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脱氧胆酸钠对人脐静脉内皮细胞凋亡的影响 *
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摘要 目的：探讨脱氧胆酸钠（SD）对体外培养的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）凋亡的影响。方法：（1）以不同终浓度（0、0.015

mg/mL、0.05 mg/mL、0.15 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL）的脱氧胆酸钠分别作用于人脐静脉血管内皮细胞，使用 CCK-8检测细胞

活力、TUNEL 荧光染色检测细胞凋亡；（2）以终浓度为 0.15 mg/mL 的 SD 作用于 HUVEC4、8、12 h 后用 Western blot 检测

Caspase-3、7、9蛋白及 PARP活化情况；（3）观察 Caspase-3抑制剂 Z-DEVD-FMK对 0.15 mg/mL脱氧胆酸钠组的影响。结果：

CCK8结果显示随 SD浓度（0 ~ 1.0 mg/mL）及作用时间（0 ~12 h）增加，HUVEC活力降低，0.15 mg/mL时活力为 80%，1.0 mg/mL

时细胞活力仅不到 10%；Tunel检测示随着 SD浓度的增加 HUVEC凋亡明显增多；Western Blot结果示 SD作用于 HUVEC后

Caspase-3、7、9蛋白及 PARP活化明显增加；Z-DEVD-FMK明显抑制了 0.15 mg/mLSD引起的 PARP活化。结论：脱氧胆酸钠

（SD）通过启动 Caspase级联反应介导了人脐静脉内皮细胞的凋亡。
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Effect of Sodium Deoxycholate (SD) on Human Umbilical Vein Endothelial
Cell Apoptosis*

To discuss the effect of sodium deoxycholate (SD)on the apoptosis of HUVECsin vitro. (1)After

HUVECs were respectively exposed to different final concentrations of SD（0,0.015 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.15 mg/mL, 0.5 mg/mL,1.0

mg/mLcell viability was detected by CCK-8 assay and cell apoptosis was detected by TUNEL staining. (2)After 0.15 mg/mL SD was

acted on HUVECs for 4 h, 6 h, 8 h, Western blot was used to detect the activation of Caspase-3, 7, 9 and PARP.(3)Observe the effect of

Z-DEVD-FMK (a Caspase-3 inhibitor) on the groups with SD at a dose of 0.15 mg/mL. CCK8 assay showed that with the

increasing of SD concentrations（0 ~ 1.0 mg/mL）and action time(0 ~12h), cell viability of HUVECs decreased accordingly. Cell viability

was 80% at a dose of 0.15 mg/mL, while merely less than 10% at a dose of 1.0 mg/mL.TUNEL staining displayed that the more the

concentrations of SD, the more cell apoptosis there were. From Western blot, it could be seen that after adding SD into HUVECs the

activation of Caspase-3, 7, 9 and PARP rose. Z-DEVD-FMK could inhibit the effect of SD at a dose of 0.15 mg/mL on the activation of

PARP. SD could induce HUVEC apoptosis through the activation of Caspase Proteinases.
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前言

脱氧胆酸钠（SD）作为一种具有双极性特点的次级胆汁

酸，经常被用作为许多药物（如磷脂酰胆碱、两性霉素 B等）的

溶剂以便增加这些药物的水溶性[1]。尤其是近些年，以 SD为溶

剂的磷脂酰胆碱作为局部溶脂药在整形美容领域掀起了一股

潮流，尽管其尚未被国内及国外大多数权威机构认可，主要因

为该溶脂药的作用具有非特异选择性，可对血管、肌肉等造成

损伤[2]。国内外众多学者对这类混合药物的作用机制进行了大

量研究，现在更多的研究发现该溶脂药物中发挥溶脂作用的主

要成分并非磷脂酰胆碱而是脱氧胆酸钠[3]。随后许多对单纯 SD

的溶脂作用研究亦与这一观点一致，但研究中同时也发现了

SD对血管等的损伤作用[3]。为了了解 SD对血管内皮细胞的损

伤机制并为今后防止其对血管的损伤提供可能，拟通过体外实

验观察脱氧胆酸钠（SD）对体外培养的人脐静脉内皮细胞（HU-

VEC）增殖与凋亡的影响。

1 材料与方法
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图 1A:不同浓度 SD作用后 HUVEC细胞存活率 B:0.15 mg/mL SD作用后 HUVEC细胞存活率

