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阿魏酸通过抑制核因子 资B 信号途径降低肿瘤坏死因子
琢 诱导的人血管内皮细胞氧化应激及黏附分子表达
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[摘摇 要] 摇 目的摇 通过检测人脐静脉内皮细胞的氧化应激、细胞黏附分子和炎症相关信号分子表达,探讨阿魏酸

在肿瘤坏死因子 琢(TNF鄄琢)诱导的血管内皮损伤中的保护作用和机制。 方法摇 以人脐静脉内皮细胞为研究模型,
给予阿魏酸预处理,在基础或者 TNF鄄琢 刺激条件下,蛋白质免疫印记法检测细胞间黏附分子 1( ICAM鄄1)、血管细胞

黏附分子 1(VCAM鄄1)表达和炎症相关细胞信号分子;MTT 法检测内皮细胞活性;Hoechst 33342 细胞核染色检测细

胞凋亡比率;以 DHE 染色检测氧自由基(ROS)生成;单核细胞和血管内皮细胞黏附实验检测血管内皮细胞的黏附

功能;以蛋白质免疫印记法和细胞免疫荧光实验检测核因子 资B(NF鄄资B)的活化。 结果摇 TNF鄄琢 可以明显增加血管

内皮细胞氧自由基生成及 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的表达,并且可以明显激活 NF鄄资B,促进其核转位。 阿魏酸可以明显

抑制 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞氧自由基生成及 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达升高,抑制 NF鄄资B 活化和核转位。 结论

阿魏酸可以通过抑制 NF鄄资B 信号途径减轻 TNF鄄琢 导致的血管内皮细胞氧自由基增高、黏附分子表达,抑制炎性因

子导致的细胞损伤。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the effect and mechanism of ferulic acid (FA) on the expression of adhesion
molecules and oxidative stress in tumor necrosis factor鄄琢 (TNF鄄琢)鄄treated human umbilical vein endothelial cells (HU鄄
VEC). 摇 摇 Methods摇 An endothelial cell model of adhesion function damage was established by administration of TNF鄄琢.
The level of intercellular adhesion molecule鄄1 ( ICAM鄄1) and vascular cell adhesion molecule鄄1 (VCAM鄄1) was deter鄄
mined by Western blot . 摇 HUVEC viability and apoptosis were detected by MTT and Hoechst 33342 staining. 摇 Reactive
oxygen species (ROS) production was measured by DHE staining. 摇 Adhesion assay of monocyte and HUVEC was used to
detect endothelial cell adhesive function. 摇 Nuclear factor鄄资B (NF鄄资B) activation was detected by Western blot and immu鄄
nofluorescence staining. 摇 摇 Results摇 The TNF鄄琢 treatment caused a significant increase of ROS generation and the ex鄄
pression of ICAM鄄1 and VCAM鄄1 in HUVEC, which was associated with a dramatic augmentation in phosphorylation of I鄄
资B and relocation of NF鄄资B into the nuclei. 摇 However, TNF鄄琢鄄induced ROS generation, ICAM鄄1 and VCAM鄄1 upregula鄄
tion and NF鄄资B relocation could be attenuated by pretreat ment of ferulic acid. 摇 摇 Conclusion摇 Ferulic acid could sup鄄
press TNF鄄琢鄄induced adhesion molecule expression by blocking NF鄄资B signal and inhibiting ROS generation in HUVECs,
suggesting that ferulic acid could be a novel drug candidate for the prevention and treatment of atherosclerosis.
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摇 摇 在动脉粥样硬化起始和发展过程中,物理损

