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[摘　 要] 　 目的　 采用高同型半胱氨酸血症(ＨＨｃｙ)诱导体外培养的人脐静脉内皮细胞(ＨＵＶＥＣ)ꎬ建立血管内皮

细胞炎性损伤模型ꎬ通过 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理ꎬ在之前实验的基础上进一步探讨 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对血管内皮细胞可能的保护

作用机制ꎮ 方法　 以 ＨＵＶＥＣ 为研究对象ꎬ经过不同浓度的 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预孵育 ２ ｈ 后ꎬ加入 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ 同型半胱氨酸

(Ｈｃｙ)继续处理 １２ ｈꎬ流式细胞术检测细胞凋亡率ꎻ通过检测活性氧(ＲＯＳ)细胞比率和抗氧化指标超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、谷胱甘肽过氧化物酶(ＧＳＨ￣Ｐｘ)的活性及 ＭＤＡ 含量的变化反应细胞氧化应激水平ꎮ Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和 ｑＲＴ￣
ＰＣＲ 检测核因子 κＢ(ＮＦ￣κＢ)蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平的变化ꎮ 结果　 与对照组比较ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 模型组细胞凋

亡率显著增加ꎬＲＯＳ 细胞比率和 ＭＤＡ 含量显著升高ꎬ抗氧化指标 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性显著降低ꎬＮＦ￣κＢ 的蛋白和

ｍＲＮＡ 表达水平逐渐升高ꎮ 与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 模型组比较ꎬ０.１ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后细胞凋亡率逐渐降

低ꎻ氧化应激指标 ＲＯＳ 细胞比率和 ＭＤＡ 含量降低ꎬ抗氧化指标 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性增加ꎻＮＦ￣κＢ 的蛋白和 ｍＲＮＡ
表达水平逐渐降低ꎮ 结论　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 具有抑制 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 内皮损伤的作用ꎬ且作用机制可能是通过降低

氧化应激作用和抑制 ＮＦ￣κＢ 信号通路活性而降低细胞凋亡率ꎬ抑制细胞凋亡ꎮ
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　 　 近年来ꎬ心血管疾病一直威胁着许多中老年人

的健康ꎬ而动脉粥样硬化的发生是心血管疾病产生

的一个重要原因ꎬ它的发生会引起多种疾病ꎬ包括

脑血栓、冠心病、心肌梗死等ꎬ严重的甚至引起死

亡ꎮ 研究发现内皮损伤是动脉粥样硬化发生过程

中的始动环节[１￣２]ꎮ 同型半胱氨酸 ( ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｅꎬ
Ｈｃｙ)又称高半胱氨酸ꎬ是蛋氨酸代谢的中间产物ꎬ
Ｈｃｙ 在人体内正常的浓度范围为 ５ ~ １５ μｍｏｌ / Ｌꎬ而
高同型半胱氨酸血症( ｈｙｐｅｒｈｏｍｏｃｙｓｔｉｎｅｍｉａꎬＨＨｃｙ)
是指 Ｈｃｙ 高于正常均数 ２ 倍以上[３]ꎮ 大量流行病

