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黄芪总黄酮对尿毒症患者血清诱导的内皮细胞凋亡的影响
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　　摘　要：目的　探讨黄芪总黄酮（ＴＦＡ）对尿毒症患者血清诱导的内皮细胞凋亡的影响。方法　收集２２例健康志愿者和２５

例规律血液透析的尿毒症患者血清。以人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）为研究对象，设立对照组（细胞同步化后加入健康志

愿者血清）和尿毒症组（细胞同步化后加入尿毒症患者血清）。细胞同步化前６ｈ，在尿毒症组的一部分细胞中加入０．５、１．０、２．０

ｍｇ／ｍＬＴＦＡ预先进行干预，分别得到低剂量组、中剂量组、高剂量组细胞。细胞培养２４ｈ后，于显微镜下观察细胞形态；ＭＴＴ

法检测细胞增殖活力；黄嘌呤氧化酶法测定超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性；硝酸还原酶比色法测定一氧化氮（ＮＯ）水平；彗星实验法

检测细胞ＤＮＡ损伤；ＴＵＮＥＬ法检测细胞凋亡。结果　与对照组比较，尿毒症组细胞增殖活力、ＳＯＤ活性、ＮＯ水平均降低（犘＜

０．０１），ＤＮＡ拖尾率、细胞凋亡指数（ＡＩ）均升高（犘＜０．０１）；与尿毒症组细胞比较，不同剂量干预的各组细胞增殖活力均增加（犘＜

０．０５），ＮＯ水平均升高（犘＜０．０１）；与尿毒症组比较，中剂量、高剂量组ＳＯＤ活性增加（犘＜０．０５），ＤＮＡ损伤拖尾率降低（犘＜

０．０５）。结论　ＴＦＡ可减少尿毒症患者血清诱导的内皮细胞凋亡，其可能机制与抗氧化应激有关。
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　　心血管疾病是尿毒症患者常见的并发症之一，也是尿毒症

患者死亡的主要原因［１］。在维持性血液透析患者中，４０％～

６０％患者的死亡原因是心血管疾病，为普通人群的１０～２０

倍［２］。尿毒症患者发生心血管并发症的机制不仅与心脏负荷

增加有关，还与血管内皮细胞损伤密切相关。研究发现，尿毒

症患者体内高水平的氧化应激对于血管内皮细胞损伤的发生、

发展具有重要的促进作用［３］。黄芪总黄酮（ＴＦＡ）是从中药黄

芪提取的一类天然黄酮类化合物，具有一定的抗氧化活性。本

实验在体外建立了尿毒症患者内环境模型，观察了ＴＦＡ对尿

毒症患者血清诱导的内皮细胞凋亡的影响，为尿毒症患者心血

管并发症的防治提供了新思路。

１　资料与方法

１．１　一般资料　选取２０１２年１０月至２０１３年１０月在本院血

液净化中心规律血液透析的尿毒症患者２５例，其中男１０例，

女１５例，年龄（６６．８３±７．９７）岁，包括糖尿病肾病１２例，高血

压肾损害６例，慢性肾炎５例，多囊肾１例，梗阻性肾病１例。

每周透析３次（１２ｈ），透析时间８～７０个月，平均２６个月。受

试期间，患者病情稳定，无心力衰竭、恶性肿瘤、肝脏疾患、家族

性高脂血症，１个月内未服用抗凝药物、降脂药物及抗氧化剂

类药物。选取同期于本院体检中心进行体检并确定为健康的

志愿者２２例，其中男８例，女１４例，年龄（６３．５８±６．３５）岁。

符合条件入选人员均签署知情同意书，两组在年龄、性别方面
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无差异。