伤、氧化型低密度脂蛋白、炎症因子、缺血缺氧等因

素导致内皮细胞损伤是关键的始动环节,在动脉粥

样硬化的发病中发挥重要的作用。 大量实验研究

发现,早期的动脉粥样硬化与血管内皮细胞的炎

症、氧化应激和黏附因子的表达密切相关[1,2]。 阿

魏酸(ferulic acid)是桂皮酸的衍生物之一,它在阿

魏、当归、川芎、升麻、酸枣仁等中药材中的含量较

高,是这些中药的有效成分之一。 阿魏酸是一种抗

氧化剂,其苯环上的羟基是抗氧化的活性基团,也
可以消除自由基,抑制氧化反应和自由基反应,以
及与生物膜磷脂结合,保护膜脂质等拮抗自由基对

组织的损害,并具有抗炎作用[3鄄6]。 本研究拟观察

阿魏酸对肿瘤坏死因子 琢( tumor necrosis factor鄄琢,
TNF鄄琢)诱导的血管内皮细胞氧化应激、黏附因子表

达的影响,探讨阿魏酸对内皮细胞保护的相关机制。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 主要材料

摇 摇 阿魏酸由成都西亚化学试剂公司购买,色谱

纯。 MTT 试剂盒、Hoechst 33342 购自美国 Sigma 公

司。 细胞间黏附分子 1( intercellular adhesion mole鄄
cule鄄1,ICAM鄄1)、血管细胞黏附分子 1(vascular cell
adhesion molecule鄄1,VCAM鄄1)、Bcl鄄2、Bax 和 GAPDH
抗体(均为兔抗人一抗)购自美国 Santa Cruz 公司。
p鄄I鄄资B、I鄄资B、p鄄NF鄄资B 和 NF鄄资B 抗体(均为兔抗人

一抗)购自美国 Cell Signal Technology 公司。 重组

人 TNF鄄琢 购自美国 Peprotech 公司。 HRP 标记的二

抗购自美国 CST 公司。
1郾 2摇 人脐静脉内皮细胞的原代培养

取健康胎儿剖宫产的脐带,用 PBS 冲洗脐静脉

至无血迹,注入玉型胶原酶(1 g / L),室温消化 30
min 后,用 20%胎牛血清的 M199 溶液冲洗,液体一

并收集入离心管,1500 r / min 离心 15 min,离心后弃

去上清,用含 20%胎牛血清 M199 完全培养基调整

细胞浓度后置于培养瓶中培养。 实验所用为第 4 ~
6 代细胞。
1郾 3摇 细胞传代培养与分组处理

人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endo鄄
thelial cells,HUVEC)用含有 2 mmol / L 谷氨酰胺、
105 U / L 青霉素、105 U / L 链霉素和 20%胎牛血清的

DMEM 培养基在 37益、5% CO2 的培养箱中培养。
于实验前 48 h,将细胞计数后,接种到 6 孔板或 24
孔板中培养,加药前用含 2% 胎牛血清的 DMEM 培

养 16 ~ 24 h 同步化。 将细胞按如下分组处理:(1)
TNF鄄琢 对内皮细胞 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达的影

响:淤量效实验:内皮细胞同步化后,用 0、10、20、
40、80 mg / L 的 TNF鄄琢 处理 24 h,收集蛋白质用于检

测;于时效实验:内皮细胞同步化后,用 40 mg / L 的

TNF鄄琢 分别处理 0、12、24、36、48 和 72 h,收集细胞

提取蛋白质用于检测。 (2) 阿魏酸对内皮细胞

ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达影响的量效实验:内皮细胞

同步化后,分别用 0、10、50 和 100 g / L 阿魏酸预处

理细胞 4 h 后,用 40 mg / L 的 TNF鄄琢 分别处理 24 h,
收集细胞提取蛋白质。 (3)阿魏酸对 TNF鄄琢 处理的

内皮细胞的保护实验:实验分对照组、TNF鄄琢 处理组

(40 mg / L TNF鄄琢 处理 24 h)和阿魏酸预处理组(50
g / L 阿魏酸预处理 4 h 后用 40 mg / L TNF鄄琢 处理 24
h)。
1郾 4摇 免疫印记法检测黏附分子和信号转导通路

