
书书书

ＤＯＩ：１０．１６０１６／ｊ．１０００５４０４．２０２００５２０４

黄芪注射液对人脐静脉内皮细胞缺氧复氧损伤的保护作用

姚　赫１，陈　冰２，魏　洁１，胡　刚１，林雅军１　　１００７３０北京，北京医院国家老年医学中心，卫生部老年医学重点
实验室１；１００７００北京，中国中医科学院中医基础理论研究所２

　　［摘要］　目的　探讨黄芪注射液对缺氧复氧（ａｎｏｘｉａｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＡＲ）所致的人脐静脉内皮细胞
（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）损伤的保护作用及其作用机制。方法　缺氧条件下
（９５％Ｎ２，５％ＣＯ２）培养第１０代ＨＵＶＥＣｓ（ＡＲ组）６ｈ，随后在正常培养条件下（２０％Ｏ２，５％ＣＯ２）继续复
氧培养细胞２ｈ，并在期间同时应用５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液进行干预，以正常条件下培养的第１０代
ＨＵＶＥＣｓ作为对照组。通过ＭＴＴ法测定细胞活性，光学显微镜下观察细胞形态以及细胞ＳＡβｇａｌ染色
情况，ＥＬＩＳＡ检测细胞超氧化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｓ，ＳＯＤ）及谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）活性，ＲＴＰＣＲ检测细胞 ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ转录水平，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中 ｐ５３、
ｐｐ５３、ｐ２１和 ＫＮＤＣ１蛋白表达。结果　黄芪注射液可改善 ＡＲ所致的细胞增殖抑制、细胞 ＳＯＤ、
ＧＳＨＰｘ活性降低及细胞损伤，并在所研究的剂量范围内具有明显的剂量效应关系（Ｐ＜０．０５）。ＡＲ可
导致ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ及蛋白表达明显升高，同时上调其下游 ｐ５３／ｐ２１通路蛋白的表达（Ｐ＜０．０５）。黄芪
注射液呈浓度依赖性降低ＡＲ导致的ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ及ＫＮＤＣ１、ｐ５３、ｐｐ５３和ｐ２１蛋白表达的升高（Ｐ＜
０．０５）。结论　黄芪注射液通过抑制 ＫＮＤＣ１／ｐ５３通路的过度激活，提高细胞的活力及抗氧化能力，改
善ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣｓ损伤。
　　［关键词］　黄芪注射液；ＫＮＤＣ１；缺氧复氧；细胞损伤；人脐静脉内皮细胞
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　　缺血再灌注损伤（ｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ，ＩＲＩ）
是指器官或组织经历缺血再灌注后，不能使其功能恢

复，反而加重功能障碍及结构损伤的病理生理过程。

内皮细胞的ＩＲＩ导致一系列严重的病理生理问题，如
显著减少冠状动脉内皮依赖性舒张［１－２］等，并在器官

或组织损伤的发生、发展中起重要作用。尽管已经研

究了针对内皮细胞 ＩＲＩ的治疗策略，但仍面临治疗失
败的风险。因此，确定一种有效的药物治疗方法来治

疗血管ＩＲＩ是该领域研究的焦点［３］。

　　缺氧复氧（ａｎｏｘｉａｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎ，ＡＲ）是一种常用
的体外模拟 ＩＲＩ的方法，目前已被广泛用于 ＩＲＩ对于
多种细胞的损伤机制及药物研究中。而 ＡＲ条件下的
人脐静脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＵＶＥＣｓ）常被用于建立体外模拟缺血／再灌注
损伤引起的血管变化的模型系统［４－５］。ＡＲ造成的血
管内皮损伤在ＩＲＩ导致的血管损伤中起重要作用。研
究发现ＡＲ可造成包括骨髓干细胞的早衰［６］、Ｈ９ｃ２细
胞的氧化应激及ＲＯＳ的过度释放［７］，ＨＵＶＥＣｓ细胞增
殖、迁移和细胞黏附的过度抑制［８］在内的多种细胞的

多种损伤。在筛选可以有效治疗这种血管内皮损伤的

化合物中，中药黄芪作为一种对心血管系统方面药用

价值较高的草本植物，因其功效和相关制剂在临床的

广泛应用而备受关注［９］。研究显示黄芪注射液可以

有效提高再灌注心肌的抗氧化能力，减轻心肌ＩＲＩ［１０］。
临床病例观察结果提示黄芪注射液对老年高血压患者

的血管弹性指标及血管损伤指标均有明显改善［１１］。

黄芪注射液还可以通过激活 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ信号转导
通路促进脑缺血再灌注损伤大鼠脑内血管新生而改善

血管损伤［１２］。但目前黄芪注射液对缺血再灌注导致

的血管内皮损伤的影响及机制尚不明确。

　　因此，本研究利用 ＨＵＶＥＣｓ细胞构建 ＡＲ模型以
模拟缺血再灌注导致的血管内皮损伤，并从细胞增殖、

氧化应激、早衰等方面综合观察黄芪注射液对 ＡＲ模
拟的缺血再灌注的改善作用及其机制，探索 ＫＮＤＣ１／
ｐ５３通路在 ＡＲ损伤模型及黄芪注射液干预中的作
用，为ＩＲＩ导致的血管损伤的治疗提供一个新的候选
药物。

１　材料与方法

１．１　细胞与药物
　　ＨＵＶＥＣｓ购自美国 Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司。黄芪注射液
由石家庄神威药业有限公司生产，每毫升原液相当

