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摘 要：【目的】探讨激活核因子E2相关因子 2（Nrf2）-抗氧化反应元件（ARE）通路改善尿毒症患者血清诱导的内皮细

胞功能障碍的作用及其机制。【方法】体外培养人主动脉内皮细胞，分别与 10%正常人血清、10%非糖尿病尿毒症患者血清

及 10%糖尿病尿毒症患者血清共培养，同时用 20 μmol/L叔丁基对苯二酚（tBHQ）预处理人主动脉内皮细胞 4 h，实验分为 6
组：正常人血清组、非糖尿病尿毒症患者血清组、糖尿病尿毒症患者血清组、正常人血清+tBHQ组、非糖尿病尿毒症患者血

清+tBHQ组、糖尿病尿毒症患者血清+tBHQ组。流式细胞学技术检测细胞凋亡率、一氧化氮（NO）含量；Western blotting检测

内皮型一氧化氮合酶（eNOS）、醌氧化还原酶 1（NQO1）的表达情况，同时检测细胞丙二醛（MDA）、超氧化物歧化酶（SOD）、

过氧化氢酶（CAT）及谷胱甘肽（GSH）的水平。【结果】尿毒症患者血清培养的人主动脉内皮细胞有显著的功能障碍，细胞凋

亡率、MDA水平增高（P < 0.05）；NO含量、P-eNOSSer1177/eNOS（丝氨酸 1177磷酸化内皮型一氧化氮合酶，P-eNOSSer1177）、SOD、

CAT及GSH的水平均降低（P < 0.05）；tBHQ预处理可降低尿毒症血清条件下人主动脉内皮细胞的凋亡率和MDA含量（P <
0.05），增加NO的产生、eNOS-mRNA表达、P-eNOSSer1177/eNOS、SOD、CAT和GSH的水平（P < 0.05）。【结论】激活Nrf2-ARE通

路可改善尿毒症血清诱导的人主动脉内皮细胞功能障碍，增强抗氧化应激反应可能是其机制之一。

关键词：尿毒症；内皮细胞功能障碍；氧化应激；内皮型一氧化氮合酶（eNOS）；核因子E2相关因子 2-抗氧化反应元件

（Nrf2-ARE）；叔丁基对苯二酚（tBHQ）
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Abstract：【Objective】To investigate the effects and mechanisms of Nrf2-ARE（nuclear factor erythroid-2 related factor-anti⁃
oxidant response element）pathway on uremic serum-mediated endothelial dysfunction in human aortic endothelial cells.【Methods】
Human aortic endothelial cells were incubated in endothelial cell medium containing 10% normal serum，10% non-diabetic uremic
serum or 10% diabetic uremic serum respectively，and 20 μmol/L tertiary butyl hydroquinone（tBHQ）were pretreated with cells to
active Nrf2-ARE pathway. The cells apoptosis rate were measured by flow cytometry，and the synthesis of NO was detected by flow
cytometry and immune fluorescent confocal，while the expression of P- eNOSSer1177/eNOS，and quinone oxidoreductase- 1（NQO1）
were measured by western blotting. The levels of malondialdehyde，superoxide dismutase，catalase，and glutathione in these cells were
also measured with kits.【Results】Aortic endothelial cells incubated with uremic serum had a higher level of apoptosis rate and MDA
（P < 0.05），and a lower level of NO systhesis，P-eNOSSer1177/eNOS expression，CAT，SOD，GSH（P < 0.05）. Pretreated with tBHQ
can reduce the apoptosis rate and MDA level（P < 0.05），improve the amount of NO systhesis，the expression of P-eNOSSer1177/eNOS，
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全球目前有约 261.8万的终末期肾功能衰竭