学调查和临床病例研究发现 ＨＨｃｙ 是动脉粥样硬化

发生的独立危险因素[４]ꎬＨＨｃｙ 可直接或间接通过

氧化应激[５]、激活核因子 κＢ(ｎｕｃｌｅａｒ ｆａｃｔｏｒ￣κＢꎬＮＦ￣
κＢ) [６]信号通路等多种方式来诱导黏附分子等的大

量表达ꎬ从而引起内皮细胞损伤、凋亡以及造成动

脉粥样硬化的发生和发展ꎮ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 是从毛泡桐果

中提取的一种天然香叶烯基黄酮类化合物[７]ꎬ研究

发现ꎬＤｉｐｌａｃｏｎｅ 具有很多生物功能ꎬ包括抗生物毒

素、抗菌和较强的抗炎、抗氧化作用[８]ꎬ而动脉粥样

硬化是一种慢性炎症反应[９]ꎬ因此考虑 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 在

防治动脉粥样硬化方面可能具有临床意义ꎮ 我们

之前已经探究过ꎬＤｉｐｌａｃｏｎｅ 具有对 Ｈｃｙ 诱导的血管

内皮细胞损伤的保护作用[１０]ꎮ 本研究则是在之前

实验的基础上ꎬ通过检测细胞凋亡率、细胞氧化应

激作用以及 ＮＦ￣κＢ 信号通路中 ＮＦ￣κＢ 蛋白和

ｍＲＮＡ 的变化规律ꎬ探讨 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 致血管内

皮细胞损伤的保护作用机制ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

ＨＵＶＥＣ 株(山东省医学科学院药物研究所药理室

提供)ꎻＤｉｐｌａｃｏｎｅ(山东省医学科学院药物研究所天然

药物研究室分离的化合物ꎬ纯度>９５％)ꎻＨｃｙ(Ｓｉｇｍａ 公

司)ꎻ胎牛血清、ＤＭＥＭ 培养基和胰蛋白酶(Ｇｉｂｃｏ 公

司)ꎻＰＢＳ(Ｓｏｌａｒｂｉｏ 公司)ꎻＡｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 细胞凋亡检

测试剂盒、活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)检测试

剂盒、丙二醛(ｍｅｔｈａｎｅｄｉｃａｒｂｏｘｙｌｉｃ ａｌｄｅｈｙｄｅꎬＭＤＡ)检测

试剂盒、超氧化物歧化酶 ( ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎬ
ＳＯＤ)检测试剂盒、谷胱甘肽过氧化物酶(ｇｌｕｔａｔｈｉｏｎｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎬＧＳＨ￣Ｐｘ)和 ＢＣＡ 蛋白定量试剂盒(碧云

天生物技术有限公司)ꎻＮＦ￣κＢ、β￣ａｃｔｉｎ 抗体 (Ｃｅｌｌ
Ｓｉｇｎａｌｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ)ꎻ二抗(中杉金桥公司)ꎻｑＲＴ￣
ＰＣＲ 试剂盒购自 ＴＯＹＯＢＯ 公司ꎻ引物序列由铂尚生

物合成ꎮ
１.２　 细胞培养、分组及处理

ＨＵＶＥＣ 使用含 １０％胎牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基

于 ３７ ℃、５％ＣＯ２培养箱培养ꎮ ＨＵＶＥＣ 呈梭形ꎬ铺路

石状镶嵌排列ꎬ每 ２ 天换一次液ꎬ按传统方法传代到

２~３ 代后用于后续实验ꎬ待细胞正常生长汇合至

５０％ꎬ用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ换无血清培养基培养 ２４ ｈꎮ
吸出培养基ꎬ再次用 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎮ 将培养的 ＨＵ￣
ＶＥＣ 分为对照组 (不加 Ｈｃｙ)、２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组、
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理组ꎬ其中 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理组设置

０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组、１ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组、１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组和 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｃｙ 组ꎮ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预孵育 ２ ｈꎬ再以 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
继续孵育 １２ ｈꎮ
１.３　 Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ￣ＦＩＴＣ 染色法检测细胞凋亡

细胞经前期培养以及给药处理后ꎬ吸至离心管内ꎬ
加入胰酶消化 １ ｍｉｎꎬ加入之前保留的培养液ꎬ将细胞

吹下ꎬ移至 １.５ ｍＬ ＥＰ 管中ꎬ离心(１０００ ｇ、５ ｍｉｎ)ꎬ重悬

计数ꎬ弃上清ꎬ染色ꎬ室温下避光孵育 ２０ ｍｉｎꎬ使用流式

细胞仪检测ꎬ检测条件:Ｅｘ＝４８８ ｎｍꎬＥｍ＝５３０ ｎｍꎮ
１.４　 ＲＯＳ 检测

细胞经培养、给药处理后ꎬ胰酶消化ꎬ离心

(３０００ ｒ / ｍｉｎ、５ ｍｉｎ)ꎬ沉淀细胞ꎬ加入 ＰＢＳ 重悬细胞

并计数ꎬ再次离心ꎬ按照 １００００００ / ｍＬ 的细胞浓度加

入稀释好的 ＤＣＦＨ￣ＤＡ (１ ∶ １０００)ꎬ３７ ℃ 细胞培养

箱内孵育 ２０ ｍｉｎꎮ 用无血清培养基洗 ３ 遍ꎬ以充分

除去未进入细胞内的 ＤＣＦＨ￣ＤＡꎮ 使用流式细胞仪

进行检测ꎬ在 ４８８ ｎｍ 激发波长处检测绿色荧光ꎮ
１.５　 ＧＳＨ￣Ｐｘ、ＳＯＤ 活性和 ＭＤＡ 含量检测

细胞经培养、给药处理后ꎬ冰浴 ＰＢＳ 清洗 ３ 遍ꎬ

０００１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １０ꎬ２０１８



用细胞刮收集细胞ꎬ离心沉淀细胞后ꎬ加入裂解液ꎬ
冰上裂解 ２ ｈꎬ４ ℃离心(１４０００ ｒ / ｍｉｎ、１０ ｍｉｎ)ꎬ取
上清ꎮ ＢＣＡ 测蛋白浓度ꎮ 后续实验根据碧云天提

