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二苯乙烯苷对同型半胱氨酸诱导的人脐静脉内皮细胞
MCP鄄1、ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达的影响
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[摘摇 要] 摇 目的摇 观察何首乌二苯乙烯苷对同型半胱氨酸诱导培养的人脐静脉内皮细胞株单核细胞趋化蛋白 1
(MCP鄄1)、细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)和血管细胞黏附分子 1(VCAM鄄1) mRNA 表达的影响。 方法摇 在人脐静脉

内皮细胞的培养基中加入不同浓度的二苯乙烯苷处理 2 h 再加入 3郾 0 mmol / L 同型半胱氨酸作用 36 h。 Ho鄄
echst33342 核染色检测细胞核损伤;以 RT鄄qPCR 检测不同浓度二苯乙烯苷处理对同型半胱氨酸诱导的人脐静脉内

皮细胞 MCP鄄1、ICAM鄄1 及 VCAM鄄1 mRNA 表达的影响。 结果摇 10 滋mol / L 浓度以内,二苯乙烯苷预孵育呈浓度依

赖性降低 3郾 0 mmol / L 同型半胱氨酸所致人脐静脉内皮细胞核损伤加重,抑制同型半胱氨酸所致 MCP鄄1、ICAM鄄1 及

VCAM鄄1 mRNA 的表达升高(P < 0郾 05 或 P < 0郾 01)。 结论摇 二苯乙烯苷具有明显抑制同型半胱氨酸所致人脐静脉

内皮细胞 MCP鄄1、ICAM鄄1、VCAM鄄1 mRNA 表达增加的作用。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effects of tetrahydroxystilbene glucoside (TSG) on monocyte chemoattractant
protein鄄1 (MCP鄄1), intercellular cell adhesion molecule鄄1 (ICAM鄄1), vascular cell adhesion molecule鄄1 (VCAM鄄1) mRNA
expression of human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) injuored by homocysteine (Hcy). 摇 摇 Methods摇 HUVEC
were treated with different concentration of TSG for 2 hours then treated with Hcy. 摇 Cell nucleus damage was detected by Ho鄄
echst33342 stain. 摇 mRNA expression levels of MCP鄄1, ICAM鄄1 and VCAM鄄1 were detected by RT鄄qPCR. 摇 摇 Results摇
Preincubation with TSG could attenuate the nucleolus damage of HUVEC induced by Hcy. 摇 While TSG concentration is less
than 10 滋mol / L, TSG showed a concentration dependent in decreasing the damage of Hcy on HUVEC. 摇 TSG decreased
MCP鄄1, ICAM鄄1 and VCAM鄄1 mRNA expression that were increased by Hcy in HUVEC. 摇 摇 Conclusion摇 MCP鄄1, ICAM鄄
1 and VCAM鄄1 mRNA expressions which were increased by Hcy in HUVEC in vitro can be reduced by TSG.

摇 摇 研究表明血浆同型半胱氨酸(homocysteine,Hcy)
水平升高是冠心病、脑血管疾病以及外周阻塞性血管

疾病等心脑血管疾病的一个重要独立危险因素[1鄄3]。
Hcy 可诱导培养的血管内皮细胞单核细胞趋化蛋白 1
(monocyte chemoattractant protein鄄1,MCP鄄1)、细胞间

黏附分子 1 ( intercellular cell adhesion molecule鄄1,
ICAM鄄1)、血管细胞黏附分子 1(vascular cell adhesion
molecule鄄1,VCAM鄄1) mRNA 表达增加,损伤血管内

皮细胞,促进动脉粥样斑块形成[4]。
何首乌二苯乙烯苷(tetrahydroxystilbene glucos鄄
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ide,TSG)可有效抑制高脂血症模型大鼠的血脂升

