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目前公认血管内皮细胞的损伤及其功能异常是多种心血

管事件发生的始动、关键性环节[1]。氧化应激是氧化低密度脂

蛋白（OX-LDL）、肾素-血管紧张素系统、同型半胱氨酸等危险

因素导致内皮细胞损伤的共同通路[2]。青岛大学医学院药理

教研室从栉孔扇贝裙边中提取出有效成分——扇贝糖胺聚糖

（Scallop skirt glycosaminoglycan，SS-GAG），已获得发明专利
（ZL 200410035656.3）。前期研究发现 50、100、200 mg/L SS-

GAG能对抗OX-LDL、多聚阳离子、Fenton体系和过氧化氢诱
导的人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）氧化应激损伤[3-6]，保护
血管内皮细胞。本研究拟通过OX-LDL复制HUVEC损伤模
型，从细胞和分子水平进一步研究其作用机制。
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摘 要 目的：研究扇贝糖胺聚糖（SS-GAG）对人脐静脉血管内皮细胞（HUVEC）损伤的抑制作用机制。方法：试验分为阴性对照

组、模型组与SS-GAG高、中、低浓度（质量浓度分别为200、100、50 mg/L）组，后3组以不同质量浓度SS-GAG培养细胞12 h后，以

50 μmol/L氧化低密度脂蛋白（OX-LDL）培养细胞24 h。以MTT法检测细胞活力；测定乳酸脱氢酶（LDH）活性；流式细胞仪测定

活性氧（ROS）水平；实时荧光定量聚合酶链反应（RT-PCR）测定氧化低密度脂蛋白受体1（LOX-1）mRNA表达；Western blot 测定

NOX4蛋白表达。结果：与阴性对照组比较，模型组细胞活力减弱，LDH活性增强，ROS水平升高，LOX-1 mRNA表达增强，NOX4

蛋白表达增强，差异有统计学意义（P＜0.01）。与模型组比较，SS-GAG高、中、低浓度组细胞活力增强，LDH活性减弱，ROS水平

降低，LOX-1 mRNA表达减弱，NOX4蛋白表达减弱，差异有统计学意义（P＜0.01）。结论：SS-GAG有一定的保护血管内皮细胞作

用，其机制可能与经LOX-1/NOX4途径抑制ROS产生、减轻氧化应激损伤有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To investigate the inhibitory effects mechanism of scallop skirt glycosaminoglycan（SS-GAG）on inju-

ry in human umbilical vein endothelium cells（HUVEC）. METHODS：In the test，there was a negative control group，a model

group and the groups of SS-GAG at high，middle and low concentrations（mass concentrations of 200，100 and 50 mg/L respective-

ly）. The cells in latter 3 groups were cultured in SS-GAG at different mass concentrations for 12 h，and then in 50 μmol/L oxidized

low-density lipoprotein（OX-LDL）for 24 h. MTT method was used to detect cell viability and the activity of lactic dehydrogenase

（LDH），the flow cytometer to determine the level of reactive oxygen species（ROS），real-time fluorescence quantitative poly-

merase chain reaction（RT-PCR） to detect mRNA expression of lectin-like oxidized low-density lipoprotein receptor 1（LOX-1），

and Western blot to detect NOX4 protein expression. RESULTS：Compared to the cells in the negative control group，those in the

model group demonstrated lower viability，higher activity of LDH，higher level of ROS，and stronger expressions of LOX-1

mRNA and NOX4 protein. There was statistical significance（P＜0.01）. Compared to the cells in the model group，those in the

groups of SS-GAG at high，middle and low concentrations showed higher viability，lower activity of LDH，lower level of ROS

and weaker expressions of LOX-1 mRNA and NOX4 protein. There was statistical significance （P＜0.01）. CONCLUSIONS：

SS-GAG can protect HUVEC to some degree by a mechanism which may be related to inhibiting ROS production via LOX-1/

NOX4 pathway and relieving oxidative stress injury.