Fig.1 A:Cell proliferation of HUVEC acted by different concentrations of SD B: Cell proliferation of HUVEC acted by 0.15 mg/mL SD

Note: Compared with control group, ***P＜0.05.

1.1 实验材料

人脐静脉内皮细胞（HUVEC）由上海第二军医大学转化中

心提供；PBS、胰酶、DMEM培养基、血清（FBS）购自美国 Hy-

clone 公司；Z-DVED-FMK购自 ApexBio 公司；Tunnel 试剂盒

购自碧云天生物技术公司；枪头购自 Axygen公司；离心管、吸

管、培养瓶、培养皿购自康宁公司；双抗（青霉素、链霉素）、脱氧

胆酸钠、吲哚美辛、地塞米松、异丁基 -1-甲基黄嘌呤购自美仑

生物；Caspase-3、7、9及 PARP抗体购自 Abcam公司；胰岛素购

自 Solarbio。

1.2 人脐静脉内皮细胞株的培养与传代

HUVEC由上海第二军医大学转化中心提供。将 HUVEC

培养于含 600 mg/mL葡萄糖的 DEME 加 10%胎牛血清、100

mg/L链霉素、100 kU/L青霉素的培养液中，并置于 37℃、体积

分数 5%CO2的培养箱培养。细胞贴壁约 80%时，用 EDTA的

胰酶消化，进行传代。待细胞长至对数生长期后进行后续实验。

1.3 不同时间点、不同浓度 SD处理后用 CCK-8进行细胞存活

率测定

HUVEC内皮细胞正常传代 2次后，消化细胞，铺板。消化

细胞：PBS洗两遍，加入胰酶 1 mL，用培养液终止后，离心 1000

rpm× 5 min。铺板：铺三块 96孔板，细胞每孔铺 4000-5000个，

放入 37℃的 CO2孵箱 24 h。加药：按浓度梯度 0、0.015 mg/mL、

0.05 mg/mL、0.15 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL 加入药物，每

个梯度取 5复孔，加药后置于 37℃75%的 CO2孵箱培养。按时

间点 1，2，4，6，8，12（h）终止孵育，加入 CCK8（每 100 滋L培养
上清加入 10 滋LCCK8），避光，37℃75%的 CO2孵箱培养。45

min后置于酶标仪读值。读值 OD为 450 nm。

1.4 TUNEL法检测细胞凋亡

具体操作按试剂盒说明书步骤进行。取对数生长期的

HUVEC，稀释成 1× 104/mL，接种于含无菌盖玻片的 6孔培养

板，待细胞贴壁后，实验组加入终浓度分别为 0、0.015 mg/mL、

0.05 mg/mL、0.15 mg/mL、0.5 mg/mL、1.0 mg/mL的 SD，对照组

不加 SD，4 h 后用 TUNEL法检测细胞凋亡；加入终浓度为

0.15 mg/mL的 SD组分别在药物作用 4、6h后用 TUNEL法检

测细胞凋亡；提前 1h加入 10 滋mol/L Caspase-3抑制剂 Z-DE-

VD-FMK后再加入终浓度为 0.15 mg/mL的 SD分别作用 4、6h

后进行 TUNEL法检测细胞凋亡。

1.5 Western blot检测 Caspase蛋白酶及 PARP表达与活化

加入终浓度为 0.15 mg/mL的 SD处理细胞 4、8、12 h 后，

收集细胞，加入蛋白裂解液吹打混匀，按照试剂盒说明提取细

