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利伐沙班对氧化型低密度脂蛋白诱导的人脐静脉
内皮细胞功能的影响*

袁 媛 1，刘 迟 1，李光慧 1，张晓丹 1，王利苹 1，黄仲义 1，王 斌 1，2△

（1. 上海市静安区中心医院，上海 200040； 2. 复旦大学附属华山医院，上海 200040）
摘要：目的 探讨利伐沙班（RIV）对氧化型低密度脂蛋白（Ox - LDL）诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）功能损伤的影响。方法 根

据干预措施，将实验分为空白对照组（A组，常规培养液），Ox - LDL组（B组，100 μg / mL Ox - LDL 的培养液），Ox - LDL + RIV125组

（C1组，100 μg / mL Ox - LDL和 125 ng / mL RIV的培养液），Ox - LDL + RIV250组（C2组，100 μg / mL Ox - LDL和 250 ng / mL RIV的

培养液）和 Ox - LDL + RIV500 组（C3组，100 μg / mL Ox - LDL 和 500 ng / mLRIV 的培养液），各组细胞均处理 48 h。采用 CCK - 8 法

检测各组细胞存活率的变化，采用流式细胞术检测细胞凋亡情况，采用酶联免疫吸附试验（ELISA）检测白细胞介素 1β（IL - 1β）、白细

胞介素 6（IL - 6）、肿瘤坏死因子 - α（TNF - α）水平，采用免疫印迹（Western blot）法检测细胞核因子 - κB（NF - κB）和尿激酶型纤溶

酶原激活因子受体（uPAR）蛋白表达水平。结果 与 B组比较，C1组、C2组、C3组细胞存活率显著升高（P < 0. 05），细胞凋亡率和 uPAR
表达水平均显著降低（P < 0. 05）；C3组 IL - 1β，TNF - α，IL - 6水平和 p - NF - κB p65表达水平显著降低（P < 0. 05）。结论 RIV 能

显著恢复细胞活力、减少细胞凋亡和由 Ox - LDL引起的炎性反应，可能通过 NF - κB和 uPAR的调节而发挥作用。

关键词：利伐沙班；人脐静脉内皮细胞；氧化型低密度脂蛋白；尿激酶型纤溶酶原激活因子受体；核因子 - κB
Effect of Rivaroxaban on the Function of Human Umbilical Vein Endothelial Cells Induced

by Oxidized Low - Density Lipoprotein
YUAN Yuan1，LIU Chi1，LI Guanghui1，ZHANG Xiaodan1，WANG Liping1，HUANG Zhongyi1，WANG Bin1，2

（1. Jing′an District Center Hospital，Shanghai，China 200040； 2. Huashan Hospital of Fudan University，Shanghai，China 200040）

AbstractAbstract：：Objective To investigate the effect of rivaroxaban（RIV） on oxidative low - density lipoprotein（Ox - LDL） - induced
functional impairment of human umbilical vein endothelial cells（HUVEC）. Methods According to different treatments，cells were
divided into the blank control group（group A，conventional culture medium），Ox - LDL group（group B，culture medium containing
100 μg / mL Ox - LDL），Ox - LDL + RIV125 group（group C1，culture medium containing 100 μg / mL Ox - LDL and 125 ng / mL
RIV），Ox - LDL + RIV250 group（group C2，culture medium containing 100 μg / mL Ox - LDL and 250 ng / mL RIV） and
Ox - LDL + RIV500 group（group C3，culture medium containing 100 μg / mL Ox - LDL and 500 ng / mL RIV）. Cells in all
groups were treated for 48 h. CCK - 8 method was used to detect the changes in cell survival in different groups，flow cytometry
was used to detect apoptosis，enzyme - linked immunosorbent assay（ELISA）was used to detect the levels of interleukin（IL）- 1β，
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IL - 6 and tumor necrosis factor - α （TNF - α），and Western blot was used to determine the expression levels of nuclear
factor - κB（NF - κB） and urokinase - type plasminogen activator receptor（uPAR） proteins. Results Compared with those in
group B，the cell survival rates in groups C1，C2，and C3 significantly increased（P < 0. 05），while the cell apoptosis rates and the
expression level of uPAR in groups C1，C2，and C3 significantly reduced（P < 0. 05）；the levels of IL - 1β，TNF - α，IL - 6，and
the expression level of p - NF - κB p65 in the group C3 significantly reduced（P < 0. 05）. Conclusion RIV can significantly
restore cell viability，reduce cell apoptosis，and induce inflammatory reactions induced by Ox - LDL，which may play a role through
the regulation of NF - κB and uPAR.
Key wordsKey words：：rivaroxaban；human umbilical vein endothelial cells；oxidized low - density lipoprotein；urokinase - type plasminogen
activator receptor；nuclear factor - κB

