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摘  要 

目的：探究依折麦布联合辛伐他汀对TNF-α诱导的人脐静脉内皮细胞(Human Umbilical Vein Endo-
thelial Cells, HUVEC)凋亡的影响。方法：依折麦布和辛伐他汀单独及联合作用于TNF-α诱导的人脐静脉

内皮细胞(HUVEC) 24小时，应用CCK-8法检测各组细胞活性，用Annexin V/PI双染流式细胞仪检测细胞

凋亡率。结果：两药联合应用时，细胞凋亡率低于各自单用(P < 0.05)；两药单用或联合应用时，细胞凋

亡率相较对照组降低明显(P < 0.05)，两药联用时细胞凋亡率降低最为明显(P < 0.05)。结论：依折麦布

联合辛伐他汀对血管内皮细胞有保护作用，能够有效抑制血管内皮细胞凋亡，两药联用优于各自单用对

血管内皮细胞凋亡的抑制效果。 
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Abstract 
Objective: To explore the effect of ezetimibe combined with simvastatin on apoptosis of human 
umbilical vien endothelial cells induced by TNF-α. Methods: Ezetimibe and simvastatin alone or 
combined effects on TNF-α induced human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) for 24 hours. 
Each cell activity was measured by CCK-8 assay, Annexin V/PI double staining flow cytometry to 
detect apoptosis rate. Results: When the two drugs were used in combination, the apoptosis rate 
was lower than that when they were used alone (P < 0.05). When the two drugs are used alone or 
in combination, the apoptosis rate is significantly lower than that of the control group (P < 0.05), 
and when the two drugs are used in combination, the apoptosis rate is the most obvious (P < 0.05). 
Conclusion: The combination of ezetimibe and simvastatin has protective effect on vascular endo-
thelial cells, and can effectively inhibit the apoptosis of vascular endothelial cells. The combina-
tion of the two drugs is better than that of the single use. 
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1. 引言 

血管内皮细胞凋亡与冠状动脉粥样硬化的发生密切相关。目前，已经有大量研究证实降脂药辛伐他

汀除降血脂作用外对血管内皮细胞也有保护作用[1]。临床应用中，辛伐他汀受剂量、副反应[2]等因素的

限制，降脂作用有限[3]。新的降脂思路是胆固醇吸收抑制剂与小剂量辛伐他汀联合应用[4]，能够更有效

地降低血脂。本课题以 TNF-α为血管内皮细胞刺激因子[5]，观察依折麦布和辛伐他汀单独使用及联合应

用对血管内皮细胞凋亡的影响[6]，从而更全面地了解两药联用的效果，为更准确的临床用药提供一定的

理论基础。 

2. 材料和方法 

2.1. 试剂和仪器 

依折麦布原料药和辛伐他汀原料药由默沙东制药有限公司提供；CCK-8 试剂、TNF-α、胎牛血清购

自美国 Sigma 公司；Annexin V/PI 凋亡检测盒购自上海基星生物科技有限公司；流式细胞仪 FACSCAN
型为美国 BD 公司生产。 

2.2. 方法 

1) 脐静脉内皮细胞(Human Umbilical Vein Endothelial Cells, HUVEC)培养。无菌条件下取新生儿脐带，

采用胰酶消化法获取脐静脉内皮细胞，置于 37℃、5% CO2 细胞培养箱中培养，取对数生长期的 4~6 代

进行实验。将贴壁细胞以 0.25%的胰酶消化后置于离心管中以 1000 r/min 转速离心 10 min，弃上清液，

加入含 10% FBS 的 DMEM 培养液，用吸管将细胞吹打均匀，于普通光学显微镜下用计数板计数，将细

胞浓度稀释成 5*108/mL，以 2 ml、200 μl/孔分装于 6 孔板、96 孔板内，置于细胞培养箱中，培养 24 小
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时待细胞贴壁后用于实验。 
2) 凋亡诱导。取处于对数生长期体外培养的人脐静脉内皮细胞(HUVEC)进行实验，将细胞分成五组，

分别加入① 空白对照组(生理盐水)、② TNF-α (10 ng/mL)凋亡诱导对照组、③ TNF-α (10 ng/mL)凋亡诱

导 + 20 μmol/L 依折麦布、④ TNF-α (10 ng/mL)凋亡诱导 + 0.1 μmol/L 辛伐他汀组、⑤ TNF-α (10 ng/mL)
凋亡诱导 + 20 μmol/L 依折麦布 + 0.1 μmol/L 辛伐他汀组，置于 5% CO2、37℃培养箱中培养 24 小时，

采用 6 孔板及 96 孔板收集细胞，分别采取 CCK-8 法检测人脐静脉内皮细胞存活率、用流式细胞仪检测

内皮细胞早期凋亡率。 
3) CCK-8 法检测细胞存活率。按照细胞分组，取对数生长期细胞制成 5*108/mL 的细胞悬液，每孔

100 μl 接种于 96 孔板，每组设 3 个平行孔，调零孔加培养液 100 μl，培养 24 h 后每孔加 CCK-8 试剂 10 μl，
4 h 后用酶联免疫检测仪于 490 nm 波长处测定吸光度值，实验重复进行 3 次。 

