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丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导人内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６
氧化应激损伤的保护作用及机制

吕林林，　安姿旖，　梁家健，　刘革修△

（暨南大学基础医学院血液研究所，广东 广州 ５１０６３２）

　　［摘　要］　目的：探讨丹参多酚酸盐（ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ）对过氧化氢诱导人脐静脉内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６氧化损伤的
保护作用及机制。方法：体外培养ＥＡｈｙ９２６细胞，随机分为：正常对照组、损伤组和抗损伤（丹参多酚酸盐 ＋过氧
化氢）组。采用ＣＣＫ８法检测细胞活性，Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ实验检测内皮细胞迁移能力；一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）试剂盒
和ＥＬＩＳＡ法分别检测细胞培养液中ＮＯ和血管内皮生长因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）的水平；流式
细胞术检测细胞内超氧化物阴离子水平、线粒体跨膜电位和细胞凋亡情况；采用 Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ法检测 ｃａｓｐａｓｅ３、
ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３、Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、ＮＦκＢ和ｐ５３蛋白表达水平。结果：与损伤组比较，不同剂量的丹参多酚酸盐预处理可
提高ＥＡｈｙ９２６细胞的活性、降低内皮细胞的凋亡，并促进细胞的迁移（Ｐ＜００５）；细胞上清液中ＶＥＧＦ和ＮＯ含量
及细胞内线粒体膜电位水平显著升高（Ｐ＜００５）；细胞内 ＲＯＳ水平显著下降；ＮＦκＢ、ｐ５３、Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３
蛋白水平显著降低（Ｐ＜００５）；Ｂｃｌ２蛋白水平显著升高（Ｐ＜００５）。结论：丹参多酚酸盐能减轻过氧化氢对
ＥＡｈｙ９２６细胞氧化应激的损伤作用，其机制可能与ＮＦκＢ通路的阻滞相关。
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　　丹参多酚酸盐（ｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅ）是由丹参中提取的
多酚酸盐类化合物制备而成的，其化学成分是丹参

乙酸镁。近年来，大量研究报道不同的丹参制剂在

体内外治疗心血管疾病的药理作用特点及临床应用

情况，其中注射用丹参多酚酸盐用于冠心病稳定型

心绞痛取得较好临床效果。研究显示，丹参多酚酸

盐具有多途径保护血管内皮细胞的作用，如改善血

管内皮舒缩功能、抑制血管内皮细胞黏附、抗炎、抗

氧化应激、防止血小板聚集和黏附、减少氧化低密度

脂蛋白及降低辐射损伤等［１］。而血管内皮细胞损伤

是心脑血管疾病发生的重要环节。血管内皮细胞易

受到多种危险因素的影响，如高血压、高血糖、动脉

粥样硬化、辐射和化疗等，并产生氧化应激和炎症反

应。大量活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ，ＲＯＳ）的产
生以及一氧化氮（ｎｉｔｒｉｃｏｘｉｄｅ，ＮＯ）和血管内皮生长
因子（ｖａｓｃｕｌａｒｅｎｄｏｔｈｅｌｉａｌｇｒｏｗｔｈｆａｃｔｏｒ，ＶＥＧＦ）浓度的
下降，都会影响血管内皮细胞的结构与功能、导致相

关疾病发生发展［２］。保护受损的血管内皮细胞对心

脑血管疾病的发生发展具有阻遏作用。然而丹参多

酚酸盐对氧化应激损伤的血管内皮细胞的保护作用

机制尚不明确。本实验主要探讨丹参多酚酸盐对过

氧化氢（ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ，Ｈ２Ｏ２）诱导 ＥＡ．ｈｙ９２６细
胞氧化应激损伤的影响及机制，为丹参的临床应用

