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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究紫花牡荆素(CAS)对 H2O2氧化应激诱导的 HUVEC 细胞凋亡的影响及其可能机制。 方法

摇 体外培养 HUVEC 细胞,在添加 H2O2氧化应激诱导之前先加入不同浓度的 CAS (5、10 和 20 滋moL / L) 预孵 30
min,用 MTT 法观察各组细胞生长活性;用 AO / EB 染色和 FCM 法检测 HUVEC 细胞凋亡情况及其凋亡率;用 West鄄
ern blot 检测细胞凋亡相关蛋白表达活性。 结果 摇 MTT 提示与 H2O2 组相比较,CAS 呈浓度和时间依赖性增加

H2O2 氧化应激诱导的 HUVEC 细胞的生长活性(P < 0郾 05),降低 HUVEC 细胞的凋亡数量及凋亡率(P < 0郾 05);同
时下调 Cytochrome C、Caspase鄄9 和 Caspase鄄3 蛋白表达降低(P < 0郾 05),激活 Bcl鄄2 蛋白表达(P < 0郾 05),而 Bax 蛋白

表达不变(P > 0郾 05),Bcl鄄2 / Bax 上升(P < 0郾 05)。 结论摇 CAS 拮抗 H2O2 氧化应激诱导的 HUVEC 细胞凋亡可能与

其调节内源性线粒体凋亡途径有关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim摇 To investigate the protective effective of casticin(CAS) against human umbilical vein endothe鄄
lial cells(HUVEC) apoptosis induced by H2O2 oxidative stress and its possible molecular mechanism. 摇 摇 Methods摇 HU鄄
VEC cells were cultured in vitro. 摇 The cells which would be induced by H2O2 were incubated in advance for 30 minutes
with ONY and various concentration of CAS. 摇 Cells viability was measured by MTT assay, and its apoptosis鄄inducing effect
were determined by AO / EB and FCM, meanwhile western blot assay was used to measure proteins related to apoptosis.
Results摇 CAS could increase the viability of HUVEC cells induced by H2O2 in a dose and time鄄dependent manner com鄄
pared with cells solo exposed to H2O2(P < 0郾 05). 摇 The number of apoptotic cells and the apoptotic rate of HUVEC cells
treated with various concentration CAS and H2O2 significantly decreased in a dose and time鄄dependent manner compared
with H2O2 group(P < 0郾 05), meanwhile the expression of Cytochrome鄄C, Caspase鄄9 and Caspase鄄3 protein were down鄄reg鄄
ulated (P < 0郾 05), and protein level of Bcl鄄2 was activated(P < 0郾 05), while the expression of Bax protein showed no
change in the same treatment(P > 0郾 05), and the ratio of Bcl鄄2 / Bax expression level increased(P < 0郾 05). 摇 摇 Conclu鄄
sion摇 CAS could prevent H2O2 鄄induced HUVEC cells apoptosis which might be correlated with mitochondria鄄controlled ap鄄
optotic pathway.

摇 摇 血管内皮细胞作为血流和血管壁之间的屏障,
在维持心血管内环境稳定中起重要作用,而氧化应

激和活性氧是内皮细胞损伤和心血管疾病发生发

展的关键致病因子,研究表明活性氧诱导的氧化应

激可诱导内皮细胞凋亡[1]。 紫花牡荆素(5, 3忆鄄di鄄
hydroxy鄄3, 6, 7, 4忆鄄tetram thoxyflavone, casticin,
CAS)是一种从蔓荆子( vitex trifolia L)中提取的具

有广泛药理活性的多甲基黄酮类化合物,药理学研
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究表明 CAS 具有抗炎、抗性激素、抗肿瘤作用、抗氧

化等作用[2],而 CAS 在心血管方面是否能有治疗作

用尚未见文献报道,本研究将进一步验证 CAS 对心

血管内皮细胞凋亡的影响。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 药品与试剂

摇 摇 HUVEC 细胞购自中国典藏,CAS 由南华大学

肿瘤研究所提取、分离、纯化获得。 RPMI鄄1640(Gib鄄
co 公司);新生小牛血清(杭州四季青公司);DMSO
(Amresco 公司); MTT ( Sigma 公 司); 过 氧 化 氢

(H2O2) (恒瑞医药有限公司);兔抗 Bax 单克隆抗

体、鼠抗 Bcl鄄2 单克隆抗体、鼠抗 Cytochrome鄄C 单克

隆抗体、鼠抗 Caspase鄄9 和 Caspase鄄3 单克隆抗体、
actin 抗体(Beyotime 公司)。
1郾 2摇 细胞培养及处理

用含 10% 小牛血清的 RPMI鄄1640 培养基,置
37益、CO2 体积分数为 5% 饱和湿度条件下培养。
细胞贴壁生长,取对数生长期细胞用于实验[3]。 实

