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大量研究表明，动脉粥样硬化、血栓、高血压及心力

衰竭等心血管疾病均伴有血管内皮细胞损伤犤１－２犦。氧化

应激是体内氧化与抗氧化作用失衡，一般是活性分子

（如氧自由基）失调造成的，同时也是很多心脑血管疾病

中内皮细胞损伤的重要原因犤３－６犦。黄芪甲苷是黄芪的有

效成分之一，有抗凋亡、抗氧化、减轻脂质体过氧化、

改善能量代谢等作用犤７－９犦。本研究中以黄芪甲苷作用于

过氧化氢牗Ｈ２Ｏ２牘损伤的人脐静脉内皮细胞牗ＨＵＶＥＣ牘
模型，观察各细胞因子水平，探讨黄芪甲苷在相应细胞

粘附过程中的作用机制。现报道如下。

１ 材料与方法

１．１ 细胞、试药与仪器
细胞：人脐静脉内皮细胞株（ＨＵＶＥＣｓ，上海博古生

物有限公司，批号为ＢＧ０１８）。
试药：黄芪甲苷粉剂（南京春秋生物有限公司，批号

为１１１９２０）；胎牛血清（批号为４２Ｆ９４７０Ｋ），维生素Ｅ（批
号为 ００３６０），四氮唑盐（ＭＴＴ，批号为 ０７９３），均购自美
国 Ｓｉｇｍａ公司；ＲＰＭＩ－１６４０培养基（美国 Ｇｉｂｃｏ公司，
批号为 １９０８１２１）；超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）试剂盒（批号
为 ２０１８０８０９），乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）试剂盒（批号为

·研究·

ＤｒｕｇＲｅｓｅａｒｃｈ

黄芪甲苷对过氧化氢损伤模型人脐静脉内皮细胞的改善作用

张 荔 １，孙付军 ２△，李贵海 ２

（１．湖北省襄阳市中医医院，湖北 襄阳 ４４１０００； ２．山东省中医药研究院，山东 济南 ２５００１４）
摘要：目的 探讨黄芪甲苷对过氧化氢牗Ｈ２Ｏ２牘损伤模型人脐静脉内皮细胞牗ＨＵＶＥＣ牘的改善作用。方法 将对数生长期的 ＨＵＶＥＣ分为正
常对照组（Ａ组，常规培养基），Ｈ２Ｏ２组（Ｂ组，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２），阳性对照组（Ｃ组，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋５０μｇ／ｍＬ维生素 Ｅ），以及黄芪
甲苷高、中、低剂量组（Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋５０．０，２５．０，１２．５μｇ／ｍＬ黄芪甲苷）。采用四氮唑盐（ＭＴＴ）法测定细胞活
力，测定乳酸脱氢酶（ＬＤＨ）及超氧化物歧化酶（ＳＯＤ）活性，采用实时荧光定量聚合酶链式反应（ＲＴ－ＰＣＲ）法测定单核细胞趋化蛋白１
（ＭＣＰ－１）ｍＲＮＡ及细胞间黏附分子 １（ＩＣＡＭ－１）ｍＲＮＡ表达情况。结果 与 Ａ组比较，Ｂ组细胞活力及 ＳＯＤ活性显著减弱，ＬＤＨ活性
及 ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ，ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达显著增强（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组及 Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组细胞活力及 ＳＯＤ活性显著增强，

ＬＤＨ活性及 ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ和 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达显著减弱（Ｐ＜０．０１）。结论 黄芪甲苷对 Ｈ２Ｏ２损伤 ＨＵＶＥＣ有一定改善作用，其机
制可能与减弱 ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ和 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达有关。
关键词：黄芪甲苷；人脐静脉内皮细胞；过氧化氢；单核细胞超化蛋白１；细胞间黏附分子１
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ＩｍｐｒｏｖｅｍｅｎｔＥｆｆｅｃｔｏｆＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｏｎｔｈｅＨｕｍａｎＵｍｂｉｌｉｃａｌＶｅｉｎＣｅｌｌＩｎｊｕｒｅｄｂｙＨｙｄｒｏｇｅｎＰｅｒｏｘｉｄｅ
ＺＨＡＮＧＬｉ１，ＳＵＮＦｕｊｕｎ２，ＬＩＧｕｉｈａｉ２