高,降低主动脉、冠状动脉和颈总动脉脂质条纹面

积,减少肝脏中的脂质沉积[5]。 TSG 还能促进血管

内皮细胞释放 NO 并具有很强的抗氧化特性[6],抑
制 ox鄄LDL 所致单核细胞分泌黏附分子的增加,抑制

内皮细胞与单核细胞的黏附[7,8]。 目前关于 TSG 对

Hcy 所致血管内皮细胞损伤的干预作用、对 Hcy 所

致血管内皮细胞黏附分子增加的干预作用不明。
本研究应用 TSG 干预 Hcy 诱导培养的人脐静

脉内皮细胞( human umbilical vein endothelial cell,
HUVEC),研究 MCP鄄1、 ICAM鄄1 及 VCAM鄄1 mRNA
相关基因的表达,初步探讨 TSG 干预 Hcy 诱导 HU鄄
VEC 损伤的可能分子作用机制。

1摇 材料和方法

1郾 1摇 材料

摇 摇 HUVEC 株由山东省医学科学院药物所药理室

提供;TSG 为山东省药物研究所分离,纯度 99% ;
Hcy 购自 Sigma 公司;DMEM 培养基、胰蛋白酶和

EDTA 混合液购自 Gbico 公司;胎牛血清购自杭州四

季青生物工程材料有限公司;Hoechst33342 细胞核

凋亡检测试剂盒购自碧云天生物公司;RNA 提取试

剂购自 Promega 公司;逆转录及 SYBR Green玉Real
Time PCR 试剂购自大连宝生物公司;引物合成由上

海博彩生物公司合成。
1郾 2摇 细胞培养及实验分组

HUVEC 的培养和传代方法参照文献[9],实验

采用 3 ~5 代细胞。 将 HUVEC 按 2 伊 104 个 / 孔的密

度接种于 24 孔板内,以含 10% FBS 的 DMEM 培养液

培养,待细胞长至 50%时,改换为无血清培养基培养

24 h,使细胞同步化于 G0 期(细胞同步化)后,进行以

下实验。 实验一分为以下 5 组:正常培养基组、Hcy
1郾 0 mmol / L 组、Hcy 3郾 0 mmol / L 组、Hcy 5郾 0 mmol / L
组和Hcy 10郾 0 mmol / L 组,加入Hcy 培养36 h 后进行

Hoechst 33342 核染色检测。 按 Hoechst 33342 染色试

剂盒说明进行细胞染色,荧光显微镜下进行核酸染色

的细胞核凋亡形态观察,计算凋亡率。 实验重复 5
次。 根据其损伤程度,筛选 3郾 0 mmol / L Hcy 进行正

式实验。 实验二分为以下处理组:正常培养基组、Hcy
3郾 0 mmol / L 组、TSG(0郾 1、1、10 及 100 滋mol / L)预孵

育 2 h 再各加 Hcy 3郾 0 mmol / L 继续培养组。 培养 36
h 后进行 Hoechst 33342 核染色检测。
1郾 3摇 RT鄄qPCR 检测相关基因的表达

将 HUVEC 按 1 伊105 个 / 孔的密度接种于 25 mL
培养瓶,以含10% FBS 的DMEM 培养液培养,待细胞

长至相互接触,改换无血清培养基培养 24 h,使细胞

同步化于 G0 期(细胞同步化)后,分为下列实验组:
正常对照组、Hcy 组(Hcy 3郾 0 mmol / L)、TSG(0郾 1、1、
10 及 100 滋mol / L) 预 孵 育 2 h 再 各 加 Hcy 3郾 0
mmol / L继续培养 12 h 组。 各处理组重复 5 次。 实验

结束后倾去上清液,以 PBS 快速洗涤 3 次,参照 Trizol
试剂说明裂解细胞备以提取 RNA。 引物序列见表 1。
实时定量 PCR 25 滋L 反应体系由以下成份组成:12郾 5
滋L 2 伊 Power SYBR襆 Green PCR Master Mix,1郾 0
滋mol / L 上、下游引物,1 滋L 逆转录产物,水构成。 反