供的说明书进行操作ꎮ
１.６　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定相关凋亡蛋白的表达

细胞经相应处理ꎬ收集细胞ꎬ经离心、裂解ꎬ提
取蛋白于 ４℃保存ꎻ使用 ＢＣＡ 试剂盒测蛋白浓度ꎻ
配胶ꎻ调整蛋白总上样量为 ５０ μｇꎬ与适量上样缓冲

液混合ꎬ１００ ℃加热 ５ ｍｉｎ 使其变性ꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电

泳ꎻ冰浴电转到裁剪好的 ＰＶＤＦ 膜上ꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 ３×
５ ｍｉｎꎻ５％ＢＳＡ 摇床室温封闭 １ ｈꎻＮＦ￣κＢ(１ ∶ １０００)
抗体置于 ４ ℃孵育过夜ꎬ次日ꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 ３×５ ｍｉｎꎻ
加入对应的二抗(１ ∶ １００００)于摇床上室温孵育 ３
ｈꎬＴＢＳ￣Ｔ 洗膜 ３×５ ｍｉｎꎻ避光ꎬ在 ＰＶＤＦ 蛋白膜上滴

加 ＥＣＬ 发光液ꎬ显影ꎻ采用 Ｉｍａｇｅ Ｊ ２ｘ 软件进行灰度

值半定量分析ꎮ
１.７　 ｑＲＴ￣ＰＣＲ 对相关基因 ｍＲＮＡ 表达的检测

Ｔｒｉｚｏｌ 法裂解细胞ꎬ并制备 ＲＮＡ 样品ꎬ根据逆转

录说明书合成 ｃＤＮＡꎬ与 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系混合

均匀并进行扩增反应ꎬ使用 ＰＣＲ 仪进行检测ꎮ ＮＦ￣κＢ
正义链为 ５′￣ＡＡＴ ＴＧＣ ＣＣＣ ＧＧＣ ＡＴ￣３′ꎬ反义链为 ５′￣

ＴＣＣ ＣＧＴ ＡＡＣ ＣＧＣ ＧＴＡ￣３′ꎻＧＡＰＤＨ 正义链为 ５′￣
ＡＡＣ ＧＡＡ ＴＴＴ ＧＧＣ ＴＡＣ ＡＧＣ￣３′ꎬ反义链为 ５′ ￣ＡＧＧ
ＧＴＡ ＣＴＴ ＴＡＴ ＴＧＡ ＴＧＧ ＴＡＣ ＡＴ￣３′ꎮ 设置反应程序

为:９５ ℃预处理 ６０ ｓꎬ后进行 ４０ 次循环ꎬ循环条件为

９５ ℃变性 １５ ｓꎬ６０ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ４５ ｓꎮ 目的

基因的相对表达量按照公式 ２－△△Ｃｔ计算得出ꎮ
１.８　 统计学分析

实验数据以 ｘ±ｓ 表示ꎬ组间差异比较采用方差

分析及 ｔ 检验ꎬ以 Ｐ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ凋亡率的影响

Ａｎｎｅｘｉｎ Ｖ / ＰＩ 双染法结果表明ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
孵育 ＨＵＶＥＣ １２ ｈꎬ与对照组比较ꎬ细胞凋亡率显著

增加(Ｐ<０.０１)ꎻ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后细胞凋

亡率显著降低(Ｐ<０.０１)ꎬ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 组和

１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后细胞凋亡率无明显

变化(图 １)ꎮ

图 １. Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 凋亡率的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈｃｙ 组比较ꎮ Ａ 为 ＣｏｎｔｒｏｌꎬＢ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＣ 为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＤ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＥ 为
１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＦ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ
Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｓｉｓ ｒａｔｅ ｏｆ Ｈｃｙ ｉｎｄｕｃｅｄ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)
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２.２　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＲＯＳ 细胞