（１．ＸｉａｎｇｙａｎｇＨｏｓｐｉｔａｌｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，Ｘｉａｎｇｙａｎｇ，Ｈｕｂｅｉ，Ｃｈｉｎａ ４４１０００； ２．ＳｈａｎｄｏｎｇＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＴｒａｄｉｔｉｏｎａｌＣｈｉｎｅｓｅＭｅｄｉｃｉｎｅ，

Ｊｉｎａｎ，Ｓｈａｎｄｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ２５００１４）
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ｉｎｊｕｒｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ（Ｈ２Ｏ２）．Ｍｅｔｈｏｄｓ ＴｈｅＨＵＶＥＣｉｎｌｏｇａｒｉｔｈｍｉｃｇｒｏｗｔｈｐｈａｓｅｗｅｒｅｄｉｖｉｄｅｄｉｎｔｏｔｈｅｎｏｒｍａｌｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ
（ｇｒｏｕｐＡ，ｃｏｎｖｅｎｔｉｏｎａｌｍｅｄｉｕｍ），Ｈ２Ｏ２ ｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＢ，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２），ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ（ｇｒｏｕｐＣ，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋５０μｇ／ｍＬ
ｖｉｔａｍｉｎＥ）ａｎｄａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｈｉｇｈ，ｍｅｄｉｕｍ ａｎｄｌｏｗｄｏｓａｇｅｇｒｏｕｐｓ（ｇｒｏｕｐＤ１，ｇｒｏｕｐＤ２，ｇｒｏｕｐＤ３，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋５０．０，２５．０，

１２．５μｇ／ｍＬａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅ）．Ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ（ＭＴＴ）ａｓｓａｙ，ｔｈｅＬＤＨ ａｎｄＳＯＤａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ
ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｔｈｅｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ－１（ＭＣＰ－１）ｍＲＮＡａｎｄｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１
（ＩＣＡＭ－１）ｍＲＮＡ ｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｂｙｒｅａｌ－ｔｉｍｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｐｏｌｙｍｅｒａｓｅｃｈａｉｎｒｅａｃｔｉｏｎ（ＲＴ－ＰＣＲ）．Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＡ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ ａｎｄ
ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄｉｎｇｒｏｕｐＢ（Ｐ＜０．０１）．ＣｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｏｓｅｉｎｇｒｏｕｐＢ，ｔｈｅｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙａｎｄ
ＳＯＤ ａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｉｎｃｒｅａｓｅｄ，ｗｈｉｌｅｔｈｅＬＤＨ ａｃｔｉｖｉｔｙ，ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ ａｎｄＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｗｅｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ
ｄｅｃｒｅａｓｅｄｉｎｇｒｏｕｐＣ，ｇｒｏｕｐＤ１，ｇｒｏｕｐＤ２ ａｎｄｇｒｏｕｐＤ３（Ｐ＜０．０１）．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ ＡｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ ｃａｎｉｍｐｒｏｖｅＨ２Ｏ２－ｉｎｄｕｃｅｄＨＵＶＥＣ
ｄａｍａｇｅ，ａｎｄｉｔｓｍｅｃｈａｎｉｓｍｍａｙｂｅｒｅｌａｔｅｄｔｏｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＭＣＰ－１ａｎｄＩＣＡＭ－１ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｓｔｒａｇａｌｏｓｉｄｅⅣ；ｈｕｍａｎｕｍｂｉｌｉｃａｌｖｅｉｎｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｃｅｌｌ；ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ；ｍｏｎｏｃｙｔｅｃｈｅｍｏａｔｔｒａｃｔａｎｔｐｒｏｔｅｉｎ－１；ｉｎｔｅｒｃｅｌｌｕｌａｒ
ａｄｈｅｓｉｏｎｍｏｌｅｃｕｌｅ－１
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组别

