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动脉粥样硬化（Atherosclerosis，AS）发生于全身动脉系

统，近年来其发病率日益上升[1]。Ross提出AS是一种炎症性

疾病，探讨药物对内皮细胞炎症反应的影响，成为国内外AS

研究的热点[2]。

齐墩果酸（Oleanic acid）是一种从天然产物中提取的五环

三萜类化合物[3]。近十年来，齐墩果酸对心血管疾病的保护作

用引起了国内外学者的关注。Somova LI[4]等发现齐墩果酸具

有抗AS的作用。Sultana N[5]报道了齐墩果酸的心血管保护作

用，与其自身所具有不饱和基团清除活性氧、提高抗氧化酶的

活性有关。但是，齐墩果酸抗AS的具体机制仍有待探索。

血管内皮细胞的氧化损伤，尤其是低密度脂蛋白氧化修

饰生成的氧化性低密度脂蛋白（Oxidized low density lipopro-

tein，ox-LDL）是诱发血管内皮细胞炎症反应的主要因素[6]，是

AS预防和治疗的关键靶点。本研究通过复制ox-LDL诱导的

人脐静脉内皮细胞（HUVECs）氧化损伤模型，探讨齐墩果酸对

HUVECs的保护作用，并进一步对其机制进行研究。
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摘 要 目的：研究齐墩果酸对氧化损伤模型人脐静脉内皮细胞（HUVECs）的保护作用。方法：分别以含10％胎牛血清DMEM

高糖培养液[含氧化低密度脂蛋白（ox-LDL，质量浓度分别为0、25、50、100、200、400 µg/ml）]培养HUVECs，CCK-8法检测细胞活

性以筛选复制模型最适质量浓度。以0、10、20、40、60、80、100 µmol/L齐墩果酸培养HUVECs，CCK-8法检测细胞活性以考察齐墩

果酸试验最适浓度。以5、10、20、40 µmol/L 齐墩果酸作用于氧化损伤模型HUVECs（100 µg/ml ox-LDL诱导），CCK-8法检测细胞

活性，测定一氧化氮（NO）、一氧化氮合酶（NOS）、过氧化氢酶（CAT）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）水平。结果：复制模型

ox-LDL最适质量浓度为100 µg/ml；齐墩果酸试验最适浓度范围为0～40 μmol/L；5、10、20、40 µmol/L齐墩果酸可增加氧化损伤模

型HUVECs存活率，增强CAT、GSH-PX、NOS活性，增加NO含量。结论：齐墩果酸能够保护ox-LDL氧化损伤的HUVECs，其保护

机制与增强CAT、GSH-PX、NOS抗氧化酶活性有关。
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ABSTRACT OBJECTIVE：To study the protective effects of oleanolic acid（OA）oxidative damaged human umbilical vein endothe-

lial cells（HUVECs）. METHODS：HUVECs were cultured with DMEM high glucose medium of 10％ serum [containing ox-LDL

0，25，50，100，200 and 400 µg/ml]；the activity of cells was detected by CCK-8 assay to screen optimal concentration of medium.

HUVECs were cultured with OA（0，10，20，40，60，80 and 100 µmol/L），and the activity of cells was detected by CCK-8 assay

to screen optimal concentration of OA. The oxidative damaged HUVECs（induced by 100 µg/ml ox-LDL）were treated with OA

（5，10，20，40 µmol/L），and the activity of cells was detected by CCK-8 assay；the levels of NO，NOS，CAT and GSH-PX were

detected. RESULTS：For inducing model，the optimal concentration of ox-LDL was 100 µg/ml，and that of OA was 0-40 μmol/L；

5，10，20，40 µmol/L OA enhanced the survival rate of HUVECs，enhanced the activities of CAT，GSH-PX and NOS and in-

creased NO levels. CONCLUSIONS：OA can protect the ox-LDL oxidative damage HUVECs，and the protective mechanism may

be associated with the improvement of CAT，GSH-PX，NOS activity.
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1.2 药品与试剂