的慢性肾脏病患者正在接受肾脏替代治疗，还有

超过 700万的患者需要肾脏替代治疗［1］。尿毒症

的治疗需要耗费大量的社会卫生资源。心血管疾

病是尿毒症病人最主要的并发症，是导致其死亡

的重要原因［2-3］。血管内皮功能障碍是心血管病

变发生的始发环节［4］。血管内皮细胞作为血管的

第一道屏障，最易受到尿毒症毒素等危险因素

的侵害导致功能障碍。氧化应激是导致其内皮功

能障碍的最重要机制之一［5-6］。通常临床应用丙

二醛（malondialdehyde，MDA）反映机体氧化应激

水平［7］；超氧化物歧化酶（superoxide dismutase，
SOD）、过氧化氢酶（catalase，CAT）及谷胱甘肽

（glutathione，GSH）可反映机体的抗氧化应激水平［8］。

核因子 E2 相关因子 2（nuclear factor erythroid-2
related factor，Nrf2）是目前已知的最重要的抗氧

化应激系统的调控因子，其激活后能够降低机体

的氧化应激反应水平［9］。而叔丁基对苯二酚

（tert-butylhydroquinone，tBHQ）是广泛应用的Nrf2
激动剂［10］。因此，我们的实验假设激活Nrf2-ARE
（nuclear factor erythroid-2 related factor-antioxidant
response element）通路能改善尿毒症患者血清诱

导的内皮细胞氧化应激反应及内皮功能障碍。

1 材料与方法

1.1 细胞培养

人主动脉内皮细胞细胞株（Sciencell，carls⁃
bad，CA，USA）复苏后放入 37 ℃培养箱培养，条

件为 95% O2和体积分数 5% CO2，培养基为内皮细

胞培养基，每 1～2 d换液或传代一次；当细胞生长

至 70％～80％后可用于实验。实验使用 5 ~ 7代

的细胞。

1.2 实验分组

1.2.1 血清收集 实验组尿毒症患者血清是收集

我院血透中心随机选取非糖尿病肾病以及糖尿病

肾病维持性血液透析患者各 10 例，其中男性

5例，女性 5例。入选患者均进行维持性血液透析

6个月以上；透析充分，Kt/V > 1.3；病情稳定。非糖

尿病尿毒症患者血清组：平均年龄（52 ± 12）岁，

维持性血液透析（30 ± 26）个月；原发肾病为慢性

肾小球肾炎 7例，多囊肾 1例，梗阻性肾病 1例，慢

性肾盂肾炎 1例。糖尿病尿毒症患者血清组：年

龄（50 ± 16）岁（30～72岁），维持性血液透析治疗

（32 ± 20）个月，血糖（11 ± 4）mmol/L。所有患者统

一使用金宝一次性透析器，透析频率为 2～3次/
周，4 h/次。

正常血清组是同期收集的 10例年龄性别匹

配的健康人静脉血，采自我院健康体检中心，经体

检排除肝肾疾病、糖尿病及心脑血管等疾病。

收集方法：禁食一晚，每个受试对象抽取6 mL
静脉血，4 ℃离心（20 913× g）15 min，获取血清，储

存于-80 ℃冰箱［11］。

1.2.2 实验分组 正常人血清组（normal serum
组，N组）：人主动脉内皮细胞与含10%正常人血清

的内皮细胞培养基培养 24 h；尿毒症患者血清组

分为：非糖尿病尿毒症患者血清组（Non-diabetic
uremic serum组，ND组）和糖尿病尿毒症患者血清

组（Diabetic uremic serum组，D组）；非糖尿病尿毒

症患者血清组（ND组）：人主动脉内皮细胞与含

10%非糖尿病尿毒症患者血清的内皮细胞培养基

培养 24 h；糖尿病尿毒症患者血清组（D组）：人主

动脉内皮细胞与含 10%糖尿病尿毒症患者血清的

内皮细胞培养基培养 24 h。tBHQ组刺激组：正常

血清加 tBHQ 组（tBHQ+N 组）：加入 20 μmol/L 的

tBHQ预处理人主动脉内皮细胞 4 h，再加入 10%
正常人血清的内皮细胞培养基共培养 24 h；非糖

尿病尿毒症患者血清加 tBHQ组（tBHQ+ND组）：

加入 20 μmol/L 的 tBHQ 预处理人主动脉内皮细

胞 4 h，再加入 10%非糖尿病尿毒症患者血清的

内皮细胞培养基共培养 24 h；糖尿病尿毒症患者

血清加 tBHQ 组（tBHQ+D 组）：加入 20 μmol/L 的

the levels of CAT，SOD，and GSH in these cells（P < 0.05）.【Conclusion】Activation of Nrf2-ARE pathway can improve endothelial
dysfunction in aortic endothelial cells induced by uremic serum，and its mechanism might be related with enhancement of the antioxi⁃
dant stress.

