
[文章编号] 摇 1007鄄3949(2013)21鄄12鄄1089鄄04 ·实验研究·

槲皮素调控 PTEN鄄Akt 通路抑制 H2O2诱导的血管内皮细胞凋亡

李跃艳, 全智华

(南华大学附属第一医院心血管内科, 湖南省衡阳市 421001)

[关键词] 摇 槲皮素;摇 氧化应激;摇 内皮细胞;摇 细胞凋亡

[摘摇 要] 摇 目的摇 探讨槲皮素对人脐静脉内皮细胞(HUVEC)氧化应激损伤的保护作用及机制。 方法 摇 通过

H2O2 作用于人脐静脉内皮细胞建立氧化应激模型,采用 MTT 法测定 HUVEC 细胞存活率,试剂盒法测定乳酸脱氢

酶(LDH)、丙二醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)活性,流式细胞术检测细胞周期,Western Blot 法测定 PTEN、Akt、
磷酸化 Akt 及 Bcl鄄2 蛋白的表达水平。 结果摇 H2O2 可使 HUVEC 的存活率下降,而 10、20 滋mol / L 槲皮素处理后细

胞存活率显著提高(P < 0. 05);SOD 活性显著增加,而 MDA 与 LDH 水平显著降低(P < 0. 05),与 H2O2 处理组相比

其细胞凋亡率明显降低,槲皮素能有效增加 PTEN 并减少 p鄄Akt、Bcl鄄2 的表达。 结论摇 中、高剂量槲皮素能有效保

护 HUVEC 细胞使其免受 H2O2 的损害,该作用可能与其作用 PTEN鄄Akt 通路从而抑制内皮细胞凋亡有关。
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LI Yue鄄Yan, and QUAN Zhi鄄Hua
(Department of Cardiology, the First Affiliated Hospital, University of South China, Hengyang, Hunan 421001, China)
[KEY WORDS] 摇 Quercetin;摇 Oxidative Stress;摇 Endothelial Cells;摇 Apoptosis
[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate protective effection of Quercetin (Que) on human umbilical vein endothelial cells
(HUVEC) from oxidative stress injury in rats and its mechanism. 摇 摇 Methods摇 Oxidative stress model of HUVEC was es鄄
tablished by H2O2 . 摇 Then, MTT assay was used to investigate the cell proliferation ability. 摇 The content of lactate dehydro鄄
genase (LDH), malondialdehyde (MDA), superoxide dismutase (SOD) were determinated by kits. 摇 Flow cytometry was
used to detect cell apoptosis. 摇 The protein expression of PTEN, Akt, phospho鄄Akt and Bcl鄄2 were detected by Western Blot.
Results摇 H2O2 can decrease HUVEC survival, while 10, 20 滋mol / L Que significantly increase cell viability (P < 0郾 05);
Que treatment can significantly increase SOD activity, while significantly decrease MDA and LDH levels (P <0郾 05), and re鄄
duce their rate of apoptosis compared with H2O2 treatment group. 摇 Finally, Que can effectively increase PTEN and reduce p鄄
Akt, Bcl鄄2 expression. 摇 摇 Conclusion摇 High鄄dose Que can effectively protect HUVEC cells against H2O2 damage; this
effect may be related to the role of PTEN鄄Akt pathway by inhibiting endothelial cell apoptosis.

摇 摇 血管内皮细胞与循环血液直接接触,易受血液

中活性物质的影响,因而血管内皮细胞损伤是多种

血管性疾病的关键环节。 如何避免血液中所包含

的氧自由基、氧化型胆固醇等活性物质对内皮细胞

的损害就具有极其重要的意义[1]。 近年来通过流

行病学调查研究发现,经常食用富含黄酮类化合物

的食物,如大豆、茶叶、红酒等的人群其罹患心血管

疾病的几率低于其他人群,进一步的研究证实,多
种黄酮类化合物在其中发挥了重要的作用,如金雀

异黄素、白杨素、槲皮素等[2]。 槲皮素( quercetin,
Que)是一种存在于水果、蔬菜和谷物等植物中的植

物源性黄酮类化合物。 已有研究表明,槲皮素具有

多种生物学功能,如:抗氧化、抗肿瘤、抗炎、抗菌

等[3,4]。 然而,其抗氧化作用分子机制仍有待阐明。
为了阐明槲皮素在血管内皮细胞氧化应激保护作

用中的机制,本研究通过 H2O2 作用于血管内皮细

胞,建立血管内皮细胞损伤模型,并检测槲皮素处

理后对血管内皮细胞的细胞增殖、凋亡、氧化应激相
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关分子及相关信号通路的变化,以期对槲皮素保护