于原药材 ２ｇ，使用时按照对应用量分别稀释 ４００、
２００、１００倍。
１．２　主要试剂
　　包括：胎牛血清（Ｇｉｂｃｏ公司，美国）；ＥＣＭ培养基
（Ｓｃｉｅｎｃｅｌｌ公司，美国）；胰蛋白酶（ＨｙＣｌｏｎｅ公司，美国）；
细胞衰老β半乳糖苷酶染色试剂盒（上海碧云天生物
技术有限公司）；ＢＣＡ试剂盒、ＴＲＩｚｏｌ（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公 司，美 国）；ＯｎｅＳｔｅｐＲＴＰＣＲ试 剂 盒
（ＴａＫａＲａ公司，日本）；ＲＩＰＡ裂解液（北京索莱宝有限公
司，美国）；抗 ＫＮＤＣ１抗体、噻唑蓝（ＭＴＴ）（Ｓｉｇｍａ公
司）；抗ｐ５３、ｐｐ５３、ｐ２１、ＧＡＰＤＨ抗体（ＣＳＴ公司，美国）；
山羊抗兔的二抗（北京中杉金桥生物有限公司）；总超氧

化物歧化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅｓ，ＳＯＤ）检测试剂盒、
谷胱甘肽过氧化物酶（ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ，ＧＳＨＰｘ）
检测试剂盒（南京建成生物工程研究所）。

１．３　黄芪注射液的配制
　　按照所需的浓度将黄芪注射液按比例加入到缺氧
平衡后的培养基中，制备终浓度分别为５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ
的含药缺氧培养基，并使用生理盐水配平加入药液的

总体积。ＡＲ组及对照组则需加入同等体积的生理盐
水以保持一致。

１．４　ＡＲ细胞模型的建立与实验分组
　　参照文献［１３］ＡＲ条件并作少许改良。取出液氮
罐中冻存的 ＨＵＶＥＣｓ进行常规复苏。复苏后用 ＥＣＭ
培养基（含有浓度为１０％的胎牛血清、１００Ｕ的双抗及
表皮生长因子）于 ５％ＣＯ２细胞培养箱中 ３７℃培养，
每２天换液１次，选择Ｐ１０代的ＨＵＶＥＣｓ细胞，分为对
照组、ＡＲ模型组和不同浓度黄芪注射液干预组。其
中对照组细胞无特殊处理并在正常条件下（２０％Ｏ２，
５％ＣＯ２）培养８ｈ，ＡＲ模型组细胞吸弃原孔的培养基
并加入缺氧环境中平衡 ２ｈ后的 ＥＣＭ培养基。随后
将细胞置于 ５％ＣＯ２９５％Ｎ２（体积比）缺氧培养箱中
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３７℃缺氧孵育６ｈ，然后更换为正常 ＥＣＭ培养基，正
常细胞培养条件下（２０％Ｏ２，５％ＣＯ２）３７℃复氧孵育
２ｈ。黄芪注射液干预组于缺氧处理时分别加入终浓
度为 ５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ的缺氧含药培养基。ＡＲ结束
后，收集细胞用于后续实验研究。

１．５　细胞活力检测
　　以２×１０３／孔的接种密度将 ＨＵＶＥＣｓ细胞接种于
９６孔板中。对照组始终在完全培养基中于５％ＣＯ２细
胞培养箱中３７℃培养。处理组则待细胞贴壁后吸弃
各孔培养基，换成黄芪注射液终浓度为 ０、５、１０、
２０ｍｇ／ｍＬ的ＥＣＭ培养基。如上所述缺氧 ６ｈ、复氧
２ｈ后，加入５ｇ／Ｌ的 ＭＴＴ溶液２０μＬ，继续培养４ｈ。
培养结束后，弃去培养基并加入１５０μＬＤＭＳＯ避光震
荡１０ｍｉｎ，在多功能微孔板检测仪上测定４９０ｎｍ处的
光密度值［Ｄ（４９０）］。计算各组细胞的活性，细胞活
性＝Ｄ（４９０）实验组／Ｄ（４９０）对照组×１００％。
１．６　细胞ＳＡβｇａｌ染色
　　以３×１０４／孔的接种密度将 ＨＵＶＥＣｓ细胞接种于
６孔板中，对照组培养基不变，处理组待细胞贴壁后移
去各孔培养基，换成黄芪注射液终浓度为 ０、５、１０、
２０ｍｇ／ｍＬ的ＥＣＭ培养基。如上所述缺氧 ６ｈ、复氧
２ｈ后，按照ＳＡβｇａｌ染色试剂盒说明书进行检测。
１．７　细胞ＳＯＤ活性检测
　　收集各组细胞，ＰＢＳ重悬后，按照 ＳＯＤ活性检测
说明书检测细胞ＳＯＤ活性。
１．８　一步法ＲＴＰＣＲ检测细胞ＫＮＤＣ１转录水平
　　ＴＲＩｚｏｌ法提取细胞总 ＲＮＡ，并用无 ＲＮＡ酶水溶
解。Ｎａｎｏｄｒｏｐ测定 ＲＮＡ浓度并调平。参照 ＯｎｅＳｔｅｐ
ＴＢＧｒｅｅｎ ＰｒｉｍｅＳｃｒｉｐｔＴＭ ＲＴＰＣＲ试剂盒说明书，以
ＧＡＰＤＨ为内参，测定 ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ表达。其中反应
条件为：反转录反应，４２℃ ５ｍｉｎ，９５℃预变性 １０ｓ；
ＰＣＲ反应，９５℃ ５ｓ，６０℃３０ｓ循环４０次。引物序列：
ＫＮＤＣ１，正义链５′ＣＡＧＧＣＴＴＣＴＴＴＣＣＣＴＡＣＴＧＴＴＣＧＴ３′，
反义链５′ＣＣＧＣＴＧＣＴＴＧＴＴＴＴＧＡＴＡＧＴＴＣＴＣ３′；ＧＡＰＤＨ，
正义链 ５′ＣＧＣＴＧＡＧＴＡＣＧＴＣＧＴＧＧＡＧＴＣ３′，反义链
５′ＧＣＴＧＡＴＧＡＴＣＴＴＧＡＧＧＣＴＧＴＴＧＴＣ３′。
１．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞内ＫＮＤＣ１、ｐ５３、ｐｐ５３、ｐ２１

