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·论著·
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【摘要】 目的  探讨凝血因子Ⅹa（FⅩa）抑制剂利伐沙班对内毒素诱导的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）损

伤的作用及其机制。方法  体外培养 HUVEC，待细胞生长至 80% 融合时，按随机数字表法分为 4 组：空白对

照组（DMEM 培养基）、脂多糖（LPS）组（100 μg/L LPS 培养 16 h）、FⅩa+LPS 组（100 nmol/L FⅩa 预处理 24 h 后

加入 LPS）、FⅩa+RIV+LPS 组（100 nmol/L FⅩa+1 μmol/L 利伐沙班预处理 24 h 后加入 LPS）。各组细胞处理后

用 CCK-8 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒检测细胞活性，用细胞划痕实验检测细胞迁移能力，用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况，用 Transwell 小室法及伊文思蓝检测单层内皮细胞屏障通透性，用酶联免疫吸附试验（ELISA）

检测细胞肿瘤坏死因子-α（TNF-α）、白细胞介素（IL-1β、IL-6）水平，用蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检

测细胞核转录因子- κB（NF-κB）和丝裂素活化蛋白激酶（MAPK）炎症信号通路关键蛋白的表达。结果  与空 

白对照组比较，LPS 组细胞活性降低，细胞迁移能力增加，凋亡细胞增多，单层内皮细胞屏障通透性增加，

TNF-α、IL-1β 和 IL-6 等促炎因子分泌增加，炎症信号通路关键蛋白磷酸化 c-Jun 氨基末端激酶（p-JNK）、磷酸

化 p38MAPK（p-p38MAPK）、磷酸化转化生长因子激酶 1（p-TAK1）和磷酸化 NF-κBp65（p-NF-κBp65）表达增加，

说明 LPS 可以刺激血管内皮细胞的炎症反应，从而对细胞活性、凋亡及功能有明显影响。FⅩa+LPS 组除 IL-6

水平显著高于 LPS 组外，其他指标与 LPS 组比较差异均无统计学意义。与 FⅩa+LPS 组比较，FⅩa+RIV+LPS

组细胞活性明显提高（A 值：0.42±0.02 比 0.33±0.02），细胞迁移能力明显下降（倍：1.78±0.17 比 2.24±0.20），

凋亡细胞明显减少〔（11.30±0.70）% 比（21.03±0.19）%〕，单层内皮细胞通透性明显降低〔（149±12）% 比

（253±15）%〕，炎性因子水平明显降低〔IL-1β（ng/L）：163.2±20.7 比 477.8±20.2，IL-6（ng/L）：69.3±0.5 比

238.0±24.1，TNF-α（ng/L）：117.0±13.1 比 196.2±4.5），炎症信号通路中 p-TAK1 和 p-NF-κBp65 蛋白表达水

平明显降低（p-TAK1/TAK1：0.74±0.09 比 1.85±0.15，p-NF-κBp65/NF-κBp65：1.15±0.17 比 2.36±0.20），差异