和研发提供参考资料。

材　料　和　方　法

１　药物
　　丹参多酚酸盐注射剂（上海绿谷制药有限公司；
规格：每瓶 １００ｍｇ；批号：Ｚ２００５０２４８），４℃冰箱保
存。

２　主要试剂
　　人脐静脉血管内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６购自中国医
学科学院基础医学研究所细胞资源中心。３０％过氧
化氢购自广州化学试剂厂；高糖 ＤＭＥＭ培养液购自
ＨｙＣｌｏｎｅ；ＣＣＫ８试剂购自日本同仁公司；胎牛血清
（ｆｅｔａｌｂｏｖｉｎｅｓｅｒｕｍ，ＦＢＳ）购自 Ｇｉｂｃｏ；０２５％胰酶购
自ＳｉｇｍａＡｌｄｒｉｃｈ；ＲＯＳ试剂盒和线粒体膜电位试剂
盒购自ＢＤ；ＶＥＧＦＥＬＩＳＡ试剂盒和 ＮＯ检测试剂盒
购自南京建成生物工程研究所；细胞凋亡检测试剂

盒和ＤＡＰＩ购自南京凯基生物科技发展有限公司；
ＥＣＬ化学发光试剂盒购自 Ｔｈｅｒｍｏ；兔抗人 ｃａｓｐａｓｅ３
单抗、兔抗人 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３单抗、兔抗人 Ｂａｘ单
抗、鼠抗人 Ｂｃｌ２单抗、鼠抗人 ＮＦκＢ单抗、鼠抗人
ｐ５３单抗和鼠抗人ＧＡＰＤＨ单抗均购自ＣＳＴ。
３　主要方法
３．１　ＥＡ．ｈｙ９２６细胞培养及其 Ｈ２Ｏ２损伤模型的建

立　复苏ＥＡ．ｈｙ９２６细胞，加入含１０％ＦＢＳ和１％双
抗的高糖ＤＭＥＭ培养液，置于３７°Ｃ、５％ ＣＯ２、饱和
湿度的培养箱中培养。待细胞生长至９０％融合时，
用ＰＢＳ洗２遍，加入０２５％胰酶消化３ｍｉｎ左右，再
加入新鲜的培养液中和胰酶。将细胞悬液移入离心

管，２００×ｇ离心５ｍｉｎ收集细胞，用新鲜培养液重悬
细胞，并调整细胞浓度为 ５×１０７／Ｌ，每孔１００μＬ细
胞悬液接种于９６孔板中，并置于培养箱中孵育 ２４
ｈ。戴青里等［３］研究表明，当 Ｈ２Ｏ２浓度大于 １００
μｍｏｌ／Ｌ时，细胞大量死亡。故细胞培养２４ｈ，添加
终浓度分别为０、１５、２５、５０和１００μｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２Ｏ２
培养２４ｈ以摸索构建血管内皮细胞氧化损伤的条
件。每组设４个复孔，重复３次；根据细胞活性选择
合适的过氧化氢浓度。