Ａ组

Ｂ组
Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

５０．０
５０．０
２５．０
１２．５

Ａ牗Ｘ±ｓ牘

０．９９３±０．０１０５
０．５５９±０．００８７
０．７１４±０．０１０２
０．７３５±０．００９５
０．７１８±０．０１８４
０．６３７±０．０１８８

细胞活力（％）

１００．０
５６．３＃

７１．９

７４．０

７２．３

６４．１

组别

Ａ组

Ｂ组

Ｃ组

Ｄ１组

Ｄ２组

Ｄ３组

质量浓度（μｇ／ｍＬ）

５０．０
５０．０
２５．０
１２．５

ＬＤＨ牗Ｘ±ｓ牘

１５５．１８±０．０９５
２７４．０２±０．１４６＃

１７６．７０±０．１４１

１７５．３３±０．０９８

１９７．０６±０．１４３

２１６．５３±０．１２２

ＳＯＤ牗Ｘ±ｓ牘

２６．５５±０．１０２
１２．９２±０．０８３＃

２２．００±０．０７６

２１．７２±０．０６４

１７．９９±０．０９４

１６．４６±０．０８７

表１ 引物序列

名称

ＩＣＡＭ－１
ＭＣＰ－１
β－ａｃｔｉｎ

上游引物５′－３′
ＣＴＣＣＡＡＴＧＴＧＣＣＡＧＧＣＴＴＧ
ＣＡＴＴＧＴＧＧＣＣＡＡＧＧＡＧＡＴＣＴＧ
ＣＴＣＴＴＣＣＡＧＣＣＴＴＣＣＴＴＣＣＴ

下游引物５′－３′
ＣＡＧＴＧＧＧＡＡＡＧＴＧＣＣＡＴＣＣＴ
ＣＴＴＣＧＧＡＧＴＴＴＧＧＧＴＴＴＧＣＴＴ
ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＴＧＧＣＧＴＡＣＡＧ

长度（ｂｐ）

７１
９１
１１６

表２ 黄芪甲苷对模型细胞活力的影响（ｎ＝５）

注：与 Ａ组比较，＃Ｐ＜０．０１；与 Ｂ组比较，Ｐ＜０．０１。表 ３、
图１、图２同。

表３ 黄芪甲苷对模型细胞ＬＤＨ和ＳＯＤ活性的影响（Ｕ／ｍｇ，ｎ＝５）

２０１８０８０９），蛋白定量（ＢＣＡ）试剂盒（批号为ＰＣ２００８９８），
均购自南京建成生物工程研究所；胰蛋白酶（美国

ＨｙＣｌｏｎｅ公司，批号为 Ｑ６９４９）；三氯甲烷（美国 Ａｍｒｅｓｃｏ
公司，批号为６７－６６－３）；逆转录试剂盒和实时荧光定
量聚合酶链式反应试剂盒（美国Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司，批号为
０００００５４１６０４）；细胞裂解液（上海碧云天生物技术有限
公司，批号为Ｐ００１３）。

仪器：ＳＷ－ＣＪ－２ＦＤ型超净工作台（新加坡 Ｅｓｃｏ
公司）；ＩＬ－１６１ＣＩ型 ＣＯ２培养箱（日本 Ｓａｎｙｏ公司）；
Ａ１３０１０４９型低温高速离心机（美国 Ｂｅｃｋｍａｎ公司）；
ＩＸ７３型犤１犦倒置显微镜（日本Ｏｌｙｍｐｕｓ公司）；ＰＴＣ－２００型
实时荧光定量聚合酶链式反应仪（美国Ｂｉｏ－Ｒａｄ公司）；
ｘＭａｒｋ型酶标仪（美国 ＢｉｏＴｅｋ公司）；ＥＸ１１０３型电子天
平（上海上天精密仪器有限公司）；ＨＺ２１１ＫＢ型汽浴恒
温振荡器（江苏金坛市医疗器械厂）。

