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尖吻蝮蛇毒 PCA 对人脐静脉血管内皮细胞的影响
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【摘 要】目的: 观察皖南尖吻蝮蛇毒蛋白 C 激活剂( PCA) 对人脐静脉血管内皮细胞 ( HUVEC) 的影响并分析其可能机制。
方法: 常规培养 HUVEC，在倒置显微镜下观察细胞形态变化，用 MTT 法检测细胞活性。实验分为对照组、LPS 损伤组和 PCA
实验组。将 HUVEC 接种在 96 孔板内加药处理，对照组加入 PBS 缓冲液，LPS 损伤组加入 0． 1 μg / mL LPS，PCA 实验组分别加

入 0． 16、0． 32、0． 63、1． 25、2． 50、5． 00、10． 00、20． 00、40． 00 μg / mL 的 PCA 溶液和 0． 16、0． 32、0． 63、1． 25 μg / mL 的 PCA 与 0. 1
μg / mL 的 LPS 的混合液。每个浓度设 5 个复孔，每孔加药 200 μL，作用 12 h 后进行细胞活性测定并观察细胞形态。结果:

PCA 浓度低于 2． 50 μg / mL 时对 HUVEC 活性和形态没有明显影响，但可减轻 LPS 引起的 HUVEC 活性抑制和形态改变。高

于 2． 50 μg / mL 时 PCA 可抑制 HUVEC 的活性并引起其形态改变。结论: 低浓度 PCA 在一定程度上可减轻 LPS 引起的 HU-
VEC 损伤。
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Effects of protein-C activator from Agkistrodon Acutus venom on human umbilical vein
endothelial cells
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【Abstract】Objective: To observe the effects protein-C activator( PCA) extracted from the venom of Agkistrodon acutus on the human umbilical vein endo-

thelial cells ( HUVECs) ，and investigate the potential mechanisms of this effects． Methods: HUVECs were conventionally cultured，and observed under the

inverted microscope for their morphologically changes． MTT method was used to detect the cell activity． The experiment consisted of control group，LPS-in-

duced injury group and PCA treatment group． HUVECs were initially inoculated into separate 96-well plate． Then control group were treated with PBS buff-

er，LPS injury was induced with LPS in dose of 0． 1 μg / mL，and PCA group were treated with PCA in dose of 0． 16，0． 32，0． 63，1． 25，2． 50，5． 00，

10． 00，20． 00 and 40． 00 μg / mL and mixed solution of 0． 1 μg / mL LPS and PCA dosed by 0． 16，0． 32，0． 63 and 1． 25 μg / mL，respectively． Five du-

plicated wells were set for individual plate into which 200 μL of the cell solution was added． After 12 hours of culturing，the cell activity and its morphology

were determined and observed． Ｒesults: PCA level lower than 2． 50 μg / mL had no effect on the activity of HUVECs，yet reduced the damage of LPS to

HUVEC． Contrarily，PCA concentration over 2． 50 μg / mL significantly inhibited the activity of HUVECs and modified their morphology． Conclusion: Low

concentration of PCA can，to a certain extent，reduce the injury of HUVECs caused by LPS．

【Key words】snake venom; PCA; HUVEC; cell activity

蛇毒富含多种蛋白质、多肽等活性物质，大量资

料显示其具有抗凝、抗血栓及抗肿瘤等临床应用价

值。PCA 是一种抗血栓作用的蛇毒蛋白组分，在

1986 年由 Klein 等［1］从蛇毒中第一次分离纯化得

到，本实验室在 2008 年从皖南尖吻蝮蛇毒中也分离

得到该组分，测得其分子量为 18． 5 ku，等电点为 pl

4． 9［2］，查阅国内外文献发现关于其作用机制的报

道并不多见。前期实验除证实 PCA 具有改善内毒

素、梗死等造成的大鼠心肌损伤，抑制大鼠微血栓形

成［3］等作用外，还可引起大鼠血浆中 EPCＲ、TM 等

血管内皮细胞( VEC) 分泌的活性物质的改变［4］，因

此，推测 PCA 可能是通过影响 VEC 的功能来发挥

其抗血栓等作用。本实验欲在体外培养的 HUVEC
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基础上更直观地观察 PCA 对 VEC 的影响，为后续