３．２　实验分组和 ＣＣＫ８法检测细胞存活率　实验
分为对照（ｃｏｎｔｒｏｌ）组、损伤（２５μｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２，ｄａ
ｍａｇｅ）组和抗损伤（丹参多酚酸盐 ＋２５μｍｏｌ／Ｌ
Ｈ２Ｏ２，ａｎｔｉｄａｍａｇｅ）组，其中抗损伤组分３个亚组，即
丹参多酚酸盐的质量浓度分别为 ５０、１００、２００ｍｇ／
Ｌ［４］。调整 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞密度为 ５×１０７／Ｌ，每孔
１００μＬ细胞悬液接种于９６孔板内，并置于５％ ＣＯ２、
３７℃的细胞培养箱中培养２４ｈ。然后加入丹参多酚
酸盐溶液，使其终浓度分别为５０、１００和２００ｍｇ／Ｌ；
预处理１ｈ后加入Ｈ２Ｏ２，继续置于培养箱中培养２４
ｈ。然后更换不含血清的新鲜的培养液，并每孔加入
ＣＣＫ８溶液１０μＬ，置于培养箱中避光孵育２～４ｈ，
当颜色逐渐变深时，用酶标仪检测４５０ｎｍ（参比波长
为６３０ｎｍ）处的吸光度（Ａ），计算细胞存活率。细胞
存活率（％）＝（实验孔 Ａ值 －空白孔 Ａ值）／（对照
孔Ａ值－空白孔Ａ值）×１００％。
３．３　Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室检测细胞迁移能力和 ＤＡＰＩ染色
观察细胞凋亡形态　取对数生长期的细胞，按每孔
５×１０５细胞接种于上室，使其终体积含２００μＬ无血
清培养液，下室加入５００μＬ含１０％ ＦＢＳ的培养液。
同时加入丹参多酚酸盐（终浓度为１００ｍｇ／Ｌ）和过
氧化氢（终浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ）加入Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ小室的
下室，置于培养箱中培养４８ｈ后，将小室取出，用棉
签将未迁移的细胞小心擦去，甲醇固定１０ｍｉｎ，经
ＤＡＰＩ染色后，荧光显微镜下随机计数３个高倍镜视
野中细胞，随后用图像处理软件 ＩｍａｇｅＪ统计细胞迁
移的数量，重复３次。
３．４　一氧化氮试剂盒检测细胞上清中ＮＯ含量　取
对数生长期的内皮细胞制成细胞悬液，按每孔 ２×
１０５个接种至６孔板中，培养２４ｈ后，抗损伤组加入
丹参多酚酸盐（终浓度为１００ｍｇ／Ｌ），对照组加入等
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体积溶剂，预处理１ｈ后，损伤组加入过氧化氢（终
浓度为２５μｍｏｌ／Ｌ），培养２４ｈ后收集细胞上清液，
使用一氧化氮试剂盒检测各组细胞培养液上清中

ＮＯ含量。
３．５　ＥＬＩＳＡ法检测细胞上清中ＶＥＧＦ含量　取对数
生长期的内皮细胞制成细胞悬液，按每孔２×１０５个
接种至６孔板中，培养２４ｈ后，抗损伤组加入丹参多
酚酸盐，对照组加入等体积溶剂，预处理１ｈ后，损伤
组加入过氧化氢，培养２４ｈ后收集细胞上清液，按照
ＶＥＧＦ试剂盒操作方法检测各组细胞培养液上清中
ＶＥＧＦ含量。
３．６　流式细胞术检测细胞内超氧化物阴离子含量
　取对数生长期的内皮细胞制成细胞悬液，按每孔
２×１０５个接种至６孔板中，培养２４ｈ后，抗损伤组加
入丹参多酚酸盐，对照组加入等体积溶剂，预处理１
ｈ后，损伤组加入过氧化氢，置于培养箱中培养４８ｈ
后，胰酶消化，离心收集细胞，用ＰＢＳ洗３遍；加入二
氢乙啶（ｄｉｈｙｄｒｏｅｔｈｉｄｉｕｍ，ＤＨＥ；１０μｍｏｌ／Ｌ）至细胞悬
液，置于培养箱中避光孵育２０ｍｉｎ，离心，弃上清后
用ＰＢＳ重悬细胞，流式细胞术检测样本的荧光强度，
用平均荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）表示细
胞内ＲＯＳ水平。
３．７　流式细胞术检测线粒体膜电位　取对数生长
期的内皮细胞制成细胞悬液，按每孔２×１０５个接种
至６孔板中，培养２４ｈ后，抗损伤组加入丹参多酚酸
盐，对照组加入等体积溶剂，预处理１ｈ后，损伤组加
入过氧化氢，置于培养箱中培养４８ｈ后，胰酶消化，
离心收集细胞，用 ＰＢＳ洗３遍；将５００μＬ的罗丹明
１２３（ｒｈｏｄａｍｉｎｅ１２３，Ｒｈｏ１２３；５μｍｏｌ／Ｌ）加入至细胞
悬液，置于３７℃培养箱中避光孵育２０ｍｉｎ，离心后
用ＰＢＳ重悬细胞，流式细胞术检测样本的荧光强度，
用平均荧光强度（ｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ）表示线
粒体膜电位水平。

