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氯沙坦保护 ox-LDL 诱导的内皮细胞损伤与 ADMA 的关系

谢启应，孙泽琳，陈美芳，杨天山
仑
*

（中南大学湘雅医院心血管内科，长沙 410008）

［摘要］ 目的：探讨氯沙坦对氧化型低密度脂蛋白（ ox-LDL）诱导的内皮细胞损伤的保护作用及其与内源性

一氧化氮合酶抑制物非对称性二甲基精氨酸（ADMA）的关系。方法：用 ox-LDL（100 mg / L）孵育人脐静脉内皮细胞

株 HUVEC12 24 h 或用 10 - 8 ～ 10 - 6 mmol / L 的氯沙坦预孵育 HUVEC12 30 min 后再与 ox-LDL 共孵育 24 h，测定培养

液中乳酸脱氢酶（LDH）活性、一氧化氮（ NO）、肿瘤坏死因子-α（ TNF-α）、ADMA 含量和细胞内二甲基精氨酸二甲

胺水解酶（DDAH）活性。结果：ox-LDL 孵育 HUVEC12 细胞 24 h 后细胞培养液中 LDH 活性、TNF-α 和 ADMA 含量

明显增加（P < 0. 05），同时 NO 含量下降和细胞 DDAH 酶活性受到抑制（P < 0. 05）；氯沙坦（10 - 8 ～ 10 - 6 mmol / L）可

显著减轻 ox-LDL 诱导的 LDH 活性、TNF-α 和 ADMA 含量的增加以及 NO 含量的降低（P < 0. 05），并呈浓度依赖性

的增加 DDAH 活性（P < 0. 05）。结论：氯沙坦对 ox-LDL 诱导的血管内皮细胞损伤具有保护作用，该作用可能与增

加 DDAH 活性，降低 ADMA 浓度有关。
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Protective effect of losartan on injury induced by ox-LDL in
endothelial cells and the relationship with asymmetric dimethylarginine

XIE Qi-ying，SUN Ze-lin，CHEN Mei-fang，YANG Tian-lun*
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Abstract： Objective To investigate the protective effect of losartan against on injury induced by
ox-LDL in endothelial cells and the relationship with asymmetric dimethylarginine（ADMA）. Methods 
Endothelial injury was induced by incubation with ox-LDL 100 mg / L in cultured HUVECs for 24 h，and
the levels of ADMA，lactate dehydrogenase（ LDH），nitric oxide（ NO）and tumor necrosis factor-α

（TNF-α）in the conditioned medium were measured. The activity of dimethylarginine dimethylamin-
ohydrolase（DDAH）of cultured endothelial cells was also determined. Results Incubation of endothe-
lial cells with ox-LDL 100 mg / L for 24 h induced a marked elevation of the levels of ADMA，LDH and
TNF-α in the conditioned medium and a significant decrease in the activity of DDAH and the content of
NO（P < 0. 05）. Pretreatment with losartan（10 - 8 ～ 10 - 6 mmol / L）significantly inhibited the increased
levels of ADMA，LDH and TNF-α，attenuated the decreased levels of NO and the decreased activity of
DDAH induced by ox-LDL（P < 0. 05）. Conclusion Losartan may preserve ox-LDL-induced endothe-
lial cell injury by increasing the DDAH activity and decreasing the ADMA level.
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  非对称性二甲基精氨酸（ADMA）是内源性一氧

