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　　［摘要］　目的　探讨尿毒症毒素对甲酚对人冠状动脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｃｅｌｌｓ，ＨＣＡＥＣｓ）氧化应激的影响。方法　体外培养ＨＣＡＥＣｓ，将不同浓度的游离对甲酚或者不同浓度与
４％白蛋白结合的对甲酚，分别作用ＨＣＡＥＣｓ２４、４８ｈ，采用ＭＴＴ检测各组细胞增殖，特异性ＥＬＩＳＡ试剂
盒检测细胞活性氧自由基（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）水平，实时定量聚合酶链反应（ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ）
检测细胞中还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸（ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅａｄｅｎｉｎｅｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｏｘｉｄａｓｅ，
ＮＡＤＰＨ）氧化酶ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ表达，Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测细胞中ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐｐ３８和ｐ３８的
蛋白表达。结果　游离的和蛋白结合的对甲酚显著抑制 ＨＣＡＥＣｓ的增殖（Ｐ＜０．０５），增加 ＨＣＡＥＣｓ中
ＲＯＳ的含量（Ｐ＜０．０５）、ＮＯＸ２、ＮＯＸ４ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）和ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐｐ３８蛋白表达（Ｐ＜０．０５）。
结论　游离的和蛋白结合的对甲酚通过调控ＭＡＰＫｓ信号通路诱导ＨＣＡＥＣｓ氧化应激，抑制ＨＣＡＥＣｓ增
殖。
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　　成人慢性肾脏病（ｃｈｒｏｎｉｃｋｉｄｎｅｙｄｉｓｅａｓｅ，ＣＫＤ）发
病率高达１０％ ［１］，其中很大部分患者最终将发展为终

末期肾衰。近年来，虽然透析技术、透析液、透析耗材

等方面有了很大的改进和发展，但维持性血液透析患

者的年病死率仍居高不下（１０％左右）。而死亡病例
中，５０％以上的直接死亡原因是心、脑血管事件［２］。透

析虽然能缓解多种毒素、酸碱失衡、水电解质紊乱等致

死因子对生命的直接威胁，但其对尿毒症常见的心、脑

血管病变本身并无明显缓解作用，这不得不让我们对

现代透析技术的局限性进行重新审视。

　　目前已证实的尿毒症毒素有 ９０多种，有部分毒
素能与蛋白结合，称为蛋白结合毒素（ｐｒｏｔｅｉｎｂｏｕｎｄ
ｕｒｅｍｉｃｔｏｘｉｎｓ）［３］。对甲酚就是一种典型的难解离蛋白
结合毒素，其通过共价键的形式与白蛋白高度结合，结

合率为９４％，在临床上很难采用常规的透析方法将其
清除 ［４］。既往研究表明游离的对甲酚可以抑制内皮

细胞的增殖与修复，导致内皮细胞损伤［５］。对甲酚可

以通过对内皮祖细胞中一氧化氮合酶（ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ
ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅｓｙｎｔａｓｅ，ｅＮＯＳ）的磷酸化水平的抑制，进而
阻碍内皮祖细胞的生成，并抑制内皮祖细胞对血管内

