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trans C18:1通过NOS-NO系统诱导
内皮细胞损伤研究

邱 斌 1，刘 蓉 1，邓泽元 1 ,*，范亚苇 1，李 静 1，胡蒋宁 1，黎 玉 2
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2.南昌大学生命科学与食品工程学院，江西 南昌      330047)

摘   要：为了观察 trans C18:1 对人脐静脉内皮细胞损伤的影响及其与 NOS-NO 系统的关系，首先将不同浓度 trans C18:1

(50、100、200、400μmol/L)与人脐静脉内皮细胞共培养 24 或 48h 后，MTT 法检测细胞存活率；用 trans C18:1

(200μmol/L)处理内皮细胞 24h 后，分别检测一氧化氮含量(NO)及一氧化氮合酶(NOS)活性；将 trans C18:1 与一氧化

氮合酶阻断剂亚硝酸左旋精氨酸甲酯(LNAME)及一氧化氮供体(SNP)单一或联合处理内皮细胞，检测细胞存活率的

变化。结果显示：trans C18:1 以剂量和时间依赖方式导致内皮细胞的存活率下降； LNAME 与 trans C18:1 联合处理

内皮细胞后细胞存活率下降，而 SNP 与 trans C18:1 联合处理后细胞存活率上升；trans C18:1 可诱导 NO 水平和内皮

型一氧化氮合酶(eNOS)活性显著下降，而诱导型一氧化氮合酶(iNOS)活性无显著改变。表明：trans C18:1 能通过抑

制 eNOS 活性减少 NO 的分泌，并暗示 NOS-NO 系统可能是 trans C18:1 诱导内皮细胞损伤的作用机制之一。
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Abstract ：In order to explore the mechanism of trans C18:1-induced endotheliocyte damage by NOS-NO system, the viability

of human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) subjected to trans C18:1 treatments at the concentrations of 50, 100,

200μmol/L and 400μmol/L for 24 or 48 h was determined by MTT assay. Meanwhile, the content of NO and the activity of

NOS in HUVECs treated with trans C18:1 at the dose of 200μmol/L for 24 h were also determined using a commercial kit. Moreover,

the viability of HUVECs subjected to treatments of trans C18:1 coupled with nitric oxide synthase inhibitor L-arginine methyl

nitrite (LNAME) and/or nitric oxide donor (SNP) were also determined. The results indicated that trans C18:1 could decrease the

viability of HUVECs in a dose- and time-dependent manner. The viability of HUVECs could be decreased by the combinatorial

treatment of LNAME and trans C18:1 but increased by the combinatorial treatment of SNP and trans C18:1. trans C18:1 treatment

could induce the secretion of NO and significantly decrease the activity of eNOS, but had no obvious effect on the activity of

iNOS in HUVECs. Therefore, trans C18:1 treatment can reduce the secretion of NO through inhibiting eNOS activity, which suggests

that the involvement of NOS-NO system is one of the important mechanisms of trans C18:1-induced HUVEC damage.
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生产厂家为了提高油脂的稳定性和产品的风味，通

过加氢技术将植物油中顺式不饱和脂肪酸转变为反式脂

肪酸(trans fatty acids，TFA)[1]。目前研究认为人体摄

入 T FA 后，会诱发系统炎症，脂质代谢功能障碍和内
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皮功能损伤，并与心血管疾病的发生和发展有密切关

