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摘要      该研究探讨尿素水解产物氰酸盐(cyanate)对体外培养的血管内皮细胞氧化应激和功

能障碍的作用。培养人脐静脉内皮细胞系(human umbilical vein endothelial cells, HUVECs), 通过

CCK8法检测氰酸盐对内皮细胞活力的影响; 采用DCFH-DA法检测ROS水平; 用比色法测定NO
水平 ; 分别用细胞免疫荧光和Western blot检测 ICAM-1(intercelluar adhesion molecule-1)、eNOS 
(endothelial nitric oxide synthase)表达。氰酸盐呈浓度依赖性影响内皮细胞活力, 与对照组相比, 当
氰酸盐浓度为1.00 mmol/L时, 细胞活力受到明显抑制(P<0.05); 与正常组和阴性对照组(甘露醇组)
相比, 氰酸盐诱导内皮细胞内ROS水平明显升高; NO水平明显减少(P<0.05)。免疫荧光结果显示, 
氰酸盐作用内皮细胞24 h后, ICAM-1荧光明显增强, eNOS明显减弱(P<0.05)。Western blot结果显示, 
内皮细胞内ICAM-1水平随氰酸盐浓度升高和负荷时间延长上调, 而eNOS水平下调(P<0.05)。氰酸

盐诱导血管内皮细胞氧化应激产生和功能障碍。
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Abstract       The study was to explore the mechanism of oxidative stress and dysfunction in human umbilical 
vein endothelial cells (HUVECs) treated with cyanate in vitro. The vitality of the cells treated with cyanate of 
different concentrations were measured by the CCK8 method. ROS level was detected by DCFH-DA assay. The 
NO level was detected by a commercial NO assay kit. The levels of intercelluar adhesion molecule-1 (ICAM-1) and 
endothelial nitric oxide synthase (eNOS) proteins were observed by immunofluorescence. Western blot analysis 
was used to assess the protein levels of ICAM-1 and eNOS. The activities of HUVECs in culture was inhibited by 
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cyanate in a does dependent manner (P<0.05). Compared with the normal group and the control (mannitol) group, 
ROS levels were greatly increased after cyanate loading 24 h (P<0.05). NO level was decreased significantly at 24 h 
after cyanate treatment (P<0.05). Immunofluorescence showed high positive immunostaining of ICAM-1 
after 1.00 mmol/L cyanate treatment 24 h (P<0.05). However, the immunostaining of eNOS was lowered (P<0.05). 
The level of ICAM-1 was remarkably increased, and eNOS was clearly reduced. Cyanate can induce in HUVECs 
oxidative stress and dysfunction.

Keywords       cyanate; HUVECs; oxidative stress; ROS; NO

终末期肾病(end stage renal disease, ESRD)是慢

性肾脏病(chronic kidney disease, CKD)持续发展进

入肾脏功能失代偿的终末阶段。心血管疾病(cardio-
vascular diseases, CVD)是终末期肾病患者最常见的

并发症和死亡原因[1], 且ESRD患者死于CVD并发症

的风险是一般人群的10~20倍[2]。近年来的研究发

现, 引起ESRD患者CVD高发的原因除了高龄、吸烟、

糖尿病、高血压等传统因素外, 还有慢性炎症、氧

化应激和内皮细胞功能损伤等危险因素[3]。

氧化应激通过产生大量活性氧(reactive oxygen 
species, ROS)、降低一氧化氮(nitric oxide, NO)利
用率和抗氧化系统能力, 导致动脉粥样硬化(athero-
sclerosis, AS)、心力衰竭、高血压等多种CVD疾病[4]。

在ESRD患者体内, 随着肾功能的下降, 体内经肾排

泄的代谢产物在血液或组织中堆积, 这些产物如尿

素、补体、细胞因子等的积聚诱发了血管内皮的损

伤[5]。近年来, 尿素对血管内皮的损伤越来越受到

研究者的关注[6]。生理水平的尿素对机体本身是无

害的, 但ESRD患者因肾脏功能损伤造成体内尿素升

高可以引起内皮损伤, 其机制尚不清楚[7]。Sun等[8]