蛋白的表达

　　采用ＲＩＰＡ裂解缓冲液提取各组细胞蛋白。ＢＣＡ
试剂盒定量并配平各组蛋白后煮沸变性。然后通过

ＳＤＳＰＡＧＥ分离蛋白并转移到 ＰＶＤＦ膜上。在 ３７℃
条件下，用含５％脱脂牛奶的ＴＢＳＴ封闭２ｈ，加入相应
的一抗 ４℃震荡过夜。其中抗体 ｐ５３、ｐｐ５３、ｐ２１及
ＫＮＤＣ１的稀释比例为１∶１０００。随后 ＴＢＳＴ洗涤条带
４次，每次１５ｍｉｎ。洗涤好的条带加入到稀释好的辣

根过氧化物酶（ＨＲＰ）标记的山羊抗兔二抗中，室温孵
育２ｈ。以 ＧＡＰＤＨ为内源性参考蛋白。根据制造商
的说明，使用ＥＣＬＰｌｕｓ检测系统对蛋白进行可视化检
测，使用ＩｍａｇｅＪ软件分析条带灰度值。
１．１０　统计学分析
　　所有实验重复３次，采用ＳＰＳＳ１７．０统计软件，结
果以 珋ｘ±ｓ表示。对各组数据进行单因素方差分析，并
使用ＬＳＤ检验分析各组间治疗效果的显著性。以Ｐ＜
０．０５为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　黄芪注射液改善 ＡＲ所致的 ＨＵＶＥＣｓ细胞的增
殖抑制

　　与对照组相比，ＡＲ组细胞相对活力显著降低（Ｐ＜
０．０１），而不同浓度的黄芪注射液均可有效改善ＡＲ导
致的增殖抑制。当黄芪注射液浓度达到 １０ｍｇ／ｍＬ
时，细胞相对活力显著增加（Ｐ＜０．０５，图１）。因此，黄
芪注射液可显著改善 ＡＲ所致的 ＨＵＶＥＣ细胞的增殖
抑制并呈现良好的量效关系。
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１：对照组；２：ＡＲ组；３：ＡＲ＋５ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；４：ＡＲ＋
１０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；５：ＡＲ＋２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液
组；ａ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与ＡＲ组比较

图１　黄芪注射液改善ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣ细胞的增殖抑
制　（ｎ＝６）

２．２　黄芪注射液改善ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣｓ细胞早衰
　　ＡＲ可导致衰老 ＨＵＶＥＣｓ细胞数量的显著增加
（Ｐ＜０．０１）。黄芪注射液干预后，随着加入黄芪注射液
浓度的增加，ＡＲ所致的衰老 ＨＵＶＥＣｓ细胞数量逐渐
减少，呈现良好的量效关系。当加入浓度为１０ｍｇ／ｍＬ
黄芪注射液时，与ＡＲ组细胞相比，衰老细胞数量明显
降低（Ｐ＜０．０５）。而 ２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液则可显著
缓解ＡＲ导致的ＨＵＶＥＣｓ细胞早衰（Ｐ＜０．０１），并恢复
到ＡＲ处理前的细胞衰老程度（图２）。
２．３　黄芪注射液改善 ＡＲ所致的 ＨＵＶＥＣｓ细胞 ＳＯＤ

和ＧＳＨＰｘ活性的降低
　　ＡＲ处理的ＨＵＶＥＣｓ细胞的相对ＳＯＤ活性及相对

０２０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ＧＳＨＰｘ活性均降低２５％左右。而加入不同浓度黄芪
注射液的细胞，其相对 ＳＯＤ及 ＧＳＨＰｘ活性均显著增
加并呈现良好的浓度依赖性，即黄芪注射液可显著改

善ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣｓ细胞的相对ＳＯＤ及ＧＳＨＰｘ活
性降低（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１，图３）。
２．４　黄芪注射液阻断 ＡＲ所致的 ＨＵＶＥＣｓ细胞

ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ及蛋白表达升高
　　与对照组相比，ＡＲ可显著增加 ＨＵＶＥＣｓ细胞
ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ的表达（Ｐ＜０．０１）。黄芪注射液干预后，
随着浓度的增加，细胞中 ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ表达较 ＡＲ模
型组逐渐降低。且５、１０、２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液均可显

著降低ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０１）。其中，２０ｍｇ／ｍＬ
的黄芪注射液可以完全抵消 ＡＲ对 ＨＵＶＥＣｓ细胞
ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ表达的促进作用。同时，与对照组相比，
ＡＲ处理组细胞ＫＮＤＣ１蛋白含量显著增加（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜
０．０１），其中相对分子量为１９１×１０３的ＫＮＤＣ１蛋白含量
较相对分子量为５４×１０３的ＫＮＤＣ１蛋白增加更为明显。
加入黄芪注射液后，随着浓度的增加，细胞中相对分子

