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【摘要】  目的  研究不同剂型的辛伐他汀通过调节诱导型一氧化氮合酶（inducible nitric oxide 
synthase, iNOS）/ 内皮型一氧化氮合酶（endothelial nitric oxide synthase, eNOS）平衡对脓毒症小鼠

模型中的腹主动脉血管及脓毒症血管内皮细胞损伤模型产生的影响。方法  使用 LPS 诱导人脐静

脉内皮细胞（human umbilical vein endothelial cells, HUVEC）形成脓毒症血管内皮细胞损伤模型，

分别给予普通辛伐他汀制剂（SV）及辛伐他汀纳米粒制剂（NP）进行处理，应用流式细胞仪检测

细胞凋亡情况，用酶联免疫吸附测定法检测细胞培养上清液中的 IL-6、TNF-α 释放情况。Western 
blot 法检测 eNOS 和 iNOS 蛋白表达 ；CLP 法诱导脓毒症小鼠造模，免疫组化法检测腹主动脉组

织中 iNOS 和 eNOS 蛋白表达情况。计量资料以均数 ± 标准差（Mean±SD）表示 , 多组间比较采

用单因素方差分析，组间比较采用 SNK-q 检验或 Tamhane T2 检验，以 P<0.05 为差异有统计学意

义。结果  与对照组比较，LPS 诱导形成的脓毒症内皮细胞凋亡率明显增加，与对照组比较，细

胞凋亡率为（52.6±1.6）% vs （5.7%±1.1）%， P<0.01。而应用 SV 和 NP 均能减轻 HUVEC 凋亡，

与 LPS 处理组比较，细胞凋亡率分别为（36.4±1.2）%、（37.0±1.0）% vs （52.6±1.6）%，均

P<0.01。经 LPS 刺激 24 h 后，IL-6 和 TNF-α 释放量显著增加 ；而应用 SV 和 NP 处理对于 LPS
刺激增加的 IL-6 水平并无抑制效应。辛伐他汀可以降低 HUVEC 中由 LPS 诱导增加的 TNF-α 释

放量，而 NP 组较 SV 组抑制作用差异无统计学意义。应用 Western blot 测定 HUVEC 中 eNOS 和

iNOS 蛋白表达，eNOS 表达在 LPS 组降低明显，iNOS 表达则在 LPS 组明显升高（eNOS/GAPDH: 
0.36±0.02 vs 0.57±0.01，iNOS/GAPDH: 0.80±0.19 vs 0.55±0.18, 均 P<0.01），NP 组对于 eNOS 的

恢复效应高于 SV 组 （P<0.05）；NP 和 SV 均能明显降低 iNOS 水平，但是两组之间差异无统计学

意义。动物腹主动脉免疫组化显示，在 CLP 组，eNOS 蛋白半定量表达明显降低，而 iNOS 蛋白的

半定量表达则明显增高（均 P<0.01）；辛伐他汀不同制剂均可提高 eNOS 蛋白水平，且 NP 组对于

eNOS 的恢复效应要明显高于 SV 组，组间差异有统计学意义（P<0.01）；而 CLP 组中 iNOS 的表

达上调，应用辛伐他汀可以使其水平明显下降（均 P<0.01），但 SV 组和 NP 组间差异无统计学意义。

脓毒症体内与体外模型中 iNOS/eNOS 比值显著升高，辛伐他汀的应用可使比值降低，但 SV 组与

NP 组间差异无统计学意义。结论  辛伐他汀可以抑制内皮细胞中 TNF-α 的释放，阻遏内皮细胞

的凋亡，可能涉及到 iNOS/eNOS 的平衡，新型的纳米粒制剂仅在部分指标上与静脉制剂存在差异，

仍需进一步深入剂型改良。
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HMG-CoA 还原酶抑制剂（他汀类药物）是史上使用

