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灯盏花素对内皮细胞的保护作用及机制
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摘　要　探讨灯盏花素对内皮细胞的保护作用及机制。采用用不同浓度的灯盏花素（１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）对人脐静脉
内皮细胞（ＨＵＶＥＣ细胞）预处理４ｈ，再采用氧化型低密度脂蛋白诱导细胞氧化损伤２０ｈ，然后检测细胞的改变，包括采用
ＭＴＴ方法检测细胞增殖活力、流式细胞仪检测细胞凋亡及活性氧含量，以及蛋白免疫印迹及定量 ＰＣＲ方法检测细胞信号
通路关键分子的改变。实验结果发现，灯盏花素可以逆转氧化型低密度脂蛋白对内皮细胞的损伤并呈剂量依赖效应，并减

少内皮细胞的凋亡。为探索灯盏花素的作用机制，首先检测了细胞与多种浓度及时间（２，４，６ｈ）的灯盏花素预孵育后的活
性氧含量改变，结果发现灯盏花素可剂量及时间依赖地减少活性氧的产生。进一步发现，细胞信号通路分析发现灯盏花素

可促进ＢＣＬ２的表达，抑制ＢＡＸ的表达及细胞色素Ｃ的释放及ｃａｓｐａｓｅ３的剪切。灯盏花素可减少Ｋｅａｐ１及激活Ｎｒｆ２的核
内转运，促进下游抗氧化酶ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：醌氧化还原酶１（ＮＱＯ１）和谷胱甘肽Ｓ转移酶 Ｍｕ１型（ＧＳＴＭ１）的基因转录及蛋白
表达，增强ＮＱＯ１酶活。此外，灯盏花素还可减少ＩＫＫ及ＩＫＢ及抑制ＮＦκＢ核内转运，而促进ｅＮＯＳ的表达。本研究表明灯
盏花素对氧化型低密度脂蛋白诱导的内皮细胞损伤有保护作用，其作用可能与其抗氧化作用及抑制ＮＦκＢ活化有关。
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第４６卷第５期 陈建萍等：灯盏花素对内皮细胞的保护作用及机制
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　　灯盏花素（ｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅ）是从灯盏花全株植物
中提取的黄酮成分，作为中药提取物广泛应用于临

床治疗心脑缺血性疾病，如脑栓塞、脑溢血等所致

后遗症病人。药理学研究表明，灯盏花素具有扩张

心脑血管、改善微循环及抗血小板聚集的作用［１］。

灯盏花素可抑制蛋白激酶 Ｃ（ＰＫＣ）及改善糖尿病
肾病［２］，还可抑制 ＰＫＣ通路介导的心肌肥大［３－４］。

此外，灯盏花素可抑制饮食诱导的高胆固醇血

症［５］，以及通过抑制ＥＲＫ１／２ＭＡＰＫ通路来抑制平
滑肌细胞的增殖［６］，提示其在动脉粥样硬化治疗

中具有一定的应用前景。

氧化损伤是导致动脉粥样硬化发生的重要机制

之一，它通过活性氧可以攻击内皮细胞的蛋白质、核

酸及脂质，破坏细胞的正常结构及功能，导致血管病

变的发生发展［７－８］。活性氧导致的脂质过氧化进一

步导致动脉粥样硬化的发生发展［９－１０］。鉴于脂质过

氧化在动脉粥样硬化发病中的重要作用及灯盏花素

的药用价值，本研究探索了灯盏花素对内皮细胞受

到脂质过氧化损伤的保护作用及机制，为其在防治

动脉粥样硬化中的作用提供理论基础。

!