应程序为:95益 10 min;循环反应为 95益 8 s,60益
40 s,40 个循环,在各循环的 60益 40 s 步骤进行荧光

检测;最后为融解曲线步骤。 每个样品目的基因的表

达域值与其内参基因表达域值的差 驻Ct 为其相对表

达量。 各处理组目的基因的 驻Ct 与正常对照组目的

基因的 驻Ct 差值计为 驻驻Ct,以 2 - 驻驻Ct表示为目的基因

在药物处理组的表达量与在正常组表达量的比值。

表 1. 实时定量 PCR 检测基因的引物序列

Table 1. Real鄄time quantitative PCR primer sequences

引摇 物 片段位置 登录号
ICAM鄄1(196 bp)
摇 正义 5爷鄄CTCTCGCTCTGTCACC鄄3爷 3018鄄3033 NM_000201郾 2
摇 反义 5爷鄄GGAAGTCTGGGCAATGT鄄3爷 3213鄄3197 NM_000201郾 2
VCAM -1(127 bp)
摇 正义 5爷鄄AAGCAAAGGGAGCACTGGGTTG鄄3爷 2591鄄2612 NM_080682郾 1
摇 反义 5爷鄄TCTGATGAACAAACTTCGTGAAAC鄄3爷 2717鄄2694 NM_080682郾 1
MCP鄄1(120 bp)
摇 正义 5爷鄄AGCAGCAAGTGTCCCAAAGA鄄3爷 239鄄258 NM_002982郾 3
摇 反义 5爷鄄TTGGGTTTGCTTGTCCAGGT鄄3爷 358鄄339 NM_002982郾 3
GAPDH(254 bp)
摇 正义 5爷鄄AACGAATTTGGCTACAGC鄄3爷 1048鄄1066 NM_002046郾 3
摇 反义 5爷鄄AGGGTACTTTATTGATGGTACAT鄄3爷 1301鄄1278 NM_002046郾 3
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1郾 4摇 统计学方法

数据以x 依 s 表示,多组比较采用单因素方差分

析,两两比较方差齐者用 LSD 检验,方差不齐者用

Dunnett T3 检验。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 TSG 对 Hcy 所致 HUVEC 细胞核形态学改变

的影响

正常 HUVEC 胞核 Hoechst33342 染色呈均匀的

蓝色荧光,细胞核规则。 以 3郾 0 mmol / L Hcy 孵育

HUVEC 36 h,细胞核具凋亡形态特点即胞核中染色

体凝集、边聚化、胞核呈亮蓝色荧光的细胞比例增

多(图 1)。
与 Hcy 组相比,TSG 可明显减轻 Hcy 诱导的内

皮细胞核形态损伤,表现为细胞核中染色体凝集、
边聚化的细胞比例减少,细胞核形态正常的细胞增

多。 显示 TSG 抑制 Hcy 所致 HUVEC 细胞核损伤的

作用,其中 TSG 10 滋mol / L 降低 Hcy 所致 HUVEC
的损伤作用最好(图 1)。

图 1. TSG 对 Hcy 所致 HUVEC 细胞凋亡的影响摇 摇 A 为对照组,B 为 Hcy 3郾 0 mmol / L 组,C 为 TSG 0郾 1 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,D
为 TSG 1 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,E 为 TSG 10 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,F 为 TSG 100 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组。

Figure 1. Effects of TSG on HUVEC apoptosis induced by Hcy

2郾 2摇 TSG对 Hcy 所致内皮细胞 MCP鄄1 mRNA 表达的

影响

3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 HUVEC 6 h,MCP鄄1 mR鄄
NA 表达显著上调,表达量是正常培养 HUVEC 的

4郾 1 依 1郾 3 倍。 0郾 1、1、10 和 100 滋mol / L TSG 孵育

HUVEC 2 h,再给予 3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 6 h 后,与
Hcy 3郾 0 mmol / L 组相比,TSG 10 滋mol / L 浓度以下