内皮细胞的作用与机制进行初步探讨。

1摇 材料和方法

1. 1摇 主要材料与试剂

摇 摇 细胞培养用小牛血清、DMEM 培养基购自 Gib鄄
co 公司;MTT 购自 Sigma 公司;二甲基亚砜(DMSO)
购自 Amresco 公司;BCA 蛋白浓度测定试剂、ECL 发

光试剂购自 Pierce 公司;PTEN、p鄄Akt、Akt、Bcl鄄2、茁鄄
actin 及二抗均购自 Santa cruz 公司。 槲皮素购自美

国 Sigma 公司,纯度大于 98% ,以 0. 2 mmol / L 溶于

DMSO 中(DMSO 终溶度 < 0. 1% )。 乳酸脱氢酶

(LDH)细胞毒性检测试剂盒购自碧云天公司,丙二

醛(MDA)、超氧化物歧化酶(SOD)检测试剂盒购自

南京建成生物工程研究所。
1. 2摇 细胞与细胞培养

人脐静脉内皮细胞(HUVEC)株购自中国典型

培养物保藏中心(China Center for Type Culture Col鄄
lection, CCTCC ), 用 含 10% 小 牛 血 清 ( FCS ) 的

DMEM 培养基培养,常规培养于 37益、5% CO2 饱和

湿度的培养箱中,取对数生长期细胞用于实验。
1. 3摇 实验分组

实验分为 5 组:(1)空白对照组;(2)H2O2 处理组

(0. 5 mmol / L H2O2);(3)低剂量槲皮素组(5 滋mol / L
槲皮素 +0. 5 mmol / L H2O2);(4)中剂量槲皮素组(10
滋mol / L 槲皮素 +0. 5 mmol / L H2O2);(5) 高剂量槲皮

素组(20 滋mol / L 槲皮素 +0. 5 mmol / L H2O2)。
1. 4摇 MTT 法检测细胞活性

取 HUVEC 细胞悬液,以 2 伊 104 / 孔的密度接种

于 96 孔板,每孔 200 滋L,待细胞贴壁后加入终浓度

为 0. 5 mmol / L 的 H2O2 刺激细胞 4 h 后换液,再加

入 20 滋L 不同浓度槲皮素继续培养,溶媒对照组加

入相同体积含终浓度为 0. 1% DMSO 的完全培养

基,每组设 6 个复孔,分别处理 24、48、72 h。 在培养

结束前 4 h 每孔加入 5 g / L 的 MTT 20 滋L,移除培养

液后每孔加入 DMSO 100 滋L,待显色后在酶标仪

(EX鄄800 型)上检测 570 nm 波长吸光值(A 值),计
算细胞存活率,以上实验重复 3 次以上。
1. 5摇 LDH、SOD 及 MDA 活性测定

按 LDH 细胞毒性检测试剂盒及 MDA、SOD 检

测试剂盒说明书所述方法,分别测定细胞培养液或

细胞中 LDH、SOD 和 MDA 的浓度。
1. 6摇 流式细胞术测细胞凋亡率

收集经 H2O2 处理后的 HUVEC,PBS 吹打细胞

成单细胞悬液,离心,冰冷 PBS 洗 2 遍,4益的 70%
乙醇固定 24 h,经 FITC鄄PI 染色后,用流式细胞仪检

测细胞凋亡情况。
1. 7摇 Western Blot 检测相关蛋白表达

收集经不同处理细胞后,冷 PBS 洗 3 次,用细

胞裂解液(0. 1 mmol / L NaCl, 0. 01 mmol / L Tris鄄Cl,
1 滋mol / L EDTA, 1 滋mol / L Aprotinin 和 100 滋mol / L
PMSF)冰上裂解 20 min 后,4益、13000 伊 g 离心 10
min,取上清,按 BCA 蛋白定量试剂盒所述方法对蛋