研究发现, ESRD患者体内约0.8%的尿素通过非酶促

反应水解产生氰酸盐(cyanate), 氰酸盐浓度随着尿素

的显著增加而升高, 甚至能够达到1.00 mmol/L。心血

管系统是运输尿素的主要途径, 而血管内皮是尿素

接触的重要部位, 也是氰酸盐产生和发挥作用的场

所。研究证实, 血管内皮功能紊乱是AS发生发展的

起始和关键环节[9]。本课题组前期研究证实, 高浓度

尿素能够诱导ROS大量产生, 导致氧化应激的发生, 
进一步造成人脐静脉内皮细胞系(human umbilical 
vein endothelial cells, HUVECs)功能紊乱和结构损

伤[10]。那么, ESRD患者体内高尿素是否通过水解

产物氰酸盐诱导血管内皮细胞产生ROS并造成内皮

功能失常？为了验证此猜想, 本研究采用氰酸盐作

用HUVECs, 检测细胞活力的变化、ROS的产生情

况及内皮细胞功能变化, 为阐明ESRD患者易并发

CVD的病理机制提供实验基础。

1   材料与方法
1.1   实验材料

人脐静脉内皮细胞系(HUVECs)由重庆医科大

学神经科学研究中心实验室提供。胎牛血清(fetal 
bovine serum, FBS)购自Excell公司; RPMI-1640培
养基购自Gbico公司; 氰酸盐、甘露醇购自Sigma公
司; 胰蛋白酶消化液、青–链霉素溶液、RIPA裂解

液、BCA蛋白浓度测定试剂盒购自上海碧云天生物

技术有限公司; PVDF膜、ECL化学发光试剂盒购自

Milipore公司; 细胞间黏附分子-1(intercelluar adhesion 
molecule-1, ICAM-1)和β-actin抗体购自武汉博士徳

公司; 内皮型一氧化氮合酶(endothelial nitric oxide 
synthase, eNOS)抗体购自Abcam公司; 辣根过氧化物

酶二抗购自北京中杉金桥生物技术有限公司; CCK8
试剂盒购自Dojindo公司; ROS测定试剂盒购自上海

贝博生物有限公司; NO测定试剂盒购自南京建成生

物工程研究所。

1.2   实验方法

1.2.1   细胞培养      HUVECs常规复苏后, 用含10% 
FBS和1%青/链霉素的RPMI-1640培养液, 于37 °C、
含5% CO2的培养箱内培养。6 h后首次换液, 此后

2~3 d换液1次。待细胞汇合到80%左右时, 用0.25%
胰蛋白酶于37 °C消化2 min; 显微镜下观察细胞皱

缩变圆后加入新培养液终止消化, 以800 r/min离心

5 min, 弃去上清液, 加入新培养液混匀, 进行常规传

代处理后按上述条件继续孵育, 以备用于后续实验。

1.2.2   CCK8法检测细胞活力       取对数期的

HUVECs接种于96孔板中, 在细胞培养箱中孵育24 h, 
根据Dalia等[11]的研究结果, 将氰酸盐实验组浓度分

别设置为0、0.25、0.50、1.00和2.00 mmol/L, 在对

照组加入等体积的培养基, 每组设置5个复孔。孵育
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箱中培养24 h, 各孔加入10 μL CCK8试剂, 于培养箱

