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摘要 目的  观察氧化型胆甾醇 Β2Α2Β2三羟胆甾烷2对牛主动脉内皮细胞的损伤作用 ∀方法  用 ××

法检测内皮细胞的增殖活性 以硫代巴比妥酸×法测定内皮细胞丙二醛 ⁄的生成 以流式细胞仪和 χ末端

标记 ⁄降解片段原位检测×∞观察内皮细胞的凋亡 ∀结果  2呈时间和剂量依赖性地降低内皮细胞的

存活率 浓度依赖性增加内皮细胞丙二醛的生成和诱导内皮细胞的凋亡 ∀在相同剂量及相同时间的情况下 胆甾醇

对内皮细胞无明显的损伤作用 ∀结论  氧化型胆甾醇 2对血管内皮细胞具有明显的损伤作用 其作用与其抑制

内皮细胞的增殖 增加内皮细胞的氧化和诱导内皮细胞的凋亡有关 ∀
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  已知高胆甾醇血症是动脉粥样硬化的危险因素

之一 但对胆甾醇引起动脉粥样硬化的机理尚不完

全清楚 ∀近年的研究发现 在动脉粥样硬化组织中

有氧化型胆甾醇≤2¬存在 在氧化修饰的低密度

脂蛋白中也有大量 ≤2¬≈  ∀研究提示 氧化型胆

甾醇≤2¬可能是胆甾醇引起细胞病变 !产生毒性

作用的主要形式 ∀因此 对氧化型胆甾醇的研究正

日益引起人们的重视 ∀由于氧化型胆甾醇存在于血

液中 直接受其影响的是血管内皮细胞 为观察氧化

型胆甾醇对血管内皮细胞的作用 本文以胆甾醇为

对照 观察氧化型胆甾醇 Β2Α2Β2三羟胆甾烷对血

管内皮细胞的损伤作用 ∀
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  牛主动脉内皮细胞的培养  取牛主动脉用

1 胶原酶消化和分离 细胞置于含   小牛血

清的 ⁄∞ 培养基内  ε   ≤ 培养 ∀经第

∂因子鉴定后用于研究 实验用第   代细胞 ∀

  ΜΤΤ法检测内皮细胞增殖  根据文献方法≈


内皮细胞接种到 孔板上 
 个Π孔 培养成单层

后 用磷酸盐缓冲液°≥冲洗 加入含 2或胆

甾醇的培养液进行培养  后 细胞用 °≥小心地

洗涤 然后每孔加入含有 1  ×× 的培养液 

Λ继续孵育  然后小心吸弃培养液 每孔加入

 Λ的二甲基亚砜  ε 振摇  以微板光学

测定仪ƒ∏¬ 于  处测定

各孔吸光度值 ∀

  丙二醛( Μ∆Α)的测定≈  内皮细胞与不同浓

度 2共同温育  后 倾去上清液 加入  的

× ÷2 震荡  使细胞完全裂解 ∀加入

 的乙酸  的 × 混匀 沸水浴  后 迅

速冷却  ≅ 离心  取上清液于  处测

定吸光度 ∀以   × ÷2作空白对照    

2四甲氧基丙烷×°为标准 ∀考马斯亮蓝 

显色法测定蛋白质含量 ∀

  内皮细胞凋亡的测定  流式细胞仪 ⁄测

定 内皮细胞铺成单层后 加入含不同浓度的 2

无血清培养基培养  然后倾去培养液 加入

 的乙醇  ε 固定   ≅ 离心  沉淀用

°≥洗一次 再离心 弃上清液 沉淀中加入  
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终浓度  Λ#
  ε 保温  加入 °终浓度

 Λ#
混匀后以流式细胞仪测定细胞凋亡发

生率 ∀  χ末端标记 ⁄ 降解片段原位检测

×∞法
≈

将盖玻片置于六孔板中 加入  ≅ 


个内皮细胞于盖玻片上 长至融合状态后 加入 

Λ#
的 2后培养  然后取出盖玻片 按

照程序性细胞死亡试剂检测盒进行检测 ∀然后记数

个视野中细胞染色阳性百分率 每视野 个细

胞中的染色细胞数 ∀

  数据处理  实验数据均以 ξ ? σ表示 组间差

异比较用 τ检验 ∀

结 果

1  32τριολ对内皮细胞存活率的影响

2作用于内皮细胞后 细胞的存活率下降 

呈剂量和时间依赖性 ∀ Λ#
和  Λ#



2与细胞共同孵育  后 可使内皮细胞存活

率降低 与空白组相比 分别下降 1   Π 

1和 1   Π 1 在相同剂量和相同作

用时间条件下 胆甾醇对内皮细胞的存活率无明显

影响图  ∀ Λ#


2与内皮细胞孵育不

同的时间 与空白组相比  后可使细胞存活率下

降 1   Π  1  后使细胞存活率下降

1   Π 1 而胆甾醇对内皮细胞存活率无

明显影响图  ∀
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2  32τριολ对内皮细胞 Μ∆Α生成的影响

内皮细胞与  Λ#
和  Λ#


2

共同培养  后 细胞内过氧化产物 ⁄ 的生成

量明显增加 与  Λ#
胆甾醇组相比 分别增

加 1   Π 1和 1   Π 1 ∀相同

剂量胆甾醇与内皮细胞共同孵育后 ⁄生成量略

有增加 两种浓度下分别增加 1   Π 1和

1   Π 1 与空白组比较无显著差异见表

 ∀

Ταβλε 1  Εφφεχτ οφ 32τριολ ον τηε χονχεντρατιον οφ

Μ∆Α ιν χυλτυρεδ βοϖινε αορτιχ ενδοτηελιαλ χελλσ

∏ ≤ΠΛ#
 ⁄Π# 

     ?  