胞总蛋白，蛋白浓度用 Bradford 法测定，取 50 滋g 蛋白行
12.5%聚丙烯酰胺凝胶电泳，将蛋白转至硝酸纤维素膜，5%脱

脂奶粉室温阻断 2 h，分别加入相应抗体孵育过夜，滤膜经缓冲

液清洗 3次后分别再与二抗室温下孵育 1 h；Odyssey双色红外

荧光扫描成像系统法显影、曝光。提前 1 h加入 Caspase-3抑制

剂 Z-DEVD-FMK后再加入终浓度为 0.15 mg/mL的 SD，分别

作用 4、12 h后重复上述步骤，检测 PARP表达、活化情况。

1.6 统计学处理

采用 SPSS13.0统计软件包进行分析。计量资料，在方差齐

性的基础上应用单因素方差分析，P＜0.05提示差异具有统计

学意义。Western blot灰度值用 Image J软件测量。

2 结果

2.1 SD作用后 HUVEC细胞活力下降

如图 1，在同一作用时间下（4 h），随着 SD浓度逐渐增加，

HUVEC的细胞活力亦随之降低；当 SD浓度为 0.015 mg/mL

时细胞活力无明显改变，浓度为 0.15 mg/mL 时细胞活力为

80%，浓度为 1 mg/mL时细胞活力明显降低，不足 10%。同一浓

度下（0.15 mg/mL）随时间增加细胞活力进行性降低，4 h时活

力降低已较明显，12 h 时细胞活力不及一半，除 SD 浓度为

0.015 mg/mL作用 4 h及 0.15 mg/mL作用 1、2h组差异无统计

学意义外，其余各组差异具有统计学意义（P＜0.05）。由于不同

浓度的 SD作用于 HUVEC后引起其细胞活力降低，为明确是

否有凋亡机制参与 HUVEC活力的降低，进一步选择作用较明

显的浓度为 0.15 mg/mL的 SD进行后续凋亡检测。

2.2 TUNEL检测显示 SD作用于 HUVEC后其细胞凋亡增加

荧光显微镜下观察，细胞核中有绿色高亮着染者为凋亡细

胞。对照组几乎无凋亡细胞；实验组随 SD 浓度增加（0.05

mg/mL-0.5 mg/mL）高亮程度加深，凋亡细胞增多（图 2）；且加
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图 3 Z-DEVD-FMK联合 SD对 HUVEC凋亡的影响

Fig.3 Effect of Z-DEVD-FMK and SD on HUVEC apoptosis

注：A0.15 mg/mL的 SD作用 4h; B Z-DEVD-FMK+0.15 mg/mL SD作用 4 h; C Z-DEVD-FMK+0.15 mg/mL SD作用 6 h

Note: A 4 h after the effect of 0.15 mg/mL SD on HUVEC; B 4 h after the effect of 0.15 mg/mL SD associated with Z-DEVD-FMK on HUVEC;

C 6 h after the effect of 0.15 mg/mL SD associated with Z-DEVD-FMK on HUVEC

入 Caspase-3抑制剂 Z-DEVD-FMK后，0.15 mg/mL SD作用于

HUVEC4h产生的细胞凋亡比未加抑制剂时明显减少（图 3 A

和 B）。

图 2不同浓度 SD作用于 HUVEC后细胞凋亡检测

Fig.2 Detection of HUVEC apoptosis after being acted on by different concentrations of SD

