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【基础研究】

缺氧损伤对人脐静脉内皮细胞抗氧化能力、Ca2 + 依赖的三磷腺苷
酶活性、Ca2 + 浓度及线粒体膜电位的影响

穆亚萌1，江 湧2，徐文仓1

( 1．广州中医药大学，广东 广州 510405; 2．广州中医药大学第一附属医院实验中心，广东 广州 510405)

摘要: 目的 探讨缺氧损伤对离体培养的人脐静脉内皮细胞 ( ECV304) 抗氧化能力、Ca2 +依赖的三磷腺苷酶

( Ca2 + -ATPase) 活性、线粒体膜电位( MMP) 和细胞内 Ca2 +浓度等的影响。方法 将 ECV304 细胞分为正常组和缺氧
组。正常组用无血清培养基培养，缺氧组用连二亚硫酸钠( Na2S2O4 ) 孵育 ECV304 细胞 5 h，建立缺氧损伤模型。倒置
显微镜下观察 2 组细胞形态的变化，细胞计数试剂盒( CCK-8) 检测细胞活性，流式细胞仪测定细胞周期、细胞凋亡、细
胞内 Ca2 +浓度及 MMP的变化，化学比色法检测超氧化物歧化酶( SOD) 活性、谷胱甘肽( GSH) 和丙二醛( MDA) 含量、

一氧化氮( NO) 分泌量及 Ca2 + -ATPase活性。结果 正常组细胞贴壁良好，细胞饱满、排列紧密，透明度好;缺氧组细
胞出现皱缩，细胞间排列疏松、紊乱。缺氧组细胞吸光度值为 0． 91 ± 0． 12，低于正常组的 1． 30 ± 0． 25 ( P ＜ 0． 05) 。缺
氧组 G0 /G1 期细胞所占比例为( 88． 53 ± 1． 36) %，高于正常组的( 81． 27 ± 0． 25 ) % ( P ＜ 0． 05 ) ; S 期细胞所占比例为
( 5. 17 ± 0． 21) %，低于正常组的( 6． 07 ± 0． 25) % ( P ＜ 0． 05) ;缺氧组细胞凋亡率为( 19． 75 ± 0． 81) %，高于正常组的
( 9． 83 ± 1． 77) % ( P ＜ 0． 05) 。正常组 MDA、GSH含量，一氧化氮( NO) 分泌量，SOD、Ca2 + -ATPase活性分别为( 0． 40 ±
0． 23) 、( 3． 85 ± 0． 18) 、( 14． 21 ± 0． 39) μmol·L －1、( 64． 61 ± 0． 05) × 103 U·L －1、( 18． 90 ± 1． 09) U·mgprot － 1 ;缺氧组
以上各指标分别为( 1． 65 ± 0． 24) 、( 3． 34 ± 0． 13) 、( 78． 70 ± 5． 29) μmol·L －1、( 35． 33 ± 0． 04) × 103 U·L －1、( 5． 80 ±
0． 31) U·mgprot － 1 ;与正常组相比，缺氧组细胞 SOD 活性、GSH 含量及 Ca2 + -ATPase 活性均降低，MDA 含量增加，NO

分泌量升高( P ＜ 0． 05) 。缺氧组细胞内 Ca2 +荧光强度为( 572． 82 ± 49． 40) %，高于正常组的( 505． 97 ± 19． 40) % ( P ＜
0． 05) 。缺氧组细胞 MMP为( 182． 07 ± 6． 00) %，低于正常组的( 217． 60 ± 16． 40) % ( P ＜ 0． 05) 。结论 Na2S2O4 作用

于 ECV304 细胞引起细胞缺氧损伤，其机制可能与 MMP 降低、细胞内 Ca2 +浓度升高和细胞抗氧化能力及 Ca2 + -AT-
Pase活性减弱相关。
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Effect of hypoxia on antioxidative capacity，Ca2 + adenosine triphosphate enzyme activity，Ca2 + con-
centration and mitochondiral membrane potential in ECV304 cells
MU Ya-meng1，JIANG Yong2，XU Wen-cang1

