
二苯乙烯苷对氧化诱导内皮细胞凋亡及
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摘要 为研究二苯乙烯苷对过氧化氢(H2O2)诱导人脐静脉内皮细胞凋亡的影响并初步探讨二苯乙烯苷抗凋亡的可能机制，采
用不同浓度 H2O2和二苯乙烯苷处理内皮细胞 24 h，以MTT法检测细胞生长活力、Hoechst33258染色观察细胞形态、流式细
胞仪检测凋亡率等方法筛选造模内皮细胞凋亡的 H2O2浓度和二苯乙烯苷最佳的抗内皮细胞凋亡作用浓度．RT-PCR、
Western-blot分别检测 Caspase-3、PARP mRNA及蛋白质的表达．结果发现，与空白对照组相比，300 滋mol/L H2O2作用后，

内皮细胞增殖明显受到抑制，Hoechst33258染色可见大量凋亡细胞，细胞凋亡率显著增加，流式细胞仪检测出明显的凋亡
峰， Caspase-3和多聚腺苷酸二磷酸核糖基聚合酶(PARP)的表达量显著增加．经二苯乙烯苷处理后，随着二苯乙烯苷浓度增
加，细胞的增殖率随之增加，凋亡细胞数减少，凋亡率逐渐降低，与 H2O2组比较，10 滋mol/L的二苯乙烯苷能够显著提高细
胞增殖率，降低细胞凋亡率，并显著减少 Caspase-3和 PARP表达．以上结果表明，二苯乙烯苷能够抑制由 H2O2诱导的人脐

静脉内皮细胞凋亡，增加细胞生长活性，降低细胞凋亡率，其作用机制可能与下调 Caspase-3和多聚腺苷酸二磷酸核糖基聚
合酶(PARP)的表达有关．
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动脉粥样硬化(atherosclerosis, As)发病机制复
杂，目前较多学者认为是一种慢性血管炎性病

变，其中血管内皮细胞损伤和凋亡是 As发生的始
动因素．因此，保护内皮细胞功能、抑制内皮细胞

凋亡是药物防治心血管疾病研究热点之一．研究表

明，中药何首乌的水溶性活性成分二苯乙烯苷

(2, 3, 5, 4忆 -tetrahydroxystilbene-2-O-茁-D-glucoside,
TSG)具有抗炎、抗氧化、抗 As作用[1-3]，TSG还能
减少缺血、缺氧损伤等诱导的神经元细胞凋亡[4-6]

等作用，但机制尚未完全明确；课题组前期研究表

明 TSG对过氧化氢(H2O2)诱导损伤的内皮细胞具有
保护作用，但 TSG是否通过调节凋亡相关基因的
表达来抑制细胞凋亡尚未见文献报道．因此，本实

验采用 H2O2诱导人脐静脉内皮细胞(human umbilical
vein endothelial cells, HUVECs)凋亡，观察 TSG 对
H2O2诱导内皮细胞凋亡的影响，并检测与凋亡相

关的 Caspase-3及多聚腺苷酸二磷酸核糖基聚合酶

(peroxynitrite-poly (ADP-ribose) polymerase，PARP)
的表达．初步探讨其可能的分子机制，为明确

TSG的作用提供实验依据．

1 材料与方法

1援1 主要材料与试剂

人脐静脉内皮细胞购自中国科学院上海生物

化学与细胞生物学研究所上海细胞库；TSG 为
中国药品生物制品检定所产品(编号：110844)；
RPMI-1640培养基购自美国 Gibco公司；胎牛血清
购自杭州四季青公司；胰蛋白酶、MTT、DMSO
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购自 Amresco 公司；Hoechst33258 购自碧云天公
司；逆转录试剂盒购自 MBI 公司；兔抗人
Caspase-3单克隆抗体、兔抗人 PARP多克隆抗体、
茁-actin单克隆抗体购自 CST公司；其余均为国产
试剂(分析纯级)．
1援2 人脐静脉内皮细胞培养及实验分组