白进行定量。 取蛋白样品(25 滋g 总蛋白 / 泳道)加

入适量上样缓冲液,100益 煮沸 5 min,10% SDS鄄
PAGE 胶电泳后转移至 PVDF 膜上。 用含 5% 脱脂

牛奶的 TBST 于 4益封闭过夜后,分别加入相应一抗

抗体于 37益孵育 2 h 或 4益过夜;TBST 洗涤 30 min,
期间每 10 min 换液 1 次,再加入相应的二抗 37益孵

育 1 h 后,TBST 洗涤 15 min / 次,共洗 3 次后加入发

光试剂于暗室中压片,显影、定影。
1. 8摇 统计学处理

各组实验均重复 3 次以上,实验数据采用 SPSS
13. 0 统计分析软件处理,以 One鄄way ANOVA 及

Student t test 方法进行检验,所得数据以x 依 s 表示,
以 P < 0. 05 为差异具有显著性。

2摇 结摇 果

2. 1摇 槲皮素对 H2O2 作用后 HUVEC 细胞活性的

影响

与空白对照组相比,H2O2 处理组 HUVEC 细胞

活力显著下降,提示 H2O2 对 HUVEC 具有损伤作

用;而给予不同浓度槲皮素处理后,细胞活力随槲

皮素浓度的增加明显增强(P < 0. 05;表 1),表明槲

皮素能部分拮抗 H2O2 对内皮细胞的损伤作用。

表 1. 不同浓度槲皮素对 H2O2 损伤的 HUVEC 细胞活性的

影响 (x 依 s,n = 6)
Table 1. Effect of different concentrations of quercetin on
the viability of HUVEC injured by H2O2(x 依 s,n = 6)

分摇 组 细胞活性

空白对照组 1. 47 依 0. 14
H2O2 处理组 0. 53 依 0. 07a

低剂量槲皮素组 0. 58 依 0. 11
中剂量槲皮素组 0. 82 依 0. 09b

高剂量槲皮素组 1. 05 依 0. 12b

a 为 P < 0. 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 H2O2 处理组

比较。
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2. 2摇 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 氧化应激的

影响

与空白对照组相比,H2O2 处理组 SOD 水平显

著降低(P < 0. 05),而 MDA 及 LDH 含量显著增加

(P < 0. 05),提示 H2O2 诱导后内皮细胞处于较强的

氧化应激状态。 在给予中、高剂量槲皮素处理后,
细胞 SOD 活性显著增加,而 MDA 与 LDH 水平显著

降低,且该变化随槲皮素浓度的增加而逐渐降低(P
< 0. 05)。 这表明槲皮素能显著改善 H2O2 造成的

氧化应激反应(表 2)。
2. 3摇 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 细胞凋亡的

影响

与空白对照组相比,H2O2 处理组细胞凋亡率显

著增加(P < 0. 05),提示 H2O2 能诱导 HUVEC 凋

亡。 给予 10、20 滋mol / L 的槲皮素处理后,HUVEC
凋亡率分别由 H2O2 处理组的 37. 3% 依3. 5%减少

至 26. 5% 依 2. 7% 和 13. 7% 依 2. 4% (P < 0. 05,图
1),表明槲皮素对 HUVEC 发挥保护作用可能与减

少 H2O2 所致的细胞凋亡有关。

表 2. 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 分泌 MDA、SOD 和

LDH 水平的影响(x 依 s,n = 6)
Table 2. Effect of quercetin on the levels of MDA, SOD
and LDH in HUVEC induced by H2O2(x 依 s,n = 6)

分摇 组 MDA(mmol / L) SOD(U / L) LDH( U / L)

空白对照组 0. 49 依 0. 05 0. 67 依 0. 08 22. 4 依 3. 4
H2O2 处理组 1. 43 依 0. 12a 0. 15 依 0. 01a 79. 6 依 5. 9a

低剂量槲皮素组 1. 17 依 0. 09a 0. 29 依 0. 03a 65. 1 依 6. 2a

中剂量槲皮素组 1. 03 依 0. 13b 0. 39 依 0. 04b 47. 3 依 3. 4b

高剂量槲皮素组 0. 57 依 0. 04b 0. 52 依 0. 11b 26. 4 依 3. 8b

a 为 P < 0. 05,与空白对照组比较;b 为 P < 0. 05,与 H2O2 处理组

比较。

图 1. 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 凋亡的影响摇 摇 从左到右依次为空白对照组、H2O2 处理组、中剂量槲皮素组和高剂量槲皮素组。

Figure 1. Effect of quercetin on the cell apoptosis in HUVEC injured by H2O2

2郾 4摇 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 细胞凋亡相关

蛋白表达的影响

各处理组的总 Akt 表达无显著差异,H2O2 处理

后 p鄄Akt、Bcl鄄2 明显升高,PTEN 明显降低,而用 10 或

20 滋mol / L 槲皮素处理能有效减少 p鄄Akt、Bcl鄄2 的表

达并增加 PTEN 的表达(图2)。 表明槲皮素减少HU鄄
VEC 细胞凋亡与 PTEN鄄Akt 通路有关。

3摇 讨摇 论

自由基是生物体内的正常代谢产物,随着对自

由基研究的逐步深入,科学家们越来越清楚地认识

到,当体内自由基过量和 /或失衡时,可能导致心脑

血管疾病、炎症、衰老等。 清除多余自由基有益于

某些疾病的预防和治疗,因而自由基清除剂的研究

对人体健康的意义便显得更为重大。 槲皮素作为

黄酮类化合物的一种,近年来对其功能研究日益增

多,如有研究发现,槲皮素可呈剂量与时间效应关

图 2. 槲皮素对 H2O2 诱导的 HUVEC 细胞凋亡相关蛋白表

达的影响摇 摇 1 为空白对照组,2 为 H2O2 处理组,3 为中剂量槲皮

素组,4 为高剂量槲皮素组。

Figure 2. Effect of quercetin on the cell apoptosis regulato鄄
ry proteins expression in HUVEC induced by H2O2

