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青蒿琥酯对脂多糖致血管内皮细胞活化及
损伤的保护作用

何晓琳6 刘 志

摘要 目的 观察中药青蒿提取物青蒿琥酯(artesunate，AR)对脂多糖(1ipop01ysaccharide，LPs)诱导

的人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial cells，HUVECs)活化及损伤状态下的保护作用及相关

机制。方法 建立人脐静脉内皮细胞培养，细胞生长至融合状态后分别加入LPs及不同浓度的AR(0．04

mg／L、0．2 mg／L、l mg／L、5 mg／L及20 mg／L)共同孵育24h。ELISA方法检测培养上清中血管假性血友病

因子(von willebrand factor，vwF)含量，western blot法检测细胞间黏附分子(ICAM一1)蛋白表达，原位杂交

方法检测肿瘤坏死因子(TNFd)mRNA表达。结果 暴露于l肚g／ml LPs后，HuvECs的vwF及IcAM—l

表达较对照组明显增加，加入AR后，随AR浓度增加明显下调LPS升高的vwF及ICAM一1表达，至AR为

l mg／L时，其vwF与IcAM一1表达与LPs组比较差异均有显著性(P<0．05)。AR抑制LPs升高的vwF

及ICAM—l表达呈一定的浓度依赖方式。原位杂交显示在AR 0．2 mg／L及l mg／L时明显下调TNFa mR—

NA表达，与LPs组比较差异有显著性(P<0．05，P<0．01)。结论 青蒿琥酯对脂多糖诱导的HuvECs的

活化及损伤有保护作用，可能与AR抑制TNFd mRNA表达有关。
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Objective To investigate the protective effects and mechanism of artesunate(AR)on the activation and

i11j ury of human umbilical vein endothelial cells(HUVECs)induced by lipopolysaccharide(LPS)． Method．

s After HUVECs were cultured and turned to fusion manner，LPS and different c。ncentration of AR(0．04

mg／L，0．2 mg／L，1 mg／L，5 mg／L and 20 mg／L)were added respectively and co—incubated for 24 hrs．The

expression of von Willebrand factor(vWF)in the conditioned media was tested by ELISA，the expression of in—

tercellular adhesion molecule(ICAM一1)protein was determined bv Western blot method and the expression of

tumor necrosis factor a(TNFa)mRNA was determined by in situ hybridization．Results After being exposed

to 1弘g／ml LPS，vWF and ICAM—l expression were higher than those in the control group．AR could signifi—

cantly down—regulate the increased expressions concentration—dependently， significant difference showed as the

concentration of AR reached 1 mg／L(P<0．05)． In situ hyb“dization showed that AR in O．2 mg／L and 1

mg／L could markedly down—regulate the TNFd mRNA expression，showing significant difference as compared

with that in LPS group(P<0．05，P<0．01)．Conclusion AR has protective effect on LPS induced HUVECs

activation and injury，which might be related with its inhibition。n TNFa mRNA expression．
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青蒿为传统的清热解暑药，自20世纪70年代初

分离鉴定出抗疟有效成分青蒿素以来，对青蒿素及其

衍生物青蒿琥酯等进行了多方面的研究，如治疗卡氏

肺孢子虫肺炎，改善免疫细胞活性的作用‘¨、抗菌作
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用心。及实验研究中的抗内毒素作用旧3。但是，青蒿琥

