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摘要 目的 研究不同浓度的氨氯地平和缬沙坦对人冠状

动脉内皮细胞( HCAEC) 内尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(

NADPH) 氧化酶亚基 gp91phox和 p22phox的影响。方法 对照

组: 体外贴壁培养 HCAEC，不进行其他干预; 实验组: 相同培

养条件下分别加入不同浓度氨氯地平( 1 × 10 －5、1 × 10 －6、1
× 10 －7、1 × 10 －8、1 × 10 －9 mol /L) 和不同浓度缬沙坦 ( 1 ×
10 －4、1 × 10 －5、1 × 10 －6、1 × 10 －7、1 × 10 －8 mol /L) 体外培养

24 h。提取各组细胞的膜蛋白，应用 Western blot 法测两组

细胞中 p22phox和 gp91phox 的表达水平，对结果进行统计分析

并比较。结果 不同浓度氨氯地平对 HCAEC 内 NADPH 氧

化酶亚基 p22phox表达均有促进作用( P ＜ 0. 05) ，高浓度氨氯

地平对 gp91phox 有抑制作用 ( P ＜ 0. 05 ) ，低浓度则会 促 进

gp91phox的表 达 ( P ＜ 0. 05 ) 。不 同 浓 度 缬 沙 坦 对 p22phox 与

gp91phox的表达均有显著的抑制作用( P ＜ 0. 05) ，且有随着药

物浓度增高抑制作用增强的趋势( P ＜ 0. 05 ) 。结论 缬沙

坦有抑制氧化应激的效力，并随浓度增高而增强，呈现浓度

依赖的趋势; 氨氯地平仅在高浓度时抑制部分 NADPH 氧化

酶亚基( gp91phox ) 的表达，低浓度时反而可能增加氧化应激

水平。
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氧化应激是指机体在遭受各种有害刺激时，体

内高活性分子如活性氧自由基( reactive oxygen spe-
cies，ＲOS) 和活性氮自由基 ( reactive nitrogen spe-
cies，ＲNS) 产生过多，氧化系统和抗氧化系统失衡，

从而导致组织损伤。内尼克酰胺腺嘌呤二核苷酸磷

酸( NADPH ) 氧 化 酶 是 内 皮 细 胞 中 ＲOS 主 要 来

源［1］。NADPH 氧 化 酶 由 gp91phox、p22phox、p67phox、
p47phox、p40phox 和 Ｒac 等 6 种 亚 基 构 成。其 中

gp91phox和 p22phox位于细胞质膜上，当与胞浆中的另

外几种亚基结合时可形成有活性的 NADPH 氧化酶

复合体［2］。gp91phox与 p22phox是 NADPH 氧化酶的主

要功能亚基［3］。内皮细胞静息状态时，通过 NADPH
氧化酶产生适量活性氧满足正常的代谢需求，但在

高血压、高脂血症和冠心病等心血管高风险因素存

在情况下，NADPH 氧化酶活性明显提高［4 － 5］。氨氯

地平和缬沙坦是治疗心血管疾病的常用药，被报道

具有抗氧化应激作用。但是此两种药物降低氧化应

激水平的具体途径与机制尚不明确。该研究旨在探

讨氨氯地平和缬沙坦对人冠状动脉内皮细胞( hu-
man coronary artery endothelial cell，HCAEC) 内 NAD-
PH 氧化酶亚基 gp91phox和 p22phox的影响。

1 材料与方法

1． 1 材料

1． 1． 1 细胞株 HCAEC 购自上海拜力生物科技有

限公司。
1． 1． 2 主要试剂 胎牛血清、DMEM 培养基、胰蛋

白酶购自美国 Hyclone 公司; 小鼠抗人单克隆抗体

p22phox ( ab80896 ) 、兔 抗 人 多 克 隆 抗 体 gp91phox

( ab31092) 购自英国 Abcam 公司; 小鼠抗人单克隆

抗体 β-actin、辣根酶标记山羊抗小鼠 IgG、辣根酶标

记山羊抗兔 IgG 购自北京中杉金桥生物技术有限公

司; Bradford 蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天

生物技术有限公司; 膜蛋白提取试剂盒购自南京凯

基生物公司; 氨氯地平和缬沙坦购自大连美仑生物

技术有限公司; ECL 发光试剂盒购自美国 Pierce 公

司; 蛋白 Marker 购自北京全式金公司。
1． 2 方法

1． 2． 1 HCAEC 复苏、培养和传代 将水浴箱预热

至 37 ℃，做好细胞复苏前准备。从液氮中取出冻存

的 HCAEC，快速放入水浴箱中，不停摇晃，使其迅速

溶解。在超净台中，把溶解的细胞移入 10 ml 离心

管，加 DMEM 完全培养液 4 ml( 90% DMEM + 10%
FBS + 青霉素 100 U /ml + 链霉素 100 U /ml) ，1 000
r /min 离心 5 min，吸去上清液，再次加入完全培养
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液 4 ml，轻轻吹打、重悬细胞，待细胞悬液分布均匀