　材　料

１１　试　剂
灯盏花素（上海同田生物技术有限公司）；抗

氧化剂Ｎ乙酰半胱氨酸（ＮＡＣ）、３（４，５二甲基噻
唑２）２，５二苯基四氮唑溴盐（ＭＴＴ）、活性氧检测
试剂盒、ＡｎｎｅｖｉｎＶ及 ＰＩ双染检测试剂盒、线粒体
分离试剂盒及核蛋白分离试剂盒（江苏碧云天生

物技术研究所）；ｅＮＯＳ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、细胞
色素Ｃ、ＮＦκＢ、ＧＡＰＤＨ、Ｎｒｆ２、ＮＡＤ（Ｐ）Ｈ：醌氧化还
原酶 １（ＮＱＯ１）、谷胱甘肽Ｓ转移酶 Ｍｕ１型
（ＧＳＴＭ１）、Ｋｅａｐ１、ＩＫＫ、ＩＫＢ、ｐＩＫＢ及 Ｈ３的抗体
（美国Ａｂｃａｍ公司）；ＢＣＡ蛋白定量试剂盒（美国
ＬｉｆｅＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司）；ＳＹＢＲ荧光定量试剂盒（大
连宝生物工程有限公司）；胎牛血清（美国Ｇｉｂｃｏ公
司）；ＤＥＭＥ培养基（美国 Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ公司）；其他试
剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＳＰＥＣＴＲＡＭＡＸ１９０酶标仪（美国 Ｓｕｎｎｙｖａｌｅ公

司）；ＦＡＣＳＣａｌｉｂｕｒ流式细胞仪（美国ＢＤ公司）。
１３　细胞株

ＨＵＶＥＣ细胞株购于美国 ＡＴＣＣ细胞库，在含
１０％的胎牛血清的 ＤＭＥＭ培养基中，置于 ３７℃
５％ ＣＯ２培养箱中培养。

"

　方　法

２１　ＭＴＴ法检测细胞增殖活力
灯盏花素用ＤＭＳＯ配成２０ｍｍｏｌ／Ｌ的母液，实

验时用培养液稀释至相应的浓度。ＨＵＶＥＣ接种于
９６孔培养板，每孔５０００个细胞，实验组分别给予
终浓度为４０，２０，１０μｍｏｌ／Ｌ的灯盏花素，以０１％
ＤＭＳＯ为溶剂对照。在灯盏花素抗氧化的实验中，
先用不同浓度的灯盏花素预处理细胞４ｈ后，然后
再加入２０μｇ／ｍＬ氧化型低密度脂蛋白（ｏｘＬＤＬ）
再孵育 ２０ｈ。加药作用后，每孔加入 ５ｍｇ／ｍＬ
ＭＴＴ２０μＬ，孵育 ４ｈ，弃培养液，然后每孔加入
ＤＭＳＯ１５０μＬ，摇匀１０ｍｉｎ，然后置酶标仪在波长
４９０ｎｍ处测定每孔吸收度，以对照组细胞为
１００％，其他组根据吸收度进行相应的换算。每组
设４个复孔，重复测定３次。
２２　ＡｎｎｅｘｉｎＶ和ＰＩ双染检测细胞的凋亡

将ＨＵＶＥＣ细胞按每孔４×１０５细胞的密度接
种于６孔培养板中，待细胞贴壁过夜后加入灯盏花
素使终浓度为４０，２０，１０μｍｏｌ／Ｌ，预处理４ｈ，然后
再加入２０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ再孵育２４ｈ。胰酶消化
收集细胞，４℃ １０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上清液；
用预冷的ＰＢＳ洗２次，细胞重悬于冷的１×结合缓
冲液。然后每０５ｍＬ结合缓冲液加入 ａｎｎｅｘｉｎＶ
ＦＩＴＣ染色溶液 ５μＬ和溴化丙啶（ＰＩ）染色溶液
５μＬ，室温避光孵育１０ｍｉｎ，用流式细胞仪检测。
２３　活性氧的检测

