
收稿日期：２０１４－０２－０８
作者简介：邱模昌（１９８１－），男，硕士，讲师，主要从事药理学的研究。

β－胡萝卜素对高糖诱导的
血管内皮细胞损伤的保护作用

邱模昌，蔡灵卿，王　芳，刘建明，程畅河
（江西医学高等专科学校药学系，江西 上饶３３４０００）

摘要：目的　研究β－胡萝卜素（β－Ｃ）对高糖诱导的内皮细胞损伤的保护作用，并初步探讨其作用机制。方法　在
血管内皮细胞长至８０％以上融合时，将其分为５组：正常对照组、高糖损伤组及低、中和高剂量β－Ｃ组，每组６个复
孔。正常对照组加入１０％葡萄糖注射液５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，高糖损伤组加入１０％葡萄糖注射液３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，低、

中和高剂量β－Ｃ组分别加入β－Ｃ　１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ
－１＋１０％葡萄糖注射液３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１。各组放置５％ＣＯ２ 培

养箱中培养４８ｈ后，收集细胞或培养液进行实验。使用酶联免疫检测仪、采用 ＭＴＴ比色法检测５组血管内皮细
胞存活率，采用流式细胞仪检测血管内皮细胞凋亡率、血管内皮细胞中活性氧（ＲＯＳ）水平，使用全自动生化仪、采
用乳酸→丙酮酸连续监测法检测５组血管内皮细胞培养液中乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）活性，使用全自动生化仪、采用硫
代巴比妥酸比色定量法检测５组血管内皮细胞培养液中丙二醛（ＭＤＡ）的水平；先参照ＮＯ检测试剂盒的使用说明
书进行实验，后采用酶联免疫检测仪检测５组血管内皮细胞培养液中 ＮＯ水平。结果　与正常对照组比较，高糖
损伤组的血管内皮细胞存活率、血管内皮细胞培养液中ＮＯ水平均明显降低，血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ活性、

ＭＤＡ水平，血管内皮细胞凋亡率、血管内皮细胞中ＲＯＳ水平均明显升高（均Ｐ＜０．０１）；与高糖损伤组比较，中、高
剂量β－Ｃ组的血管内皮细胞存活率、血管内皮细胞培养液中ＮＯ水平均明显升高，血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ活
性、ＭＤＡ水平及低、中和高剂量β－Ｃ组的血管内皮细胞凋亡率、血管内皮细胞中ＲＯＳ水平均明显降低（Ｐ＜０．０５或

Ｐ＜０．０１）。结论　β－胡萝卜素对高糖诱导的脐静脉内皮细胞的损伤具有保护作用，其机制可能与增加ＮＯ水平和
促进ＲＯＳ的降解有关。
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　　糖尿病慢性并发症中，糖尿病大血管病变是糖
尿病（ｄｉａｂｅｔｉｃ　ｍｅｌｌｉｔｕｓ，ＤＭ）患者致残和致死的最
主要原因之一［１］，其中血管内皮功能异常和动脉粥
样硬化是大血管并发症的主要病理生理过程［２］。血
管内皮功能异常的主要原因仍是高血糖状态［３］，后
者是诱导糖尿病大血管内皮细胞发生凋亡的重要危

险因素，而血管内皮细胞凋亡是糖尿病大血管病变
的始发事件［４］。高血糖状态引起血管内皮细胞凋亡
的机制可能与高糖使细胞内氧化应激加强、血管内
皮细胞内活性氧（ＲＯＳ）生成增加有关［５－６］。ＲＯＳ是
调节血管结构和功能状态的重要信号分子，可调节
血管平滑肌细胞、血管内皮细胞的增生、生长和凋亡
以及体内单核细胞的迁移和分化，介导巨噬细胞分
泌细胞因子，在糖尿病的病理改变中起重要的作用。