皮的保护、修复作用，造成血管内皮的损伤［６］。但游

离的对甲酚毒素对内皮细胞具有损伤作用，不等于结

合在白蛋白上的蛋白结合对甲酚亦有着类似的作用。

因此，弄清楚蛋白结合的对甲酚是否具有毒性是我们

研究关注的重点。

　　新近研究发现，实验性慢性肾衰家兔存在显著的
加速性动脉硬化［７］；尿毒症血清能抑制体外培养的血

管内皮细胞增殖、促进其凋亡，泛素途径诱导的 ＮＦκＢ
激活促进慢性肾衰竭大鼠和家兔加速性动脉硬化，蛋

白酶体抑制剂 ＭＧ１３２可显著逆转尿毒症血清对培养
血管内皮细胞的毒性作用，抑制慢性肾衰竭家兔动脉

粥样硬化进程，提示尿毒症毒素能诱导血管内皮细胞

氧化应激，并在加速性动脉硬化的形成机制中起重要

作用，但究竟是血清中游离毒素的作用，还是血清蛋白

结合毒素譬如对甲酚等也参与了对血管内皮细胞的氧

化应激作用尚不清楚［８－９］。因此，研究蛋白结合的对甲

酚在血管内皮细胞中氧化应激的作用就显得十分重要。

　　本研究以人冠状动脉内皮细胞为研究对象，观察
游离的对甲酚和蛋白结合的对甲酚对内皮细胞氧化应

激的影响以及其可能的机制，以探讨蛋白结合的对甲酚

在尿毒症患者血管内皮损伤中的作用，为 ＣＫＤ患者的
心脑血管并发症发病机制研究及其治疗提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　主要材料
　　人冠状动脉内皮细胞（ｈｕｍａｎｃｏｒｏｎａｒｙａｒｔｅｒｙ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌｓ，ＨＣＡＥＣｓ）购自美国ＡＴＣＣ细胞库，内
皮细胞专用完全培养基购自武汉普诺赛生命科技有限

公司，胎牛血清、胰酶均购自美国 Ｇｉｂｉｃｏ公司；ＮＯＸ２
抗体和ＮＯＸ４抗体购自Ａｂｃａｍ公司、ｐｐ３８抗体与ｐ３８
抗体购自ＣＳＴ公司，抗鼠、抗兔二抗购自武汉博士德
生物工程有限公司，αＴｕｂｌｉｎ抗体购自北京锐抗生物
科技有限公司；ＴＲＩｚｏｌ试剂购自美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，
反转录试剂盒购自美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司；聚合酶
链反应（ＰＣＲ）引物购自南京金斯瑞生物科技公司；
ＭＴＴ试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公司，活性
氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｆｒｅｅｒａｄｉｃａｌｓ，ＲＯＳ）ＥＬＩＳＡ试剂盒购
自上海臻科生物有限公司；人血白蛋白和对甲酚冻干

粉购自Ｓｉｇｍａ公司，将人血白蛋白用灭菌注射用水配
制成４％浓度的溶液，对甲酚冻干粉溶解于甲醇溶液
中（甲醇终体积比＝１／１０００），用ＰＢＳ稀释，参考 ＣＫＤ
中患者的血清对甲酚水平［１０－１１］和我们既往的细胞实

验［１２］，将对甲酚配制成４０、８０μｇ／ｍＬ的储存液，过滤
除菌，避光保存。

１．２　ＨＣＡＥＣｓ细胞培养和分组
　　将ＨＣＡＥＣｓ细胞培养于内皮细胞专用完全培养基
中，置于５％ＣＯ２，３７℃恒温培养箱培养，当细胞生长至
４０％～５０％融合时，弃去完全培养基，用基础培养基同
步１２ｈ后，将ＨＣＡＥＣｓ进行分组。参考既往蛋白结合
毒素的体外实验，和我们前期所做的蛋白结合对甲酚