中孵育2 h, 酶标仪测定450 nm处的吸光度(D)值, 根
据公式计算细胞活力。

1.2.3   DCFH-DA法检测HUVECs内ROS的水平      以
1.00 mmol/L的氰酸盐负荷HUVECs 24 h, 按照ROS检
测试剂盒说明书操作, 弃去旧培养液, 加入适当体积

的工作浓度为10 μmol/L DCFH-DA的培养基, 于6孔板

中每孔加入稀释后的DCFH-DA 1 mL即可。37 °C避
光孵育30 min, 每3~5 min摇晃孔板1次, 之后用PBS
液洗3次, 洗净孔板里未进入细胞内的DCFH-DA。

最后于荧光显微镜下观察DCFH的荧光强度。

1.2.4   NO水平测定      选取1.00 mmol/L的氰酸盐作

用内皮细胞24 h, 收集细胞培养液, 按NO检测试剂

盒说明书操作, 设置空白、标准孔, 每组设置3个复

孔, 酶标仪检测波长为 550 nm处的吸光度(D)值, 根
据公式计算NO水平。

1.2.5   细胞免疫荧光技术检测ICAM-1和eNOS的荧

光强度      细胞经1.00 mmol/L氰酸盐负荷24 h后, 
PBS清洗盖玻片上的细胞3次, 每次5 min; 4%多聚甲

醛室温固定15 min; PBS洗3次, 每次5 min; 之后室

温下封闭30 min(封闭缓冲液: 4%山羊血清、0.2% 
Triton X-100的PBS液); 随后, 以稀释的一抗(对照组

用PBS代替)4 °C孵育过夜。次日PBS洗涤3次, 每次

5 min; 滴加荧光二抗(1150׃), 于37 °C避光孵育1 h, 
PBS洗涤, DAPI染核5 min, PBS充分洗涤后, 用防淬

灭封片剂封片, 荧光显微镜下观察并拍照。

1.2.6   Western blot检测ICAM-1和eNOS蛋白质水平      
培养的HUVECs加入1.00 mmol/L氰酸盐作用24 h
或48 h后收集细胞。加入适量细胞裂解液冰上裂解

30 min, 4 °C 12 000 r/min离心15 min, 上清液即为细

胞总蛋白, BCA法检测蛋白质浓度。通过10% SDS-
PAGE进行蛋白质分离, 电泳结束后将蛋白质电转至

PVDF膜上, 于37 °C、5% BSA封闭2 h, 一抗(均为

C孵育12~24 h。次日TBST洗膜3次, 每次° 4(000 1׃1

10 min, 加入二抗(均为1000 10׃)37 °C孵育1 h, TBST
常温洗膜3次, 每次15 min。ECL显色液显色, Image 
Lab Tool仪器曝光。Image Lab Tool分析软件对目的

条带进行灰度值分析。

1.2.7   统计学分析      采用SPSS 20.0软件系统进行

统计分析处理相应的实验数据。计量资料以均数±
标准差(x

_
±s)表示, 两样本均数的比较采用独立样本

t检验。P<0.05, 表示统计具有显著性差异; P<0.01, 

则表示具有极显著差异。

2   结果
2.1   不同浓度氰酸盐对HUVECs活力的影响

为了明确氰酸盐对细胞活力的影响, 采用

CCK8法检测不同浓度氰酸盐负荷内皮细胞24 h后
的活力。结果显示, 随着氰酸盐浓度的不断升高, 
细胞活力呈逐渐下降的趋势, 当氰酸盐的浓度达到

1.00 mmol/L时, 细胞活力受到抑制(P<0.05), 并随浓

度增加到2.00 mmol/L而受到显著抑制(P<0.01)(图
1)。
2.2   氰酸盐诱导HUVECs内ROS的产生

利用荧光探针DCFH-DA对细胞内ROS进行检

测。为了排除渗透压对细胞造成的影响, 选用同等

浓度的甘露醇作为阴性对照, 与氰酸盐作用内皮细

胞相同时间(24 h)后, 荧光结果显示, 正常组和对照

组中仅可见微弱的绿色荧光, 无显著差别; 氰酸盐组

的绿色荧光明显强于正常组和对照组(P<0.05)。此

结果提示, 氰酸盐诱导HUVECs ROS产生, 排除了渗

透压的影响(图2)。
2.3   氰酸盐对HUVECs内NO水平影响 

实验组用0、0.5、1.00和2.00 mmol/L氰酸盐作

用内皮细胞24 h, 对照组换新培养液正常孵育, 待到时

间后, 收集细胞培养液, 检测两组HUVECs产生的NO
水平的变化。结果显示, 与对照组相比, 1.00 mmol/L
氰酸盐作用内皮细胞后NO水平较对照组明显降低