系[ 2 -4 ]。正常生理状态下，内皮细胞内内皮型一氧化氮

合酶(eNOS)催化合成的 NO 参与维持循环系统的动态平

衡，当 eNOS 受抑制，造成 NO 的合成障碍和生物利用

度下降时，就会诱发许多心血管系统疾病，如高血压、

动脉粥样硬化等[5]。目前，对于 NOS-NO 系统的研究已

十分深入，但关于反式脂肪酸对于内皮细胞 NOS-NO 系

统的影响尚未见报道。本实验主要通过 NOS-NO 系统研

究 TFA 诱导内皮细胞损伤的机制，为研究 TFA 与动脉

粥样硬化的关系提供新的研究思路和科学依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

人脐静脉内皮细胞株由南昌大学医学院赠送。

trans C18:1(反式 -9- 十八碳烯酸)、胰蛋白酶、一氧

化氮合酶阻断剂(亚硝酸左旋精氨酸甲酯，LNAME)、一

氧化氮供体(SNP)、MTT    美国 Sigma 公司；DMEM 培

养基    美国 Gibco 公司；新生牛血清    杭州四季青公

司；一氧化氮(NO)、一氧化氮合酶(NOS)试剂盒    南京

建成科技有限公司。

1.2 仪器与设备

MK3 酶标仪    美国 Thermo 公司；XDS-200C 倒置

显微镜    上海蔡康光学仪器厂。

1.3 方法

1.3.1 细胞培养

取人脐静脉内皮细胞细胞株复苏，于 100mL 培养瓶

内培养，培养基为含 10% 新生牛牛血清的 DMEM 培养

基，待铺满培养瓶后，经胰蛋白酶消化传代，置于 37℃、

体积分数 5% 的 CO2 培养箱培养。隔天换培养液，待细

胞铺满培养皿 60%～80% 时，进行实验分组。

1.3.2 trans C18:1 对细胞存活率的影响

将细胞以 1 × 104 个 /mL 接种于 96 孔板中，每孔加

入细胞悬液 20 0μL，待细胞长至融合。实验组同时分

别加入用 NaOH 溶液溶解的不同浓度的 trans C18:1，使

其终浓度分别为 50、100、200、400μmol/L，每个浓

度 6 个复孔，设立空白对照组(细胞培养液中未添加任

何试剂）和溶剂对照组(细胞培养液中 N a O H 浓度为

200μmol/L），所有 trans C18:1 的溶剂中 NaOH 的最终浓

度均为 200μmol/L。在培箱内培养 24h 或 48h 后，每孔

加入 0.5mg/mL 的 MTT 溶液 20μL，继续培养 4h 后，弃

去上清液，每孔加入 150μL 二甲基亚砜(DMSO)，振荡

使蓝紫色结晶充分溶解，用酶标仪测定 OD 490 nm 值。计

算各浓度 trans C18:1 对细胞存活率的影响。

                          OD实验组

存活率 /%= —————× 100
                       OD空白对照组

1.3.3 trans C18:1 对细胞形态的影响

利用倒置显微镜，观察正常培养 24h 后细胞的形态

和 trans C18:1 作用于内皮细胞 24h 后的形态。

1.3.4 细胞 NO 分泌量和 NOS 活性的测定

将细胞接种于 6 孔培养板，待细胞长至融合后，加

入 trans C18:1(200μmol/L)，继续培养 24h。取细胞培养

液上清液用于 NO 含量的检测，NO 试剂盒(采用硝酸还

原酶法)测定细胞释放到培养液中的 NO 的含量。另外，

把收集的细胞裂解，用于 NOS 活性的检测。蛋白含量

用考马斯亮蓝法检测。将紫外分光光度计调至波长

550nm 处，用 NO 试剂盒测定各组培养液上清中 NO 稳

定代谢产物 NO3 －还原为 NO2 －含量，间接反映 NO 多少。

NOS 测得原理：NOS 催化 L- 精氨酸和分子氧反应生成

NO，NO 与亲核物质生成有色化合物，在波长 530nm 处

测定吸光度，根据吸光度的大小可计算 NOS 活力。具

体操作参考试剂盒说明书。

1.3.5 LNAME 和 SNP 对细胞存活率的影响

将细胞以 1 × 104 个 /mL 接种于 96 孔板中，每孔加

入细胞悬液 200μL，待细胞长至融合后，先将 LNAME
或 SNP 提前与细胞孵育 4h，再向细胞培养基内添加 trans
C18:1(200μmol/L) 培养 24h。LNAME 对细胞存活率的影

响实验分组如下：对照组、trans C18:1(200μmol/L)单独

组、LNAME(0.7μmol/L)单独组，LNAME(0.1、0.3、
0.5μmol/L)+ trans C18:1 组(200μmol/L)。SNP 对细胞存活

率的影响实验分组如下：对照组、trans C18:1(200μmol/L)
单独组、SNP(0.7μmol/L)单独组、S N P ( 0 . 0 5、0 . 1、
0.5μmol/L) + trans C18:1 组(200μmol/L)。具体测定方法

