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论　著

[摘要]　目的　探讨青蒿素(ART)对氧化低密度脂蛋白(ox-LDL)诱导的血管内皮细胞损伤的作用及其潜在的分子

机制。方法　分别用0、50、100、150、200 mg/ml的ox-LDL及0、1、5、10、20 mmol/L的ART处理对数生长期的人脐

静脉内皮细胞EA.hy926，采用MTT法检测细胞活性。为检测ART对细胞的影响，将EA.hy926细胞分为4组：对照组(无

处理)、ox-LDL组(100 mg/ml ox-LDL)、ox-LDL+ART组(100 mg/ml ox-LDL+10 mmol/L ART)及ox-LDL+ART+3-甲基腺嘌呤

(3-MA)组(100 mg/ml ox-LDL+10 mmol/L ART+5 mmol/L 3-MA)；为检测瞬时感受器电位通道香草酸受体亚型Ⅳ(TRPV4)

对细胞的影响，将EA.hy926细胞分为4组：对照组、ox-LDL组、ox-LDL+ART组及ox-LDL+ART+钌红(RR)组(100 mg/ml 

ox-LDL+10 mmol/L ART+10 mmol/L RR)。采用MTT法检测细胞活性，Western blotting检测TRPV4、自噬相关蛋白(LC3-Ⅱ/ 

LC3-Ⅰ、p62)及凋亡相关蛋白(Bcl-2、Bax)的表达，流式细胞仪检测细胞凋亡情况。结果　EA .hy926细胞活性随着 

ox-LDL浓度的升高而降低，而ART作用于ox-LDL诱导的细胞后，细胞活性明显升高(P<0.05)。与对照组比较，ox-LDL

组细胞活性，p62、Bcl-2、TRPV4表达水平明显降低，而LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、细胞凋亡率、Bax表达水平明显升高，

差异均有统计学意义(P<0.05)。与ox-LDL组比较，ox-LDL+ART组细胞活性、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Bcl-2及TRPV4表达

水平明显升高，而细胞凋亡率、Bax及p62表达水平明显降低，差异均有统计学意义(P<0.05)。与ox-LDL+ART组比较，

ox-LDL+ART+3-MA组及ox-LDL+ART+RR组细胞活性、LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值、Bcl-2表达水平明显降低，细胞凋亡率、

p62及Bax表达水平明显升高，差异均有统计学意义(P<0.05)。结论　ART可通过激活TRPV4促进细胞自噬，从而减轻

ox-LDL诱导的血管内皮细胞损伤。
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[Abstract]　Objective　To investigate the effects of artemisinin (ART) on vascular endothelial cell injury induced by 

oxidized low density lipoprotein (ox-LDL), and explore its potential molecule mechanism. Methods　The human umbilical vein 

endothelial cells EA.hy926 in logarithmic phase were treated respectively with 0, 50, 100, 150 and 200 mg/ml of ox-LDL and 0, 1, 

5, 10 and 20 mmol/L of ART. The cell viability were detected by MTT assay. To detected the effect of ART on cells, the EA.hy926 

cells were divided into control group (without any treatment), ox-LDL group (treated with 100 mg/ml ox-LDL), ox-LDL+ART 

group (treated with 100 mg/ml ox-LDL and 10 mmol/L ART) and ox-LDL+ART+3-methyladenine (3-MA) group (treated with 

100 mg/ml ox-LDL, 10 mmol/L ART and 5 mmol/L 3-MA). To detected the effect of transient receptor potential channel vanillic 

acid receptor subtype Ⅳ (TRPV4) on the cells, the EA.hy926 cells were divided into control group, ox-LDL group, ox-LDL+ART 

group and ox-LDL+ART+ruthenium red (RR) group (treated with 100 mg/ml ox-LDL, 10 mmol/L ART and 10 mmol/L RR). The 

cell viability were detected by MTT assay. The expressions of TRPV4, autophagy associated proteins (LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ and p62) 

and apoptosis associated protein (Bcl-2, Bax) were detected by Western blotting. Cell apoptosis were detected by flow cytometry. 