β－胡萝卜素（β－ｃａｒｏｔｅｎｅ，β－Ｃ）是常见类胡萝卜
素之一，类胡萝卜素呈现很强的抗氧化性，具有清除
自由基、保护血管、抗肿瘤、护肤、增强免疫功能及保
护神经系统等作用。有研究［７］发现，β－Ｃ能充分提
高ＮＯ的水平和生物利用度，舒张血管，保护血管，
同时β－Ｃ还能抑制ＲＯＳ水平的升高，保持机体抗氧
化能力和不断产生的氧自由基的氧化能力之间的动

态平衡，预防动脉粥样硬化等的发生，但β－Ｃ对高糖
诱导的血管内皮细胞损伤的保护效应目前研究较

少。本研究观察了β－Ｃ对血管内皮细胞损伤的保护
效应，并从ＲＯＳ与ＮＯ途径探讨β－Ｃ对血管内皮细
胞损伤的保护效应机制。

１　材料与方法

１．１　实验材料
人脐静脉内皮细胞株 ＨＵＶＥＣ－１９购自中南大

学（源自ＡＴＣＣ细胞库），ＤＭＥＭ 培养基（上海恒远
生物科技有限公司），ＭＴＴ溶液、Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ、

ＬＤＭＳＯ、乳酸脱氢酶 （ＬＤＨ）试剂盒和丙二醛
（ＭＤＡ）试剂盒（海门市碧云天生物技术研究所），

ＡｎｎｅｘｉｎⅤ、ＰＩ（美国ＢＤ公司），ＮＯ检测试剂盒（上
海碧云天生物技术研究所），１０％胎牛血清（上海韵
涵生物科技有限公司）。ＣＰ－ＳＴ５０ＡＣＯ２ 培养箱（长
沙长锦应用技术研究所），６５２酶联免疫检测仪（美
国ＢＩＯ－ＲＡＤ公司），ＤＸＣ６００全自动生化分析仪（美
国Ｂｅｃｋｍａｎ公司），ＦＡＣＳＣ－ＡＬＩＢＵＲ流式细胞仪
（美国ＢＤ公司）。

１．２　实验方法
１．２．１　血管内皮细胞培养与实验分组、加药方法

１）将人脐静脉内皮细胞株 ＨＵＶＥＣ－１９传代至
第３代后用２０％ＤＭＥＭ（含１０％胎牛血清）悬浮细
胞，计数后以５×１０３／孔的细胞数接种于六孔板培
养板中，待细胞长至８０％以上融合时进行实验。

２）在血管内皮细胞长至８０％以上融合时，将其分为
５组：正常对照组、高糖损伤组及低、中和高剂量β－Ｃ
组，每组６个复孔。正常对照组加入１０％葡萄糖注
射液５．５ｍｍｏｌ·Ｌ－１，高糖损伤组加入１０％葡萄糖
注射液３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１，低、中和高剂量β－Ｃ组分别
加入β－Ｃ　１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ

－１＋１０％葡萄糖注射液
３３ｍｍｏｌ·Ｌ－１。各组放置５％ＣＯ２ 培养箱中培养
４８ｈ后，收集细胞或培养液进行实验。３）将传代至
第３代的血管内皮细胞分为５组：正常对照组、高糖
损伤组及低、中和高剂量β－Ｃ组。

１．２．２　血管内皮细胞存活率的检测
将５组（传代至第３代的血管内皮细胞）用

２０％ＤＭＥＭ（含１０％胎牛血清）悬浮细胞后，以每孔
１０３ 的细胞数接种于 ９６ 孔板培养板中，每孔
２００μＬ，每组接种６个复孔。待细胞贴壁后８ｈ后
加药，正常对照组、高糖损伤组及低、中和高剂量