2.3 Western blot结果示 SD可导致 HUVEC细胞凋亡增加

与对照组相比，终浓度为 0.15 mg/mL的 SD处理细胞 4 h、

8 h、12 h 后 Cleaved-Caspase3、7、9 及 Cleaved-PARP均明显增

多，且随着时间推移其活化量随之增加（图 4）；然而，提前 1 h

加入 10 滋mol/L 的 Caspase-3 抑制剂 Z-DEVD-FMK 再加入

0.15 mg/mL的 SD处理 HUVEC 4 h及 12 h后，与不加该抑制

剂（4 h（—）及 12 h(—)）相比，其 PARP的活化减少（图 4 D）,说

明 Caspase-3活化减少。由此推测 SD通过活化 Caspase-3途径

介导了 HUVEC的细胞凋亡。

3 讨论

现代生活中各种原因引起的全身或局部脂肪堆积（全身性

或局部肥胖、眼袋等），不同程度地影响了人们外形的美观，因

此各种溶脂方法相继出现以解决这一难题。到目前为止采用的

溶脂手段包括脂肪抽吸术及一些微创方法，如超声溶脂、激光

溶脂、静脉溶脂等，但因超声及激光溶脂对局部组织具有不同

程度热损伤作用，静脉溶脂可能引起一些全身性反应，故这些

微创方法并未得到广泛普及[4]。脂肪抽吸术仍是临床上解决脂

肪堆积尤其局部脂肪堆积较为理想的方法[5]。尽管如此，脂肪抽

吸术作为一种有创手术仍然可能会带来术后疼痛、肿胀、淤青、

感染甚至脂肪栓塞等并发症。因此，损伤更小的微创溶脂依然

备受整形外科医生及患者的青睐。近几十年，注射溶脂（中胚层

疗法中的一种）首先在欧美等国家出现[6]，随后开始传入国内。

1952年 Pistor[7]首次提出将中胚层疗法作为使药物传输至体内

的新型手段。具体地说，中胚层疗法是将不同的药物进行配制

后注射到人体局部的皮下，达到治疗目的的一种医疗技术[8]。多

年来，中胚层疗法已被广泛应用于慢性疼痛、脂肪栓塞、高脂血

症、血管炎、淋巴水肿、秃发、牛皮癣、人体外形塑造等[9-15]。而中

胚层疗法的注射药物中最受关注的当属脂肪溶解性药物，如磷

脂酰胆碱、脱氧胆酸钠等。据报道，1988年有人将磷脂酰胆碱

通过这一注射方法用于治疗睑黄瘤 [16]。巴西一位名叫 Patricia

Rittes的皮肤科专家首次报道了运用磷脂酰胆碱治疗眶下脂肪

堆积和其他局部脂肪堆积[17,18]。当磷脂酰胆碱作为溶脂药物时

需溶解在一定溶剂中以便增加其水溶性，发挥溶脂作用，最常

用的溶剂是脱氧胆酸钠。然而，近来越来越多的研究发现，脱氧

胆酸钠单独作用亦可导致脂肪溶解[19]，甚至发现溶脂药物混合

制剂中脱氧胆酸钠才是主要的溶脂成分[3]。

相对于传统的手术抽脂方法，注射溶脂因其创伤小、操作

简单、恢复较快等特点更易为患者及术者所接受[20]。然而，目前

常用的溶脂药，无论磷脂酰胆碱还是脱氧胆酸钠，虽然溶脂效

果较确切[21]，但其对周围其他组织（血管、肌肉、皮肤等）亦具有

损伤作用[22]，这就限制了这类药物在整形美容领域的应用。近

年来，亦有一些研究发现只要正确掌握注射层次，脱氧胆酸钠

这类溶脂药对肌肉层及皮肤的损伤作用就会得到抑制，但其对

血管的损伤仍然存在。如果能探明脱氧胆酸钠对血管内皮细胞

损伤的机制，就能有针对性的阻断或减轻其对血管内皮细胞的
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图 40.15 mg/mLSD处理 HUVEC后各 Caspase蛋白酶活化情况以及 Z-DEVD-FMK对 SD所致 PARP活化的影响

Fig. 4 Activation of Caspase Proteinases after being acted on by 0.15 mg/mLSD and the effect ofZ-DEVD-FMK on activation of PARP

Note: Compared with control groups, ***P＜0.05 in panel A、B、C, * P＜0.05 in panel D; in panel D, compared with the groups not added with

Z-DEVD-FMK, **P＜0.05. *** P＜0.05.