Results　The cell viability of EA.hy926 decreased with the increase of ox-LDL concentration. The viability of ox-LDL induced cells 
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was significantly upregulated by ART (P<0.05). Compared with the control group, the viability of cells, and the expression levels of 

p62, Bcl-2 and TRPV4 decreased significantly in the ox-LDL group (P<0.05), but the LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, cell apoptosis rate and 

expression level of Bax was significantly up-regulated in ox-LDL group (P<0.05). Compared with the ox-LDL group, the cell viability, 

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, the protein expression levels of Bcl-2 and TRPV4 increased significantly, but the cell apoptosis rate, protein 

expression levels of p62 and Bax decreased significantly in ox-LDL+ART group (P<0.05). Compared with the ox-LDL+ART group, 

the cell viability, LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ ratio, and protein expression level of Bcl-2 decreased significantly (P<0.05), but the cell apoptosis 

rate, protein expression levels of p62 and Bax were up-regulated significantly in ox-LDL+ART+3-MA group and ox-LDL+ART+RR 

group (P<0.05). Conclusion　ART can promote autophagy by activating TRPV4 to reduce ox-LDL induced vascular endothelial 

cell injury. 

[Key words]　artemisinin; peripheral arteriosclerotic disease; oxidized low density lipoprotein; transient receptor potential 

channel vanillic acid receptor subtype Ⅳ

血管内皮损伤及功能障碍是动脉硬化发生的

始动因素。正常情况下，血管内皮结构完整、功

能正常；而氧化低密度脂蛋白(oxidized low density 
lipoprotein，ox-LDL)的沉积会导致内皮细胞损伤、

单核细胞浸润、血小板黏附聚集，并刺激血管平滑

肌细胞向血管内膜迁移及增殖，巨噬细胞吞噬脂

质而形成泡沫细胞，逐渐发展为动脉粥样硬化性

斑块[1-2]。ox-LDL诱导的血管内皮细胞损伤模型广

泛用于动脉粥样硬化发病机制的研究[3-4]。青蒿素

(artemisinin，ART)是从菊科植物黄花蒿中提取的倍

半萜内酯化合物。研究表明，ART可促进巨噬细胞

的自噬，减轻炎症反应，进而抑制动脉粥样硬化斑

块的形成[5-7]，还可延缓ApoE基因敲除小鼠动脉粥

样硬化的进展[8]。但是，ART在内皮细胞损伤中的

作用及其机制目前尚未明确。本研究通过构建ox-
LDL诱导的血管内皮细胞损伤模型，探讨ART对血

管内皮细胞损伤的保护作用及其潜在机制，旨在为

动脉粥样硬化的防治提供新思路。

1　材料与方法

1 . 1 　 主 要 材 料 及 试 剂 　 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

E A . h y 9 2 6购自中国科学院上海生命科学研究院

细胞资源中心；A RT、自噬抑制剂3 -甲基腺嘌呤

(3-methyladenine，3-MA)、瞬时感受器电位通道香草

酸受体亚型Ⅳ(transient receptor potential vanilloid 4， 
TRPV4)阻断剂钌红(ruthenium red，RR)购自美国

Sigma公司；DMEM高糖培养基、胎牛血清购自美

国Gibco公司；ox-LDL、0.25%胰蛋白酶、青霉素-链
霉素双抗(含100 U/ml青霉素+100 μg/ml链霉素)购
自上海生工生物工程有限公司；噻唑蓝(MTT)检测

