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[摘　 要] 　 目的　 研究 ７￣二氟亚甲基￣５ꎬ４′￣二甲氧基染料木黄酮对 Ｈ２Ｏ２ 诱导血管内皮细胞凋亡的影响ꎬ并初步

探讨其作用机制ꎮ 方法　 用 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 诱导人脐静脉内皮细胞建立氧化应激损伤模型ꎮ 实验分为空白对照

组、Ｈ２Ｏ２ 损伤组、溶媒对照组、先导化合物组(１００ μｍｏｌ / Ｌ 染料木黄酮)、不同浓度(０.１、０.３、１、３、１０ μｍｏｌ / Ｌ)７￣二氟

亚甲基￣５ꎬ４′￣二甲氧基染料木黄酮组ꎮ ＤＣＦＨ￣ＤＡ 激活荧光流式细胞术测定活性氧的生成ꎬ吖啶橙染色荧光显微镜

观察细胞凋亡形态ꎬＰＩ 染色流式细胞术检测细胞凋亡率ꎬＷｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达ꎮ 结果 　 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 孵育血管内皮细胞 ２４ ｈꎬ活性氧的生成显著增加ꎬ吖啶橙染色荧光显微镜下细胞呈现明显的凋亡形态学改

变ꎬ细胞凋亡率升高ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 的表达上调ꎮ 用 ７￣二氟亚甲基￣５ꎬ４′￣二甲氧基染料木黄酮预处理血管内皮细胞后可

见活性氧的生成减少ꎬ细胞凋亡率降低ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 的表达下调ꎮ 结论　 ７￣二氟亚甲基￣５ꎬ４′￣二甲氧基染料木黄酮对

Ｈ２Ｏ２ 诱导血管内皮细胞凋亡有明显的抑制作用ꎬ其作用机制可能是通过降低活性氧的生成ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表

达ꎬ从而拮抗 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞凋亡ꎮ
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　 　 细胞凋亡是细胞死亡形式之一ꎬ是受多种基因

调控的主动过程ꎮ 在血管内皮受损和早期动脉粥

样硬化斑块ꎬ可见血管内皮细胞凋亡ꎬ内皮细胞凋

亡可能是动脉粥样硬化过程中的早期重要事件[１]ꎮ
大量研究表明ꎬ氧化应激产生的活性氧(ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘ￣
ｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓꎬＲＯＳ)能够导致细胞凋亡[２￣３]ꎮ 染料木

黄酮是大豆异黄酮的主要成分ꎬ具有抗动脉粥样硬

化的作用[４]ꎮ 但是ꎬ由于溶解性差、肠道吸收少以

及体内代谢迅速导致其活性较低而限制了它的临

床应用[５]ꎮ 我们以染料木黄酮为先导化合物ꎬ合成了

一种活性新化学实体即 ７￣二氟亚甲基￣５ꎬ４′￣二甲氧基

染料木黄酮(７￣ｄｉｆｌｕｏｒｏｍｅｔｈｙｌ￣５ꎬ４′￣ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｇｅｎｉｓｔｅｉｎꎬ
ｄＦＭＧＥＮ)[６]ꎮ 前期研究证明ꎬｄＦＭＧＥＮ 对氧化诱导

的血管内皮细胞与单核细胞黏附具有明显的抑制

作用[７]ꎮ 为进一步研究 ｄＦＭＧＥＮ 的抗氧化应激损

伤保护作用ꎬ本研究通过观察 ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱

导的血管内皮细胞 ＲＯＳ 的生成及细胞凋亡的影响ꎬ
初步探讨其作用机制是否涉及 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达