１．２ 方法
细胞培养：用 １０％胎牛血清、ＲＰＭＩ－１６４０培养基

于 ＣＯ２培养箱中培养 ＨＵＶＥＣｓ，待细胞长至 ７０％～
８０％融合状态时，用０．２５％胰蛋白酶溶液消化，３７℃条
件下孵育２～３ｍｉｎ，显微镜下观察细胞收缩变圆时弃去
胰酶终止消化，巴氏滴管吸取培养液，吹打瓶壁制成细

胞悬液，将细胞悬液接种于新的细胞瓶中传代，继续培

养，根据细胞数量每２～３ｄ传代１次。
分组、建模及给药：将对数生长期的 ＨＵＶＥＣ（密度

为 ５×１０４个／ｍＬ），以每孔 ２００μＬ接种于 ９６孔板，培
养２４ｈ待细胞贴壁生长后，弃去培养基，每５孔为１组，
分为正常对照组（Ａ组，常规培养基），Ｈ２Ｏ２组（Ｂ组，
３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２），阳性对照组（Ｃ组，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋
５０μｇ／ｍＬ维生素 Ｅ），以及黄芪甲苷高、中、低剂量组
（Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组，３００μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２＋５０．０，２５．０，
１２．５μｇ／ｍＬ黄芪甲苷）。

细胞活力测定：以 ＭＴＴ法测定。加药培养２４ｈ后，
弃去培养基，每孔加入５μｇ／ｍＬＭＴＴ溶液１０μＬ，３７℃
孵育 ４ｈ，弃去上清液，加入 １００μＬ二甲基亚砜，振荡
１０ｍｉｎ，在４９０ｎｍ波长处，以酶标仪测定每孔的吸光度
值（Ａ），以空白对照（培养基）作为１００％存活对照，计算
细胞活力。细胞活力牗％牘＝（Ａ用 药 组 －Ａ正 常 对 照 组）／
（Ａ正常对照组 －Ａ空白对照组）×１００％。

ＬＤＨ及 ＳＯＤ活性测定：加药培养细胞 ２４ｈ后，弃
去培养液，用磷酸盐缓冲液牗ＰＢＳ牘洗２次，加１００μＬ细
胞裂解液，裂解完全后按试剂盒说明书方法测定 ＬＤＨ
及ＳＯＤ活性。

单核细胞趋化蛋白１（ＭＣＰ－１）及细胞间黏附分子１
（ＩＣＡＭ－１）ｍＲＮＡ表达测定：加药培养细胞 ２４ｈ后，弃
去培养液，ＰＢＳ洗 ２次，收集细胞，Ｔｒｉｚｏｌ法提取 ＲＮＡ，

鉴定完 ＲＮＡ纯度和完整性后，反转录制备 ｃＤＮＡ；ＰＣＲ
反应条件为：９５℃预变性 ２ｍｉｎ；９４℃变性 ２０ｓ，５８℃
退火３０ｓ，７２℃延伸２０ｓ，循环４０次犤１０犦。实时荧光定量

ＰＣＲ反应结束后，定量分析 ＰＣＲ获得的熔解曲线和扩
增曲线结果的可靠性，并设定循环阈值（Ｃｔ），以ＭＣＰ－１／
β－ａｃｔｉｎ及ＩＣＡＭ－１／β－ａｃｔｉｎ比值分别代表各自相对
表达水平，２－ΔΔＣｔ法计算ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ、ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ
的相对表达量。各组设３个复孔，重复操作３次。引物序
列见表１。