验分组:空白对照组加生理盐水;溶媒对照组加 DM鄄
SO,终浓度为 2% ; H2O2 组加 H2O2, 终 浓 度 为

1 mmoL / L;CAS 组在加入 1 mmoL / L H2O2 前 30 min
分别先加 CAS 使终浓度分别为 5、10、20 滋moL / L,
阳性药物对照 ONY 组在加入 1 mmoL / L H2O2 前

30 min加金粉蕨素并使其终浓度为 10 滋moL / L。
1郾 3摇 MTT 比色测定

细胞以每孔 180 滋L(含 4 伊 104 个细胞)接种于

96 孔培养板,细胞贴壁后加入 20 滋L 含不同受试

物,分别再培养 24、48 和 72 h,再加入 MTT(5 mg /
mL)20 滋L 继续培养 6 h,加 100 滋L DMSO 溶解蓝色

沉淀,用酶标仪(ELX鄄800)以 570 nm 波长检测吸光

度(A)值,计算相对细胞活性抑制率( IR) :IR = (1
- A 实验组均值 / A 空白对照组均值) 伊 100% [3]。
按改良寇氏法求出 IC50值。 以上实验重复 3 次。
1郾 4摇 AO / EB 双染色荧光显微镜观察

HUVEC 细胞以每孔 900 滋L(含 4 伊104 细胞)接种

于 24 孔培养板。 培养 6 h,待细胞贴壁后加入 100 滋L
不同受试物,培养48 h 后,分别用AO/ EB 染色,340 mm
荧光激发,拍照,以上实验重复实验 3 次[3]。
1郾 5摇 碘化丙啶染色 FCM 分析

取 1%小牛血清同步化处理 24 h 的 HUVEC 细

胞,用含受试物的 10%小牛血清的培养基继续培养

48 h,收集细胞,用冰 PBS 洗 2 遍,用 4 益的 70%的

乙醇固定 24 h 后,碘化丙啶 4 益避光染色,流式细

胞仪检测[3]。 以上实验重复 3 次。
1郾 6摇 Western blot 印迹检测

取不同受试物作用 48 h 后 HUVEC 细胞,提取

蛋白并用 30 滋g 样品用 SDS鄄PAGE 电泳分离,分别

用一抗和二抗孵 PVDF 膜 ECL 发光剂激发荧光,压
片显影定影。 结果用灰度扫描仪处理分析[3]。 以

上实验重复 3 次。
1郾 7摇 统计处理

实验数据用x 依 s 表示,用 SPSS 13郾 0 软件行单

因素方差分析,以 P < 0郾 05 为差异有统计学意义。

2摇 结摇 果

2郾 1摇 CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 细胞生长增

殖活性的影响

同一浓度的 CAS 与 H2O2 共同孵育 HUVEC 细

胞 24 h、48 h 和 72 h 后,与 H2O2 组相比,HUVEC 细

胞的生长活性明显提高(P < 0郾 05);在同一时间段,
经不同浓度的 CAS(5、10、20 滋moL / L)与 H2O2 共同

孵育 HUVEC 细胞,与 H2O2 组相比,HUVEC 细胞的

增殖活性明显提高(P < 0郾 05);ONY 组和 CAS20
滋moL / L 组增强 HUVEC 生长活性相当(P > 0郾 05);
CAS 能显著改善 H2O2 氧化应激诱导 HUVEC 凋亡

细胞生长活性,呈时间和剂量依赖性,作用 48h 的半

数抑制浓度 IC50值为 10郾 48 滋moL / L(图 1)。

图 1. CAS 对 HUVEC 细胞生长增殖活性的影响摇 摇 a 为 P
< 0郾 05,与 H2O2 组比较。

Figure 1. The effection of CAS on the proliferation of the
human HUVEC cells

2郾 2摇 CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 细胞凋亡形

态的影响

H2O2 作用于 HUVEC 细胞 48 h 后,细胞呈现典

型的凋亡形态学改变,细胞体积明显变小,核碎裂成
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数个大小不等的黄绿色碎片;不同浓度的 CAS(5、10、
20 滋moL / L)与 H2O2 共同孵育 HUVEC 细胞,细胞凋

亡数量明显减少,且随着 CAS 浓度的增大,凋亡细胞

数目逐步减少,提示 CAS 呈浓度依赖性抑制 H2O2 氧

化应激诱导 HUVEC 细胞凋亡;而阳性药物对照组

ONY 组细胞凋亡和 CAS 20 滋moL / L 相当(图 2)。

图 2. CAS 对氧化应激诱导的HUVEC 细胞凋亡形态的影响摇 摇 A 为 NS 组,B 为0郾 2%DMSO 组,C 为 CAS 5 滋moL / L + H2O2 1 mmoL /