３．８　流式细胞术检测细胞凋亡　取对数生长期的
内皮细胞制成细胞悬液，按每孔２×１０５个接种至６
孔板中，培养２４ｈ后，加入丹参多酚酸盐使其终浓度
为１００ｍｇ／Ｌ，预处理１ｈ后，加入过氧化氢，置于细
胞培养箱中培养２４ｈ后，用胰酶消化，离心，收集细
胞并进行ＡｎｎｅｘｉｎＶＦＩＴＣ和 ＰＩ染色，染色方法参照
试剂盒，最后于流式细胞仪上检测分析。

３．９　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验　取对数生长期的内皮细胞
制成细胞悬液，按每孔２×１０５个接种至６孔板中，培
养２４ｈ后，加入丹参多酚酸盐使其终浓度为 １００
ｍｇ／Ｌ，预处理１ｈ，加入过氧化氢，在细胞培养箱中培

养２４ｈ后，胰酶消化，离心，收集细胞。采用 ＲＩＰＡ
法提取细胞总蛋白，ＢＣＡ试剂盒定量，１００°Ｃ变性５
ｍｉｎ后上样，ＳＤＳＰＡＧＥ分离目标蛋白，上样量为４０
μｇ。转至ＰＶＤＦ膜上，ＴＢＳＴ漂洗后，５％脱脂奶粉封
闭液封闭６０ｍｉｎ，孵 Ｉ抗过夜，ＴＢＳＴ漂洗３次（每次
１０ｍｉｎ），加入ＩＩ抗摇床孵育１ｈ，ＴＢＳＴ漂洗３次（每
次１０ｍｉｎ），用ＥＣＬ试剂盒显色，最后显影拍照观察，
并用ＩｍａｇｅＪ软件对图片进行分析。
４　统计学方法
　　本研究中数据以均数 ±标准差（ｍｅａｎ±ＳＤ）表
示。此外，应用 ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ７００进行数据的统
计学分析和统计绘图；多组间的比较采用单因素方

差分析（ｏｎｅｗａｙＡＮＯＶＡ），两两比较时采用ＬＳＤ法；
以Ｐ＜００５为差异有统计学意义。

结　　果

１　 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞的过氧化氢氧化损伤模型的建
立

　　ＣＣＫ８结果显示，随着过氧化氢浓度的升高，细
胞活性呈下降趋势。与对照组（Ｈ２Ｏ２浓度为 ０
μｍｏｌ／Ｌ）比较，当过氧化氢浓度小于１５μｍｏｌ／Ｌ时，
ＥＡ．ｈｙ９２６细胞活性抑制（抑制率为 ２４４１％）不显
著；当过氧化氢浓度达到２５μｍｏｌ／Ｌ时，细胞活性受
到显著性抑制（抑制率为４４３８％）；当浓度升至５０
μｍｏｌ／Ｌ～１００μｍｏｌ／Ｌ时，细胞绝大部分都已死亡，见
图１Ａ。故在接下来的实验中，选择２５μｍｏｌ／Ｌ过氧
化氢构建氧化损伤模型。

２　丹参多酚酸盐对过氧化氢损伤的 ＥＡｈｙ９２６细
胞活性的影响

　　ＣＣＫ８检测细胞活性结果提示，与对照组细胞
活性相比，损伤组细胞活性显著下降（Ｐ＜００５）；与
损伤组比较，随着丹参多酚酸盐浓度的升高，抗损伤

组细胞活性显著提高（Ｐ＜００５），其中１００ｍｇ／Ｌ和
２００ｍｇ／Ｌ丹参多酚酸盐抗损伤组细胞活性分别为
（９２７５±６１３）％和（１００００±２９４）％，且差异有统
计学意义（Ｐ＜００５），而５０ｍｇ／Ｌ浓度丹参多酚酸盐
抗损伤组细胞活性为（７２７５±２５０）％，差异无统计
学意义；另外１００ｍｇ／Ｌ和２００ｍｇ／Ｌ丹参多酚酸盐
抗损伤组之间无显著差异，故选择１００ｍｇ／Ｌ浓度的
丹参多酚酸盐用于后续实验，见图１Ｂ。
３　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导的 ＥＡ．ｈｙ９２６细
胞凋亡的影响

