 下 条

件 进 行 逆 转 录 合 成 ：Q9 > 温 育 )9 :0.，,+ > 逆 转

录 Q9 :0.，R7 > 加 热 7 :0.，立 即 将 反 应 管 插 入

9 > < 7 > 冰 水 中 冰 浴 ，反 应 产 物 保 存 于 G +9 > 作

"#H 扩 增 用 。

目 的 基 因 $%&’ 引 物 和 管 家 基 因 S-"P@ 引 物

由 宝 生 物 工 程 有 限 公 司（ 大 连 ）合 成 ，引 物 序 列 如

下 ： $%&’ 上 游 ：7 T2SS-#5S--SS#5SS#-5#5SS2
Q T，下 游 ： 7 T2#-5S55-#5S5S#S5##-#5#5S#2Q T；
S-"P@ 上 游 ： 7 T2#--#555SS5-5#S5SS--SS-2
Q T，下 游 ：7 T2S-SS#-SSS-5S-5S55#5SS2Q T。 实

时 定 量 "#H 反 应 条 件 ：反 应 体 积 为 +7 !!，内 含

UP%- + !!（ 相 当 于 +99 .N H%-），引 物 各 9 * 7 !!，

’V?H "=$:0/ B/ 5IW5M（ + 8 ）)+ * 7 !!，H&X H$Y$=2
$.U$ PZ$（ 79 8 ）9 * 7 !!。 反 应 条 件 为 ：预 变 性

R7 > )9 C，R7 > 7 C，;9 > Q9 C，Q9 个 循 环 。 每 组

UP%- 管 家 基 因 、目 的 基 因 各 Q 管 ，并 设 无 模 板 的

空 白 对 照 组 ，同 批 次 扩 增 。

) * Q ( 统 计 学 处 理 ( ( 实 验 数 据 以 "! [ " 表 示 ，采

用 # 检 验 、方 差 分 析 ，由 ’"’’ )) * 7 统 计 软 件 完 成 。

以 双 侧 $ \ 9 * 97 为 差 异 有 统 计 学 意 义 。

! " 结 " " 果

+ * ) ( 非 诺 贝 特 对 !"# 诱 导 @A1B#C 细 胞 增 殖 的

影 响 ( ( M55 结 果 显 示 ，!"# 组 吸 光 度 值 较 正 常

对 照 组 明 显 降 低（ $ \ 9 * 97 ）；同 一 时 间 非 诺 贝 特

不 同 浓 度 组 与 !"# 组 比 较 ，低 浓 度（)9 !:DE 6 !）对

内 皮 细 胞 的 增 殖 改 善 作 用 不 明 显（ $ ] 9* 97），中 浓

度（79 !:DE 6 !）及 高 浓 度（ )99 !:DE 6 !）时 内 皮 细

胞 增 殖 明 显 增 强（ $ \ 9* 9)），呈 浓 度 2效 应 依 赖 关

系 。非 诺 贝 特 孵 育 不 同 时 间 组 内 皮 细 胞 增 殖 情 况

与 !"# 组 比 较 ，; ^ 时 轻 度 增 加 ，+, 和 ,_ ^ 增 强 最

为 明 显 ，呈 时 间 2效 应 依 赖 关 系 。 这 表 明 ，!"# 对

内 皮 细 胞 增 殖 有 抑 制 作 用 ，非 诺 贝 特 可 改 善 !"#
对 内 皮 细 胞 增 殖 的 抑 制 作 用 ，并 呈 时 间 2效 应 、浓

度 2效 应 依 赖 关 系（ 表 )）。

+ * + ( 非 诺 贝 特 对 !"# 诱 导 @A1B#C 细 胞 凋 亡 的

影响

+ * + * ) ( 荧 光 显 微 镜 观 察 凋 亡 细 胞 的 形 态 学 变 化

( ( 结 果 显 示 ，与 正 常 对 照 组 相 比 ，!"# 作 用 后 ，

细 胞 核 致 密 浓 染 的 凋 亡 细 胞 明 显 增 多 。 非 诺 贝 特

干 预 后 ，凋 亡 细 胞 明 显 减 少（ 图 )）。

表 #" M55 示非诺贝特对 !"# 诱导 @A1B#C 细胞增殖的影响（"! [ "，% F Q）

; ^ )+ ^ +, ^ ,_ ^
正常对照组 9* OO9 [ 9* 9++ 9* R9+ [ 9* 9+9 9* R77 [ 9* 9)R 9* R,R [ 9* 9Q9
!"# 组( ( 9* 77; [ 9* 9)O‘‘ 9* 777 [ 9* 9QQ‘‘ 9* 7Q; [ 9* 9+Q‘‘ 9* ,RQ [ 9* 9+O‘‘

低浓度非诺贝特组 9* 7OO [ 9* 9); 9* 7R, [ 9* 9+9 9* 7;O [ 9* 9+, 9* 7Q) [ 9* 9+,
中浓度非诺贝特组 9* ;Q) [ 9* 9+_!! 9* O+; [ 9* 9+)!! 9* O;+ [ 9* 9++!! 9* O7Q [ 9* 9QQ!!