１．３ 统计学处理
采用ＳＰＳＳ２０．０统计学软件分析。计量资料以 Ｘ±ｓ

表示，行单因素方差检验。Ｐ＜０．０５为差异有统计学意义。
２ 结果

２．１ 对模型细胞活力的影响
与 Ａ组比较，Ｂ组细胞活力显著减弱（Ｐ＜０．０１）；

与Ｂ组比较，Ｃ组及Ｄ１组，Ｄ２组，Ｄ３组细胞活力显著增强
（Ｐ＜０．０１）。详见表２。

２．２ 对模型细胞ＬＤＨ及ＳＯＤ活性的影响
与Ａ组比较，Ｂ组细胞ＬＤＨ活性显著增强，ＳＯＤ活性

显著减弱（Ｐ＜０．０１）；与Ｂ组比较，Ｃ组及Ｄ１组，Ｄ２组，
Ｄ３组细胞 ＬＤＨ活性显著减弱，ＳＯＤ活性显著增强
（Ｐ＜０．０１）。详见表３。

·研究·
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图１ 黄芪甲苷对模型细胞ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ表达的影响（Ｘ±ｓ，ｎ＝５）
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图２ 黄芪甲苷对模型细胞ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达的影响（Ｘ±ｓ，ｎ＝５）

＃


 

ΔＣｔ ２－ΔΔＣｔ中位数

２．３ 对模型细胞ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ及ＩＣＡＭｍＲＮＡ的影响
与Ａ组比较，Ｂ组细胞ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ及ＩＣＡＭ－１

ｍＲＮＡ表达显著增强（Ｐ＜０．０１）；与 Ｂ组比较，Ｃ组及
Ｄ１组、Ｄ２组、Ｄ３组细胞ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ及ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ
表达显著减弱（Ｐ＜０．０１）。详见图１及图２。

３ 讨论

本研究中通过 Ｈ２Ｏ２诱导 ＨＵＶＥＣ建立氧化损伤模
型，探讨黄芪甲苷对ＨＵＶＥＣ损伤的改善作用。Ｈ２Ｏ２能造
成内皮细胞损伤及功能紊乱。黄芪甲苷可促进ＨＵＶＥＣ血
管内皮生长因子（ＶＥＧＦ）上调，通过刺激ＶＥＧＦ的表达而
促进血管新生犤１１犦。

ＭＣＰ－１作为趋化因子家族蛋白，可趋化单核细胞向
血管内皮的炎症部位聚集，加剧活化巨噬细胞粘附血管内

皮，促进巨噬细胞进入血管壁形成泡沫细胞，加重血管炎

症，从而导致动脉粥样硬化的形成犤１２－１３犦。ＩＣＡＭ－１在动
脉硬化早期细胞的迁移和增殖、泡沫细胞的形成中具有

重要作用，也是动脉粥样硬化病程中内皮细胞表达过程

的重要黏附分子 犤１４犦。细胞受损时，细胞胞浆会释放

ＬＤＨ，因此将 ＬＤＨ的释放率作为细胞受损程度的敏感
指标之一犤１５犦。ＳＯＤ是一种胞内氧化酶，可以清除氧自由
基。本研究结果显示，黄芪甲苷能增强损伤模型细胞

ＳＯＤ活性，降低ＬＤＨ活性，显示黄芪甲苷能增强细胞的
抗氧化能力，抵抗氧化应激损伤，保护内皮细胞。黄芪甲

苷能降低损伤模型 ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ和 ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ
表达，通过抑制单核细胞与内皮细胞的粘附和迁移，保

护动脉粥样硬化中受损的内皮细胞。

综上所述，黄芪甲苷对 Ｈ２Ｏ２损伤模型 ＨＵＶＥＣ有
一定改善作用，其机制可能与减弱 ＭＣＰ－１ｍＲＮＡ和
ＩＣＡＭ－１ｍＲＮＡ表达有关。
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