最广泛，销量最多的药物之一 [1]。除了对冠脉疾病具有常

规的降脂效应外，他汀类药物还具抗炎效应、诱导一氧化

氮合酶（inducible nitric oxide synthase, iNOS）和影响白细

胞黏附移位等效应 [2-4], 因此可以涉及到很多的炎症反应疾

病，例如自身免疫功能紊乱、多发性硬化、慢性阻塞性肺

疾病（chronic obstructive pulmonary disease, COPD）、急性

呼吸窘迫综合征（acute respiratory distress syndrome, ARDS）

和脓毒症 [5-7]。此外，他汀类药物还具有抗菌特性，可以对

脓毒症患者产生额外有益的治疗效应 [8-9]。

尽管近年来不断有新的关于他汀类药物对于脓毒症预

后影响的研究，结果多数都认为他汀类药物未能对脓毒症
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预后产生影响 [10-12]，然而 2018 年 CHEST 杂志发表的编者

案指出由于大部分研究人群的均质性未能明确，且多为回

顾性研究，不能较好地进行随机，而且因为存在不同品规

的他汀制剂，表现结果似乎更不相同 [13]。Lee 等 [14] 研究显示，

阿托伐他汀和辛伐他汀可能会对预后产生较好的保护作用。

脓毒症中出现的血管渗漏是脓毒症疾病恶化的病理生理基

础，因为血管损伤导致的病理改变如同开启了全身脏器损

伤的阀门，尤其是内皮屏障损伤与不良预后密切相关，他

汀类药物在脓毒症中的价值尚未明确，需要从内皮细胞屏

障功能保护角度，明确他汀类非降脂效应可能的获益机制。

目前他汀类药物在危重患者中仅仅只有胃肠道制剂，尚无

静脉制剂，原因在于他汀类药物水溶性差，脂溶性强。而

纳米粒是一种新型的载药系统，它的粒径通常在 10 ～ 100 

nm，是一种理想的静脉注射的药物载体 , 因此希望进行相

关的制剂改良后，甚至通过脂质纳米粒的被动靶向血管的

效应 [15]，增强辛伐他汀在脓毒症血管内皮保护中的使用价

值。因此，本研究着力比较辛伐他汀脂质纳米粒在离体和

在体脓毒症模型中对脓毒症血管内皮的影响。

1  材料与方法

1.1  试剂与药品
辛伐他汀原料药（浙江医药股份有限公司新昌药厂）；

硬脂酸、泊洛沙姆（上海化学试剂采购供应站）；脂多

糖（LPS，Escherichia coli 0111:B4， 美 国 Sigma 公 司 ）；

PVDF 膜（美国 Bio-rad 公司）；ECL 试剂（美国 Santa Cruz 

Biotechnology 公司）、抗 iNOS 和 eNOS 抗体（美国 abcam

公司）；抗 GADPH 抗体（中国谷歌生物有限公司）; 人 

IL-6 ELISA 及人 TNF-α ELISA 试剂盒（杭州联科生物科

技公司）。

1.2  制剂配置
辛伐他汀静脉制剂配制 ：精密称取 41.8 mg 辛伐他汀

粉剂及 4 mg 氢氧化钠，溶于 10 mL 无水乙醇中，稀释后用

稀盐酸调节 pH 至 7.2，最终配制成浓度为 10 mmol/L 母液，

滤过除菌后分装，-20℃保存，细胞用药浓度为 1 μmol/L，

动物给药浓度为 1 mg/kg。

辛伐他汀纳米粒制剂配制 ：精密称取辛伐他汀 12 mg

和单硬脂酸甘油酯 228 mg，将药物和脂质置于丙酮 6 mL

和无水乙醇 6 mL 组成的有机相中，水浴 50 ℃使完全溶解。