Key words：uremic serum；endothelial dysfunction；oxidative stress；endothelial nitric oxide synthase（eNOS）；nuclear factor
erythroid-2 related factor-antioxidant response element（Nrf2-ARE）；tert-Butylhydroquinone（tBHQ）

［J SUN Yat⁃sen Univ（Med Sci），2017，38（3）：341-349］
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表 1 引物序列

Table 1 Sequence of primers

Name
Nrf2

GAPDH

Sense
Antisense
Sense

Antisense

Sequence（5’→3’）
TTTTCCATTCCCGAATTACAGT
AGGAGATCGATGAGTAAAAATGGT
TGTGTCCGTCGTGGATCTGA
TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG

Length/bp
130

150

tBHQ预刺激人主动脉内皮细胞 4 h，再加入 10%
糖尿病尿毒症患者血清的内皮细胞培养基共培

养 24 h；
1.3 细胞凋亡检测

流式细胞仪检测细胞凋亡（Annexin-FITC
apoptosis detection kitⅠ，BD Biosciences），用胰酶

消化细胞，离心后弃去上清，用PBS缓冲液重悬细

胞，调整细胞数量为 1 × 106/mL。 取 100 μL加入

流式管，再分别加入 5 μL Annexin V-FITC（AV）和

5 μL碘化丙啶（Propidium Iodide，PI），轻微振荡，

于室温避光孵育 15 min，之后再加入 400 μL PBS
缓冲液，流式细胞仪检测细胞凋亡。AV（-）和 PI
（-）为活体细胞，AV（-）和 PI（+）为坏死细胞，AV
（+）和 PI（-）为早期凋亡细胞，AV（+）和 PI（+）为

晚期凋亡细胞，内皮细胞凋亡的评价是早期凋亡

加晚期凋亡。

1.4 NO的检测

流式细胞仪检测细胞中 NO（50 μg DAF-FM
diacetate溶于20 μL DMSO中，配成浓度为10 μmol/L
DAF-FM溶液），用胰酶消化下细胞，并用预冷的

PBS洗细胞 2次，调整细胞数量为每管 1×106/mL。
离心（20 913× g），5 min/次，弃去 PBS，每个离心管

加入稀释的DAF-FM溶液 1 mL，避光室温孵育 30
min；弃去DAF-FM溶液，再加入 PBS孵育 15 min，
室温，避光，以清除多余的染色剂；弃去 PBS，并
每管加入新的 PBS 500 μL，重悬细胞，流式细胞

仪检测细胞NO的含量。峰值表示NO的含量。

1.5 RT-PCR测定

按 RNA提取试剂盒提取内皮细胞 RNA。按

照逆转录试剂盒说明书进行RT-PCR：先用逆转录

试剂盒合成 cDNA，具体操作步骤按说明书。然后

用 PCR试剂盒进行 PCR扩增，GAPDH为内对照，

引物由上海生物工程有限公司合成（表 1）。具体

操作步骤及反应条件按说明书。

1.6 Western blot检测

提取总蛋白，SDS-PAGE凝胶电泳后，转膜，

封闭，分别加入抗激活核因子 E2相关因子 2（nu⁃
clear factor erythroid-2 related factor，Nrf2）（1∶500，
Santa Cruz Biotechnology），醌氧化还原酶 1（qui⁃
none oxidoreductase-1，NQO1）（1∶1 000，Abcam），