β－Ｃ组加药同１．２．１段。加药后，放置５％ＣＯ２ 培养
箱中培养２４ｈ。培养２４ｈ后，每孔加入 ＭＴＴ溶液
（５ｇ·Ｌ－１）１５μＬ，再放置５％ＣＯ２ 培养箱中培养
４ｈ。培养４ｈ后，小心吸弃孔内培养上清液。再每
孔加入１５０μＬ　ＤＭＳＯ，振荡１０ｍｉｎ，使结晶物充分
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溶解。用酶联免疫检测仪（波长为４９０ｎｍ）检测５
组吸光度值（Ａ值），细胞存活率＝（实验组Ａ值／对
照组Ａ值）×１００％，即实验组分别为高糖损伤组、
低、中和高剂量β－Ｃ组，对照组为正常对照组。实验
重复４次。

１．２．３　血管内皮细胞凋亡率的检测
５组放置５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ后，用

０．２５％胰酶消化血管内皮细胞，再用ＰＢＳ洗涤细胞
２次，１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃去上清。然后，５
组细胞均用５００μＬ　Ｂｉｎｄｉｎｇ　Ｂｕｆｆｅｒ重悬细胞，分别
加入荧光素（ＦＩＴＣ）标记的 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ（４０ｍｇ·

Ｌ－１）和碘化丙啶（ｐｒｏｐｉｄｉｎｅ　ｉｏｄｉｄｅ，ＰＩ）（５０ｍｇ·

Ｌ－１）各５μＬ对血管内皮细胞进行标记，避光反应
５ｍｉｎ，同时以不加 ＡｎｎｅｘｉｎⅤ－ＦＩＴＣ及ＰＩ的一管
作为阴性对照。避光反应后３０ｍｉｎ内，采用流式细
胞仪检测５组血管内皮细胞凋亡率，以ＦＩＴＣ＋／ＰＩ－

的右下象限细胞数量占总细胞数量百分比为血管内

皮细胞凋亡率［８］。实验重复４次。

１．２．４　血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ活性的检测
５组放置５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ后，吸取
上清液，１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，留取上清液。
使用全自动生化仪、采用乳酸→丙酮酸连续监测法
检测５组血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ 活性，具体
操作步骤见试剂盒说明书。实验重复４次。

１．２．５　血管内皮细胞培养液中 ＭＤＡ的检测
５组用０．２５％胰酶消化血管内皮细胞后，用

０．９％氯化钠注射液洗涤细胞２次，取沉淀细胞。然
后，用０．９％氯化钠注射液４００μＬ重悬细胞，液氮
和３７℃水浴反复冻融３次，３ｍｉｎ·次－１，１　５００ｒ·

ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，收集上清。使用全自动生化仪、
采用硫代巴比妥酸比色定量法检测５组血管内皮细
胞培养液中 ＭＤＡ的水平，具体操作步骤见试剂盒
说明书。实验重复４次。

１．２．６　血管内皮细胞培养液中ＮＯ的检测
５组放置５％ＣＯ２ 培养箱中培养４８ｈ后，吸取
上清液，１　５００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，留取上清液，参

照ＮＯ检测试剂盒的使用说明书进行实验。然后，
采用酶联免疫检测仪（波长为４９０ｎｍ）检测５组吸
光度值（Ａ值），以高糖损伤组、低、中和高剂量β－Ｃ
组Ａ值／正常对照组Ａ值比值来表示ＮＯ的相对浓
度。实验重复４次。

１．２．７　血管内皮细胞中ＲＯＳ的检测
５组先用０．２５％胰酶消化血管内皮细胞后，

１　０００ｒ·ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，ＰＢＳ洗涤２次。将配好
的ＤＣＦＨ－ＤＡ溶液（１２　０００）５００μＬ重悬细胞，

３７℃、５％ＣＯ２ 培养箱中培养３０ｍｉｎ，１　０００ｒ·

ｍｉｎ－１离心５ｍｉｎ，弃上清，ＰＢＳ洗涤２次。加入ＰＩ
（５０ｍｇ·Ｌ－１）５μＬ，避光反应５ｍｉｎ后，立即用流
式细胞仪检测（一般不超过３０ｍｉｎ），通过对荧光强
度比较来对５组血管内皮细胞中ＲＯＳ的水平进行
相对定量。实验重复４次。