活性氧检测试剂盒是一种利用荧光探针

ＤＣＦＨＤＡ进行活性氧检测的试剂盒。将 ＨＵＶＥＣ
细胞接种至６孔板的培养板中，细胞密度为每毫升
１×１０５个，种板过夜后，细胞加入不同浓度的灯盏
花素（１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）或５ｍｍｏｌ／ＬＮＡＣ预处理
４ｈ，然后加入２０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ再孵育２０ｈ，对照
为 ０１％ ＤＭＳＯ。更换培养液，内含 １０μｍｏｌ／Ｌ
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ＤＣＦＨＤＡ，３７℃细胞培养箱内孵育２０ｍｉｎ。用无
血清细胞培养液洗涤细胞３次，以充分去除未进入
细胞内的ＤＣＦＨＤＡ。最后用流式细胞仪进行检测
（激发波长４８８ｎｍ，发射波长５２５ｎｍ）。以平均荧
光强度代表活性氧的含量，每组设３个复孔。在不
同预处理时间的实验中，用灯盏花素（２０μｍｏｌ／Ｌ）
分别预孵育２，４，６ｈ，然后加入２０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ
再孵育２０ｈ，对照为０１％ ＤＭＳＯ，每组３个复孔，
最后也采用上述方法进行检测。

２４　蛋白免疫印迹分析
ＨＵＶＥＣ细胞接种至６孔板，每孔的细胞数为

５×１０５个，种板过夜后，第 ２天加药，４０μｍｏｌ／Ｌ
灯盏花素预处理细胞４ｈ后，然后加入２０μｇ／ｍＬ
ｏｘＬＤＬ再孵育２０ｈ。用蛋白裂解液（ＲＩＰＡ）收集
细胞的总蛋白直接用于蛋白免疫印迹分析，包括

ｅＮＯＳ、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＱＯ１、ＧＳＴＭ１。此外，
细胞样本用线粒体分离试剂盒及核蛋白分离试剂

盒，分别分离无线粒体的胞浆及细胞核，再用于细

胞色素Ｃ、ＮＦκＢ、ＩＫＢ、ｐＩＫＢ、ＩＫＫ、Ｎｒｆ２及Ｋｅａｐ１蛋
白免疫印迹分析。蛋白免疫印迹方法简述如下：每

孔细胞总蛋白的上样量为１０μｇ，用聚丙烯酰胺凝
胶电泳分离，然后用转移至硝酸纤维素膜。用５％
脱脂奶粉的含０１％的 Ｔｒｉｓ缓冲液（ＴＢＳＴ）室温封
闭２ｈ，再用一抗在４℃孵育过夜。一抗用 ＴＢＳＴ
洗涤后，再用相应的二抗在室温孵育１ｈ，最后用相
应灵敏度的ＥＣＬ发光剂进行发光。
２５　ＮＱＯ１的活性测定

ＨＵＶＥＣ细胞接种于１０ｃｍ的培养皿，每皿的

细胞数为５×１０６个。２４ｈ后，加入不同浓度的灯
盏花素（１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）预处理４ｈ，然后加入
２０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ再孵育 ２０ｈ，对照为 ０１％
ＤＭＳＯ。细胞用磷酸盐缓冲液（ＰＢＳ）洗涤２次，再
刮下来并离心收集细胞沉淀冻存于 －８０℃，用于
酶活测定。ＮＱＯ１的活性测定采用文献的报道方
法［１１］，即反应体系中含有甲萘醌（ｍｅｎａｄｉｏｎｅ）及
ＭＴＴ，通过反应产生 ＮＡＰＤＨ，进一步还原 ＭＴＴ产
生６１０ｎｍ波长的蓝色物质，通过酶标仪检测吸收
度。总蛋白含量用ＢＣＡ方法进行定量，并对ＮＱＯ１
酶活进行校准。

２６　定量ＰＣＲ
ＨＵＶＥＣ细胞接种于６孔板，每孔细胞数为４×

１０５个。２４ｈ后，加入不同浓度的灯盏花素（１０，２０，
４０μｍｏｌ／Ｌ）预处理４ｈ，然后加入２０μｇ／ｍＬｏｘＬＤＬ
再孵育２０ｈ，对照为０１％ ＤＭＳＯ。样品总ＲＮＡ提
取采用Ｔｒｉｚｏｌ提取方法。通过 Ａ２６０／Ａ２８０测定 ＲＮＡ
浓度和纯度，取总ＲＮＡ１μｇ逆转录成ｃＤＮＡ。