KEYWORDS Scallop skirt glycosaminoglycan；Human umbilical vein endothelium cell；Reactive oxygen species；Lectin-like ox-

idized low-density lipoprotein receptor-1；NADPH oxidase
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FACS Calibur型流式细胞仪（美国BD公司）；7600型全自

动生化分析仪（日本Hitachi公司）；RG 3000型实时荧光聚合

酶链反应（RT-PCR）仪（德国Qiagen公司）；2100 C型自动酶标

仪（美国 Rayto 公司）；Trans-Blot SD 型半干电转膜仪（美国

Bio-Rad公司）。

1.2 药品与试剂

SS-GAG（青岛大学医学院药理教研室，纯度：96％）；RP-

MI 1640培养基、胎牛血清（美国 Hyclone 公司）；MTT（美国

Sigma公司）；乳酸脱氢酶（LDH）、活性氧（ROS）测试盒（上海

碧云天生物科技有限公司）；Trizol（上海 Invitrogen公司）；反转

录试剂盒（美国Promega公司）；小鼠抗人NOX4单克隆抗体、

小鼠抗人β-actin单克隆抗体（美国Santa Cruz公司）；辣根过氧

化物酶标记山羊抗小鼠免疫球蛋白G（IgG，北京中杉金桥生物

技术有限公司）。

1.3 细胞

HUVEC购自中国科学院细胞库。

2 方法
2.1 OX-LDL制备及鉴定

利用CuSO4修饰低密度脂蛋白制备OX-LDL，采用硫代巴

比妥酸法鉴定[3]。

2.2 细胞培养与分组

HUVEC接种于培养瓶内，用含 10％胎牛血清、1×105 u/L

青/链霉素双抗的RPMI 1640培养基，置于 37 ℃、5％CO2条件

下培养细胞。试验分为阴性对照（无血清培养基处理12 h）组、

模型（50 mg/L OX-LDL处理24 h）组与SS-GAG高、中、低浓度

（分别以质量浓度为200、100、50 mg/L的SS-GAG预处理12 h，后

均用50 μmol/L OX-LDL处理24 h）组。

2.3 细胞活力测定[6]