酯是否具有内皮细胞保护作用及其机制如何目前尚未

见报道。本研究通过体外培养人脐静脉内皮细胞(hu—

man umbilical vein endothelial cells，HUVECs)，观察细

菌脂多糖(1ipopolysaccharide，LPS)诱导HuVECs活

化及损伤的状态下，青蒿琥酯(artesunate，AR)对其的

保护作用，并探讨其可能的机制。

材料与方法

1人新鲜脐带 由沈阳市铁西区妇婴医院提供。

2药物 青蒿琥酯注射液(60 mg／m1)为桂林南

药股份有限公司赠送，批号030101。

3 试剂 DMEM培养基购于美国GIBCO—BRL

公司；脂多糖(LPs，来源于Escherichia，coli serotype

O 127：B8)为美国Sigma公司产品；新生牛血清购自

郑州佰安生物工程有限公司；胰蛋白酶购自华美公司；

vwF的ELISA检测试剂盒购自上海太阳生物公司；

兔抗人ICAM一1多克隆抗体、TNFd原位杂交试剂盒

购自武汉博士德生物工程有限公司；其他试剂均为国

产分析纯试剂。

4方法

4．1人脐静脉内皮细胞的培养 采用改良Jaffe

等H 3法。用0．25％的胰蛋白酶灌注消化脐静脉后，离

心收集内皮细胞，调整细胞浓度在3×108个／L，接种

于0．2％明胶包被的75cm2培养瓶，置于37℃、5％

CO，饱和湿度的孵箱中培养，2天换液1次，培养液为

含20％新生牛血清的DMEM。待细胞长满2／3瓶底

后进行传代。倒置相差显微镜(NIKON—TMs型)观

察HUvECs为呈铺路石状的单层多角型细胞，Ⅷ因子

相关抗原免疫组化染色阳性，证实为内皮细胞。

4．2实验分组 将单细胞悬液接种到预先放有

8mm×8mm盖玻片的24孔培养板中，待细胞生长融

合后，用0．1 m01／L PBS溶液清洗2次，换成无血清的

DMEM培养液，每孔1 ml。实验分为3组：对照组：常

规无血清DMEM培养；LPs组：1弘g／ml LPS；AR+

LPS组：根据AR浓度的不同(20 mg／L、5 mg／L、1

mg／L、0．2 mg／L及0．04 mg／L)分为5个亚组，在每

个亚组中AR和LPS同时加入。LPS及AR各浓度预

先制成母液，细胞换液后加入到无血清DMEM中使

其成相应的终浓度。37℃孵箱内继续孵育24h，收集

各组细胞培养上清液，1 000 r／min离心去除细胞碎

屑，贮存于一70℃待用。每次实验均复式2孔，所有实

验重复3次。

4．3 细胞培养上清血管假性血友病因子(von

willebrand factor，vWF)的测定 采用酶联免疫吸附

试验(ELIsA)检测各组培养上清中vwF的抗原含量

(％)。抗体为兔抗人vwF的单克隆抗体，方法按试剂

盒说明书进行。

4．4 western blot方法检测HUVECs的细胞问

黏附分子一1(ICAM一1)蛋白表达 实验分组同上。收

集生长于100ml培养瓶中的各组HUVECs，提取蛋

白。每个样品取50扯g，用8％sDs一聚丙烯酰胺凝胶电

泳分离，电转移至硝酸纤维素膜上，洗膜，封闭，杂交后

加入ECL化学发光系统显影，X片感光，洗片。用

Fluro Chemv 2．0电泳凝胶成像分析仪(美国ALPHA

公司产品)进行ICAM一1蛋白定量分析。

4．5 原位杂交方法检测HUVECs的肿瘤坏死因

子(TNF)amRNA表达 含地高辛标记的

TNFdmRNA寡核苷酸探针序列为：5 7一A A AGCAT—

GATCCGAGACGTGGAACTGGCCGAGGAG一3 7按照

TNFd mRNA原位杂交试剂盒操作方法进行。培养于

盖玻片的各组内皮细胞用4％多聚甲醛(含有l／l 000

DEPC)室温固定20 min。胃蛋白酶于37℃消化60s。

37℃预杂交4h，37℃杂交过夜。以2×SSC、0．5×

SSC、0．2×SSC洗片，封闭液37℃封闭30min，生物素

化鼠抗地高辛37℃孵育1h，SABC孵育20 min，DAB

显色20～30 min，苏木素轻度复染，封片。阴性对照

用预杂交液替代探针工作液。镜下观察并采用Meta—

Morth／DPl0倡x41型细胞图像分析仪进行TNFa

mRNA的半定量分析。

5统计学方法所有实验数据以膏±s表示，多

组比较用方差分析，组间比较用q检验。

结 果

l 各组HuvECs培养上清中vwF—Ag含量的变

化 见表1。培养的HuvECs经1扯g／ml LPs作用

24h，其上清中vWF—Ag含量较对照组明显增加(P<

0．05)，若将AR和LPS同时加入条件培养液中，随着

AR浓度的增加，其上清中vwF—Ag含量逐渐降低；AR

达到1 mg／L时，vwF—Ag含量降为LPs单独处理组

的77．2％(P<0．05)。

2 各组HUVECs的ICAM一1蛋白表达的变化

见表1、图l。Western blot方法检测结果显示l弘g／m1

LPs作用后，HUvEcs的IcAM一1蛋白表达强度较对

照组明显增加(P<0．05)，加入AR后，各组细胞

ICAM一1蛋白表达强度随AR浓度的增加明显下调。

在AR为l mg／L时，其ICAM—l蛋白表达降为LPS

单独处理组的78．7％(P<0．05)。
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表1 各组HUVECs的vwF、ICAM一1蛋白

表达的变化 (j±s)