( 1． Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405，Guangdong Province，China; 2． Department of Experimental
Center，the First Affiliated Hospital of Guangzhou University of Chinese Medicine，Guangzhou 510405，Guangdong Province，Chi-
na)

Abstract: Objective To observe the effect of hypoxia on antioxidant capacity，Ca2 + adenosine triphosphate enzyme
( Ca2 + -ATPase) activity，Ca2 + concentration and mitochondiral membrane potential( MMP) of ECV304 cells cultured in vitro．
Methods ECV304 cells were divided into normal group which cultured in serum-free culture medium and hypoxia group
which were cultured in Na2S2O4 for 5 hours to establish hypoxic injury model． Then the change of cell morphology in the two
groups was observed by inverted microscope; the cytoactive was evaluated by cell counting kit-8( CCK-8) ; the cellcycle，apopto-
sis，intracellular Ca2 + concentration and MMP were assayed by flow cytometry; the activity of superoxide dismutase( SOD) and
Ca2 + -ATPase and the content of glutathione ( GSH) ，malondialdehyde ( MDA) ，nitric oxide ( NO) secretion were measured by
chemical colorimetry method． Ｒesults The cells in normal group were well adherent，full of luster，closely spaced，and highly
pellucidity; while the cells in hypoxia group appeared shrunken，and cell arranged loosely，disorder． The value of absorance in

·257·
第 33 卷 第 9 期

2016 年 9 月
新乡医学院学报

Journal of Xinxiang Medical University
Vol． 33 No． 9
Sep． 2016



hypoxia group and normal group was 0． 91 ± 0． 12，1． 30 ± 0． 25 respectively; the value of OD in hypoxia group was significantly
lower than that in normal group ( P ＜ 0． 05 ) ． The proportion of G0 /G1 and S phase cells in normal group was ( 81. 27 ±
0. 25) %，( 6． 07 ± 0． 25 ) % ; which in hypoxia group was ( 88． 53 ± 1． 36 ) %，( 5． 17 ± 0． 21 ) % ; the proportion of G0 /G1

phase cells was significantly higher and the S phase cells was significantly lower than that in normal group ( P ＜ 0． 05 ) ． The
cell apoptosis rate in hypoxia group［( 19． 75 ± 0． 81 ) %］ was significantly higher than that in normal group［( 9． 83 ±
1. 77) %］( P ＜ 0． 05) ． The content of MDA and GSH，the content of NO secretion，the activity of SOD and Ca2 + -ATPase in
normal group was ( 0． 40 ± 0． 23) ，( 3． 85 ± 0． 18) ，( 14． 21 ± 0． 39) μmol·L －1，( 64． 61 ± 0． 05) × 103 U·L －1，( 18． 90 ±
1． 09) U·mgprot － 1 respectively; the above indexes in hypoxia group was ( 1． 65 ± 0． 24 ) ，( 3． 34 ± 0． 13 ) ，( 78． 70 ±
5． 29) μmol·L －1，( 35． 33 ± 0． 04) × 103 U·L －1，( 5． 80 ± 0． 31) U·mgprot － 1 respectively． Compared with normal group，
the content of MDA，and content of NO secretion were increased( P ＜ 0． 05) ; the activity of SOD，Ca2 + -ATPase and the content
of GSH were decreased ( P ＜ 0． 05 ) in hypoxia group． The fluorescence intensity of intracellular Ca2 + in hypoxia group
［( 572. 82 ± 49． 40) %］was significantly higher than that in normal group ［( 505． 97 ± 19． 40) % ］( P ＜ 0． 05) ． The MMP in
hypoxia group ［( 182． 07 ± 6． 00) %］was significantly lower than that in normal group ［( 217． 60 ± 16． 40) %］( P ＜ 0． 05) ．
Conclusion The hypoxia injury of ECV304 cells being induced by Na2S2O4 is related with the decreasing of MMP and Ca2 + -