均有统计学意义（均P＜0.05）；而p-JNK和p-p38MAPK蛋白表达水平差异无统计学意义（p-JNK/JNK：1.64±0.12

比 1.65±0.15，p-p38MAPK/p38MAPK：2.31±0.32 比 2.35±0.20，均 P＞0.05）。结论  利伐沙班可以有效缓解

内毒素刺激 HUVEC 的炎症反应，其作用机制可能与抑制 NF-κB 信号通路激活而非 MAPK 信号通路有关。
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【Abstract】 Objective  To evaluate the effect and mechanism of rivaroxaban, an inhibitor of coagulation factor Ⅹa  
(FⅩa), on endotoxin-induced  injury  to human umbilical vein endothelial cells  (HUVEC).  Methods  When cultured 
HUVEC  grow  to  80%  fusion,  they  were  divided  into  four  groups  according  to  the  random  number  method:  blank 
control group (DMEM medium), lipopolysaccharide (LPS) group (cells were challenged by 100 μg/L LPS for 16 hours), 
FⅩa+LPS group (cells were challenged by LPS for 16 hours after they were cultured with 100 nmol/L FⅩa for 24 hours),  
and FⅩa+RIV+LPS group (cells were challenged by LPS for 16 hours after they were cultured with 100 nmol/L FXa and 
1 μmol/L rivaroxaban for 24 hours). After each group of cells were challenged with LPS, the cell activity was detected 
by  the  cell  proliferation  and  toxicity  kit  (CCK-8);  the  cell migration  ability was detected by  cell  scratch  experiments; 
the  abilities  of  cells migration  were measured  by  scratch-wound-healing  assay;  the  apoptosis  of  cells  were  evaluated 
using  flow  cytometry;  the  endothelial  barrier  of  cells  was  assessed  by  Transwell  and Evans  blue;  the  levels  of  tumor 
necrosis  factor-α(TNF-α),  interleukin  (IL-1β,  IL-6)  were  detected  by  the  enzyme  linked  immunosorbent  assay 
(ELISA); the expressions of nuclear factor-κB (NF-κB) and mitogen activated protein kinase (MAPK) signaling pathway 
were  detected  by Western  Blot.  Results  Compared  with  blank  control  group,  the  cell  viability  in  LPS  group  was 
significantly decreased, and the migration ability, number of apoptotic cells, and barrier permeability of endothelial cells 
was  significantly  increased,  the  levels  of  TNF-α,  IL-1β  and  IL-6 were  significantly  increased,  and  the  expressions 
of phosphorylation of  c-Jun N-terminal kinase  (p-JNK), phosphorylation of p38MAPK  (p-p38MAPK), phosphorylation 
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  异常的血液凝固和凝血级联反应在炎症及组织