动脉粥样硬化是心脑血管事件的重要发病机制，

其发生、发展与内皮细胞功能紊乱、脂质聚积和炎症进

展密不可分［1］。有研究显示，由脂质诱发的人内皮细胞

损伤是动脉粥样硬化的始动环节［2］。氧化型低密度脂蛋

白（Ox - LDL）可通过减少增殖、促进凋亡和引发炎症而

引起内皮细胞功能障碍［3］。利伐沙班（RIV）是非维生素K
拮抗剂口服抗凝剂（NOAC）的代表药物［4］，不仅可预防

栓塞性中风，还可减少心血管事件，如冠状动脉及外周

血管疾病、血栓栓塞症和动脉粥样硬化［5 - 6］。部分研究对

RIV可能具有减少内皮功能损伤的潜力这一假设进行了

验证，发现RIV可减少脂多糖（LPS）、［4 -（（氨基甲酰基

硫基）甲基）苯基］硼酸氢溴酸盐、内毒素或氧甾醇引起

的炎性因子或凋亡细胞的数量［7 - 10］。为此，本研究中探

讨了RIV对Ox - LDL刺激下内皮细胞功能障碍的影响

及可能的机制。现报道如下。

1 材料与方法

1. 1 仪器、试药与细胞

仪器：Forma3111型细胞培养箱（美国 Thermo公
司）；EPOCH型酶标仪（美国 BioTek公司）；BSC - 1600
IIA2型生物安全柜（苏州安泰空气技术有限公司）；

FACSClibur型流式细胞仪（美国BD公司）；2500型凝胶

成像仪（上海天能公司）；Mini - PROTEAN型垂直电泳

仪（美国BioRad公司）。

试药：RIV（上海阿达玛斯试剂有限公司，批号为

P1263035，纯度为 99. 9%）；Ox - LDL（广州奕源生物工

程公司，货号为YB - 002）；DMEM培养液（美国Hyclone
公 司 ，批 号 为 AF29585038）；胎 牛 血 清（批 号 为

42F6590K），胰酶（批号为批号04054），均购自美国Gibco
Thermo公司；青霉素（100 U / mL）-链霉素（100 mg / mL）
溶 液（上 海 碧 云 天 生 物 技 术 有 限 公 司 ，批 号 为

080420200826）；细胞计数试剂盒（CCK - 8，北京兰杰柯

科技有限公司，批号为 71011500）；膜联蛋白 - 荧光素

异硫氰酸酯 /碘化丙啶Annexin V - FITC / PI凋亡试剂

盒（批号为A20843），肿瘤坏死因子 - α（TNF - α），酶

联免疫吸附试验（ELISA）试剂盒（批号为A18211134），

白 细 胞 介 素 6（IL - 6）ELISA 试 剂 盒（批 号 为

A10610732），均购自广州联科生物科技有限公司；白细

胞介素 1β（IL - 1β）ELISA试剂盒（武汉伊莱瑞特生物

科技股份有限公司，批号为VC8IKL2PYR）；十二烷基硫

酸钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS - PAGE）预制胶（上

海天能科技有限公司，批号为 072220100803）；无蛋白

快速封闭液（上海雅酶生物科技有限公司，批号

03551200）；兔尿激酶型纤溶酶原激活因子受体（uPAR）
抗体（武汉三鹰生物技术有限公司，批号为 00082384）；

核因子 - κB（NF - κB）p65抗体（批号为16），p - NF - ĸB
p65抗体（批号为 17），均购自美国 Cell Signaling Tech‐
nology公司；β - 肌动蛋白（β - actin）抗体（批号为

T0002），山羊抗兔免疫球蛋白G（IgG，批号为 56j9958），

均购自常州祥泰生物技术有限公司；山羊抗鼠 IgG抗体

（美国 Jackson公司，批号为140586）。

细胞株：人脐静脉内皮细胞株（HUVEC）由复旦大

学药学院微生物与生化药学教研室馈赠。

1. 2 方法

细胞培养：从液氮中取出HUVEC细胞株 1支进行

细胞复苏，使用含有 10%胎牛血清和 1%青链霉素的

DMEM培养液，将复苏后的HUVEC分装于 T25细胞培

养瓶中，将细胞置 5% CO2、37 ℃的培养箱中，培养 24 h
后更换新鲜培养液。当细胞培养至对数生长期（融合度

约为80%）时进行传代培养或细胞计数。

细胞分组与处理：条件培养 24 h后，根据不同干预

措施将HUVEC分为空白对照组（A组，常规培养液），

Ox - LDL组（B组，含 100 μg / mL Ox - LDL的培养液），

Ox - LDL + RIV125组（C1组，含 100 μg / mL Ox - LDL
和 125 ng / mL RIV的培养液），Ox - LDL + RIV250组
（C2组，含 100 μg / mL Ox - LDL和 250 ng / mL RIV的培

