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二苯乙烯苷对 H2 O2 诱导的血管内皮细胞 P 选择素和
E 选择素表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究二苯乙烯苷(TSG)对 H2O2 诱导损伤的人脐静脉内皮细胞 P 选择素和 E 选择素表达的影

响。 方法摇 运用逆转录聚合酶链反应(RT鄄PCR)和酶联免疫吸附试验(ELISA)分别检测 P 选择素和 E 选择素的

mRNA 和蛋白表达。 结果摇 200 滋mol / L 的 H2O2 作用人脐静脉内皮细胞 24 h,P 选择素和 E 选择素的 mRNA 和蛋

白表达水平均明显上调,与空白对照组比较,差异具有显著性(P < 0郾 01),但 TSG 预处理人脐静脉内皮细胞 4 h 后

再加 200 滋mol / L H2O2 作用 24 h,H2O2 诱导的内皮细胞 P 选择素和 E 选择素的 mRNA 和蛋白表达水平降低,与
H2O2 处理组比较,差异有显著性(P < 0郾 05)。 结论摇 TSG 通过降低黏附分子 P 选择素和 E 选择素的表达可保护内

皮细胞免受氧化应激损伤,影响动脉粥样硬化进程。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To study the effect of 2,3,5,4忆鄄tetrahydroxystilbene鄄2鄄O鄄茁鄄D鄄glucoside (TSG) on expression
of adhesion molecules P鄄selectin, E鄄selectin induced by H2O2 in human umbilical vein endothelial cells. 摇 摇 Methods摇
The expression of P鄄selectin, E鄄selectin mRNA and protein were detected by reverse transcription polymerase chain reaction
(RT鄄PCR) and enzyme鄄linked immunosorbent assay (ELISA) respectively. 摇 摇 Results摇 Treating endothelial cells with
200 滋mol / L H2O2, the expression of E鄄selectin, P鄄selectin mRNA and protein level were significantly higher (P < 0郾 01).
摇 Pretreated with TSG for 4 h, the expression of P鄄selectin, E鄄selectin mRNA and protein induced by H2O2 were signifi鄄
cantly inhibited in endothelial cells (P < 0郾 05). 摇 摇 Conclusions摇 TSG probably can protect human umbilical vein endo鄄
thelial cells from oxidative stress by decreasing expression of adhesion molecules.

摇 摇 中药何首乌为蓼科蓼属植物,水溶性成分 2,3,
5,4忆鄄四羟基二苯乙烯鄄2鄄O鄄茁鄄D 葡糖苷(简称二苯乙

烯苷, 2, 3, 5, 4忆鄄tetrahydroxystilbene鄄2鄄O鄄茁鄄D鄄gluco鄄
side,TSG)是何首乌的主要药效成分[1鄄5]。 药理试验

表明 TSG 具有抗炎、抗氧化、增强免疫力等多种生

物活性。 近年来其抗动脉粥样硬化保护内皮细胞免

受损伤引起了人们的广泛关注,但其抗炎、抗氧化作

用的具体机制仍不十分明了。 我们课题组前期实验

已证实,氧化应激可上调人脐静脉内皮细胞(human
umbilical vein endothelial cells,HUVEC)核因子 资B
(NF鄄资B)的表达,而 TSG 能抑制 H2O2 诱导的 HU鄄
VEC NF鄄资B 的表达上调[6]。 由于黏附分子是 NF鄄
资B 的靶基因,NF鄄资B 转位进入细胞核可促进黏附分

子的表达,我们假设 H2O2 通过上调 NF鄄资B 的表达,
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进而促进黏附分子的表达,导致单核细胞与内皮细

