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芦丁通过激活 NRF2/HO-1通路抑制 Ang II诱导的
血管平滑肌细胞表型转化和炎症反应 *
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摘要 目的：探讨芦丁（Rutin）对血管紧张素 II（Angiotensin II，Ang II）诱导的小鼠主动脉血管平滑肌细胞表型转化和炎症反应的影

响及机制。方法：采用 Ang II处理小鼠主动脉平滑肌细胞构建表型转化和炎症反应模型。将对数生长期的小鼠主动脉血管平滑肌

细胞分为以下 4组：正常对照组（Control组），Rutin组（100 滋M），Ang II组（1 滋M），Rutin+ Ang II组（100 滋M，1 滋M）。采用细胞增
殖实验（Cell Counting Kit-8，CCK8）检测芦丁对小鼠主动脉平滑肌细胞活力的影响，采用蛋白免疫印迹实验检测 琢平滑肌肌动蛋
白（琢-Smooth muscle actin，琢-SMA）、平滑肌蛋白 22琢（Smooth muscle protein 22-alpha，SM22琢）、骨桥蛋白（Osteopontin，OPN）、基
质金属蛋白酶 2（Matrix metalloproteinase 2，MMP2）、基质金属蛋白酶 9（Matrix metalloproteinase 9，MMP9）、白细胞介素 6（Inter-

leukin 6，IL6）、肿瘤坏死因子 -琢（Tumor necrosis factor-alpha，TNF-琢）、核因子 E2相关因子 2（nuclear factor erythroid 2-related factor

2，Nrf2）、血红素氧合酶 -1（Heme oxygenase-1，HO-1）、核因子活化 B细胞 资轻链增强子（nuclear factor kappa-light-chain-enhancer
of activated B cells，NF-资B）的蛋白表达和磷酸化水平，采用双抗体一步夹心法酶联免疫吸附试验（Enzyme-linked immunosorbent
assay，ELISA）检测细胞上清中 TNF-琢和 IL6细胞因子水平，采用荧光显微镜和流式细胞术检测小鼠主动脉血管平滑肌细胞活性

氧水平。结果：与对照组相比，Ang II组收缩型标志物 琢-SMA和 SM22琢表达水平降低、合成型标志物 OPN表达水平升高，炎症相

关因子MMP2、MMP9、IL6和 TNF-琢表达水平升高，NRF2和 HO-1表达水平降低，NRF2及 NF-资B的磷酸化增加。此外，相较于
Ang II组，Rutin+ Ang II组收缩型标志物 琢-SMA和 SM22琢表达水平升高、合成型标志物 OPN表达水平降低，炎症相关因子

MMP2、MMP9、IL6和 TNF-琢表达水平降低，NRF2和 HO-1表达水平升高，NRF2及 NF-资B的磷酸化水平降低。结论：芦丁可以抑
制 Ang II诱导的小鼠主动脉血管平滑肌细胞表型转化和炎症反应，可能与其激活 NRF2/HO-1通路和抑制活性氧的产生有关。
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Rutin Inhibits Ang II-induced Vascular Smooth Muscle Cell Phenotypic
Switching and Inflammatory Response through Activating

NRF2/HO-1 Pathway*

To investigate the effects and mechanisms of rutin on angiotensin II (Ang II)-induced phenotype transition

and inflammatory response in mouse aortic vascular smooth muscle cells. Mouse aortic vascular smooth muscle cells in loga-

rithmic growth phase were divided into four groups: Control group (Control), Rutin group (100 滋M), Ang II group (1 滋M), and

