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8鄄硝基白杨素对溶血性磷脂酰胆碱损伤内皮细胞的保护作用
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[摘摇 要] 摇 目的摇 研究 8鄄硝基白杨素(8鄄NOChR)对溶血性磷脂酰胆碱(LPC)损伤内皮细胞的保护作用及可能机

制。 方法摇 体外培养人脐静脉内皮细胞(HUVEC),MTT 检测 LPC 对 HUVEC 的损伤作用及不同浓度 8鄄NOChR 拮

抗 LPC 损伤 HUVEC 生长作用;平皿克隆检测不同浓度的 8鄄NOChR 拮抗 LPC 抑制 HUVEC 细胞克隆形成;FCM 检

测 8鄄NOChR 调整 LPC 损伤 HUVEC 细胞周期变化;用 Western blot 检测细胞周期相关蛋白表达。 结果摇 MTT 提示

经 LPC 作用的 HUVEC 生长活性呈时间和浓度依赖性降低,与 NS 组或 0郾 1%DMSO 组比较差异有统计学意义(P <
0郾 05);与 LPC 组相比较,8鄄NOCHR 呈浓度依赖性地提高 LPC 损伤的 HUVEC 生长活性(P < 0郾 05),提高细胞克隆

形成率(P < 0郾 05);降低 HUVEC G2 / M 期数目(P < 005);同时 Cyclin A 和 Cyclin B 蛋白激活(P < 0郾 05),P53 和 P21
蛋白表达下调(P < 0郾 05),而 CDK1 蛋白表达却不变(P > 0郾 05)。 结论摇 8鄄NOCHR 拮抗 LPC 损伤的内皮细胞的生

长活性,可能与其激活 Cyclin A 和 Cyclin B,下调 P53 和 P21 蛋白表达相关。
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[ABSTRACT] 摇 摇 Aim 摇 To investigate the protective effect of 5,7鄄Dihydroxyl鄄8鄄nitrio chrysin (8鄄NOChR) on the
growth of vascular endothelial cell damaged by lysophosphatidyl choline (LPC) and its possible molecular mechanism. 摇 摇
Methods摇 Human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) were incubated in vitro, the damaged effect of LPC on HU鄄
VEC cells and the rivalry effect of various concentration of 8鄄NOChR on HUVEC cells induced by LPC were evaluated by
MTT assay. 摇 The colony formations were detected by plate colony formation assay. 摇 Distribution of cell cycle was analyzed
by flow cytometry. 摇 Western blot assay was used to measure proteins related to cell cycle. 摇 摇 Results摇 MTT showed the
viability of HUVEC treated with LPC decreased in a dose and time dependent manner compared with the cells treated with
NS group and 0郾 1%DMSO group (P < 0郾 05), while 8鄄NOChR could increase the viability and the colony formations of
cells treated with LPC in a dose and time鄄dependent manner compared with the LPC group (P < 0郾 05). 摇 FCM indicated
the G2 / M accumulation of HUVEC treated with LPC combining 8鄄NOChR decreased in dose鄄dependent, and the expression
of cyclin A and cyclin B protein were activated (P < 0郾 05), and protein level of P53 and P21 were down鄄regulated (P <
0郾 05), while the expression of CDK1 protein showed no change with the same treatment(P > 0郾 05). 摇 摇 Conclusion摇 8鄄
NOChR could significantly prevent the damaged HUVEC induced by LPC, which correlated with activation of cyclin A and
cyclin B protein and down鄄regulation of P53 and P21 protein.

摇 摇 黄酮类化合物广泛存在于各种植物中,具有明

显的抗氧化作用及清除自由基作用,能阻滞低密度

脂蛋白的产生,并通过释放一氧化氮(NO)使血管

松弛和保护内皮血管,对脑动脉硬化性疾病有满意
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的疗效[1]。 8鄄硝基白杨素(8鄄NOChR;即 5,7鄄二羟基