高浓度非诺贝特组 9* O+O [ 9* 9+)!! 9* _QR [ 9* 9+;!! 9* __9 [ 9* 9+)!! 9* __) [ 9* 9)_!!

( ( 与正常对照组比较，‘‘ $ \ 9* 9)；与 !"# 组比较，!! $ \ 9* 9)

7OQ
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图 !" ’()*+,- 染色示凋亡细胞的细胞核致密浓染，或呈碎块状致密浓染& .：正常对照组；/：012 组；2：中浓度非诺贝特组（ 3 4""）

!"#$ ! ’()*+,- $$!56 ,-78989: ;(< =)-)*-89: 7>(>-(,8,：*+<(?7-89 *(9=)9,7-8(9 79= 9@*A)7< ;<7:?)9-7-8(9 89 9@*A)@, B)<) =)-)*-)= CD ;A@(<),*)9*) ?8*<(E

,*(>D& .：F(<?7A *(9-<(A；/：012；2：?8==A)E*(9*)9-<7-8(9 ;)9(;8C<7-)（ 3 4""）

! G ! G ! & .99)H89 IEJKL2 M 1K 双 染 定 量 分 析 凋 亡 细

胞 & & 在 正 常 细 胞 中 ，磷 脂 酰 丝 氨 酸 只 分 布 在 细

胞 膜 脂 质 双 层 的 内 侧 ，细 胞 发 生 凋 亡 早 期 ，膜 磷 脂

酰 丝 氨 酸（ 1N）由 脂 膜 内 侧 翻 向 外 侧 。.99)H89 I
是 一 种 磷 脂 结 合 蛋 白 ，与 磷 脂 酰 丝 氨 酸 有 高 度 亲

和 力 ，故 可 通 过 细 胞 外 侧 暴 露 的 磷 脂 酰 丝 氨 酸 与

凋 亡 早 期 细 胞 的 胞 膜 结 合 。 因 此 .99)H89 I 被 作

为 检 测 细 胞 早 期 凋 亡 的 灵 敏 指 标 之 一 。 碘 化 丙 啶

（ 1K）不 能 通 过 正 常 细 胞 膜 ，但 可 通 过 晚 期 凋 亡 细

胞 及 坏 死 细 胞 的 细 胞 膜 。 因 此 ，流 式 细 胞 术

（ J2O）可 区 分 并 定 量 分 析 4 个 细 胞 亚 群 ，包 括 坏

死细 胞（ .99)H89 E M 1K P ）、正 常 活 细 胞（ .99)H89 E M
1K E）、早 期 凋 亡 细 胞（ .99)H89 P M 1K E）和 晚 期 凋

亡 细 胞（ .99)H89 P M 1K P ）。

流 式 细 胞 仪 结 果 显 示 ，与 正 常 对 照 组 相 比 ，

012 作 用 后 ，’QIR2, 早 期 凋 亡 细 胞 及 晚 期 凋 亡 细

胞 均 明 显 增 加（ ! S " G "% ）。 非 诺 贝 特 干 预 后 ，则

可 见 ’QIR2, 的 早 期 凋 亡 细 胞 及 晚 期 凋 亡 细 胞 均

明 显 减 少（ ! S " G "5 或 ! S " G "% ），并 与 非 诺 贝 特

浓 度 有 关 ，呈 浓 度 E效 应 依 赖 关 系（ 表 !）。

! G $ & 非 诺 贝 特 对 012 诱 导 的 ’QIR2, FT 及 )FTN
?UF. 表 达 的 影 响

! G $ G % & 非 诺 贝 特 对 012 诱 导 的 ’QIR2, FT 浓 度

的 影 响 & & 与 正 常 对 照 组 比 较 ，012 引 起 ’QIR2,
培 养 上 清 液 FT 浓 度 降 低（ ! S " G "% ）。 非 诺 贝 特

