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［摘要］目的 探讨氧自由基在血管紧张素域诱导 ECV304细胞增殖中的作用．方法 体外培养人脐静脉

内皮细胞株（ECV304），实验分为 Ang域处理组、NAC干预组和正常对照组．采用改良 MTT法、Fenton反应和

硝酸酶还原法分别观察 Ang域处理组、NAC干预组和正常对照组的 ECV304细胞的增殖率和细胞产生氧自由基

（·OH）的量．结果 一定浓度的 AngⅡ（0.03125～1μmol/L）作用 12 h时 ECV304细胞增殖率增加，明显高于

正常对照组（ < 0.05）；AngⅡ可诱导 ECV304细胞产生氧自由基（·OH），氧自由基（·OH）的含量与 ECV304

细胞增殖率呈显著负相关；10 mmol/L NAC可抑制 1μmol/L AngⅡ对 ECV304细胞的增殖作用，与正常对照组相

比无显著性差异（ > 0.05）．结论 AngⅡ可诱导 ECV304细胞产生氧自由基（·OH），氧自由基（·OH）含量

与 AngⅡ呈时间和剂量依赖性； NAC可抑制 AngⅡ对 ECV304细胞的增殖作用，这可能与减少氧自由基

（·OH）的含量有关；氧自由基（·OH）可能是 AngⅡ诱导 ECV304细胞增殖的主要信号转导分子之一．
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［Abstract］ Objective To explore the role of oxygen free radicals in the proliferation of ECV304 induced by AngⅡ．Methods

The lines of human umbilical vein endothelial cell（ECV304） cultured in vivo were divided into three groups which were treated by

Ang域，Ang域+N-acetyl-L-cysteine（NAC）， and normal culture medium．First we observed the proliferous effect of ECV304

induced by AngⅡat different concentration with improved MTT and microscope．Then the contents of oxygen free radicals （·OH） in

three groups were detected by spectrophotometer．Results ECV304 incubated with AngⅡ （0.03125～1滋mol/L） for 12 hours

increased the proliferation rate（ < 0.05 vs. control group）；It was significant that the negative correlation between proliferation rate

and the content of oxygen free radicals；NAC（10mmol/L） inhibited the proliferation of ECV304 induced by Ang域 （ > 0.05 vs.

control group )．Conclusions ECV304 induced by Ang域can produce oxygen free radicals（·OH），and the contents of oxygen free

radicals (·OH) increase with the prolongation of time and the enlargement of dose；Antioxidant NAC can inhibit the proliferation of

ECV304 induced by AngⅡ，this effect may be related with reducing the content of oxygen free radicals（·OH）；oxygen free radicals

(·OH） may be one of the major mocleculars which play an important role in the signal transduction of ECV304 proliferation.
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1.2.4 ECV304细胞光镜形态学观察 分别用含

有 AngⅡ（浓度分别为 0.0625和 1滋mol/L）、NAC

（1滋mol/L AngⅡ+10 mmoL/LNAC） 的培养基和完

全培养基培养，12 h后置倒置显微镜下观察细胞

形态学变化.

1.2.5 ECV304细胞内·OH含量测定 将上述所

得的细胞悬液与不同浓度的 AngⅡ分别共同培

养 12 h和 24 h，应用检测试剂盒，按试剂盒说明

书进行操作．

1.2.6 统计学处理 应用 SPSS11.5软件包进行分

析，组间比较采用方差分析和 检验；对不同时

间（12 h和 24 h）的氧自由基（·OH）含量相比

进行配对 检验；对氧自由基（·OH）的含量与

ECV304细胞增殖率的关系进行相关分析，结果

用均数±标准差（x±s）表示，以 < 0.05为有

统计学意义.