处理后的细胞,用 RIPA 细胞裂解液裂解细胞,
超声破碎后用 15000 g 离心 20 min,收集上清测定

蛋白浓度,取蛋白样品与 5X 蛋白上样缓冲液混匀,
100益水浴 5 min。 配制并灌注 12%的分离胶和 5%
浓缩胶,每孔上样蛋白 50 ~ 60 滋g。 电泳转膜完毕,
用 8%脱脂奶粉室温封闭 2 h,加入一抗 4益摇床过

夜。 TBST 洗涤 10 min 5 次,加入 HRP 标记二抗室

温孵育 1郾 5 h,TBXT 洗涤 10 min 5 次,ECL 发光显

影。 分别检测黏附分子 VCAM鄄1 和 ICAM鄄1 表达,
以及信号通路 NF鄄资B、I鄄资B、Bax 和 Bcl鄄2 表达,蛋白

质上样内参 GAPDH。 结果用 ImageJ 软件进行条带

的灰度分析和统计。
1郾 5摇 MTT 法检测细胞活力

使用第 4 ~ 6 代 HUVEC 种于 24 孔板,同步化

处理后用 50 g / L 阿魏酸预处理 4 h,40 mg / L TNF鄄琢
处理 24 h。 换新的培养基,加入 MTT 0郾 5 g / L 4 h,
去掉培养基,以 PBS 洗 3 次,加入 400 滋L DMSO,充
分裂解细胞,用酶标仪 490 nm 测定 OD 值。 每次实

验安排 3 孔,取平均值。 以对照组的细胞存活为 1,
其 他 各 组 细 胞 相 对 存 活 率 = OD490实验组 /
OD490对照组,实验重复 4 次。
1郾 6摇 Hoechst 33342 染色检测细胞凋亡

培养的细胞用 70% 甲醇和 30% 丙酮固定,用
10 mmol / L 的 Hoechst 33342 细胞核染色。 随机选

10 个视野 500 ~ 700 细胞照相,通过图像分型计数

细胞核深染、胞质浓缩、染色质成团块状及凋亡小

体出现的细胞比率。 实验重复 4 次。
1郾 7摇 DHE 染色检测原位氧自由基

10 滋mol / L DHE (Sigma) 与处理后的 HUVEC
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37益共孵育 30 min,用培养基洗 3 次,换为新的培养

基,倒置荧光显微镜拍照,用 ImageJ Plus 软件分析

氧自由基荧光强度并统计。 实验重复 4 次。
1郾 8摇 单核细胞与内皮细胞黏附实验

HUVEC 用 6 孔板培养到 90% ~ 95% 融合,用
阿魏酸预处理 4 h,再加入 TNF鄄琢 处理 24 h。 人单

核细胞系 U937 用含 10% FBS 的 RPMI1640 培养基

培养,加入含 50 mg / L 的 MTT 37益孵育 2 h 进行细

胞标记。 处理后的 HUVEC 加入 1 伊 106 / 孔 MTT 标

记的 U937 细胞共培养 30 min ,用 37益 RPMI1640
培养基洗 3 次。 黏附的细胞用 400 滋L DMSO 裂解,
并用 490 nm 吸收光检测。
1郾 9摇 免疫荧光实验检测 NF鄄资B 活化

细胞接种于 6 孔板内的无菌玻片上,密度达到

60% ~70%时,换为含 2% 血清的培养基同步化 24
h,阿魏酸处理 4 h 后,再加入 TNF鄄琢 刺激 8 h。 以

4%多聚甲醛固定 10 min,再加入 0郾 2% Triton X鄄
100 / PBS 室温处理 15 min。 用 5%兔血清 37益封闭

2 h,加入抗 NF鄄资B 抗体 4益过夜。 用 PBS 洗玻片 5
min 伊 5 次后,加入 Alexa 488 标记的抗兔 IgG 抗体

37益 0郾 5 h。 用 DAPI 复染细胞核。 荧光显微镜

照相。
1郾 10摇 统计学方法

计量资料用x 依 s 表示,以 Prism 5郾 0 软件分析、
作图。 进行多组结果比较时采用单因素方差分析

(one way ANOVA),采用 Student鄄Newman鄄Keuls 进

一步行组间两两比较的分析检验,比较两组结果时

采用组间 t 检验,以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1 摇 阿魏酸可以抑制 TNF鄄琢 诱导的 HUVEC 中

ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达

0 ~ 40 mg / L 的 TNF鄄琢 以浓度依赖的形式上调

细胞黏附分子的表达,过高的 TNF鄄琢 浓度可以导致

内皮细胞急性损伤和死亡,黏附分子合成相应减少

(图 1A)。 我们同时检测了 40 mg / L TNF鄄琢 作用不

同时间点(0、12、24、48 和 72 h) HUVEC 中黏附分

子的表达情况,发现在 TNF鄄琢 处理 24 h 时,细胞黏

附分子表达最高(图 1B)。 因此,我们选用 40 mg / L
的 TNF鄄琢 作用 24 h 作为研究条件。 我们进一步检

测抗氧化剂阿魏酸是否能抑制 TNF鄄琢 诱导的黏附

分子的表达,结果发现 0 ~ 100 g / L 的阿魏酸剂量依

赖性降低 40 mg / L TNF鄄琢 诱导的细胞黏附分子表达

(图 1C)。 其中,以 50 g / L 的阿魏酸可以显著降低

黏附分子表达,其抑制效应达到最大(P < 0郾 01,表
1)。 因此在下面的研究中,我们选用 50 g / L 的阿魏

酸做其保护机制的研究。 上述结果提示,阿魏酸可

以抑制 TNF鄄琢 诱导的内皮细胞黏附分子表达。

图 1. 阿魏酸抑制 TNF鄄琢 诱导的 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达

A 为不同剂量的 TNF鄄琢 诱导内皮细胞 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的表达;B
为 40 mg / L TNF鄄琢 处理不同时间对 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达的影响;
C 为不同剂量的阿魏酸对 40 mg / L TNF鄄琢 处理的血管内皮细胞

ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达的影响。

Figure 1. Ferulic acid inhibits ICAM鄄1 and VCAM鄄1 ex鄄
pression induced by TNF鄄琢

表 1. 不同剂量阿魏酸对 TNF鄄琢 诱导的 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1
表达的影响(n = 3)
Table 1. Effect of different concentration of ferulic acid on ex鄄
pression of ICAM鄄1 and VCAM鄄1 induced by TNF鄄琢 (n =3)

阿魏酸浓度(g / L) ICAM鄄1 VCAM鄄1

0 1 1

10 1郾 10 依 0郾 33 0郾 98 依 0郾 15

50 0郾 54 依 0郾 16a 0郾 51 依 0郾 11a

100 0郾 43 依 0郾 09a 0郾 58 依 0郾 18a

a 为 P < 0郾 05,与 0 g / L 阿魏酸组比较。

2郾 2摇 阿魏酸可以抑制 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞

氧化应激

DHE 染色显示,40 mg / L TNF鄄琢 可以显著提高

血管内皮细胞的氧自由基水平,而阿魏酸预处理内

皮细胞 4 h 后,可以明显抑制氧自由基的生成(图
2)。 以上实验证实,阿魏酸可以通过抑制氧自由基

的生成,保护血管内皮细胞。
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图 2. 阿魏酸抑制 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞氧化应激(n =4) 摇 摇 a 为 P <0郾 01,与对照组比较;b 为 P <0郾 05,与 TNF鄄琢 处理组比较。

Figure 2. Ferulic acid attenuates TNF鄄琢鄄induced HUVEC oxidative stress(n = 4)