Rutin+Ang II group (100 滋M, 1 滋M). Cell viability was assessed using the Cell Counting Kit-8 (CCK-8) assay to evaluate the effect of

rutin on mouse aortic vascular smooth muscle cell viability. Protein immunoblotting was performed to examine the expression and phos-

phorylation levels of 琢-smooth muscle actin (琢-SMA), Smooth muscle protein 22-alpha (SM22琢), Osteopontin (OPN), Matrix metallo-

proteinase 2 (MMP2), Matrix metalloproteinase 9 (MMP9), Interleukin 6 (IL6), Tumor necrosis factor-alpha (TNF-琢), Nuclear factor ery-
throid 2-related factor 2 (NRf2), Heme oxygenase-1 (HO-1), and Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-资B).
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) was used to measure the levels of TNF-琢 and IL6 in the cell supernatant. Fluorescence mi-

croscopy and flow cytometry were employed to detect the levels of reactive oxygen species (ROS) in mouse aortic vascular smooth mus-

cle cells. Compared to the control group, the Ang II group exhibited decreased expression levels of contractile markers 琢-SMA

and SM22琢, increased expression level of synthetic marker OPN, elevated expression levels of inflammatory factors MMP2, MMP9, IL6,
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and TNF-琢, decreased expression levels of NRf2 and HO-1, and increased phosphorylation levels of NRf2 and NF-资B. Additionally,
compared to the Ang II group, the Rutin+Ang II group showed increased expression levels of contractile markers 琢-SMA and SM22琢,
decreased expression level of synthetic marker OPN, reduced expression levels of inflammatory factors MMP2, MMP9, IL6, and TNF-琢,
increased expression levels of NRf2 and HO-1, and decreased phosphorylation levels of NRf2 and NF-资B. Rutin can inhibit

Ang II-induced phenotype transition and inflammatory response in mouse aortic vascular smooth muscle cells, possibly through activa-

tion of the NRF2/HO-1 pathway and inhibition of ROS production.

Rutin; Vascular Smooth Muscle Cells; Phenotypic Switching; Inflammatory Response; Oxidative Stress

前言

主动脉夹层是一种病死率高的大血管疾病，严重威胁人们

的生命[1]。越来越多的研究表明，主动脉夹层的发病机制与主动

脉平滑肌细胞的表型转化和炎症反应有关[2]。血管平滑肌细胞

是构成主动脉中膜的主要组成细胞，当其受到炎症因子、活性

氧等刺激时，从收缩型转化为合成型[3,4]。发生表型转化后，平滑

肌细胞的收缩能力减弱，但是分泌炎症因子的能力增强，这是

导致主动脉夹层的重要原因之一。

芦丁是一种天然黄酮类化合物，存在于多种植物中，如茶

叶和柑橘类水果等。芦丁具有多种药理学活性性，如抗氧化、抗

病毒、抗血小板凝聚和降血压等[5-7]。目前的研究表明芦丁对心

血管系统具有明显的保护作用，能够减少低密度脂蛋白胆固醇

的氧化，抑制动脉粥样硬化的发生和发展[8]。本研究旨在探究芦

丁对血管平滑肌细胞表型转化和炎症反应的影响，以深入了解

其在心血管疾病治疗中的潜在机制，进一步认识芦丁在心血管

疾病治疗中的潜在价值，为开发相关的药物和治疗策略提供科

学依据。

1 材料和方法

1.1 材料及试剂

小鼠主动脉平滑肌细胞 MOVAS购自 ATCC 细胞库；芦

丁（HY-N0148）购自 MedChemExpress（MCE）公司；DMEM 高

糖培养基、胎牛血清购自 Gibco 公司；Cell Counting Kit-8

（CCK-8）试剂盒购自上海碧云天生物科技有限公司；DMSO购

自北京索莱宝科技有限公司；琢-SMA（GB111364）、茁-actin
（GB15003）、GAPDH（GB15004）购自武汉赛维尔生物科技有限

公 司 ；MMP2 （AF1420）、MMP9 （AF5234）、p-NRF2 Ser40

(AF1609)、NF-资B (AF0246) 购自上海碧云天生物技术有限公

司；NRF2（#12721）、p-NF-资B Ser536（#3033）购自美国 CST 公

司；TNF-琢（WL01581）和 IL6（WL02841）购自沈阳万类生物科

技有限公司；OPN（22952-1-AP）购自武汉三鹰生物技术有限公

司；TNF-琢（LDQB-A-30508）和 IL6（LDQB-A-30181）ELISA 试

剂盒购自泉州乐达启博生物科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 细胞培养与传代 将 MOVAS细胞置于 37℃、5%CO2