ATPase activity，and the increasing of the intracellular concentration of Ca2 + and antioxidant capacity．

Key words: hypoxia; ECV304 cells; oxygen radicals; Ca2 + ; mitochondiral membrane potential

人脐静脉内皮细胞( ECV304 ) 为生物医学和药
学研究的一般模型工具，自 1990 年发现以来已经得
到广泛应用［1］。尽管 ECV304 作为内皮细胞领域的
研究对象广受争议，但其在细胞信号转导和肿瘤的

代谢等方面仍有一定的应用价值［2-3］。缺氧是导致
血管性疾病的重要原因之一，多种血管疾病均存在

缺氧状态［4］。血管内皮细胞损伤是诸多血管病变
性疾病重要病理生理学基础［5-7］。Ca2 +是细胞内的
重要信使，也是参与细胞代谢的重要元素。钙超载
被认为是引起细胞损伤的“最后共同通路”，也是细
胞损伤的重要标志之一［8-11］。细胞内 Ca2 + 浓度由
三磷腺苷( adenosine triphosphate，ATP) 酶依赖性钙
泵等通道调控［12］。正常的线粒体膜电位( mitochon-
dral membrane potential，MMP) 是维持线粒体进行氧
化磷酸化、产生 ATP 的先决条件，MMP 的稳定有利
于维持细胞的正常生理功能和保护细胞结构［13-14］。
近年来研究发现，多种细胞在不同因子作用下发生

凋亡时均伴有 MMP的下降［15-17］。
缺氧是导致血管内皮细胞损伤的极为常见的病

理因素。目前，关于缺氧对 ECV304 细胞抗氧化能
力及细胞能量代谢的影响报道较少。本研究观察
ECV304 细胞缺氧时细胞形态结构及活性、抗氧化
能力及 Ca2 +依赖的 ATP 酶( Ca2 + -adenosine triphos-
phate enzyme，Ca2 + -ATPase ) 活性、MMP 及细胞内
Ca2 +浓度的变化，以期丰富 ECV304 细胞缺氧损伤
的机制研究。

1 材料与方法

1． 1 材料 ECV304 细胞由广州医科大学第二附

属医院惠赠。特级胎生牛血清、培养基、胰蛋白酶为
上海 Invitrogen生物工程公司产品; 一氧化氮( nitric
oxide，NO) 测定试剂盒购自深圳市晶美生物工程公
司; Ca2 + -ATPase、超氧化物歧化酶 ( superoxide dis-
mutase，SOD) 、丙二醛( malondialdehyde，MDA) 、谷胱
甘肽( glutathione，GSH) 检测试剂盒均购自南京建成
生物工程公司; DNA 凋亡检测试剂盒、碘化丙啶
( propidium iodide，PI) 购自美国 Beckman Coulter 公
司;细胞计数试剂盒 ( cell counting kit-8，CCK-8 ) 购
自日本同仁 Dojindo 公司; Ca2 + 浓度检测试剂盒
Fluo3-AM购自美国 BioＲad 公司; MMP 检测试剂盒
Ｒh123 购自上海 Biochemicals 公司; 流式细胞仪配
套 EXPO 32 采集分析软件，MultiCycle 分析软件购
自美国 Beckman coulter 公司;酶标仪 Multiskan MK3

购自美国 Thermo 公司; 倒置显微镜购自美国 Ther-
mo公司。
1． 2 方法
1． 2． 1 细胞培养及分组 ECV304 细胞用含体积
分数 10%胎牛血清的高糖达尔伯克改良伊格尔培
养基( Dulbecco's modified Eagle's medium，DMEM) ，
37 ℃，体积分数 5% CO2 培养箱中培养，待细胞培