人脐静脉内皮细胞接种于无菌培养瓶中，用含

10%胎牛血清的 RPMI-1640 培养基在 37℃、5%
CO2、95%饱和湿度条件下培养．取对数生长期的
内皮细胞，分别采用倒置显微镜观察、MTT法、
Hoechst33258染色法和流式细胞仪等筛选不同浓度
H2O2(100、200、300、400、500 滋mol/L)和不同浓
度 TSG(0.1、1、10、100 滋mol/L)对内皮细胞形态、
生长活性及凋亡率的影响，确定 H2O2造模内皮细

胞凋亡的浓度和 TSG最佳的作用浓度．研究基因
表达的实验分组为：(1)空白对照组：只加培养液
和细胞; (2)H2O2组：加 300 滋mol/L H2O2处理 24 h;
(3) TSG + H2O2 组：以 10 滋mol/L 的 TSG 预处理
24 h，加 300 滋mol/L H2O2孵育 24 h．
1援3 MTT法检测细胞生长活力
取对数生长期的细胞，以 5伊104个 /ml密度接

种在 96孔板中，按分组要求给予不同的因素处理，
每组设 6个平行复孔．培养 24 h后，每孔加 MTT
20 滋l (5 g/L)，培养 4 h后弃上清，每孔加 DMSO
150 滋l，待紫色结晶完全溶解后，用酶标仪在波长
490 nm处测定吸光度值．细胞增殖率(%)= 试验组
吸光度值 /对照组吸光度值伊100%．
1援4 Hoechst33258染色观察内皮细胞核形态变化
取对数生长期细胞，按细胞密度 5伊104个 /ml，

500 滋l/ 孔接种于 24孔板．分组给予不同因素处
理，每组设 3 个平行孔，处理 24 h 后，每孔加
0.5 ml 4%多聚甲醛后置于 4℃冰箱固定 6 h，倒出
固定液后，PBS清洗 3遍，加入终浓度为 10 mg/L
的 Hoechst33258染液，37℃避光染色 30 min，荧
光显微镜下观察拍照．

1援5 流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期细胞，按 5伊104个 /ml的细胞接
种密度，接种到培养瓶中，每瓶 5 ml．待细胞生长
至 80%融合状态，分组给予不同因素处理细胞，
每组设 3 个平行瓶，收集细胞，离心，用 4℃的
PBS洗 1 遍再离心，加入 1 ml预冷的 75%乙醇，
4℃冰箱固定过夜，流式细胞仪检测．

1援6 RT鄄PCR检测 Caspase鄄3 和 PARP mRNA 的
表达

收集各组细胞，提取细胞总 RNA；按照 MBI
公司逆转录试剂盒合成 cDNA第一链，PCR扩增
各基因．Caspase-3上游引物为 5忆 atggaagcgaatcaat-
ggac 3忆，下游引物为 5忆 tggctcagaagcacacaaac 3忆，扩
增片段为 298 bp；PARP上游引物为 5忆 atgaagtgaa-
ggccatgattg 3忆,下游引物为 5忆 tcctttaacgatgtccaccag 3忆,
扩增片段 479 bp；GAPDH 上游引物为 5忆 tgtcgct-
gttgaagtcagag 3忆，下游引物为 5忆 tcaccatcttccagga-
gcgag 3忆，扩增片段为 648 bp．反应参数为：95℃
预变性 4 min，95℃变性 30 s，Caspase-3 61℃退火
30 s，GAPDH和 PARP 58℃退火 30 s，72℃延伸
1 min，30个循环后 72℃延伸 10 min，4℃保存．
1.5%琼脂糖凝胶电泳，凝胶成像系统拍照，并对
各目的 DNA 条带进行扫描，以 GAPDH 为内参，
分析各基因mRNA的相对表达量．
1援7 Western blot检测 Caspase鄄3和 PARP蛋白的
表达

收集各组细胞，用细胞裂解液裂解细胞后提

取细胞总蛋白，BCA法测定蛋白质含量．每组取
60 滋g蛋白进行 SDS-PAGE分离，采用电转移将凝
胶上蛋白质转印至 PVDF膜上，用含 5%牛奶的封
闭液封闭 2 h，用 1∶1 000 稀释的 Caspase-3、
PARP、茁-actin一抗 4℃孵育过夜，再用辣根过氧
化物酶标记的二抗孵育后，DAB 显色，胶片显
影，扫描胶片后用凝胶图像分析各蛋白质条带的灰