取对数生长期细胞，调整细胞密度至1×108 L－1，接种于96

孔板中，每个浓度设6个复孔。按“2.2”项下方法处理细胞后，

加入10 g/L MTT 10 μl培养4 h，每孔加入150 μl MTT溶解，用

酶标仪于490 nm波长处测定光密度（OD）以代表细胞活力。

2.4 LDH活性测定

按“2.2”项下方法处理细胞后，收集上清培养液，取6 μl样

品与200 μl LDH测试盒R1 试剂混匀，37 ℃孵育3 min；再加入

100 μl R2试剂，37 ℃孵育 90 s，全自动生化分析仪连续监测 2

min吸光度（A）变化，计算ΔA/min。LDH活性（U/L）＝ΔA/min×

F，式中F 为常数（8 095）。

2.5 ROS水平测定

荧光定量法测定ROS水平。2′，7′-二氯荧光二乙酸盐穿

过细胞膜后，在胞内水解生成还原型二氯荧光素（DCFH）。细

胞内ROS能氧化DCFH生成有荧光的氧化型二氯荧光素。将

细胞与 1 ml二氯荧光黄二乙酸酯（DCFH-DA）置于 37 ℃培养

箱中，避光孵育20 min。按“2.2”项下方法处理细胞后，常规洗

细胞 2遍，流式细胞仪检测ROS水平（激发光波长 488 nm，发

射光波长525 nm）。

2.6 氧化低密度脂蛋白受体1（LOX-1）mRNA表达测定

RT-PCR法测定LOX-1 mRNA表达。按“2.2”项下方法处

理细胞后，Trizol 试剂提取总RNA，反转录生成cDNA后，进行

SYBR Green荧光定量PCR。LOX- 1上游引物：5′-GAGAG-

TAGCAAATTGTTCAGCTCCTT-3′，下 游 引 物 ：5′-GCCC-

GAGGAAAATAGGTAACAGT-3′；GAPDH上游引物：5′-TG-

GCCTCCAAGGAGTAAGAAAC-3′，下游引物：5′- GGCCT-

CTCTCTTGCTCTCAGTATC-3′。反应条件：95 ℃预变性 1

min，95 ℃ 变性 15 s，60 ℃ 退火 30 s，72 ℃ 延伸 30 s，共 40次

循环。荧光值以ct值表示，LOX-1 mRNA的表达水平以LOX-1

与GAPDH ct的相对值表示，以2－ΔΔct法统计分析。

2.7 NOX4蛋白表达测定

Western blot测定NOX4蛋白表达。按“2.2”项下方法处理

细胞后，收集细胞，加细胞裂解液冰浴20 min，12 000×g离心5

min，超声裂解，取上清，用Bradford法蛋白定量。十二烷基苯

磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶（SDS-PAGE）电泳分离蛋白，转膜和

封闭，与小鼠抗人 NOX4单克隆抗体（1 ∶ 1 000）、小鼠抗人β-

actin单克隆抗体（1 ∶ 1 000）于 4 ℃摇床过夜孵育，然后与辣根

过氧化物酶标记山羊抗小鼠 IgG（1 ∶5 000）室温孵育1 h。加入

显色底物，显影后读片，并进行扫描分析。

2.8 统计学方法

采用 SPSS 13.0软件处理试验数据。各组数据均为计量

资料，以x±s表示，采用LSD检验进行分析。P＜0.05为差异

有统计学意义。

3 结果
3.1 各组细胞活力与LDH活性测定结果

与阴性对照组比较，模型组细胞活力降低，LDH 活性增

强，差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，SS-GAG高、

中、低浓度组细胞活力增强，LDH活性减弱，差异有统计学意

义（P＜0.01）。各组细胞活力与LDH活性测定结果见表1。

表1 各组细胞活力与LDH活性测定结果（x±±s，n＝3）

Tab 1 Determination results of the viability and LDH activi-

ty of cells in all groups（x±±s，n＝3）

组别
阴性对照组
模型组
SS-GAG低浓度组
SS-GAG中浓度组
SS-GAG高浓度组

细胞活力
1.620±0.063

1.098±0.051＊

1.332±0.032#

1.458±0.022#

1.541±0.059#

LDH，U/L

24.21±5.67

112.67±10.93＊

94.83±12.51#

73.42±9.74#

47.16±10.35#

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01

Note：vs. negative control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01

3.2 各组细胞ROS水平测定结果

与阴性对照组比较，模型组细胞内ROS水平升高，差异有

统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，SS-GAG高、中、低浓度

组细胞ROS水平降低，差异有统计学意义（P＜0.01）。各组细

胞ROS水平测定结果见图1、表2。

3.3 各组细胞LOX-1 mRNA表达测定结果

与阴性对照组比较，模型组细胞LOX-1 mRNA表达增强，

差异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，SS-GAG高、中、

低浓度组细胞 LOX-1 mRNA 表达减弱，差异有统计学意义

（P＜0.01）。各组细胞LOX-1 mRNA表达测定结果见表2。

3.4 各组细胞NOX4蛋白表达测定结果

与阴性对照组比较，模型组细胞NOX4蛋白表达增强，差

异有统计学意义（P＜0.01）；与模型组比较，SS-GAG高、中、低

浓度组细胞 NOX4蛋白表达减弱，差异有统计学意义（P＜

0.01）。各组细胞NOX4蛋白表达测定结果见图2。
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4 讨论
OX-LDL诱导的血管内皮细胞的损伤及其功能异常是动

脉粥样硬化发生的始动和关键性环节。氧化应激是OX-LDL

导致内皮细胞损伤的主要通路[2]。氧化应激破坏细胞膜，增加

膜通透性，释放胞内LDH，LDH释放量可反映膜的完整性。本

研究结果表明，经 OX-LDL 处理后，模型组细胞活力减弱，

LDH 释放量增多；而 SS-GAG 能促进细胞增殖，抑制 LDH 释

放，保护血管内皮细胞。

在正常情况下，体内 ROS 的产生和清除处于动态平衡。

一旦内源性氧化酶如NADPH氧化酶（NOX）[7]产生过多ROS，

超过体内抗氧化体系的清除能力，体内氧自由基代谢就会失

衡，发生氧化应激反应[8]。因此，清除ROS是保护血管内皮细

胞免受损伤的关键。本研究结果表明，OX-LDL能明显升高细

胞内ROS水平，不同质量浓度的SS-GAG均可抑制ROS的水

平升高。

LOX-1是血管内皮细胞摄取和代谢 OX-LDL 的主要受

体 [9]，在动脉硬化发生过程中起重要作用 [10-11]。LOX-1 和

OX-LDL 结合后通过 NADPH 氧化酶途径，促进 ROS 生成[12]。

研究表明，NOX4是血管内皮细胞最主要的内源性ROS来源[13]。

本研究结果表明，OX-LDL处理后细胞LOX-1 mRNA表达增

强，NOX4蛋白表达增强；SS-GAG 可抑制 LOX-1 mRNA 和

NOX4蛋白表达的增强。

综上所述，SS-GAG 可经 LOX-1/NOX4途径抑制 ROS 产

生，发挥保护OX-LDL诱导的血管内皮细胞损伤的作用。本

研究为海洋活性物质发挥保护血管内皮作用提供了直接的试

验依据，为将SS-GAG研制开发成具有自主知识产权的具有血

管保护活性的保健品或药品提供更多的理论和试验依据。
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图1 各组细胞ROS水平测定结果（x±±s，n＝3）