2 结果

2.1 Ang域对 ECV304细胞增殖作用的影响

不同浓度的 AngⅡ作用 ECV304细胞 4 h时，

细胞增殖不明显，与正常对照组相比无显著性

差异 （ > 0.05）；作用时间为 12 h时，不同浓度

AngⅡ（0.03125～1 滋moL/L）均可促细胞增殖，与正

常对照组相比有显著性差异（ < 0.05），0.0625

滋mol/L AngⅡ促细胞增殖率达到最大，随 AngⅡ浓

［Key words］ NAC；AngⅡ；Oxygen free radicals；ECV304；Proliferation

血管内皮是心血管疾病危险因子的靶点，其

功能障碍构成许多心血管疾病的病理基础．目前

认为血管自稳态的调节取决于血管内皮自身的氧

化还原状态[1,2]．大量研究表明，氧化应激产生的

各种氧自由基（oxygen free radicals）对血管内皮

具有细胞毒性作用，是许多心血管疾病发生的重

要机理 [3,4]．然而，新近文献报道氧化应激产生的

氧自由基在一定量时，可作为血管内皮信号转导

分子，参与调节细胞功能 [5]．本研究以血管紧张

素Ⅱ（AngⅡ）作为血管氧化应激的诱导剂，观察

N-乙酰半胱氨酸（NAC）对人脐静脉内皮细胞株

（ECV304）增殖作用的影响，探讨氧自由基在血

管紧张素Ⅱ诱导 ECV304细胞增殖中的作用，为

心血管疾病的防治提供新的理论依据，启示新药

研发和应用的新途径．

1 材料与方法

1.1 材料

ECV304（人脐静脉内皮细胞株）购自中国科

学院上海药物研究所； AngⅡ、NAC和 MTT （批

号 9710）购自 Sigma公司；特级无支原体新生牛

血清购自杭州四季青生物工程材料研究所（批号

20020114）；·OH 测定试剂盒购自南京建成生物

工程研究所（批号 20030625）．

1.2 方法

1.2.1 实验分组 ①AngⅡ处理组：a．不同作用

时间 （4 h、 12 h 和 24 h）； b． 不同浓度

（AngⅡ终浓度浓度分别为， 0.03125 滋mol/L、

0.0625 滋mol/L、 0.125 滋mol/L、 0.25 滋mol/L、 0.5

滋mol/L 和 1 滋mol/L）；②NAC 干预组：AngⅡ1

滋mol/L+ NAC10 mmol/L；③正常对照组：加入等

量完全培养基．

1.2.2 ECV304细胞传代培养 ECV304 细胞在

含 20 %小牛血清的RPMI1640完全培养基中，37℃、

5 %CO2、95 %空气的培养箱中培养.台盼蓝染色后

计算细胞存活率（Via = 99 %），调整细胞悬液浓

度为 1×106个细胞 /mL备用．

1.2.3 改良 MTT 法测定 ECV304 细胞增殖率

将备用的细胞悬液接种于 96孔板，90 滋L/孔，每

组设 4个复孔．4 h细胞完全贴壁后加入受试药

物，10 滋L/孔（倍比稀释 AngⅡ，使其终浓度为

1滋moL/L、0.5 滋mol/L、0.25 滋moL/L、0.125滋moL/L、

0.0625滋moL/L和 0.03125滋moL/L）．置于培养箱中

分别培养 4 h、12 h和 24 h，之后每孔加入 MTT液

（5 mg/mL） 10 滋L，4 h后分别在每孔加入三联液

100 滋L/孔，置于培养箱中 12 h后，用 EL340酶

联免疫仪在 570 nm单波长下测定每孔的 OD值．
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细胞增殖率（%） =
实验组 OD值 -对照组 OD值

×100 %
对照组 OD值
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组 别
细胞增殖率（%）

4 h 12 h 24 h

AngⅡ处理组 4.99±0.11 19.27±1.05 -27.21±4.27

NAC干预组 4.63±0.12 4.13±0.37** 4.58±0.21

正常对照组 4.11±0.06 4.01±0.07 4.29±0.07

表 2 NAC 对 Ang域诱导 ECV304 细胞增殖的抑制作

用 （x±s）
Tab. 2 Inhibition of NAC on the proliferation of ECV304

induced by Ang域（x±s）

与 AngⅡ处理组相比，** < 0.01. AngⅡ处理组：AngⅡ浓

度为 1μmol/L；NAC干预组：1μmol/LAngⅡ+10mmol/LNAC

组 别
·OH含量(U/mL)

