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二苯乙烯苷抑制过氧化氢诱导的人脐静脉内皮细胞凋亡 *
佟 丽 张彩平 龙石银 乔新惠 黄良珠 高细强 田 英△

（南华大学生化与分子生物学教研室 湖南 衡阳 421001）

摘要 目的：研究二苯乙烯苷（TSG）对过氧化氢（H2O2）诱导人脐静脉内皮细胞（HUVECs）凋亡的保护作用。方法：运用四甲基偶氮

唑盐还原法（MTT 法）和流式细胞术筛选建立细胞凋亡模型的 H2O2 合适浓度以及检测不同浓度 TSG 对 H2O2 诱导 HUVECs 的增

殖率和凋亡率；Hoechst33258 染色观察细胞凋亡形态。结果：MTT 及流式法筛选 300μmol/L 为 H2O2 作用于细胞的最适凋亡浓

度。MTT 和流式结果显示，与 H2O2（300μmol/L）损伤组比较，10μmol/L 与 100μmol/L TSG 预处理组细胞的增殖率增加（P＜
0.05），凋亡率显著降低（P＜0.01）；Hoechst33258 染色观察 TSG 能降低 H2O2 诱导的细胞凋亡，使细胞凋亡数减少。结论：TSG 能

抑制 H2O2 诱导的 HUVECs 凋亡，从而起到保护血管内皮细胞的作用。
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ABSTRACT Objective: To investigate the protective effect of 2,3,5,4'-tetrahydroxystilbene-2- O-β -D-glucoside（TSG on human

umbilical vein endothelial cells (HUVECs) apoptosis induced by H2O2. Methods: HUVECs were treated with H2O2

(100,200,300,400,500μmol/L) for 24 hours, the optimal concentration of H2O2 was selected by MTT and Flow Cytometry. HUVECs
were treatedwithTSG (0. 1, 1, 10, 100μmol/L) for 24 hours then exposed toH2O2 ( 100,200,300,400,500μmol/L) for 24 hours, cell viability
rates and apoptosis rates of different concentration of TSG pretreatment group were detected by MTT and Flow Cytometry. Mophology
of apoptosis and the protective effect of TSG on HUVECs induced by H2O2 were detected by Hoechst33258 staining. Results: The opti-
mal concentration for H2O2 to establish apoptosis model were 300μmol/L. Cell viability rate of TSG pretreatment group (10μmol/L and
100μmol/L) increased (P＜0.05) while the apoptosis rate de- creased obviously (P＜0.01) compared with H2O2 group(300μmol/L).
TSG reduced the number of HUVECs apoptosis. Conclusions:TSG may have a protective effect on HUVECs apoptosis induced by H2O2.
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前言

动脉粥样硬化(atherosclerosis, As) 是一种慢性血管炎性病

变。血管内皮细胞凋亡在动脉粥样硬化形成过程中起重要作用[1]。
体外氧化应激致内皮细胞凋亡，导致内皮完整性的破坏进而损

伤血管和促进动脉粥样斑块形成[2-3]。因此保护血管内皮药物的

研发对于防治 As 具有重要意义。二苯乙烯苷(2,3,5,4'-tetra hy-
droxystilbene-2-O-β-D-glucoside, TSG)是中药何首乌中提取的

具有多酚结构的水溶性活性成分，具有抗氧化、抗炎、降脂、抑
制动脉粥样硬化等多种作用[4-7]。目前对 TSG 保护血管内皮细

胞功能抗 As 药理作用机制仍在研究中。

1 材料与方法

1.1 主要材料与试剂

人脐静脉内皮细胞株 HUVECs（编号：C-003-5C）购自中国

科学院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：110844-200908）。RPMI-1640 培养基购自

美国 GBICO 公司，胎牛血清购自杭州四季青公司，胰蛋白酶、
MTT、DMSO 均购自 Amresco 公司，Hoechst33258 荧光染色液

购自碧云天生物技术研究所。
1.2 细胞培养及分组

人脐静脉内皮细胞株 HUVECs 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。显微镜下观察细胞呈单层鹅卵石样排列。
待细胞融合度达到 80%左右时，用 0.25%胰蛋白酶消化并传