化氮合酶（NOS）抑制剂，竞争性抑制一氧化氮（NO）

的合成，并可增强单核细胞黏附内皮细胞和增加炎

症因子的表达［1］。大量研究表明，动脉粥样硬化

（AS）和高血压等疾病都存在 ADMA 增加［2 ～ 4］，且血

浆 ADMA 水平同血管内皮功能不全程度相关，提示

ADMA 是心血管疾病新的危险因素和药物治疗靶

点。实验发现，血管紧张素 1（AT1）受体拮抗剂具有

降压、抗炎、改善内皮功能、抗 AS 等作用［5，6］。本实

验采用氧化型低密度脂蛋白（ox-LDL）诱导内皮细胞

损伤，并进一步观察 AT1 受体拮抗剂氯沙坦（ losar-
tan）保护心血管内皮的作用是否与降低 ADMA 水平

有关。

1 材料与方法

1. 1 仪器和试剂   （1）人脐静脉内皮细胞株：

HUVEC12（北京医科大学肿瘤研究所）；（2）主要仪

器：722 分光光度计（上海第三分析仪器厂），高效液

相色谱仪（ Shimadzu 公司，日本）；（3）主要试剂：氯

沙坦原粉（ 美国默沙东公司馈赠），ADMA 标准品

（Sigma 公司），RPMI 1640（ Gibco 公司），小牛血清

（杭州四季青生物工程材料有限公司），NO 试剂盒

（南京聚力生物医学工程研究所），LDH 试剂盒（ 南

京聚力生物医学工程研究所），TNF-α 试剂盒（ 北京

东亚免疫技术研究所）。

1. 2 ox-LDL 制备   取健康人新鲜血液，按照参

考文献用密度梯度超速离心法分离制备 LDL 并测

定其含量［7］；LDL 中加入 10 µmol / L CuSO4 氧化24 h，

0. 2 mmol / L EDTA 终止氧化反应。采用 TBARS 间接

反映 LDL 氧化程度。LDL 和 ox-LDL 的 TBARS 值分

别是（5. 26 ±0. 96）µmol / g 和（26. 03 ±5. 26）µmol / g。

1. 3 细胞培养及实验分组  人脐静脉内皮细胞

株 HUVEC12 解冻复苏后接种于含 15% 小牛血清的

RPMI 1640 培养液的培养瓶中，置于含 5% CO2 ，

95% 空气的培养箱中培养，37 ℃ 孵育。待细胞长满

瓶底 80% 左右时将细胞转移至 24 孔培养板（1 ×
106 / 孔），无血清的 RPMI 1640 培养基中培养 24 h，

换液后随机分组进行下一步实验。将 24 孔板中的

细胞分为 5 组：正常对照组（ control）；ox-LDL 组，终

浓度为 100 mg / L 的 ox-LDL 孵育内皮细胞 24 h；低、

中、高剂量氯沙坦组，分别加入终浓度为 10 - 8 ，10 - 7

和 10 - 6 mmol / L 的氯沙坦孵育 HUVEC12 30 min 后，

再加入终浓度为 100 mg / L 的 ox-LDL 与内皮细胞共

孵育 24 h。收集各组培养液，待测 LDH 活性以及

NO，TNF-α 和 ADMA 含量；取细胞裂解液测 DDAH

活性。

1. 4 LDH 活性及 NO，TNF-α 含量的测定  按照

试剂盒说明，采用常规比色法测定细胞培养液中

LDH 活性，以反映细胞损伤程度。采用 Griess 重氮

化反应测定 NO 含量，用 722 分光光度计在 540 nm
处测定，通过计算 NO2 含量以反映 NO 浓度。采用

放射免疫法测定细胞培养液中 TNF-α 含量。

1. 5 ADMA 含量测定  取细胞培养液 0. 5 mL，加

入 5-磺基水杨酸沉淀蛋白，混匀，离心后取上清液按

参考文献［8］方法用高效液相色谱（ HPLC）测定细胞

培养液中 ADMA 含量。

1. 6 二甲基精氨酸二甲胺水解酶（ DDAH）活性测

定  按参考文献［8］方法测定 DDAH 活性。冰浴下

将细胞裂解液分为 2 组，加入终浓度为 500 µmol / L 的

ADMA，一 组 立 即 加 入 30% 5-磺 基 水 杨 酸 灭 活

DDAH；另一组 37 ℃ 孵育 2 h 后再加入 30% 5-磺基

水杨酸灭活 DDAH。用 HPLC 法测定各组的 ADMA
水平，2 组的 ADMA 差值反映 DDAH 活性。

1. 7 统计学处理  所有数据用以均数 ± 标准差

表示，采用 SPSS11. 0 软件进行统计学处理。多组间

比较用单因素方差分析，采用 q 检验进行两两比较。

P < 0. 05 表示差异有统计学意义。

2 结  果

2. 1 细胞培养液中 LDH 活性  ox-LDL（100 mg / L）

孵育内皮细胞 24 h 可显著增加细胞培养液中 LDH
活性（P < 0. 05）。预先予氯沙坦（10 - 8 ～ 10 - 6 mmol /
L）孵育 30 min 后再与 ox-LDL（100 mg / L）共孵育 24
h 能显著降低细胞培养液中 LDH 活性（P < 0. 05）；