干 预 后 FT 浓 度 升 高 ，与 012 组 比 较 ，非 诺 贝 特 低

浓 度 组 、中 浓 度 组 、高 浓 度 组 及 非 诺 贝 特（ 5"
!?(A M 0）干 预 %!，!4，46 + FT 浓 度 均 明 显 升 高

（! S " G "%），且 其 升 高 的 程 度 和 非 诺 贝 特 浓 度 及

作 用 时 间 有 关（ 图 !）。

! G $ G ! & 非 诺 贝 特 对 012 诱 导 的 ’QIR2, )FTN
?UF. 表 达 的 影 响 & & 在 实 时 定 量 12U 检 测 中 ，

2- 值 是 每 个 反 应 管 内 的 荧 光 信 号 到 达 设 定 的 域 值

时 所 经 历 的 循 环 数 ，每 个 模 板 的 2- 值 与 该 模 板 的

起 始 拷 贝 数 的 对 数 存 在 线 性 关 系 ，起 始 拷 贝 数 越

多 ，2- 值 越 小 。 结 果 显 示 ，与 正 常 对 照 组 比 较 ，

012 引 起 ’QIR2, )FTN ?UF. 表 达 降 低（ ! S
"G "%）。非 诺 贝 特 干 预 后 )FTN ?UF. 表 达 增 强 。 与

012 组 比 较 ，%"，5"，%"" !?(A M 0 的 非 诺 贝 特 组 以

及 5" !?(A M 的 非 诺 贝 特 作 用 #，%!，!4 和 46 + 内 皮

细 胞 )FTN ?UF. 表 达 均 明 显 增 强（ ! S " G "%），呈

浓 度 E效 应 、时 间 E效 应 依 赖 关 系（ 图 $，4；表 $，4）。

表 #" 非诺贝特对 012 诱导的 ’QIR2,
凋亡的影响（"" V #，$ W $）

组别
早期凋亡率

（X ）
中、晚期

凋亡率（X ）
总凋亡率
（X ）

正常对照组 !G Y$ V "G $$ 4G Y! V "G #" YG 45 V %G #Y
012 组 %4G 66 V !G 4YZZ !"G $" V !G 5[ZZ $5G %6 V 5G #6ZZ

低浓度非诺贝特组 %"G !% V %G Y!! %4G Y6 V !G 5$! !4G [[ V !G !4!

中浓度非诺贝特组 4G 4" V "G 5!!! #G %$ V "G $Y!! %"G 5$ V 4G %"!!

高浓度非诺贝特组 $G [4 V "G 6%!! 5G Y$ V "G $$!! [G #Y V %G $!!!

& & 与正常对照组比较，Z Z! S "G "%；与 012 组比较，! ! S "G "5，

!! ! S "G "%

表 $" 不同浓度非诺贝特对内皮细胞 )FTN ?UF.
表达（2- 值）的影响（"" V #，$ W $）

正常对照组 012
非诺贝特组（!?(A M 0）

%" 5" %""

)FTN %$G #4 V
"G !5

!%G "4 V
"G %[

%#G %" V
"G !%

%5G 45 V
"G !!

%5G Y% V
"G !%

)FTN M
\.1]’ %G "[ %G #6ZZ %G !6!! %G !4!! %G !#!!

& & 与正常对照组比较，ZZ ! S "G "%；与 012 组比较，!! ! S "G "%

表 %" 非诺贝特干预不同时间对内皮细胞 )FTN ?UF.
表达（2- 值）的影响（"" V #，$ W $）

正常对照组 012
非诺贝特组

# + %! + !4 + 46 +

)FTN %$G [% V
"G !$

!"G 6! V
"G !%

%#G 5! V
"G !"

%5G #Y V
"G %6

%5G 4% V
"G %Y

%5G [! V
"G %#

)FTN M
\.1]’ %G %% %G ## ZZ %G $!!! %G !5!! %G !$!! %G !Y!!