代。每次实验分组前，需用无血清 RPMI-1640 培养基同步化细

胞 12h。筛选建立细胞凋亡模型的 H2O2 合适浓度实验分组为空

白对照组、不同浓度 H2O2 (100、200、300、400 及 500μmol/L)
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组；TSG 保护浓度的实验分组为空白对照组、不同浓度 TSG
(0.1、1、10、100μmol/L)组、选定浓度 H2O2 组( 300μmol/L)。
1.3 MTT 检测细胞增殖活力

取对数生长期的细胞接种在 96 孔板中，待细胞生长至融

合度 80%，倾去培养基，PBS 清洗 2 遍，用无血清培养基同步

12h，再换新鲜培养基，按分组要求给予不同的处理因素。培养

箱中培养细胞 24 小时后，每孔加 MTT 20μL(5mg/mL)，培养

4h 后弃上清，加 DMSO150μL/ 孔，待紫色结晶完全溶解后，用

酶联免疫仪在波长 490nm 处测定吸光度值。通过 OD 值计算

细胞增殖率。细胞增殖率 （%）= 试验组 OD/ 对照组 OD×
100%。
1.4 流式细胞仪检测细胞凋亡

取对数生长期细胞接种于培养瓶内，每瓶 5ml。待细胞生

长至融合度 80%，倾去培养基，PBS 清洗 2 遍，无血清培养基同

步 12h，换新鲜培养基，按分组要求给予不同的处理因素处理

HUVECs24 小时后，用 0.25%的 胰 蛋 白 酶 消 化 贴 壁 细 胞 ，

800r/min 离心 5min，去上清，PBS 漂洗 2 遍，离心去 PBS，加入

冰预冷的 75%的乙醇固定，4℃，过夜，PI 单染检测细胞凋亡。
1.5 Hoechst33258 染色观察细胞凋亡形态

取对数生长期细胞接种于 24 孔板内，500μL/ 孔。在

37℃、5% CO2 条件下生长至 80%满，倾去培养基，PBS 清洗 2
遍，无血清培养基同步 12h，换新鲜培养基，按分组要求给予不

同的处理因素处理 HUVECs24 小时，每孔用 500μL 4%多聚

甲醛 4℃冰箱固定 6h，倒出固定液后，PBS 清洗 1 遍，每孔加入

Hoechst33258（10μg/ml）500μL，37℃避光摇床上振荡 30 分

钟，显微镜观察、摄片。
1.6 统计学分析

采用 SPSS13.0 统计软件进行分析，数据以 x±s 表示，统

计方法采用单因素方差分析(one way ANOVA)及 t 检验。

2 结果

2.1 体外诱导 HUVECs 凋亡H2O2 浓度的筛选

2.1.1 显微镜观察不同浓度的H2O2 诱导 HUVECs 形态变化及

MTT 测定H2O2 对 HUVECs 增殖的影响

显微镜下观察，随着 H2O2 浓度的增大，细胞开始皱缩变圆

裂解，细胞数逐渐减少。MTT 结果显示，随 H2O2 处理浓度增

加，其增殖抑制作用更加明显，并呈明显的量效关系；不同浓度

H2O2 处理组与空白对照组比较，差异均有显著性（P＜0.01）（图

1，表 1）。

图 1 不同浓度 H2O2 对 HUVECs 增殖的比较（×100）
A：空白对照组；B：100μmol/L H2O2 组；C：200μmol/L H2O2 组；

D：300μmol/L H2O2 组；E：400μmol/L H2O2 组；F：500μmol/L H2O2 组

Fig. 1 Effects of H2O2 on HUVECs proliferation（×100）
A：control；B：100μmol/L H2O2；C：200μmol/L H2O2；