eNOS（1∶500）P-eNOSSer1177（1∶1 000，CST），GAPDH
（1∶10 000，ProteinTech Group），加入辣根过氧化

酶标记的羊抗兔 IgG（1∶10 000稀释），ECL发光液

曝光。用WCIF ImageJ图像分析软件分析目标条

带的光密度值，数值以各干预组与GAPDH的比值

表示。

1.7 其他指标的检测

检测细胞内丙二醛（malondialdehyde，MDA；

丙二醇测试盒，南京凯基）、超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD；超氧化物歧化酶测试

盒，南京凯基）、谷胱甘肽（glutahione，GSH；谷胱甘

肽测试盒，南京凯基）及过氧化氢酶（catalase，
CAT；过氧化氢酶测试盒，南京凯基），操作按相应

说明书进行［16］。

1.8 统计学分析

所有数据用均数±标准差表示，计量资料比

较采用析因设计方差分析，计数资料使用卡方检

验，组间比较采用Bonferronic法，采用 SPSS 13.0统
计软件进行统计。

2 结 果

2.1 人主动脉内皮细胞凋亡的比较

尿毒症血清可诱导人主动脉内皮细胞凋亡：

ND和D组的人主动脉内皮细胞的凋亡率分别为

N组的 2.99和 3.31倍（P < 0.0001）；但是 ND组和

D 组的人主动脉内皮细胞凋亡率差异无显著

性。tBHQ预处理可降低尿毒症血清诱导的内皮

细胞的凋亡率：tBHQ + ND组的人主动脉内皮细

胞的凋亡率为 ND 组的 0.57（P = 0.001），较 N 组

邓文婕，等. 激活Nrf2-ARE通路改善尿毒症患者血清诱导的内皮细胞功能障碍及其机制 343
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高，为 N 组的 1.75 倍（P = 0.033）；tBHQ + D 组的

人主动脉内皮细胞的凋亡率为 D 组的 0.57（P <
0.001），较N组高，为N组的 1.9倍（P = 0.009）。N
和 tBHQ + N 组 凋 亡 率 的 差 异 无 显 著 性（P =
0.109）。不同血清培养的人主动脉内皮细胞的凋

亡率差异有显著性（F = 36.43，P < 0.0001），tBHQ
预处理的人主动脉内皮细胞的凋亡率差异有显

著性（F = 50.55，P < 0.001），血清及 tBHQ两因素

间的交互效应有统计学意义（F = 33.99，P <
0.001，图 1）。

N：Normal serum；ND：Non-diabetic hemodialysis serum；D：Diabetic hemodialysis serum；tBHQ + N：20 μmol/L tert-butylhydroquinone +
N；tBHQ + ND：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + ND；tBHQ + D：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + D；n = 3，1）P < 0.05 vs N；2）P < 0.05
vs ND；3）P < 0.05 vs D

图 1 不同组人主动脉内皮细胞中细胞凋亡的比较

Fig.1 Comparison of the apoptotic rate in aortic endothelial cells
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A：Comparison of NO in aortic endothelial cells；B：Comparison of P-eNOSSer1177/eNOS in aortic endothelial cells. N：Normal serum；ND：Non-
diabetic hemodialysis serum；D：Diabetic hemodialysis serum；tBHQ + N：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + N；tBHQ + ND：20 μmol/L
tert-butylhydroquinone + ND；tBHQ + D：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + D. n = 3. 1）P < 0.05 vs N；2）P < 0.05 vs ND；3）P < 0.05 vs D

图 2 不同组人主动脉内皮细胞NO流式和 eNOS Western的比较

Fig.2 Comparison of NO and eNOS in aortic endothelial cells
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A，B，C，D：the level of MDA，SOD，GSH，CAT in aortic endothelial cells respectively. N：Normal serum；ND：Non-diabetic hemodialy⁃
sis serum；D：Diabetic hemodialysis serum；tBHQ + N：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + N；tBHQ+ND：20 μmol/L tert-butylhydroquinone +
ND；tBHQ + D：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + D；n = 3. 1）P < 0.05 vs N；2）P < 0.05 vs ND；3）P < 0.05 vs D；4）P < 0.05 vs tBHQ + N

图 3 不同组人主动脉内皮细胞中MDA，SOD，GSH及CAT的比较

Fig.3 Comparison of MDA，SOD，GSH and CAT in aortic endothelial cells
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2.2 人主动脉内皮细胞NO和eNOS的比较