L 组,D 为 CAS 10 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组,E 为 CAS 20 滋moL / L + H2O2 1mmoL / L 组,F 为 H2O2 1 mmoL / L 组,G 为 ONY 10 滋moL / L 组。

Figure 2. The effection of CAS on the formation induced by oxidation stress of the human HUVEC cells

2郾 3摇 CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 细胞凋亡率

的影响

经 1 mmoL / L H2O2 作用 HUVEC 细胞 48 h 后,
细胞出现典型的凋亡特征的亚二倍体峰,凋亡率

为;48% ;而经不同浓度的 CAS(5、10、20 滋moL / L)
与 H2O2 共同孵育 HUVEC 细胞 48 h 后,细胞凋亡

率分别为 30郾 8% 、23郾 3% 和 16郾 6% ,与 H2O2 组比

较,差异有统计学意义(P < 0郾 05),CAS 各处理组之

间比较差异亦有统计学意义(P < 0郾 05);而阳性药

物对照组 ONY 凋亡率为 17郾 9% ,与 CAS 20 滋moL / L
组比较,差异无统计学意义(P > 0郾 05;图 3 和图 4)。

图 3. CAS对氧化应激诱导的 HUVEC细胞凋亡率的影响摇 摇 A 为 NS 组,B 为 0郾 2% DMSO 组,C 为 CAS 5 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L

组,D 为 CAS 10 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组,E 为 CAS 20 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组,F 为 H2O2 1 mmoL / L 组,G 为 ONY 10 滋moL / L 组。

Figure 3. The effection of CAS on the apoptotic rate induced by oxidation stress of the human HUVEC cells
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图 4. CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 细胞凋亡率的影响

1 为 NS 组,2 为0郾 2%DMSO 组,3 为 CAS 5 滋moL / L + H2O2 1 mmoL /

L 组,4 为 CAS 10 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组,5 为 CAS 20 滋moL /

L + H2O2 1 mmoL / L 组,6 为 H2O2 1 mmoL / L 组,7 为 ONY 10

滋moL / L 组。 a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与 H2O2 组比较;c 为 P <

0郾 05,d 为 P < 0郾 01,与 ONY 组比较。

Figure 4. The effection of CAS on the apoptotic rate in鄄
duced by oxidation stress of the human HUVEC cells

2郾 4摇 CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 线粒体凋亡

途径相关蛋白表达的影响

与空白对照组比较,经 1 mmoL / L H2O2 作用

HUVEC 细胞 48 h 后,Bcl鄄2 蛋白表达下调和 Bcl鄄2 /
Bax 比值下降(P < 0郾 05);Cytochrome鄄C、Caspase鄄9 和

Caspase鄄3 蛋白表达上调(P < 0郾 05)。 而经不同浓度

的 CAS(5、10、20 滋moL / L)与 H2O2 共同孵育 HUVEC
细胞 48 h 后,与 H2O2 组比较,Bcl鄄2 蛋白表达渐趋上

调,呈剂量依赖性(P < 0郾 05),Bcl鄄2 / Bax 比值上升

(P < 0郾 05);而 Cytochrome鄄C、Caspase鄄9 和 Caspase鄄3
蛋白逐渐表达下调,呈剂量依赖性(P <0郾 05),Bax 蛋

白表达不受影响 (P >0郾 05;图 5 和图 6)。

3摇 讨摇 论

血管内皮细胞作为血流和血管壁之间的屏障,
直接面对血流的物理和化学作用,最容易受到损

伤,影响其功能的正常发挥,血管内皮细胞损伤和

功能紊乱与心血管疾病的发生和发展密切相关,研
究表明血管内皮细胞损伤是触发动脉粥样硬化的

早期事件,而受损的内皮细胞凋亡是其功能紊乱的

重要原因之一,在动脉粥样硬化斑块内存在凋亡的

内皮细胞,而凋亡的内皮细胞脱落后促进血栓形成

进而引起续发心血管疾病[4]。 凋亡是活体内个别

细胞的一种程序性死亡的表现形式,是由体内外因

素触发细胞内预存的死亡程序而导致细胞主动性

图 5. CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 线粒体凋亡途径相

关蛋白表达的影响摇 摇 1 为 NS 组,2 为 H2O21 mmoL / L 组,3 为

CAS 5 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组,4 为 CAS 10 滋moL / L + H2O2 1

mmoL / L 组,5 为 CAS 20 滋moL / L + H2O2 1 mmoL / L 组。

Figure 5. The effection of CAS on the expression of proteins
related to mitochondrial apoptotic pathways induced by oxi鄄
dation stress of the human HUVEC cells