对人脐静脉内皮细胞影响的研究，向体外培养体系内

加入４％白蛋白，可以提供让毒素与蛋白稳定结合的
载体，模拟毒素与蛋白结合的体外环境，代表结合在白

蛋白上的对甲酚［４－５，１３］。

　　实验分组：①不同浓度对甲酚组（４０、８０μｇ／ｍＬ）；
②对照组（加入的甲醇与 ８０μｇ／ｍＬ对甲酚组相同体
积）；③对甲酚＋４％白蛋白组（对甲酚４０μｇ／ｍＬ＋４％
白蛋白、对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白）；④对照（加入
的甲醇与 ８０μｇ／ｍＬ对甲酚组相同体积）＋４％白蛋白
组，各组均用内皮细胞专用完全培养基继续培养。
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１．３　细胞增殖能力检测
　　将ＨＣＡＥＣｓ细胞按照实验设计分组，将 ＨＣＡＥＣｓ
接种于９６孔板中，调整对数生长期的细胞数为２０００
个每孔，细胞贴壁后，按照实验分组处理细胞，在 ５％
ＣＯ２、３７℃恒温培养箱分别培养 ２４、４８ｈ，每组设置
５个复孔。采用ＭＴＴ细胞增殖检测试剂盒，到相应培
养时间结束前１ｈ，每孔加入１０μＬＭＴＴ溶液，放置于
细胞培养箱内继续孵育 ４ｈ，然后每孔加入 １００μＬ
Ｆｏｒｍａｚａｎ溶解液，适当混匀，在细胞培养箱内再继续孵
育４ｈ。用酶标仪在５７０ｎｍ测定各组样品的光密度值
Ｄ（５７０），并计算各组细胞增殖抑制率。细胞增殖抑制
率＝［Ｄ（５７０）对照组 －Ｄ（５７０）实验组］／Ｄ（５７０）对照组 ×
１００％。
１．４　细胞内ＲＯＳ含量检测
　　按照实验设计分为对照组，对甲酚４０μｇ／ｍＬ组，对
甲酚８０μｇ／ｍＬ组，对照＋４％白蛋白组，对甲酚４０μｇ／ｍＬ
＋４％白蛋白组，对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组。收集
各组 ＨＣＡＥＣｓ细胞上清，用离心机 １０００ｒ／ｍｉｎ离心
２０ｍｉｎ，取上清液。采用ＲＯＳＥＬＩＳＡ试剂盒，实验完成
后，在４５０ｎｍ波长处测定各孔光密度值Ｄ（４５０）。横坐
标为所测标准品的光密度值，纵坐标为标准品的浓度

值，绘制标准曲线，并得到直线回归方程，将样品的光

密度值代入方程，计算出各组ＲＯＳ含量（Ｕ／ｍＬ）。
１．５　实时荧光定量 ＰＣＲ（ＱｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ，

ＲＴｑＰＣＲ）检测各组细胞 ＮＯＸ２和 ＮＯＸ４的
ｍＲＮＡ表达

　　按照实验设计分为对照组，对甲酚８０μｇ／ｍＬ组，
对照＋４％白蛋白组，对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组。
将各组ＨＣＡＥＣｓ细胞接种于２４孔板中，分组作用４８ｈ
后，提取每组细胞的 ＲＮＡ，经过反转录后获得 ｃＤＮＡ。
根据 ＣＦＸ９６ｒｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测系统的实验步骤进行
ＲＴｑＰＣＲ反应。ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ相对表达量
采用２－△△Ｃｔ法表示，每个样品设置５个复孔，全部样品
的结果以βａｃｔｉｎ的表达水平为标准。测定所使用的
引物见表１。
１．６　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ检测各组细胞 ＮＯＸ２、ＮＯＸ４、ｐｐ３８

和ｐ３８的蛋白表达
　　按照实验设计分为对照组、对甲酚８０μｇ／ｍＬ组、
对照＋４％白蛋白组、对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组；
将各组ＨＣＡＥＣｓ细胞接种于６孔板中，分组作用４８ｈ
后，采用蛋白提取试剂盒提取各组细胞蛋白，每组３个
复孔，并用ＢＣＡ蛋白试剂盒测定蛋白浓度。配制１０％
分离胶和浓缩胶。电泳条件：浓缩胶７５Ｖ４５ｍｉｎ，分离
胶１２０Ｖ５０ｍｉｎ。３００ｍＡ恒流湿转１２０ｍｉｎ。转膜完成

后，用 ５％ＢＳＡ室温封闭 １ｈ。一抗 ＮＯＸ２（１∶１０００），
ＮＯＸ４（１∶１０００），ｐｐ３８（１∶１０００），ｐ３８（１∶１０００），
αＴｕｂｌｉｎ（１∶５０００）在４℃孵育过夜。洗膜后加入二抗
室温孵育１ｈ。洗膜后，采用化学发光液进行显影。用
ＩｍａｇｅＪ软件计算灰度值，目的蛋白 ＮＯＸ２和 ＮＯＸ４与
αＴｕｂｌｉｎ蛋白的灰度值比作为蛋白的相对表达量，
ｐｐ３８与ｐ３８蛋白的灰度值比作为蛋白的相对表达量。