以 0.2% PVA（w/v）溶液为分散相，置冰浴或 70 ℃水浴中。

在 400 r/min 机械搅拌条件下，将有机相倒入 120 mL 分散

相中，继续搅拌 5 min，制备得到辛伐他汀纳米粒。纳米粒

需现配现用。细胞用药浓度为 1 μmol/L，动物给药浓度为

1 mg/kg[16]。

1.3  细胞培养
原代人脐静脉内皮细胞（HUVEC）购于美国 Sciencell

公司。正常培养传代至第 4 代子代细胞后，分为对照组（Ctrl

组），脓毒症组（LPS 组，建立终浓度 100 μg/mL 的 LPS

干预组，给予 24 h 处理），脓毒症＋他汀静脉制剂组（LPS+SV

组 , 建立终浓度 100 μg/mL 的 LPS+1 μmol/L 辛伐他汀静

脉制剂 24 h 处理），脓毒症＋他汀纳米粒制剂组（LPS+NP 组 ,

建立终浓度 100 μg/mL 的 LPS+1 μmol/L 辛伐他汀纳米粒

制剂 24 h 处理）。

1.4  细胞凋亡检测
收集各组细胞，并进行重悬、洗涤、离心、孵育等处

理后，使用流式细胞仪分析，激发光波长 488 nm，用一波

长为 515 nm 的滤器检测 FITC 荧光，另一波长大于 560 nm

的滤器检测 PI 荧光。

1.5  细胞因子 IL-6 及 TNF-α 的测定
各组内皮细胞处理后，培养 24 h 后收集上清液，存放

于 -80℃冰箱，避免样品重复冻融。按照试剂盒说明书进行

ELISA 实验。

1.6  Western blot
各组细胞经不同处理药物刺激 24 h 后，加入 RIPA 裂解

液冰上裂解，4℃离心取上清液，BCA 蛋白定量后调整蛋白

浓度，加入上样缓冲液后 100℃加热 10 min。十二烷基硫酸

钠 - 聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE）分离，电转至聚偏

氟乙烯（PVDF）膜，5% 脱脂牛奶封闭 1 h，兔来源 iNOS、

eNOS 抗体（1 ∶ 1 000 稀释）、抗 GAPDH 抗体 （1 ∶ 2 000 稀

释）4℃孵育过夜，TBST 缓冲液洗涤，HRP 标记羊抗兔二

抗（1 ∶ 5 000 稀释）室温孵育 1 h，TBST 洗涤后加入 ECL

发光液，暗室中胶片曝光，显影成像，以目的蛋白与内参蛋

白 GAPDH 条带灰度值比值作为目的蛋白相对表达量。

1.7  实验动物分组
本研究动物实验过程符合动物实验伦理要求。SPF 级

C57/BL6 小鼠 30 只，8 周龄，体质量 18~22 g，购自上海

南方模式生物科技公司，检疫合格证号 [SCXK（沪）2010-

0010]，用于 24 h 时间点标本采集（分 4 组，每组 6 只）：假

手术对照组（Shame 组）；盲肠结扎组（CLP 组）；盲肠结

扎 + 辛伐他汀静脉制剂尾静脉注射组（CLP+SV 组）；盲肠

结扎 + 辛伐他汀纳米粒制剂尾静脉注射组（CLP+NP 组）。

1.8  CLP 模型建立
腹部常规消毒，纵向正中切口约 1.5 cm，逐层分离入

腹腔，寻找到游离盲肠，结扎于盲肠游离端 1/2 长度处，

18 G 针头在结扎端中点沿肠系膜纵轴方向贯通穿刺 1 次，

挤出肠内容物后，结肠回纳腹腔，并逐层缝合关腹。假手

术组仅开腹后，探查取出盲肠后再行回纳。
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1.9	 免 疫 组 化 法 观 察 小 鼠 腹 主 动 脉 iNOS 和