PCA 抗凝血机制的研究和临床应用奠定理论基础。

1 材料与方法

1． 1 材料 皖南尖吻蝮蛇毒 PCA 组分( 由本实验

室蛇毒研究室从皖南尖吻蝮蛇粗毒中分离得到的一

种蛋 白 组 分，其 分 子 量 为 18． 5 ku，等 电 点 为 pl
4． 9) ，PBS 缓冲液、DMEM 完全培养基( 赛默飞世尔

生物 化 学 制 品 有 限 公 司 ) ，0． 25% 胰 蛋 白 酶 +
0． 02EDTA( 上海吉诺生物科技有限公司) ，胎牛血

清( 杭州四季青公司) ，5% CO2 培养箱( Thermo) ，倒

置相差显微镜 ( OLYMPUS IX51 ) ，内毒 素 ( LPS ) ，

MTT、DMSO( Sigma) 。
1． 2 方法

1． 2． 1 HUVEC 细胞培养 HUVEC 购自南京凯基

生物公司，培养液选取高糖 DMEM 培养基加含 10%
胎牛血清和 1%青霉素-链霉素溶液，置于 37 ℃、5%
CO2、饱和湿度的培养箱中培养。用 0． 25% 胰蛋白

酶 + 0． 02% EDTA 对细胞进行消化，按 1 ∶ 2 比例进

行传代，在倒置显微镜下观察细胞形态及生长状况，

选取生长状态良好、形态正常的细胞用于实验。
1． 2． 2 在倒置显微镜下观察药物处理前后 HUVEC
形态的改变。
1． 2． 3 检测 HUVEC 活性 待 HUVEC 铺板率达

80%，经胰酶消化后用含 10% 胎牛血清的 DEME 悬

浮 HUVEC，在细胞计数仪下计数并调整细胞浓度至

3 × 104 个 / mL，接种于一次性 96 孔板中，每孔 200
μL。将 96 孔板放入 CO2 培养箱内培养，待细胞贴

壁生长状态良好时，弃去原培养液，对照组加入 PBS
缓冲溶液，LPS 损伤组加入 0． 1 μg / mL 的 LPS 溶

液，PCA 实验组分别加入浓度为 0． 16、0． 32、0． 63、
1． 25、2． 50、5． 00、10． 00、20． 00、40． 00 μg / mL 的

PCA 溶液和 0． 16、0． 32、0． 63、1． 25 μg / mL 的 PCA
与 0． 1 μg / mL 的 LPS 的混合溶液，每个浓度组设 5
个复孔，每孔 200 μL。继续培养细胞 12 h，于结束

前 4 h 加入 20 μL MTT( 5 mg / mL) ，后吸净细胞上

液每孔加入 150 μL DMSO，振荡摇匀 10 min，490 nm
测定光密度( OD 值) ，计算细胞生长抑制率。生长

抑制率( IＲ) = ( 1 － 用药组平均 OD 值 /对照组 OD
值) × 100%。
1． 2． 4 统计学分析 用 SPSS 18． 0 统计软件进行

统计分析，各实验数据均采用均数 ± 标准差( 珋x ± s)
表示，组间差异用单因素方差分析，两两比较采用

SNK-q 检验，P ＜ 0． 05 表示差异有统计学意义。

2 结果

2． 1 PCA 对细胞形态的影响

2． 1． 1 PCA 对 HUVEC 形态的影响 正常 HUVEC
为椭圆形、多角形或短梭形，胞浆均匀，边界清晰，呈

铺路石样贴壁生长。在 0． 16 ～ 1． 25 μg / mL 间的

PCA 作用下 HUVEC 形态仍然为椭圆形、多角形或

短梭形，边界清楚，胞浆丰富，呈铺路石样排列。但

浓度 ＞ 2． 50 μg / mL 的 PCA 则会使 HUVEC 形态发

生改变，细胞体积增大，发出分枝或出芽样改变，边

界模糊，胞浆内出现颗粒样改变，细胞排列不规则

( 见图 1) 。

A: 对照组，B: PCA( 1． 25 μg / mL) 组，C: PCA( 40 μg / mL) 组

图 1 不同 PCA 浓度对 HUVEC 形态的影响( × 200)