后吸取适当细胞悬液转入细胞培养皿，置于 37 ℃、
5% CO2 培养箱中培养。待细胞长满培养皿底面约

90%，弃上清液，无菌 PBS 洗 2 次，加胰酶 2 ml，放入

培养箱消化约 30 s 后取出，吸去胰酶，加入完全培

养液 4 ml 轻轻吹打，直到贴壁细胞完全脱落，吸取

细胞悬液转入 10 ml 离心管，步骤同上。以一定密

度传代。
1． 2． 2 HCAEC 培养及药物处理 将 HCAEC 以 1
× 105 个 /ml 的密度接种到 12 个直径为 100 mm 细

胞培养皿，待细胞铺满整个培养皿面积的 80%，吸

去培养液，随机将细胞分为两组。氨氯地平组: 根据

所含药物浓度分为对照组、1 × 10 －5 mol /L、1 × 10 －6

mol /L、1 × 10 －7 mol /L、1 × 10 －8 mol /L、1 × 10 －9 mol /
L 6 组; 缬沙坦组: 根据所含药物浓度分为对照组、1
× 10 －4 mol /L、1 × 10 －5 mol /L、1 × 10 －6 mol /L、1 ×
10 －7mol /L、1 × 10 －8mol /L 6 组。分别在不同培养皿

中加入含相应药物浓度的 1% FBS 完全培养基，对

照组加入与实验组相同体积不含药物的 1% FBS 完

全培养基，培养 24 h 后，收取细胞备用。
1． 2． 3 Western blot 法 测 定 细 胞 膜 中 p22phox 和

gp91phox水平 根据膜蛋白提取试剂盒使用说明提

取膜蛋白，以 Bradford 法测定蛋白浓度，加入上样缓

冲液，100 ℃水浴 5 min，置于冰上待用。SDS-聚丙

烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质，5%浓缩胶以 120 V 电

压电泳，15%分离胶以 150 V 电压电泳，待所需目的

条带相应位置分开。后取出凝胶，以 300 mA 恒流

低温转膜 1． 5 h，取出 PVDF 膜，5%脱脂奶粉室温封

闭 2 h，后加入相应抗体，一抗于 4 ℃ 孵育过夜，

TBST 洗膜 5 次，每次 5 min，二抗室温孵育 2 h，再以

TBST 洗膜 5 次，每次 5 min，压片曝光。
1． 3 统计学处理 应用统计软件 SPSS 13． 0 进行

分析，数据用 珋x ± s 表示; 多组间样本均数的比较采

用单因素方差分析，组间两两比较用 SNK-q 检验，P
＜ 0. 05 为差异有统计学意义。Western blot 结果目

的条带应用软件 photoshop 进行灰度计算。

2 结果

2． 1 氨氯地平对 HCAEC 膜蛋白 p22phox表达的影

响 各浓度组与对照组比较，差异均有统计学意义

( P ＜ 0. 05) ，随着氨氯地平浓度的降低 p22phox 表达

显示升高的趋势( P ＜ 0. 05) 。见图 1。

图 1 不同氨氯地平浓度对 HCAEC 膜蛋白 P22phox表达的影响

1: 对照组; 2: 氨氯地平( 1 × 10 －5 mol /L) 组; 3: 氨氯地平( 1 ×

10 －6 mol /L) 组; 4: 氨氯地平( 1 × 10 －7 mol /L) 组; 5: 氨氯地平( 1 ×

10 －8 mol /L) 组; 6: 氨氯地平 ( 1 × 10 －9 mol /L) 组; 与对照组比较:
* P ＜ 0. 05; 与氨氯地平( 1 × 10 －5 mol /L) 组比较: #P ＜ 0. 05; 与氨氯

地平( 1 × 10 －6 mol /L ) 组 比 较: △P ＜ 0. 05; 与 氨 氯 地 平 ( 1 × 10 －7

mol /L) 组比较: ▽ P ＜ 0. 05; 与氨氯地平( 1 × 10 －8 mol /L) 组比较: ○P

＜ 0. 05

2． 2 氨氯地平对 HCAEC 膜蛋白 gp91phox 表达的

影响 在 1 × 10 －9 ～ 1 × 10 －8 mol /L 范围内 gp91phox

的表达量呈现升高趋势，与对照组以及两浓度组之

间比较差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) ; 在( 1 × 10 －7

～ 1 × 10 －5mol /L) 浓度范围内 gp91phox表达量呈现下

降趋势( P ＜ 0. 05) ，但只有在氨氯地平浓度达到 1 ×
10 －5 mol /L 时与对照组比较差异有统计学意义( P
＜ 0. 05) 。见图 2。