eNOS 的变化
取小鼠腹主动脉应用免疫组织化学法检测 iNOS 和

eNOS 的表达水平。石蜡切片脱蜡和水化后等处理后，在玻

片组织上滴加 iNOS 和 eNOS 一抗 50 μL（1 ∶ 50 稀释）,

放入 4℃冰箱过夜。次日早晨取出玻片，滴加相应二抗，

处理后光镜下 DAB 显色，最后脱水，用中性树脂封片，晾

干后光镜下拍照分析。

1.10  统计学方法
采 用 SPSS 22.0 软 件 进 行 统 计 分 析。 计 量 资 料 以 均

数 ± 标准差（Mean±SD）表示。多组间比较采用单因素

方差分析（one-way ANOVA），组间比较符合方差齐性用

SKN-q 检验 ；不符合方差齐性，则用 Tamhane T2 检验，利

用 Graphpad prism 7.0 作图，以 P<0.05 为差异有统计学意义。

2  结果

2.1  辛伐他汀不同剂型对脓毒症内皮细胞凋亡的

影响
LPS 处理内皮细胞 24 h 后，应用流式细胞仪检测凋亡

情况，结果显示，较对照组，LPS 组凋亡细胞数百分比从

5.7%±1.1% 增加到 52.6%±1.6%（图 1A），而 SV 组与 NP

组能够减轻由 LPS 所引起的细胞凋亡，差异有统计学意义；

但两组间差异无统计学意义（图 1B）。

2.2	 LPS 和不同剂型的辛伐他汀对细胞培养基中

IL-6、TNF-α 含量的影响
培养的内皮细胞中，炎性因子 IL-6 在对照组中表达

较低，经 LPS 刺激 24 h 后，IL-6 表达显著增高，而 SV 及

NP 组中，IL-6 水平较对照组也明显增加，与 LPS 组间差

异无统计学意义（图 2A）。与对照组相比，LPS 组 TNF-α

表达升高，经辛伐他汀处理后，TNF-α 含量较 LPS 组明显

降低 , 但 SV 组与 NP 组间差异无统计学意义（图 2B）。

2.3	 不同辛伐他汀制剂对于 LPS 处理的内皮细胞

内 iNOS 和 eNOS 蛋白表达的影响
LPS 处理 HUVEC 细胞，脓毒症细胞模型造模。用 SV

B

A ：流式细胞术检测 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理的 HUVEC
凋亡率 ；B ： 各组 HUVEC 凋亡率比较 ；与对照组比较，aP< 0.05，
bP< 0.05 ；与 LPS 处理组比较，cP< 0.05,dP< 0.01
图 1 LPS 及 辛 伐 他 汀 不 同 剂 型 处 理 的 人 脐 静 脉 内 皮 细 胞

（HUVEC）凋亡率比较
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A ： ELISA 检测 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理 HUVEC 培养液
上清液 IL-6 含量 ；B ：ELISA 检测 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理
HUVEC 培养液上清液 TNF-α 含量 ; 与对照组比较，aP< 0.01 ；与
LPS 处理组比较，bP< 0.01
图 2 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理的 HUVEC 培养液上清液中

炎症因子含量

A, C ：Western blot 检测 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理的 HUVEC
中 iNOS 蛋白表达水平 ；B, D ：Western blot 检测 LPS 及辛伐他汀
不同剂型处理的 HUVEC 中 eNOS 蛋白表达水平 ；E ：LPS 及辛伐
他汀不同剂型处理的 HUVEC 中 iNOS/eNOS 比值变化 ；与对照组
比较，aP< 0.05，bP< 0.05 ；与 LPS 处理组比较，cP< 0.05,dP< 0.01
图 3 LPS 及辛伐他汀不同剂型处理的 HUVEC 中 iNOS/eNOS 表达