Fig 1 Different concentration of PCA on the morphology of HU-
VEC( × 200)

2． 1． 2 PCA 和 LPS 联合作用对 HUVEC 形态的影

响 0． 1 μg / mL 的 LPS 使细胞呈明显的梭形化，细

胞体积缩小，边界清晰，排列紊乱。将 0． 63 ～ 1． 25
μg / mL 的 PCA 和 0． 1 μg / mL 的 LPS 共同作用于

HUVEC 后，细胞仍为椭圆形或梭形，胞浆丰富，边界

清晰，呈铺路石样改变( 见图 2) 。

A: 对照组，B: LPS( 0． 1 μg / mL) 组，C: LPS( 0． 1 μg / mL) + PCA

( 1． 25 μg / mL) 组

图 2 PCA 和 LPS 联合作用对 HUVEC 形态的影响( × 200)

Fig 2 Combined PCA with LPS on the morphology of HUVEC
( × 200)

2． 2 PCA 对细胞活性变化的影响

2． 2． 1 PCA 对细胞活性的影响 用 MTT 法测定细

胞活性，从表 1 可看出，随浓度增加 PCA 对细胞的

抑制率增大，OD 值减小。PCA 为 2． 50 μg / mL 组细

胞的 OD 值和对照组 OD 值比较差异有统计学意义

( P ＜ 0． 05) ，PCA ＞2． 50 μg / mL 组细胞的 OD 值和

对照组 OD 值间差异更加显著( P ＜ 0． 01) 。
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表 1 不同浓度 PCA 作用后 HUVEC 的 OD 值和 IＲ
( 珋x ± s，n = 5)

Tab 1 OD value and inhibition rate for HUVECs after treatment
with PCA in different concentration ( 珋x ± s，n = 5)

组别
PCA 浓度

( μg / mL)
OD 值 IＲ( % )

对照组 － 0． 533 ± 0． 021 －
PCA 实验组

0． 16 0． 528 ± 0． 022 0． 93
0． 32 0． 526 ± 0． 038 1． 40
0． 63 0． 520 ± 0． 029 2． 41
1． 25 0． 511 ± 0． 022 4． 01
2． 50 0． 494 ± 0． 019* 7． 38
5． 00 0． 450 ± 0． 032＊＊ 15． 59
10． 00 0． 403 ± 0． 013＊＊ 24． 40
20． 00 0． 328 ± 0． 017＊＊ 38． 33
40． 00 0． 272 ± 0． 014＊＊ 48． 96

F 值 － 74． 952 －
P 值 － 0． 000 －

* 表示与对照组比较 P ＜ 0． 05，＊＊表示与对照组比较 P ＜ 0． 01

2． 2． 2 PCA 和 LPS 共同作用前后细胞活性的变化

由表 2 可知，与对照组比较，LPS 损伤组细胞的

OD 值显著降低( P ＜ 0. 01) 。PCA 实验组中 PCA 浓

度 0． 63 μg / mL 组和 1． 25 μg / mL 组细胞的 OD 值

明显大于 LPS 损伤组( P ＜ 0． 05) 。

表 2 不同浓度 PCA 和 LPS 共同作用后 HUVEC 的 OD 值和

IＲ ( 珋x ± s，n = 5)

Tab 2 OD value and inhibition rate for HUVECs after com-
bined treatment with different concentration of PCA and LPS
( 珋x ± s，n = 5)

组别
LPS 浓度

( μg / mL)