养至对数生长期时，消化离心，重悬成单细胞悬液，

按 107 L －1接种于 96 孔板或 108 L －1接种于 24 孔板，

于 37 ℃，体积分数 5% CO2 培养箱中继续培养。细
胞培养至对数生长期，弃培养基。将细胞分为正常
组和缺氧组，正常组用无血清培养基培养，缺氧组参

照顾俊菲等［18］的方法，加入含 10 mmol·L －1连二亚

硫酸钠( natrium hydrosulfurosum，Na2S2O4 ) 的无血清
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培养基，培养 5 h。每组 8 孔，实验重复 3 次。
1． 2． 2 形态学观察 倒置显微镜下观察 2 组细胞
形态，待细胞损伤程度达到约 80%时，拍照记录。
1． 2． 3 细胞活性检测 96 孔板培养细胞至对数生
长期时，每孔加入含有 10 μL CCK-8 的培养基
100 μL，37 ℃孵育 2 h 后，450 nm 波长处检测细胞
液的吸光度( A) 值。CCK-8 试剂能被细胞线粒体中
的脱氢酶还原成具有高度水溶性的橙黄色甲臢物，

生成的甲臢物的数量与活细胞的数量成正比，A 值
越大，培养液颜色越深，表明活细胞数量越多，可通

过 A值反应细胞活性［19］。
1． 2． 4 细胞周期及凋亡检测 收集细胞，制成单细
胞悬液，1 000 r·min －1离心 10 min，弃去培养液，磷
酸盐缓冲液( phosphate buffered saline，PBS) 洗 2 次，
加入体积分数 70%乙醇 4 ℃固定 24 h，用 PBS 洗 2
次，分别加入 ＲNA酶、PI，放置 4 ℃冰箱中避光显色
25 min，用流式细胞仪对细胞周期进行检测，Multi-
Cycle软件分析细胞周期及凋亡。
1． 2． 5 抗氧化指标及 Ca2 + -ATPase 活性检测 收
集细胞液，按照试剂盒说明书指引，检测 2 组细胞液
SOD活性、GSH 和 MDA 含量、NO 分泌量及 Ca2 + -
ATPase活性变化，酶标仪读取 A值。样品 NO分泌量 =
( A测定管 －A空白管) / ( A标准管 － A空白管 ) ×100 μmol·L －1。

1． 2． 6 细胞内 Ca2 +测定 1 × 107 L －1的细胞悬液

加 Fura-3 /AM( 终浓度5 μmol·L －1 ) ，37 ℃ 恒温振荡
45 min。PBS 洗 2 次，调整细胞浓度为 1 × 106 L －1。
流式细胞仪测定单个细胞的荧光强度值，每份标本

测 10 000 个细胞，其平均荧光强度值为测定值，用
以反映 Ca2 +浓度变化。
1． 2． 7 缺氧对细胞 MMP 的影响 收集细胞，PBS
洗 2 次。加入 1 μmol·L －1 Ｒh123 于 37 ℃孵育
30 min，1 000 r·min －1离心 5 min 去除 Ｒh123，PBS
洗 2 次，重悬细胞，流式细胞仪检测 ECV304 细胞
MMP水平，结果以平均荧光值表示。
1． 3 统计学处理 应用 SPSS 12． 0 统计学软件进
行数据分析，计量资料以均数 ±标准差( 珋x ± s) 表示，
2 组间比较采用独立样本 t检验，P ＜ 0． 05 为差异有
统计学意义。

2 结果

2． 1 细胞形态学观察 结果见图 1。正常组细胞
贴壁良好，细胞饱满、排列紧密，透明度好;缺氧组细
胞出现皱缩，细胞间排列疏松、紊乱。

A:正常组; B:缺氧组。

图 1 2 组细胞形态观察(倒置显微镜，×40)
Fig． 1 Cytomorphology of two groups ( inverted micro-
scope，×40)