损伤修复方面起关键作用［1］。凝血反应和炎症反

应在组织损伤过程中相互促进［2］。炎性损伤的一

个主要原因是血管内皮细胞功能失调，血管内皮细

胞屏障破坏［3-5］。目前能够有效保护血管屏障及恢

复血管内皮细胞功能的治疗方法较少，需要更多的

基础研究探索。除了凝血功能外，凝血因子Ⅹa（FⅩa）

在其他生理过程中也起重要作用，例如炎症反应调

节、血管重构和组织纤维化等［6-7］。FⅩa 可增加炎

性因子 mRNA 表达［8-9］。利伐沙班是一种新型的

口服抗凝药物，可直接抑制 FⅩa 和促凝血酶原复合

物的活性［10-11］。有研究表明，利伐沙班可以通过抑

制 FⅩa 而减少炎性介质的分泌［9］。本研究旨在验

证利伐沙班能否抑制内毒素脂多糖（LPS）诱导的血

管内皮细胞损伤，是否通过核转录因子- κB（NF-κB）
或丝裂素活化蛋白激酶（MAPK）炎症信号通路抑制

内毒素对血管内皮细胞的损伤。

1 材料和方法 

1.1  实验药品及主要试剂：利伐沙班购自德国拜

耳药业。人脐静脉内皮细胞（HUVEC）购自中国科

学院细胞库。DMEM 培养基和胎牛血清购自美国

Gibco 公司；凝血因子 FⅩa 购自美国 Hematologic 

Technologies 公司；细菌内毒素和伊文思蓝购自美

国 Sigma 公司；BCA 蛋白浓度测量试剂盒购自上

海碧云天生物技术有限公司；p38MAPK、磷酸化 

p38MAPK（p-p38MAPK）、c-Jun氨基末端激酶（JNK）、 

磷酸化 JNK（p-JNK）、NF-κBp65、磷酸化 NF-κBp65
（p-NF-κBp65）、转化生长因子激酶 1（TAK1）、磷酸

化 TAK1（p-TAK1）、3 -磷酸甘油醛脱氢酶（GAPDH）

of  transforming  growth  factor  kinase  1  (p-TAK1)  and  phosphorylation  of  NF-κBp65  (p-NF-κBp65)  were  significantly 
increased.  It  indicated  that  LPS  could  stimulate  the  inflammatory  response  of  vascular  endothelial  cells,  and  had  
a significant impact on cell activity, apoptosis and function. There was no significant difference in above indexes between 
FⅩa+LPS group and LPS group, except for the level of IL-6 being higher in FⅩa+LPS group. Compared with FⅩa+LPS 
group,  in  FⅩa+RIV+LPS  group,  the  cell  activity  was  significantly  increased  (A  value:  0.42±0.02  vs.  0.33±0.02), 
and migration ability was significantly decreased (folds: 1.78±0.17 vs. 2.24±0.20), the number of apoptotic cells was 
significantly  decreased  [(11.30±0.70)%  vs.  (21.03±0.19)%],  and  permeability  of  monolayers  endothelial  cells  was 
significantly decreased [(149±12)% vs. (253±15)%], the levels of inflammatory cytokines were significantly decreased 
[IL-1β(ng/L):  163.2±20.7  vs.  477.8±20.2,  IL-6  (ng/L):  69.3±0.5  vs.  238.0±24.1,  TNF-α(ng/L):  117.0±13.1  vs. 
196.2±4.5],  the  expressions  of  p-TAK1  and  p-NF-κBp65  were  significantly  decreased  (p-TAK1/TAK1:  0.74±0.09 
vs. 1.85±0.15, p-NF-κBp65/NF-κBp65: 1.15±0.17 vs. 2.36±0.20), with statistically  significant differences  (all P < 
0.05). There was no significant difference in the p-JNK, p-p38MAPK expressions between FⅩa+RIV+LPS group and 
FⅩa+LPS  group  (p-JNK/JNK:  1.64±0.12  vs.  1.65±0.15,  p-p38MAPK/p38MAPK:  2.31±0.32  vs.  2.35±0.20,  both  
P > 0.05).  Conclusion  Rivaroxaban can effectively relieve the inflammatory response of HUVEC stimulated by LPS, 
which may be related to the inhibition of NF-κB signaling pathway activation rather than MAPK signaling pathway.

【Key words】  Rivaroxaban;  Vascular  endothelial  cell;  Endotoxin;  Nuclear  factor-κB;  Mitogen-activated 
protein kinase
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单克隆抗体购自美国赛信通公司；酶联免疫吸附试

验（ELISA）试剂盒购自美国 R&D 公司。

1.2  细胞培养及分组处理：用含 1% 青链霉素和

10% 胎牛血清的 DMEM 培养基培养 HUVEC，常规

5% CO2、37 ℃孵育 3 d，于直径 100 mm 或 60 mm 的

培养皿中传代培养，隔夜培育后按随机数字表法分

成 4 组，当细胞生长至 80% 融合度时，给予相应的

干预措施，以探讨利伐沙班对HUVEC促炎症反应的

作用。① 空白对照组：用不含血清、FⅩa、利伐沙班

或 LPS 的 DMEM 培养基培养细胞；② LPS 组：用含

100 μg/L LPS 的培养基培养细胞 16 h；③ FⅩa+LPS

组：于 LPS 刺激前用含 100 nmol/L FⅩa 的乏血清 

DMEM 培养基培养细胞 24 h；④ FⅩa+RIV+LPS 组： 

于 LPS 刺激前用含 100 nmol/L FⅩa 及 1 μmol/L 利

伐沙班（RIV）的乏血清DMEM培养基培养细胞24 h。

1.3  检测指标及方法：于 LPS 刺激后 16 h 收集细

胞和培养基备检。

1.3.1  CCK-8 细胞增殖及细胞毒性检测试剂盒检测

细胞活性：将 1×104 个细胞接种 96 孔板中培养，每

孔含 100 μL 培养基。在每个孔中加入 CCK-8 检测

液 10 μL，继续培养 2 h，用微孔板检测仪检测吸光度

（A）值。

1.3.2  细胞划痕实验：应用细胞划痕实验证实利

伐沙班对血管内皮细胞迁移能力的影响［11］。将

1×105 个细胞接种于 12 孔板中，培养 48 h，直到内

皮细胞充分融合。细胞经过 FⅩa 和利伐沙班处理

后，用无菌枪头在每个培养皿中间进行划痕，然后用

100 μg/L LPS 刺激 16 h。使用 Image J 软件测量划

痕愈合的距离即细胞迁移距离，以空白对照组迁移
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距离为 1，计算各处理组与空白对照组迁移距离的