１．２　仪器与试剂　人脐静脉血管内皮细胞（ＨＵＶＥＣｓ）由北

京３０１医院吴镝博士友情赠送；ＤＭＥＭ细胞培养基购于Ｇｉｂｃｏ

公司；ＭＴＴ、琼脂糖购于美国Ｓｉｇｍａ公司；一氧化氮（ＮＯ）检测

试剂盒、超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）检测试剂盒购于南京建成生物

工程研究所；ＴＦＡ购于上海圻明生物科技有限公司；ＴＵＮＥＬ

细胞凋亡检测试剂盒购于北京中杉金桥公司。

１．３　方法

１．３．１　血清的采集和制备　抽取每位尿毒症患者透析开始前

的空腹静脉血５ｍＬ以及志愿者的空腹静脉血５ｍＬ，以３０００

ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ分离血清，５６℃、３０ｍｉｎ灭活补体后于－８０

℃保存备用。

１．３．２　细胞培养和实验分组　ＨＵＶＥＣｓ置于含１０％胎牛血

清的ＤＭＥＭ培养基，在３７℃、５％ＣＯ２ 的培养箱中培养，贴壁

生长至融合状态，用０．２５％胰蛋白酶消化，进行传代培养，选

取３～５代细胞，细胞贴壁融合达７０％～８０％时，更换为无血

清的ＤＭＥＭ培养液培养过夜同步化，同步化结束前６ｈ，在设

为尿毒症组的部分细胞中分别加入低、中、高剂量的ＴＦＡ（分

别为０．５、１．０、２．０ｍｇ／ｍＬ），得到低剂量、中剂量和高剂量组。

细胞同步化后，对照组培养基中加入２０％的健康志愿者血清，

在尿毒症组培养基中加入２０％的尿毒症患者血清。

１．３．３　观察 ＨＵＶＥＣｓ形态　各组细胞加入相应的人血清后

于３７℃，５％ＣＯ２ 条件下培养２４ｈ，显微镜下观察内皮细胞

形态。

１．３．４　ＭＴＴ法检测内皮细胞增殖活力　ＨＵＶＥＣｓ以１×

１０５／ｍＬ接种于９６孔板，按上述分组和干预条件培养２４ｈ，每

组设５个复孔。于实验终止前４ｈ加入 ＭＴＴ，实验终止时加

入二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），充分震荡后，在４９０ｎｍ处使用酶标仪

测定吸光度（Ａ）值，只加试验所需试剂，不加细胞及干预条件

设为空白调零，增殖活力＝（Ａ实验组－Ａ空白）／（Ａ对照组－Ａ空白）×

１００％。

１．３．５　ＳＯＤ活性及 ＮＯ水平的检测　吸取细胞培养上清液

３０００ｒ／ｍｉｎ，离心１０ｍｉｎ。采用黄嘌呤氧化酶法测定ＳＯＤ活

性，硝酸还原酶法检测 ＮＯ水平，具体操作按试剂盒说明书

进行。

１．３．６　彗星实验法检测细胞ＤＮＡ损伤　采用双层铺胶法制

片、裂解、电泳、染色、镜检、每组随机取５个高倍视野（２００×）

观察细胞并计算拖尾率。

１．３．７　ＴＵＮＥＬ 法检测细 胞 凋 亡 　 将 ＨＵＶＥＣｓ以１×

１０５／ｍＬ接种于９６孔板，按上述分组和干预条件培养２４ｈ后，

固定，封闭内源性过氧化物酶，加入 ＴＵＮＥＬ反应混合液，显

色。光学显微镜下观察，细胞核浓染成棕褐色者为阳性。每张

切片随机计数５个高倍视野（２００×）中的凋亡细胞核数，计算

细胞凋亡指数（ＡＩ），ＡＩ＝凋亡细胞核数／总细胞核数×１００％。

１．４　统计学处理　采用ＳＰＳＳ１６．０统计软件进行统计分析，