调节ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 主要试剂

ｄＦＭＧＥＮ 由本实验室制备[６]ꎮ 染料木黄酮、
ＶｉｔＥ 购自美国 Ｓｉｇｍａ 公司ꎻＤＭＥＭ 培养基购自美国

Ｇｉｂｃｏ 公司ꎻＨ２Ｏ２ 购自广东光华化学厂有限公司ꎻ
ＲＯＳ 检测试剂盒购自上海碧云天生物技术有限公

司ꎻ吖啶橙购自美国 Ａｍｒｅｓｃｏ 公司ꎻ兔抗人Ｃａｓｐａｓｅ￣３
多抗、辣根过氧化物酶标记羊抗兔 ＩｇＧ 抗体购自武

汉博士德公司ꎻ实验中所用其它试剂均为进口或国

产分析纯ꎮ
１.２　 细胞培养

人脐静脉内皮细胞 ( ＨＵＶＥＣ￣１２ꎬ编号 ＣＲＬ￣
２４８０)来自北京大学医学院肿瘤研究所 (来源于

ＡＴＣＣ 细胞库)ꎬ用含 １０％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 培

养基培养ꎻ取对数生长期细胞用于实验ꎮ
１.３　 实验分组

实验分为 ６ 组:①空白对照组:加入 ＤＭＥＭ 培

养基ꎻ②Ｈ２Ｏ２ 损伤组:加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ꎻ③溶媒

对照组:在加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 前 ３０ ｍｉｎ 加入终浓

度为 ０. ０１％ 的 ＤＭＳＯꎻ④先导化合物组:在加入

１ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 前 ３０ ｍｉｎ 加入 １００ μｍｏｌ / Ｌ 染料木

黄酮ꎻ⑤ｄＦＭＧＥＮ 组:在加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 前

３０ ｍｉｎ分别加入 ０.１、０.３、１、３、１０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮꎻ

⑥阳性药物组:在加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 前 ３０ ｍｉｎ 加

入 ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＶｉｔＥꎮ
１.４　 ＲＯＳ 的测定

细胞培养至汇合率达 ８０％左右时ꎬ弃原培养基ꎬ
换含 １％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ同时按上述实

验分组处理细胞ꎬ继续孵育 ２４ ｈꎮ 收集细胞ꎬ０.２５％胰

蛋白酶消化后ꎬ用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基吹打ꎬ制成

单细胞悬液ꎬ１０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃上清液ꎬ用
１ ｍＬ无血清的 ＤＭＥＭ 培养基重悬细胞ꎬ并转入 １ ｍＬ
ＥＰ 管中ꎬ再用 １０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃上清液ꎬ用
稀释好的荧光探针 ＤＣＦＨ￣ＤＡ 重悬细胞ꎬ每支 ＥＰ 管

加入 １ ｍＬꎬ调节细胞浓度为 １×１０９ ~２×１０１０ / Ｌꎬ置细胞

培养箱中孵育 ２０ ｍｉｎ 后用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基洗

涤 ３ 次ꎬ然后上流式细胞仪检测ꎮ
１.５　 吖啶橙染色荧光显微镜观察细胞凋亡形态

取对数生长期的 ＨＵＶＥＣ￣１２ 细胞ꎬ以 １×１０８ / Ｌ
接种于 ２４ 孔培养板ꎬ每孔加 １ ｍＬ 单细胞悬液ꎬ置细

胞培养箱中培养 ４ ｈꎬ待细胞贴壁后按上述实验分组

处理细胞ꎬ每组设 ３ 个复孔ꎮ 孵育 ２４ ｈ 后终止ꎬ
０.２５％胰蛋白酶消化后ꎬ用无血清的 ＤＭＥＭ 培养基

配成单细胞悬液ꎬ取 ２５ μＬ 单细胞悬液与 ２ μＬ 吖啶

橙储存液(０.１ ｇ / Ｌ 吖啶橙 / ＰＢＳ)混匀ꎬ在室温下孵

育５ ｍｉｎꎮ 取 １０ μＬ 滴于载玻片上铺匀ꎬ在荧光显微

镜下观察细胞形态的改变ꎮ
１.６　 流式细胞术检测细胞凋亡率

培养 ＨＵＶＥＣ￣１２ 细胞至汇合率达 ８０％左右时ꎬ
弃原培养基ꎬ换含 １％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ
同时按上述实验分组处理细胞ꎬ继续孵育 ２４ ｈꎮ 收

集细胞ꎬ０.２５％胰蛋白酶消化后ꎬ用含 １０％新生牛血

清的 ＤＭＥＭ 培养基吹打ꎬ制成单细胞悬液ꎬ４℃、
１０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎮ 弃上清液ꎬ冷 ＰＢＳ 重悬再离

心ꎬ４℃、１０００ ｒ / ｍｉｎ离心 ５ ｍｉｎꎬ如此重复两次ꎮ 用

５０ μＬ ＰＢＳ 将细胞制成单细胞悬液ꎬ移入 １ ｍＬ 冷

７０％乙醇中固定ꎬＰＩ 染色上流式细胞仪检测细胞凋

亡率ꎮ
１.７　 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 测定 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达