胞的黏附,而 TSG 能抑制此作用。 为此,本研究旨

在通过观察 TSG 对 H2O2 诱导的 HUVEC 中 P 选择

素和 E 选择素表达的影响,探讨 TSG 在单核细胞黏

附到内皮细胞中的作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要试剂和仪器

摇 摇 HUVEC(编号:C鄄003鄄5C)购自中国科学院细胞

生物学研究所上海细胞库;TSG、辛伐他汀(中国药

品生物制品检定所);RPMI鄄1640 培养基(GIBCO 公

司);胰蛋白酶、DMSO、EDTA鄄Na2、Tris(Amresco 公

司);胎牛血清(杭州四季青公司);MTT、DEPC(Sig鄄
ma 公司);Agarose(Spanish 分装);Trizol(碧云天生

物技术研究所);RevertAidTM First Strand cDNA Syn鄄
thesis Kit(MBI 公司);2 伊 Taq PCR MasterMix、100
bp Marker[天根生化科技(北京)有限公司];E 选择

素、P 选择素 ELISA 检测试剂盒(博士德生物工程

有限公司);梯度 PCR 仪(Eppendorf 公司);凝胶成

像系统(Tanon 公司);酶联免疫检测仪(ELX800,
BIOTEK 公司),其余为国产分析纯试剂。
1郾 2摇 细胞培养及分组

HUVEC 用含 10%胎牛血清的 RPMI鄄1640 培养

基在 37益、5% CO2、95% 饱和湿度条件下培养。 实

验分为四组:空白对照组;H2O2 组 (200 滋mol / L
H2O2 作用 24 h);辛伐他汀组(阳性药物对照组,5
滋mol / L 辛伐他汀预处理 4 h 后 200 滋mol / L H2O2 作

用 24 h);TSG 组(1 滋mol / L TSG 预处理 4 h 后 200
滋mol / L H2O2 再作用 24 h)。
1郾 3摇 RT鄄PCR 检测内皮细胞 P 选择素和 E 选择素

mRNA 的表达

根据引物设计软件 Premier 5 设计引物,Gene鄄
bank Blast 确定其特异性,由上海生物工程公司合成。
引物序列为人 GAPDH 上游 5忆鄄TGTCGCTGTTGAAGT鄄
CAGAG鄄3忆,下游 5忆 鄄TCACCATCTTCCAGGAGCGAG鄄
3忆,预计产物长度 648 bp;人 P 选择素上游 5忆鄄ATA鄄
AGCCAATAGCGATGA鄄3忆,下游 5忆鄄AAGGACTCGGGT鄄
CAAAT鄄3忆,预计产物长度363 bp;人 E 选择素上游5忆鄄
TCCGCCAGCCTCAGAAT鄄3忆,下游 5忆鄄CCTCACCAAAC鄄
CCTTGG鄄3忆,预计产物长度 407 bp。 按照试剂盒说明

逆转录合成 cDNA。 各处理组提取的总 RNA 各取 5
滋g,65 益预变性 3 min,依次加入5 伊 buffer 4 滋L,25
mmol / L MgCl2 4 滋L,10 mmol / L dNTP 2 滋L,oligdT

0郾 5 g / L 1 滋L,AMVnase (2 伊 108 U / L) 1 滋L,加无

RNA 酶水至 20 滋L ,42益保温 60 min;70益 5 min 终

止反应。 逆转录产物按每管 3 滋L 分装于无菌离心管

中, -80益保存备用。 取各处理组第一链 cDNA 1郾 0
滋L 为模板,依次加入 2 伊Mastermix 12郾 5 滋L,上、下游

引物(10 滋mol / L)各 1郾 0 滋L,ddH2O 9郾 5 滋L,构建 25
滋L 反应体系。 混匀后放入 PCR 仪中扩增。 反应参

数为 94益预变性 3 min,94益变性 30 s,GAPDH 60益
退火 30 s(P 选择素 51益退火 30 s,E 选择素 57益退

火 30 s),72益延伸 1 min,共 30 个循环。 72益延伸 10
min,4益保存。 各处理组实验重复三次,PCR 扩增产

物进行 1郾 5 %琼脂糖电泳,凝胶成像系统拍摄,扫描

灰度分析结果。
1郾 4摇 ELISA 检测内皮细胞 P 选择素和 E 选择素蛋

白的表达

按 ELISA 试剂盒说明,分别取各组上清 100 滋L
用于细胞上清液中 P 选择素和 E 选择素检测。 操

作步骤参照试剂说明书进行,酶联免疫仪 450 nm 处

测吸光度值(A)。 绘制标准曲线,根据样品 A 值在

Curve Expert 1郾 3 软件上算出相应 P 选择素和 E 选

择素含量。
1郾 5摇 统计学分析

实验所有数据均采用x 依 s 表示,用 SPSS 13郾 0
软件进行统计学处理,全部数据经方差齐性分析后,
采用单因素方差分析。 P < 0郾 05 表示差异有统计学