齐墩果酸（美国Sigma公司，批号：05504，纯度：99％）；人

胆囊收缩素（CCK-8，日本同仁化学研究所，批号：C0038）；

ox-LDL（广州奕源生物科技有限公司，批号：YB-002-1）；维生

素E（美国Sigma公司，批号：S20796-254）；过氧化氢酶（CAT）

测试盒（批号：20140227）、谷胱甘肽过氧化物酶（GSH-PX）测

试盒（批号 ：20140220）、一氧化氮（NO）测试盒（批号 ：

20140227）、总一氧化氮合酶（NOS）测试盒（批号：20140220）

均购于南京建成生物工程研究院。

1.3 细胞

HUVECs（中国科学院上海细胞库）。

2 方法
2.1 细胞培养

将生长状态良好的传代HUVECs加入胰蛋白酶消化1 min，

吹打下细胞悬液离心后弃上清液，再加入适量含有 10％灭活

胎牛血清、100 u/ml青霉素和100 u/ml链霉素的DMEM高糖培

养基，置37 ℃、5％ CO2的细胞培养箱中培养，取对数生长期的

细胞进行试验。

2.2 复制模型细胞ox-LDL最适质量浓度的筛选

每孔分别加入终质量浓度含 0（即对照组）、25、50、100、

200、400 µg/ml ox-LDL 的 10％胎牛血清 DMEM 培养基孵育

HUVECs 24 h后，每孔加入10 µl CCK-8，继续培养2 h后，用酶

标仪在450 nm波长处检测光密度（OD）为细胞活性，按下式计

算细胞存活率，重复 3次。另设仅有培养液的为空白对照组。

细胞存活率（％）＝（试验组OD450－空白对照组OD450）/（对照组

OD450－空白对照组OD450）×100％。

2.3 齐墩果酸最适浓度的筛选

精密称取齐墩果酸 0.022 8 g，溶于 1 ml DMSO中制备 50

mmol/L贮备液，－20 ℃贮藏，备用，试验时用DMEM高糖培

养基将贮备液稀释；取HUVECs（细胞密度为 1.5×108 L－1），按

每孔 100 µl 细胞加入 96孔板，分别加入浓度为 0、10、20、40、

60、80、100 µmol/L的齐墩果酸，每组6孔，培养24 h后，按“2.2”

项下方法以CCK-8法检测并计算细胞存活率。

2.4 齐墩果酸对模型细胞的保护作用

试验随机均分为 7组，即正常对照（正常培养液）组、模型

（正常培养液）组、维生素E（200 µg/ml）组与齐墩果酸①、②、

③、④（5、10、20、40 µmol/L）组。按“2.2”项下方法接种 96孔

板，加入相应药液，预培养 16 h后，除正常对照组外其余组加

入终质量浓度为 100 µg/ml ox-LDL 继续培养 24 h，用 CCK-8

法检测并计算各组细胞存活率。收集各组细胞，用PBS洗涤2

次，加细胞裂解液，冰上裂解 1 h，4 ℃下，以离心半径为 9 cm、

12 000 r/min离心10 min，收集上清液，按试剂盒说明测定各组

细胞内总蛋白及CAT、GSH-PX、NOS活性与NO含量。

2.5 统计学方法

采用 SPSS17.0软件处理分析实验数据。数据以x±s 表

示，多组间单因素比较先用单因素分析其正态性，再以LSD法

进行比较。P＜0.05为差异有统计学意义。

3 结果
3.1 复制模型细胞ox-LDL最适质量浓度的筛选

与0 µg/ml比较，其余质量浓度下细胞存活率差异有统计

学意义（P＜0.01）。IC50＝100 µg/ml，因此选取 100 µg/ml ox-

LDL作为复制HUVECs损伤模型的质量浓度。复制模型细胞

ox-LDL最适质量浓度的筛选见表1。

表 1 复制模型细胞 ox-LDL 最适质量浓度的筛选（ x±±s，

n＝6）

Tab 1 Screening of optimal concentration of ox-LDL on mo-

del cell（x±±s，n＝6）

质量浓度，μg/ml

0

25

50

100

200

400

细胞存活率，％
100.02±4.37

92.47±3.83＊

74.29±5.92＊

52.11±4.11＊

39.19±3.99＊

21.28±4.11＊

与0 µg/ml比较：＊P＜0.05

vs.0 µg/ml：＊P＜0.05

3.2 齐墩果酸最适浓度的筛选

与0 μmol/L比较，齐墩果酸浓度为60 μmol/L时细胞存活

率降低，且随着齐墩果酸浓度的增高，细胞存活率逐渐降

低，差异有统计学意义（P＜0.05）。因此，选择齐墩果酸浓

度 0～40 μmol/L 范围内进行以下试验。齐墩果酸最适浓度

的筛选见图 1。

3.3 齐墩果酸对模型细胞存活率的影响

与正常对照组比较，模型组细胞存活率降低，差异有统计

学意义（P＜0.05）；与模型组比较，齐墩果酸①、②、③、④组细

胞存活率升高，差异有统计学意义（P＜0.05），其中齐墩果酸④

组比齐墩果酸①组细胞存活率高，差异有统计学意义（P＜

0.05），证明 40 µmol/ml齐墩果酸有较强的抗氧化能力。齐墩

果酸对模型细胞存活率的影响见表2。

3.4 齐墩果酸对模型细胞NO、NOS、CAT、GSH-PX水平的

影响

与正常对照组比较，模型组细胞 CAT、GSH-PX、NOS 活

性减弱，NO含量减少，差异有统计学意义（P＜0.05）；与模型组

比较，齐墩果酸①、②、③、④组CAT、GSH-PX、NOS活性增强，

NO含量增加，差异有统计学意义（P＜0.05）。齐墩果酸对模型

细胞CAT、GSH-PX、NO、NOS水平的影响见表3。

4 讨论
ox-LDL在AS的发展中起重要作用[7]。经氧化修饰而成的
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图1 齐墩果酸最适浓度的筛选（x±±s，n＝6）
与 0 μmol/L比较：＊P＜0.05；与 60 μmol/L比较：#P＜0.05；与 80 μmol/L