量为１９１×１０３的ＫＮＤＣ１蛋白含量显著降低（Ｐ＜０．０１），
而相对分子量为５４×１０３的ＫＮＤＣ１蛋白含量没有明显
变化。其中，２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液可使细胞中ＫＮＤＣ１
蛋白含量降低到正常水平（图４）。
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图２　ＳＡβｇａｌ染色检测黄芪注射液改善ＡＲ处理所致的ＨＵＶＥＣｓ细胞早衰
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１：对照组；２：ＡＲ组；３：ＡＲ＋５ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；４：ＡＲ＋１０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；５：ＡＲ＋２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０５，ｄ：Ｐ＜０．０１，与ＡＲ组比较

图３　黄芪注射液改善ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣｓ细胞ＳＯＤ（Ａ）和ＧＳＨＰｘ（Ｂ）活性的降低
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１：对照组；２：ＡＲ组；３：ＡＲ＋５ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；４：ＡＲ＋１０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；５：ＡＲ＋２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＡＲ组比较

Ａ、Ｂ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ＫＮＤＣ１蛋白表达；Ｃ：ＲＴＰＣＲ检测各组细胞ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ表达
图４　黄芪注射液阻断ＡＲ所致的ＨＵＶＥＣｓ细胞ＫＮＤＣ１ｍＲＮＡ及蛋白表达升高
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１：对照组；２：ＡＲ组；３：ＡＲ＋５ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；４：ＡＲ＋１０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；５：ＡＲ＋２０ｍｇ／ｍＬ黄芪注射液组；
ａ：Ｐ＜０．０５，ｂ：Ｐ＜０．０１，与对照组比较；ｃ：Ｐ＜０．０１，与ＡＲ组比较
Ａ：Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞ｐ５３／ｐ２１通路蛋白表达；Ｂ：各组细胞 ｐｐ５３／ｐ５３蛋白相对表达量分析；Ｃ：各组细胞 ｐ２１
蛋白相对表达量分析

图５　黄芪注射液对ＡＲ处理的ＨＵＶＥＣｓ细胞ｐ５３／ｐ２１通路的影响

２．５　黄芪注射液对ＡＲ处理的ＨＵＶＥＣｓ细胞ｐ５３／ｐ２１
通路的影响

　　与对照组相比，ＡＲ处理组细胞中 ｐ２１蛋白含量
及ｐｐ５３／ｐ５３显著增加（Ｐ＜０．０１）。黄芪注射液干预
后，随着浓度的增加，细胞中 ｐ２１蛋白含量及 ｐｐ５３／
ｐ５３较ＡＲ处理组显著减少（Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１）。当黄
芪注射液浓度达到 ２０ｍｇ／ｍＬ时，细胞 ｐ２１蛋白含量
及ｐｐ５３／ｐ５３均降低到正常水平（图５）。

３　讨论

　　ＩＲＩ是急性心肌梗死后伴随各种组织器官血液再
灌注而产生的严重机体损伤，目前已成为继循环休克、

器官移植后死亡的又一个主要致死原因［１４］。虽然恢

复的血流可以供给机体氧和营养，但再灌注对组织器

官损伤的加重往往导致更严重的机体损伤。目前存在

多种关于ＩＲＩ损伤的推测，包括氧化应激、炎症、细胞
凋亡和线粒体功能障碍等［１５］。其中内皮功能障碍是

缺血再灌注后炎症损伤和血管损伤的最早事件［１６］，因

此内皮细胞是 ＩＲＩ治疗的理想靶点之一［１７］。研究发

现：在缺血时尤其是再灌注时，由于血管细胞内黄嘌呤

氧化酶增多、线粒体功能受损和儿茶酚胺氧化等途径

导致抗氧化酶活性降低，从而引发氧化应激并造成内

皮细胞的结构损坏及功能障碍［１８］。由此可见，缺血再

灌注导致的内皮细胞抗氧化系统紊乱在血管损伤中具

有重要意义。ＡＲ模型是模拟体内 ＩＲＩ的常用体外模
型，有研究指出缺氧可以导致间充质干细胞早衰［１９］。

给予大鼠４个周期的缺血再灌注处理后，年轻大鼠的
肾脏同样出现过早衰老的迹象［２０］。然而，ＡＲ模型是
否会导致ＨＵＶＥＣｓ细胞同样出现衰老现象尚不清楚。
因此，本研究采用 ＨＵＶＥＣｓ细胞 ＡＲ处理模型模拟缺
血再灌注环境。细胞增殖活性的检测结果表明：

ＨＵＶＥＣｓ经缺氧６ｈ、复氧 ２ｈ后，细胞活性明显下降
（Ｐ＜０．０１），形态学观察结果显示：部分细胞开始变细
变长，细胞形态较不规则，细胞排列从铺路石状镶嵌排

列变得杂乱无章。ＳＡβｇａｌ衰老染色结果证实：ＡＲ条
件能够诱导细胞的早衰，ＡＲ处理后的 ＨＵＶＥＣｓ数量

２２０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



减少到处理前的７０％左右。同时，细胞抗氧化酶 ＳＯＤ
和ＧＳＨＰｘ的活性也明显下降（Ｐ＜０．０１）。此实验结
果与已报道的ＨＵＶＥＣｓ缺氧复氧后的特点相近［２１－２２］，