培养 ＨＵＶＥＣ￣１２ 细胞至汇合率达 ８０％左右时ꎬ
弃原培养基ꎬ换含 １％新生牛血清的 ＤＭＥＭ 培养基ꎬ
同时 按 空 白 对 照 组、 Ｈ２Ｏ２ 损 伤 组、 １０ μｍｏｌ / Ｌ
ｄＦＭＧＥＮ 组处理细胞ꎬ３０ ｍｉｎ 后再加入 １ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ꎬ收集 Ｈ２Ｏ２ 处理 ４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 的细胞ꎬ用细胞

裂解液裂解ꎬ４℃、１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎꎬ用 ＢＣＡ
试剂进行蛋白定量ꎮ 取提取的蛋白样品(４０ μｇ 总

蛋白 / 泳道)加入等体积上样缓冲液ꎬ１００℃煮５ ｍｉｎꎬ

０２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



１０％ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 电泳后将蛋白转移至 ＰＶＤＦ 膜上ꎮ
用含 ５％脱脂牛奶的 ＴＢＳＴ 室温下封闭 ２ ｈꎬ１ ∶ ２００
加入 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 一抗于 ４℃过夜ꎬＴＢＳＴ 洗膜 ３ 次ꎬ每
次 １０ ｍｉｎꎬ加入相应的二抗室温孵育 １ ｈ 后ꎬＴＢＳＴ
洗膜 ３ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎮ 然后在含化学发光剂 Ａ、Ｂ
的溶液中激发荧光ꎬ于暗室中压片、显影、定影ꎮ 结

果用图像分析仪分析ꎬ以面积和光密度的乘积为积

分光密度表示ꎮ
１.８　 统计学分析

实验数据均以 ｘ±ｓ 表示ꎬ采用 ＳＰＳＳ １９.０ 统计软

件进行分析ꎬ多组间比较采用 Ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ 分析ꎬ
两两比较采用 ＬＳＤ 法ꎬＰ<０.０５ 为差异有统计学意义ꎮ

２　 结　 果

２.１　 ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞 ＲＯＳ
生成的影响

空白对照组细胞内 ＲＯＳ 含量低ꎬ平均荧光强度

只有 ５.１５±０.１７ꎬ而 １ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｈ２Ｏ２ 损伤 ２４ ｈ 后ꎬ细
胞内 ＲＯＳ 显著增加ꎬ平均荧光强度达 １３.００±０.４９ꎮ
ｄＦＭＧＥＮ 能有效降低 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞内

ＲＯＳ 含量增加ꎬ且呈浓度依赖性ꎮ 染料木黄酮、ＶｉｔＥ
也能抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞 ＲＯＳ 释放ꎬ１００
μｍｏｌ / Ｌ 染料木黄酮的效价强度近似于 ３ μｍｏｌ / Ｌ
ｄＦＭＧＥＮꎬ ５０ μｍｏｌ / Ｌ ＶｉｔＥ 的 效 价 强 度 近 似 于

１０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮꎬ说明 ｄＦＭＧＥＮ 的作用强于先

导化合物染料木黄酮和阳性对照药 ＶｉｔＥ(图 １)ꎮ

２.２　 ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞凋亡的

影响

吖啶橙染色荧光显微镜下ꎬ空白对照组细胞形

态正常ꎬ细胞核发出黄绿色均匀荧光ꎻＨ２Ｏ２ 损伤组

细胞呈现明显的凋亡形态学改变ꎬ细胞内可见致密

浓染 的 黄 绿 色 荧 光ꎬ 甚 至 可 见 黄 绿 色 碎 片ꎻ
１０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 预处理后ꎬ凋亡细胞明显减少ꎬ
其效果好于先导化合物染料木黄酮(图 ２)ꎮ

图 １. ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞 ＲＯＳ 生成的

影响(ｎ＝ ３)　 　 ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ
为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｅ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 ０.１

μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 组比较ꎻｆ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄＦＭＧＥＮ ｏｎ ＲＯＳ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ
ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２(ｎ＝ ３)