图 2 不同氨氯地平浓度对 HCAEC 膜蛋白 gp91phox表达的影响

1: 对照组; 2: 氨氯地平( 1 × 10 －9 mol /L) 组; 3: 氨氯地平( 1 ×

10 －8 mol /L) 组; 4: 氨氯地平( 1 × 10 －7 mol /L) 组; 5: 氨氯地平( 1 ×

10 －6 mol /L) 组; 6: 氨氯地平( 1 × 10 －5 mol /L) 组; 与对照组比较: * P

＜ 0. 05; 与氨氯地平( 1 × 10 －9 mol /L) 组比较: #P ＜ 0. 05; 与氨氯地平

( 1 × 10 －8 mol /L) 组比较: △P ＜ 0. 05; 与氨氯地平( 1 × 10 －7 mol /L)

组比较: ▽ P ＜ 0. 05; 与氨氯地平( 1 × 10 －6 mol /L) 组比较: ○P ＜ 0. 05
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2． 3 不同缬沙坦浓度对 HCAEC 膜蛋白 p22phox表

达的影响 不同缬沙坦浓度 p22phox的表达量与对照

组比较均下降，差异均有统计学意义( P ＜ 0. 05) ; 各

浓度组之间变化不明显。见图 3。

图 3 不同缬沙坦浓度对 HCAEC 膜蛋白 p22phox表达的影响

1: 对照组; 2: 缬沙坦( 1 × 10 －4 mol /L) 组; 3: 缬沙坦( 1 × 10 －5

mol /L) 组; 4: 缬沙坦( 1 × 10 －6 mol /L) 组; 5: 缬沙坦( 1 × 10 －7 mol /L)

组; 6: 缬沙坦( 1 × 10 －8 mol /L) 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与缬沙

坦( 1 × 10 －4 mol /L) 组比较: #P ＜ 0. 05; 与缬沙坦( 1 × 10 －5 mol /L) 组

比较: △P ＜ 0. 05

2． 4 不同缬沙坦浓度对 HCAEC 膜蛋白 gp91phox

表达的影响 随着缬沙坦浓度的增加，gp91phox表达

量呈现下降趋势，差异有统计学意义( P ＜ 0. 05 ) 。
见图 4。

图 4 不同缬沙坦浓度对 HCAEC 膜蛋白 gp91phox表达的影响

1: 对照组; 2: 缬沙坦( 1 × 10 －8 mol /L) 组; 3: 缬沙坦( 1 × 10 －7

mol /L) 组; 4: 缬沙坦( 1 × 10 －6 mol /L) 组; 5: 缬沙坦( 1 × 10 －5 mol /L)