尿毒症血清可抑制人主动脉内皮细胞NO合

成：流式细胞学检测显示ND和D组的NO分别为

N组的 0.81和 0.78（P < 0.001）；但ND组和D组的

人主动脉内皮细胞中 NO含量的差异无显著性。

tBHQ 预处理可改善尿毒症血清诱导的人主动

脉内皮细胞NO含量降低：tBHQ+ND组的人主动

脉 内 皮 细 胞 的 NO 为 ND 组 的 1.22 倍（P =
0.009），与N组比，差异无显著性；tBHQ+D组的人

主动脉内皮细胞的 NO 为 D 组的 1.24 倍（P =
0.001），与N组比，差异无显著性。不同血清培养

的人主动脉内皮细胞的NO含量的差异有显著性

（F = 32.73，P < 0.001），tBHQ预处理的人主动脉

内皮细胞的NO含量的差异有显著性（F = 26.91，
P < 0.001），血清及 tBHQ两因素间的交互效应有统

计学意义（F = 11.64，P = 0.0015，图2A）。
尿毒症血清可抑制人主动脉内皮细胞 eNOS

的表达：Western 结果显示人主动脉内皮细胞中

P-eNOSSer1177/eNOS，ND 和 D 组分别为 N 组的 0.67
和 0.61（P = 0.016和P = 0.002）；但ND组和D组的

人主动脉内皮细胞 P-eNOSSer1177/eNOS差异无显著

性。tBHQ预处理可改善尿毒症血清诱导人主动

脉内皮细胞 eNOS降低：tBHQ + ND组为ND组的

1.52倍（P < 0.001）；而 tBHQ + D组为 D组的 1.64
倍，差异有显著性（P < 0.001）。不同血清培养的

人主动脉内皮细胞 P-eNOSSer1177/eNOS的差异有显

著性（F = 77.89，P < 0.001），tBHQ预处理的人主

动脉内皮细胞 P-eNOSSer1177/eNOS的差异有显著性

（F = 4.742，P = 0.030），血清及 tBHQ两因素间的

交互效应有统计学意义（F = 13.10，P = 0.001，图
2B）。

2.3 人主动脉内皮细胞MDA，SOD，GSH及CAT

的比较

尿毒症血清可增强人主动脉内皮细胞氧化

346



第3期

A：the activity of ARE dual luciferase；B：the mRNA expression of Nrf2；C：the protein expression of NQO1. N：Normal serum；ND：Non-di⁃
abetic hemodialysis serum；D：Diabetic hemodialysis serum；tBHQ + N：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + N；tBHQ+ND：20 μmol/L tert-butyl⁃
hydroquinone + ND；tBHQ + D：20 μmol/L tert-butylhydroquinone + D；n = 3，1）P < 0.05 vs N；2）P < 0.05 vs ND；3）P < 0.05 vs D

图 4 不同组人主动脉内皮细胞中Nrf2、NQO1的比较

Fig.4 Comparison of Nrf2 and NQO1 in aortic endothelial cells
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应激水平，降低抗氧化应激反应：ND和D组的人

主动脉内皮细胞的MDA分别为 N组的 2.18（P <
0.0001）和 2.26 倍（P < 0.001），但 ND 组和 D 组的

人主动脉内皮细胞中MDA水平的差异无显著性；

与 N组相比，ND 和 D组的人主动脉内皮细胞的

SOD，GSH 和 CAT 显著下降（P < 0.001，P < 0.001
和P < 0.001）；但ND组和D组的 SOD，GSH和CAT
无显著性。tBHQ预处理可改善尿毒症血清诱导

的人主动脉内皮细胞氧化应激障碍：tBHQ + ND
组的MDA为ND组的 0.68（P < 0.001），较N组高，

为 N组的 1.49倍（P <0.001），tBHQ + ND 组为 tB⁃
HQ + N组的 1.33倍（P = 0.006）；tBHQ + D组为D
组的 0.71（P < 0.001），较N组高，为N组的 1.62倍