比率的影响

流式细胞术检测结果表明ꎬ与对照组比较ꎬ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＲＯＳ 细胞比率显著升高(Ｐ<０.０５)ꎻ

与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组相比ꎬ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处

理后 ＲＯＳ 细胞比率无明显变化ꎬ １ μｍｏｌ / Ｌ、 １０
μｍｏｌ / Ｌ和 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后 ＲＯＳ 细胞

比率显著降低(Ｐ<０.０５ꎻ图 ２)ꎮ

图 ２. Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＲＯＳ 细胞比率的影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ Ａ
为 ＣｏｎｔｒｏｌꎬＢ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＣ 为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＤ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＥ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａ￣
ｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＦ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ｏｎ ＲＯＳ ｃｅｌｌ ｒａｔｉｏ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ(ｎ＝ ３)

２.３　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣
Ｐｘ 活性和 ＭＤＡ 含量的影响

与对照组比较ꎬ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＭＤＡ 含量显著

升高ꎬＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 的活性显著降低(Ｐ<０.０５)ꎮ 与 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎬ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后

ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性无明显变化ꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 和

１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性显著升

高(Ｐ < ０. ０５)ꎻ０. １ μｍｏｌ / Ｌ、１ μｍｏｌ / Ｌ 和 １０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后 ＳＯＤ 活性显著升高(Ｐ<０.０５)ꎬ１００
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理则无明显变化ꎻ０.１ μｍｏｌ / Ｌ、
１ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处

理后 ＭＤＡ 含量显著降低ꎮ 通过上述结果可以看出ꎬ１
μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 可升高

ＧＳＨ￣Ｐｘ 活 性ꎬ ０. １ μｍｏｌ / Ｌ、 １ μｍｏｌ / Ｌ、 １０ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 可逐渐升高 ＳＯＤ 活性ꎬ各浓度均可降低

ＭＤＡ 含量(图 ３)ꎮ
２.４　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＮＦ￣κＢ 蛋

白表达的影响

Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达水平显著升高(Ｐ<
０. ０１ )ꎻ 与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 比 较ꎬ ０. １ μｍｏｌ / Ｌ
Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达水平虽无明显

变化ꎬ１ μｍｏｌ / Ｌ、１０ μｍｏｌ / Ｌ 和 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
预处理则显著降低 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达水平(Ｐ<０.０５)ꎬ
但 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理与 １０ μｍｏｌ / Ｌ 预处

理比较有升高趋势ꎮ 通过上述结果可以看出ꎬ０.１

２００１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２６ꎬＮｏ １０ꎬ２０１８



μｍｏｌ / Ｌ~１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 可逐渐降低 Ｈｃｙ 诱导

的 ＨＵＶＥＣ ＮＦ￣κＢ 蛋白表达水平(图 ４)ꎮ

图 ３. Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中抗氧化指标的影

响(ｎ＝ ３) 　 　 ａ 为 Ｐ < ０. ０５ꎬ与对照组比较ꎻ ｂ 为 Ｐ < ０. ０５ꎬ与 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ Ａ 为 ＣｏｎｔｒｏｌꎬＢ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＣ 为 ０.１
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ＋ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ Ｄ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ＋ ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＥ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＦ 为 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ｏｎ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｎｄｕｃｅｄ
ｂｙ Ｈｃｙ ｉｎ ＨＵＶＥＣ(ｎ＝ ３)

图 ４. Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＮＦ￣κＢ 蛋白表达的影响(ｎ ＝
３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬｃ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎮ Ａ 为 ＣｏｎｔｒｏｌꎬＢ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＣ 为 ０.１
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ＋ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬ Ｄ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ＋ ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＥ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＦ 为 １００
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ｏｎ ＮＦ￣κＢ ｐｒｏｔｅｉｎ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ(ｎ＝ ３)

２.５ 　 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＨＵＶＥＣ 中 ＮＦ￣κＢ
ｍＲＮＡ 表达的影响

ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测结果显示ꎬ 与对照组比较ꎬ ２
ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平显著升高(Ｐ
<０.０５)ꎻ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组比较ꎬ０.１ μｍｏｌ / Ｌ 和 １
μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理后 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平