试剂盒、BCA蛋白检测试剂盒、RIPA蛋白裂解液、

Annexin V-FITC/碘化丙啶(PI)凋亡试剂盒、ECL化
学发光试剂购自上海碧云天生物技术有限公司；兔

抗人LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ多克隆抗体、兔抗人p62多克隆

抗体、兔抗人Bcl-2/Bax多克隆抗体、兔抗人TRPV4
多克隆抗体、兔抗人β-actin多克隆抗体及HRP-IgG

羊抗兔二抗均购自美国Santa Cruz公司。

1.2　实验方法

1.2.1　细胞培养及分组处理　将人脐静脉内皮细

胞EA .hy926用含10%胎牛血清及1%青霉素-链霉素

双抗的DMEM高糖培养基在37 ℃、5%CO2孵箱中培

养，待细胞融合至70%~80%时用0.25%胰蛋白酶消

化，1:3传代培养。取对数生长期EA .hy926细胞，

分别用0、50、100、150、200 mg/ml的ox-LDL诱

导，接种于96孔板，24 h后收集细胞，MTT法检测

细胞活性。取对数生长期E A .hy926细胞，分别用

0、1、5、10、20 mmol/L的ART处理细胞，接种于

96孔板，24 h后收集细胞，MTT法检测细胞活性。

为检测ART对细胞的影响，将对数生长期EA.hy926
细胞随机分为4组：对照组(无处理)、ox-L D L组

(100 mg/ml ox-LDL)、ox-LDL+ART组(100 mg/ml 
ox-LDL+10 mmol/L A RT)及ox-LDL+A RT+3-M A
组(100 mg/ml ox-LDL+10 mmol/L ART+5 mmol/L 
3-M A)。为检测TR P V4对细胞的影响，将对数生

长期EA.hy926细胞随机分为4组：对照组、ox-LDL
组、ox-LDL+ART组及ox-LDL+ART+RR组(100 mg/ml 
ox-LDL+10 mmol/L ART+10 mmol/L RR)。按分组

处理细胞后接种于96孔板，24 h后收集细胞，MTT
法检测细胞活性，Western blotting检测蛋白表达水

平，流式细胞仪检测细胞凋亡率。

1 . 2 . 2　M T T法检测细胞活性　收集各处理组细

胞，每孔加5 g/L MTT工作液20 μ l，于37 ℃孵育

4 h，吸弃上清液；加入DMSO混匀，采用酶标仪检

测各孔在550 nm波长处的吸光度(OD)值，计算细胞

活性。实验独立重复3次。

1.2.3　Western blotting检测蛋白的表达　收集各处

理组细胞，加入RIPA蛋白裂解液，提取总蛋白，

BCA试剂盒检测蛋白含量；以40 mg蛋白量上样，

10% SDS -PAGE电泳分离，转膜，5%脱脂牛奶封

闭，分别加入LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ、p62、Bcl-2、Bax、
TRPV4及β-actin等抗体孵育过夜，TBST洗膜；加

入HRP标记的羊抗兔二抗，室温孵育4 h，TBST洗
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膜；ECL发光液显色曝光。蛋白表达水平以条带

灰度值表示，以β-actin为内参照。实验独立重复 
3次。

1.2.4　流式细胞仪检测细胞凋亡率　收集各处理

组细胞，PBS反复冲洗；加入500 μl结合缓冲液，

用5 μl Annexin V-FITC室温下避光孵育15 min，再加

入5 μl PI孵育5 min；采用流式细胞仪检测细胞凋亡

率。实验独立重复3次。

1.3　统计学处理　采用SPSS 17.0软件进行统计分

析。计量资料以x ± s表示，多组间比较采用单因

素方差分析，进一步两两比较采用SN K- q检验。

P<0.05为差异有统计学意义。

2　结　　果

2.1　ART对ox-LDL诱导的血管内皮细胞活性的影

响　M T T检测结果显示，随着o x -L D L浓度的升

高，E A .hy926细胞活性逐渐降低(P<0.05)，采用

0、1、5、10、20 mmol/L的ART处理EA.hy926细胞

24 h后，E A .hy926细胞活性无明显变化(P>0.05， 
图1)。与对照组比较，ox-LDL组、ox-LDL+A RT
组、ox-LDL+A RT+3-M A组的E A .hy926细胞活性