比值，实验重复 3 次。

1.3.3  流式细胞仪检测细胞凋亡情况：收集各组细

胞，用 100 μL 缓冲液重悬，膜联蛋白Ⅴ（Annexin Ⅴ）

4 ℃下避光染色 20 min；碘化丙啶（PI）染色 10 min。

用流式细胞仪检测细胞所携带的荧光情况。用

FlowJo V10 软件获取并分析数据。根据介质的荧光

强度确定凋亡细胞所占的百分比。

1.3.4  Transwell 小室法检测单层血管内皮细胞的

通透性：应用 Transwell 小室及分光光度仪，通过

检测白蛋白结合的伊文思蓝浓度来表示单层血管

内皮细胞的渗透性［12-13］。将 2×105 个细胞悬液加

入 Transwell 板的上层小室中，用含 10% 胎牛血清

的 DMEM 培养基培养过夜，然后换成乏血清的培养

基；加入含有 FⅩa 或利伐沙班的培养基培养 24 h； 

然后加入 LPS 达到终浓度 100 μg/L 培养 16 h；同

时，将 600 μL 含有 4% 胎牛血清的培养基加入

Transwell 板的下层小室中；37 ℃温箱培养 1 h，取下

室 100 μL 培养基，在波长 620 nm 处测量 A 值。以

空白对照组 A 值为 100%，计算各组处理细胞与空

白对照组的 A 值比值。

1.3.5  ELISA 试验检测细胞培养基中炎性因子水

平：收集各组细胞培养上清液，按 ELISA 试剂盒说

明书步骤测定白细胞介素（IL-1β、IL-6）、肿瘤坏死

因子-α（TNF-α）等促炎因子水平。

1.3.6  蛋白质免疫印迹试验（Western Blot）检测

NF-κB、MAPK 通路蛋白表达：用裂解液裂解细胞，

收集裂解液后 4 ℃、14 000×g 离心 5 min 留取上清

液。用 BCA 法测定蛋白浓度，高温变性，分装上清

液保存于 -20 ℃冰箱中。提取的蛋白样品与加样

缓冲液混合，用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰氨凝胶

电泳（SDS-PAGE），分离的蛋白转移到聚乙二烯膜

上，用 5% 脱脂牛奶室温封闭 2 h 后，用一抗 4℃孵

育过夜，二抗室温孵育振荡 1.5 h，显影、拍照。以

GAPDH 作为内参用于蛋白定量。使用 Image J 软件

检测蛋白灰度值，以目标蛋白与未磷酸化蛋白的灰

度值比值代表目标蛋白表达量。

1.4  统计学分析：用 GraphPad Prism 软件对数据

进行统计学分析，数据以均数 ± 标准差（x±s）表

示，采用 Student 非配对 t 检验和单因素方差分析

（ANOVA），P＜0.05 为差异有统计学意义。

2 结 果 

2.1  利伐沙班对 LPS 诱导的 HUVEC 损伤后细胞

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖， 
FⅩa 为凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班；与空白对照组比较， 

aP＜0.05；与 FⅩa+LPS 组比较，bP＜0.05

图 1  各组 HUVEC 细胞活性比较

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖，FⅩa 为 
凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班；与空白对照组比较，aP＜0.05； 