& & 与正常对照组比较，ZZ ! S "G "%；与 012 组比较，!! ! S "G "%

#Y$



非诺贝特对 !"# 诱导脐静脉内皮细胞增殖、凋亡及 $%&’ 基因表达的影响( 孙国举，等

图 !" 不同浓度及不同干预时间非诺贝特对内皮细胞 %& 浓度的影响( 与正常对照组比较，!! ! ) *+ *,；与 !"# 组比较，-- ! ) *+ *,

!"#$ ! %& ./01$ 23 4$00 5/670$ /38$9 89$/86$:8 329 8;$ <:=<4/8$= 7$9<2=5 /:= <:49$/5<:> 42:4$:89/8<2:5 23 3$:23<?9/8$( #267/9$= @<8; :296/0 >9217，!!
! ) *+ *,；#267/9$= @<8; A9217 !"#，-- ! ) *+ *,

图 #" 不同浓度非诺贝特干预 BC ; 后实时定量 "#D 6D%E 扩增曲线

( !：管家基因 AE"FG 6D%E 扩增曲线；" H#：$%&’ 6D%E

扩增曲线 "正常对照组；$高浓度非诺贝特组；%中浓度非诺

贝特组；&低浓度非诺贝特组；#!"# 组；’空白对照组

!"#$ # 6D%E 9$/0 8<6$I"#D /670<3<4/8<2: 7028 <: GJKL#5( GJKL#5 @$9$

89$/8$= 329 BC ; @<8; <:49$/5<:> 42:4$:89/8<2:5 23 3$:23<?9/8$ ( !：

;215$M$$7<:> >$:$ AE"FG；" H#：$%&’ 6D%E "：:296/0 42:I

8920；$：;<>;I42:4$:89/8<2: 3$:23<?9/8$；%：6<==0$I42:4$:89/8<2:

3$:23<?9/8$；&：02@I42:4$:89/8<2: 3$:23<?9/8$；#：A9217 !"#；’：

%2 8$670/8$ 42:8920

图 $" 非诺贝特（N* (620 O !）干预不同时间后实时定量 "#D 6D%E 扩

增图( !：管家基因 AE"FG 扩增曲线；" H’：$%&’ 扩增曲线

"：正常对照组；$非诺贝特组作用 CP ;；%：非诺贝特作用 BC

;；&：非诺贝特作用 ,B ;；#：非诺贝特作用 Q ;；’：!"# 组；)：

空白对照组

!"#$ $ 6D%E 9$/0 8<6$I"#D /670<3<4/8<2: 7028 <: GJKL#5( GJKL#5 @$9$

89$/8$= 329 8;$ <:=<4/8$= 7$9<2=5 @<8; N* (620 O ! 3$:23<?9/8$ ( !：

;215$M$$7<:> >$:$ AE"FG；" H ’：$%&’ 6D%E；"：:296/0

42:8920；$：CP ; @<8; N* (620 O ! 3$:23<?9/8$；%：BC ; @<8; N*

(620 O ! 3$:23<?9/8$；&：,B ; @<8; N* (620 O ! 3$:23<?9/8$；#：Q ;

@<8; N* (620 O ! 3$:23<?9/8$；’：A9217 !"#；)：%2 8$670/8$ 42:8920

# " 讨 " " 论

动 脉 粥 样 硬 化 是 危 害 人 类 健 康 的 主 要 疾 病 之

一 ，内 皮 细 胞 损 伤 是 动 脉 粥 样 硬 化（ /8;$92540$925<5，

E’）形 成 的 始 动 环 节 。 虽 然 E’ 是 以 增 殖 为 主 的

血 管 疾 病 ，但 最 近 的 研 究 证 实 细 胞 凋 亡 也 是 E’ 病

变 的 主 要 特 征［,，B］。血 管 内 皮 细 胞 凋 亡 对 E’ 的 发

生 、发 展 具 有 重 要 意 义［R］。 氧 化 型 低 密 度 脂 蛋 白

（ 2S I!F!）是 内 皮 细 胞 损 伤 的 关 键 因 素 之 一 ，其 作

用 于 内 皮 细 胞 膜 ，引 起 一 系 列 过 氧 化 链 式 反 应 ，产

生 大 量 的 脂 质 过 氧 化 物 。 这 些 脂 质 过 氧 化 物 不 仅

直 接 损 伤 细 胞 的 F%E，还 诱 导 内 皮 细 胞 凋 亡［C］。

!"# 是 2S I!F! 的 主 要 活 性 成 分 ，在 2S I!F! 致 病 过

程 中 起 重 要 作 用［N，Q］。 本 研 究 结 果 显 示 !"# 孵 育

GJKL#5 后 细 胞 增 殖 减 弱 ，凋 亡 增 加 ，因 此 破 坏 内

皮 的 完 整 性 ，影 响 内 皮 的 结 构 和 功 能 ，对 E’ 的 发

生 发 展 具 有 重 要 意 义 ：!血 管 内 皮 覆 盖 的 完 整 性

破坏 ，有 利 于 血 管 平 滑 肌 细 胞（ K’T#）过 度 增 殖 及

迁移 至 内 膜 。"内 皮 细 胞 损 伤 后 内 皮 下 基 质 和 胶

原 暴 露 ，促 进 血 小 板 黏 附 聚 集 并 释 放 活 性 物 质 ，导

致血 栓 形 成 及 K’T# 增 殖 ；$内 皮 细 胞 损 伤 导 致

其 本 身 功 能 障 碍 ，释 放 血 管 活 性 物 质 减 少 等 ，这 些

UUR
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因 素 共 同 促 进 了 动 脉 粥 样 硬 化 的 发 生 发 展 。