组; 6: 缬沙坦( 1 × 10 －4 mol /L) 组; 与对照组比较: * P ＜ 0. 05; 与缬沙

坦( 1 × 10 －8 mol /L) 组比较: #P ＜ 0. 05; 与缬沙坦( 1 × 10 －7 mol /L) 组

比较: △P ＜ 0. 05; 与缬沙坦( 1 × 10 －6 mol /L) 组比较: ▽ P ＜ 0. 05

3 讨论

血管内皮细胞是血管壁的重要组成部分，完成

血液和组织液的物质交换，合成和分泌多种生物活

性物质，保证血管正常的收缩和舒张，起到维持血管

张力，调节血压以及凝血与抗凝平衡等功能，进而保

持血液的正常流动和血管的长期通畅。动脉内皮细

胞功能障碍可能是导致多种心血管疾病发病的始动

或促进因素，在动脉粥样硬化、高血压、心力衰竭等

心血管疾病中都涉及到内皮细胞的功能障碍和凋

亡。冠状动脉斑块的形成以及破裂与 ＲOS 的氧化

性损伤有关，其作用于血管内皮细胞和血管平滑肌

细胞，引起多种细胞因子的产生及活化，导致内皮细

胞发生凋亡以及血管平滑肌细胞产生迁移，最终引

起冠状动脉内斑块的形成以及破裂［6］。氧化应激

反应可能是心血管疾病中内皮细胞损伤主要机制，

而 NADPH 氧化酶是内皮细胞产生 ＲOS 的主要来

源。本研究选取目的蛋白 gp91phox和 p22phox是 NAD-
PH 氧化酶的两个重要亚基，对反映内皮细胞内氧

化应激水平有一定代表性。氨氯地平和缬沙坦是临

床上常用的降血压药物，两种药物的临床降压疗效

已得到肯定。国内外很多临床和基础研究都提示氨

氯地平和缬沙坦有抗动脉粥样硬化的作用，氨氯地

平是一类长效钙通道阻滞剂，是由左、右旋对映异构

体等比组成的外消旋体化合物，CAMELOT 和 PＲE-
VENT 研究均显示氨氯地平可以延缓冠状动脉粥样

硬化的进展［7 － 8］。对高血脂兔的研究［9］显示氨氯地

平能够降低心脏和血液中氧化应激和改善血脂水

平。对卒中型自发性高血压大鼠的研究［10］表明氨

氯地平通过恢复 Cu /ZnSOD 活性起到抗动脉硬化作

用。对自发性大鼠的肾皮质的研究［11］表明氨氯地

平对 NADPH 氧化酶亚基的表达无影响。缬沙坦是

特异性的血管紧张素Ⅱ( AT1 ) 受体拮抗剂，AＲB 类

药物可以降低氧化应激水平［12］。临床中运用 AＲB
类与他汀类药物联合用药治疗心血管系统疾病，可

以更好的降低组织的氧化应激水平，比两者单独使

用更加有效［13］。研究［14］显示厄贝沙坦和氨氯地平

的临床剂量联合治疗能显著防止冠状动脉粥样硬化

病变的形成和 AMI 的发病率，改善了小鼠的预后。
研究［15］表明缬沙坦能有效抵消高血压相关的血脂

异常和氧化应激，并可逆转所有与高血压有关的脂

质变化和氧化还原变化，尤其是在高血压伴有高甘

油三酯血症和严重氧化应激状态的患者。因此，缬

沙坦作为临床常用的 AＲB 类药物有降低氧化应激
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的作用。
本研究是系列研究课题中的初步试验，旨在了

解不同浓度的缬沙坦和氨氯地平对氧化应激的影

响，结果表明缬沙坦可以显著降低 NADPH 氧化酶

gp91phox和 p22phox亚基的表达，在一定浓度范围内随

着缬沙坦浓度的增高抗氧化应激能力增强，呈浓度

依赖性，提示缬沙坦有抗氧化应激的作用。本试验

结果还显示氨氯地平仅在高浓度时对 gp91phox 有抑

制作用，而对 p22phox 亚基无抑制作用，低浓度时对

gp91phox和 p22phox亚基均有促进增加的作用，表明氨

氯地平抗氧化应激作用不强，且与浓度有关，适当的

浓度才能对部分 NADPH 亚基( gp91phox ) 有抑制作

用，低浓度的氨氯地平可能会促进氧化应激的发生。
由此试验结果也可以解释既往报道的氨氯地平有抗

氧化应激作用和无抗氧化应激作用的矛盾结果，可

能与不同研究的设计、目的指标和药物浓度有关。
本研究局限于实验室基础研究，细胞的体外培

养不 能 完 全 反 应 正 常 机 体 的 情 况，而 且，缺 少 对

NADPH 氧化酶其他亚基的研究。因此，尚需进行进

一步研究验证，并探讨缬沙坦抗氧化应激的可能机

制。
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Effect of amlodipine and valsartan on expression of the NADPH oxidase
subunits gp91phox and p22phox in human coronary artery endothelial cell

Lu Nuonuo1，Han Weixing1，Liu Chao2，et al
( 1Dept of Cardiovascular Medicine，The First Affiliated Hospital of Anhui Medical University，Hefei 230032;

2Dept of Histology and Embryology，Anhui Medical University，Hefei 230032)

Abstract Objective To study the effect of amlodipine and valsartan on expression of Nicotinamide adenine dinu-
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cleotide phosphate ( NADPH ) oxidase subunits gp91phox and p22phox in human coronary artery endothelial cells
( HCAEC) ． Methods HCAEC were preincubated for 24 h，and the control group remained untreated，and the test
groups were treated with different concentrations of amlodipine ( 1 × 10 －5，1 × 10 －6，1 × 10 －7，1 × 10 －8，1 × 10 －9

mol /L) and different concentrations of valsartan ( 1 × 10 －4，1 × 10 －5，1 × 10 －6，1 × 10 －7，1 × 10 －8 mol /L) ． The
NADPH oxidase subunits protein expression were assessed by Western blot analysis． Ｒesults Expressions of
gp91phox and p22phox were significant in the experimental group and the control group． Amlodipine induced the
expession of NADPH oxidase subunit p22phox ( P ＜ 0. 05 ) ． High concentrations of amlodipine significantly reduced
expression of gp91phox，while low concentration promoted the expression of gp91phox ( P ＜ 0. 05) ． p22phox and gp91phox