比较：ΔP＜0.05

Fig 1 Screening of optimal concentration of oleanolic acid

（x±±s，n＝6）
vs.0 μmol/L：＊P＜0.05；vs.60 μmol/L：#P＜0.05；vs. 80 μmol/L：ΔP＜0.05
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ox-LDL水平，已成为临床心脑血管病的一个重要生化标志[7]。

Fu R等[8]研究发现，ox-LDL作用内皮细胞 24 h后，细胞中的F

肌动蛋白（F-actin）被破坏，导致内皮细胞对脂质成分的通透性

增加，刺激活性氧（ROS）过度生成，诱导氧化应激，造成细胞氧

化损伤，此时机体开启抗氧化系统，促进了GSH-PX、CAT等抗

氧化酶合成 [9]。这些抗氧化酶通过清除 ROS，发挥抑制氧化

损伤的作用 [10-11]。本研究以 ox-LDL刺激HUVECs复制AS模

型，模型组HUVECs细胞存活率明显降低，GSH-PX与CAT活

性明显下降，表明 ox-LDL 通过抑制 GSH-PX 与 CAT 活性，诱

导氧化损伤。给予齐墩果酸预处理，能够明显提升HUVECs

细胞活力，且GSH-PX与CAT的活力明显增强。提示齐墩果

酸通过提高抗氧化酶 GSH-PX、CAT 活性，减轻 ox-LDL 对

HUVECs细胞的氧化损伤，能有效抑制AS进展。齐墩果酸提

高抗氧化酶活性的作用，可能与其富含不饱和基团的三萜类

物质结构有关[12]。

正常情况下，内皮细胞中由内皮型一氧化氮合酶（eNOS）

催化产生血管内皮舒张因子NO[13]。NO通过调控四氢生物蝶

呤（BH4），降低体内ROS含量[14]，起到保护内皮细胞免于氧化

侵袭的作用。本研究对细胞中NO含量以及NOS活性进行测

定，发现 ox-LDL损伤的HUVECs细胞中，NO含量减少，NOS

活性降低，表明NO和NOS作为抗氧化因子，在HUVECs细胞

氧化损伤中受到抑制。经过齐墩果酸预处理，这两项指标均

有不同程度的升高，证实齐墩果酸通过激活NOS，促进NO生

成，保护HUVECs细胞。最近，Gkaliagkousi E等[15]研究发现，

ox-LDL可以显著抑制内皮细胞、巨噬细胞NO合成酶基因表

达，从而抑制NO合成。齐墩果酸提升NO和NOS的内皮保护

作用，是由于NO对ROS的直接清除作用，还是涉及到NOS的

基因调控，仍需进一步研究证实。
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表2 齐墩果酸对模型细胞存活率的影响（x±±s，n＝6）

Tab 2 Effects of OA on survival rate of damaged cell（x±±s，

n＝6）

组别
正常对照组
模型组
维生素E组
齐墩果酸①组
齐墩果酸②组
齐墩果酸③组
齐墩果酸④组

细胞存活率，％
100.01±4.37

52.41±5.83＊

65.73±5.92#

54.08±4.41#

56.67±4.99#

58.28±3.97#

66.74±4.11#Δ

与正常对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05；与齐墩果

酸①组比较：ΔP＜0.05

vs.normal control group：＊ P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05；vs.

oleanolic acid ① group：ΔP＜0.05

表 3 齐墩果酸对模型细胞 CAT、GSH-PX、NO、NOS水平的

影响（x±±s，n＝6）

Tab 3 Effects of OA on the levels of CAT，GSH-PX，NO

and NOS in damaged cell（x±±s，n＝6）

组别
正常对照组
模型组
维生素E组
齐墩果酸①组
齐墩果酸②组
齐墩果酸③组
齐墩果酸④组

CAT，U/ml

2.54±0.11

1.69±0.11＊

2.23±0.10#

1.71±0.12#

1.88±0.10#

1.98±0.11#

2.11±0.11#

GSH-PX，U/ml

139.52±7.83

71.54±8.19＊

130.91±7.20#

77.21±7.24#

93.10±8.86#

105.71±7.72#

123.44±7.64#

NO，mol/L

16.27±0.56

8.26±0.37＊

13.39±0.51#

9.27±0.42#

10.63±0.40#

11.88±0.68#

13.31±0.47#

NOS，×103U/L

12.06±0.31

5.51±0.37＊

11.33±0.22#

7.08±0.29#

8.17±0.34#

9.09±0.28#

10.32±0.33#

与正常对照组比较：＊P＜0.05；与模型组比较：#P＜0.05

vs.normal control group：＊P＜0.05；vs.model group：#P＜0.05
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