与 FⅩa+LPS 组比较，bP＜0.05

图 2  各组 HUVEC 细胞凋亡率比较

活性的影响（图 1）：与空白对照组比较，LPS 刺激

后可明显抑制 HUVEC 活性（P＜0.05）；在细胞培养

液中加入 FⅩa 预处理后，细胞活性较 LPS 组进一步

下降；而利伐沙班可以明显缓解 LPS 与 FⅩa 诱导

的细胞活性下降（P＜0.05）。说明利伐沙班对内毒

素诱导的 HUVEC 活性下降有保护性作用。

2.2  利伐沙班对 LPS 诱导的 HUVEC 损伤后细胞

凋亡的影响（图 2～3）：与空白对照组相比，LPS 组

凋亡细胞明显增加（P＜0.05）；加入 FⅩa 预处理

后凋亡细胞数量与 LPS 组比较差异无统计学意义 

（P＞0.05）；而利伐沙班可显著抑制 LPS 与 FⅩa 诱

导的凋亡细胞增加（P＜0.05）。

2.3  利伐沙班对 LPS 诱导 HUVEC 损伤后细胞迁

移能力的影响（图 4～5）：LPS 刺激后细胞迁移能

力增加，迁移距离是空白对照组的（2.17±0.22）倍

（P＜0.05）；FⅩa 预处理后细胞迁移能力与 LPS 组

无明显差异；FⅩa+RIV+LPS 组细胞迁移距离较

FⅩa+LPS 组明显减小（P＜0.05）。证明利伐沙班抑

制了内毒素对血管内皮细胞迁移运动的刺激作用。
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注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖，FⅩa 为 
凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班；与空白对照组比较， 

aP＜0.05；与 FⅩa+LPS 组比较，bP＜0.05

图 6  各组 HUVEC 细胞通透性比较

表 1 各组 HUVEC 细胞炎性因子水平比较（x±s）

组别
样本数

（次）

IL-1β

（ng/L）

IL-6

（ng/L）

TNF-α

（ng/L）

空白对照组 3 66.1±  2.9 19.4±  5.9 31.3±17.0
LPS 组 3 389.6±  8.6 a 124.9±  7.7 a 204.7±12.2 a

FⅩa+LPS 组 3 477.8±20.2 a 238.0±24.1 ab 196.2±  4.5 a

FⅩa+RIV+LPS 组 3 163.2±20.7 abc 69.3±  0.5 abc 117.0±13.1 abc

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖，FⅩa 为凝血

因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班，IL-1β 为白细胞介素-1β，IL-6 为白细

胞介素- 6，TNF-α 为肿瘤坏死因子-α；与空白对照组比较，aP＜
0.05；与 LPS 组比较，bP＜0.05，与 FⅩa+LPS 组比较，cP＜0.05

图 4  细胞划痕实验检测各组人脐静脉内皮细胞（HUVEC）迁移情况　双虚线代表实验划痕；空白对照组（A）细胞无明显迁移；脂多糖 
（LPS）组和凝血因子Ⅹa（FⅩa）+LPS 组细胞逐渐愈合，迁移距离较大；FⅩa+ 利伐沙班（RIV）+LPS 组细胞迁移距离较小　低倍放大

（P＜0.05）；而 FⅩa+RIV+LPS 组炎性细胞因子水平

明显被抑制，且与 FⅩa+LPS 组比较差异均有统计

学意义（均 P＜0.05）。说明利伐沙班预处理可以抑

制内毒素刺激细胞炎症反应所导致的 IL-1β、IL-6

和 TNF-α分泌。

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖，FⅩa 为凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班，FITC-AnnexinⅤ为 
异硫氰酸荧光素-膜联蛋白Ⅴ，PI 为碘化丙啶；Q1 为坏死细胞，Q2 为晚期凋亡细胞，Q3 为早期凋亡细胞，Q4 为正常细胞

图 3  流式细胞仪检测各组 HUVEC 细胞凋亡情况

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，LPS 为脂多糖，FⅩa 为 
凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班；与空白对照组比较， 

aP＜0.05；与 FⅩa+LPS 组比较，bP＜0.05

图 5  各组 HUVEC 细胞迁移距离比较

2.4  利伐沙班对 LPS 诱导 HUVEC 损伤后内皮细

胞屏障破坏的影响（图 6）：与空白对照组相比，LPS

诱导后单层内皮细胞屏障通透性明显增加（P＜
0.05），细胞间连接破坏；与 LPS 组相比，FⅩa+LPS

组单层内皮细胞屏障通透性无明显变化（P＞0.05）；

而 FⅩa+RIV+LPS 组血管内皮细胞屏障通透性较

FⅩa+LPS 组明显改善（P＜0.05）。说明利伐沙班可

以通过改善内毒素对血管内皮细胞屏障的影响来减

轻炎性损伤。

2.5  利伐沙班对 LPS 诱导 HUVEC 损伤后细胞炎

症反应的影响（表 1）：与空白对照组比较，LPS 组

IL-1β、IL-6、TNF-α 等炎性细胞因子水平明显升高

（均 P＜0.05）。与 LPS 组比较，FⅩa+LPS 组 IL-1β、

TNF-α 水平无明显变化，但是 IL-6 水平明显升高
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表 2 各组 HUVEC 细胞 MAPK 和 NF-κB 信号通路
蛋白表达水平比较（x±s）