定量 ＰＣＲ的 Ｎｒｆ２、ＮＱＯ１、ＧＳＴＭ１及内参 β
ａｃｔｉｎ基因的引物见表１。采用 ＳＹＢＲ荧光法进行
检测，反应体系包含如下：引物（０４μｍｏｌ／Ｌ），模
版（１μＬ），混合反应液为 １２５μＬ及补水至
２５μＬ。至 ＰＣＲ反应条件：９４℃预变性 ５ｍｉｎ；
９５℃变性３０ｓ，６０℃延伸１ｍｉｎ，重复４０个循环。
ＰＣＲ结果用内参基因 βａｃｔｉｎ进行校准，计算
ΔΔＣＴ，对照组的基因表达设定为１，其他组的基因
表达进行相应的转换。实验每组３个重复孔，重复
３次实验。

Ｔａｂｌｅ１　ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｐｒｉｍｅｒｓ

Ｇｅｎｅ 　　　Ｆｏｒｗａｒｄｐｒｉｍｅｒ Ｒｅｖｅｒｓｅｐｒｉｍｅｒ
Ｎｒｆ２ ５′ＣＴＴＣＣＡＧＣＴＡＴＧＧＡＧＡＣＡＣＡ３′ ５′ＧＧＴＧＴＴＴＴＡＧＧＡＣＣＡＴＴＣＴＧ３′
ＮＱＯ１ ５′ＣＣＧＡＧＴＣＴＧＴＴＣＴＧＧＣＴＴＡＴ３′ ５′ＧＧＧＡＡＣＴＧＧＡＡＴＡＴＣＡＣＡＡＧ３′
ＧＳＴＭ１ ５′ＴＣＣＣＡＡＴＣＴＧＣＣＣＴＡＣＴＴＧＡ３′ ５′ＴＧＴＣＴＣＣＣＣＡＣＡＣＡＧＧＴＴＧＴ３′
βａｃｔｉｎ ５′ＧＡＴＣＡＧＣＡＡＧＣＡＧＧＡＧＴＡＴＧ３′ ５′ＴＧＴＣＡＡＧＡＡＡＧＧＧＴＧＴＡＡＣＧ３′

２７　统计学分析
每组的数据用 珋ｘ±ｓ标准差表示，多组间的计

量资料用 ＯｎｅＷａｙＡＮＯＶＡ分析，采用 ＳＰＳＳ１３０
软件进行统计，Ｐ＜００５为统计学有显著差异。

#

　结　果

３１　灯盏花素对ｏｘＬＤＬ造成的损伤有保护作用
实验结果显示 ＨＵＶＥＣ细胞与不同浓度的灯

盏花素（１０，２０，４０μｍｏｌ／Ｌ）共同孵育４８ｈ后，细胞
的增殖活力无显著改变（图１Ａ），可见灯盏花素的
作用缓和，并不影响内皮细胞的增殖活力。鉴于

ｏｘＬＤＬ在内皮细胞病变过程中起着重要的促进作
用，因此本研究考察灯盏花素是否对内皮细胞受到

ｏｘＬＤＬ的损伤存在保护作用。结果发现，ｏｘＬＤＬ
刺激２０ｈ后，内皮细胞的增殖活力显著减少，而在
加入灯盏花素预处理后，细胞的增殖活力显著受到
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改善，并呈剂量依赖效应（图 １Ｂ）。这一结果表
明，灯盏花素虽然本身对正常条件下内皮细胞的增

殖活性无显著影响，但它可以改善刺激因子 ｏｘ
ＬＤＬ造成的内皮细胞损伤。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＢｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｈａｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｅｆｆｅｃｔｏｎｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ；Ｂ：ＢｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｉｍｐｒｏｖｅｄｔｈｅｄｅｃｒｅａｓｅｏｆＨＵＶＥＣｃｅｌｌｖｉａｂｉｌｉｔｙｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘ
ＬＤＬ．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ

３２　灯盏花素可抑制ｏｘＬＤＬ诱导的细胞凋亡
由图２Ａ可见，ｏｘＬＤＬ刺激ＨＵＶＥＣ细胞２０ｈ

后，ＤＭＳＯ（０１％）组 ＨＵＶＥＣ细胞大量凋亡，早期
凋亡及晚期凋亡的细胞比率共达３０９７％，而在灯

盏花素预处理的各组细胞中，凋亡细胞的比率显著

下降，呈剂量相关性（图２Ｂ）。以上结果表明灯盏
花素可抑制ｏｘＬＤＬ诱导的细胞凋亡反应。

Ｆｉｇｕｒｅ２　ＥｆｆｅｃｔｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｏｎａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ
Ａ：ＢｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｄｅｃｒｅａｓｅｄｔｈｅｃｅｌｌａｐｏｐｔｏｓｉｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｏｘＬＤＬｉｎａｄｏｓｅｄｅｐｅｎｄｅｎｔｍａｎｎｅｒ；Ｂ：ＳｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｉｓｏｆＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓａｐｏｐｔｏｓｉｓ（珋ｘ±ｓ，
ｎ＝３）．Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ

３３　灯盏花素可减少内皮细胞的活性氧含量
实验结果显示，ｏｘＬＤＬ诱导刺激的ＨＵＶＥＣ细

胞活性氧含量显著增加，而阳性对照药物 ＮＡＣ及
灯盏花素预处理组的含量显著减少，灯盏花素对活

性氧的含量随着剂量浓度的增加，抑制逐渐增强

（图 ３Ａ）。同时在灯盏花素有效的剂量浓度
（２０μｍｏｌ／Ｌ）下，发现灯盏花素在预孵育２ｈ后起
效，而在４ｈ及６ｈ后作用较为显著（图３Ｂ）。这
些结果显示灯盏花素具有抑制ｏｘＬＤＬ诱导细胞活
性氧含量，并存在剂量依赖效应。

３４　灯盏花素抑制氧化反应及凋亡信号通路分子
的表达

如图４Ａ所示，在ｏｘＬＤＬ的刺激下，抗氧化的
ｅＮＯＳ及Ｂｃｌ２蛋白表达减少，而使用灯盏花素预
处理，ｅＮＯＳ及Ｂｃｌ２均有所恢复。促凋亡蛋白Ｂａｘ
及凋亡剪切蛋白 ｃａｓｐａｓｅ３的含量在 ｏｘＬＤＬ刺激
下增加，而使用灯盏花素预处理，其表达有所减少，

这些分子的改变显示灯盏花素对凋亡反应的抑制

作用。

细胞色素 Ｃ从线粒体释放至胞浆是线粒体凋
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亡途径的关键事件。本研究结果显示，胞浆内的细

胞色素Ｃ在ｏｘＬＤＬ刺激下释放增加，而使用灯盏花
素预处理可抑制细胞色素Ｃ的释放（图４Ｂ），与前
面的结果一致。

另外，图４Ｂ显示，活性氧诱导的炎症反应因
子ＮＦκＢ在ｏｘＬＤＬ的刺激下，胞浆内的ＮＦκＢ含
量减少，胞核内的ＮＦκＢ的含量增加，提示ｏｘＬＤＬ
诱导 ＮＦκＢ的核内转运，激活 ＮＦκＢ诱导的炎症
反应。由于ＮＦκＢ的核内转运受其抑制因子 ＩＫＢ

影响，本研究结果发现ＩＫＢ在ｏｘＬＤＬ刺激下减少，
而使用灯盏花素预处理，ＩＫＢ增加，从而抑制 ＮＦ
κＢ的核内转运。ＩＫＢ是通过上游的激酶ＩＫＫ磷酸
化调节，ＩＫＢ磷酸化后再进一步通过泛素化蛋白酶
体途径降解，本研究结果发现灯盏花素可以减少