D：300μmol/L H2O2；E：400μmol/L H2O2；F：500μmol/L H2O2

表 1 H2O2 对 HUVECs 增殖的影响（x±s，n=6）
Table 1 Effects of H2O2 on HUVECs proliferation

Group Absorbance values Viability rates（%）

Control 1.666±0.131 100

H2O2 100μmol/L 1.513±0.157** 89.2

H2O2 200μmol/L 1.349±0.144** 77.6

H2O2 300μmol/L 1.158±0.105** 64.1

H2O2 400μmol/L 0.857±0.060** 42.9

H2O2 500μmol/L 0.683±0.071** 30.6
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图 3 TSG 对H2O2 损伤的 HUVECs 的保护作用（x±s，n=6）
Fig.3 Protective effects of TSG on HUVECs induced by H2O2

**P＜0.01 vs control group; #P＜0.05 vs H2O2 group.

2.1.2 流式检测不同浓度的H2O2 诱导 HUVECs 凋亡率

各 损 伤 组 的 凋 亡 率 随 着 H2O2 浓 度（100、200、300、400、
500μmol/L）的升高而增加，细胞凋亡率分别为 6.3%、14.9%、
25.3%、28.8%、33.0%。300μmol/L、400μmol/L H2O2 组损伤细

胞明显，且 300μmol/L H2O2 组 G2/M 期阻滞明显高于对照组

和其他各组，500μmol/L H2O2 组凋亡率为 33%，但 G2/M 期值

低于正常值。结合 MTT 实验结果，选择 300μmol/L H2O2 浓度

为建立细胞凋亡的最适浓度（图 2）。

图 2 不同浓度H2O2 诱导 HUVECs 的凋亡率

A：空白对照组；B：100μmol/L H2O2 组；C：200μmol/L H2O2 组；

D：300μmol/L H2O2 组；E：400μmol/L H2O2 组；F: 500μmol/L H2O2 组；

Fig.2 Apoptosis rates of HUVECs induced by different concentration of H2O2 group

A：control；B：100μmol/L H2O2；C：200μmol/L H2O2；

D：300μmol/L H2O2； E：400μmol/L H2O2； F：500μmol/L H2O2

2.2 二苯乙烯苷对H2O2 诱导 HUVECs 凋亡的保护作用

2.2.1 MTT 检测不同浓度 TSG 单独作用细胞 24h 后的增殖率

选择不同浓度 TSG 单独对细胞作用结果显示，不同浓度

的 TSG（0.1、1、10、100μmol/L）处理细胞 24h 后，各组增殖率

与空白对照组比，差异无统计学意义（P＞0.05）（表 2）。

表 2 TSG 对 HUVECs 增殖的影响（x±s, n=6）
Table 2 Effects of TSG on HUVECs proliferation

Group Absorbance values Viability rates（%）

Control 0.933±0.059 100

TSG 0.1μmol/L 0.941±0.082 101.0

TSG 1μmol/L 0.951±0.056 102.3

TSG 10μmol/L 0.939±0.071 100.8

TSG 100μmol/L 0.921±0.071 98.6

2.2.2 MTT 检测不同浓度 TSG 对H2O2 诱导 HUVECs 凋亡后

增殖的影响

MTT 结果显示，与空白组比较，各组细胞增殖率均明显下

降，差异有显著性（P <0.01）；与 H2O2 组比，10μmol/L TSG 组

与 100μmol/L TSG 组促增殖作用明显，差异具有统计学意义

（P <0.05）（图 3）。
2.2.2 流式检测不同浓度 TSG 预处理后H2O2 诱导 HUVECs 的

凋亡率

与 H2O2 组比较，不同浓度的 TSG 预处理组均降低 H2O2

诱导的细胞凋亡率，除 0.1μmol/LTSG 与 300μmol/L H2O2 无

统计学意义外（P＞0.05），其它三种浓度的 TSG 与 H2O2 都具有

显著性差异（P＜0.01）（表 3）。
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##P＜0.01vs H2O2 group.