意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TSG 对 P 选择素 mRNA 及蛋白表达的影响

内皮细胞经 H2O2 刺激 24 h 后 P 选择素的 mR鄄
NA 及蛋白表达明显升高,与空白对照组相比差异

有显著性(P < 0郾 01)。 辛伐他汀组(阳性药物对照

组)用辛伐他汀预处理 4 h 后加 H2O2 处理 24 h,引
起 P 选择素的 mRNA 及蛋白表达较 H2O2 组明显降

低,差异有显著性(P < 0郾 01);而内皮细胞经 TSG 预

处理 4 h 后 P 选择素的 mRNA 及蛋白表达明显降

低,与 H2O2 组比较差异有显著性(P < 0郾 01),与阳

性药物对照组结果一致(图 1 和表 1)。
2郾 2摇 TSG 对 E 选择素 mRNA 及蛋白表达的影响

内皮细胞经 H2O2 刺激 24 h 后 E 选择素 mRNA
及蛋白表达明显升高,与空白对照组相比差异有显

著性(P < 0郾 01)。 辛伐他汀组(阳性药物对照组),
用辛伐他汀预处理 4 h 后加 H2O2 处理 24 h,引起 E
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选择素 mRNA 及蛋白表达明显降低,与 H2O2 组比

较差异有显著性(P < 0郾 01);而细胞经 TSG 预处理

4 h 后 E 选择素 mRNA 及蛋白表达明显降低,与
H2O2 组相比较差异有显著性(P < 0郾 01),与阳性药

物对照组结果一致(图 2 和表 2)。

图 1. TSG 对 H2O2 诱导的内皮细胞 P 选择素 mRNA 表达的

影响摇 摇 M 为 Marker,1 为空白对照组,2 为 H2O2 组,3 为辛伐他汀

组,4 为 TSG 组。

Figure 1. Effect of TSG on expression of P鄄selectin mRNA
induced by H2O2 in endothelial cells

表 1. TSG 对 H2O2 诱导的内皮细胞 P 选择素 mRNA 和蛋白

表达的影响(x 依 s,n = 3)
Table 1. Effect of TSG on expression of P鄄selectin mRNA
and protein induced by H2O2 in endothelial cells(x 依 s,n =
3)

分摇 组 P 选择素 mRNA P 选择素蛋白(ng / L)

空白对照组 0郾 402 依 0郾 047 36郾 383 依 0郾 839

H2O2 组 1郾 026 依 0郾 018a 60郾 041 依 3郾 211a

辛伐他汀组 0郾 529 依 0郾 024b 42郾 203 依 0郾 421b

TSG 组 0郾 724 依 0郾 042b 46郾 848 依 1郾 124b

a 为 P < 0郾 01,与空白对照组相比;b 为 P < 0郾 01,与 H2O2 组相比。

图 2. TSG 对 H2O2 诱导的内皮细胞 E 选择素 mRNA 表达的

影响摇 摇 M 为 Marker,1 为空白对照组,2 为 H2O2 组,3 为辛伐他汀

组,4 为 TSG 组。

Figure 2. Effect of TSG on expression of E鄄selectin mRNA
induced by H2O2 in endothelial cells

表 2. TSG 对 H2O2 诱导的内皮细胞 E 选择素 mRNA 和蛋白

表达的影响(x 依 s,n = 3)
Table 2. Effect of TSG on expression of E鄄selectin mRNA and
protein induced by H2O2 in endothelial cells (x 依 s,n =3)

分摇 组 E 选择素 mRNA E 选择素蛋白(ng / L)