ＩＫＫ及ｐＩＫＢ的表达，从而有利于抑制胞浆中 ＮＦ
κＢ的激活。以上结果可见，在加入灯盏花素的情
况下，ＮＦκＢ的核内转运受到显著的抑制，提示灯
盏花素还具有抑制炎症反应的作用。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｏｎｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ（ＲＯＳ）ｉｎＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝３）
Ａ：ＨＵＶＥＣｃｅｌｌｓｗａｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｖａｒｉｏｕｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｏｒＮａｃｅｔｙｌＬｃｙｓｔｅｉｎｅ（ＮＡＣ）ｆｏｒ４ｈ，ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｄｗｉｔｈｏｘＬＤＬｆｏｒ
２０ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＤＣＦｐｒｏｂｅｕｎｄｅｒｔｈｅｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ，ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｉｎｔｅｎｓｉｔｙｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｈｅＲＯＳｌｅｖｅｌ；Ｂ：ＨＵＶＥＣ
ｃｅｌｌｓｗａｓｐｒｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈ２０μｍｏｌ／Ｌｏｆｂｒｅｖｉｓｃａｐｉｎｅｆｏｒ２，４ａｎｄ６ｈ，ｔｈｅｎｉｎｃｕｂａｔｅｓｗｉｔｈｏｘＬＤＬｆｏｒ２０ｈ，ｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒＲＯＳｗａｓｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙ
ｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ
Ｐ＜００５ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ；＃Ｐ＜００５ｖｓｏｘＬＤＬｇｒｏｕｐ
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第４６卷第５期 陈建萍等：灯盏花素对内皮细胞的保护作用及机制

　　本研究结果图４Ｂ显示，核转录因 Ｎｒｆ２在 ｏｘ
ＬＤＬ的刺激下有一定的刺激核转运的细胞自身反
馈保护作用；而在灯盏花素的作用下，Ｎｒｆ２的核转
运受到显著的活化，细胞核内的 Ｎｒｆ２显著增加，提
示Ｎｒｆ２受到灯盏花素的激活。同时本研究也发现
Ｎｒｆ２的重要抑制因子 Ｋｅａｐ１（ｋｅｌｃｈｌｉｋｅＥＣＨａｓｓｏ
ｃｉａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ１）也同样在灯盏花素作用后下降，这
一变化有利于Ｎｒｆ２的核内转运。为验证下游抗氧
化基因诱导效应，本研究检测了 Ｎｒｆ２下游关键抗
氧化酶的表达，如ＮＱＯ１和ＧＳＴＭ１的表达，结果显
示这些抗氧化酶的表达显著上升（图４Ｃ），并且促
进了ＮＱＯ１的活性（图４Ｄ），随着灯盏花素浓度的
增加呈一定的剂量依赖效应，提示 Ｎｒｆ２的核转运
促进了这些下游蛋白的表达及其酶活。进一步考