　　经１００ｍｇ／Ｌ丹参多酚酸盐预处理１ｈ后，加入
过氧化氢处理２４ｈ后，流式细胞术检测细胞凋亡情
况如下：与对照组细胞的凋亡率比较，损伤组细胞的
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Ｆｉｇｕｒｅ１．Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ（Ｈ２Ｏ２）ａｎｄｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌａｃｔｉｖｉｔｙ．Ａ：ｔｈｅｉｎｈｉｂｉｔｏ
ｒｙｅｆｆｅｃｔｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｏｎｔｈｅｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓ；Ｂ：ｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎｔｈｅ
ｖｉａｂｉｌｉｔｙｏｆＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５，Ｐ＜０．０１ｖｓｄａｍａｇｅｇｒｏｕｐ．

图１　不同浓度的过氧化氢和丹参多酚酸盐对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞活性的影响

凋亡率显著升高（Ｐ＜００１）；与损伤组细胞的凋亡率
比较，抗损伤组细胞的凋亡率显著下降（Ｐ＜００５）；
对照组细胞的凋亡率与抗损伤组细胞的凋亡率比较

差异无统计学意义，见图２。此外，药物处理后收集

细胞，经ＤＡＰＩ染色，细胞形态发生明显改变；对照组
与抗损伤组的细胞大部分呈光滑、圆形的核形态，染

色均匀，蓝色荧光较弱；损伤组的细胞大部分细胞核

呈现固缩状，边缘不清楚，蓝色荧光加强，见图３Ａ。

Ｆｉｇｕｒｅ２．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎｔｈｅａｐｏｐｔｏｓｉｓｏｆＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜
００５，Ｐ＜００１ｖｓｄａｍａｇｅｇｒｏｕｐ．

图２　丹参多酚酸盐诱导过氧化氢对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞凋亡的影响

４　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导的 ＥＡｈｙ９２６细
胞迁移的影响

　　采用Ｔｒａｎｓｗｅｌｌ迁移实验检测 ＥＡｈｙ９２６细胞迁
移的能力，以迁移至小室下室面的细胞数量来表示

迁移能力，数量越多表明迁移能力越强，数量越少表

明迁移能力越弱；处理后的细胞经 ＤＡＰＩ染色后，可

根据平均荧光强度间接反映细胞数量的多少。Ｔｒａｎ
ｓｗｅｌｌ迁移实验结果显示，与对照组细胞比较，损伤组
细胞的平均荧光强度显著下降（Ｐ＜００５）；抗损伤组
细胞的平均荧光强度无显著变化；损伤组细胞的平

均荧光强度较抗损伤组细胞的平均荧光强度显著降

低（Ｐ＜００５），见图３Ｂ。
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Ｆｉｇｕｒｅ３．Ｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎｔｈｅｎｕｃｌｅａｒｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｎｇｅ（Ａ）ａｎｄｔｈｅｍｉｇｒａｔｉｏｎａｂｉｌｉｔｙ（Ｂ）ｏｆＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓｉｎ
ｄｕｃｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ（ＤＡＰＩｓｔａｉｎｉｎｇ，ｓｃａｌｅｂａｒ＝１００μｍ）．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜００５ｖｓｄａｍａｇｅｇｒｏｕｐ．