表１　ＰＣＲ反应引物信息

基因 引物序列（５’→３’） 产物大小／ｂｐ

ＮＯＸ２ 上游ＡＡＴＣＣＣＴＧＣＴＣＣＡＣＴＡＡＣＡ １０８

下游ＴＴＴＣＡＡＧＡＴＧＣＧＴＧＧＡＡＡＣＴＡＣ

ＮＯＸ４ 上游ＧＧＣＴＧＡＴＴＧＴＣＧＴＧＴＴＣＣＴＣ １４７

下游ＴＡＴＴＴＧＣＣＴＧＧＡＧＴＧＣＴＴＧＣ

βａｃｔｉｎ 上游ＣＴＣＡＣＣＡＴＧＧＡＴＧＡＴＧＡＴＡＴＣＧＣ １６３

下游ＡＧＧＡＡＴＣＣＴＴＣＴＧＡＣＣＣＡＴＧＣ

１．７　统计学分析
　　采用 ＳＰＳＳ２２．０统计软件，计量资料数据以 珋ｘ±ｓ
表示，多组间差异比较采用单因素方差分析，组间两两

比较采用ＬＳＤ检验（方差齐时）或采用Ｄｕｎｎｅｔｔｔ３检验
（方差不齐时）。两组数据间的比较使用成组 ｔ检验。
Ｐ＜０．０５视为差异有统计学意义。

２　结果

２．１　游离的和蛋白结合对甲酚抑制ＨＣＡＥＣｓ的增殖
　　ＭＴＴ结果显示，不同浓度游离的对甲酚作用
ＨＣＡＥＣｓ２４、４８ｈ后，与对照组比较，对甲酚４０μｇ／ｍＬ
组和对甲酚８０μｇ／ｍＬ组的内皮细胞增殖均出现不同
程度的抑制，且随着作用时间的延长，其细胞增殖抑

制率逐渐增加。同时，不同浓度蛋白结合的对甲酚作

用 ２４、４８ｈ后，与对照＋４％白蛋白组比较，对甲酚
４０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组和对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋
白组的内皮细胞增殖也出现不同程度的抑制；且随着

作用时间的延长，细胞增殖抑制率逐渐增加（图 １）。
结果表明，游离的对甲酚和蛋白结合的对甲酚均可以

显著抑制ＨＣＡＥＣｓ的增殖（Ｐ＜０．０５）。
２．２　游离的和蛋白结合对甲酚增加 ＨＣＡＥＣｓ中 ＲＯＳ

的含量

　　各组ＨＣＡＥＣｓ中ＲＯＳ的含量如图２所示，与对照
组相比，对甲酚４０μｇ／ｍＬ组和对甲酚８０μｇ／ｍＬ组的
ＲＯＳ显著增加；且与对甲酚４０μｇ／ｍＬ组相比，对甲酚
８０μｇ／ｍＬ组的ＲＯＳ含量显著增加。与对照＋４％白蛋
白组比较，对甲酚 ４０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组和对甲酚
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８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组的ＲＯＳ显著增加；且与对甲酚
４０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组相比，对甲酚８０μｇ／ｍＬ＋４％
白蛋白组的ＲＯＳ含量显著增加。结果表明，游离的对
甲酚和蛋白结合的对甲酚均可以显著增加ＨＣＡＥＣｓ中
ＲＯＳ的含量（Ｐ＜０．０５）。
２．３　游离的和蛋白结合对甲酚增加 ＨＣＡＥＣｓ中

ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ表达水平
　　采用 ＲＴｑＰＣＲ检测各组 ＨＣＡＥＣｓ中 ＮＯＸ２和
ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ表达，结果如图 ３所示，对甲酚作用
ＨＣＡＥＣｓ４８ｈ后，与对照组相比，对甲酚８０μｇ／ｍＬ组
的ＮＯＸ２和 ＮＯＸ４的 ｍＲＮＡ表达显著增加；与对照＋
４％白蛋白组相比，对甲酚 ８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组的

ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ表达水平显著增加。结果表
明，游离的和蛋白结合的对甲酚均可以显著增加

ＨＣＡＥＣｓ中ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的ｍＲＮＡ表达（Ｐ＜０．０５）。
２．４　游离的和蛋白结合对甲酚增加 ＨＣＡＥＣｓ中