组别
样本数

（次）

p-JNK/

JNK

p-p38MAPK/

p38MAPK

p-TAK1/

TAK1

p-NF-κBp65/
NF-κBp65

空白对照组 3 1.00±0.13 1.00±0.09 1.00±0.15 1.00±0.14
LPS 组 3 2.62±0.25 a 3.85±0.35 a 2.33±0.17 a 3.55±0.40 a

FⅩa+LPS 组 3 1.65±0.15 ab 2.35±0.20 ab 1.85±0.15 ab 2.36±0.20 ab

FⅩa+RIV+LPS 组 3 1.64±0.12 ab 2.31±0.32 ab 0.74±0.09 bc 1.15±0.17 bc

注：HUVEC 为人脐静脉内皮细胞，MAPK 为丝裂素活化蛋白

激酶，NF-κB 为核转录因子- κB，LPS 为脂多糖，FⅩa 为凝血因子

Ⅹa，RIV 为利伐沙班，p-JNK 为磷酸化 Jun 氨基末端激酶（JNK）， 

p-p38MAPK 为磷酸化 p38MAPK，p-TAK1 为磷酸化转化生长因子

激酶 1（TAK1），p-NF-κBp65 为磷酸化 NF-κBp65；与空白对照组比

较，aP＜0.05；与LPS组比较，bP＜0.05；与FⅩa+LPS组比较，cP＜0.05

2.6  利伐沙班对 LPS 诱导 HUVEC 损伤后细胞

MAPK、NF-κB 信号通路激活的影响（图 7；表 2）：

与空白对照组比较，LPS 刺激后可以明显增加血

管内皮细胞 MAPK 和 NF-κB 信号通路关键蛋白

p-JNK、p-p38MAPK、p-TAK1、p-NF-κBp65 的表达

（均 P＜0.05），说明内毒素可以直接激活 MAPK 和 

NF-κB 信号通路。与 LPS 组比较，FⅩa 预处理后上

述 4 种蛋白表达均明显下降（均 P＜0.05）；利伐沙

班预处理可明显降低 LPS 与 FⅩa 诱导的 NF-κBp65
和 TAK1 磷酸化（均 P＜0.05），但对炎症反应相关的

MAPK 信号通路 JNK 和 p38MAPK 磷酸化的影响却

不大（均 P＞0.05）。说明利伐沙班通过抑制 NF-κB
信号通路来缓解内毒素刺激血管内皮细胞损伤而非

MAPK 信号通路。

3 讨 论 

  FⅩa 和凝血酶等几种凝血蛋白酶除具有促凝

血功能外，也可诱导多种促炎因子的分泌［14］。本研

究中用 LPS 刺激 HUVEC，模拟细菌分泌的内毒素

刺激引起的血管内皮细胞炎症反应变化，用于评价

利伐沙班对血管内皮细胞损伤的影响。结果证实，

利伐沙班除具有抗凝作用外，还可以抑制细胞炎症

反应，因此对内毒素诱导的血管内皮细胞功能损伤

及凋亡有保护作用。利伐沙班可以直接抑制 FⅩa，

缓解内毒素引起的血管内皮细胞损伤和血管内皮细

胞功能失调；同时减少内毒素刺激引起的血管内皮

细胞炎性因子分泌，如 IL-1β、IL-6 和 TNF-α。利

伐沙班通过 NF-κB 炎症信号通路抑制血管内皮细

胞损伤引起的炎症反应。

  血管内皮细胞损伤和高渗透性在内毒素诱导的

全身炎症损伤中起重要作用［15］。血管内皮细胞屏

障的完整性在维持血管和组织功能稳定方面起着关

键作用［16］。本研究中用 CCK-8 试剂盒检测血管内

皮细胞活性；用流式细胞仪分析血管内皮细胞的凋

亡情况；用细胞划痕实验来评价细胞迁移能力；用

Transwell 小室及蛋白结合的伊文思蓝复合物来评价

单层内皮细胞屏障的通透性。结果显示，内毒素可

以通过引起细胞凋亡、功能障碍以及改变细胞间隙