注：与对照组比较，”P<O．05；与LPS组比较，oP<0．05，ooP<

0．0l

3 各组HUvECs的TNFd mRNA表达的变化见

表2、图2。原位杂交结果显示胞浆中的棕黄色颗粒为

TNFa mRNA表达的阳性部位。图像分析发现，予l

f上g／ml LPs作用后，胞浆中TNFd mRNA表达强度明

显强于对照组(P<0．05)。加入AR后，各组细胞胞

浆TNh mRNA表达强度亦随AR浓度的增加有下降

趋势。在AR达到0．2 mg／L时，其HUvECs的TNFd

mRNA表达与LPS单独处理组比较差异有显著性

(P<0．05，P<0．01)。

2 3 4 5 6 7

ICAM一1。 x期-恻麟褊㈣鳓黼躺_㈣_鞴M∞#‰㈣一“

图1 Westem blot方法显示各组HUVECs的

ICAM一1的蛋白表达

注：1．对照组；2．LPS(1斗∥m1)组；3．I。PS(1¨∥m1)+AR(0．04m∥L)；4．

LPs(1斗∥m1)+AR(0．2m∥L)；5．LPs(1斗∥m1)+AR(1m∥L)；6．LPs(1斗∥m1)

+AR(5m∥L)；7．Ⅱ)s(1斗∥m1)+AR(20m∥L)

表2 各组HuVECs的TNFnmRNA表达的变化 (j±s)

0．01

注：与对照组比较，”P<O．05；与LPs组比较，6P<0．05，66P<

图2 原位杂交方法显示各组HUVECs的TNF0【mRNA表达(DAB，×260)

注：1_对照组；2．LPs(1陆∥m1)组；3．LPs(1“∥m1)+AR(O．2m∥L)组；4．LPs(1斗∥m1)+AR(1m∥L)组
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讨 论

vWF和ICAM一1均是与成人呼吸窘迫综合征

(ARDS)相关的血管内皮细胞活化及损伤的标志物。

vwF是一种大分子量的抗原，在刺激因素作用下其表

达升高不仅可反映内皮细胞损伤的程度，也是内皮屏

障损伤的标志。ICAM—l是一种小分子量的黏附分

子，其表达升高主要促进白细胞的黏附，微血栓形成。

临床研究¨’及动物实验¨’均表明内皮细胞活化及损伤

标志物的检测与急性肺损伤成人呼吸窘迫征(ALI／

ARDs)病情进展密切相关，在一定程度上反映疾病的

严重程度。本研究结果表明LPS可导致HUvECs培

养上清中vwF明显升高及细胞ICAM—l蛋白表达明

显增强，提示HUVECs出现明显的活化及损伤。与

AR共同孵育后，随AR浓度的增加，显著下调升高的

vwF及ICAM一1表达，并呈现一定的剂量依赖关系。

在AR 1 mg／L时，其vwF及IcAM一1表达与LPs单

独处理组比较存在明显差别，说明AR能减轻LPs引

起的HUvECs的活化及损伤程度，提示AR具有内皮

细胞保护作用。

TNFa是内毒素休克及ARDS等炎症发病过程为

特征的疾病中关键性的促炎因子，其与IL—l协同激活

肺的免疫细胞和非免疫细胞的炎症反应调节剂NF—KB

产生细胞因子，启动炎症的级联反应，诱导多形核白细

胞的迁移、聚集，从而不仅启动早期炎症反应，而且维

持炎症。在内毒素休克中，抑制内源性TNF能明显减

轻炎症、减轻多器官损伤、降低死亡率。为探讨AR减

轻LPs引起的HuVECs损伤过程中是否有TNFd的

参与，本实验检测了各实验因素条件下TNFa mRNA

表达情况。结果显示：较低浓度的AR(0．2mg／L)，其

表现的拮抗HUVECs的TNFa mRNA表达的结果与

LPs单独处理组比较已存在明显的差别，且在AR较

高浓度时(1 mg／L)，差别更加明显。而AR与vwF及

ICAM—l蛋白表达的抑制是在其浓度为1 mg／L时，即

AR在其较低浓度即出现了对TNFa mRNA表达的提

前抑制。TNFa是ICAM一1、E一选择素等黏附分子的上

游因子，可能藉此进一步下调ICAM一1的蛋白表达，因

此我们认为AR具有内皮细胞保护作用的原因中可能

存在直接的抗炎机制参与，但是否通过抑制NF—KB来

实现，值得进一步深入的研究。

综上所述，青蒿琥酯对LPS所致的血管内皮细胞

活化及损伤具有保护作用，与其调控TNFa mRNA表

达及vwF、ICAM一1的蛋白表达有关，这一结果为青蒿

琥酯的内皮细胞保护作用的机理提供了重要依据，对

其在ARDS治疗中的应用提供了一定的理论依据。
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