检测数据以狓±狊表示，样本均数的多组间比较采用单因素方

差分析，两两比较采用犔犛犇 检验，显著性检验水准α＝０．０５，

犘＜０．０５为差异有统计学意义。

２　结　　果

２．１　ＴＦＡ对内皮细胞形态学的影响　对照组 ＨＵＶＥＣｓ贴壁

生长致密，呈铺路石样，细胞质丰富。尿毒症组 ＨＵＶＥＣｓ数

量明显减少，可见大量细胞漂浮，细胞间连接消失，与周围的细

胞脱离、核固缩、边缘化，胞质浓缩。低、中、高剂量ＴＦＡ干预

各组，细胞数量较尿毒症组增多，漂浮细胞减少，可见部分细胞

核固缩，细胞质浓缩，上述变化呈剂量依赖性好转，见图１。

２．２　ＴＦＡ对内皮细胞增殖活力的影响　培养２４ｈ后，尿毒

症组 ＨＵＶＥＣｓ增殖活力较对照组明显下降（犘＜０．０１）。各剂

量干预组细胞增殖活力均比尿毒症组高（犘＜０．０５）。从增殖

活力、ＤＮＡ损伤、ＡＩ、ＳＯＤ活性几项指标来看，中剂量、高剂量

组的干预效果优于低剂量组（犘＜０．０１），见表１。

２．３　ＴＦＡ对ＳＯＤ活性、ＮＯ水平的影响　尿毒症组与对照组

比较，ＳＯＤ活性、ＮＯ水平均降低（犘＜０．０１）。中剂量组、高剂

量组分别与尿毒症组比较，ＳＯＤ活性均升高（犘＜０．０５）。高剂

量组比中剂量组ＳＯＤ活性高（犘＜０．０５）。各剂量干预组与尿

毒症组比较，ＮＯ水平均明显升高（犘＜０．０１），效果以高剂量组

最为明显，见表１。

２．４　ＴＦＡ对内皮细胞ＤＮＡ损伤的影响　对照组绝大部分细

胞呈圆形，ＤＮＡ基本无损伤。尿毒症组细胞出现明显的ＤＮＡ

损伤，表现为细胞直径增大，圆形头部后有拖尾现象，形似彗

星，拖尾率较对照组明显增加（犘＜０．０１）；各剂量干预ＤＮＡ损

伤拖尾率均比尿毒症组低（犘＜０．０５），中、高剂量组的干预效

果优于低剂量组（犘＜０．０１），但中、高剂量组间比较差异无统

计学意义（犘＞０．０５），见表１、图２。

图１　　显微镜观察各组 ＨＵＶＥＣｓ形态学变化（２００×）

表１　　各组内皮细胞增殖活力、ＤＮＡ损伤、ＡＩ、ＳＯＤ活性、ＮＯ水平的变化

分组 增殖活力（％） ＳＯＤ（Ｕ／ｍＬ） ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） 拖尾率（％） ＡＩ（％）

对照组 １００．００±０．００ ８．５３±０．９９ １７３．８６±１０．１３ ６．００±３．４５ ７．９２±２．１３

尿毒症组 ５３．２３±６．８４ａ ４．６５±０．５５ａ ８０．１３±１２．６７ａ ３７．００±１２．２９ａ ４４．８９±６．６０ａ

　低剂量组 ６２．７９±７．３７ｃ ５．３１±０．６３ １００．６０±８．２４ｂ ２２．８０±５．４５ｃ ３２．１６±７．８７ｂ

　中剂量组 ７６．０６±６．２１ｃｄ ６．２６±０．６０ｃｅ １１０．２１±１０．６１ｂ １３．４０±３．８５ｃｄ ２０．１８±５．０４ｂｅ

　高剂量组 ８２．５５±７．５０ｃｄ ７．８３±０．２９ｃｅｆ １４０．５１±１１．４３ｂｄｆ ９．６０±３．１３ｃｄ １１．４９±３．７１ｂｅｆ

　　ａ：犘＜０．０１，与对照组比较；ｂ：犘＜０．０１；ｃ：犘＜０．０５，与尿毒症组比较；ｄ：犘＜０．０１；ｅ：犘＜０．０５，与低剂量组比较；ｆ：犘＜０．０５，与中剂量组比较。