空白对照组 0郾 549 依 0郾 029 7郾 516 依 1郾 287

H2O2 组 1郾 157 依 0郾 052a 37郾 565 依 3郾 033a

辛伐他汀组 0郾 690 依 0郾 011b 16郾 138 依 0郾 748b

TSG 组 0郾 901 依 0郾 018b 23郾 021 依 3郾 495b

a 为 P < 0郾 01,与空白对照组相比;b 为 P < 0郾 01,与 H2O2 组相比。

3摇 讨摇 论

随着年龄的增长,动脉粥样硬化( atherosclero鄄
sis,As)可引起大、中及小细动脉狭窄,进而可使所

供血的组织器官缺血导致心脑血管疾病发生,已成

为老年人死亡的主要原因之一。 针对 As 的发病机

制先后提出了脂质浸润学说、血栓形成学说、损伤反

应学说等,其中损伤反应学说逐渐被人们重视,而其

之首是动脉血管内皮细胞损伤。 随着人们工作生活

节奏的加快,压力也剧增,同时环境的污染等均导致

了氧化应激几率增高。 氧化应激使机体产生的活性

氧簇(reactive oxygen species,ROS)损伤动脉内皮细

胞,进而诱导内皮细胞分泌黏附分子使单核细胞与

内皮黏附,而 E 选择素和 P 选择素参与了单核细胞

与内皮细胞的最初接触。
研究结果表明,P 选择素和 E 选择素作为黏附

分子家族的成员,在 As 形成过程中起重要作用,其
水平高低与 As 发生有一定相关性。 屈晓冰等[7] 研

究发现,冠状动脉粥样硬化狭窄的程度越重、范围越

大、数量越多,P 选择素水平就越高,提示 P 选择素

可以作为反映冠状动脉粥样硬化程度和数量的指

标。 P 选择素能介导的白细胞与内皮细胞间的黏

附,导致内皮损伤继而启动 As 进程[8]。 体外实验

结果表明,内皮细胞在抵抗素[9] 和氧化型低密度脂

蛋白[10]的刺激下 P 选择素的表达是增加的,从而诱

导细胞黏附分子活化,提高单核细胞向内皮细胞的

黏附功能[11鄄14]。 而 E 选择素仅表达在内皮细胞上,
在受到炎症刺激后,E 选择素的表达显著增高。 炎

症发生时,血管内皮受损,内皮细胞受到炎症因子肿

瘤坏死因子的刺激,表达大量的 E 选择素,其通过

与白细胞表面的糖蛋白结合,诱导内皮细胞与白细

胞的黏附[15]。 TSG 的抗炎、抗氧化作用在抗 As 保

护动脉内皮细胞的研究报道引起了人们的广泛关
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注,但其作用机制仍未明了。 以上诸多的研究结果

表明内皮细胞损伤后引起黏附分子表达增高,促进

As 的进程,那么 TSG 是否通过此作用机制,抑制黏

附分子表达,保护内皮细胞尚未见报道。
我们采用 TSG 作为抗氧化保护剂预孵育体外

培养的人内皮细胞后,用 H2O2 处理 24 h,观察对黏

附分子 P 选择素、E 选择素表达的影响,结果表明

H2O2 诱导的 HUVEC 损伤后,内皮细胞中 P 选择素

和 E 选择素的 mRNA 水平及培养基中的蛋白含量

均较空白对照组明显升高,提示 H2O2 刺激下内皮

细胞的黏附能力增加,单核细胞易于黏附内皮并向

内皮下迁移。 而 TSG 药物干预后,P 选择素和 E 选

择素表达显著低于 H2O2 处理组,其抑制效果和阳

性药物辛伐他汀一致,提示 TSG 可通过抑制黏附分

子的表达和分泌,降低单核细胞和内皮细胞之间的

黏附。 我们的实验结果表明 TSG 可能通过抗氧化

作用降低 P 选择素和 E 选择素的表达而影响 As 发

生的起始环节,TSG 是否通过抑制炎症介质的表达

引起黏附分子表达降低而保护内皮细胞免受氧化剂

损伤,仍需进一步研究。
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