鄄8鄄硝基黄酮, 5,7鄄dihydroxyl鄄8鄄nitrio chrysin),是一

种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 8鄄NOChR 具有抗肿瘤、抗氧化等作

用[2],而 8鄄NOCHR 在心血管方面是否能有治疗作

用尚未见文献报道,本研究拟探讨 8鄄NOChR 对溶血

性磷脂酰胆碱( lysophosphatidyl choline, LPC)损伤

的人脐静脉内皮细胞(human umbilical vein endothe鄄
lial cells, HUVEC)生长的保护作用。

1摇 材料与方法

1郾 1摇 实验材料

摇 摇 HUVEC 购自中国典藏,8鄄NOChR 和金粉蕨素

(onychin, ONY) [3]由湖南师范大学医学院药物工程

实验室提取、分离、纯化获得。 金粉蕨素 RPMI鄄1640
(Gibco 公司);新生小牛血清(杭州四季青公司);
DMSO(Amresco 公司);MTT 和 LPC(Sigma 公司);兔
抗 CDK1 单克隆抗体、鼠抗 Cyclin A 和 Cyclin B 多克

隆抗体(Boster 公司);鼠抗 P21 单克隆抗体、鼠抗 P53
单克隆抗体和 actin 抗体 (Beyotime 公司)。
1郾 2摇 细胞培养

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。
HUVEC 贴壁生长,取对数生长期细胞用于实验[4]。
1郾 3摇 MTT 比色测定 HUVEC 生长作用

HUVEC 以每孔 180 滋L(含 5 伊 103 细胞)接种

于 96 孔培养板。 培养 24 h,细胞贴壁后分两组即

[生理盐水(NS);LPC 2 mg / L;LPC 4 mg / L;LPC 8
mg / L] 和[NS;0郾 1% DMSO;8鄄NOChR 3 滋moL / L +
LPC ( 4 mg / L ); 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC ( 4
mg / L);8鄄NOChR 30 滋moL / L + LPC(4 mg / L);ONY
10 滋moL / L + LPC(4 mg / L);LPC 4 mg / L]分别加入

20 滋L 含受试物的培养基[其中 NS 组即空白对照

组,0郾 1% DMSO 组即溶媒对照组)。 每组设 5 个复

孔,分别作用 24、48 和 72 h,每孔加入 MTT(5 g / L)
20 滋L 继续培养 6 h,吸弃培养基,加入 100 滋L DM鄄
SO,振荡 10 min 使紫蓝色沉淀充分溶解,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% [5]。 按改良寇氏法求出

IC50值。 以上实验重复 3 次。
1郾 4摇 平皿克隆检测 HUVEC 细胞克隆形成

取对数生长期的 HUVEC 以每孔 2 伊 102 个细胞

接种于 24 孔培养板,培养 4 ~ 6 h 待细胞贴壁后,分
别加入不同的受试物[NS;0郾 1% DMSO;8鄄NOChR 3
滋moL / L + LPC(4 mg / L);8鄄NOChR 10 滋moL / L +
LPC ( 4 mg / L ); 8鄄NOChR 30 滋moL / L + LPC ( 4
mg / L);ONY 10 滋moL / L + LPC (4 mg / L);LPC 4
mg / L]。 继续培养,7 天后终止培养,甲醇固定,Gi鄄
emsa 染色,显微镜下计数大于 50 个细胞的克隆数,
计算集落形成抑制率:集落形成抑制率(% ) = (1
- 给药组平均克隆数 / 对照组平均克隆数) 伊
100% [6]。 以上实验重复 3 次。
1郾 5摇 碘化丙啶染色 FCM 分析 HUVEC 细胞周期

变化

取 1%小牛血清同步化处理 24 h 的 HUVEC,用
含受试物(与 1郾 4 相同)的含 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[7]。 以上实验重复 3 次。
1郾 6摇 Western blot 检测细胞周期相关蛋白表达

取对数生长期的 HUVEC,用含不同受试物

[LPC 4 mg / L;8鄄NOChR 3 滋moL / L + LPC(4 mg / L);
8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC(4 mg / L);8鄄NOChR 30
滋moL / L + LPC(4 mg / L)]的 10% 小牛血清的培养

基继续培养 48 h,用冰 PBS 洗 3 次,加入细胞裂解

液提取蛋白,用 BCA 蛋白定量试剂盒测定蛋白浓

度,取 30 滋g 样品用 SDS鄄PAGE 电泳分离,然后将蛋

白转移至 PVDF 膜上,再用 5%脱脂牛奶鄄TBST 室温

摇床封闭 2 h,一抗于 37 益温育 3 h,二抗于 37 益温

育 1 h,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[5]。 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 SPSS13郾 0 软件行

One鄄Way ANOVA 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 LPC 对 HUVEC 生长增殖的影响