养液）和 Ox - LDL + RIV500组（C3组，含 100 μg / mL
Ox - LDL和500 ng / mL RIV的培养液）。用RIV 20 mg / d
剂量预防中风时，患者血浆浓度峰值为 249（184～
343）ng / mL，谷浓度为44（12～137）ng / mL［11］。10 mg / d
或 20 mg / d剂量治疗静脉血栓时，患者最大血浆浓度

为101（7～273）ng / mL或215（22～535）ng / mL，最低血

浆浓度为 14（4～51）ng / mL或 32（6～239）ng / mL［12］。
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经换算，C1组、C2组、C3组分别给予 125，250，500 ng / mL
质量浓度RIV。

CCK - 8法检测细胞存活率：取对数生长期细胞，以

1 000个 /孔的浓度接种到96孔板，每孔200 μL培养液，

置培养箱中培养 24 h，弃去上清液，进行分组处理，每组

设6个复孔，继续培养48 h，弃去培养液，每孔加入100 μL
培养液和 10 μL CCK - 8溶液，避光持续培养 1. 5 h。利
用酶标仪于 450 nm波长处读取吸光度，重复 3次。以

A组的细胞存活率为100%，计算各组细胞存活率。

流式细胞仪检测细胞凋亡率：取对数生长期细胞，

以 2. 5 × 104个 /孔的浓度接种至 12孔板，每孔 1 mL培
养液，置培养箱中培养 24 h，弃去上清液，进行分组处

理，每组设 3个复孔，继续培养 48 h，收集各组细胞，置

1. 5 mL离心管中，使用预冷的无菌磷酸盐缓冲液（PBS）
离心洗涤，使用Annexin V - FITC / PI凋亡试剂盒，将细

胞重悬于500 μL 1 ×结合缓冲液中，并于每管中加入5 μL
Annexin V - FITC和 10 μL PI，室温避光孵育 5 min。利
用流式细胞仪检测细胞的荧光情况，采用 FlowJo V10
软件分析。以Annexin V - FITC染色阳性和PI染色阴性

或阳性的细胞百分比计算细胞早期和晚期的凋亡率。

ELISA测定细胞炎性因子水平：取对数生长期细

胞，以 1. 0 × 105个 /孔接种至 6孔板，每孔 2 mL培养液，

置培养箱中培养 24 h弃去上清液，进行分组处理，每组

设 3个复孔，继续培养 48 h，收集各组细胞培养上清液，

离心（离心力为 1 000 g）20 min，进一步除去杂质和细胞

碎片，取上清液。按 ELISA试剂盒说明测定 IL - 1β，
IL - 6，TNF - α水平。

免疫印迹（Western blot）法测定NF - κB信号通路与

uPAR蛋白的表达：取对数生长期细胞，以1. 0 × 105个 /孔
接种至6孔板，每孔2 mL培养液，置培养箱培养24 h，置
无菌操作台，弃去上清液，用预冷的无菌 PBS洗涤