2.3 Hoechst33258 染色观察细胞凋亡形态

荧光显微镜下可见，正常细胞核出现弥漫均匀的低强度荧

光；凋亡细胞的细胞核呈浓染致密的固缩形态及颗粒状荧光，

随 TSG 预处理组浓度的增加，经 300μmol/L H2O2 诱导 HU-
VECs 凋亡细胞明显减少（图 4）。

Group Apoptosis rates（%）

control 2.51±0.15

TSG 0.1μmol/L+ H2O2 300μmol/L 18.33±2.60

TSG 1μmol/L+ H2O2 300μmol/L 16.16±1.96##

TSG 10μmol/L+ H2O2 300μmol/L 15.00±2.35 ##

TSG 100μmol/L+ H2O2 300μmol/L 12.43±1.37##

H2O2 300μmol/L 22.76±4.76

表 3 不同浓度 TSG 预处理后H2O2 诱导 HUVECs 的凋亡率（x±s，n=3）
Table 3 Apoptosis rates of HUVECs induced by H2O2 under different concentration of TSG pretreatment group

图 4 不同浓度 TSG 对H2O2 诱导 HUVECs 形态的影响

A：空白对照组；B：0.1μmol/LTSG+ H2O2 组；C：1μmol/LTSG+ H2O2 组；

D：10μmol/LTSG+ H2O2 组；E：100μmol/LTSG+ H2O2 组；F：300μmol/L H2O2 组

Fig.4 Morphology of HUVECs apoptosis induced by H2O2 under different concentration of TSG pretreatment group

A：control; B：0.1μmol/LTSG + H2O2; C：1μmol/LTSG + H2O2;

D：10μmol/LTSG + H2O2; E：100μmol/LTSG + H2O2; F：300μmol/L H2O2

3 讨论

生理状态下，血管内皮细胞保持正常的增殖和凋亡动态平

衡对于维持内皮细胞数量的稳定和血管功能的正常至关重要。
但在氧化应激等条件下，内皮细胞功能紊乱导致细胞过度凋亡

则会促进动脉粥样硬化斑块的糜烂，继发血栓的形成[8-10]。
从 H2O2 介导内皮细胞凋亡的机制来看，H2O2 主要损伤细

胞的膜性结构，暴露出来的膜结构成份磷脂酰丝氨酸(PS)[2]不
仅是吞噬细胞识别和吞噬凋亡细胞的靶点，同时还引发一系列

促进动脉粥样硬化事件。因此 H2O2 作为 ROS 族被认为是诱导

细胞凋亡的重要因素，可作为细胞内信号转导分子参与细胞凋

亡的发生[11-12]。从体外氧化应激致内皮细胞凋亡的形式发现，高

浓度 H2O2 可引起细胞坏死，低浓度 H2O2 则引起内皮细胞凋

亡。因此，选择合适的 H2O2 浓度诱导细胞凋亡，成功建立内皮
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细胞凋亡模型对于体外模拟动脉粥样硬化发病起因尤为重要。
本研究结果发现，随着 H2O2 浓度的增大 HUVECs 开始皱缩变

圆裂解，细胞数逐渐减少；其中 300μmol/L 的 H2O2 作用 HU-
VECs 24h 能显著抑制内皮细胞增殖，促进细胞凋亡，因此可选

择此浓度作为 H2O2 诱导内皮细胞凋亡的最适浓度。
研究报道，TSG 改善血管内皮功能，抑制血栓形成，稳定动

脉粥样硬化斑块等非调脂作用可能在动脉粥样硬化的防治中

占有更重要的地位[13-15]。本实验 MTT 结果显示：不同浓度 TSG
（0.1、1、10、100μmol/L） 单独作用细胞 24h 后对细胞均无细胞

毒性作用。与 H2O2 模型组相比，10μmol/L 和 100μmol/L TSG
预处理组促增殖作用明显；流式和 Hoechst 染色结果显示，随

着 TSG 浓度的增大，凋亡的内皮细胞数目逐渐减少，凋亡率降

低。以上结果表明 TSG 能通过抑制 H2O2 诱导 HUVECs 凋亡而

发挥对血管内皮细胞的保护作用。但 TSG 对于内皮细胞的保

护作用机制尚待进一步探讨。
由上可知，TSG 可通过抑制 H2O2 诱导 HUVECs 凋亡而保

护血管内皮细胞功能，具有防止 As 的作用。
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