及 NP 处理细胞后，提取细胞蛋白，Western bolt 法检测

iNOS 和 eNOS 含量。结果发现 LPS 刺激后，iNOS 表达明

显升高，辛伐他汀处理后可下调 HUVEC 中 iNOS 的表达，

NP 组较 SV 组存在 iNOS 水平水平的改善，但组间差异无

统计学意义，eNOS 在 LPS 刺激后表达则显著降低，辛伐

他汀可恢复 eNOS 在 HUVEC 中的表达，NP 组对于 eNOS

的恢复效应要明显高于 SV 组，组间差异有统计学意义 ；

iNOS/eNOS 比值在 LPS 组显著升高，不同剂型辛伐他汀处

理后明显降低，均有统计学意义，而在 SV 组和 NP 组间差

异无统计学意义。见图 3。

2.4	 脓毒症小鼠腹主动脉血管中 iNOS 和 eNOS

的表达情况
免疫组化结果（图 4）显示，与假手术组（shame）相比，

CLP 组 eNOS 蛋白的半定量表达明显降低（图 4A、C），而

iNOS 的半定量表达明显增高 ；SV 和 NP 均有提高 eNOS

蛋白水平的效应，且 NP 较 SV 更有助于 eNOS 浓度的改善，

差异有统计学意义 ；SV 组和 NP 组中 iNOS 水平较 CLP 组

逐渐下降，差异有统计学意义，SV 组和 NP 组之间趋势有

降低表现，差异无统计学意义 ；iNOS/eNOS 的比值在 CLP
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组显著升高，不同剂型辛伐他汀处理后明显降低，差异均