2遍，每孔分别加入100 μL裂解液（含1%蛋白酶抑制剂

和 1%磷酸酶抑制剂）于冰上裂解，收集裂解液，于 4 ℃
离心（离心力为 14 000 g）5 min后留取上清液，采用

BCA法测定蛋白浓度［13］，根据样品浓度与一定浓度的

上样缓冲液混合，4 ℃低速离心后，高温变性，混匀，分

装，置 - 20 ℃冰箱。每孔上样20 μg蛋白，使其在4%～20%
的 SDS - PAGE中进行电泳，分离后的蛋白通过湿法电

转法转移到聚偏氟乙烯（PVDF）膜上［14］，用无蛋白快速

封闭液封闭 30 min后，4 ℃温下下与一抗孵育过夜，包

括μPAR（稀释浓度为1∶800），NF - κB p65和p - NF - κB
p65（稀释浓度均为1∶1 000），内参蛋白β - actin（稀释浓

度为 1∶5 000）。孵育后 PVDF 膜用含 0. 1%吐温 20
（Tween - 20）的缓冲液洗涤3次，每次5 min，与二抗室温

孵育 1. 5 h。使用增强型化学发光试剂盒，通过凝胶成像

系统显影、拍照。采用 Image J软件检测蛋白灰度值。

1. 3 统计学处理

采用GraphPad Prism 9软件对数据进行分析。计量

资料以X ± s表示，采用 Shapiro - Wilk检验获取正常分

布，组间分析采用单因素方差分析（ANOVA）和Dunnett
多重比较检验。P < 0. 05为差异有统计学意义。

2 结果

2. 1 对细胞存活率的影响

与A组比较，B组细胞存活率显著降低（P < 0. 001）；
与 B组比较，C1组、C2组、C3组细胞存活率显著升高

（P < 0. 05），且呈剂量依赖关系。详见图1。

组别

细胞存活率 / %

A组 B组 C1组 C2组 C3组

150

100

50

0

*** *
**

**

注 ：*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001，F = 9. 484，
P = 0. 002 0。图3同。

图1 RIV对Ox - LDL诱导的HUVEC细胞存活率的影响

（n = 3）
Note：*P < 0. 05，**P < 0. 01，***P < 0. 001，F = 9. 484，

P = 0. 002 0（for Fig. 1 and Fig. 3）.
Fig. 1 Effect of rivaroxaban on the survival rate of HUVEC

cells induced by Ox - LDL（n = 3）

2. 2 对细胞凋亡率的影响

与A组比较，B组细胞凋亡率显著升高（P < 0. 01）；

与 B组比较，C1组、C2组、C3组细胞凋亡率均显著降低

（P < 0. 05）。详见表1和图2。
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表1 RIV对Ox - LDL诱导的HUVEC细胞凋亡率的影响

（X ± s，%，n = 3）
Tab. 1 Effect of rivaroxaban on apoptosis rate of HUVEC cells

induced by Ox - LDL（X ± s，%，n = 3）

组别

A组

B组

C1组
C2组

凋亡率

4. 46 ± 2. 95
17. 45 ± 3. 39##
11. 84 ± 2. 53*
10. 65 ± 3. 38*

组别

C3组
F值

P值

凋亡率

9. 71 ± 1. 52*
8. 055
0. 003 6

注：与A组比较，#P < 0. 05，##P < 0. 01；与B组比较，*P < 0. 05，
**P < 0. 01。表2同。

Note：Compared with those in group A，#P < 0. 05，##P < 0. 01；
Compared with those in group B，*P < 0. 05 and **P < 0. 01 （for
Tab. 1 - 2）.
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图2 RIV对Ox - LDL诱导的HUVEC细胞凋亡率的影响

Fig. 2 Effect of rivaroxaban on apoptosis rate of HUVEC cells induced by Ox - LDL
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Fig. 3 Effect of rivaroxaban on IL - 1β，IL - 6 and TNF - α levels of HUVEC cells induced by Ox - LDL
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表2 RVI对Ox - LDL诱导的HUVEC NF - κB p65和uPAR
蛋白表达水平比较（X ± s，n = 3）

Tab. 2 Comparison of NF - κB p65 and uPAR protein expre‐
ssion levels in HUVEC cells induced by Ox - LDL（X ± s，n = 3）

组别

A组

B组

C1组
C2组
C3组
F值

P值

p - NF - κB p65 / NF - κB p65
0. 78 ± 0. 12
1. 38 ± 0. 51#
0. 96 ± 0. 15
0. 82 ± 0. 09
0. 59 ± 0. 07*

4. 172
< 0. 05

uPAR / β - actin
0. 75 ± 0. 05
0. 98 ± 0. 02##
0. 74 ± 0. 15**
0. 84 ± 0. 07*
0. 43 ± 0. 07**

49. 03
< 0. 001

2. 3 对细胞炎性反应的影响

与A组比较，B组细胞 IL - 1β，IL - 6，TNF - α水平

均显著升高（P < 0. 05）；与B组比较，C3组细胞 IL - 1β，
IL - 6，TNF - α水平均显著降低（P < 0. 05）。详见图3。
2. 4 对细胞NF - κB p65 表达的影响

与A组比较，B组细胞 p - NF - κB p65表达显著升

高（P < 0. 05）；与 B组比较，C3组 p - NF - κB p65表达

显著降低（P < 0. 05）。详见表2和图4 A。
2. 5 对细胞 uPAR 表达的影响

与A组比较，B组细胞uPAR蛋白表达水平显著升高

（P < 0. 001）；与B组比较，C1组、C2组、C3组细胞μPAR蛋

白表达水平均显著降低（P < 0. 05）。详见表2和图4 B。
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图4 RIV对Ox - LDL诱导的HUVEC NF - κB p65通路和

uPAR的免疫印迹电泳图

A. NF - κB p65 B. uPAR
Fig. 4 Immunoblot electropherograms of NF - κB p65 pathway

and uPAR of HUVEC cells induced by Ox - LDL
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3 讨论