明显降低；与o x - L D L组比较，o x - L D L + A RT组

细胞活性明显升高；与o x - L D L + A RT组比较， 
ox-LDL+ART+3-MA组细胞活性明显降低，差异均

有统计学意义(P<0.05，图2)。
2 . 2　A RT对o x -L D L诱导的血管内皮细胞自噬的

影响　Western blott ing检测结果显示，与对照组

比较，ox-LDL组、ox-LDL+ART组E A .hy926细胞

中L C 3 -Ⅱ/ L C 3 -Ⅰ比值均增高；与o x - L D L组比

较，ox-LDL+ART组的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值增高， 
ox-LDL+ART+3-MA组的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显

降低；与ox-LDL+ART组比较，ox-LDL+ART+3-MA
组的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降低，差异均有统

计学意义(P<0.05)。与对照组比较，ox-LDL组、 
ox-LDL+ART组E A .hy926细胞中p62蛋白表达水平

降低，ox-LDL+ART+3-MA组p62蛋白表达水平明

显升高，差异均有统计学意义(P<0.05)；与ox-LDL
组比较，ox-LDL+ART组p62蛋白表达水平降低， 
ox-LDL+ART+3-MA组p62蛋白表达水平明显升高，

差异均有统计学意义(P<0.05)；与ox-LDL+ART组比

较，ox-LDL+ART+3-MA组的p62蛋白表达水平明显

升高，差异有统计学意义(P<0.05)(图3)。

图1　不同浓度ox-LDL、ART对EA.hy926细胞活性的影响(n=3)

Fig.1　Effect of different concentrations of ox-LDL and ART on the viability of EA.hy926 cells (n=3)
　　与0 mg/ml ox-LDL组比较，(1)P<0.05；与50 mg/ml ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与100 mg/ml ox-LDL组比较，(3)P<0.05；与150 mg/ml 

ox-LDL组比较，(4)P<0.05。

图2　ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞活性的影响(n=3)

Fig.2　Effect of ART on the v iabi l ity of E A .hy926 cel ls 

induced by ox-LDL (n=3)
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；

与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。
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2.3　ART对ox-LDL诱导的血管内皮细胞凋亡的影

响　流式细胞仪检测结果显示，与对照组比较，

ox-LDL组、ox-LDL+ART组、ox-LDL+ART+3-MA
组的E A .hy926细胞凋亡率均明显增高；与ox-LDL
组比较，ox-LDL+ART组的细胞凋亡率明显降低，

ox-L D L + A RT + 3 - M A组的细胞凋亡率明显增高，

且ox-L D L + A RT + 3 - M A组的细胞凋亡率明显高于

ox-LDL+ART组，差异均有统计学意义(P<0.05， 
图4A、B)。Western blotting检测结果显示，与对

照组比较，ox-LDL组、ox-LDL+ART+3-MA组凋亡

因子Bcl-2的表达水平降低，Bax的表达水平升高；

与ox-LDL组比较，ox-LDL+ART组Bcl-2的表达水平

升高，Ba x的表达水平降低，ox-LDL+ART+3-MA
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组Ba x的表达水平升高；与ox-LDL+ART组比较， 
ox-LDL+ART+3-MA组Bcl-2的表达水平降低，Bax

的表达水平升高，差异均有统计学意义(P<0.05， 
图4C、D)。

图3　ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞自噬的影响(Western blotting，n=3)

Fig.3　Effect of ART on the autophagy of EA.hy926 cells induced by ox-LDL (Western blotting, n=3)
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。

图4　ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞凋亡的影响(n=3)

Fig.4　Effect of ART on the apoptosis of EA.hy926 cells induced by ox-LDL (n=3)
　　A.流式细胞仪检测细胞凋亡；B.各组细胞凋亡率比较；C. Western blotting检测蛋白表达；D. 各组细胞蛋白表达水平比较；与对照

组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。
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2.4　ART对血管内皮细胞TRPV4表达及自噬的影