2． 2 缺氧对细胞活性的影响 缺氧组细胞 A 值为
0． 91 ± 0． 12，低于正常组的 1． 30 ± 0． 25，差异有统
计学意义( t = 3. 671，P ＜ 0． 05) 。
2． 3 缺氧损伤对 ECV304 细胞周期及凋亡的影响
结果见表 1。缺氧组 G0 /G1 期细胞所占比例高于

正常组，S期细胞所占比例低于正常组，差异均有统
计学意义( P ＜ 0． 05 ) ; 缺氧组细胞凋亡率高于正常
组( P ＜ 0． 05) 。
表 1 缺氧损伤对 ECV304 细胞周期及凋亡的影响
Tab． 1 Effect of hypoxia on cell cycle and apoptosis of
ECV304 cells ( n =8，珔x ± s)

组别 G0 /G1 期 /% S期 /% 凋亡率 /%
正常组 81． 27 ± 0． 25 6． 07 ± 0． 25 9． 83 ± 1． 77
缺氧组 88． 53 ± 1． 36a 5． 17 ± 0． 21a 19． 75 ± 0． 81a

注:与正常组比较aP ＜ 0． 05。

2． 4 缺氧对 ECV304 细胞抗氧化指标以及 Ca2 + -
ATPase活性的影响 结果见表 2。与正常组比较，
缺氧组细胞 SOD活性、GSH 含量及 Ca2 + -ATPase 活
性均降低，MDA含量增加，NO 分泌量升高，差异均
有统计学意义( P ＜ 0． 05) 。
表 2 缺氧对 ECV304 细胞抗氧化能力及 Ca2 + -ATPase 活
性的影响

Tab． 2 Effect of hypoxia on antioxidant capacity and
Ca2 + -ATPase activity in ECV304 cells ( n =8，珔x ± s)

组别
SOD/

( 103 U·L － 1)

MDA/

( μmol·L － 1)

GSH/

( μmol·L － 1)

NO/

( μmol·L － 1)

Ca2 + -ATPase /

( U·mgprot － 1)
正常组 64． 61 ± 0． 05 0． 40 ± 0． 23 3． 85 ± 0． 18 14． 21 ± 0． 39 18． 90 ± 1． 09
缺氧组 35． 33 ± 0． 04a 1． 65 ± 0． 24a 3． 34 ± 0． 13a 78． 70 ± 5． 29a 5． 80 ± 0． 31a

注:与正常组比较aP ＜ 0． 05。

2． 5 缺氧对细胞内 Ca2 + 浓度的影响 缺氧组
Ca2 +荧光强度为 ( 572． 82 ± 49． 40 ) %，高于正常组
的( 505． 97 ± 19． 40 ) %，差异有统计学意义 ( t =
2. 519，P ＜ 0． 05) 。
2． 6 缺氧对 MMP 的影响 缺氧组细胞 MMP 为
( 182． 07 ± 6． 00 ) %，低于正常组的 ( 217． 60 ±
16. 40) %，差异有统计学意义 ( t = 3． 524，P ＜
0. 05) 。
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3 讨论

ECV304 细胞是缺血缺氧中多种损伤因子的重
要靶点，ECV304 细胞受损也是缺血缺氧病理变化
过程中的关键环节［20-21］。本研究以 ECV304 细胞为
研究对象，从不同层面探讨其对细胞的影响。

CCK-8 法是一种替代噻唑蓝［3-( 4，5-dimethyl-
thiazole-2-yl) -2，5-diphenyltetrazolium bromide，MTT］
检测细胞活性的方法，可直接将检测剂加入原培养

液中，省去了 MTT法在吸出培养液时脱落细胞一并
被吸出的可能性，操作更加简便、灵敏度高、重复性
好的细胞活性检测方法。本研究提示，缺氧损伤造
成了细胞活性降低，这与 XU等［22］的结果一致。
细胞周期不同时间点的转换，由细胞内部机制

调控，一般调控点在 G0 /G1 期和 S 期。当细胞受到
外界刺激时，一般表现为 G1 停滞，S 期细胞减
少［23］。本研究中，缺氧组 G0 /G1 期细胞比正常组增