摇 摇 不同浓度的 LPC (2、4、8 mg / L)对 HUVEC 生

长抑制作用呈时间和浓度依赖性;随着作用时间的

延长,HUVEC 生长抑制程度逐渐增强,与作用前即

0 h 的增殖率比较,差异有统计学意义(P < 0郾 05);
随着 LPC 浓度的增大,HUVEC 生长抑制程度逐渐

增强,与 NS 组比较,差异有统计学意义(P < 0郾 05)。
且同一浓度的 LPC 在不同时间 (24、48、72 h) 对

HUVEC 生长增殖抑制率,组间比较差异有统计学意
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义(P < 0郾 05);且同一时间不同浓度的 LPC (2、4、8
mg / L)对 HUVEC 生长增殖抑制率,组间比较差异

有统计学意义(P < 0郾 05); 4 mg / L LPC 作用 HU鄄
VEC 48 h,IC50为 4郾 24 mg / L(图 1)。

图 1. LPC 对 HUVEC 生长增殖活性的影响 摇 摇 a 为 P <
0郾 05,与 NS 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 LPC 2 mg / L 组比较;c 为 P <
0郾 05,与 LPC 4 mg / L 组比较;d 为 P < 0郾 05,与 0 h 比较;e 为 P <
0郾 05,与 24 h 比较;f 为 P < 0郾 05,与 48 h 比较。

Figure 1. The effect of LPC on the proliferation of HUVEC

2郾 2摇 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 生长增殖的

保护作用

同一浓度的 8鄄NOChR 与 LPC 共同孵育 HUVEC
24 h、48 h 和 72 h 后,与 LPC 组相比,HUVEC 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 8鄄NOChR(3、10、30 滋moL / L)与 LPC 共同孵

育 HUVEC,与 LPC 组相比,HUVEC 的增殖活性明

显提高(P < 0郾 05);8鄄NOChR(3、10、30 滋moL / L)组
或 LPC 组对 HUVEC 的增殖抑制率与 NS 组或

0郾 1% DMSO 组比较, 差异有统计学意义 ( P <
0郾 05);而 0郾 1% DMSO 组对 HUVEC 的增殖抑制率

与 NS 组比较,差异无统计学意义(P > 0郾 05),ONY
10 滋moL / L + LPC 组与 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC
组对细胞克隆形成率相当(P > 0郾 05;图 2)。
2郾 3摇 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞克隆形

成的影响

LPC 作用于 HUVEC 7 天后,HUVEC 克隆形成

率为 5郾 8% ,与 NS 组 (52郾 3% ) 或 0郾 1% DMSO 组

(50郾 1% )相比,细胞克隆数目明显减少(P < 0郾 01);
而 0郾 1%DMSO 组 HUVEC 的克隆形成率与 NS 组比

较,差异无统计学意义(P > 0郾 05);不同浓度的 8鄄
NOChR(3、10、30 滋moL / L) 与 LPC 共同孵育 HU鄄
VEC,HUVEC 克隆形成率分别为 22郾 1% 、29郾 6% 和

38郾 2% ,与 LPC 组相比,细胞克隆数目显著增加(P

< 0郾 05),而不同浓度的 8鄄NOChR + LPC 组间比较,
差异有统计学意义 ( P < 0郾 05 ); 其 中 ONY 10
滋moL / L + LPC 组与 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC
组对细胞克隆形成率相当(P > 0郾 05;图 3)。

图 2. 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 生长增殖的保护作

用摇 摇 a 为 P < 0郾 05,与 NS 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 0郾 1%DMSO 组

比较; c 为 P < 0郾 05,与 ONY 10 滋moL / L + LPC 组比较;d 为 P <
0郾 05,与 8鄄NOChR 3 滋moL / L + LPC 组比较;e 为 P < 0郾 05,与 8鄄NO鄄
ChR 10 滋moL / L + LPC 组比较;f 为 P < 0郾 05,与 8鄄NOChR 30 滋moL /
L + LPC 组比较;g 为 P < 0郾 05,与 0 h 比较;h 为 P < 0郾 05,与 24 h 比

较;k 为 P < 0郾 05,与 48 h 比较。

Figure 2. The protective effect of 8鄄NOChR on the prolifer鄄
ation of HUVEC damaged by LPC