察灯盏花素对抗氧化酶的基因转录水平影响，结果

发现灯盏花素还可促进 Ｎｒｆ２的基因转录，并更为
显著地促进下游的 ＮＱＯ１及 ＧＳＴＭ１的表达，与蛋
白水平的变化一致。以上结果表明灯盏花素对抗

氧化体系有显著的增强效应，可能也与其对内皮细

胞的保护效应密切有关。

$

　讨　论

灯盏花素作为活血化瘀药物在临床上广泛使

用，显示良好的疗效，其在大量的动物实验中，也显

示了其对缺血再灌注损伤的保护作用，这些发现表

明灯盏花素的扩血管、改善微循环及抗氧化作用在

其药理活性发挥中起着重要的作用。近年来，越来

越多的研究显示灯盏花素在心血管疾病中有重要

的保护作用，如抑制高脂诱导的胆固醇血症［５］、抑

制血管平滑肌细胞的增殖及运动［６］。然而，其在

心血管疾病中具体的作用机制有待于进一步的深

入研究。本研究基于ｏｘＬＤＬ导致的内皮细胞损伤
在动脉粥样硬化发病中的重要作用，研究了灯盏花

素对内皮细胞损伤的保护作用及机制。

本研究中，在一定的浓度下发现灯盏花素对正

常培养的内皮细胞的增殖活力无显著作用，但可以

抵抗ｏｘＬＤＬ对内皮细胞造成的损伤，这一现象提
示灯盏花素的抗氧化作用可能对内皮细胞的损伤

起到有效的保护作用。有研究显示，灯盏花素对血

管平滑肌细胞受到的高糖刺激存在抑制作用［６］，

但其有效作用浓度高达６５μｍｏｌ／Ｌ及１０８μｍｏｌ／Ｌ，
因此其在不同的浓度下药理活性有所不同。本研

究结果显示，灯盏花素可显著减轻 ｏｘＬＤＬ带来的
细胞损伤，并有效地减少内皮细胞受 ｏｘＬＤＬ诱发
的凋亡，呈一定的剂量依赖效应。这一结果提示灯

盏花素在预防及治疗动脉粥样硬化中的前景，即其

可减少内皮细胞的损伤这一发病的起始环节。

本研究探讨了灯盏花素的作用机制。由于ｏｘ
ＬＤＬ对细胞的损伤主要是通过诱导氧化损伤及活
性氧的产生，诱导细胞凋亡反应及炎症反应的发

生。本实验结果表明，灯盏花素有效地减少内皮细

胞活性氧的含量，与阳性对照药ＮＡＣ类似。并且，
灯盏花素能够逆转凋亡通路的信号蛋白改变，如促

进抗凋亡蛋白 Ｂｃｌ２的表达，抑制促凋亡蛋白 Ｂａｘ
及ｃａｓｐａｓｅ３的剪切反应，从而抑制凋亡反应的发
生。这一凋亡效应可能与通过抑制线粒体细胞色

素Ｃ的释放有关，从而抑制线粒体途径的凋亡通
路。灯盏花素还可促进内皮一氧化氮合酶 ｅＮＯＳ
的表达，而 ｅＮＯＳ在抵抗 ｏｘＬＤＬ损伤中有重要保
护作用［１２－１３］，提示促进 ｅＮＯＳ的表达可能在减少
细胞凋亡中起作用。本研究也分析了灯盏花素对

ＮＦκＢ的作用，发现灯盏花素可抑制 ＮＦκＢ的核
转运，提示其可减少ＮＦκＢ诱导的炎症反应，这一
现象与前期研究报道一致，灯盏花素可抑制肺缺血

再灌注损伤引起的炎症因子ＩＣＡＭ１及ＩＬ１８的表
达［１４］，抑制胰腺炎症反应中的 ＰＫＣ及 ＮＦκＢ的活
性［１５］。结果表明抑制炎症反应是灯盏花素发挥药

理活性的重要机制之一。

本研究进一步对灯盏花素的抗氧化作用机制

进行探索。众所周知，核转录因子 Ｎｒｆ２是抗氧化
剂发挥抗氧化作用的关键分子，它受Ｋｅａｐ１蛋白及
泛素降解系统的调控［１６－１７］。Ｎｒｆ２感受细胞氧化应
激的压力，然后通过核转运进入细胞核内启动下游

抗氧化基因的表达来抵抗氧化损伤［１８］，如促进下

游重要抗氧化酶包括ＮＱＯ１［１９］和ＧＳＴＭ１［２０］的表达
等，ＮＱＯ１和ＧＳＴＭ１均是细胞内重要的抗氧化酶，
对于细胞抵抗氧化应激损伤有重要的作用。本研

究结果显示灯盏花素抑制 Ｋｅａｐ１蛋白，促进 Ｎｒｆ２
的核内转运，并诱导下游抗氧化酶 ＮＱＯ１和
ＧＳＴＭ１的转录及蛋白表达及促进 ＮＱＯ１酶活，清
除细胞内的活性氧，因此提示灯盏花素的抗氧化作

用可能是通过Ｎｒｆ２途径起作用的。
综上所述，灯盏花素对 ｏｘＬＤＬ诱导的内皮细

胞损伤有重要的保护作用，它可以改善内皮细胞的
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活力，减少细胞的凋亡发生。这一作用可能与灯盏

花素抑制ＮＦκＢ的活化及促进 Ｎｒｆ２的核内转运，
进而诱导下游抗氧化酶如 ＮＱＯ１和 ＧＳＴＭ１等表
达，以清除内皮细胞内的活性氧含量有关。本研究

结果显示了灯盏花素对内皮细胞的多重保护效应，

也为灯盏花素在心血管疾病的应用中提供了理论

基础。
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