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缬沙坦抑制非对称二甲基精氨酸诱导的内皮细胞 LOX鄄1 的表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究缬沙坦对非对称二甲基精氨酸(ADMA)诱导的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)凝集素样氧化

型低密度脂蛋白受体 1(LOX鄄1) mRNA 和蛋白表达的影响,并探讨其机制。 方法摇 体外培养 HUVEC,以不同浓度

的缬沙坦和 15 滋mol / L ADMA 共同孵育 24 h,DCFH鄄DA 检测细胞内活性氧(ROS)生成量;RT鄄PCR 测定 NADPH 氧

化酶 p22phox 及 LOX鄄1 mRNA 的转录水平;酶联免疫吸附法检测细胞 LOX鄄1 蛋白的表达水平。 结果摇 与 ADMA 组

相比,缬沙坦干预后细胞 ROS 水平显著下降(P < 0郾 05),p22phox 和 LOX鄄1 mRNA 转录水平及 LOX鄄1 蛋白的表达水

平明显下调(P < 0郾 05),并呈剂量依赖性。 结论摇 缬沙坦通过抑制 p22phox 的表达减少细胞内 ROS 水平,进而抑制

ADMA 诱导的内皮细胞 LOX鄄1 mRNA 转录和蛋白表达,这可能是其独立于降压作用的抗动脉粥样硬化作用的部分

机制。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of valsartan on lectin鄄like oxidized low density lipoprotein receptor
1 ( LOX鄄1) expression induced by asymmetric dimethylarginine (ADMA) in cultured human umbilical vein endothelial
cells (HUVEC). 摇 摇 Methods摇 15 滋mol / L ADMA was added into the cultured HUVEC for 24 h, intracellular reactive
oxygen species (ROS) generation was measured by DCFH鄄DA. 摇 NADPH p22phox subunit and LOX鄄1 mRNA transcription
were detected by quantitative competitive reverse transcription鄄polymerase chain reaction (RT鄄PCR). 摇 LOX鄄1 protein ex鄄
pression was detected by cell enzyme linked immunosorbent assay ( ELISA). 摇 摇 Results 摇 Valsartan significantly de鄄
creased intracellular ROS generation, inhibited the transcription of p22phox, LOX鄄1 mRNA and LOX鄄1 protein expression
compared with ADMA group (P < 0郾 05), and this effect was in a dose鄄dependent manner. 摇 摇 Conclusions摇 Valsartan
inhibited expression of LOX鄄1 induced by ADMA, involving in inhibiting the expression of p22phox through decreasing in鄄
tracellular ROS generation. 摇 This may be part of the mechanism of its anti鄄atherosclerotic effect independent of anti鄄hyper鄄
tensive effect.

摇 摇 缬沙坦是临床上常用的一种血管紧张素受体

拮抗剂,广泛用于高血压及糖尿病肾病的治疗。
VALUE 研究[1] 表明,在血压水平控制相同的情况

下,缬沙坦与氨氯地平相比能更有效地降低心力衰

竭、新发糖尿病、水肿、心绞痛的发生率。 NAVIGA鄄
TOR 研究[2]显示缬沙坦可使糖耐量异常发展为糖

尿病的几率降低 14% ,提示其有降压外的有益作

用。 更有相关研究显示缬沙坦具有独立于降压作

用的抗氧化应激作用[3,4]。
研究发现,内皮型一氧化氮合酶(endothelial ni鄄

tric oxide synthase,NOS)抑制剂—非对称二甲基精

氨酸( asymmetricdimethylarginine,ADMA)可致内皮
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细胞功能紊乱,在多种动脉粥样硬化疾病中水平升

高。 动物实验表明,灌注 ADMA 可致血管紧张素转

换酶(angiotensin converting enzyme,ACE)mRNA 和蛋

白表达上调,诱导冠状微动脉斑块的形成,而血管紧

张素转换酶抑制剂(angiotensin converting enzyme in鄄
hibitor,ACEI)和血管紧张素受体阻断剂(angiotensin
receptor blocker, ARB) 可 逆 转 ADMA 的 上 述 效

应[5,6]。 我们前期的研究显示,ADMA 可通过 NADPH
氧化酶 p22phox / ROS 途径上调人脐静脉内皮细胞

(human umbilical vein endothelial cells,HUVEC)凝集

素样氧化型低密度脂蛋白受体 1(lectin鄄like oxidized
low density lipoprotein receptor 1,LOX鄄1)mRNA 和蛋