4) Annexin V/PI 双染流式细胞仪检测细胞凋亡率。按照细胞分组，调整细胞浓度按 5*108/mL 孔接种

于 6 孔板，每组设 3 个复孔，将细胞培养 24 h，待细胞贴壁后收集细胞。使用 PBS 溶液冲洗细胞 2 次，

使细胞悬浮于 400 μl 结合缓冲液，加入 Annexin V 后 10 min 再加 10 μl PI，静置 15 min 后使用仪器检测

内皮细胞早期凋亡率，对测得的结果进行分析。以上实验重复进行三次。 
5) 统计学分析。将所得数据使用 SPSS10.0 软件进行分析，以 X s± 表示结果，五组均数比较用

One-Way ANOVA 分析，LSD-t 法检验，P < 0.05 为差异有统计学意义。 

3. 结果 

3.1. 依折麦布和辛伐他汀对血管内皮细胞活力的影响 

TNF-α可诱导脐静脉内细胞凋亡，用依折麦布和辛伐他汀干预后细胞增值率明显增加(P < 0.05)，依

折麦布联合辛伐他汀时，血管内皮细胞的增值率明显高于两药单用时的增值率(P < 0.05)，见图 1、图 2。 
 

 
Figure 1. CCK-8 method to detect the 24 h cell proliferation rate after treatment with ezetimibe and simvastatin 
图 1. CCK-8 法检测依折麦布和辛伐他汀干预 24 h 细胞增值率 

 

 
Figure 2. CCK-8 method to detect the 24 h cell proliferation rate after treatment with ezetimibe and simvastatin ( X s± ) 
图 2. CCK-8 法检测依折麦布和辛伐他汀干预 24 小时细胞增值率( X s± ) 
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3.2. Annexin V/PI 双染流式细胞仪检测细胞凋亡率 

TNF-α 可诱导脐静脉内皮细胞凋亡，依折麦布和辛伐他汀可保护内皮细胞凋亡，两药联用作用明显

优于两药单用时(P < 0.05)，检测结果见图 3。 
 

 
Figure 3. The rate of apoptosis measured by flow cytometry and the effect 
of ezetimibe and simvastatin on apoptosis 
图 3. 流式细胞仪测细胞凋亡率及依折麦布和辛伐他汀对凋亡的影响 
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4. 结果讨论 

内皮功能损伤可能是动脉粥样硬化的始动环节，内皮细胞的凋亡可以使血管壁对动脉粥样硬化的易

感性增加[7]。与此同时，内皮的凋亡也会引起血管壁内皮细胞的更新，进而导致内皮更新的血管壁通透

性增高。遵照“平滑肌迁移学说[8]”进行推断，内皮细胞损伤时，脂质、单核细胞、平滑肌细胞将迁移

至内层，炎症细胞分泌大量炎症因子，以上因素的综合作用，可促进动脉粥样硬化斑块的发生、发展。

有研究证实，内皮细胞凋亡是促进血栓形成和血管内皮剥脱的诱因，从而导致斑块破裂。还有研究已证

实，磷脂酰丝氨酸的表达增加部分导致了凋亡细胞的促凝[9]。因此，有效保护血管内皮细胞[10]，抑制

内皮细胞的凋亡，现被认为是当前阶段预防及延缓动脉粥样硬化发生和发展的一种最有效的方法[11]。 
目前，他汀类除降脂作用外，尚有研究已证实他汀类有保护血管内皮细胞、抑制血管内皮细胞凋亡、

延缓动脉粥样硬化进展的作用。Lavi 等研究了高胆固醇血症猪的肾脏内皮祖细胞凋亡与辛伐他汀的关系

[12]，证实了辛伐他汀对内皮的保护功能；Sokalska 等[13]研究发现子宫内膜间质细胞凋亡与辛伐他汀密

切相关。因此，新的实验思路将依折麦布与辛伐他汀共同作用于 HUVEC，观察其联合应用和分别单独用

药对内皮细胞凋亡的影响。实验结果得出结论，依折麦布联合辛伐他汀抑制内皮细胞凋亡、对内皮细胞

的保护作用优于单用依折麦布或辛伐他汀时抑制凋亡、保护内皮细胞的作用，与 Lavi、Sokalska 等前人

研究结果相一致，同时更加深入地证实了依折麦布联合辛伐他汀的效果，探索了联合用药的新思路。 
依折麦布联合辛伐他汀是中国专家共识推荐的降脂方案，能更有效地降低血脂水平，且安全性和耐

受性良好。一般来说，对于血脂轻度增高的患者，首先建议服用辛伐他汀等他汀类的药物来降脂，如果

单纯服用他汀类的药物，降脂效果不好的话，可以再加用依折麦布这类的降脂药物。依折麦布和辛伐他

汀都属于降低胆固醇的药物，属于不同的降脂机制的药物。依折麦布是一种新型胆固醇吸收抑制剂，通

过附着于小肠刷状缘 NPC1L1 受体[14]，抑制肠道胆固醇的吸收，辛伐他汀属于抑制胆固醇合成从而降

低胆固醇的药物。本课题以 TNF-α为凋亡诱导因子，研究了依折麦布和辛伐他汀对血管内皮凋亡这一过

程的作用，证实了依折麦布联合辛伐他汀对内皮细胞凋亡有抑制作用，且其保护作用优于分别单独使用

依折麦布或辛伐他汀，但具体抗凋亡的作用机制需要更多高质量、大样本随机对照实验进一步深入的研

究。 
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