PCA 浓度

( μg / mL)
OD 值 IＲ( % )

对照组 － － 0． 526 ± 0． 017 －
LPS 损伤组 0． 10 － 0． 422 ± 0． 029＊＊ 19． 74
PCA 实验组 0． 10 0． 16 0． 428 ± 0． 021 18． 61

0． 10 0． 32 0． 444 ± 0． 028 15． 46
0． 10 0． 63 0． 470 ± 0． 022# 10． 52
0． 10 1． 25 0． 481 ± 0． 014△ 8． 47

F 值 － － 15． 043 －
P 值 － － 0． 000 －

＊＊表示与对照组比较 P ＜ 0． 01，#表示与 LPS 损伤组比较 P ＜

0． 05，△表示与 LPS 损伤组比较 P ＜ 0． 01

3 讨论

随着我国人口老龄化程度日益加剧，血栓性疾

病的发病率呈逐年上升趋势，已经严重危害到人们

的健康且降低了人们的生活质量，而现有抗血栓药

存在效果不稳定等弊端，因此，新型抗血栓药物的研

发一直倍受关注。目前临床所用的许多抗血栓药物

都是血管内皮细胞合成的抗栓物质或其衍生物，如

前列环素［5］、AT-Ⅲ与肝素［6］、组织纤溶酶原激活

物［7］等。大量研究证实生理状态下血管内皮细胞

通过分泌多种抗凝、促凝因子及粘附分子等维持血

液的流动状态，而当血管内皮细胞受到损伤时则释

放大量的促凝物质促进血栓的形成［8］，可见血栓性

疾病的发生、发展与治疗都和血管内皮细胞密切相

关。这些均提示从血管内皮细胞的角度出发来研发

抗血栓药物有着重要意义。蝮蛇毒中的 PCA 组分

可通过激活血浆蛋白 C 发挥抗凝作用，有研究证实

PCA 对心肌梗死、脑梗死等血栓性疾病也有改善作

用［3］，可见将 PCA 开发为一种天然的抗血栓药物具

有很大的应用前景，但又因蛇毒组分复杂且毒副作

用大，所以探明 PCA 抗凝机制、最佳抗凝剂量等具

有非常重要的意义。
本实验利用 MTT 法检测 PCA 作用前后 HUVEC

的活性显示，PCA 在 0． 16 ～ 2． 50 μg / mL 时对 HU-
VEC 活性无明显影响，且浓度在 0． 63 ～ 1． 25 μg /
mL 时可减轻 LPS 对 HUVWC 的活性抑制，PCA ＞
2． 50 μg / mL 时明显抑制 HUVEC 的活性，并呈剂量

依赖性。于倒置显微镜下观察 PCA 作用前后 HU-
VEC 的形态变化，0． 63 ～ 1． 25 μg / mL 的 PCA 不会

引起明显的细胞形态变化，且可减轻内毒素引起的

细胞形态改变，而 ＞ 2． 50 μg / mL 的 PCA 会引起明

显的细胞形态改变。Natrin 和 BF-CT1 都是由蛇毒

中分离纯化得到的蛋白质［9］，有关研究发现两者均

可通过阻断细胞增殖周期诱导细胞凋亡［10 － 11］，PCA
也是一种蛇毒蛋白组分，本实验结果提示高浓度

PCA 可抑制 HUVEC 活性并引起其形态改变，PCA
这种作用的机制也可能是通过阻断细胞增殖周期从

而诱导内皮细胞凋亡。熊 晶 等［12］ 研 究 得 出 蛇 毒

pENW 可通过抑制 NO 的分泌减轻 LPS 对内皮细胞

的损伤作用，本实验结果 PCA 在 0． 63 ～ 1． 25 μg /
mL 时也可减轻 LPS 对 HUVEC 的损伤作用，其机制

也可能是通过抑制 LPS 引起的内皮细胞分泌功能

改变，但 PCA 对血管内皮细胞的具体作用机制还有

待进一步研究。
( 下转第 415 页)
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