图 ２. 吖啶橙染色荧光显微镜观察 ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞凋亡的影响(１０×２０) 　 　 Ａ 为空白对照组ꎬＢ 为 Ｈ２Ｏ２

损伤组ꎬＣ 为 １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 组ꎬＤ 为先导化合物组ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄＦＭＧＥＮ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｙ ａｃｒｉ￣

ｄｉｎｅ ｏｒａｎｇｅ ｓｔａｉｎｉｎｇ ｕｎｄｅｒ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ(１０×２０)

２.３　 ｄＦＭＧＥＮ对Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞凋亡率的影响

ＰＩ 染色流式细胞术检测结果显示ꎬ１ ｍｍｏｌ / Ｌ
Ｈ２Ｏ２ 与血管内皮细胞孵育 ２４ ｈ 后能明显诱导细胞

凋亡(１４.７３％±０.５８％比 ２.４８％±０.３２％ꎬＰ<０.０１)ꎮ
０.１、０.３、１、３ 及 １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 预处理细胞后ꎬ

细胞凋亡率依次降低为 ７. ３３％ ± ０. ４７％、５. ７０％ ±
０.３５％、４. １１％ ± ０. ３７％、 ３. ４３％ ± ０. ２３％、 ２. ６５％ ±
０.１９％ꎮ 染料木黄酮、ＶｉｔＥ 也能抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血

管内皮细胞凋亡ꎬ但 ｄＦＭＧＥＮ 的效价强度高于先导

化合物染料木黄酮和阳性对照药 ＶｉｔＥ (图 ３)ꎮ
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图 ３. ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞凋亡率的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为各组 ＰＩ 染色流式细胞术检测细胞凋亡率的代表性流式

图ꎬＢ 为细胞凋亡率的统计图ꎮ ａ 为 Ｐ<０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与 Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｅ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与

０.１ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 组比较ꎻｆ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄＦＭＧＥＮ ｏｎ ｔｈｅ ａｐｏｐｔｏｔｉｃ ｒａｔｅ ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２(ｎ＝ ３)

２２２１ ＩＳＳＮ １００７￣３９４９ Ｃｈｉｎ Ｊ ＡｒｔｅｒｉｏｓｃｌｅｒꎬＶｏｌ ２５ꎬＮｏ １２ꎬ２０１７



２.４　 ｄＦＭＧＥＮ对Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
表达的影响

正常状态下 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 以无活性的酶原形式

ｐｒｏ￣Ｃａｓｐａｓｅ￣３(分子量为 ３２ ｋＤａ)存在ꎬ细胞发生凋

亡时ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 被激活而出现断裂带 (分子量为

１７ ｋＤａ)ꎮ 空白对照组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 非活性前体条带较

强ꎬ而活性亚单位条带较弱ꎻＨ２Ｏ２ 损伤组 Ｃａｓｐａｓｅ￣３
活性亚单位条带明显增强ꎬ说明 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活性增

高ꎮ １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 预处理细胞 ４ ｈ、８ ｈ 和

２４ ｈ后ꎬＣａｓｐａｓｅ￣３ 的表达下调ꎬ其作用呈时间依赖

性(图 ４)ꎮ

图 ４. ｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 表

达的影响(ｎ＝ ３)　 　 Ａ 为 Ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔ 检测 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 蛋白表达ꎬ
Ｂ 为蛋白表达相对光密度的统计图ꎮ １ 为空白对照组ꎬ２ 为 Ｈ２Ｏ２ 损

伤组ꎬ３~５ 分别为 １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 处理 ４ ｈ、８ ｈ、２４ ｈ 组ꎮ ａ 为Ｐ<
０.０５ꎬｂ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与空白对照组比较ꎻｃ 为 Ｐ<０.０５ꎬｄ 为 Ｐ<０.０１ꎬ与
Ｈ２Ｏ２ 损伤组比较ꎻｅ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 处理 ４ ｈ 组比

较ꎻｆ 为 Ｐ<０.０５ꎬ与 １０ μｍｏｌ / Ｌ ｄＦＭＧＥＮ 处理 ８ ｈ 组比较ꎮ

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄＦＭＧＥＮ ｏｎ ｔｈｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｏｆ Ｃａｓｐａｓｅ￣３
ｉｎ ｖａｓｃｕｌａｒ ｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌ ｃｅｌｌｓ ｉｎｄｕｃｅｄ ｂｙ Ｈ２Ｏ２(ｎ＝ ３)