（P < 0.001）；与ND组比较，tBHQ + ND及 tBHQ +
D组的 SOD、GSH、CAT均有明显增加（P < 0.001），

但均较N组低（P < 0.05）。不同血清培养的人主动

脉内皮细胞MDA、SOD、GSH及CAT的差异有统计

学意义（F = 65.84，P < 0.001、F = 97.56，P < 0.001、
F = 50.45，P < 0.001及 F = 119.1，P < 0.001），tB⁃
HQ预处理的人主动脉内皮细胞MDA、SOD、GSH
及CAT的差异有统计学意义（F = 124.6，P < 0.001、
F = 116.2，P < 0.001、F = 346.8，P < 0.001 及 F =
306.0，P < 0.001），血清及 tBHQ两因素间的交互效

应有统计学意义（F = 27.91，P < 0.001、F = 5.052，

P = 0.0181、F = 4.724，P = 0.0224 及 F = 8.874，P =
0.0021，图3）。
2.4 tBHQ对人主动脉内皮细胞的Nrf2-ARE通

路激活的影响

tBHQ 可增强人主动脉内皮细胞中 Nrf2 的

mRNA表达：tBHQ+ND组的 Nrf2-mRNA为 ND组

的 1.57 倍（P = 0.005），为 N 组 的 1.83 倍（P =
0.001）；而 tBHQ+D组的Nrf2-mRNA为D组的 1.54
倍（P = 0.008），为N组的1.79倍（P = 0.001）。不同