were significantly inhibited by valsartan( P ＜ 0. 05) ，and the higher the concentration of valsartan，the greater the in-
hibiton( P ＜ 0. 05 ) ． Conclusion Valsartan can inhibit oxidative stress． The higher the concentration，the greater
the inhibition． Amlodipine suppresses part of NADPH oxidase subunit ( gp91phox ) only at high concentrations，but it
may increase oxidative stress in low concentrations．
Key words amlodipine; valsartan; human coronary artery endothelial cell; xidative stress; p22phox ; gp91phox
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靶向 PDGF 受体 - α的 ＲNA 干扰对 ＲPE 细胞增殖和凋亡的影响
秦贤杰，彭燕一，秦 程

摘要 目的 探讨针对血小板源性生长因子受体-α( PDG-
FＲ-α) 的 ＲNA 干 扰 对 体 外 培 养 的 人 视 网 膜 色 素 上 皮

( hＲPE) 细胞增殖和凋亡的影响，为临床治疗增殖性玻璃体

视网膜病变( PVＲ) 提供实验依据。方法 利用脂质体将合

成的 shＲNA 转染体外培养的 hＲPE 细胞，MTT 法检测 hＲPE

细胞增殖活性; ＲT-PCＲ 法检测细胞中 PDGFＲ-α mＲNA 的表

达; Western blot 法 检 测 PDGFＲ-α 蛋 白 表 达 水 平; Hoechst
33258 荧光染料核染分析细胞凋亡; 流式细胞仪检测细胞周

期及凋亡率。结果 PDGFＲ-α shＲNA 作用 hＲPE 细胞 24 ～
72 h 后，细 胞 增 殖 明 显 受 到 抑 制，呈 时 间 剂 量 效 应 ( P ＜
0. 05) ; PDGFＲ-α shＲNA 作 用 hＲPE 细 胞 48 h 后，实 验 组

PDGFＲ-α 基因 mＲNA 和蛋白的表达水平较空白对照组及阴

性对照组明显降低( P ＜ 0. 05) ; 实验组细胞的凋亡率分别为

( 37. 10 ± 0. 55) %、( 50. 8 ± 1. 41) %，与空白对照组( 11. 7 ±
1. 11) %及阴性对照组( 13. 5 ± 1. 05) % 相比，差异有统计学

意义( P ＜ 0. 05) ; 实验组 G1 期细胞百分比分别为( 64. 76 ±
1. 16) %、( 75. 64 ± 0. 93 ) %，与 空 白 对 照 组 ( 54. 51 ±
1. 40) %及阴性对照组( 56. 04 ± 2. 19) %相比，差异有统计学
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意义( P ＜ 0. 05 ) 。结论 PDGFＲ-α shＲNA 能抑制 hＲPE 细

胞的增殖并诱导其凋亡。
关键词 血小板源性生长因子受体-α; ＲNA 干扰; 视网膜色

素上皮细胞; 增殖; 凋亡
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增殖性玻璃体视网膜病变( proliferative vitreo-
retinopathy，PVＲ) 是指增生的纤维膜对视网膜神经

上皮层前后面的收缩、牵拉所导致视网膜脱离、失明

的一种疾病，视网膜色素上皮 ( retinal pigment epi-
thelium，ＲPE) 细胞在纤维膜的形成、收缩过程中起

着重要的作 用［1］。血 小 板 源 性 生 长 因 子 ( platelet
derived growth factor，PDGF) 是机体内一种重要的促

使细胞生长、分化的生长因子。研究［2］表明，PDGF
对诱发 ＲPE 细胞的增殖、移行，最终导致 PVＲ 的发

生和发展起着重要的作用。玻璃体内许多非 PDGF
家族的因子均可激活 PDGF 受体( PDGFＲ) ，采用中

和 PDGF 的方法来治疗 PVＲ 所取得的效果并不理

想。因此，阻断 PDGFＲ 通路是预防 PVＲ 发生的基

本路径; PDGFＲ 由亚单位 α 和 β 构成，而 PDGFＲ-α
与 PVＲ 的产生有着更强的相关性［3］。该实验通过

将 PDGFＲ-α shＲNA 转 染 至 hＲPE 细 胞 内，研 究

PDGFＲ-α shＲNA 对 hＲPE 细胞增殖、凋亡的影响，
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