ＮＯＸ２、ＮＯＸ４和ｐｐ３８的蛋白表达水平
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ结果显示，对甲酚作用 ＨＣＡＥＣｓ４８ｈ
后，与对照组相比，对甲酚 ８０μｇ／ｍＬ组的 ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４和ｐｐ３８的蛋白表达显著增加；与对照＋４％白蛋
白组相比，对甲酚 ８０μｇ／ｍＬ＋４％白蛋白组的 ＮＯＸ２、
ＮＯＸ４和ｐｐ３８的蛋白表达显著增加。结果表明，游离
的和蛋白结合的对甲酚均可以显著增加 ＨＣＡＥＣｓ中
ＮＯＸ２、ＮＯＸ４和ｐｐ３８的蛋白表达（Ｐ＜０．０５，图４）。
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图４　ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ检测游离对甲酚和蛋白结合的对甲酚对ＨＣＡＥＣｓ中ＮＯＸ２、ＮＯＸ４和ｐｐ３８蛋白表达水平的影响　（ｎ＝３，珋ｘ±ｓ）

７４５１　ｈｔｔｐ：／／ａａｍｍｔ．ｔｍｍｕ．ｅｄｕ．ｃｎ　　 　　　　　　第三军医大学学报，２０２１，４３（１６）



３　讨论

　　对甲酚是一种酚类挥发性化合物，是难解离蛋白
结合尿毒症毒素的代表，它起源于大肠中的细菌发酵，

并由饮食中的苯丙氨酸和酪氨酸代谢合成［１４］。游离

的对甲酚相对分子质量很小，仅为１０８．１，可以通过透
析而清除；但大部分（９４％）对甲酚在血液循环中与血
浆白蛋白结合，不易被普通的透析所清除［４］。在肾衰

竭中晚期的ＣＫＤ患者中，血清中对甲酚的水平高出健
康人约 １０倍［１２］。先前的研究已经证实，对甲酚与血

液透析患者中血管内皮功能障碍密切相关［１２］。我们

既往的研究发现，游离的对甲酚和蛋白结合的对甲酚

均能够呈浓度和时间依赖性地抑制 ＨＵＶＥＣｓ的增殖，
并且游离的对甲酚以及与蛋白结合的对甲酚均可以通

过上调 ｐ２１Ｃｉｐ１蛋白的表达，下调 ＣｙｃｌｉｎＤ１蛋白的
表达，诱导 ＨＵＶＥＣｓ细胞周期停滞在 Ｇ０／Ｇ１期，抑制
ＤＮＡ合成从而抑制 ＨＵＶＥＣ的增殖［１３］。这也反映出蛋

白结合的对甲酚对血管内皮细胞确实具有毒性作用。

　　氧化应激是指ＲＯＳ及其代谢产物过量聚集，并通
过激活相关信号通路调控某些效应基因的转录与表

达，从而对细胞产生多种毒性作用的一种病理状态。

大量研究证实，氧化应激是导致内皮细胞损伤的一个

重要因素，氧化激酶可以刺激ＲＯＳ的释放从而更进一
步加快动脉粥样硬化进程［１５］。本研究通过向体外培

养的人冠状动脉内皮细胞中加入 ４％白蛋白，提供了
对甲酚与白蛋白高度结合的体外环境。结果表明，游

离的对甲酚和蛋白结合的对甲酚均可以显著抑制

ＨＣＡＥＣｓ的增殖，并且显著增加 ＨＣＡＥＣｓ中 ＲＯＳ的含
量。在尿毒症患者中，难以通过透析消除的与蛋白结

合的对甲酚，在循环血液中不断积累，刺激血管内皮细

胞，抑制内皮细胞的增殖和修复，释放大量的活性氧，

这可能是ＣＫＤ患者加速性动脉粥样硬化的重要机制。
　　还原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸（ＮＡＤＰＨ）氧化酶
是血管细胞生成 ＲＯＳ的重要来源。ＮＡＤＰＨ氧化酶中
的ＮＯＸ蛋白家族是一种唯一专职产生 ＲＯＳ的酶，是
内皮细胞 ＲＯＳ产生的主要来源［１６］。ＮＯＸ位于质膜，
存在于不同的细胞中，ＮＯＸ２和 ＮＯＸ４主要在血管内
皮细胞中表达，当 ＮＯＸ家族蛋白异常表达或激活时，
产生大量的 ＲＯＳ，参与诱导动脉粥样硬化、炎症等疾
病的发生和进展［１６］。本研究体外实验结果发现，游离