证实ＡＲ模型造模成功。该结果提示 ＡＲ可导致包括
细胞增殖抑制、氧化应激及细胞早衰在内的多种内皮

细胞损伤。

　　氧化应激也被证明在血管损伤中发挥关键作用。
其涉及的ＲＯＳ、抗氧化酶及其他信号分子被证实广泛
地参与到血管损伤及修复过程中［２３］。其中内源性或

外源性过度和／或持续刺激造成内皮细胞氧化应激，并
可改变其功能。这些变化会导致心血管疾病的发生，

包括动脉硬化［２４］。同时，过度氧化应激是血管疾病中

内皮功能障碍和提早衰老的常见原因［２５］。氧化应激

损伤内皮细胞的活动和功能，增强细胞衰老［２６］。如何

改善内皮细胞受损或衰老情况，是血管修复中的重要

问题［２７］。本研究发现黄芪注射液可改善 ＡＲ所致的
内皮细胞中ＳＯＤ及 ＧＳＨＰｘ活性的降低，并使细胞活
性明显增加。衰老染色结果证明黄芪注射液还可显著

改善ＡＲ所致的内皮细胞早衰，提示黄芪注射液通过
提高内皮细胞内抗氧化酶活性改善氧化应激，保护内

皮细胞，减轻ＡＲ模型下细胞的氧化损伤及提早衰老。
研究表明黄芪注射液可以降低缺氧环境下视网膜神经

节细胞ｐ５３的高表达［２８］，降低大鼠再灌注后脑皮质神

经元ｐ５３的高表达，升高其热休克蛋白 ７０（ＨＳＰ７０）、
蛋白激酶 Ｂ（ＰＫＢ）表达水平，改善神经元的功能损
伤［２９］。然而，黄芪注射液能否通过调节 ｐ５３表达改善
ＡＲ导致的ＨＵＶＥＣｓ细胞水平仍未可知。
　　前期研究发现：ＫＮＤＣ１［ｋｉｎａｓｅｎｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃＣｌｏｂｅ
ｄｏｍａｉｎ（ＫＩＮＤ）ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１，ｖＫＩＮＤ］作为与衰老及氧
化应激均相关、功能类似 ｐ６６Ｓｈｃ的一种蛋白，与 ｐ５３
蛋白联系密切。进一步研究表明：ＫＮＤＣ１过表达可以
启动 ｐ５３信号通路，通过促进 ｐ５３表达加速细胞衰
老［３０］。对 ＫＮＤＣ１的敲低实验同样证实 ＫＮＤＣ１与
ｐ５３在内皮细胞衰老方面的作用［３１］。因此，我们推测

ＫＮＤＣ１有希望和 ｐ５３一样成为治疗内皮细胞衰老损
伤的作用靶点。为了研究黄芪注射液对细胞 ＡＲ模型
中ＫＮＤＣ１／ｐ５３通路的影响，我们检测了各组细胞
ＫＮＤＣ１、ｐ５３、ｐｐ５３、ｐ２１蛋白表达。结果显示：黄芪注
射液可明显降低 ＡＲ导致的 ＨＵＶＥＣｓ细胞 ＫＮＤＣ１、
ｐ５３、ｐｐ５３、ｐ２１蛋白表达量的增加。前期研究表明
ＫＮＤＣ１在ＨＵＶＥＣ衰老中发挥重要的作用，ＫＮＤＣ１过
表达可使ＨＵＶＥＣ明显衰老［３２］，细胞增殖能力明显减

弱。由此可见，ＫＮＤＣ１／ｐ５３通路可能参与 ＡＲ诱导的
ＨＵＶＥＣ细胞氧化损伤及早衰，而黄芪注射液对 ＡＲ导
致的ＨＵＶＥＣｓ细胞氧化应激与衰老的改善可能与下

调ＫＮＤＣ１／ｐ５３通路有关。
　　综上所述，本研究建立了 ＨＵＶＥＣｓ细胞的 ＡＲ模
型并证实黄芪注射液可改善 ＡＲ诱导的 ＨＵＶＥＣｓ损
伤，其机制可能是通过下调 ＫＮＤＣ１／ｐ５３通路蛋白表
达改善细胞氧化应激、衰老及促进细胞增殖。本研究

从内皮功能障碍的药物改善出发，为 ＩＲＩ引起的血管
损伤的治疗提供了一定的理论支持。其中，黄芪注射

液作为临床常用的治疗心肌疾病的药物具有良好的安

全性，有望成为治疗血管损伤的有效药物。然而，本实

验中用于改善ＨＵＶＥＣｓ细胞ＡＲ损伤的最佳药物剂量
略高于黄芪注射液治疗心肌疾病的最高剂量，提示临

床应用黄芪注射液治疗缺血再灌注导致的血管损伤的

给药剂量可能会略高于目前心肌疾病治疗的给药剂

量。故黄芪注射液在体内改善血管损伤的效果及其给

药剂量有待验证，其机制是否也与 ＫＮＤＣ１／Ｐ５３通路
的下调有关仍需进一步研究。
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ＣｈｉｎＪＧｅｒｏｎｔｏｌ，２０１０，３０（２１）：３１２６－３１２９．