白的表达,进而增加其对氧化型低密度脂蛋白(oxi鄄
dized low density lipoprotein,ox鄄LDL)的摄取,促进动

脉硬化的发生、发展。 亦有研究发现缬沙坦可逆转血

管紧张素域(angiotensin域,Ang域)所致的 LOX鄄1 表达

上调[7]。 那么缬沙坦是否可阻断 ADMA 对 LOX鄄1 表

达的影响以及是否能够通过抗氧化应激途径发挥抗

动脉粥样硬化的作用呢? 本研究通过观察缬沙坦对

ADMA 诱导的HUVEC LOX鄄1 mRNA 转录和蛋白表达

的影响,探讨其可能的机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 HUVEC(EA郾 HY926)购自美国 ATCC 公司;缬
沙坦由北京诺华制药有限公司惠赠,DMEM 培养

基、胎牛血清购自美国 Gibco 公司,ADMA、DPI 购自

美国 Sigma 公司,活性氧 ( reactive oxygen species,
ROS)检测试剂盒购自碧云天生物试剂公司,Trizol
购自 Invitrogen 公司,逆转录试剂盒购自 Fermentas
公司,兔抗人 LOX鄄1 多克隆抗体购自武汉博士德公

司,生物素化山羊抗兔 IgG 及辣根酶标记链亲和素

购自北京中杉金桥生物有限公司,其它试剂均为国

产或进口分析纯。
1郾 2摇 HUVEC 的培养

HUVEC 培养于含 10%胎牛血清、10 滋mol / L 青

霉素、10 滋mol / L 链霉素的 DMEM 培养基中,37益、
5%CO2 培养箱培养。 2 ~ 3 天更换培养基 1 次,待
细胞 80%汇合时用 0郾 25% 胰蛋白酶消化传代。 细

胞于实验前换成含 1%胎牛血清的 DMEM 培养基继

续培养 24 h,使细胞达到同步化。 每组设平行测量

6 份,并重复实验 3 次。
1郾 3摇 实验分组

将细胞随机分成:淤对照组(DMEM 培养基);于

ADMA 组(加 15 滋mol / L ADMA);盂10 -5 mol / L、10 -6

mol / L 及10 -7 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组(10 -5 mol / L、
10 -6 mol / L 及 10 -7 mol / L 缬沙坦分别预作用 1 h 后

再加入 15 滋mol / L ADMA);榆缬沙坦组(单独加 10 -5

mol / L 缬沙坦)。 各组细胞均继续培养 24 h。
1郾 4摇 RT鄄PCR 检测 NADPH p22phox 和 LOX鄄1 mR鄄
NA 的表达

胰酶消化后收集 6 孔板处理后的细胞,采用 Tr鄄
izol 试剂提取细胞总 RNA 进行 RT鄄PCR 检测,实验

重复 3 次。 用逆转录试剂盒将 RNA 逆转录为 cD鄄
NA,以 cDNA 为模板进行 PCR 扩增反应。 用 Primer
5. 0 引物设计软件设计引物,p22phox(371 bp)引物

上游为 5忆鄄GTT TGT GTG CCT GCT GGA GT鄄3忆,下游

为 5忆鄄TGG GCG GCT GCT TGA TGG T鄄3忆; LOX鄄1
(251 bp)引物上游为 5忆鄄ACT CTC CAT GGT GGT
GCC TGG鄄3忆,下游为 5忆鄄CAT TCA GCT TCC GAG
CAA GGG鄄3忆;GAPDH(454 bp)引物上游为 5忆鄄GAC
CAC AGT CCA TGC CAT CAC鄄3忆,下游为 5忆鄄GTC
CAC CAC CCT GTT GCT GTA鄄3忆。 反应结束取 5 滋L
PCR 产物进行琼脂糖凝胶电泳,医学图像分析系统

摄图,分别用 p22phox、LOX鄄1 与 GAPDH 基因灰度

值的比值来表示目的基因 mRNA 的相对表达水平。
1郾 5摇 ROS 检测

细胞内 ROS 水平用荧光探针 DCFH鄄DA 活性氧

检测试剂盒检测,按照说明书的流程操作,以流式

细胞仪检测细胞内平均荧光强度反应 ROS 水平。
1郾 6摇 ELISA 检测 LOX鄄1 的蛋白表达

参考 Yang 等[8]方法并加以改动。 收集 96 孔板

处理后的细胞,弃培养液,用 PBS 清洗 3 次,4%多聚

甲醛固定 20 min,脱脂奶粉封闭 30 min,加兔抗人

LOX鄄1 多克隆抗体,37益孵育 2 h,洗板 5 次,拍干后

加入生物素化山羊抗兔 IgG,37益孵育 1 h,洗板 5 次,
拍干后加入酶联物 37益孵育 1 h,加入 TMB 显色 15
min,以 2 mol / L H2SO4 终止反应,450 nm 酶标仪测吸