参考 1.3.2 节。

2 结果与分析

2.1 trans C18:1 对内皮细胞存活率的影响

*.trans C18:1 处理内皮细胞 24h 后，与空白对照组相比，差异显

著(P ＜ 0.05)；**.trans C18:1 处理内皮细胞 24h 后，与空白对照

组相比，差异极显著(P ＜ 0.01)；#.trans C18:1 处理内皮细胞 48h
后，与空白对照组相比，差异显著(P ＜ 0.05)；##. trans C18:1 处

理内皮细胞 48h 后，与空白对照组相比，差异极显著(P ＜ 0.01) 。
图 1 trans C18:1 对内皮细胞存活率的影响

Fig.1   Effect of trans C18:1 treatment on the viability of HUVECs
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如图 1 所示，溶剂对照组与空白对照组相比无显著

性差异，50～400μmol/L的 trans C18:1 作用于内皮细胞 24h
和 48h 后，细胞存活率的降低与 trans C18:1 呈浓度依赖

和时间依赖关系，且 trans C18:1 各浓度处理组与空白对

照组相比均有显著性差异(P ＜ 0.05)。
2.2 trans C18:1 对内皮细胞损伤的形态学观察

培养 24h 后的对照组细胞，呈扁平状、结构清晰、

大小均匀、排列紧密，呈典型铺路石状，完全贴附在

培养板内(图 2A)。用 trans C18:1 处理 24h，可以观察到

明显的细胞形态变化(图 2 B )，细胞变小、变圆、细胞

排列稀疏、紊乱，开始与培养板脱离，而且出现少量

细胞坏死现象，可见 trans C18:1 对内皮细胞的生长具有

明显的抑制作用。

2.3 trans C18:1 对内皮细胞 NO 分泌量的影响

A.空白对照组；B.200μmol/L trans C18:1。

图 2 trans C18:1 对内皮细胞形态变化的影响(× 20)
Fig.2   Morphological changes of trans C18:1-treated HUVECs (× 20)

A B

已知内皮细胞在一氧化氮合酶(NOS)催化下合成、

释放的一氧化氮(NO)是一种重要的心血管保护因子。内

源性 NO 是由 L- 精氨酸在 eNOS 催化下转化而来，心血

管系统内由 eNOS 合成的 NO 具有介导血管内皮依赖性舒

张、调节血管张力以及抑制血管平滑肌细胞增殖等多种

心血管保护作用[6]。由图 3 可知，trans  C 18:1 作用于内

皮细胞 24h 后，与空白对照组( 0.33 ± 0.01μmol/mg pro)
相比，NO 的分泌量(0.20 ± 0.01μmol/mg pro)显著下降

(P ＜ 0.05 )。
2.4 trans C18:1 对内皮细胞 NOS 活性的影响

由图 4 可知，trans  C18:1 作用于内皮细胞 2 4 h 后，

与空白对照组((2.73 ± 0.31)U/L)相比，eNOS 的活性

((1.66 ± 0.27)U/L)显著下降(P ＜ 0.05)，而 iNOS 的活性

((1.61 ± 0.09)U/L vs(1.44 ± 0.09)U/L)没有显著性差异

(P ＞ 0.05)。根据结果可知，trans C18:1 主要是通过抑制

eNOS 的活性导致内皮细胞损伤的。

2.5 LNAME 对 trans C18:1 处理的内皮细胞存活率的影响

*.eNOS 活性与空白对照组相比，差异显著(P ＜ 0.05) 。

图 4 trans C18:1 对内皮细胞 NOS 活性的影响

Fig.4   Effect of trans C18:1 treatment on NOS activity in HUVECs
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图 5  LNAME 对 t rans  C 18 :1 处理的内皮细胞存活率的影响

Fig.5   Effect of NOS inhibitor on cell viability of transC18:1-treated
HUVECs
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LNAME 是一种广谱 NOS 抑制剂，它是 L- 精氨酸

的类似物，可以竞争性占领底物 L- 精氨酸的结合部位，

对 NOS 的活性有特异性的抑制作用。将一氧化氮合酶抑

制剂 LNAME 加入培养基 4h 后，然后加入 trans C18:1 作

用 24h，发现 LNAME (0.1、0.3、0.5μmol/L )+ trans
C18:1 组的内皮细胞存活率均比 trans C18:1 单独处理组明显

降低(P ＜ 0.05)，且与空白对照组相比也均显著降低(P ＜

0.05)，其中 LNAME (0.5μmol/L )+ trans C18:1 组与空白对

照组相比差异极显著(P ＜ 0.05)。以上结果说明 LNAME
可以通过抑制一氧化氮合酶的活性，加剧 trans C18:1 对

内皮细胞的损伤。
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图 3 trans C18:1 对内皮细胞 NO 分泌量的影响