系减少 GSH 耗竭[5],提高抗氧化酶活性,抑制脂质

过氧化来保护大鼠原代肝细胞抗酒精性氧化损伤。
赵丽婷等[6]发现,通过饲料补充槲皮素不仅可显著

提高大鼠外周血抗氧化能力,而且能够保护维生素

E 和维生素 C 的活性。 这些研究结果均提示我们,
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槲皮素对自由基、超氧阴离子等均有良好的清除作

用,但其对内皮细胞抗氧化作用并未被完全阐明。
在本研究中我们采用 H2O2 处理内皮细胞建立

氧化应激模型,用以研究槲皮素的抗氧化作用机制。
H2O2 能产生大量氧自由基引起氧化应激反应,是一

种常用的细胞氧化应激诱导剂,广泛用于建立细胞氧

化应激反应模型[7]。 由于细胞凋亡或坏死而造成的

细胞膜结构的破坏会导致细胞浆内的酶释放到培养

液里,其中包括酶活性较为稳定的 LDH。 通过检测从

质膜破裂的细胞中释放到培养液中的 LDH 的活性,
就可以实现对细胞毒性的定量分析。 而 MDA 是毒性

作用最大的自由基,因此测定上述分子的含量可间接

的反映细胞损伤的程度。 SOD 主要存在于胞液和线

粒体基质中,是防御生物体氧化损伤的一种十分重要

的酶[8]。 它的作用底物是超氧阴离子自由基 O2
- ·,

可将其催化歧化为氧气和过氧化氢。 我们的研究发

现,槲皮素处理后可使内皮细胞 MDA、LDH 减少,
SOD 增加,槲皮素能有效减轻 H2O2 对内皮细胞的毒

性。 而进一步的流式细胞术检测结果提示我们,槲皮

素的上述保护作用至少部分是通过减少内皮细胞凋

亡而实现的。
细胞凋亡是控制细胞过度增殖的一种正常细

胞功能,通常情况下血管内皮细胞凋亡是血管病变

的始发件,这是因为它不仅可以造成血管内皮结构

的损害,还严重地影响内皮细胞的正常功能,消弱

了血管内皮在调控血管张力、血管通透性、血流等

方面的作用,从而诱发血管病变的发生。 研究表

明,血管内皮细胞凋亡是受多个基因、多条通路调

控的过程,如 Caspase鄄3、NF鄄资B、Bax、JNK 等均能介

导其凋亡[9鄄11]。 霍艳英等[12] 通过研究发现,H2O2

能够以 PTEN 依赖的方式介导永生化的小鼠胚胎成

纤维细胞凋亡,在 PTEN - / - 细胞中,H2O2 对细胞凋

亡作用明显减弱,提示 PTEN 信号通路在 H2O2 诱导

的细胞凋亡过程中具有重要的作用。 因此我们推

测,槲皮素可能也能通过影响 PTEN 的表达,进而调

控其下游凋亡相关基因的表达,从而达到抑制 HU鄄
VEC 凋亡的作用。 我们的实验结果也证实,H2O2

处理后其 PTEN 表达明显降低,p鄄Akt、Bcl鄄2 明显升

高,而用 10 或 20 滋mol / L 槲皮素处理能增加 PTEN
的表达并有效降低 p鄄Akt、Bcl鄄2 的表达水平。 这表

明槲皮素能抑制 H2O2 处理后 HUVEC 细胞内 PTEN
的表达,进而激活 PI3K / Akt 信号通路,Akt 主要作

用于抗凋亡通路,持续激活 Akt 能够阻止由 PTEN

介导的凋亡。 同时,Akt 还能通过抑制其下游靶蛋

白如 Bcl鄄2 等促凋亡分子的表达,从而抑制 H2O2 诱

导内皮细胞发生凋亡,最终发挥内皮细胞保护作用。
总之,通过本研究我们证实,槲皮素能有效对

抗氧化应激所致的内皮细胞凋亡,该功能有利于维

持血管内皮细胞的生理功能完整性,可以有效的减

轻内皮细胞受到氧化应激刺激后的各种不良反应,
本研究为进一步阐明槲皮素抗氧化应激作用的分

子机制提供了理论依据。
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