时可浓度依赖性抑制 Hcy 所致 HUVEC MCP鄄1 mR鄄
NA 过度表达。 10 滋mol / L TSG 使 Hcy 所致 HUVEC
MCP鄄1 mRNA 的表达量降为 2郾 5 依 1郾 1(P < 0郾 01)。
TSG 浓度为 100 滋mol / L 时,其抑制 Hcy 所致 HU鄄
VEC MCP鄄1 mRNA 表达升高的作用下降(图 2)。

2郾 3摇 TSG对 Hcy 所致血管内皮细胞 ICAM鄄1 mRNA 表

达的影响

3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 HUVEC 6 h,ICAM鄄1 mRNA
表达显著上调,表达量是正常培养 HUVEC 的 2郾 1 依0郾 8
倍。 0郾 1、1、10 和 100 滋mol / L TSG 与 HUVEC 孵育 2 h
后,再给予 3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 6 h,与 Hcy 3郾 0
mmol / L组相比,TSG 10 滋mol / L 浓度以下可浓度依赖

性抑制 Hcy 所致HUVEC ICAM鄄1 mRNA 过度表达。 10
滋mol / L TSG 使 Hcy 所致 HUVEC ICAM鄄1 mRNA 的表

达量降为 1郾 4 依 0郾 7 (P < 0郾 05)。 TSG 浓度为 100
滋mol / L 时,其抑制Hcy 所致HUVEC ICAM鄄1 mRNA 的

表达量升高的作用下降(图 3)。
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图 2. TSG 对 Hcy 所致 HUVEC MCP鄄1 mRNA 表达升高的干

预作用(x 依 s) 摇 摇 1 为正常培养基组,2 为 Hcy 3郾 0 mmol / L 组,3
为 TSG 0郾 1 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,4 为 TSG 1 滋mol / L + Hcy
3郾 0 mmol / L 组,5 为 TSG 10 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,6 为 TSG
100 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正

常培养基组比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P < 0郾 01,与 Hcy 3郾 0 mmol / L 组

比较。

Figure 2. The inhibition effect of TSG on MCP鄄1 mRNA
up鄄regulation in HUVEC induced by Hcy

图 3. TSG 对 Hcy 所致 HUVEC ICAM鄄1 mRNA 表达升高的干

预作用(x 依 s) 摇 摇 1 为正常培养基组,2 为 Hcy 3郾 0 mmol / L 组,3
为 TSG 0郾 1 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,4 为 TSG 1 滋mol / L + Hcy
3郾 0 mmol / L 组,5 为 TSG 10 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,6 为 TSG
100 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正

常培养基组比较;c 为 P < 0郾 05,与 Hcy 3郾 0 mmol / L 组比较。

Figure 3. The inhibition effect of TSG on ICAM鄄1 mRNA
up鄄regulation in HUVEC induced by Hcy

2郾 4摇 TSG 对 Hcy 所致血管内皮细胞 VCAM鄄1 mR鄄
NA 表达的影响

3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 HUVEC 6 h, VCAM鄄1
mRNA 表达显著上调,表达量是正常培养 HUVEC
的 3郾 3 依 1郾 2 倍。 0郾 1、1、10 和 100 滋mol / L TSG 与

HUVEC 孵育 2 h,再给予 3郾 0 mmol / L Hcy 孵育 6 h
后,与 Hcy 3郾 0 mmol / L 组相比,TSG 10 滋mol / L 浓度

以下可浓度依赖性抑制 Hcy 所致 HUVEC VCAM鄄1
mRNA 过度表达。 10 滋mol / L TSG 使 Hcy 所致 HU鄄
VEC VCAM鄄1 mRNA 的表达量降为 2郾 3 依 0郾 9(P <
0郾 05)。 TSG 浓度为 100 滋mol / L 时,其抑制 Hcy 所