［１１］徐银祯，李兰芳，党万军．黄芪注射液对老年高血压患
者血管功能及左心室重塑的影响［Ｊ］．内科，２０１８，１３
（６）：８４３－８４６．
ＸＵＹＺ，ＬＩＬＦ，ＤＡＮＧＷＪ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｎｖａｓｃｕｌａｒｆｕｎｃｔｉｏｎａｎｄｌｅｆｔｖｅｎｔｒｉｃｕｌａｒｒｅｍｏｄｅｌｉｎｇｏｆｅｌｄｅｒｌｙ
ｐａｔｉｅｎｔｓｗｉｔｈｈｙｐｅｒｔｅｎｓｉｏｎ［Ｊ］．ＩｎｔｅｒｎＭｅｄＣｈｉｎａ，２０１８，１３
（６）：８４３－８４６．

［１２］余晴晴，柏建峰，王江军．黄芪注射液对脑缺血再灌注
损伤大鼠脑内血管新生及 ＨＩＦ１α／ＶＥＧＦ信号转导通路
的影响［Ｊ］．蚌埠医学院学报，２０１７，４２（１０）：１３０９－
１３１３．
ＹＵＱＱ，ＢＡＩＪＦ，ＷＡＮＧＪＪ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＡｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｏｎｔｈｅａｎｇｉｏｇｅｎｅｓｉｓａｎｄＨＩＦ１α／ＶＥＧＦｓｉｇｎａｌｐａｔｈｗａｙｉｎ
ｂｒａｉｎｔｉｓｓｕｅｏｆｒａｔｓｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］．ＪＢｅｎｇｂｕＭｅｄＣｏｌｌ，２０１７，４２（１０）：１３０９－１３１３．

［１３］牛其芳．硝酸盐转运蛋白 Ｓｉａｌｉｎ在人脐静脉内皮细胞缺
氧复氧模型的初步探究［Ｄ］．北京：首都医科大学，
２０１６．
ＮＩＵＱＦ．ＡｐｒｅｌｉｍｉｎａｒｙｒｅｓｅａｒｃｈｏｎＳｉａｌｉｎ，ａｎｉｔｒａｔｅｔｒａｎｓ
ｐｏｒｔｅｒｉｎＡｎｏｘｉａｒｅｏｘｙｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｍｏｄｅｌｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｄ］．Ｂｅｉｊｉｎｇ：ＣａｐｉｔａｌＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒ
ｓｉｔｙ，２０１６．

［１４］ＣＨＡＸＸ，ＨＡＮＳＮ，ＹＵＪ，ｅｔａｌ．Ｉｎｕｌｉｎｗｉｔｈａｌｏｗｄｅｇｒｅｅ
ｏｆｐｏｌｙｍｅｒｉｚａｔｉｏｎｐｒｏｔｅｃｔｓｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ

ｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｃａｒｂｏ
ｈｙｄｒＰｏｌｙｍ，２０１９，２１６：９７－１０６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｃａｒｂ
ｐｏｌ．２０１９．０３．０１６．

［１５］ＹＡＮＧＭＪ，ＬＩＮＮＢＳ，ＺＨＡＮＧＹＭ，ｅｔａｌ．Ｍｉｔｏｐｈａｇｙａｎｄ
ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｉｎｔｅｇｒｉｔｙｉｎｃａｒｄｉａｃｉｓｃｈｅｍｉａｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｉｍｅｔＢｉｏｐｈｙｓＡｃｔａＭｏｌＢａｓｉｓＤｉｓ，２０１９，１８６５
（９）：２２９３－２３０２．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂａｄｉｓ．２０１９．０５．００７．

［１６］ＢＥＲＮＳＴＥＩＮＤＬ，ＺＵＬＵＡＧＡＲＡＭＩＲＥＺＶ，ＧＡＪＧＨＡＴＥＳ，
ｅｔａｌ．ｍｉＲ９８ｒｅｄｕｃｅｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｂｙｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇ
ｂｌｏｏｄｂｒａｉｎｂａｒｒｉｅｒ（ＢＢＢ）ａｎｄｉｍｐｒｏｖｅｓｎｅｕｒｏｌｏｇｉｃａｌｏｕｔ
ｃｏｍｅｓｉｎｍｏｕｓｅｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｓｔｒｏｋｅｍｏｄｅｌ［Ｊ］．Ｊ
ＣｅｒｅｂｒＢｌｏｏｄ Ｆｌｏｗ Ｍｅｔａｂ， ２０１９． ＤＯＩ： １０．１１７７／
０２７１６７８Ｘ１９８８２２６４．

［１７］ＧＡＯＸ，ＢＩＹ，ＣＨＩＫ，ｅｔａｌ．Ｇｌｙｃｉｎｅｎｉｔｒｏｎｙｌｎｉｔｒｏｘｉｄｅ
ｃｏｎｊｕｇａｔｅｐｒｏｔｅｃｔｓｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
ａｇａｉｎｓｔｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｖｉａｍｕｌｔｉｐｌｅｍｅｃｈａ
ｎｉｓｍｓａｎｄａｍｅｌｉｏｒａｔｅｓｈｉｎｄｌｉｍｂｉｓｃｈｅｍｉａ／ｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ
ｉｎｒａｔｓ［Ｊ］．ＢｉｏｃｈｅｍＢｉｏｐｈｙｓＲｅｓＣｏｍｍｕｎ，２０１７，４８８
（１）：２３９－２４６．ＤＯＩ：１０．１０１６／ｊ．ｂｂｒｃ．２０１７．０５．０５３．