的和蛋白结合的对甲酚均可以显著增加 ＨＣＡＥＣｓ中
ＮＯＸ２和ＮＯＸ４的 ｍＲＮＡ和蛋白表达水平，表明游离
的和蛋白结合的对甲酚可能通过促进 ＨＣＡＥＣｓ内
ＮＡＤＰＨ氧化酶活性增加细胞中 ＲＯＳ表达量，诱导内
皮细胞发生氧化应激。

　　新近的研究认为，ＲＯＳ不仅能够直接损伤内皮细
胞，还能够作为体内重要的信号分子，通过调控下游信

号通路，控制内皮细胞生长、增殖和凋亡［１７］。ＲＯＳ下
游信号分子之一是丝裂原活化蛋白激酶（ＭＡＰＫｓ）家
族，包含４个亚家族，分别是细胞外信号调节激酶１／２
（包括 ＥＲＫ１和 ＥＲＫ２两种）、氨基末端激酶（ＪＮＫｓ，包
括 ＪＮＫ１、ＪＮＫ２和 ＪＮＫ３等３种亚型）、Ｐ３８ＭＡＰＫｓ（包
括 ｐ３８α、ｐ３８β、ｐ３８γ和 ｐ３８δ等４种亚型）以及细
胞外信号调节激酶 ５（ＥＲＫ５）［１８］。当氧化应激增强
时，细胞内生成大量的 ＲＯＳ诱导 ＭＡＰＫｓ过度激活并
转至细胞核周围，进而调控某些相关基因的转录，造成

血管内皮细胞损伤［１８］。并且，研究已经证实，ＭＡＰＫ
信号传导途径与动脉粥样硬化病理生理学密切相关，

因为它能引起血管平滑肌细胞的增殖和迁移［１９］。体

外实验已经表明，促炎介质可以引起内皮细胞凋亡和

活化，它主要是通过 ＭＡＰＫｓ依赖途径来增加ＥＭＰｓ的
释放，Ｐ３８ＭＡＰＫ途径参与控制 ＴＮＦα依赖的 ＥＭＰｓ
释放［２０］。ＢＡＲＲＥＴＯ等［２１］的研究进一步发现，硫酸吲

哚酚，一种与对甲酚具有相似的与白蛋白结合区域的

蛋白结合毒素，通过活化 ＭＡＰＫｓ信号通路途径促进
血管平滑肌细胞增殖和血管内皮细胞损伤。我们的研

究结果发现，游离的和蛋白结合的对甲酚均可以显著

增加ＨＣＡＥＣｓ内ＭＡＰＫｓ信号通路相关蛋白ｐ３８的磷
酸化，表明其可能通过激活 ＭＡＰＫｓ信号通路来诱导
内皮细胞氧化应激，损伤血管内皮细胞。

　　综上所述，在 ＣＫＤ的进程中，具有氧化功能的尿
毒症毒素对甲酚在血液循环中长时间蓄积并作用于血

管内皮细胞，细胞内氧化———抗氧化平衡状态被打破，

蛋白结合毒素对甲酚引发的氧化应激损伤发挥作用，

引起内皮细胞 ＲＯＳ过量生成，并通过激活 ＭＡＰＫｓ信
号通路造成内皮细胞功能障碍，加重ＣＫＤ患者的血管
病变。本研究结果表明与白蛋白高度结合的对甲酚确

实具有致内皮损伤的毒性作用，进一步探索并开发出

更好的解决方案以去除蛋白结合的尿毒症毒素，从而

减轻蛋白结合毒素对尿毒症患者内皮功能的影响，是

今后研究工作的方向。
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