有统计学意义，而在 SV 组和 NP 组间差异无统计学意义。

3  讨论

在临床实际工作中，口服制剂在危重症患者中往往受

到了制约，比如不能吞咽或外科手术程序的患者。即便是

进行了口服治疗，是否具有较好的生物利用度，均会影响

药物的实际功效和应有的临床效应。目前虽然尚无他汀类

药物的静脉制剂，但他汀类药物具有水溶性差，脂溶性强

的特性，很适合进行纳米粒包载，将其转化为理想的静脉

注射制剂，有可能解决以上临床难题，让他汀类药物可以

真正合理地走入临床脓毒症治疗实践中。基于目前临床上

对于脓毒症疾病发生的病理生理的理解，脓毒症中内皮细

胞的核心特征是通透性增加及屏障功能丧失。既往研究认

为，革兰阴性细菌的内毒素是细胞因子（IL-6）和肿瘤坏

死因子（TNF-α）合成和释放的有效诱导剂 [17]。一旦损伤

因素始动，内皮细胞和巨噬细胞被诱导释放 IL-1，然后通

过激活一种转录因子 NF-IL6 刺激释放 IL-6。此外，体内及

体外研究也已证实 TNF-α 能增加内皮细胞的通透性。在

体外条件下，凝血酶也能增加内皮细胞的通透性，并且和

TNF-α 协同作用使得内皮细胞屏障功能降低。既往研究

显示他汀类药物影响炎症介质表达，可能产生对脓毒症有

利的效应 [18]。所以本研究选择 IL-6 和 TNF-α 两种炎症因

子作为对于他汀药物影响脓毒症的可能作用环节。本研究

结果反映出辛伐他汀静脉制剂和纳米粒制剂虽然不能抑制

LPS 刺激增加的 IL-6 水平，但是可以降低培养的内皮细胞

中由 LPS 诱导产生的 TNF-α 释放量，并且 NP 组较 SV 组

抑制作用更佳，同时发现显示随着辛伐他汀对这些炎症物

质水平的抑制，伴有血管内皮细胞凋亡的保护效应。

已有研究显示，他汀类药物能在脓毒症中发挥有益作

用的可能机制是通过调整 iNOS 与 eNOS 之间的平衡，保护

内皮功能，避免了脓毒症时因广泛内皮功能损伤而引发的

一系列严重的病理生理变化。因为 iNOS 可以通过 TNF-α、

干扰素 -γ 等刺激细胞，经由细胞内核转录因子 κB （NF-

κB）系统和信号转导因子和转录激活因子信号转导通路调

控合成，所以如果他汀类药物对于 TNF-α 的影响，可能会

改变 iNOS 的表达，从而下调 NO 合成，从而阻止毛细血管

渗漏，改善脓毒症预后。同样既往研究显示，他汀类药物

能通过抑制小 g 蛋白 rho 和影响小窝蛋白功能而调节 eNOS

的表达 [19]。提示他汀类药物可以一方面增加 eNOS 表达水

平，一方面抑制 iNOS 活性，所以在脓毒症时评价药物对

iNOS 与 eNOS 比例失衡状态的调节，可能是评价脓毒症内

皮细胞保护，或内皮功能保护的重要机制 [20]。本研究结果

显示，应用 Western blot 测定内皮细胞中 eNOS 和 iNOS 蛋

白表达，eNOS 表达在 LPS 组降低明显，NP 组对于 eNOS

的恢复效应要明显高于 SV 组 ；iNOS 在 LPS 组表达则明

显升高，辛伐他汀处理后可下调 HUVEC 中 iNOS 的表达，

NP 组较 SV 组存在 iNOS 水平的改善，但组间差异无统计

学意义 ；iNOS/eNOS 的比值在 LPS 组显著升高，不同剂型

辛伐他汀处理后明显降低，差异均有统计学意义，而在 SV

组和 NP 组间差异无统计学意义。动物腹主动脉免疫组化

显示出相同的趋势。CLP 组 eNOS 蛋白半定量表达明显降

低，而 iNOS 蛋白的半定量表达则明显增高 ；辛伐他汀不

同制剂均可提高 eNOS 蛋白水平，且 NP 组较 SV 组更有助

于 eNOS 水平的升高 ；而用辛伐他汀则同时可以使 iNOS 水

平较 CLP 组明显下降，差异有统计学意义，而 SV 组和 NP

组之间虽有降低趋势，差异无统计学意义 ；iNOS/eNOS 的

比值在 CLP 组显著升高，不同剂型辛伐他汀处理后明显降

低，均有统计学意义，而在 SV 组和 NP 组间差异无统计学

意义。本研究结果提示 iNOS/eNOS 的平衡确实涉及了他汀

类药物对于脓毒症血管内皮屏障功能的保护效应，尽管研

究中仅有 eNOS 的表达在 NP 组与 SV 组差异有统计学意义，

笔者推测可能是因为纳米粒辛伐他汀制剂存在一定的被动

靶向效应，正如近年来体外和体内研究表明纳米粒对内皮

细胞具有一定的靶向性。已有研究将匹伐他汀制备成纳米

粒后 , 体外实验显示纳米粒对内皮细胞的亲和力明显高于

对比的骨骼肌细胞 , 将纳米粒进行肌注后 , 纳米粒可选择性

靶向动静脉血管内皮细胞，并可在局部维持药物疗效达 14 

d[15, 21]。而近年来更多出现的主动靶向血管内皮的纳米粒制

剂，确实带来了更多的展望，所以进一步改良纳米粒制剂，

A ：免疫组化检测脓毒症小鼠腹主动脉 iNOS 和 eNOS 含量，
400X 光学显微镜下拍照分析 ；B ：辛伐他汀不同剂型治疗的脓毒
症小鼠腹主动脉 iNOS 吸光度值变化 ；C ：辛伐他汀不同剂型治疗
的脓毒症小鼠腹主动脉 eNOS 吸光度值变化 ；D ：辛伐他汀不同剂
型治疗的脓毒症小鼠腹主动脉 iNOS/eNOS 吸光度比值变化。与对
照组比较，aP< 0.01 ；与脓毒症组比较，bP< 0.01

图 4 脓毒症小鼠腹主动脉 iNOS/eNOS 免疫组化分析
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b

b

a
a

b
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b
b
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建立主动靶向的纳米粒剂型，明确其有益效应，可能是今

后研究的方向。

综上所述，辛伐他汀可以抑制血管内皮细胞中 TNF-α

炎 性 因 子 的 释 放， 阻 遏 内 皮 细 胞 的 凋 亡， 可 能 涉 及 对

iNOS/eNOS 失衡的调节。纳米粒制剂与静脉制剂在保护效

应上略有差异，可能需要进一步优化制剂，改良为主动靶

向的纳米粒，并进一步研究。
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