多，S 期细胞减少，细胞凋亡率升高，表明缺氧通过
抑制细胞由 G1 期进入 S 期导致损伤，进而引起凋
亡。

SOD为体内主要的氧自由基清除酶，是机体防
御氧化损伤的抗氧化酶体系的一部分［24］，能反映机

体内源性抗氧化能力。本研究中，缺氧组 SOD 活性
比正常组下降，提示细胞缺氧时，组织中清除氧自由

基的酶活性降低，抗氧化酶系的保护作用减弱，氧化

抗氧化之间的平衡遭到破坏，从而使细胞膜和生物

大分子等受到攻击，与 ZHANG 等［25］的结论一致。
GSH 为机体内自由基防御系统中一种重要的生物
大分子，能有效清除生物氧化产生的自由基，维持细

胞内环境稳定，使组织免受自由基损害［26］。本研究
结果显示，缺氧组细胞的 GSH 含量比正常组降低，
表明缺氧导致机体清除氧自由基的能力下降，细胞

受到损害，与 MＲCIO等［27］在对蟹由于缺氧复氧形
成的抗氧化防御系统的研究结论一致。MDA 是脂
质过氧化反应产物之一，可反映脂质过氧化的程

度［28］。细胞缺氧时，活性氧爆发性产生，组织清除
氧自由基的能力下降，氧自由基堆积，细胞会由于膜

脂质过氧化而损伤。本研究中，缺氧组 MDA 含量
比正常组增加，提示缺氧后，细胞脂质过氧化程度加

重，细胞出现损伤，与 HUANG 等［29］研究结论相符。
机体内 NO具有双重作用，正常情况下，细胞能分泌
一定量的 NO来维持生理状态，当细胞受到刺激后，
NO大量产生，与氧离子生成亚硝酸盐和自由基，加
重组织和细胞损伤［30］。本研究中，缺氧组 NO 分泌
量比正常组高，提示缺氧导致 ECV304 细胞 NO 分

泌量显著增加，细胞受到损伤。以上研究结果表明，
缺氧能引起细胞抗氧化能力减弱，进而导致损伤，与

文献［31-32］报道结论一致。
正常状态下，细胞以有氧代谢为主。长期缺氧

时，机体产生氧化应激和炎症反应，自由基显著增

加，机体内分子、细胞、器官等受到损伤，使细胞内
Ca2 + -ATPase活性降低。本研究中，缺氧组 Ca2 + -
ATPase活性比正常组低，表明细胞在缺氧状态下受
到损伤，与 CHIAＲELLO等［33］结论一致。
线粒体是细胞生成 ATP 的主要场所［34］，其除

了可促进细胞能量转换外，还参与细胞凋亡。线粒
体在呼吸氧化过程中，将所产生的能量以电化学势

能储存于线粒体内膜，在内膜两侧造成质子及其他

离子浓度的不对称分布而形成 MMP。本研究结果
显示，缺氧组 MMP较正常组显著下降，提示缺氧损
伤可能引起 MMP 下降，这样不利于细胞维持正常
的生理功能和结构，与辛晓蓉等［35］和 POPOVA
等［36］研究结果一致。Ca2 +是细胞内最重要的信号
分子之一，生理状态下主要参与细胞的能量代谢，在

缺氧状态下可以通过钙信号系统的调控，以便细胞

对缺氧作出适应性调整［37-38］。本研究显示，缺氧组
细胞内 Ca2 +浓度显著高于正常组，提示缺氧后，细
胞受到损伤，Ca2 +大量内流，导致细胞内 Ca2 +浓度
增加［39］。因此，钙超载是缺氧对细胞损伤的环节之
一，也是细胞凋亡的关键信号。
总之，缺氧可引起 ECV304 细胞抗氧化能力减

弱，Ca2 + -ATPase 活性降低，Ca2 + 浓度升高及 MMP
降低。
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