2郾 4摇 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞周期的

影响

经 LPC 作用 HUVEC 细胞 48 h 后,G2 / M 期细

胞比例为 55郾 0% ,与 NS 组(G2 / M = 9郾 2% )或 0郾 1%
DMSO 组(G2 / M = 10郾 8% )比较差异有统计学意义

(P ﹤ 0郾 05),而 0郾 1% DMSO 组 G2 / M 期细胞与 NS
组比较,差异无统计学意义(P > 0郾 05);经不同浓度

的 8鄄NOChR (3、10、30 滋moL / L)与 LPC 共同孵育

HUVEC 48 h 后,G2 / M 期细胞比例分别为 44郾 1% 、
25郾 1%和 20郾 0% ,与 LPC 组比较,差异有统计学意

义(P ﹤ 0郾 05),且不同浓度 8鄄NOChR + LPC 组之间

比较差异亦有统计学意义(P ﹤ 0郾 05;图 4)。
2郾 5摇 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞周期相

关蛋白表达的影响

与 LPC 组比较,不同浓度的 8鄄NOChR(3、10、30
滋moL / L)与 LPC 共同孵育 HUVEC 48 h 后,Cyclin A、
Cyclin B 蛋白表达上调,呈剂量依赖性(P < 0郾 05),而
P53 和 P21 蛋白表达下调,呈剂量依赖性(P <0郾 05),
CDK1 蛋白表达不受影响 (P >0郾 05;图 5 和表 1)。
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图 3. 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞平皿克隆形成率的影响摇 摇 A 为 NS 组,B 为 0. 1%DMSO 组,C 为 8鄄NOChR 3 滋moL / L
+ LPC 组,D 为 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC 组,E 为 8鄄NOChR 30 滋moL / L + LPC 组,F 为 ONY 10 滋moL / L + LPC 组,G 为 LPC 4 mg / L 组。

Figure 3. The effect of 8鄄NOChR on the plate colony formation of HUVEC damaged by LPC

图 4. 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞周期的影响摇 摇 A 为 NS 组,B 为 0郾 1%DMSO 组,C 为 8鄄NOChR 3 滋moL / L + LPC 组,D
为 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC 组,E 为 8鄄NOChR 30 滋moL / L + LPC 组,F 为 ONY 10 滋moL / L + LPC 组,G 为 LPC 4 mg / L 组。 a 为 P < 0郾 05,
与 NS 组比较;b 为 P < 0郾 05,与 0郾 1%DMSO 组比较;c 为 P < 0郾 05,与 LPC 组比较;d 为 P < 0郾 05,与 ONY 10 滋moL / L + LPC 组比较。

Figure 4. The effect of 8鄄NOChR on the cell cycle of HUVEC damaged by LPC
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图 5. 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞周期相关蛋白

表达的影响摇 摇 1 为 LPC 4 mg / L 组,2 为 8鄄NOChR 3 滋moL / L +
LPC 组, 3 为 8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC 组, 4 为 8鄄NOChR 30
滋moL / L + LPC 组。

Figure 5. The effect of 8鄄NOChR on the expression of pro鄄
tein related to cell cycle of HUVEC damaged by LPC

3摇 讨摇 论

黄酮类化合物广泛存在于各种植物中,人类每

天都摄入大量的黄酮类物质。 研究表明黄酮类化

合物不仅有抗炎、抗肿瘤作用,而且还有明显的抗

氧化作用及清除自由基作用,能阻滞低密度脂蛋白

的产生,并通过释放 NO 使血管松弛和保护内皮血

管,对脑动脉硬化等心脑血管疾病有满意的疗

效[1]。 8鄄NOChR 是一种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 8鄄NOChR 具有抗

肿瘤、抗氧化等作用[2],但 8鄄NOChR 在心血管方面

的效用及其可能机制尚未见文献报道,本研究首次

验证 8鄄NOChR 拮抗 LPC 对 HUVEC 损伤的效用及

其可能机制。

表 1. 8鄄NOChR 对 LPC 损伤的 HUVEC 细胞周期相关蛋白表达的影响(x 依 s,n =3)
Table 1. The effect of 8鄄NOChR on the expression of protein related to cell cycle of HUVEC damaged by LPC(x 依 s,n =3)

分摇 组 Cyclin A Cyclin B CDK1 P53 P21

LPC 4 mg / L 组 1郾 00 依 0郾 08 1郾 00 依 0郾 06 1郾 00 依 0郾 15 1郾 00 依 0郾 11 1郾 00 依 0郾 10