度值．

1援8 统计学分析

采用 SPSS13.0 统计软件进行分析，数据以
(x 依 s)表示，统计方法采用单因素方差分析及 t检
验，以 P < 0.05为差异有统计学意义．

2 结 果

2援1 H2O2对内皮细胞增殖的影响

H2O2处理内皮细胞 24 h后，倒置显微镜下观
察发现，随着 H2O2浓度的增加，细胞逐渐变圆、

贴壁能力降低、细胞数及细胞密度均明显下降、细

胞间空隙增加，并且在 400 滋mol/L和 500 滋mol/L
H2O2组能观察到细胞碎片(图 1)．MTT结果显示，
随着 H2O2浓度增加，细胞增殖率逐渐降低，与空

白对照组相比，200～500 滋mol/L H2O2处理后的细

胞增殖率显著性降低(P < 0.01，表 1，图 2)．
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Fig. 3 The effect of H2O2 on HUVECs apoptosis
(a) Figure of apoptosis results. A : Control; B: 100 滋mol/L H2O2; C:

200滋mol/L H2O2; D: 300滋mol/L H2O2; E: 400滋mol/L H2O2; F: 500 滋mol/L

H2O2. (b) Apoptosis rate of HUVECs induced by H2O2. Compared with

control, **P < 0.01, n = 3.

Fig. 2 Effects of H2O2 on HUVECs忆 proliferation
Compared with control, **P < 0.01, n = 6.

Fig援 1 Morphological change of HUVECs treated with different concentration of H2O2 after 24 h (伊100)
(a) Control. (b)100 滋mol/L. (c) 200 滋mol/L. (d) 300 滋mol/L. (e) 400 滋mol/L. (f) 500 滋mol/L.

2援2 H2O2对内皮细胞凋亡率的影响

流式细胞仪检测结果显示，空白对照组凋亡率

为(1.9依0.01)%，经不同浓度 H2O2(100、200、300、
400、500 滋mol/L)作用于 HUVECs 24 h后，各组细
胞的凋亡率随着 H2O2浓度的升高而增加，凋亡率

分别为 (6.3依0.03)%、 (14.9依0.2)%、 (25.3依0.3)%、
(28.8依0.6)%和(33.0依1.1)% (图 3)．从细胞周期图分
析，300 滋mol/L H2O2组 G2/M期阻滞明显高于对
照组和其他浓度的 H2O2 组．结合形态学观察和

MTT法实验结果，选择 300 滋mol/L过氧化氢作为
造模内皮细胞凋亡的浓度．

(a) (b) (c)

(d) (e) (f)

Table 1 Effects of H2O2 on HUVECs proliferation
Group A Proliferation rate/%

Control 1.666 依 0.131 100.0 依 8.7

100 滋mol/L H2O2 1.513 依 0.157 89.2 依 9.6

200 滋mol/L H2O2 1.349 依 0.144** 77.6 依 7.1**

300 滋mol/L H2O2 1.158 依 0.105** 64.1 依 5.5**

400 滋mol/L H2O2 0.857 依 0.060** 42.9 依 5.6**

500 滋mol/L H2O2 0.683 依 0.071** 30.6 依 5.4**

Compared with control, **P < 0.01, n = 6.
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Fig. 5 Morphology of HUVECs treated with different concentration of TSG (伊200)
(a) Control. (b) 300 滋mol/L H2O2. (c), (d), (e), (f) Corresponding to the different concentration of TSG 0.1, 1, 10 and 100 plus 300 滋mol/L H2O2

respectively. All figures represent three independent experiments.

Fig. 4 The effect of TSG on HUVECs proliferation
Compared with control, **P < 0.01, compared with H2O2 group, #P <

0.05, n=6.