［１８］连瑞珍，郑玉云．内皮功能障碍、氧化应激与心肌缺血再
灌注损伤［Ｊ］．疾病监测与控制，２０１３，７（７）：４１６－４１９．
ＬＩＡＮＲＺ，ＺＨＥＮＧＹＹ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｍｙｏｃａｒｄｉａｌｉｓｃｈｅｍｉｃｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．Ｊ
ＤｉｓＭｏｎｉｔＣｏｎｔｒｏｌ，２０１３，７（７）：４１６－４１９．

［１９］ＸＩＮＧＪＹ，ＹＩＮＧＹＱ，ＭＡＯＣＸ，ｅｔａｌ．Ｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｅｓ
ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｂｏｎｅｍａｒｒｏｗｍｅｓｅｎｃｈｙｍａｌｓｔｅｍｃｅｌｌｓｖｉａａｌ
ｔｅｒｅｄｇｕｔｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ［Ｊ］．ＮａｔＣｏｍｍｕｎ，２０１８，９（１）：２０２０．
ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓ４１４６７０１８０４４５３９．

［２０］ＪＡＮＫＡＵＳＫＡＳＳＳ，ＰＥＶＺＮＥＲＩＢ，ＡＮＤＲＩＡＮＯＶＡＮＶ，ｅｔ
ａｌ．Ｔｈｅａｇｅａｓｓｏｃｉａｔｅｄｌｏｓｓｏｆｉｓｃｈｅｍｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｉｎ
ｔｈｅｋｉｄｎｅｙｉｓａｃｃｏｍｐａｎｉｅｄｂｙｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎ，ｉｎ
ｃｒｅａｓｅｄｐｒｏｔｅｉｎａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎａｎｄｄｅｃｒｅａｓｅｄａｕｔｏｐｈａｇｙ［Ｊ］．Ｓｃｉ
Ｒｅｐ，２０１７，７：４４４３０．ＤＯＩ：１０．１０３８／ｓｒｅｐ４４４３０．

［２１］ＪＩＡＮＧＪ，ＣＨＥＮＤＹ，ＬＩＵＺＴ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｏｆＮｐｅｒｆｌｕｏ
ｒｏｏｃｔａｎｅｏｎｈｙｐｏｘｉａ／ｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙｉｎｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌ
ｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＡｃｔａＣａｒｄｉｏｌＳｉｎ，２０１６，３２（６）：
７１６－７２２．

［２２］唐容，李袁静，高凌云．ｅＮＯＳ谷胱甘肽化在缺氧预适应
保护人脐静脉内皮细胞缺氧复氧损伤中的作用及机制

［Ｊ］．重庆医科大学学报，２０１８，４３（３）：３２６－３３１．ＤＯＩ：
１０．１３４０６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｙｘｂ．００１５８８．
ＴＡＮＧＲ，ＬＩＹＪ，ＧＡＯＬＹ．ＲｏｌｅｏｆｅＮＯＳｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｙｌａｉｔｏｎ
ｉｎｈｙｐｏｘｉｃｐｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｉｎｇｐｒｏｔｅｃｔｉｎｇｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｈｙｐｏｘｉａａｎｄｒｅｏｘｙｇｅｎａｔｉｏｎｉｎｊｕｒｙ［Ｊ］．
ＪＣｈｏｎｇｑｉｎｇＭｅｄＵｎｉｖ，２０１８，４３（３）：３２６－３３１．ＤＯＩ：１０．
１３４０６／ｊ．ｃｎｋｉ．ｃｙｘｂ．００１５８８．

［２３］ＬＹＬＥＡＮ，ＧＲＩＥＮＤＬＩＮＧＫＫ．Ｍｏｄｕｌａｔｉｏｎｏｆｖａｓｃｕｌａｒ
ｓｍｏｏｔｈｍｕｓｃｌｅｓｉｇｎａｌｉｎｇｂｙｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ［Ｊ］．
ＰｈｙｓｉｏｌＢｅｔｈｅｓｄａＭｄ，２００６，２１：２６９－２８０．ＤＯＩ：１０．１１５２／

４２０２ 　　　　　　　　　　　　　　第三军医大学学报，２０２０，４２（２０）　　 　　　　　　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　



ｐｈｙｓｉｏｌ．００００４．２００６．
［２４］ＣＡＩＨ，ＨＡＲＲＩＳＯＮＤＧ．Ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｄｙｓｆｕｎｃｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏ

ｖａｓｃｕｌａｒｄｉｓｅａｓｅｓ：ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａｎｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．ＣｉｒｃＲｅｓ，
２０００，８７（１０）：８４０－８４４．

［２５］ＷＵＪＺ，ＸＩＡＳＪ，ＫＡＬＩＯＮＩＳＢ，ｅｔａｌ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆｏｘｉｄａ
ｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓａｎｄｉｎｆｌａｍｍａｔｉｏｎｉｎｃａｒｄｉｏｖａｓｃｕｌａｒａｇｉｎｇ［Ｊ］．
ＢｉｏｍｅｄＲｅｓＩｎｔ，２０１４，２０１４：１－１３．ＤＯＩ：１０．１１５５／２０１４／
６１５３１２．

［２６］ＣＡＳＥＪ，ＩＮＧＲＡＭＤＡ，ＨＡＮＥＬＩＮＥＬＳ．Ｏｘｉｄａｔｉｖｅｓｔｒｅｓｓ
ｉｍｐａｉｒｓｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｐｒｏｇｅｎｉｔｏｒｃｅｌｌｆｕｎｃｔｉｏｎ［Ｊ］．Ａｎｔｉｏｘｉｄ
ＲｅｄｏｘＳｉｇｎａｌ，２００８，１０（１１）：１８９５－１９０７．ＤＯＩ：１０．１０８９／
ａｒｓ．２００８．２１１８．