12 h 24 h

AngⅡ处理组

0.03125μmol/L 376.70±34.16*▲ 1460.52±175.45

0.0625μmol/L 412.82±41.28*▲ 1465.60±153.21

0.125μmol/L 1305.54±140.98*▲ 1546.74±152.63

0.25μmol/L 1651.27±175.11*▲ 2535.63±306.25

0.5μmol/L 1800.92±202.96*▲ 2702.98±283.42

1μmol/L 2038.29±196.45*▲ 2743.55±282.32

正常对照组 314.78±22.02 415.84±34.27

与正常对照组相比，▲ < 0.05；与 24 h相同浓度组

相比，* < 0.05.

表 3 Ang域对 ECV304细胞·OH含量的影响（x±s）
Tab.3 Effect of Ang域on the content of·OH in ECV304

（x±s）

2.2 NAC对 Ang域诱导 ECV304细胞增殖的抑

制作用

与 AngⅡ处理组相比细胞增殖率有显著性差

异 （ < 0 . 01）， 10 mmoL/LNAC 可 抑制 1

滋mol/L AngⅡ对 ECV304细胞的增殖作用，而与正

常对照组相比无显著性差异（ > 0.05），见表 2.

2.3 Ang域对 ECV304细胞形态学变化的影响

正常对照组培养的 ECV304细胞，4 h后大部

分细胞贴壁．早期细胞呈小多角，球形，少数细

胞伸展，12 h时，细胞逐渐生长呈梭形，有些细

胞鱼贯状相连. 0.0625 滋moL/L AngⅡ作用 ECV304

细胞 12 h后,可诱导细胞增殖，核清晰，呈圆形或

椭圆形，核分裂相多见，胞浆丰富，内含小颗粒，

细胞呈单层铺路石状排列．1 滋mol/L AngⅡ作用
ECV304细胞 12 h后，核分裂相减少，部分细胞
变圆，贴壁力减弱甚至消失.NAC 干预组培养的
ECV304细胞，核分裂相不明显，细胞生长与正

常对照组相当．

2.4 NAC对 Ang域诱导 ECV304细胞·OH含量

的抑制作用

不同浓度的 AngⅡ作用 ECV304细胞 12 h时，

AngⅡ作用 ECV304细胞产生·OH的含量与 AngⅡ

呈剂量和时间依赖性，随着浓度的增大和时间的

延长，ECV304细胞的·OH含量逐渐增加，与正

常对照组相比有显著性差异（ < 0.05）．相

同浓度 AngⅡ作用 12 h 与 24 h 时·OH 含量相

比，有显著性差异 （ < 0.05） .NAC 干预组与

AngⅡ处理组的·OH 含量相比，有显著性差异

（ < 0.05），而与正常对照组相比无显著性差异

（ > 0.05），见表 3、表 4．

度的增大，细胞增殖率反而逐渐减小；作用时间

为 24 h时，细胞呈负增殖，随 AngⅡ浓度的增大，

增殖率逐渐降低.AngⅡ作用细胞 12 h时，与相同

浓度组作用时间 4 h相比，细胞增殖率有显著性

差异（ < 0.05），见表 1.