≤    ?  

≤    ?  

2    ?   3 3

2    ?   3 3 3

×√∏∏

2     ⁄  

× 
3 3 Π 1 

3 3 3 Π 1 ϖσξ ? σ

ν  

3  32τριολ对内皮细胞凋亡的影响

3 .1  流式细胞仪测定 ∆ΝΑ  牛血管内皮细胞在含

有 2 Λ#
和  Λ#

的无血清培养

液中培养  后 流式细胞仪检测可见有亚 倍体

峰即所谓的凋亡峰见图  且细胞凋亡率呈剂

量依赖性 与  Λ#
胆甾醇组相比 分别增加

1   Π 1和 1   Π 1 ∀相同条

件下 胆甾醇对内皮细胞的凋亡影响不明显见表

 ∀
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Ταβλε 2  Τηε αποπτοτιχ ρατε οφ χυλτυρεδ βοϖινε

αορτιχ ενδοτηελιαλ χελλστρεατεδ ωιτη 32τριολ

∏ ≤ΠΛ#
 ∞Π

     ?  

≤    ?  

≤    ?  

2    ?   3 3

2    ?   3 3 3

×∏∏√∏∏2
 ∏

  ξ ? σ ν   
3 3 Π 1 

3 3 3 Π 1
ϖσ

3 .2  3χ末端标记 ∆ΝΑ降解片段原位检测(ΤΥΝΕΛ)

 牛主动脉内皮细胞在不含药物的无血清培养条件

下 有少数细胞呈凋亡阳性染色 阳性率为1 ?

1  如图  ∀如图 所示 内皮细胞与 2

 Λ#
共同培养  后 可见细胞核阳性

染色增加 阳性率为1 ? 1  与胆甾醇组

相比有显著差异 Π 1 ∀而相同剂量下 胆甾

醇组细胞核染色阳性率为1 ? 1  与空白

组相比 无明显差异 Π 1 ∀

ƒ∏       ×    ∏∏  ∏2 ∏

2Β2Α2Β2 2    

 

ƒ∏  ×     ∏   Λ#


2Β2Α2Β2 2  ×

∏∏∏2 ∏ 2 Λ#


 

 ×∞
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讨 论

  氧化型胆甾醇是胆甾醇经氧化后产生的一类化

合物 如 Α或 Β2羟基胆甾醇 2羟胆甾醇 2酮胆

甾醇以及 2等 ∀早在 年 等人就报

道在人动脉粥样硬化组织中检测到 2羟胆甾醇和

2酮胆甾醇≈ ∀它们存在于高血脂症的动脉壁和血

浆及动脉粥样斑块中≈   ∀近年来 发现在氧化低

密度脂蛋白¬2⁄和负性低密度脂蛋白⁄2中

含有大量的氧化型胆甾醇≈ ∀现在人们已广泛接受

这样的观点 动脉粥样硬化≥的发生与胆甾醇的

氧化和氧化型胆甾醇在细胞内的堆积有关≈ ∀因

此 在 ≥的发生和发展过程中氧化型胆甾醇具有

重要的作用 ∀此外 氧化型胆甾醇与其它疾病的关

系也日益引起人们的重视 如血浆和红细胞中 2酮

胆甾醇的差异可作为糖尿病病人氧化应激的一个标

志≈ ∀

研究发现 2作为氧化型胆甾醇的一种 具

有多方面的作用 如抑制牛磺胆酸盐诱导的狗胆囊

上皮细胞粘蛋白的分泌≈
降低内皮细胞对低密度

脂蛋白的摄取 !内化和降解等≈ ∀表明 2在多

种疾病的发生和发展过程中具有重要作用 ∀本文以

胆甾醇为对照 研究了氧化型胆甾醇 2对牛主

动脉内皮细胞的作用 结果表明 2呈剂量和时

间依赖性降低内皮细胞的存活率 增加内皮细胞

⁄的生成 引起内皮细胞的凋亡 而胆甾醇在相

同条件下对内皮细胞无明显影响 ∀提示 2可引

起细胞膜氧化 损伤细胞膜 最终导致细胞的死亡和

凋亡 ∀在细胞膜上存在一定比例的胆甾醇 如果胆

甾醇过度氧化 就会引起氧化型胆甾醇增加 改变细

胞膜的通透性 影响一些离子通道如钙通道和多种

×°酶的活性 引起钙超载 进而激活一系列的通

路 最终产生对细胞的毒性作用≈ ∀综上所述 氧

化型胆甾醇 2对血管内皮细胞具有明显的损伤

作用 可能是其诱发血管损伤性疾病原因之一 ∀对

2导致血管内皮细胞损伤的机理有待进一步研

究 ∀
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