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低分子肝素在缺氧复氧条件下对内皮细胞的保护作用 

龙 健 ，曾 智 

(1．重庆医科大学临床学院内分泌科，重庆 400016；2．四川大学华西医院心内科，四川成都 600041) 

【摘 要】目的：本实验旨在讨论低分子肝素是否能在缺氧及缺氧复氧的条件下保护内皮细胞的功能。方法：脐静脉内皮细胞 

株 ECV304接种于6孔板，分为常氧、缺氧、缺氧复氧 3种不同条件培养，常氧为 1、24h，缺氧为 1h，缺氧 1h后分别复氧 6h和 

24h，常氧均为对照组，缺氧及缺氧复氧两种条件下又各分两亚组：低分子肝素组(5U／m1)和对照组。取各时点各组上清液以 

比色法测定一氧化氮(NO)、丙二醛(MDA)的含量，放免法测定内皮素(耵)的含量。结果：缺氧及缺氧复氧刺激 ECV304生成 

MDA且使 NO分泌减少而ET生成增加，缺氧复氧较单纯缺氧作用更强，但两种条件下低分子肝素均可抑制 MDA和ET的 

生成，促进 NO的生成。结论：不论是缺氧还是缺氧复氧条件下，低分子肝素均可减少 MDA生成，避免氧自由基损伤脐静脉 

内皮细胞，保护脐静脉内皮细胞功能 
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Low molecular weight heparin(LMWH)protect vascular endothel ial cel ls in 

hypoxia—reOxygenatiOn condition 

LONG JlAW，et al 

(Department ofEndocrinology，College 0厂Clinical Medicine，ChongqingMedical University) 

【Abstract】Objective：To investigate whether LMWH can protect the function of umbilical cells in hypoxia and hypoxia—reoxygena— 

tion conditions．MethMs：Human umbilical vein endothelial cells，-- ECV304，were planted into 6一well dishes，then cultivated respec— 

tively in three conditions：normal，hytx)xia and hypoxia—reoxygenation conditions
． Cells were grown for 1 hour in hypoxia condition； 

reoxygenated for 6 or 24 hours after 1 hour hypoxia，respectively．Cells in hypoxia and hypoxia—reoxygenation conditions were divided 

into two subgroups：LMWH group(5IU／m1)and control group．At each end of incubation time the medium was removed from each 

wel1．NO and MDA were megsured by chromatometry．ET were measured by radioimmunoassay
． Results：There was a deerease in the 

biosythesis and release of NO，while an increase of MDA and ET in hylmxia and hypoxia—reoxygenation conditions
． The effect in hy— 

poxia—reoxygenation condition WaS more remarkable than in hypoxia condition．But in both conditions Lik~VH could inhibit the pr。一 

ductions of MDA and ET，increase the productions of NO．Conclusion：In hypoxia and hypoxia—reoxygenation conditions
，LMW H can 

inKKt the production of MDA，and protect endothelial cells from oxygen free radicals
． 

【Key words】Low molecular weight heparin(LMWH)；Hypoxia—reoxygenation；Endothelial cell／Endothelium 