Fig 1 Determination results of the ROS level in cells in all

groups（x±±s，n＝3）
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图2 各组细胞NOX4蛋白表达测定结果（x±±s，n＝3）
A. 电泳图；B. 柱形图

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01

Fig 2 Determination results of NOX4 protein expression in

cells in all groups（x±±s，n＝3）
A. electrophoresis chart；B.column

Note：vs. negative control group，＊P＜0.01；vs. model group，#P＜0.01
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表 2 各组细胞ROS和LOX-1 mRNA水平测定结果（x±±s，

n＝3）

Tab 2 Determination results of the levels of ROS and LOX-

1 mRNA in cells in all groups（x±±s，n＝3）

组别
阴性对照组
模型组
SS-GAG低浓度组
SS-GAG中浓度组
SS-GAG高浓度组

ROS，％
4.89±1.36

78.79±10.54＊

45.84±9.29#

41.66±8.36#

35.18±7.62#

LOX-1 mRNA，％
99.99±4.50

367.54±9.16＊

250.22±17.47#

192.67±10.04#

139.93±13.27#

注：与阴性对照组比较，＊P＜0.01；与模型组比较，#P＜0.01

Note：vs. negative control group，＊ P＜0.01；vs. model group，#P＜

0.01
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摘 要 目的：研究吉西他滨的体内外抗肝癌作用。方法：取 5、10、20、30、50、70、90 μmol/L的吉西他滨水溶液作用于人乳腺癌

MCF-7细胞和人肝癌HepG2细胞，采用MTT法（450 nm）测定作用24、48、72 h后细胞的吸光度，计算细胞抑制率和半数抑制浓度

（IC50）。在小鼠右前腋皮下接种0.2 ml肝癌 H22细胞株（2×1010个/L）建立荷瘤小鼠，将其随机分为对照组（生理盐水）与吉西他滨

组（40 mg/kg），每组5只，每隔2 d尾 iv药物1次，共给药3次，记录体质量变化和计算抑瘤率。结果：吉西他滨对MCF-7细胞和HepG2

细胞均有抑制作用，其24 h的 IC50分别为30、＞90 μmol/L；48、72 h的 IC50均＜5 μmol/L。两组荷瘤小鼠的体质量差异无统计学意

义，吉西他滨对小鼠H22瘤的抑制率为75.76％。结论：吉西他滨体内外均有较好的抗肝癌作用。

关键词 吉西他滨；肝癌；细胞；实体瘤；体内；体外

Study on Inhibitory Effects in vivo and in vitro of Gemcitabine on Liver Cancer

SUN Jia-yue1，ZUO Jing1，JIN Yi-guang2（1.Dept. of Pharmacy，Suzhou Municipal Hospital，Anhui Suzhou

234000，China；2.Lab of Pharmaceutical Chemistry，Institute of Radiation Medicine，Academy of Military Medi-

cal Sciences，Beijing 100850，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study inhibitory effects in vivo and in vitro of gemcitabine on liver cancer. METHODS：MCF-7

cells and HepG2 cells were treated with different concentrations of gemcitabine solutions（5，10，20，30，50，70 and 90 μmol/L）.

The absorbance of cells was determined by MTT assay after treated for 24，48 and 72 h. The inhibition ratio and 50％ inhibiting

concentration（IC50） of cells were calculated. Tumor-bearing mice were established by inoculating 0.2 ml liver cancer H22 cell line

via right anterior axillary，and then randomly divided into control group（normal saline）and gemcitabine group（40 mg/kg）with 5

mice in each group. They were given relevant medicine intravenously every 2 days，for 3 times. The changes of body weight and in-

hibition ratios were recorded. RESULTS：Gemcitabine can inhibit MCF-7 cells and HepG2 cells，and IC50 of gemcitabine to them

were 30 and ＞90 μmol/L within 24 h respectively，and those of gemcitabine to them were all lower than 5 μmol/L after 48 h and

72 h. There was no statistical significance in body weight of tumor-bearing mice between 2 groups，and inhibitory rate of gemcitabi-

ne to H22 cell line was 75.76％. CONCLUSIONS：Gemcitabine can inhibit liver cancer in vivo and in vitro.

KEYWORDS Gemcitabine；Liver cancer；Cell；Solid tumor；in vivo；in vitro
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