2郾 3摇 阿魏酸减轻 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞损伤

和凋亡

MTT 结果显示,与对照组比较,TNF鄄琢 处理内

皮细胞后,细胞的生存率明显降低;以 50 g / L 阿魏

酸预处理内皮细胞后,细胞生存率明显提高(图 3)。
此外,以 Hochest 33342 检测细胞浓聚和凋亡小体结

果显示,TNF鄄琢 导致的内皮细胞凋亡增高,而阿魏酸

可以明显抑制细胞凋亡的发生,差异有统计学意义

(图 4)。
2郾 4摇 阿魏酸减轻 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞与单

核细胞黏附增加

TNF鄄琢 处理内皮细胞后,内皮细胞与人单核细胞

系 U937 细胞黏附实验发现,与对照组比较,TNF鄄琢 处

理组细胞与单核细胞黏附明显增加(P <0郾 05);以 50
g / L 阿魏酸预处理内皮细胞后,单核细胞黏附明显减

少,差异有统计学意义(P <0郾 01;图 5)。
2郾 5摇 阿魏酸通过抑制 NF鄄资B 途径下调细胞黏附分

子的表达

蛋白质免疫印记实验显示,40 mg / L TNF鄄琢 可以

促进 ICAM鄄1 和VCAM鄄1 表达并伴随NF鄄资B 和 I鄄资B 磷

酸化增高。 以 50 g / L 阿魏酸预处理后,则可以明显降

低 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 表达,并明显降低 I鄄资B 和 NF鄄
资B 的磷酸化水平。 此外,阿魏酸还可以减低 Bax 的表

达水平(图 6 和表 2)。 细胞免疫荧光实验检测 NF鄄资B
的核转位发现,正常HUVEC NF鄄资B 大部分位于细胞质

内;40 mg / L TNF鄄琢 刺激后,NF鄄资B 发生明显的核转位,
细胞质的 NF鄄资B 明显减少,并转移到细胞核内;而阿魏

酸预处理后,NF鄄资B 核转位的现象明显减轻(图7)。 以

上实验证实,阿魏酸可以通过抑制 NF鄄资B 和 I鄄资B 磷酸

化和活化及核转位,抑制黏附分子表达。

图 3. MTT 检测细胞生存率(n = 4) 摇 摇 a 为 P < 0郾 01,与对照组

比较;b 为 P < 0郾 05,与 TNF鄄琢 处理组比较。

Figure 3. Cell survival rate by MTT(n = 4)

图 4. Hoechst 33342 染色检测血管内皮细胞凋亡(n = 4) 摇 摇 箭头显示为凋亡小体;a 为 P < 0郾 01,与对照组比较;b 为 P < 0郾 05,与
TNF鄄琢 处理组比较。

Figure 4. Ferulic acid attenuates TNF鄄琢鄄induced HUVEC apoptosis(n =4)
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图 5. 阿魏酸抑制 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞与单核细胞

黏附(n = 4) 摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与对照组比较;b 为 P < 0郾 01,与
TNF鄄琢 处理组比较。

Figure 5. Ferulic acid attenuates TNF鄄琢鄄induced monocyte
adhesion to HUVEC(n = 4)

图 6. 蛋白质免疫印记检测阿魏酸通过 NF鄄资B 途径抑制

TNF鄄琢 诱导的黏附分子表达 摇 摇 1 为对照组,2 为 TNF鄄琢 处理

组,3 为阿魏酸预处理组。

Figure 6. Ferulic acid down鄄regulates the expression of adhe鄄
sion molecule by inhibition of NF鄄资B pathway by Western blot

表 2. 阿魏酸通过 NF鄄资B 途径抑制 TNF鄄琢 诱导的黏附分子

表达(n = 4)
Table 2. Ferulic acid down鄄regulates the expression of ad鄄
hesion molecule by inhibition of NF鄄资B pathway(n = 4)

指摇 标 对照组 TNF鄄琢 处理组 阿魏酸预处理组

ICAM鄄1 1 1郾 91 依 0郾 31a 1郾 17 依 0郾 20c

VCAM鄄1 1 2郾 15 依 0郾 16b 1郾 35 依 0郾 27c

p鄄I鄄资B / I鄄资B 1 2郾 71 依 0郾 66a 1郾 46 依 0郾 34c

p鄄NF鄄资B / NF鄄资B 1 1郾 75 依 0郾 27a 0郾 76 依 0郾 25d

Bcl鄄2 1 0郾 50 依 0郾 16a 1郾 10 依 0郾 30c

Bax 1 1郾 61 依 0郾 24a 0郾 85 依 0郾 24c

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与对照组比较;c 为 P < 0郾 05,d 为 P <
0郾 01,与 TNF鄄琢 处理组比较。