·８２４２· 国际检验医学杂志２０１４年９月第３５卷第１８期　ＩｎｔＪＬａｂＭｅｄ，Ｓｅｐｔｅｍｂｅｒ２０１４，Ｖｏｌ．３５，Ｎｏ．１８



图２　　各组内皮细胞ＤＮＡ损伤情况（２００×）

２．５　ＴＦＡ对内皮细胞凋亡的影响　凋亡细胞细胞质浓缩，细

胞体积缩小，细胞核固缩呈均一的致密物。对照组未见明显凋

亡细胞。尿毒症组凋亡细胞呈弥散性分布，ＴＦＡ干预的各组

的凋亡细胞呈散在分布。计数发现，尿毒症组 ＡＩ高于对照组

（犘＜０．０１），ＴＦＡ干预后的各组 ＡＩ明显低于尿毒症组（犘＜

０．０１），并随ＴＦＡ浓度的增高逐渐降低（犘＜０．０５），呈剂量依

赖性，见表１。

３　讨　　论

心血管并发症是尿毒症患者死亡的主要原因，内皮细胞损

伤是心血管疾病的重要发病机制。内皮细胞位于血液与血管

组织之间，它不仅能完成血液和组织液的代谢交换，并且能合

成和分泌多种生物活性物质，以保证血管正常的收缩和舒张。

尿毒症患者体内代谢废物排泄障碍，尿毒症毒素大量蓄积，血

管内皮细胞长期暴露于尿毒症内环境。尿毒症毒素可能是诱

发内皮细胞损伤的重要因素。目前，国内外的大量研究均已证

实，同型半胱氨酸、晚期糖基化终末产物、瘦素等单一的某种尿

毒症毒素具有一定的细胞毒性作用［４６］。然而，尿毒症患者内

环境相当复杂，仅对具体某一尿毒症毒素进行研究并不能完全

说明尿毒症患者内环境对内皮细胞的影响。因此，本实验采用

了在体外培养的 ＨＵＶＥＣｓ培养基中添加尿毒症患者血清的

研究方法。

ＴＦＡ是中药黄芪的有效提取成分，有显著的抗氧化应激

作用。体外研究证实ＴＦＡ可通过改善能量代谢，对心肌缺血

再灌注损伤起保护作用，提高细胞ＳＯＤ活性，具有抗氧化和清

除自由基的作用［７］。尿毒症患者尿毒症毒素蓄积可刺激机体

产生大量活性氧（ＲＯＳ），ＲＯＳ诱导细胞功能障碍，导致 ＤＮＡ

断裂损伤［８］。内皮细胞损伤与体内氧自由基的产生密切相关。

内皮细胞在不同的毒素因子作用下均可产生大量ＲＯＳ，进一

步触发氧化应激，正反馈加剧内皮细胞损伤［９］。ＳＯＤ可清除

人体内过多的有害氧自由基，降低脂质过氧化物的水平，测定

ＳＯＤ的动态变化可间接反映自由基清除和产生的情况，是反

映氧化应激水平的常用指标。祝卿等［１０］研究证实，氧化应激

反应参与移植肾的缺血再灌注损伤过程，ＳＯＤ可间接反映移

植肾术后的氧化应激水平。本研究发现，ＴＦＡ可提高内皮细

胞增殖活力，减少细胞凋亡，提高ＳＯＤ活性，使得内皮细胞免

受氧化应激的损伤，达到保护内皮细胞的作用。ＮＯ是重要的

血管舒张因子，在舒张血管及调节血压等方面起着十分重要的

作用。赵雷等［１１］研究证实 ＮＯ合酶抑制剂，即非对称性二甲

基精氨酸，可使ＮＯ水平明显降低，促进内皮细胞的凋亡。本

实验发现，ＴＦＡ不仅能通过减轻氧化应激水平从而减少细胞

凋亡，同时可以使ＮＯ水平升高，改善内皮细胞的舒张功能，起

到保护血管内皮细胞的作用。

ＤＮＡ损伤的程度是评价细胞凋亡的重要指标。ＴＦＡ中

主要含有６种单体化合物，其中４种为异黄酮类化合物。既往

研究证实，ＴＦＡ可穿透细胞膜，作用于ＤＮＡ碱基的链接关键

点，通过聚合酶反应，形成防护膜，以此形成ＤＮＡ链的防护作

用，有效地阻止高糖诱导的牛视网膜血管周细胞的ＤＮＡ碱基

断裂［１２］。本研究证实，ＴＦＡ 通过抑制氧化应激水平，减轻

ＤＮＡ损伤，发挥保护内皮细胞的作用。

综上所述，在尿毒症患者血清诱导 ＨＵＶＥＣｓ凋亡的过程

中，氧化应激起着非常重要的作用。ＴＦＡ能够减少内皮细胞

凋亡，可能与抑制氧化应激，升高ＮＯ水平，改善内皮细胞舒张

功能有关。这可能是其发挥内皮细胞保护作用，降低尿毒症患

者心血管并发症发生率的重要机制之一，其具体的信号通路需

要进一步研究。
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