8鄄NOChR 3 滋moL / L + LPC 组 4郾 01 依 0郾 23b 1郾 21 依 0郾 13a 0郾 98 依 0郾 08 0郾 95 依 0郾 05 0郾 61 依 0郾 05b

8鄄NOChR 10 滋moL / L + LPC 组 3郾 92 依 0郾 18b 1郾 45 依 0郾 21b 0郾 97 依 0郾 01 0郾 96 依 0郾 11 0郾 58 依 0郾 06b

8鄄NOChR 30 滋moL / L + LPC 组 4郾 25 依 0郾 32b 2郾 12 依 0郾 27b 1郾 02 依 0郾 06 0郾 52 依 0郾 03b 0郾 45 依 0郾 03b

a 为 P < 0郾 05,b 为 P < 0郾 01,与 LPC 4 mg / L 组比较。

摇 摇 细胞的生长增殖,是细胞接收到生长信号后,
经历一系列有序事件,使细胞体积增大,染色体复

制,产生足够形成两个细胞的物质,然后分裂成两

个各含有一套完整的染色体的子代细胞,这就是细

胞周期[3]。 细胞周期的进程受一系列蛋白参与和

调控的,在细胞周期的不同阶段,参与和调控细胞

周期进程的蛋白不尽相同,在 G2 / M 期,参与细胞周

期 调 控 的 蛋 白 为 Cyclin A、 Cyclin B 以 及

CDK1[5,6,8]。 Cyclin A 与 CDK1 结合,或 Cyclin B 与

CDK1 结合才能使细胞实现 G2 / M 期的过度,当细胞

受到损害,或染色体不是完全正确的复制,或 Cyclin
A、Cyclin B 以及 CDK1 蛋白产生不足,细胞周期便

会停滞在 G2 / M 期,表现为生长增殖抑制,如果在允

许的时间范围内不能修复,甚至会起动凋亡程

序[9,10]。 本研究中,8鄄NOChR 呈浓度依赖性拮抗

LPC 对 HUVEC 的生长增殖抑制率和提高 HUVEC
的克隆形成率,同时 Cyclin A 和 Cyclin B 蛋白表达

增多,提示 8鄄NOChR 拮抗 LPC 损伤的 HUVEC 的生

长活性与其激活 Cyclin A 和 Cyclin B 蛋白有关。
CDK1 的活化是细胞通过 G2 / M 期的关键调控

因素,在 G2 / M 期,磷酸酶 Cdc25C 被活化,它使 Cyc鄄
lin鄄CDK1 复合物中的 CDK1 去除 14 和 15 位氨基酸

残基的磷酸基团,Cyclin鄄CDK1 复合物活化,而其中

的 Cyclin B 也被激酶磷酸化而使 Cyclin鄄CDK1 复合

物在核内积聚,并磷酸化底物,如组蛋白 1、转录因

子等[8]。 P53 蛋白是一种极其重要的转录因子,它
与 G1 和 G2 细胞停滞都相关, DNA 损伤活化的

CDK2 蛋白能磷酸化 P53,磷酸化的 P53 不能被它的

抑制蛋白 HDM2 结合和降解,因此 P53 含量增高,
能活化靶基因 p21 转录[11,12]。 P21 是 Cyclin鄄CDK1
复合物的抑制剂,可使细胞停滞于 G1 期和 G2 期,
同时,P53 也促进 14鄄3鄄3 基因表达,促进 Cdc25C 停

留于细胞质中[13]。 本研究中,随着 8鄄NOChR 浓度

的增大,LPC 损伤的 HUVEC 的生长增殖活性和克

隆形成率呈浓度依赖性增长,同时 P53 和 P21 蛋白

表达下调,提示 8鄄NOChR 拮抗 LPC 损伤的 HUVEC
的生长活性与其下调 P53 和 P21 蛋白相关。

综上所述,8鄄NOChR 可能通过激活 Cyclin A 和

Cyclin B 蛋白,下调 P53 和 P21 蛋白,使 HUVEC 通

过 G2 / M 期,从而拮抗 LPC 对 HUVEC 生长增殖的
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抑制作用。 这提示 8鄄NOChR 可能成为一种治疗动

脉粥样硬化等心血管疾病的新型化疗药物,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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