虽无明显变化ꎬ但有降低趋势ꎻ１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
预处理则显著降低 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平 ( Ｐ <
０.０５)ꎬ１００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理则无明显变化ꎮ
通过上述结果可以看出ꎬ０.１ ~ １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
可逐渐降低 Ｈｃｙ 诱导的 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ结
果大致与 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测蛋白表达水平结果一致

(图 ５)ꎮ

图 ５. Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对 Ｈｃｙ 诱导的 ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ 表达的影响(ｎ
＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与对照组比较ꎻｂ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ
组比较ꎮ Ａ 为 ＣｏｎｔｒｏｌꎬＢ 为 ２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＣ 为 ０.１ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａ￣
ｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＤ 为 １ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＥ
为 １０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎬＦ 为 １００ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
＋２ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈｃｙ 组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｐｌａｃｏｎｅ ｏｎ ＮＦ￣κＢ ｍＲＮＡ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈｃｙ(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

氧化应激是指机体或细胞在危险因素的刺激

下ꎬ自身氧化产生的氧自由基促使体内 ＲＯＳ 蓄积而

引起的氧化￣抗氧化系统失衡ꎬ从而产生的氧化损伤

过程[１１]ꎮ 近年研究表明ꎬＲＯＳ 可引起血管损伤ꎬ且
在动脉粥样硬化发展过程中扮演重要角色[１２]ꎮ 研

究显示ꎬ高 Ｈｃｙ 可致内皮血管壁产生多种 ＲＯＳꎬ导
致内皮细胞通透性增强以及内皮依赖性血管收缩

舒张功能障碍[１３]ꎬ从而促进黏附分子的表达ꎬ导致

血管内皮损伤及动脉粥样硬化的发生发展ꎮ ＳＯＤ
是生物体内重要的抗氧化酶ꎬ在生物界分布广泛ꎬ
它的作用机制主要是将超氧阴离子转化为过氧化

氢ꎬ维持体内的氧化系统平衡ꎬ从而保护机体和细

胞免受超氧自由基和 ＲＯＳ 的氧化损害ꎮ 研究发现ꎬ
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ＳＯＤ 在治疗动脉硬化方面发挥了重要的作用ꎬ它通

过清除脂质过氧化物ꎬ减轻氧自由基对组织细胞的

过氧化损伤ꎬ降低脂质形成 ｏｘ￣ＬＤＬꎬ从而保护血管

内皮免受氧自由基的损伤ꎬ防止动脉粥样硬化的形

成[１４]ꎮ ＧＳＨ￣Ｐｘ 是一种主要的抗氧化酶ꎬ它在谷胱

甘肽抗氧化系统中占有重要的地位[１５]ꎬ主要功能是

清除脂类氢过氧化物ꎬ它的减少会严重导致机体抗

氧化能力降低ꎬ致使脂质过氧化物增多ꎬ增加血管

损伤及后续血栓形成的概率ꎬ并进一步促进动脉粥

样硬化的发生发展ꎮ ＭＤＡ 是氧自由基作用于脂质

发生过氧化反应得到的毒性终产物ꎬ其含量直接反

映体内脂质过氧化程度ꎬ并可间接反映机体清除氧

自由基的能力[１６]ꎮ 近来研究揭示ꎬ当血管内皮受到

危险因素刺激时ꎬ机体产生过多的氧自由基ꎬ作用

于脂质产生过多的 ＭＤＡ 毒性产物ꎬ促使脂质沉积

于血管壁ꎬ加重动脉血管内皮细胞损伤ꎬ并致动脉血

管硬化的发生[１７]ꎮ 之前我们的研究发现 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ
对 Ｈｃｙ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣ 具有保护作用ꎬ且有资料

表明其具有很好的抗氧化功能ꎬ因此在本研究中ꎬ
我们复制 Ｈｃｙ 诱导损伤的 ＨＵＶＥＣ 模型ꎬ采用流式

细胞术检测在给药前后细胞凋亡率的变化ꎬ又通过

检测 ＲＯＳ 细胞比率、ＭＤＡ 含量以及抗氧化指标

ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性水平在给药前后的变化ꎬ研究

Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 对氧化应激损伤的作用ꎮ 结果表明ꎬ与对

照组比较ꎬＨｃｙ 明显增加了 ＨＵＶＥＣ 的凋亡率ꎬ加重

了氧化应激作用ꎬ使 ＲＯＳ 细胞比率和 ＭＤＡ 含量增

加ꎬ抗氧化指标 ＳＯＤ、ＧＳＨ￣Ｐｘ 活性水平显著降低ꎬ
这说明 Ｈｃｙ 可通过增加氧化应激作用ꎬ增加内皮细

胞的损伤作用ꎬ引起细胞凋亡ꎮ 当使用不同浓度

Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理 Ｈｃｙ 后发现ꎬＤｉｐｌａｃｏｎｅ 在 １ ~ １０
μｍｏｌ / Ｌ 浓度内逐渐降低了细胞的凋亡率ꎬ且在一定