RIV是一种具有研究价值和临床应用前景的新型

血管保护剂。COMPASS 研究［15］结果表明，RIV 2. 5 mg
每日 2次可降低慢性血管性疾病患者的心血管事件发

生风险，且严重不良反应较少［16］。另一项随机试验研究

结果表明，与单用阿司匹林相比，RIV 5 mg每天 2次可

增加缺血后前臂血流量，减少亚临床炎性表现，改善

2型糖尿病患者的内皮功能退化［17］。
作为动脉粥样硬化的独立风险因素，Ox - LDL能

降低血管内皮活性，进而诱发凋亡和产生炎症，继而导

致病变部位形成不稳定斑块，以及斑块破裂后引发急

性冠状动脉综合征［18 - 19］。因此，Ox - LDL作为建立细

胞损伤模型的关键诱导因子在心血管药理研究中得到

了广泛应用［20］。本研究中利用Ox - LDL诱导内皮细胞

产生细胞损伤，继而研究了RIV在增加细胞活力、抑制

凋亡和炎性因子分泌方面的表现。结果发现，RIV可通

过提高细胞存活率，减少细胞凋亡数目，减少 HUVECs
细胞中炎性因子 IL - 1β，IL - 6，TNF - α的分泌，调节

HUVEC细胞中 p - NF - κB p65和 uPAR的表达，从而

发挥细胞内皮保护功能。

本研究中选择的浓度（125，250，500 ng / mL）均在

RIV的治疗浓度范围内［11 - 12］，均缓解了Ox - LDL诱导

的细胞活力下降，其中 250 ng / mL和 500 ng / mL减少

了细胞凋亡，且500 ng / mL RIV还可进一步减少 IL - 1β，
IL - 6，TNF - α的分泌，提示RIV的内皮功能保护作用

可能是剂量依赖性的。一项大鼠抑郁症模型实验中，

RIV既减少了炎性反应，又以剂量依赖的方式减少了氧

化应激［21］。另一项小鼠体内实验结果表明，RIV和阿司

匹林可减少 Ldlr敲除小鼠病灶中的细胞凋亡［22］。研究

表明，无论是 100 ng / mL或 500 ng / mL RIV，还是 25 -
羟基胆固醇，对内皮细胞凋亡都未产生任何影响［23］，这
提示 RIV对凋亡的影响可能与诱发细胞损伤的因素

有关。

NF - κB途径的激活有助于促炎因子的分泌和细

胞凋亡，从而进一步促进内皮细胞的损伤和动脉粥样

硬化［24］。本研究中RIV明显抑制了Ox-LDL诱导的NF-κB p65
磷酸化水平，这与使用 LPS和舒尼替尼的研究结果［25］

一致。因此，提示RIV可能通过抑制 NF - κB p65 的激

活以保护内皮功能。

μPAR是一种多功能调节受体，通常存在于内皮细

胞、成纤维细胞和多种肿瘤细胞表面［26］，与细胞增殖、

分化、迁移、炎性反应等密切相关［27 - 30］。已有研究表

明，功能受损的内皮细胞中μPAR的表达上调，同时缺

血性脑卒中患者的血浆中也检测到可溶性μPAR水平

升高［31］。一些心血管药物如决奈达隆和依折麦布，可能

通过减少内皮细胞上的μPAR表达而表现出心血管保

护作用［30 - 31］。本研究中发现，RIV对 HUVEC细胞中的

μPAR显示出抑制作用，表明μPAR可能是RIV减轻内

皮细胞损伤的另一个靶点。基于 μPAR的多重生理功

能，推测下调μPAR的RIV可能具有抗凝外的其他药理

功能，如抗肿瘤作用。最新研究发现，RIV在口腔鳞状细

胞癌（OSCC）细胞系（h357 / H400）中均表现出抗肿瘤作

用［32 - 33］。尽管还需研究，但RIV甚至其他NOACs的抗

凝药理作用无疑是一个极具研究潜力和价值的领域。

综上所述，RIV可减轻Ox - LDL诱导的HUVEC细

胞存活率下降、凋亡增加、炎性因子分泌等损伤，且这

种作用可能依赖于 NF - κB和μPAR的调节。尽管需要

进一步研究如在动物模型上证实等，进而深入阐明保

护作用和机制，但本研究仍为探索RIV或其他 NOAC在

Ox - LDL诱导的内皮细胞功能减退中的作用及其他额

外临床获益提供了启示。
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