１．３　统计学方法
采用ＳＰＳＳ　１７．０统计软件对数据进行分析。

计量资料以ｘ±ｓ表示，两组间比较采用ｔ检验，多
组间比较采用单因素方差分析，以Ｐ＜０．０５为差异
有统计学意义。

２　结果

２．１　β－Ｃ对血管内皮细胞存活率、ＬＤＨ活性、ＮＯ
及 ＭＤＡ水平的影响
与正常对照组比较，高糖损伤组的血管内皮细

胞存活率、血管内皮细胞培养液中 ＮＯ水平均明显
降低，血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ 活性、ＭＤＡ水
平均明显升高（均Ｐ＜０．０１）；低剂量β－Ｃ组的血管
内皮细胞存活率，血管内皮细胞培养液中ＮＯ水平、

ＬＤＨ活性和 ＭＤＡ水平与高糖损伤组比较差异均
无统计学意义（均Ｐ＞０．０５）；与高糖损伤组比较，
中、高剂量β－Ｃ组的血管内皮细胞存活率、血管内皮
细胞培养液中ＮＯ水平均明显升高，血管内皮细胞
培养液中ＬＤＨ 活性、ＭＤＡ水平均明显降低（Ｐ＜
０．０５或Ｐ＜０．０１）。见表１。

表１　各组血管内皮细胞存活率及血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ活性、ＮＯ和 ＭＤＡ水平的比较 ｘ±ｓ

组别 ｎ
血管内皮细胞

存活率／％
血管内皮细胞培养液中

ＬＤＨ／（Ｕ·Ｌ－１）
血管内皮细胞培养液中

ＭＤＡ／（μｍｏｌ·ｇ－１蛋白）
血管内皮细胞培养液中

ＮＯｃ／（μｍｏｌ·Ｌ－１）

正常对照组 ４　 １００．０±１７．４　 ２１．２９±２．０１　 ０．９１±０．３２　 ５１．１５±４．９８
高糖损伤组 ４　 ５４．４±１４．８＊ ４６．４８±４．０１＊ ４．８２±０．２８＊ ２６．５２±２．５５＊

低剂量β－Ｃ组 ４　 ６２．８±１６．８　 ４５．１１±４．２３　 ３．７７±０．５８　 ２８．２２±４．２１
中剂量β－Ｃ组 ４　 ７６．８±１３．０＃ ３７．１２±３．３７＃ １．８５±０．４１＃＃ ３１．１５±６．５７＃

高剂量β－Ｃ组 ４　 ８１．４±１４．８＃ ３４．８１±３．６１＃＃ １．７６±０．３０＃＃ ３８．３９±５．８６＃

　　　＊Ｐ＜０．０１与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５、＃ ＃Ｐ＜０．０１与高糖损伤组比较。
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２．２　β－Ｃ对血管内皮细胞凋亡及ＲＯＳ水平的影响
正常对照组细胞主要集中在左下象限，表面以

活细胞为主；右下象限为凋亡细胞，数量较少（封三
图１Ａ）。高糖损伤组右下象限细胞数量较正常对照
组明显增加，出现大量凋亡细胞，右上象限也有少量
细胞为死亡细胞（封三图１Ｂ）。低剂量β－Ｃ组右下
象限细胞数量较高糖损伤组略微减少（封三图１Ｃ）。
中剂量β－Ｃ组右下象限细胞数量较高糖损伤组明显
减少（封三图１Ｄ）。高剂量β－Ｃ组右下象限细胞数
量较高糖损伤组显著减少（封三图１Ｅ）。
高糖损伤组的血管内皮细胞凋亡率、血管内皮