随着氯沙坦浓度增加，LDH 活性有降低趋势（表 1）。

2. 2 细胞培养液中 NO 含量  ox-LDL（100 mg / L）

孵育内皮细胞 24 h 显著降低细胞培养液中 NO 含

量。预先予氯沙坦（10 - 7 ～ 10 - 6 mmol / L）孵育 30
min 能逆转该作用（P < 0. 05）；随着氯沙坦浓度增

加，NO 含量逐渐增加（表 1）。

2. 3  细胞培养液中 TNF-α 含量   ox-LDL（100
mg / L）孵育内皮细胞 24 h 显著增加细胞培养液中

TNF-α 含量。预先予氯沙坦（10 - 8 ～ 10 - 6 mmol / L）

孵育 30 min 能显著降低细胞培养液中 TNF-α 含量

（P < 0. 05）；随着氯沙坦浓度增加，TNF-α 含量有降

低趋势（表 1）。

2. 4  细胞培养液中 ADMA 含量   ox-LDL（100
mg / L）孵育内皮细胞 24 h 显著增加细胞培养液中

ADMA 含量［（104. 90 ± 31. 23）nmol / L vs（46. 76 ±
14. 51）nmol / L，P < 0. 05）］。预先予氯沙坦（10 - 8 ～
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10 - 6 mmol / L）孵育 30 min 能显著降低细胞液中 AD-
MA 含量的增加［（60. 07 ± 7. 34）nmol / L vs（104. 90 ±
31. 23）nmol / L，P < 0. 05）］；随着氯沙坦浓度增加，

ADMA 含量有降低趋势（表 2）。

2. 5 内皮细胞 DDAH 的酶活性   ox-LDL（100
mg / L）与内皮细胞孵育 24 h 显著降低细胞 DDAH 酶

活性［（51. 70 ± 0. 53）% vs（100. 00 ± 18. 03）% ，

P < 0. 05］。预先予氯沙坦（10 - 8 ～ 10 - 6 mmol / L）孵

育 30 min 能阻断该作用；并且随着氯沙坦浓度的增

加，DDAH 酶活性从（48. 01 ± 16. 35）% 逐渐恢复至

（88. 96 ± 5. 01）%（P < 0. 05）（表 2）。

表 1 LDH 活性及 NO 和 TNF-α 含量（-x ± s）

组 别 n LDH（U / mL） NO（µmol / L） TNF-α（pg / mL）

Control 6 10. 02 ± 8. 05 337. 21 ± 11. 16 0. 35 ± 0. 05
ox-LDL（100 mg / L） 4 33. 73 ± 9. 98* 273. 87 ± 36. 13* 0. 74 ± 0. 20*

  + Losartan（10 - 8 mmol / L） 4 12. 14 ± 2. 70# 287. 05 ± 56. 32 0. 44 ± 0. 21#

  + Losartan（10 - 7 mmol / L） 4 12. 03 ± 2. 17# 323. 42 ± 32. 79# 0. 36 ± 0. 10#

  + Losartan（10 - 6 mmol / L） 4 9. 44 ± 2. 70# 327. 93 ± 4. 61# 0. 35 ± 0. 20#

  与 Control 比较，* P < 0. 05；与 ox-LDL 比较，# P < 0. 05

表 2 ADMA 含量和 DDAH 活性（-x ± s）

组 别 n ADMA（nmol / L） DDAH（% ）

Control 6 46. 76 ± 14. 51 100. 00 ± 18. 03
ox-LDL（100 mg / L） 4 104. 90 ± 31. 23* 51. 70 ± 0. 53*