2援3 TSG预处理对 H2O2 诱导损伤 HUVECs增殖
的影响

经 TSG预处理 24 h后，加入 300 滋mol/L H2O2

作用 24 h，MTT 结果显示，随着 TSG 浓度的增

加，内皮细胞的增殖率逐渐增加，与 H2O2组相比，

10 滋mol/L及 100 滋mol/L TSG 组细胞增殖率明显
增加，其差异有显著性(P < 0.01)，表明 TSG具有
抗 H2O2氧化损伤作用(表 2，图 4)．

Table 2 The effect of TSG on HUVECs proliferation
Group A Proliferation rate/%

Control 1.437 依 0.095 100.0 依 9.5

300 滋mol/L H2O2 1.147 依 0.076** 77.5 依 8.8**

0.1 滋mol/L TSG + 300 滋mol/L H2O2 1.142 依 0.054** 75.9 依 8.7**

1 滋mol/L TSG + 300 滋mol/L H2O2 1.153 依 0.046** 77.0 依 8.5**

10 滋mol/L TSG + 300 滋mol/L H2O2 1.248 依 0.125**# 85.3 依 7.5**#

100 滋mol/L TSG + 300 滋mol/L H2O2 1.282 依 0.105**# 88.0 依 7.8**#

Compared with control, **P < 0.01, compared with H2O2 group, #P < 0.05. n = 6.

2援4 Hoechst33258染色结果
HUVECs经不同浓度 TSG预处理后，荧光显

微镜下观察发现，空白对照组细胞核呈正常的低密

度均匀的蓝染、细胞核膜完整、细胞数较多、分布

较均匀．H2O2组中细胞数较对照组减少，细胞出

现核固缩、呈致密浓染、发出高亮度荧光，随着

TSG浓度增加，细胞数逐渐增多，呈固缩状态的
细胞核数明显减少．在 10 滋mol/L TSG组中，大部
分细胞染色质呈均匀的低密度蓝光，提示 TSG能
够抑制 H2O2诱导的内皮细胞凋亡(图 5)．
2援5 TSG对H2O2诱导内皮细胞凋亡的影响

流式细胞仪检测结果显示，H2O2 组呈现明

显的凋亡峰，经 TSG 预处理 24 h 后，细胞凋亡
率随 TSG 浓度的增加而逐渐减少，其中 1、10、
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Fig. 7 The effects of TSG on Caspase鄄3 expression of HUVECs apoptosis induced by H2O2

(a) Caspase-3 mRNA expression was detected by RT-PCR. (b) Caspase-3 protein expression was detected by Western blot. All figures represent three

independent experiments. M: DNA marker, 1: Control; 2: H2O2 group; 3: TSG+H2O2 group.

Fig. 6 Effects of TSG on H2O2 induced apoptosis of HUVECs
(a) Figure of apoptosis results. A : Control. B: 300 滋mol/L H2O2. C, D, E, F: Corresponding to the different concentration of TSG 0.1, 1, 10 and 100 plus

300 滋mol/L H2O2 respectively. (b) Apoptosis rate of HUVECs. Compared with control, **P < 0.01; Compared with H2O2 group, ##P < 0.01. n = 3.

100 滋mol/L TSG组的凋亡率较 H2O2组差异有显著

性(P < 0.01)，表明 TSG可减少 H2O2诱导的内皮细

胞凋亡(图 6)．结合 MTT 和 Hoechst33258染色结
果，选择 10 滋mol/L TSG做下一步实验．

1 2 3 M(a) (b)

Caspase-3(37 ku)

茁-Actin(42 ku)

300 滋mol/L H2O2

10 滋mol/L TSG - - +
- + +

GAPDH(648 bp)

Caspase-3(298 bp)

700
500
300

bp

2援6 TSG对 H2O2 诱导凋亡的人脐静脉内皮细胞

Caspase鄄3表达的影响
RT-PCR和 Western-blot检测结果显示：H2O2

作用后，受试细胞 Caspase-3 mRNA表达增加，与
空白对照组相比，差异有统计学意义(P < 0.05)，

经 TSG 预处理后， Caspase-3 mRNA 的表达较
H2O2 组降低，P < 0.05；Caspase-3 蛋白表达与
mRNA表达趋势相一致，差异均有显著性．上述
结果表明，TSG能降低 H2O2诱导凋亡内皮细胞中

Caspase-3 mRNA及蛋白质的表达(图 7，表 3)．
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0

85
127
170
213
255

64 128 192 256

E

PMT4 lin

32
0

65
98

131
164
196

64 128 192 256

F

c(TSG)/(滋mol·L-1)
c(H2O2)/(滋mol·L-1)
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Compared with control, **P < 0.01; Compared with H2O2 group,
#P < 0.05, ##P < 0.01. n = 3.