肝素作为抗凝剂开始应用于临床，至今已有 70 

多年历史。70年代末，受右旋糖苷的启发开发了低 

分子肝素(Low moliculer weight heparin，LMWH)． 

低分子肝素抗凝作用强，皮下注射易于吸收，副作用 

小，使用安全方便，对某些疾病的防治已取代了肝素 

的应用。低分子肝素作为抗凝剂广泛应用于临床治 

疗血栓形成性疾病。近年来国内外研究发现肝素具 

有众多非抗凝活性，如调节免疫、调节血脂 、抗炎和 

作者介绍 ：龙 健(1977一 )，女，住院医师， 

主要研究方向：糖尿病与心血管疾病 

保护内皮细胞l1 J。那么，低分子肝素是否也具有类 

似的非抗凝活性呢?目前还知之甚少，尤其是在缺 

氧及缺氧复氧条件下低分子肝素是否可以作用于内 

皮细胞调节并保护内皮细胞的功能还未有研究 故 

本实验将就低分子肝素是否可以在缺氧及缺氧复氧 

条件下调节内皮依赖的血管舒缩功能的问题进行研 

究，以进一步揭示低分子肝素的非抗凝药理作用。 

1 材料和方法 
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1．1 ECV304细胞培 养 

ECV304复苏，接种于 50ml培养瓶 内，待生长铺满后传 

代：传代时，先弃去培养液，用预热的PPxS液清洗 2次，加入 

消化液，刚好形成一一浅层液面覆盖细胞，室温下消化，显微镜 

下见细胞收缩变圆，细胞间隙增宽后，立即翻转培养瓶，弃去 

消化液，用PBS液轻轻清洗 2次，加入新鲜培养液，轻轻吹打 

细胞 ，调整细胞密度接种于培养瓶 内，2～3天换液 1次 ，待 

传代2—3代后，用 j 实验。 

1．2 缺氧复氧模型的建立 I 2，3l 

接种于 6孔 板 中，待 生 长成单 层 后，换 为无 血 清 的 

DMEM培养液，培养 24h，24h后加入干预 因素并将培养板 

置于 一可密闭容器 中，向该容器持续通人缺氧 混合气 (含 

5％CO295％N2)置换 容器中的氧气，监测该容器内氧含量， 

低于 1％后停止通人缺氧混合气，密闭该容器，置于37~(-的 

co2恒温孵箱 内培养，1h后打开该密闭容器，将 6孔板置于 

常氧环境 37"C、5％(、( 、95％空气的 (、( 恒温孵箱内培养 

1．3 实验分组 

实验分为以下几组，各组均设 4个复孔。 

常氧对照组 ：脐静脉内皮细胞静置后常氧条件 F分别培 

养 1、24h 

缺氧对照组 ：脐静脉内皮细胞静置后缺氧培养 1h。 

缺氧 +LMWH组 ：脐静脉内皮细胞静置后加入 5U／ml 

低分子肝素，其他条件与缺氧组相同，缺氧培养 1h 

缺氧复氧组 ：脐静脉内皮细胞静置后 ，缺氧 lh后分别复 

氧 6、24h。 

缺氧复氧 +LMWH组 ：脐静脉 内皮细胞静 置后加入 

51U／ml的低分子肝素，其他条件与缺氧复氧组相同，缺氧 

1h后分别复氧 6、24h 

1．4 指标 测定 

1．4．1 NO测定 利用硝酸还原酶特异性将 N 一还原 为 

N(h ，通过显色深浅测定 NO2一浓度的高低，反映 NO的量。 

NO单位：／~-nol／ml 

1．4，2 MDA测 定 过氧化 脂质 降解产 物 中的丙 二醛 

(MDA) 与硫 代巴比妥酸 (TBA)缩 和，形成红色产物，在 

532nm处有最大吸收峰，利用比色法可测定 MDA的含量。 

MDA单位：nmol／ml。 

1．4．3 ET测定 采用放射免疫分析技术 ，测定 E r的含 

量：ET单位：pg／ml 

1．5 统计 方法 

所有数据采用 表示 ，采用均数比较的 f检验，相天 

性分析采用直线相关分析。取 P<【)．05为有统 计学意 义： 

统计学处理采用 SPSSIO．0软件包进行 

2 结 果 

从表 1中可见 

(1)缺氧及缺氧复氧对内皮细胞功能的影响 

①与常氧 1h相比，缺氧 1h后【人J皮细胞 MDA 

和ET产生增加 ，NO分泌减少。 

②缺氧 1h复氧6h与单纯缺氧 1h比较发现：复 

氧后内皮细胞 MDA、ET的生成较单纯缺氧增加． 

分泌 o减少。 

③与单纯缺氧 1h及缺氧 1h复氧 6h比较，复氧 

24h后内皮细胞 MDA、ET生成的量仃所减少，NO 

的分泌量有所增加。 

①缺氧 1h复氧 24h后内皮细胞生成 MDA、ET 

的量均较常氧 24h为高，分泌 NO的量较常氧 24h 

为低。 

(2)在缺氧及缺氧复氧条件下 LMWH(5IU／ 

m1)对内皮细胞功能的影响 

①缺氧 1h及缺氧 1h复氧 6h时，町见低分子肝 

素组较未加入组，其培养液中MDA、ET产牛减少， 

O分泌增加。 

②而在缺氧 1h复氧 24h时，DHA LMWH组 与 

未加入组两组 NO分泌量 比较的 P为0．055，大于 

0．05，无统计学差异。缺氧 1h复氧 24h时加入 

LMWH组与未加入组 比较，MDA、ET的分泌量有 

统计学差异。 

(3)常氧24h时各指标均较常氧1h升高： 

表 1 缺氧和缺氧复氧对内皮细胞的影响及 LMwH(5IU／m1)对 内皮细胞的保护效应 ( ± 川 ：4) 