本 研 究 结 果 还 显 示 ，’() 孵 育 *+,-). 后 ，

*+,-). /012 3405 表 达 降 低 ，01 合 成 减 少 。01
具 有 舒 张 血 管 ，抑 制 平 滑 肌 细 胞 增 殖 和 血 小 板 聚

集 ，减 少 白 细 胞 黏 附 ，减 轻 内 皮 细 胞 损 伤 等 作

用［6，7］。01 合 成 减 少 将 导 致 内 皮 功 能 障 碍 ，受 损

内皮 细 胞 合 成 01 减 少 ，从 而 形 成 恶 性 循 环 ，导 致

52 的 发 生 发 展 。 有 研 究 显 示 在 动 脉 粥 样 硬 化 发

生 发 展 过 程 中 内 皮 细 胞 /012 3405 表 达 降 低 及

01 生 成 减 少［8］，这 和 本 研 究 结 果 一 致 。

许 多 心 血 管 疾 病 及 危 险 因 素 均 可 导 致 血 管 内

皮 功 能 损 伤 ，而 血 管 内 皮 功 能 损 伤 又 常 伴 发 或 加

重 心 血 管 疾 病 ，因 此 保 护 血 管 内 皮 功 能 已 成 为 目

前 治 疗 心 血 管 疾 病 的 重 要 策 略 之 一 。 最 近 的 研 究

显 示 贝 特 类 调 脂 药 除 改 善 血 脂 异 常 外 ，尚 可 抑 制

血 小 板 黏 附 聚 集 、预 防 和 延 缓 动 脉 粥 样 硬 化 进 程 、

降 低 心 血 管 急 性 事 件 的 发 生 率［%"，%%］。 本 研 究 显 示

非 诺 贝 特 可 改 善 ’() 诱 导 的 血 管 内 皮 细 胞 损 伤 。

非诺 贝 特 干 预 后 ，内 皮 细 胞 增 殖 增 加 ，凋 亡 减 少 ，

/012 3405 表 达 上 调 ，01 合 成 增 加 ，且 非 诺 贝 特

作 用 呈 时 间 9效 应 、浓 度 9效 应 依 赖 关 系 。 这 与

:;<= 等［%!］研 究 一 致 。 内 皮 细 胞 增 殖 增 强 ，凋 亡 减

弱 ，可 使 受 损 内 皮 的 完 整 性 得 以 恢 复 ，从 而 维 持 内

皮的 结 构 和 功 能 。/012 3405 表 达 上 调 ，01 浓 度

增 加 ，可 舒 张 血 管 ，抑 制 平 滑 肌 细 胞 增 殖 和 血 小 板

聚集 ，减 少 白 细 胞 黏 附 ，改 善 血 管 内 皮 功 能 ，起 到

防 治 52 的 作 用 。

非 诺 贝 特 的 作 用 机 制 尚 不 十 分 清 楚 。 贝 特 类

不 仅 通 过 纠 正 异 常 脂 蛋 白 血 症 来 发 挥 抗 动 脉 粥 样

硬 化 作 用 ，还 具 有 改 善 非 脂 质 性 危 险 因 素 的 作 用 ，

研 究 较 多 的 是 其 抗 炎 及 抗 氧 化 作 用［%$，%>］。 而 本 实

验 则 从 内 皮 细 胞 增 殖 及 凋 亡 的 角 度 探 讨 了 非 诺 贝

特 的 抗 52 作 用 。在 内 皮 细 胞 中 01 是 通 过 激 活 鸟

苷酸 环 化 酶 的 活 性 来 介 导 细 胞 凋 亡 的［%?］。 本 研 究

显 示 内 皮 细 胞 增 殖 及 凋 亡 的 变 化 与 /012 3405 表

达 及 01 浓 度 的 改 变 有 关 ，但 具 体 的 机 制 需 要 进 一

步 探 讨 。
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