图 6. CAS 对氧化应激诱导的 HUVEC 线粒体凋亡途径相

关蛋白表达的影响摇 摇 1 为 Bcl鄄2,2 为 Bax,3 为 Cytochrome鄄
C,4 为 Caspase鄄9,5 为 Caspase鄄3。 a 为 P < 0郾 05,与 H2O2 组

比较。
Figure 6. The effection of CAS on the expression of proteins
related to mitochondrial apoptotic pathways induced by oxi鄄
dation stress of the human HUVEC cells

死亡方式,凋亡在生物胚胎发生发育、成熟细胞新

旧交替、激素依赖性生理退化、萎缩和老化以及自

身免疫性疾病和肿瘤发生发展中,都发挥不可替代

的重要作[5]。 研究表明氧化应激在动脉粥样硬化

等血管性疾病中起重要作用,H2O2 是活性氧家族中

重要的一员,可以体外诱导细胞凋亡;紫外线等离

子射线作用于细胞后,可诱使细胞产生 H2O2,进而

诱导细胞发生凋亡[6]。 抑制细胞凋亡,保护血管内

皮损伤,维护其正常生理功能,成为预防心血管疾

病的热门靶点。 紫花牡荆素(CAS)是一种从蔓荆子
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中提取的具有广泛药理活性的多甲基黄酮类化合

物,药理学研究表明 CAS 具有抗炎、抗性激素、抗肿

瘤作用、抗氧化等作用[2],而 CAS 在心血管方面是

否能有治疗作用尚未见文献报道,本研究将进一步

验证 CAS 对心血管内皮细胞凋亡的影响。
细胞发生凋亡的同时伴随着生长活性的丧失,

对整个细胞群而言,表现为生长速度降低甚至停止

直至消亡[3]。 本研究采用 MTT 法检测 HUVEC 细

胞生长活性,发现 H2O2 作用于 HUVEC 细胞后,随
着作用时间的延长,HUVEC 细胞生长活性渐趋降

低,而不同浓度的 CAS 呈时间和浓度依赖性增加

H2O2 氧化应激诱导的 HUVEC 细胞生长增殖活性,
CAS 能抑制经 H2O2 氧化应激诱导的 HUVEC 细胞

凋亡的发生,凋亡率随 CAS 浓度的增大而逐渐下

降,作用效果与 ONY 保护血管内皮细胞的作用相

当,提示 CAS 能拮抗 H2O2 氧化应激诱导 HUVEC
细胞的凋亡,对 HUVEC 细胞起到保护作用。 Bcl鄄2
家族成员通过调控线粒体信号转导系统而调控内

源性凋亡途径,Bcl鄄2 / Bax 蛋白比值上调,阻止细胞

色素 c 的释放[7,8],而 Cytochrome鄄C 进入胞浆是细

胞发生凋亡的关键因素,Cytochrome鄄C 一旦进入细

胞浆,就与 Apaf鄄1、ATP / dATP 结合成凋亡体复合

物,凋亡体可以激活 Caspase鄄9,而 Caspase鄄9 可水解

Caspase鄄3 前体蛋白[9鄄10],激活 Caspase鄄3,而 Caspase鄄
3 是细胞凋亡的执行者,它可以直接降解细胞内的

结构蛋白和功能蛋白引起细胞凋亡。 本研究表明,
不同浓度的 CAS 与 H2O2 共同孵育 HUVEC 细胞,
CAS 呈时间和浓度依赖性增强 HUVEC 细胞生长活

性,抑制 HUVEC 细胞凋亡,同时调控内源性线粒体

凋亡途径的关键蛋白 Bcl鄄2 表达随 CAS 的浓度的增

大而升高(Bcl鄄2 / Bax 比值上调;Bax 蛋白表达没有

受到影响),而 Cytochrome鄄C、 Caspase鄄9、 Caspase鄄3
表达降低,提示 CAS 增强 H2O2诱导的 HUVEC 细胞

生长增殖活性和抑制其凋亡可能与其调节线粒体

凋亡途径相关。
综上所述,CAS 通过线粒体凋亡途径来提高

H2O2 氧化应激诱导的 HUVEC 细胞的生长增殖活

性,抑制其凋亡的发生,提示 CAS 可能成为一种治

疗动脉粥样硬化等心血管病的新型化疗药物,具有

较大的开发价值。 但目前的研究还仅限于体外实

验,其在体内对细胞的影响还有待于进一步研究。
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