光度(A),结果以 A450表示细胞蛋白表达水平。
1郾 7摇 统计学方法

采用 SPSS 17郾 0 软件,计量资料以x 依 s 表示,多
组间比较采用单因素方差分析,两两比较采用 Q 检

验。 以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 缬沙坦对 ADMA 诱导的细胞 ROS 的影响

摇 摇 与对照组相比,ADMA 组细胞内 ROS 水平明显

增高(P < 0郾 05),单独应用缬沙坦对细胞 ROS 水平
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无明显影响(P > 0郾 05);与 ADMA 组相比,缬沙坦预

处理组呈剂量依赖地减少 ADMA 所致的细胞 ROS
水平增高(P < 0郾 05;表 1 和图 1)。
2郾 2摇 缬沙坦对 ADMA 诱导的细胞 p22phox mRNA
转录的影响

与对照组相比,ADMA 组 p22phox mRNA 转录

明显增高(P < 0郾 05),单独应用缬沙坦对 p22phox
mRNA 转录无明显影响(P > 0郾 05);与 ADMA 组相

比,缬沙坦预处理组呈剂量依赖地下调 ADMA 诱导

的 p22phox mRNA 转录(P < 0郾 05;表 1)。
2郾 3摇 缬沙坦对 ADMA 诱导的细胞 LOX鄄1 mRNA 和

蛋白水平的影响

与对照组相比,ADMA 组细胞 LOX鄄1 mRNA 和

蛋白表达水平均明显增高(P < 0郾 05),单独应用缬

沙坦对 LOX鄄1 的表达无明显影响(P > 0郾 05);与
ADMA 组相比,缬沙坦预处理组呈剂量依赖地下调

ADMA 诱导的 LOX鄄1 mRNA 和蛋白表达水平(P <
0郾 05;表 1 和图 2)。

表 1. 缬沙坦对 ADMA 诱导的细胞 ROS、p22phox 和 LOX鄄1 mRNA 及 LOX鄄1 蛋白表达水平的影响(x 依 s,n = 6)
Table 1. The effect of valsartan on the expression of ADMA induced intracellular ROS,p22phox and LOX鄄1 mRNA and
LOX鄄1 protein

分摇 组 ROS 水平 p22phox mRNA LOX鄄1 mRNA LOX鄄1 蛋白

对照组 41郾 150 依 1郾 202 1 0郾 105 依 0郾 080 0郾 353 依 0郾 038

ADMA 组 91郾 570 依 0郾 929a 3郾 847 依 0郾 114a 0郾 402 依 0郾 194a 0郾 512 依 0郾 018a

10 - 7 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组 81郾 170 依 0郾 586b 3郾 108 依 0郾 021b 0郾 349 依 0郾 031b 0郾 488 依 0郾 11b

10 - 6 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组 61郾 200 依 0郾 557bc 2郾 389 依 0郾 023bc 0郾 226 依 0郾 022bc 0郾 446 依 0郾 018bc

10 - 5 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组 45郾 230 依 1郾 150bcd 1郾 606 依 0郾 095bcd 0郾 158 依 0郾 031bcd 0郾 417 依 0郾 012bcd

缬沙坦组 40郾 070 依 0郾 351 0郾 970 依 0郾 022 0郾 101 依 0郾 023 0郾 356 依 0郾 020

a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与 ADMA 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 10 - 7 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组比较;d 为 P < 0郾 05,与 10 - 6mol / L

缬沙坦 + ADMA 组比较。

图 1. 缬沙坦对 ADMA 诱导的细胞 ROS 的影响摇 摇 1 为对照组,2 为 ADMA 组,3 为10 - 7 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组,4 为10 - 6 mol / L 缬

沙坦 + ADMA 组,5 为 10 - 5 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组,6 为缬沙坦组。

Figure 1. The effect of valsartan on the expression of ADMA induced intracellular ROS
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图 2. ADMA 对细胞 p22phox 和 LOX - 1 mRNA 表达的影

响及缬沙坦的干预作用摇 摇 M 为 Marker,1 为对照组,2 为 ADMA

组,3 为 10 - 7 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组,4 为 10 - 6 mol / L 缬沙坦 +

ADMA 组,5 为 10 - 5 mol / L 缬沙坦 + ADMA 组,6 为缬沙坦组。

Figure 2. The effect of ADMA on the expression of intracel鄄
lular p22phox and LOX - 1 mRNA and the intervention
effect of valsartan