血清培养的人主动脉内皮细胞的Nrf2-mRNA差异

有显著性（F = 58.21，P < 0.001），tBHQ预处理的

人主动脉内皮细胞的 Nrf2-mRNA差异有显著性

（F = 4.501，P = 0.035），但血清及 tBHQ 两因素

间的交互效应无统计学意义（F = 0.4836，P =
0.628，图 4B）。

tBHQ可增强人主动脉内皮细胞NQO1表达：

tBHQ + ND 组的 NQO1 蛋白量为 ND 组的 1.35 倍

（P = 0.01），为N组的 1.6倍（P < 0.001）；同样 tBHQ
+ D组的NQO1是D组的 1.3倍（P = 0.035），为N组

的 1.57倍（P = 0.001）。不同血清培养的人主动脉

内皮细胞的 NQO1 表达差异有统计学意义（F =
45.75，P < 0.001），tBHQ预处理的人主动脉内皮细

胞的 NQO1 表达差异有统计学意义（F = 8.343，
P = 0.005），但血清及 tBHQ两因素间的交互效应

邓文婕，等. 激活Nrf2-ARE通路改善尿毒症患者血清诱导的内皮细胞功能障碍及其机制 347



中山大学学报（医学科学版） 第38卷
无统计学意义（F = 0.338，P = 0.720，图 4C）。

ARE 双荧光素酶报告基因检测结果显示

tBHQ 可增加人主动脉内皮细胞的 Nrf2 的活性：

tBHQ + ND组的ARE双荧光素酶活性为ND组的

1.27倍（P = 0.012），为N组的 1.86倍（P < 0.001）；

同样 tBHQ + D组的ARE双荧光素酶活性也较D组

高，是D组的 1.28倍（P = 0.023），为N组的 1.85倍

（P < 0.001），而 tBHQ+N组较 N组的 ARE双荧光

素酶活性高，为N组的 1.49倍（P = 0.004）。不同

血清培养的人主动脉内皮细胞的 ARE双荧光素

酶活性差异有显著性（F = 49.86，P < 0.001），tB⁃
HQ预处理的人主动脉内皮细胞的ARE双荧光素

酶活性差异有显著性（F = 17.18，P < 0.001），但血

清及 tBHQ 两因素间的交互效应无统计学意义

（F = 0.144，P = 0.867，图 4A）。

3 讨 论

我们发现非糖尿病和糖尿病尿毒症患者血

清均可诱导人主动脉内皮细胞功能障碍，氧化应

激反应增强，抗氧化系统受损；而使用 tBHQ激活

Nrf2-ARE通路可减轻人主动脉内皮细胞损伤，降

低内皮细胞氧化应激反应，增强抗氧化活性。这

表明，激活Nrf2-ARE通路，可改善尿毒症血清诱

导的内皮细胞功能障碍，而抗氧化系统活化，氧化

应激减轻可能是其重要的机制之一。

尿毒症患者由于肾脏功能衰竭，体内多种代

谢产物和毒素不能被排出，这些物质在血液中蓄

积，对心血管系统、肾脏等系统和器官造成损伤，

并且引起尿毒症的一系列临床症状［12］。血液中的

尿毒症毒素与血管的内皮细胞直接接触，可损伤

内皮细胞，导致其功能障碍［13］。同时尿毒症状态

下，机体普遍存在氧化反应与抗氧化防御失衡，氧

化应激增强。有实验发现，尿毒症患者血清与脐

静脉内皮细胞共培养，可导致细胞MDA、活性氧

产生增加，炎症反应加强，NO含量减少，细胞增殖

活力减弱［11］。在本研究中，同样发现在尿毒症患

者血清刺激下，人主动脉内皮细胞发生氧化应激

反应，抗氧化酶系统受损，细胞凋亡率增加，出现

内皮细胞功能障碍。

Nrf2-ARE信号通路是强大的内源性抗氧化

调控通路，其激活可编码超过 200个保护基因，形

成交互作用的抗氧化网络［14］。我们前期实验使用

tBHQ激活 Nrf2-ARE通路，可改善高糖条件下小

鼠足细胞内氧化应激损伤，增加抗氧化酶活性，减

轻足细胞的损伤［15］。亦有研究表明改变Nrf2的活

性可以调节内皮细胞 eNOS的活性，调控NO的产

生，最终引起内皮细胞的一系列功能改变［16］。关

于激活Nrf2-ARE通路是否能改善尿毒症血清诱

导的内皮细胞功能障碍的研究甚少。在本实验发

现尿毒症患者血清能诱导内皮细胞中Nrf2-ARE
基因增加，这可能是由于尿毒症病变与氧化应

激密切相关，能代偿性的激活抗氧化系统，但这

种激活程度非常有限，不足以限制氧化应激的状

态［16-17］。而使用激动剂进一步激活 Nrf2-ARE通

路，发现其下游的抗氧化系统中的NOQ1蛋白表

达增多，氧化代谢产物MDA产生减少，抗氧化系

统表达增加，细胞凋亡和内皮细胞功能障碍改善。

糖尿病是尿毒症患者心血管事件的危险因

素之一，并且在临床上我们也发现糖尿病尿毒症

患者的心血管事件通常较非糖尿病尿毒症患者更

严重［18-19］。但是在本实验中，我们把血清分成非

糖尿病尿毒症患者血清组和糖尿病尿毒症患者血

清组，发现虽然糖尿病尿毒症患者血清组的内皮

细胞功能、细胞凋亡率以及抗氧化系统的损伤较

非糖尿病尿毒症患者血清组严重，但其差异却没

有统计学意义。这可能是由于在本研究中，细胞

是在体外培养的，体外环境与实际机体内环境有

一定的差别，血清与细胞共培养时间较短等多种

因素造成。

本实验还有一些不足。第一，本实验为体外

实验，其构建的反应环境与体内环境有所差别，得

到的实验结果可能与动物实验及临床研究不同；

第二，本研究中的样本量较少，并且主要为我院血

液透析患者，可能存在一定的抽样差异。因此，我

们还需要更多大样本实验研究以进一步探讨；第

三，还需下调Nrf2表达，以便更加完善的论证激活

Nrf2-ARE信号通路可改善尿毒症患者血清诱导

的人主动脉内皮细胞功能障碍，减轻氧化应激，但

由于本次试验细胞是原代细胞，尿毒症血清对细

胞的损伤较大，使细胞转染成功率低，转染后细胞

的死亡率较高，因此我们未能完成下调Nrf2表达

的实验，需要今后进一步完善。此外，我们需要动

物实验进一步证实Nrf2-ARE通路对尿毒症诱导

内皮细胞氧化应激反应和内皮功能障碍的保护作

用及其机制。
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综上所述，尿毒症血清能诱导人主动脉内皮

细胞氧化应激增强和内皮功能障碍；激活 Nrf2-
ARE信号通路可减轻尿毒症患者血清诱导的人主

动脉内皮细胞氧化应激和内皮功能障碍。
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