３　 讨　 论

血管内皮细胞具有多种生理功能ꎬ参与机体的

物质转运、免疫、凝血和生物活性物质的释放等生

命活动ꎮ 血管内皮受损是许多心血管疾病的病理

基础ꎮ 在病理情况下ꎬ如动脉粥样硬化[８]、高血

压[９]等均可导致内皮细胞结构和功能的改变ꎬ并且

内皮细胞在相应病理过程的发生发展中也起着重

要作用ꎮ 目前被普遍接受的 Ｒｏｓｓ 修正的“损伤反

应”学说认为ꎬ内皮细胞损伤和内皮细胞功能紊乱

是动脉粥样硬化形成早期的始动环节[１０]ꎮ 血管内

皮损伤和功能紊乱与机体和局部组织抗氧化能力

降低ꎬ氧自由基产生增多而氧化灭活一氧化氮有关ꎮ
众多研究表明ꎬ氧自由基及其衍生物与细胞凋

亡密切相关[１１￣１４]ꎮ 例如ꎬ一定浓度的 Ｈ２Ｏ２ 能诱导

某些类型的细胞(如血管内皮细胞、ＨｅｐＧ２ 细胞)凋
亡ꎬ超氧阴离子可诱导支气管上皮细胞凋亡ꎬ过氧

亚硝基自由基可诱导 ＰＣ１２ 细胞凋亡等ꎮ 本研究发

现ꎬｄＦＭＧＥＮ 可明显抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细

胞 ＲＯＳ 生成ꎬ进而拮抗细胞凋亡ꎬ且作用呈浓度依

赖性ꎬ说明 ｄＦＭＧＥＮ 通过其抗氧化作用保护血管内

皮ꎮ 先导化合物染料木黄酮和阳性药物 ＶｉｔＥ 也均

能抑制 Ｈ２Ｏ２ 诱导血管内皮细胞 ＲＯＳ 的释放及细胞

凋亡ꎬ但 ｄＦＭＧＥＮ 的效价强度高于染料木黄酮和

ＶｉｔＥꎮ
Ｃａｓｐａｓｅ 全称为含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水

解酶ꎬ它是一组存在于细胞质中具有类似结构的蛋

白酶ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 与真核细胞凋亡密切相关ꎬ并参与细

胞的生长、分化与凋亡调节ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 酶原的活性很

低ꎬ需要切除氨基端的一段序列才能被激活ꎬ活化

的 Ｃａｓｐａｓｅ 能够特异地水解一套蛋白底物ꎬ从而导

致细胞凋亡ꎮ Ｃａｓｐａｓｅ 成员较多ꎬ其中 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 在

细胞凋亡的执行期发挥关键作用ꎬ并与凋亡的形态

学特征密切相关[１５]ꎮ Ｍａｌｌａｔ 等[１６] 从患者的动脉粥

样硬化斑块中检测出 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的免疫活性较正常

血管 壁 明 显 增 强ꎬ 且 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 表 达 定 位 于

ＴＵＮＥＬ 阳性部位(即凋亡的平滑肌细胞、Ｔ 淋巴细

胞、巨噬细胞)ꎮ 本研究结果显示 Ｈ２Ｏ２ 可诱导血管

内皮细胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活化ꎮ ｄＦＭＧＥＮ 可下调 Ｈ２Ｏ２

诱导 的 血 管 内 皮 细 胞 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的 表 达ꎬ 提 示

ｄＦＭＧＥＮ 可能通过降低 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮细胞

ＲＯＳ 产生阻断死亡受体和线粒体凋亡信号转导途

径ꎬ下调 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 活性ꎬ从而拮抗 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血

管内皮细胞凋亡ꎮ
综上所述ꎬｄＦＭＧＥＮ 对 Ｈ２Ｏ２ 诱导的血管内皮

细胞凋亡有明显的抑制作用ꎬ其作用机制可能与调

控 Ｃａｓｐａｓｅ￣３ 的表达有关ꎮ 这一研究结果进一步证

实 ｄＦＭＧＥＮ 作为一种活性新化学实体ꎬ具有血管内

皮氧化应激损伤保护作用ꎬ为研制心血管疾病防治

新型药物提供了实验依据ꎮ
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