3摇 讨摇 论

ADMA 是由体内含有甲基化精氨酸残基的蛋白

分解而来,其在多种动脉粥样硬化疾病中升高,被
认为是心血管疾病独立的预测因子。 LOX鄄1 是一种

在内皮细胞、巨噬细胞和血管平滑肌细胞上均有表

达的清道夫受体(scavenger receptor,SR),它可以通

过摄取 ox鄄LDL 参与泡沫细胞的形成,进而在动脉粥

样硬化的发生、发展中起重要作用[9]。 CHEN 等[10]

研究发现,ox鄄LDL、LOX鄄1 和 ROS 组成了一个促进

泡沫细胞形成的“信号通路冶,在泡沫细胞的形成乃

至诱导动脉粥样硬化发生中起始动作用。 在这一

通路中,ox鄄LDL 是“激活子冶,LOX鄄1 是信号“转导

子冶,ROS 是“催化子冶和“诱导剂冶。
目前认为,动脉粥样硬化的核心环节为内皮功

能不全,而氧化应激与内皮功能损伤的发生、发展

密切相关[11]。 氧化应激时机体在各种因素刺激下

产生大量的 ROS,并伴有体内清除 ROS 的能力下

降,造成正常的氧化还原平衡被打破。 血管内皮细

胞 ROS 主要来源于 NADPH 氧化酶,其中 p22phox
是 NADPH 氧化酶产生 ROS 的关键亚基,在细胞内

稳定表达。 Veresh 等[12] 研究发现 ADMA 可上调

p22phox mRNA 的表达,致氧化应激水平增加。 而

Nagase 等[13]研究显示氧化应激是血管内皮 LOX鄄1
表达上调的重要原因。 与上述结果一致,本研究结

果显示,ADMA 通过上调 p22phox mRNA 的表达,增
加细胞氧化应激水平,从而使 LOX鄄1 mRNA 和蛋白

的表达增加。

近年来,研究表明 Ang域在 ROS 的产生中起重

要的作用,在内皮细胞中 Ang域可通过 NADPH 氧化

酶诱导 ROS 产生[14]。 亦有研究证实 ADMA 可激活

局部的肾素鄄血管紧张素系统( renin鄄angiotensin sys鄄
tem,RAS),促进 Ang域释放,从而激活 NADPH 氧化

酶[15]。 动物实验表明,灌注 ADMA 可致 ACE mR鄄
NA 和蛋白表达上调,诱导冠状微动脉斑块形成,而
ACEI、ARB 可逆转 ADMA 的上述效应。 以上结果

提示 ADMA 可通过 Ang域途径致动脉粥样硬化。 因

此,干预 Ang域效应的药物可对抗 ADMA 的致动脉

粥样硬化作用。
缬沙坦是临床常用的 Ang域受体拮抗剂,广泛

用于高血压及糖尿病肾病的治疗。 大量的临床及

动物实验表明,缬沙坦具有独立于降压效果的抗动

脉粥样硬化作用,张磊等[7] 发现缬沙坦可逆转 Ang
域所致的 LOX鄄1 表达上调,Hanefeld 等[16]发现缬沙

坦在降压的同时,可以显著降低血总胆固醇和 LDL
水平。 且相关研究显示缬沙坦具有独立于降压效

果的抗氧化应激作用[3,4]。 Yung 等[17] 发现缬沙坦

可降低卵巢切除后雌鼠的 p22phox 的表达,改善其

内皮依赖的舒张功能。 而缬沙坦是否可影响 ADMA
对 LOX鄄1 的诱导表达作用及其是否通过抗氧化应

激途径发挥作用的研究较少。 本研究通过体外培

养 HUVEC,以不同浓度的缬沙坦和 15 滋mol / L AD鄄
MA 共同孵育 24 h,结果发现,缬沙坦呈剂量依赖性

抑制 ADMA 诱导的血管内皮细胞 LOX鄄1 表达,进一

步研究发现,缬沙坦呈剂量依赖性下调 p22phox
mRNA 表达,使细胞 ROS 水平降低,提示缬沙坦可

通过抗氧化效应保护与改善内皮细胞,起到抗动脉

粥样硬化的作用。
综上所述,缬沙坦可通过下调 NADPH 氧化酶

p22phox 亚基的表达,降低细胞活性氧水平,抑制

ADMA 对 LOX鄄1 表达的影响,为缬沙坦抗动脉粥样

硬化提供了新的依据。
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