Fig.3   Effect of trans C18:1 treatment on the secretion of NO in
HUVECs
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2.6 SNP 对 trans C18:1 处理的内皮细胞存活率的影响

图 6 SNP 对 trans C18:1 处理的内皮细胞存活率的影响

Fig.6   Effect of NO donor on cell viability of trans C18:1-treated
HUVECs
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NO 的生物半衰期极短，在正常生理状态下，为了

维持各系统的机能，机体可产生适当水平的 NO，但许

多慢性疾病如高血压、 动脉粥样硬化等可造成血管内皮

细胞损伤，使 NO 产生减少，补充外源性 NO 是一种必

要的治疗措施，NO 供体(SNP)正是因这种临床需求而产

生的。NO 供体是一类能在生物体内释放出 NO 的前体药

物，不需经 NOS 催化自行或与其他物质作用产生 NO。

将一氧化氮供体SNP加入培养基 4h 后，然后加入 trans
C18:1 作用 24h，发现 SNP(0.1、0.3、0.5μmol/L)+trans
C18:1 组的内皮细胞存活率均比 trans C18:1 单独处理组明显

升高(P ＜ 0.05)，与空白对照组相比无统计学差异(P ＞

0.05)。说明 SNP 可以通过提供 NO，保护内皮细胞免受

trans C18:1 损伤。

3 结  论

N O 作为循环系统功能调节的重要气体信号分子，

能够舒张血管平滑肌、抑制平滑肌细胞增殖、调控心

肌收缩力及阻碍血小板黏附聚集等。早期的研究表明，

炎症感染或炎性细胞因子是主动脉外膜 NO 生成增加的

重要刺激因素，NO 分泌量的变化是检测细胞是否受到

损伤的一个重要指标。NOS 能够以 L- 精氨酸和分子氧

为底物，生成NO和副产物 L-胍氨酸[7]。目前公认的NOS
被分为两个亚型，一种是“结构性”NOS(cNOS)，包

括 eNOS 和 nNOS，eNOS 主要分布于内皮细胞，nNOS
主要分布于神经细胞和骨骼细胞，cNOS 的表达主要是

被 Ca2+ 调控；另一种是“诱导型”NOS(iNOS)，iNOS
的表达是被基因转录调控，主要分布于平滑肌细胞、巨

噬细胞等多种细胞[8]。在正常条件下，内皮细胞内 eNOS
催化产生的少量 NO 主要参与调节血管张力、血流分布

和维持循环系统的稳态平衡[9-11]，而 iNOS 表达甚少，但

在某些外界刺激物的刺激下，iNOS 表达增高，iNOS 活

化后通过细胞膜在短时间内排出大量 NO，过量的 NO 反

而对细胞膜有一定的损伤[12]。

有研究表明：随着 eNOS mRNA 水平的降低，eNOS
蛋白翻译水平受到抑制，进而导致 NO 的分泌量相应减

少，最终造成动脉血管的舒张功能受损 [ 1 3 ]。本研究发

现，trans  C18:1 作用于内皮细胞后，eNOS 的活性受到

抑制，而 iNOS 的活性基本没有变化，同时 NO 的分泌

量显著下降。因此认为 trans C18:1 诱导内皮细胞的损伤

可能是通过下调 eNOS 活性进而诱导 NO 分泌量的下降导

致的，trans C18:1 是通过 NOS-NO 系统诱导内皮损伤的。

实验结果与文献报道相符[14-15]。并且本研究还发现硝普

钠(SNP-NO 供体)可以保护内皮细胞免受 trans C18:1 造成的

损伤，而 LNAME(NOS 抑制剂)则加剧了 trans C18:1 造成

的内皮细胞损伤，这进一步说明 NOS-NO 系统是 trans
C 1 8 : 1 造成内皮细胞损伤的重要机制之一。实验结果表

明，trans C18:1 造成的内皮细胞损伤机制与NOS-NO 系统有

关。本实验以 NOS-NO 系统通作为研究切入点，为研究

反式脂肪酸与动脉粥样硬化的关系提供一定的研究思路。
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