浓度上降低了 ＲＯＳ 细胞比率和 ＭＤＡ 含量ꎬ升高抗

氧化 指 标 ＳＯＤ 和 ＧＳＨ￣Ｐｘ 活 性 水 平ꎬ 这 说 明

Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 可以通过降低由 Ｈｃｙ 诱导氧化应激损伤

对 ＨＵＶＥＣ 起到一定的保护作用ꎮ
ＮＦ￣κＢ 是一种活跃的转录因子ꎬ它是由 ｐ６５ 和

ｐ５０ 构成的异二聚体ꎬ是 ＮＦ￣κＢ 家族中最有效力的

基因转录活化子ꎬ而具有调控相关基因表达功能的

是 ｐ６５ 亚基ꎮ 当 Ｈｃｙ 激活 ＮＦ￣κＢ 时ꎬ活化的 ＮＦ￣κＢ
与其靶基因的 κＢ 位点结合ꎬｐ６５ 亚基被释放并转入

细胞核内调控一系列黏附分子以及凋亡基因的表

达[１８]ꎬ对内皮细胞造成损害ꎬ并进一步促进动脉粥

样硬化的发生ꎮ 有研究表明ꎬＨＨｃｙ 可能通过激活

ＮＦ￣κＢ 上调血管黏附细胞分子[１８]ꎬ当炎症被激活

时ꎬＮＦ￣κＢ 与这些黏附分子基因启动子区域的 ＮＦ￣

κＢ 位点结合ꎬ通过巨噬细胞释放 ＴＮＦ￣α 刺激血管

内皮细胞表面黏附分子 ＩＣＡＭ￣１ 等表达上调ꎬ从而

参与炎症反应的调节ꎮ 由于 ＮＦ￣κＢ 参与内皮细胞

的多种炎症反应ꎬ因此本研究通过 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 和
ｑＲＴ￣ＰＣＲ 检测了 ＮＦ￣κＢ 信号通路中 ＮＦ￣κＢ 蛋白和

ｍＲＮＡ 给药前后的变化ꎮ 结果显示ꎬ与对照组比较ꎬ
Ｈｃｙ 显著升高了 ＮＦ￣κＢ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ
这说明 Ｈｃｙ 可通过增加 ＮＦ￣κＢ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达

水平抑制 ＮＦ￣κＢ 信号通路的激活ꎬ增加内皮细胞的

损伤作用ꎮ 当用不同浓度 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 预处理 ＨＵＶＥＣ
后发现ꎬ０.１ μｍｏｌ / Ｌ~１０ μｍｏｌ / Ｌ Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 呈浓度依

赖性降低了 Ｈｃｙ 诱导的 ＮＦ￣κＢ 的蛋白和 ｍＲＮＡ 表

达水平ꎬ这说明 Ｄｉｐｌａｃｏｎｅ 可通过降低 Ｈｃｙ 诱导的

ＨＵＶＥＣ ＮＦ￣κＢ 蛋白和 ｍＲＮＡ 表达水平ꎬ抑制 ＮＦ￣
κＢ 信号通路的激活ꎬ从而对内皮细胞产生保护

作用ꎮ
综上所述ꎬＤｉｐｌａｃｏｎｅ 可有效地降低由 Ｈｃｙ 诱导

的 ＨＵＶＥＣ 的损伤作用ꎬ作用机制可能通过降低氧

化应激作用和抑制 ＮＦ￣κＢ 信号通路的激活ꎬ从而降

低细胞凋亡率ꎬ抑制细胞凋亡及后续动脉粥样硬化

的发生发展ꎮ 本研究可为临床研究提供参考ꎬ但是

其具体的机制以及药物的作用靶点并不清楚ꎬ还需

要进一步研究ꎮ
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