图３　丹参多酚酸盐诱导过氧化氢对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞核形态和迁移的影响

５　丹参多酚酸盐对过氧化氢损伤的 ＥＡ．ｈｙ９２６细
胞线粒体膜跨电位的影响

　　流式细胞术检测结果示，与对照组比较，过氧化
氢损伤组细胞的平均荧光强度显著升高（Ｐ＜００１），

表明过氧化氢可导致线粒体膜电位下降；与损伤组

比较，丹参多酚酸盐抗损伤组细胞的平均荧光强度

显著下降（Ｐ＜０．０１），见图４。

Ｆｉｇｕｒｅ４．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎｔｈｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌｍｅｍｂｒａｎｅｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３． Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌ
ｇｒｏｕｐ．

图４　丹参多酚酸盐对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞线粒体跨膜电位水平的影响

６　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞
内ＲＯＳ水平的影响
　　流式细胞术检测结果示，与对照组比较，过氧化
氢损伤组细胞的平均荧光强度显著升高（Ｐ＜００１），

表明过氧化氢可诱导胞内 ＲＯＳ升高；与过氧化氢损
伤组比较，丹参多酚酸盐抗损伤组细胞的平均荧光

强度显著下降（Ｐ＜００１）；表明丹参多酚酸盐减少过
氧化氢诱导胞内ＲＯＳ的生成，见图５。
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Ｆｉｇｕｒｅ５．ＥｆｆｅｃｔｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎＲＯＳｆｏｒｍａｔｉｏｎｉｎｄｕｃｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ．Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３．Ｐ＜０．０１ｖｓｃｏｎｔｒｏｌｇｒｏｕｐ．
图５　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导的ＥＡ．ｈｙ９２６细胞生成ＲＯＳ的影响

７　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞
ＮＯ和ＶＥＧＦ分泌水平的影响
　　与对照组比较，过氧化氢损伤组细胞的 ＮＯ和
ＶＥＧＦ分泌水平显著降低（Ｐ＜００１）；与过氧化氢损
伤组比较，丹参多酚酸盐抗损伤组细胞的 ＮＯ和
ＶＥＧＦ分泌水平显著升高（Ｐ＜００５），见表１。

表１　丹参多酚酸盐对过氧化氢诱导的 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞培养
上清中ＮＯ和ＶＥＧＦ相对含量的影响

Ｔａｂｌｅ１．ＴｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｓａｌｖｉａｎｏｌａｔｅｏｎｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｓｏｆＮＯａｎｄ
ＶＥＧＦｉｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｉｎｄｕｃｅｄＥＡ．ｈｙ９２６ｃｅｌｌｓ
（Ｍｅａｎ±ＳＤ．ｎ＝３）

　Ｇｒｏｕｐ ＮＯ（μｍｏｌ／Ｌ） ＶＥＧＦ（ｎｇ／Ｌ）
Ｃｏｎｔｒｏｌ ９８．４２±６．４７ ８８２．７７±６６．８３

Ｄａｍａｇｅ ４７．０２±８．４２ ３４２．１４±８２．８２
Ａｎｔｉｄａｍａｇｅ ７２．１２±１１．０６ ６５０．４８±４６．０２

　Ｐ＜０．０５，Ｐ＜０．０１ｖｓｄａｍａｇｅｇｒｏｕｐ．

８　丹参多酚酸盐对 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞 Ｂｃｌ２、Ｂａｘ、
ｃａｓｐａｓｅ３、ＮＦκＢ和ｐ５３蛋白表达量的影响
　　Ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ实验结果显示，与对照组相比，过氧
化氢损伤组的 ｃｌｅａｖｅｄｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３比值显著
增大（Ｐ＜００１），ＮＦκＢ和 ｐ５３蛋白表达水平显著
升高（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显著减小（Ｐ＜
００１）；与过氧化氢损伤组比较，抗损伤组的 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３／ｃａｓｐａｓｅ３比值显著减小，ＮＦκＢ和 ｐ５３蛋
白表达水平显著下降（Ｐ＜００５），Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值显
著增大（Ｐ＜００５），见图６。