［２７］ＥＲＵＳＡＬＩＭＳＫＹＪＤ．Ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ：ｆｒｏｍ
ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓｔｏｐａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ［Ｊ］．ＪＡｐｐｌＰｈｙｓｉｏｌ，２００９，
１０６（１）：３２６－３３２．ＤＯＩ：１０．１１５２／ｊａｐｐｌｐｈｙｓｉｏｌ．９１３５３．
２００８．

［２８］贾茜钰，刘勤，张书，等．黄芪注射液对模拟高原缺氧
环境大鼠视网膜缺氧诱导因子１α、ｐ５３表达的影响［Ｊ］．
中华眼底病杂志，２０１６，３２（４）：４２３－４２７．ＤＯＩ：１０．
３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００５１０１５．２０１６．０４．０１８．
ＪＩＡＸＹ，ＬＩＵＱ，ＺＨＡＮＧＳ，ｅｔａｌ．Ａｓｔｒａｇａｌｕｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ’
ｅｆｆｅｃｔｏｎｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｈｙｐｏｘｉａｉｎｄｕｃｉｂｌｅｆａｃｔｏｒ１αａｎｄ
ｐ５３ｉｎｔｈｅｒｅｔｉｎａｏｆｒａｔｓｕｎｄｅｒｈｙｐｏｘｉａｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ［Ｊ］．
ＣｈｉｎＪＯｃｕｌａｒＦｕｎｄｕｓＤｉｓ，２０１６，３２（４）：４２３－４２７．ＤＯＩ：
１０．３７６０／ｃｍａ．ｊ．ｉｓｓｎ．１００５１０１５．２０１６．０４．０１８．

［２９］颜玲，黄德彬，刘锦红，等．黄芪多糖对脑缺血再灌注
大鼠脑皮质中ＨＳＰ７０、ＰＫＢ和Ｐ５３蛋白表达的影响［Ｊ］．

中国病理生理杂志，２０１２，２８（９）：１６１０－１６１７．
ＹＡＮＬ，ＨＵＡＮＧＤＢ，ＬＩＵＪＨ，ｅｔａｌ．ＥｆｆｅｃｔｓｏｆＡｓｔｒａｇａｌｕｓ
ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｏｎｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆＨＳＰ７０，ＰＫＢａｎｄＰ５３ｉｎｒａｔ
ｃｅｒｅｂｒａｌｃｏｒｔｅｘｗｉｔｈｃｅｒｅｂｒａｌｉｓｃｈｅｍｉａａｎｄｒｅｐｅｒｆｕｓｉｏｎ［Ｊ］．
ＣｈｉｎＪＰａｔｈｏｐｈｙｓｉｏｌ，２０１２，２８（９）：１６１０－１６１７．

［３０］姬劲锐，镐振选，刘静，等．激酶非催化的 Ｃ叶域蛋白
质１对人脐静脉内皮细胞衰老作用的影响及机制［Ｊ］．
心肺血管病杂志，２０１８，３７（２）：１５６－１６１．ＤＯＩ：１０．
３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７５０６２．２０１８．０２．０１８．
ＪＩＪＲ，ＨＡＯＺＸ，ＬＩＵＪ，ｅｔａｌ．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒｍｅｃｈａｎｉｓｍｏｆ
ｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｏｆｋｉｎａｓｅｎｏｎｃａｔａｌｙｔｉｃＣｌｏｂｅｄｏｍｉｎｃｏｎｔａｉ
ｎｉｎｇｏｎｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅｏｆｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ
［Ｊ］．ＪＣａｒｄｉｏｖａｓｃＰｕｌｍｏｎＤｉｓ，２０１８，３７（２）：１５６－１６１．
ＤＯＩ：１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００７５０６２．２０１８．０２．０１８．

［３１］ＺＨＡＮＧＣＹ，ＺＨＥＮＹＺ，ＬＩＮＹＪ，ｅｔａｌ．ＫＮＤＣ１ｋｎｏｃｋ
ｄｏｗｎｐｒｏｔｅｃｔｓｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓｆｒｏｍｓｅ
ｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＭｏｌＭｅｄＲｅｐ，２０１４，１０（１）：８２－８８．ＤＯＩ：
１０．３８９２／ｍｍｒ．２０１４．２２０１．

［３２］李开济，郝晓方，章广玲，等．重组人ＫＮＤＣ１腺病毒表
达载体的构建及其促ＨＵＶＥＣ衰老作用［Ｊ］．基础医学与
临床，２０１５，３５（１１）：１４４７－１４５２．
ＬＩＫＪ，ＨＡＯＸＦ，ＺＨＡＮＧＧＬ，ｅｔａｌ．Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎｏｆｈｕ
ｍａｎｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔＫＮＤＣ１ａｄｅｎｏｖｉｒｕｓａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｏｆｐｒｏｍｏ
ｔｉｎｇＨＵＶＥＣｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ［Ｊ］．ＢａｓｉｃＭｅｄＳｃｉＣｌｉｎ，２０１５，３５
（１１）：１４４７－１４５２．

（收稿：２０２００５２２；修回：２０２００７３１）

（编辑　张　维）
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