响　Western blott ing检测结果显示，与对照组比

较，ox-LDL组、ox-LDL+ART+RR组TRPV4蛋白表

达水平明显降低；与ox-LDL组比较，ox-LDL+ART
组TRPV4蛋白表达水平明显升高；与ox-LDL+ART
组比较，ox-LDL+ART+RR组TRPV4蛋白表达水平

明显降低，差异均有统计学意义(P<0.05，图5)。 
Western blott ing检测结果显示，与对照组比较，

o x - L D L组、o x - L D L + A RT组的L C 3 -Ⅱ/ L C 3 -Ⅰ
比值明显升高， p 6 2 蛋白表达水平明显降低， 
ox-LDL+ART+RR组的p62蛋白表达水平明显降低；

与ox-LDL组比较，ox-LDL+ART组的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ
比值明显升高， p 6 2 蛋白表达水平明显降低， 

ox-LDL+ART+RR组的LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降

低；与ox-LDL+ART组比较，ox-LDL+ART+RR组的

LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值明显降低，p62蛋白表达水平明

显升高，差异均有统计学意义(P<0.05，图6)。
2 . 5　抑制T R P V 4对ox-L D L诱导的血管内皮细胞

活性及细胞凋亡的影响　M T T检测结果显示，

与对照组比较，o x - L D L组、o x - L D L + A RT组、 
ox-LDL+ART+RR组细胞活性明显降低；与ox-LDL
组比较，ox-L D L + A RT组细胞活性明显升高；与 
ox-LDL+ART组比较，ox-LDL+ART+RR组细胞活性

明显降低，差异均有统计学意义(P<0.05，图7A)。
流式细胞仪检测结果显示，与对照组比较，ox-LDL
组、ox-LDL+ART组、ox-LDL+ART+RR组细胞凋
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亡率均明显增高；与ox-LDL组比较，ox-LDL+ART
组的细胞凋亡率明显降低；与ox-L D L + A RT组比

较，ox-LDL+ART+RR组的细胞凋亡率明显升高，

差异均有统计学意义( P<0 . 0 5，图7 B)。We s t e r n 
b l o tt i ng检测结果表明，与对照组比较，ox-L D L
组、ox-LDL+ART+RR组凋亡因子Bcl-2的表达水平

降低，Ba x的表达水平升高；与ox-L D L组比较， 
ox-LDL+ART组Bcl-2的表达水平升高，Bax的表达水

平降低；与ox-LDL+ART组比较，ox-LDL+ART+RR
组Bcl-2的表达水平降低，Bax的表达水平升高，差

异均有统计学意义(P<0.05，图7C、D)。

3　讨　　论

外周血管动脉粥样硬化是一个慢性炎症反应过

程，是动脉损伤或者斑块性内皮损伤长期作用的结

果。血管内皮细胞作为紧贴血管壁的单层细胞，最

易受到炎性细胞、氧化应激及循环因子的损害[9]。

近年来大量研究表明，血管内皮细胞的损伤及功

能改变是动脉粥样硬化发生发展的始动环节[10-12]。

ox-LDL为血管内皮凋亡诱导因子，抑制ox-LDL介

导的血管内皮损伤有望成为预防或缓解动脉粥样硬

化进展的有效措施[13]。ART是从菊科植物黄花蒿中

提取的一种低毒、有效的抗疟药，其结构中存在内

过氧桥，断裂后产生的碳中心自由基分子及活性氧

(ROS)是其发挥药理作用的结构基础[14]。近年来，

对ART的研究已经从抗疟疾治疗扩展到抗炎、抗肿

瘤及抑制血管新生等 [15]。已有研究表明，ART减

轻了ApoE-/-基因敲除小鼠的动脉粥样硬化损伤[8]， 
但其防治动脉粥样硬化的分子机制尚待进一步探

索。本研究结果显示，不同浓度ART单独作用于

EA.hy926细胞后，细胞活性无明显变化，但ART能

够逆转ox-LDL对血管内皮细胞EA.hy926活性的抑制

作用。

细胞自噬是细胞通过溶酶体降解内源性底物的

重要生物学过程[16]，在细胞生存、组织分化、结构

重建及代谢平衡中发挥重要作用[17]，可帮助细胞应

对外界有害刺激，促进细胞存活，但过度自噬会导

致细胞发生程序性死亡。有研究表明，自噬与动脉

粥样硬化的发生直接相关，动脉粥样硬化早期在氧

化脂质的刺激下，内皮细胞发生自噬，并通过自噬

图5　ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞TRPV4蛋白表达水平的影响(n=3)