致 HUVEC VCAM鄄1 mRNA 的表达量升高的作用下

降(图 4)。

图 4. TSG 对 Hcy 所致 HUVEC VCAM鄄1 mRNA 表达升高的

干预作用(x 依 s) 摇 摇 1 为正常培养基组,2 为 Hcy 3郾 0 mmol / L 组,
3 为 TSG 0郾 1 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,4 为 TSG 1 滋mol / L + Hcy
3郾 0 mmol / L 组,5 为 TSG 10 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组,6 为 TSG
100 滋mol / L + Hcy 3郾 0 mmol / L 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与正

常培养基组比较;c 为 P < 0郾 05,与 Hcy 3郾 0 mmol / L 组比较。

Figure 4. The inhibition effect of TSG on VCAM鄄1 mRNA
up鄄regulation in HUVEC induced by Hcy

3摇 讨摇 论

内皮细胞相关黏附分子主要包括 ICAM鄄1、
VCAM鄄1、E 选择素和连接黏附分子 ( JAM) 等。
ICAM鄄1、VCAM鄄1 均含有与 NF鄄资B 的结合位点,参
与动脉粥样硬化发生发展过程中的单核细胞浸润

与迁移。 ICAM鄄1 可激活内皮细胞、成纤维细胞、组
织巨噬细胞等,其主要功能是介导细胞与细胞、细
胞与细胞外基质之间的黏附作用[10]。 MCP鄄1 属趋

化因子 CC 亚家族,可由炎症介质刺激的内皮细胞、
单核 /巨噬细胞、成纤维细胞、B 细胞和平滑肌细胞

等分泌,对单核 /巨噬细胞有趋化和激活作用。 内
皮细胞黏附分子和 MCP鄄1 在细胞表面的表达遵循

转录、翻译和转运到细胞表面。 研究发现,Hcy、ox鄄
LDL、VLDL、ox鄄VLDL 等多种动脉粥样硬化的刺激

因素均可诱发黏附分子和单核细胞趋化蛋白的

表达[4,11]。
高浓度的 Hcy 可诱导活性氧的产生,导致细胞

脂质过氧化增加、氧化胁迫增强[12],促进低密度脂

蛋白氧化[13]。 通过损伤内皮细胞促进炎症介质释

放和促进平滑肌细胞增殖、破坏凝血功能平衡等多

方面引起动脉粥样硬化的发生和发展[4,14]。 通过抑

制炎性介质的释放也一直是防治动脉粥样硬化的

研究热点。 本研究也证实了 Hcy 促进内皮细胞凋

亡、促进培养的血管内皮细胞 MCP鄄1、 ICAM鄄1 和
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VCAM鄄1 mRNA 表达升高的作用,Hcy 可呈浓度依

赖性致培养的血管内皮细胞核损伤。
TSG 具有很强的抗氧化特性[6],降低活性氧所

致血管内皮细胞损伤[8,15],抑制 ox鄄LDL 所致培养的

单核细胞分泌黏附分子的增加。 TSG 具有降低血

脂、防治高血脂引起的动脉粥样硬化的作用[16],
TSG 可抑制高脂饮食引起的兔单核细胞黏附分子的

分泌和抑制内皮细胞与单核细胞黏附[7]、抑制高脂

饮食引起的兔主动脉 ICAM鄄1、 VCAM鄄1 及 VEGF
mRNA 和蛋白表达[17]。

本研究发现 TSG 预孵育可降低 Hcy 所致培养

的 HUVEC MCP鄄1、ICAM鄄1 及 VCAM鄄1 mRNA 表达

增加,抑制 Hcy 所致 HUVEC 细胞核损伤,降低凋亡

细胞比例。 TSG 的这一作用的原因还不明确,但推

测其可能与高浓度 Hcy 损伤内皮细胞主要是通过

增加氧化损伤、而 TSG 保护高血脂和活性氧所致血

管内皮细胞损伤的机制又与其抗氧化特性有关,但
目前缺乏相关研究的直接证据,还需进一步研究

证实。
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