细胞中ＲＯＳ水平均明显高于正常对照组（均Ｐ＜
０．０１），低、中和高剂量β－Ｃ组的血管内皮细胞凋亡
率、血管内皮细胞中ＲＯＳ水平均明显低于高糖损伤
组（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。见表２。

表２　各组血管内皮细胞凋亡率、血管内皮细胞中

ＲＯＳ水平的比较 ｘ±ｓ

组别 ｎ
血管内皮细胞

凋亡率／％
血管内皮

细胞中ＲＯＳ
正常对照组 ４　 ７．７４±２．０７　 ３０．１４±５．６５
高糖损伤组 ４　 ３２．４１±１１．５４＊ １０１．２５±２８．７６＊

低剂量β－Ｃ组 ４　 ２８．５５±１２．２１＃ ８０．５７±１０．５８＃

中剂量β－Ｃ组 ４　 ２６．２０±９．９７＃ ６３．４５±７．８９＃＃

高剂量β－Ｃ组 ４　 ２１．３８±１４．０４＃ ６０．８１±１１．４５＃＃

　　＊Ｐ＜０．０１与正常对照组比较，＃Ｐ＜０．０５、＃ ＃Ｐ＜０．０１与高

糖损伤组比较。

３　讨论

　　糖尿病对人体的危害主要表现在各种并发症，

糖尿病并发症主要包括大血管并发症和微血管并发

症，其中大血管并发症是糖尿病患者致残和致死的
主要原因。糖尿病大血管并发症病理过程复杂，目
前有研究［９－１１］认为，糖尿病患者高血糖状态，使细胞
内氧化应激加强，是大血管并发症的初始阶段。氧
化应激加强，使内皮细胞ＲＯＳ生成增加，而后者通
过调节血管内皮细胞 ＮＯ灭活、巨噬细胞分泌细胞
因子以及体内单核细胞的迁移和分化，最终诱导血
管内皮细胞凋亡，导致的血管内皮功能异常，而血管
内皮功能异常是大血管并发症的主要病理生理过

程。由此可见，抑制高血糖，增强氧化应激，避免血
管内皮细胞凋亡及血管内皮功能异常，可能成为预
防糖尿病大血管病变的途径［１２］。

β－Ｃ是常见类胡萝卜素之一，类胡萝卜素呈现
很强的抗氧化性，具有清除自由基、保护血管、抗肿
瘤、护肤、增强免疫功能及保护神经系统等多方面的

作用［１３］。本研究结果显示，与正常对照组比较，高
糖损伤组的血管内皮细胞存活率、血管内皮细胞培
养液中ＮＯ水平均明显降低，血管内皮细胞培养液
中ＬＤＨ活性、ＭＤＡ水平及高糖损伤组的血管内皮
细胞凋亡率、血管内皮细胞 ＲＯＳ水平均明显升高
（均Ｐ＜０．０１）；与高糖损伤组比较，中、高剂量β－Ｃ
组的血管内皮细胞存活率、血管内皮细胞培养液中

ＮＯ水平均明显升高，血管内皮细胞培养液中ＬＤＨ
活性、ＭＤＡ水平及低、中和高剂量β－Ｃ组的血管内
皮细胞凋亡率、血管内皮细胞ＲＯＳ水平均明显降低
（Ｐ＜０．０５或Ｐ＜０．０１）。如事先使用不同浓度β－Ｃ
（１０、２０、４０μｍｏｌ·Ｌ

－１）做预处理，血管内皮细胞的
损伤得到了不同程度的减弱，特别是在β－Ｃ高剂量
组（４０μｍｏｌ·Ｌ

－１），其对高糖导致血管内皮损伤的
保护作用较为显著。中、高剂量β－Ｃ组血管内皮细
胞培养液中ＮＯ水平升高，血管内皮细胞中ＲＯＳ水
平减少。

细胞存活率及凋亡水平能反映血管内皮细胞受

损程度。ＭＤＡ是脂质过氧化后形成的脂质过氧化
物，因此细胞氧化应激的形成与细胞内 ＭＤＡ的水
平有很大关系。ＭＤＡ的变化可间接反映细胞损伤
程度，ＭＤＡ水平增加，说明血管内皮细胞损伤的原
因与高糖诱导的氧化应激有关［１４］。ＮＯ由血管内皮
细胞分泌，是维持血管内皮紧张度及各项功能的活
性物质之一［１５］。ＮＯ水平是评价血管功能是否正常
的关键指标，对于血管的舒缩、血液内环境的稳定及
防止血小板和白细胞作用于血管壁从而抑制血管平