组 别
细胞增殖率（%）

4 h 12 h 24 h

AngⅡ处理组

0.03125μmol/L 3.53±0.09 5.61±1.12*▲ -7.73±1.24

0.0625μmol/L 4.34±0.09 41.93±5.03*▲ -8.05±2.31

0.125μmol/L 4.27±0.09 36.31±6.01*▲ -12.57±3.10

0.25μmol/L 3.86±0.05 29.64±4.05*▲ -16.81±2.07

0.5μmol/L 5.21±0.07 23.35±3.02*▲ -14.97±2.38

1μmol/L 4.99±0.11 19.27±1.05*▲ -27.21±4.27

正常对照组 3.11±0.06 3.47±0.07 3.29±0.07

表 1 Ang域在不同时间对 ECV304 细胞增殖作用的影

响 （x±s）
Tab.1 Effect of Ang域on the proliferation of ECV304 in

different time（x±s）

与正常对照组相比，▲ < 0.05；与 4 h相同浓度组相

比，* <0.05.
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2.5 ECV304细胞的·OH含量与细胞增殖率关系

的评价

不同浓度 AngⅡ （0.0625-1μmol/L） 作用

ECV304细胞 12 h时，·OH的含量与细胞增殖率

呈显著负相关，（r = -0.800， < 0.01），见图 1.

表 4 NAC对 Ang域诱导 ECV304细胞·OH含量的抑制

作用（x±s）
Tab.4 Inhibition of NAC on the content of·OHinECV304

induced by Ang域（x±s）

组 别
·OH含量(U/mL)

12 h 24 h

AngⅡ处理组 2038.29±196.45 2743.55±282.32

NAC干预组 371.54±32.42△ 450.73±11.33

正常对照组 314.78±22.02 415.84±34.27

与 AngⅡ处理组相比，△ <0.05．AngⅡ处理组：AngⅡ

浓 度 为 1 μmol/L； NAC 干 预 组 ： 1 μmol/LAng Ⅱ

+10mmol/LNAC

3 讨论

血管内皮细胞发生氧化应激反应，在其特定

的组织位点上氧化作用和抗氧化作用的平衡失调，

蓄积产生氧自由基；AngⅡ被认为是血管氧化应

激的主要诱导剂，可通过 NADPH氧化还原酶诱

导血管内皮细胞产生超氧阴离子，经自由基链反

应，产生·OH[6,7]．新近文献报道氧化应激产生的

氧自由基在一定量时，可作为血管内皮信号转导

分子，参与调节细胞功能[5]．

研究表明，AngⅡ可诱导血管平滑肌细胞产

生内源性氧自由基引起细胞增殖，在心血管疾病

的发生发展中具有重要作用 [8,9]．但 AngⅡ是否通

过一定的氧化还原敏感信号转导途径促进血管内

皮细胞增殖，以前的研究尚未证实.本实验结果发

现：不同浓度的 AngⅡ作用 ECV304细胞 4 h时，

细胞增殖不明显；作用时间为 12 h时，不同浓度

AngⅡ （0.03125～1μmoL/L） 均可促细胞增殖，

0.0625μmol/L AngⅡ促细胞增殖率达到最大，随

AngⅡ浓度的增大，细胞增殖率反而逐渐减小；

作用时间为 24 h时，细胞呈负增殖.在 AngⅡ诱导

血管内皮细胞增殖过程中，伴随有氧自由基（·

OH）含量的变化，并且与内皮细胞的增殖率呈显

著负相关．结果表明，AngⅡ是 ECV304细胞氧化

应激产生氧自由基 （·OH） 的诱导剂，可诱导

ECV304细胞产生氧自由基（·OH），氧自由基(·

OH）含量与 AngⅡ呈时间和剂量依赖性，一定量

的氧自由基（·OH）有促进细胞增殖作用，随着

氧自由基 （·OH） 含量的增多，细胞呈负增殖，

提示氧自由基（·OH）在调控细胞增殖中起重要

作用．

NAC常被用于研究自由基在体内外的生物化

学作用．NAC对细胞具有抗氧化保护作用[10,11]．本

研究结果发现，抗氧化剂 NAC明显减少 AngⅡ诱

导的 ECV304细胞产生的氧自由基（·OH）含量，

并且明显抑制 AngⅡ诱导的 ECV304细胞增殖.这

提示氧自由基 （·OH） 可能是 AngⅡ诱导的

ECV304细胞增殖的主要信号转导分子之一．
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