和跨细胞屏障来增加单层血管内皮细胞屏障的通透

性。在细胞培养基中加入FⅩa和利伐沙班预处理后，

被 LPS 抑制的内皮细胞活性明显改善。有研究证

实，血管内皮细胞凋亡在不同炎症性疾病中起重要 

作用［17］。利伐沙班可以减少 LPS 引起的内皮细胞

凋亡。本研究显示，内毒素刺激后内皮细胞的迁移

能力增加，而加入利伐沙班后内皮细胞的迁移能力

降低，但具体机制尚不清楚。血管内皮细胞屏障功

能反映内皮细胞的功能及细胞间连接，本研究显示，

利伐沙班可以减少下层培养系统中白蛋白结合伊文

思蓝复合物的浓度，说明它可以改善内毒素对单层

血管内皮细胞屏障的破坏。IL-1β、IL-6 和 TNF-α

是常见的炎症反应的重要标志物，本研究显示，利

伐沙班可以减少血管内皮细胞分泌这些炎性因子。

利伐沙班通过改善内皮细胞活性、减少内皮细胞凋

亡、降低血管内皮细胞屏障通透性、抑制内皮细胞

炎性因子分泌，从而改善内毒素刺激引起的内皮细

胞结构及功能损害。

  NF-κB 信号通路已经被证实在内毒素引起的

炎症反应过程中起重要作用［18］。MAPK 信号通路

Western Blot为蛋白质免疫印迹试验，HUVEC为人脐静脉内皮细胞，
MAPK 为丝裂素活化蛋白激酶，NF-κB 为核转录因子- κB，LPS 为 
脂多糖，FⅩa 为凝血因子Ⅹa，RIV 为利伐沙班，p-JNK 为磷酸化 

Jun 氨基末端激酶（JNK）， p-p38MAPK 为磷酸化 p38MAPK， 
p-TAK1 为磷酸化转化生长因子激酶 1（TAK1），p-NF-κBp65 为 

磷酸化 NF-κBp65，GAPDH 为 3 -磷酸甘油醛脱氢酶

图 7  Western Blot 检验各组 HUVEC 中 MAPK 
和 NF-κB 信号通路关键蛋白的表达
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与细菌性炎症反应过程中的细胞因子和介质分泌

密切相关，一些炎性因子的释放与 MAPK 信号通路

中的 JNK 和 p38MAPK 蛋白激活相关［19-20］。已有

研究证实，FⅦα/FⅩα可以激活 NF-κB、MAPK 信

号通路以及刺激细胞分泌大量炎性介质［6，8］。本研

究表明，内毒素可以通过 NF-κB 和 MAPK 信号通

路增加炎症反应；而应用利伐沙班预处理可以缓解

内毒素诱导的 HUVEC 损伤，进一步推测其作用机

制可能与 NF-κB 或 MAPK 信号通路相关。另外，

本研究结果还显示，利伐沙班可以抑制 NF-κB 信号

通路激活，但对 MAPK 信号通路的关键蛋白分泌却

没有明显影响。说明利伐沙班通过对 NF-κB 信号

通路而非 MAPK 信号通路的抑制来改善内毒素诱

导的 HUVEC 损伤，证明它可以通过抑制 NF-κB 信

号通路对内毒素刺激血管内皮细胞炎症反应起保 

护作用。

  综上所述，本研究通过内毒素刺激 HUVEC 证

实，内毒素和 FⅩa 通过激活炎症信号通路 NF-κB
及 MAPK 引起血管内皮细胞炎症反应。FⅩa 抑制

剂利伐沙班仅可以通过 NF-κB 炎症信号通路来抑

制内毒素刺激血管内皮细胞所引起的炎症反应。
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广告声明

  按照广告审批的相关规定，本刊刊登广告图片和内容均按广告审查批准文号的原件刊出，故广告内容中“适应症”未按标

准医学名词术语修改为“适应证”，部分药品计量单位仍出现了双斜线。特此声明！