(P<0.05)(图3)。

不同剂量氰酸盐作用24 h后HUVECs的活力, *P<0.05, **P<0.01, 分
别与对照组相比较。

Cell viability after cyanate treatment for 24 h, *P<0.05, **P<0.01 
compared with control group.

图1   氰酸盐对HUVECs细胞活力的影响

Fig.1   Effects of cyanate on HUVECs cell viability
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2.4   氰酸盐对HUVECs中ICAM-1及eNOS蛋白质

水平的影响

待HUVECs生长至80%汇合时, 以0.25%胰蛋白

酶消化细胞, 加入铺有10 mm×10 mm盖玻片的24孔
板, 培养24 h后, 以1.00 mmol/L的氰酸盐作用内皮细

胞24 h, 检测ICAM-1和eNOS的荧光强度。结果显示, 
ICAM-1和eNOS在细胞内的表达呈特异性的绿色

荧光, 而胞核被DAPI染成蓝色荧光。正常组细胞中

ICAM-1的绿色荧光微弱, 氰酸盐组细胞中ICAM-1
的绿色荧光明显强于正常组; 而eNOS的水平正相

反, 氰酸盐组细胞中eNOS的绿色荧光较正常组弱。

这提示, 氰酸盐能诱导HUVECs炎症因子产生和内

皮舒缩功能障碍(P<0.05)(图4)。
2.5   氰酸盐负荷HUVECs后ICAM-1和eNOS蛋白

质水平

根据CCK8实验,以0、0.50、1.00和2.00 mmol/L

的氰酸盐负荷内皮细胞24 h后收集细胞。同时, 时
间梯度组以1.00 mmol/L氰酸盐负荷细胞0、24和48 h
后收集细胞。Western blot结果显示, 随着氰酸盐浓

度的升高和负荷时间的延长, ICAM-1蛋白质水平上

调, 而eNOS蛋白质水平下调(P<0.05)(图5)。

3   讨论
氰酸盐是尿素在体内的水解产物, 正常人体内

尿素水平低, 产生的氰酸盐含量微乎其微, 由其产生

的氨甲酰化作用可忽略不计; 但ESRD患者血浆尿

素水平明显升高, 氰酸盐浓度显著增加, 产生大量氨

基甲酰化产物积聚体内, 促进AS的发展[12]。研究表

明, 氨甲酰化白蛋白、氨甲酰化低密度脂蛋白可通

过诱导泡沫细胞形成、血管平滑肌增殖等促进血管

炎性反应的发生, 从而介导AS的发展[13-14]。然而, 最
近也有研究发现, 氰酸盐可在早期直接抑制人冠状

动脉内皮细胞中内皮型一氧化氮合酶(eNOS)蛋白质

的表达, 是诱导内皮功能障碍的主要因素, 但机制尚

未阐明[11]。

众所周知, eNOS表达下调所致的内皮功能障

碍与AS的发生、发展密切相关[11]。eNOS是一种同

二聚体, 由还原酶区、氧化酶区及钙调蛋白结合序

列共同构成, 表达于血管内皮细胞, 催化精氨酸合成

NO, 维持血管的生理功能[15-16]。同时, eNOS还是内

皮功能完整的标志之一, 其合成的NO能够起到保持

内皮细胞表面完整、抗血管增殖、白细胞黏附及防

止血栓形成等作用[16]。尽管Dalia等[11]证实了氰酸盐

对血管内皮细胞的直接作用, 但其未检测NO的浓度

及引起eNOS蛋白质表达下调的原因。本研究采用

氰酸盐作用于HUVECs, 不仅检测到eNOS水平下调, 
并且也观察到NO水平明显降低, 证实了氰酸盐对内
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图2   氰酸盐诱导HUVECs ROS产生