损伤，进而减少脱氧胆酸钠溶脂时出现局部淤血、组织缺血坏

死等可能性，为其在溶脂方面的应用有利地解决一大障碍。若

可解决脱氧胆酸钠对血管的损伤作用，将来还可将脱氧胆酸钠

运用制备超薄皮瓣，而不会因血运问题而导致皮瓣无法存活，

这可作为今后研究的方向。

本实验通过体外实验观察了脱氧胆酸钠（SD）对体外培养

的人脐静脉内皮细胞（HUVEC）增殖与凋亡的影响，试图了解

SD对血管内皮细胞损伤的具体机制。研究发现，脱氧胆酸钠

（SD）作用于 HUVEC后可引起细胞活力降低，且随 SD浓度及

作用时间增加，细胞活力随之降低，而 SD引起 HUVEC活力的

降低可能由于细胞增殖减少或凋亡增加等。为验证 SD导致

HUVEC活力降低的机制中是否有细胞凋亡的参与，本实验进

一步采用了 Tunel及Western Blot检测。Tunel检测发现浓度为

0.05 mg/mL、0.15 mg/mL 和 0.5 mg/mL 的 SD 作用于 HUVEC

后细胞凋亡明显较对照组增加，且浓度越高凋亡越明显；相同

药物浓度和作用时间下，Caspase-3抑制剂可以明显较少细胞

凋亡，说明 SD可使 HUVEC发生凋亡。根据 CCK8检测结果

选取了 SD作用效果较明显的浓度（0.15 mg/mL）及作用时间

（4h）进行Western Blot检查选择 0.15 mg/mL的浓度作用 4h后

检测凋亡相关蛋白如 Caspase-3、7、9 及 PARP，发现均活化

(Cleaved-Caspase-3、7、9 及 PARP）增加（图 4）；而不加抑制剂

组相比，提前加入 Caspase-3 抑制剂 Z-DEVD-FMK 后再加

0.15 mg/mLSD分别作用 4、12h明显抑制了脱氧胆酸钠诱导的

PARP的活化（图 4 D）。

Caspase家族与真核细胞凋亡密切相关，并参与细胞的生

长、分化与凋亡调节。Caspase家族已经被鉴定有 14种类型，在

其介导的凋亡过程中，Caspase-3是最重要的效应蛋白酶之一。

在正常的细胞内，每一种 Caspase都是以非活性状态存在的，

凋亡刺激因素作用于细胞后通过激活上游 Caspase 分子，如

Caspase-9，进而激活 Caspase-3，活化后的 Caspase-3可剪切下

游分子使其活化，并最终启动凋亡过程。Caspase-3最主要的底

物是多聚 (ADP- 核糖 )聚合酶 PARP(poly (ADP-ribose) poly-
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merase)，该酶与 DNA修复、基因完整性监护有关。本实验中用

不同浓度的 SD作用于 HUVEC后发现均引起 HUVEC细胞活

力降低；TUNEL免疫荧光检测显示与对照组相比，实验组 HU-

VEC凋亡明显，且遂药物浓度及作用时间增加，凋亡细胞增

多；Western blot检测示 Caspase-3、7、9及 PARP活化增加进一

步证实了细胞凋亡的存在，且这种凋亡作用可以被 Caspase-3

抑制剂 Z-DEVD-FMK所抑制。因此，本实验证实了脱氧胆酸钠

（SD）可通过 Caspase-3途径诱导人脐静脉内皮细胞凋亡。

不足之处是，此次研究并未深入探讨 Caspase信号通路在

脱氧胆酸钠（SD）诱导人脐静脉内皮细胞凋亡的一系列级联反

应，本实验也未排除尚存在其他途径介导的 HUVEC凋亡以及

SD通过其他途径导致 HUVEC死亡的机制，这都有待进一步

研究。

4 结论

脱氧胆酸钠（SD）对人脐静脉内皮细胞具有损伤作用，其

中一种损伤机制是通过 Caspase-3途径诱导人脐静脉内皮细胞

凋亡。
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