滑肌细胞增殖和迁移、保护血管免受内源性损害等
都有重要的作用［１６］。血管内皮功能紊乱时，ＮＯ水
平降低。ＲＯＳ是调节血管结构和功能状态的重要
信号分子，可调节内皮细胞的增生、生长和凋亡［１７］。

正常情况下，机体的抗氧化能力与不断产生的氧自
由基的氧化能力之间保持着动态平衡，细胞内ＲＯＳ
处于一个相对稳定的水平，不会引起组织损伤。高
糖使细胞内氧化应激加强，导致内皮细胞ＲＯＳ生成
增加，从而影响抗氧化酶活性，使组织中的ＲＯＳ水
平升高，导致机体损伤。另外，ＲＯＳ过多还与动脉
粥样硬化等的发生密切相关［１８］。

综上所述，可以推测高糖可诱发血管内皮功能
障碍，其机制与促进ＲＯＳ产生、加速ＮＯ降解和损
伤血管内皮细胞诱发细胞凋亡有关。β－Ｃ对内皮细
胞损伤的保护作用可能与抗脂质过氧化作用和诱导

ＮＯ的生成、促进ＲＯＳ的降解有关，而关于高糖所
致内皮细胞损伤和β－Ｃ发挥保护作用的具体机制还
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需进一步探讨。
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３　讨论

　　ＶＰＡ血药浓度低于３０～５０μｇ·ｍＬ
－１则不能

控制癫痫发作，而血药浓度超过１００μｇ·ｍＬ
－１则可

能产生致死的肝脏损害严重毒性反应，故监测其血
药浓度有利于临床合理用药［６］。
由于ＶＰＡ在紫外区无特征吸收，用２－溴－４’－硝

基苯乙酮在三乙胺的催化条件下与其衍生化反应。
笔者考察了盐酸、硫酸酸化后对峰面积的影响，

３ｍｏｌ·ｍＬ－１ 硫酸酸化后峰面积大，回收率大；此外
还考察加热时间，１５ｍｉｎ内标峰面积不应低于

３　０００［３］，酸化后混匀时间应控制，否则易发生乳化，
使实验结果值偏大。测定波长由二极管阵列监测器
在２００～３６０ｎｍ波长范围扫描结果所得，在２６４ｎｍ
条件下衍生物具有最大吸收。本法精密度和准确性

均符合测定要求，可适用于监测临床血药浓度。
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β－胡萝卜素对高糖诱导的血管内皮细胞损伤的保护作用（正文见第２４页）

A B

C D E

Ａ：正常对照组；Ｂ：高糖损伤组；Ｃ：低剂量β－Ｃ组；Ｄ：中剂量β－Ｃ组；Ｅ：高剂量β－Ｃ组。

图１　流式细胞仪检测５组血管内皮细胞凋亡率的情况

脾脏硬化性血管瘤样结节性转化１例（正文见第１００页）

A B C
Ａ：大体标本图；Ｂ：病理切片图（低倍镜，ＨＥ）；Ｃ：病理切片图（高倍镜，ＨＥ）。

图１　脾脏ＳＡＮＴ的大体标本及病理表现

超声心动图诊断右心房巨大血栓１例（正文见第１０６页）

A B
Ａ：右心房见血栓；Ｂ：血栓内部无彩色血流信号。

图１　超声心动图表现