Fig.2   ROS production in HUVECs induced by cyanate 
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图3   氰酸盐对HUVECs中NO水平的影响

Fig.3   Effects of cyanate on NO content in HUVECs
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皮细胞功能的影响。

细胞间黏附分子-1(ICAM-1)是一种位于内皮细

胞表面的跨膜单链糖蛋白, 能够与LFA-1、Mac-1等
结合, 介导多种炎症细胞黏附于内皮细胞表面, 促进

炎症细胞转移至炎症部位参与炎症反应。AS发展

的一个关键环节是白细胞与血管内皮的黏附, 这一

过程由多种细胞黏附因子例如ICAM-1、血管细胞

黏附分子-1和E-选凝蛋白(E-selectin)表达在活化的

血管内皮细胞表面来完成[17-18]。研究显示, 在ESRD
患者体内血清中的高ICAM-1水平与AS的发生有着

直接关系[19]。既然氰酸盐可直接作用于血管内皮细

胞影响eNOS蛋白质水平, 那么其是否可以直接诱导

ICAM-1蛋白质的产生是值得探讨的问题。本研究

检测到, 氰酸盐可直接诱导血管内皮细胞中ICAM-1
蛋白质水平上调, 进一步证实了氰酸盐对内皮细胞

炎症发生的影响。

众所周知, 氧化应激是吸烟、饮酒、炎症等引

起AS发生、发展的共同病理基础; 那么氰酸盐对血

管内皮功能及炎症因子产生的影响是否与氧化应激

相关, 是目前研究需要阐明的问题。本实验采用荧

图4   氰酸盐诱导HUVECs中ICAM-1、eNOS蛋白质水平的影响 
Fig.4   Effects of cyanate on levels of ICAM-1, eNOS proteins in HUVECs 
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图5   氰酸盐对人脐静脉内皮细胞中ICAM-1、eNOS蛋白质水平的影响

Fig.5   Effects of cyanate on ICAM-1 and eNOS protein levels in HUVECs
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光探针DCFH-DA检测细胞内的ROS水平, 观察到氰

酸盐作用HUVECs 24 h后, 细胞内ROS大量产生, 证
实氰酸盐可以诱导血管内皮细胞氧化应激发生。研

究发现, 导致内皮功能紊乱的根本原因是氧化应激

和eNOS脱偶联, 氧化应激产生的ROS通过与NO、

eNOS组成成分反应导致其结构变化从而影响eNOS
构像, 导致eNOS不能生成NO, 转而产生O2

–, 造成NO
的生物利用度下降和增加氧化应激的发生, 进一步

加重内皮功能障碍[20-21]。本研究观察到, 氧化应激

发生后24 h甚至48 h后eNOS蛋白质水平受到抑制, 
与国外文献报道一致[11]。有文献报道, 氧化应激通

过促进各种炎症相关转录因子如核因子κB、活化蛋

白-1、p53等的转录, 从而产生各种炎性介质诱导细

胞炎症发生[22]。本研究也观察到, 氧化应激发生后

24 h甚至48 h后ICAM-1水平呈持续上升趋势, 提示

氰酸盐诱导内皮细胞氧化应激与炎症因子产生密切

相关。由此可见, 氰酸盐可通过氧化应激诱导血管

内皮细胞的功能障碍和炎症发生, 二者相互作用, 进
一步促进了AS的发生、发展, 但氰酸盐诱导氧化应

激的具体机制有待进一步阐明。
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