Fig.5　Effect of ART on the protein expression of TRPV4 in EA.hy926 cells induced by ox-LDL (n=3)
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。

图6　ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞自噬的影响(n=3)

Fig.6　Effect of ART on the autophagy of EA.hy926 cells induced by ox-LDL (n=3)
　　与对照组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。
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图7　抑制TRPV4对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞活性及细胞凋亡的影响(n=3)

Fig.7　Effect of suppressing TRPV4 on the viability and apoptosis of EA.hy926 cells induced by ox-LDL (n=3)
　　A. 各组细胞活性比较；B. 各组细胞凋亡率比较；C. Western blotting检测各组细胞中Bcl-2及Bax蛋白的水平；D. 各组细胞Bcl-2及Bax

蛋白表达水平比较；与对照组比较，(1)P<0.05；与ox-LDL组比较，(2)P<0.05；与ox-LDL+ART组比较，(3)P<0.05。
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清除受损的线粒体，保护内皮细胞功能[18-19]；但在

动脉粥样硬化晚期，斑块继续发展，内皮细胞的过

度自噬则可导致细胞死亡，不利于斑块的稳定[20-21]。 
ox-LDL、炎症等与动脉粥样硬化发生相关的因素均

可引起细胞自噬。本研究结果显示，ox-LDL处理提

高了EA.hy926细胞中LC3-Ⅱ/LC3-Ⅰ比值，降低了

p62蛋白表达水平，尽管ox-LDL作用早期可促进细

胞自噬，但并不足以抑制其造成的细胞凋亡。ART
进一步促进了ox-LDL对EA.hy926细胞的自噬作用；

而自噬抑制剂3-MA可逆转ART对ox-LDL诱导的细

胞自噬促进作用；提示ART进一步激活了ox-LDL诱
导的血管内皮细胞自噬，进而抑制血管内皮细胞 
凋亡。

瞬时受体电位(transient receptor potential，
TRP)通道是一类重要的阳离子通道家族。瞬时感

受器电位通道香草酸受体(transient receptor potential 
vanilloid，TRPV)共有6个成员：TRPV1~TRPV6，
广泛分布于哺乳动物体内，在机体的多种生理功能

中发挥重要作用[22]。其中TRPV4激活可引起Ca2+内

流，触发Ca2+依赖的生理反应，调节血管张力[23]。 
有研究发现，T R P V 4激活抑制了肿瘤坏死因子

(TNF)-α诱导的内皮细胞黏附，并减轻了ApoE-/-小

鼠动脉粥样硬化斑块的形成[24]。此外有研究发现，

TRPV4可诱导肝星形细胞的自噬，进而抑制细胞凋

亡[25]；敲低成骨细胞中的TRPV4则可通过抑制自噬

而抑制成骨细胞的分化[26]。以上研究均提示TRPV4
对细胞自噬有促进作用。本研究结果显示，ART上

调了ox-LDL诱导的TRPV4表达，应用TRPV4阻断

剂后，ART对ox-LDL诱导的EA.hy926细胞自噬作用

被反转，表明ART通过激活TRPV4而促进ox-LDL诱
导的血管内皮细胞自噬。但ART是否可通过激活

TRPV4而进入内皮细胞尚未明确。

综上所述，本研究结果表明，ART可通过上调

TRPV4促进细胞自噬，减轻ox-LDL诱导的细胞损

伤，为动脉粥样硬化的治疗提供了潜在靶点。然

而ART激活TRPV4的机制尚不清楚，仍有待进一步 
研究。
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