3 讨 论

目前已形成几种学说来阐述 As发病机理，氧
化学说是其中之一，体内过多的氧自由基能损伤组

织细胞，内皮细胞作为血管的第一保护层，一旦内

皮细胞受到损伤，丧失保护血管的功能，单核细胞

侵入血管壁，分泌的炎性分子促进平滑肌细胞迁移

到内层大量增殖，与内皮细胞、单核细胞等形成动

脉粥样硬化斑块．因此，对血管内皮细胞的保护是

预防和治疗动脉粥样硬化的关键之一．

本实验用不同浓度的 H2O2处理 HUVECs，24 h
后发现，低浓度(100 滋mol/L)的 H2O2对内皮细胞形

态无明显影响，随着 H2O2浓度增加，细胞间间隙

增加、细胞皱缩变圆、贴壁能力降低、细胞增殖率

下降、凋亡细胞逐渐增多、凋亡率增加；用不同浓

度 TSG预处理细胞 24 h后，0.1和 1 滋mol/L TSG
组与 H2O2组的细胞形态及增殖率无显著差异，当

TSG浓度增加到 10～100 滋mol/L时，细胞增殖率
明显增加、细胞数量增加、凋亡率显著降低．表明

H2O2能诱导内皮细胞凋亡，TSG作用后能降低氧
化损伤内皮细胞的凋亡率，提示 TSG具有抗氧化
诱导的内皮细胞凋亡的作用．

H2O2是小分子活性氧，可直接穿过细胞膜进

入细胞核损伤 DNA[7]．PARP可作为细胞内有效监
测 DNA损伤的分子感受器，参与修复损伤或诱导
细胞凋亡，而且此作用与细胞受到损伤的程度有

关．当 DNA 受损时，为修复受损细胞的 DNA，
PAPR被激活，表达增多[8]，抑制 PARP的活性可
降低细胞凋亡[9-10]. 本研究发现，H2O2处理组 PARP
的 mRNA和蛋白质水平均增加，经 TSG预处理作
用后，PARP的 mRNA和蛋白质表达量降低．说
明内皮细胞在受到氧化刺激时损伤了细胞 DNA，
胞内 DNA的损伤激发应激蛋白 PARP的活性，使
其表达增加，当细胞损伤严重，PARP 无力修复
DNA损伤时，便通过凋亡清除损伤细胞．TSG预
处理后，发挥其抗氧化的保护作用，使 DNA损伤
程度降低，诱导细胞进入生长休止状态，修复损伤

Fig. 8 Effects of TSG on PARP expression of HUVECs apoptosis induced by H2O2

(a) PARP mRNA expression was detected by RT-PCR. (b) PARP protein expression was detected by Western blot. All figures represent three

independent experiments. M: DNA marker; 1: Control; 2: H2O2 group; 3: TSG+H2O2 group.

2援7 TSG对 H2O2 诱导凋亡的人脐静脉内皮细胞

PARP表达的影响
RT-PCR和Western-blot结果显示，H2O2作用

后，内皮细胞中 PARP mRNA 及蛋白质表达水平
均较空白对照组增加，差异有显著性(P < 0.01)，经
TSG 预处理后，PARP mRNA 及蛋白质表达均较
H2O2组降低，差异均有统计学意义(图 8，表 4)．

Table 3 The relative densities of Caspase鄄3
were analyzed by densitometric analysis

Group mRNA relative density ratio Protein relative density ratio
Control 0.426 依 0.007 0.895 依 0.062

H2O2 0.512 依 0.008* 1.264 依 0.131**

TSG + H2O2 0.430 依 0.050# 1.092 依 0.087##

Compared with control, *P < 0.05, **P < 0.01; Compared with H2O2

group, #P < 0.05, ##P < 0.01. n = 3.