  + Losartan（10 - 8 mmol / L） 4 60. 07 ± 7. 34# 48. 01 ± 16. 35#

  + Losartan（10 - 7 mmol / L） 4 53. 73 ± 5. 78# 77. 33 ± 5. 16#(

  + Losartan（10 - 6 mmol / L） 4 53. 25 ± 6. 99# 88. 96 ± 5. 01#()

  与 Control 比较，* P < 0. 05；与 ox-LDL 比较，# P < 0. 05；与 ox-LDL + Losartan 10 - 8 mmol / L 比较，( P < 0. 05；与 ox-LDL + Losartan 10 - 7

mmol / L 比较，) P < 0. 05

3 讨  论

LDL 和 ox-LDL 可减少血管内皮 NO 的产生，直

接或间接引起内皮依赖性舒张功能障碍，因此高脂

血症是 AS 独立的危险因素。ADMA 是内源性血管

紧张素转化酶 NOS 抑制剂，在 AS、高血压、高脂血症

及高同型半胱氨酸血症等多种疾病都存在 ADMA
增加［2 ～ 4，9］，提示内源性 ADMA 的增加与内皮功能

障碍和心血管疾病的发生有关。研究发现 ADMA
在内皮细胞中浓度最高。笔者之前的研究发现，ox-
LDL 损伤内皮细胞功能可能与增加 ADMA 含量有

关［10］。ox-LDL 可激活内皮细 胞 NF-kB［10］，NF-kB
的激活将进一步诱导内皮细胞炎症因子的表达。研

究显示，TNF-α 是一种重要的炎症介质［11］，可通过

抑制 DDAH 活性增加 ADMA 含量。本研究中 ox-
LDL 孵育 HUVEC12 24 h 后 LDH 活性显著增加，提

示 ox-LDL 可损伤内皮细胞；同时增加 TNF-α 和 AD-
MA 含量，降低 NO 含量，从而导致内皮细胞功能障

碍，与既往的研究结果一致［10］。

ADMA 主要有随尿排泄和经 DDAH 酶代谢 2 种

途径从体内清除，目前认为以 DDAH 酶代谢为主。

DDAH 酶广泛存在于人体多种组织细胞中，在血管

内皮细胞中活性最高。本研究中 ox-LDL 孵育 HU-
VEC12 24 h 显著抑制 DDAH 酶活性，同时 ADMA 含

量增加。与 Ito 等［11］研究一致。这提示体外 ox-LDL
可能通过降低 ADMA 代谢酶 DDAH 活性，诱导内皮

细胞 ADMA 含量升高。

原发性高血压患者体内氧化应激和 LDL 氧化

增加，同时伴有内皮依赖性血管舒张功能受损。血

管紧张素转化酶抑制药和 AT1 受体拮抗药在降低

血压的同时可显著降低血浆 ADMA 和 von Wille-
brand 因子（ vWF）水平，改善血管内皮功能，Napoli
等［12，13］认为这与降低氧化应激和增加 NO 有关。文

献报道辛伐他汀（ simvastatin）可通过降低炎症因子

TNF-α 含量保护 LDL 和 ox-LDL 所致的内皮功能损

害，但对 ADMA 和 DDAH 酶活性无影响［14］。本研究

发现，氯沙坦能显著抑制 ox-LDL 诱导的内皮细胞

LDH 活性和 TNF-α 含量的增加，以及 NO 含量的降

低，同时抑制 ADMA 含量增加和 DDAH 酶活性降

低。提示氯沙坦具有保护 ox-LDL 所致的内皮功能

损伤的作用，该作用可能不仅与减少炎症因子 TNF-
α 的表达有关，而且与降低 ADMA 含量有关。最近

发现，抗氧化剂 PDTC 可抑制 ox-LDL 诱导的 ADMA
含量增加和 DDAH 酶活性降低，提示氧化应激增加

导致 DDAH 酶活性降低是 ox-LDL 诱导 ADMA 增加

的原因之一［10］。然而氯沙坦保护 ox-LDL 所致内皮

功能损害的具体机制是否通过降低氧化应激尚需进

一步研究。
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