MDA NO ET 

常氧 lh ～ 0
．

82~0．08 — 33
．

～

41~1．82— — 1
．

—

53~0．2—2 

吊’乳 24h 1
．
26±0．14△ 83

．

3±0．92△ 6
． 71±0．33a△ 

缺 氧 lh 1
． 59±0．04。 17

． 49±1．01 5 88±0．13： 

墨lh LMWH 0．49±0．05。 27．37±1．610 2．95±0．22' 缺氧
lh复氧 6h 8．52±0

． 16 11．56±2
．
51* 9

．
44±0．36t△ 

缺氧 lh复氧 6h+LMWH 1
．

99±0．03。 39
．

34±1．730 4
．
22±0．15‘l 

缺氧 lh复氧 24h 3．16±0
． 05 57．02±5

． 17 }{．35±0
． 26 

旦 塑 型 H_
一 一  Q：墼圭Q：Q 鱼 ：璺Q圭兰：Z21 ： 苎圭Q： ——————————————————————————————————————————————=二_==—= =_ =二———————————————— 二二 = ·，7 J ()l_u．．) 

一P<0·05与常氧 lh~gge； P<0．05与缺氧 lh比较； P<0
．05与缺氧 lh复氧 24h比较；。P<0．05各加入 LMWH的 

组分别和与其相同条件的但未加入 LMWH的组比较 ； 
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3 讨 论 

内皮依赖性的血管舒缩功能失调，即内皮源性 

的舒血管因子和缩血管因子的分泌调节功能失调是 

内皮功能异常和内皮细胞受损的主要特征，也是许 

多心血管疾病的基本病理表现，治疗性干预心血管 

系统的内分泌紊乱，使内皮源性的舒血管因子和缩 

血管因子处于相对平衡状态，能有效抑制血管心脏 

结构的重塑，明显改善高血压 、动脉粥样硬化、心衰 

等严重威胁人类健康的心血管疾病的预后和生存质 

量 。 

在缺氧及缺氧复氧中，内皮细胞是组织中受攻 

击的第一靶器官，其中内皮源性的舒血管冈子和缩 

血管因子的分泌调节功能更是最先受损_5·。本实 

验也发现，缺氧 1h内皮细胞分泌 NO减少，ET生成 

增加；复氧6h后 NO分泌进一步减少，ET生成进一 

步增加，说明缺氧损伤内皮，使内皮依赖性的血管舒 

缩功能紊乱，而复氧后进一步加重缺氧带来的损伤， 

且缺氧及缺氧复氧带来的损伤至少可持续至复氧后 

6h，复氧 24h后内皮依赖的血管舒缩活性有所恢复 

但未能完全恢复。氧自由基大量产生是目前公认的 

缺氧及缺氧复氧造成细胞损伤的主要机制之一 。 

本研究也发现，缺氧及缺氧复氧促使 MDA大量生 

成，同时伴随内皮依赖的血管舒缩功能紊乱 ，在 

MDA生成量最大时(复氧6h时)紊乱也最严重。除 

氧自由基外，缺氧及缺氧复氧还可通过其他机制抑 

制内皮细胞 NO、ET的生成。缺氧及缺氧复氧可直 

接作用于一氧化氮合成的限速酶——一氧化氮合酶 

(N0S)，使其活性下降 ；还引起生成 NO的底物 L 
一

精氨酸大量耗竭，使 L一精氨酸跨膜转运障碍，使 

NO生成减少 。同样，缺氧及缺氧复氧呵直接作 

用于ET基因，使ET转录增加；缺氧及缺氧复氧还 

刺激凝血系统，使凝血酶生成增加，通过凝血酶刺激 

ET大量生成 ．1 。同时实验发现低分子肝素在缺 

氧及缺氧复氧条件下均可保护内皮依赖的血管舒缩 

功能。探讨低分子肝素在缺氧及缺氧复氧情况下保 

护内皮依赖的血管舒缩功能的机制为：1)减少氧自 

由基，避免氧化损伤。我们的实验发现低分子肝素 

可减少 MDA的生成，减轻氧化损伤：2)直接作用 

于内皮，调节内皮依赖的血管舒缩功能。我们的另 

一 相关实验表明低分子肝素可 接作用于内皮细 

胞 ，调节内皮细胞分泌 NO和 ET的能力 

低分子肝素在临床上广泛应用于急性冠脉综合 

症的病人，但人们对他的了解仅仅局限于 抗凝机 

制 E，通过本实验我们发现低分子 索还可减少瓴 

臼由基的产生，减轻缺血再灌注损伤，同时保护IJ、j皮 

依赖的血管舒缩功能，减轻冠脉痉挛，呵能与减少梗 

塞面积有关。 
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