Group mRNA relative density ratio Protein relative density ratio

Control 0.337 依 0.033 1.086 依 0.014

H2O2 0.439 依 0.014** 2.299 依 0.027**

TSG + H2O2 0.375 依 0.007# 1.843 依 0.030##

Table 4 The relative densities of PARP were
analyzed by densitometric analysis

1 2 3M
(a) (b)

PARP(116 ku)

茁-Actin(42 ku)

300 滋mol/L H2O2

10 滋mol/L TSG - - +
- + +

GAPDH(648 bp)
PARP(479 bp)

700

bp

600500400
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以利于细胞功能的恢复．

Caspase-3是凋亡级联信号通路中的效应分子，
是凋亡的执行蛋白, 研究发现, 凋亡信号, 如 TNF、
辐射、炎症、H2O2等，通过激活依赖 Caspase凋亡
途径导致细胞凋亡[11-13]，其特异性底物 PARP裂解
失活，引起细胞凋亡，抑制 Caspase的激活能抑制
细胞凋亡 [14-16]．本研究用 300 滋mol/L H2O2 处理

HUVEC 后，Caspase-3 mRNA 和蛋白质表达量均
增高，经 TSG预处理 24 h后，Caspase-3 mRNA和
蛋白质表达量均减少．提示 TSG抗凋亡机制可能
通过降低 Caspase-3表达，抑制启动细胞凋亡信号
传导系统，减少凋亡信号传递至细胞凋亡的执行者

Caspase-3，抑制激活的 Caspase-3对其特异性底物
进行裂解，最终减少细胞凋亡．

PARP在修复 DNA过程中，为防止能量的过
度消耗，同时会激活凋亡通路中的关键效应分子

Caspase-3，切割 PARP，抑制 PARP 对无用 DNA
的修复功能．而 Caspase-3作为凋亡级联信号通路
中的共同效应蛋白，在凋亡执行中起着关键性的作

用，Caspase-3激活后可作用于激活相应的凋亡底
物 PARP，使 DNA损伤聚 ADP核糖化早期爆发及
随后在凋亡执行阶段 PARP 的灭活 ． 提示
Caspase-3和 PARP在细胞应激及凋亡机制中作用
复杂，内皮细胞的凋亡是多通路相互联系的复杂调

控系统，TSG发挥抗氧化，抗内皮细胞凋亡的具
体分子机制及确切靶点还有待进一步研究．
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Effects of TSG on Apoptosis of HUVECs and The Expression
of Caspase鄄3 and PARP Induced by H2O2

*

LONG Shi-Yin**, ZHANG Cai-Ping**, QIAO Xin-Hui, HUANG Liang-Zhu,
TIAN Ying***, GAO Xi-Qiang, TONG Li

(Department of Biochemistry and Molecular Biology, University of South China, Hengyang 421001, China)

Abstract To explore the effects of tetrahydroxystilbene-2-O-茁-D-glucoside(TSG) on the apoptosis of HUVEC
cells and its mechanisms induced by H2O2. The models of apoptosis induced by H2O2 in HUVEC and the
concentrations of TSG on apoptosis model were established via MTT, Hoechst33258 staining, and Flow
Cytometry. The expression of Caspase-3 and PARP was detected by RT-PCR and Western blot. Compared with
control group, the viability of cells is decreased and the apoptosis ratios is increased with increased concentration
of H2O2(P < 0.01) respectively. And the group of 300 滋mol/L H2O2 inhibited the cell proliferation, increased the
number of apoptotic cells significantly. The viability of cells is increased and the apoptosis of HUVECs is
decreased after pretreated with different concentration of TSG. According to the MTT and Flow Cytometry, the
optimal concentration for H2O2 to establish apoptosis model and for TSG to protect HUVECs induced by H2O2

were 300 滋mol/L and 10 滋mol/L respectively. Compared with the control group, the group of 300 滋mol/L H2O2

inhibited the cell proliferation, increased the number of apoptotic cells and the expression of Caspase-3
significantly. Compared with H2O2 group, 10 滋mol/L of TSG improved the rate of cell proliferation, inhibited cell
apoptosis, and decreased the expressions of the Caspase-3 and PARP significantly (P < 0.01). These results
indicate that TSG can inhibit H2O2-induced apoptosis of human umbilical vein endothelial cells, and its mechanism
may relate to the down-regulation of Caspase-3 and PARP expression.
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