3摇 讨摇 论

阿魏酸的化学名称为 4鄄羟基鄄3鄄甲氧基肉桂酸,
是桂皮酸(又称肉桂酸,3鄄苯基鄄2鄄丙烯酸)的衍生物

之一。 具有抗血小板聚集、抑制血小板和 5鄄羟色胺

释放、抑制血小板血栓素 A2(TXA2)的生成、增强前

列腺素活性、镇痛以及缓解血管痉挛等作用[3鄄6]。
阿魏酸具有抗氧化和抗炎作用,但是有关阿魏酸在

血管内皮细胞的保护机制研究较少。 本实验发现

阿魏酸预处理血管内皮细胞后,可以通过抑制 NF鄄
资B 途径降低 TNF鄄琢 诱导的血管内皮细胞氧自由基

生成、细胞凋亡、黏附分子 ICAM鄄1 和 VCAM鄄1 的

表达。

图 7. 细胞免疫荧光实验检测 NF鄄资B 的核转位(n = 3) 摇 摇 左为对照组,中为 TNF鄄琢 处理组,右为阿魏酸预处理组。

Figure 7. Cell immunofluorescence detection of NF鄄 资 B nuclear translocatiol(n = 3)

摇 摇 炎症参与了动脉粥样硬化的形成、斑块破裂、血
栓形成等病理进程。 TNF鄄琢 是体内重要的炎症因子

之一。 炎症细胞的募集在动脉粥样硬化形成早期发

挥重要作用。 炎症因子 TNF鄄琢 在炎症细胞的募集和

活化中十分重要。 炎症还可以导致黏附分子 ICAM鄄1
和 VCAM鄄1 表达增高[1,7鄄10]。 多种天然的抗氧化剂可

以通过抑制氧化应激和炎症,保护机体,对抑制动脉

粥样硬化早期的形成有重要作用 [11,12]。 本研究对阿

魏酸的研究结果显示,TNF鄄琢 可呈剂量依赖性的提高

血管内皮细胞 ICAM鄄1 和VCAM鄄1 的表达。 而阿魏酸

预处理后,可以明显抑制 TNF鄄琢 导致的内皮细胞黏

附分子的表达。 大量实验显示,TNF鄄琢 通过促进细胞
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氧自由基的生成促进炎症发生。 氧自由基可以促进

血管内皮细胞黏附分子表达,细胞凋亡增高[1,7,13,14]。
本实验发现,TNF鄄琢 通过促进血管内皮细胞氧自由基

生成、活化 Bax 并降低 Bcl鄄2,导致正常细胞黏附功能

异常和细胞损伤发生。 然而,阿魏酸可以通过抑制

NF鄄资B 信号,显著降低 TNF鄄琢 导致的氧化应激、黏附

分子表达升高和细胞损伤。
有实验发现,TNF鄄琢 可以促进 NF鄄资B 结合于

VCAM鄄1 的转录促进区域,促进其转录和表达,从而

增强内皮细胞与单核细胞的黏附作用[15]。 免疫印

记实验和细胞免疫荧光实验显示,阿魏酸可以通过

抑制 NF鄄资B 信号活化和核转位,降低 VCAM鄄1 和

ICAM鄄1 在内皮细胞中的表达,从而保护血管内皮细

胞。 由于本实验是建立在细胞水平上的,对于更为

复杂的整体水平生理功能研究还需要进一步完善。
总之,本实验发现 TNF鄄琢 可以导致血管内皮细

胞氧自由基生成增多、细胞黏附分子表达增高、内
皮细胞的损伤和细胞凋亡。 而阿魏酸可以通过抑

制 NF鄄资B 途径,减少氧自由基生成,降低黏附分子

表达和细胞损伤及凋亡。 本研究结果为进一步研

究阿魏酸的药理作用及动脉粥样硬化的预防和治

疗提供了新的线索。
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