讨　　论

　　血管内皮系统是心血管系统的重要部分，参与
各组织器官营养物质供应与废物清理。在一定程度

上，内皮细胞损伤与功能失常可导致各种各样的疾

病。内皮细胞氧化应激可见于多种疾病的病理生理

过程，主要表现为组织体液循环障碍等，其本质是细

胞内ＲＯＳ异常升高［５］导致线粒体跨膜电位下降，影

响细胞的代谢和生理功能，并最终引起内皮细胞功

能失调或丧失，激活凋亡信号通路，导致细胞损伤和

凋亡［６７］。本研究结果显示，丹参多酚酸盐具有对抗

过氧化氢诱导内皮细胞 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞氧化应激损
伤的作用，可显著改善 Ｈ２Ｏ２损伤的内皮细胞活力，
改善细胞迁移能力，显著增加细胞 ＶＥＧＦ［８１０］和 ＮＯ
水平，显著减少细胞凋亡。

　　该结果与已报道的其相关药理作用具有一致
性，如丹参多酚酸盐体内外应用方面显示可对抗高

糖［１１］、辐射、高血压、心肌梗死、动脉粥样硬化、缺血

再灌注和高同型半胱氨酸［１２］等引起的氧化应激反

应；此外，丹参多酚酸盐通过抑制氧化应激相关途径

降低培养的乳鼠心肌细胞凋亡［４，１３１４］。本研究结果

表明，丹参多酚酸盐可显著降低 ＲＯＳ水平、稳定
Ｈ２Ｏ２诱导的线粒体膜电位水平，抑制氧化应激相关
途径，如显著降低 ＮＦκＢ、ｐ５３、Ｂａｘ和 ｃｌｅａｖｅｄ
ｃａｓｐａｓｅ３蛋白水平，显著升高 Ｂｃｌ２蛋白水平，该部
分结果与已报道的Ｈ２Ｏ２导致的氧化应激信号途径

·０７８·
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图６　不同浓度的丹参多酚酸盐对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞相关蛋白表达的影响

具有相关性和一致性，如在过氧化氢诱导的人皮肤

成纤维细胞氧化应激发生中ＮＦκＢ被激活并表达增
加，同时激活经典的 ｐ５３的表达［６］，抑制细胞增殖，

促进细胞凋亡［１５１８］。由于ｂｃｌ２和ｂａｘ是ｐ５３的下游
靶基因，进而导致 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比率下降，导致线粒体
跨膜电位下降，激活ｃａｓｐａｓｅ家族，诱导细胞凋亡［７］。

这说明丹参多酚酸盐对抗 Ｈ２Ｏ２诱导的内皮细胞损
伤与其抑制氧化应激相关途径有关。

　　丹参多酚酸盐具有中医学方面的活血、化瘀和
通脉等多种作用。这些反映了丹参多酚酸盐药理作

用的多样性与复杂性，其关于内皮功能方面的作用

是本实验研究的观察点，即丹参多酚酸盐对内皮细

胞氧化应激损伤的抑制作用。本研究通过体外细胞

培养实验观察到的作用只是丹参多酚酸盐对过氧化

氢诱导的内皮细胞氧化应激损伤具有抑制作用，因

素相对单一。而丹参多酚酸盐在体内效应则极其复

杂，还有待进一步探究。

　　总之，本研究证实，丹参多酚酸盐对过氧化氢诱
导的内皮细胞氧化应激损伤具有保护作用，其机制

是通过降低ＲＯＳ水平，抑制 ＮＦκＢ和 ｐ５３蛋白表达
水平，提高 Ｂｃｌ２／Ｂａｘ比值和稳定细胞线粒体膜电
位，改善与恢复细胞功能活性。本研究可为临床上

心脑血管疾病抗氧化损伤的治疗提供一定的参考

资料。
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