培养箱中，使用含有 10%胎牛血清、1%双抗的高糖 DMEM培

养基进行培养，待细胞处于对数生长期时进行实验。细胞实验

分为 4组：正常对照组（Control）；Rutin组（Rutin，100 滋M）；

Ang II 处理组（Ang II，1 滋M）；Ang II+ Rutin 组（Ang II+Rutin，

100 滋M，1 滋M）。
1.2.2 CCK-8法筛选药物浓度 将MOVAS细胞以 1× 104个

/孔的密度接种于 96孔板，待细胞生长到 70-80%后用含 0.1%

胎牛血清培养基饥饿 24 h。吸去上清液后分别加入含有 0、20、

40、60、80、100、200 滋M芦丁和 1uM Ang II的完全培养基继续

培养，每组设 4个复孔，外周一圈孔内加入 PBS保持湿润。24 h

后再于每孔中加入 10 滋L的 CCK-8工作液，在培养箱中避光

孵育 4 h后用酶标仪测定 450 nm处各组细胞的吸光度值 A。

设定对照组细胞活力为 100%，各实验组的相对细胞活力为该

组 A值与对照组 A值的百分比。

1.2.3 Western blot检测 琢-SMA、OPN、MMP2、MMP9、NRF2 和

p-NF-资B等蛋白表达 将各组MOVAS细胞提取总蛋白，使

用 BCA试剂盒测定蛋白浓度。用上样缓冲液混合并加热，将处

理过的样品加载到 SDS-PAGE（聚丙烯酰胺凝胶电泳）凝胶中，

应用电场使蛋白质沿凝胶分离并转移到聚偏二氟乙烯（PVDF）

膜上。5%脱脂牛奶封闭 2 h，琢-SMA、OPN、MMP2、MMP9、IL6、

TNF-琢、NRF2、p-NRF2、HO-1、NF-资B 和 p-NF-资B 相应一抗孵
育过夜，二抗孵育 1h，ECL化学发光进行显影。使用 Image J软

件分析目标蛋白质条带的强度，定量分析蛋白质的表达水平。

1.2.4 ELISA 检测细胞上清中 TNF-琢 和 IL6 细胞因子水平

收集细胞上清，1000× g离心 20 min。往预先包被小鼠 TNF-琢
和 IL6捕获抗体的包被微孔中，依次加入标本、标准品、HRP标

记的检测抗体，温浴 60 min并彻底洗涤。用底物 TMB温浴

15 min显色，TMB在过氧化物酶的催化下转化为蓝色，并在酸

的作用下最终变为黄色。使用酶标仪在 450 nm波长下测定吸

光度 OD值，并计算 TNF-琢和 IL6细胞因子浓度。

1.2.5 荧光探针 DCFH-DA检测芦丁对MOVAS细胞活性氧的

影响 当 MOVAS细胞生长至 70%-80%的密度，按照分组对

细胞进行不同浓度药物处理 48 h。按照活性氧检测试剂盒说明

书对处理后的细胞用含有适当浓度 DCFH-DA的培养液孵育

30 min。孵育完成后用 PBS洗涤细胞两遍以去除未进入细胞的

DCFH-DA。使用荧光显微镜和流式细胞术检测细胞内 DCF荧

光强度来测定细胞内活性氧浓度。

1.3 统计学方法

使用 Graphpad prism 9软件进行数据分析。实验数据以平

均值± 标准差的形式呈现。每组实验进行了 3次独立重复。对

于多组间的数据比较，使用单因素方差分析。对于两组间的比

较，采用 t检验。P＜0.05为差异具有统计学意义。
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2 结果

2.1 不同浓度芦丁对MOVAS细胞活力的影响

为确定合适的芦丁治疗浓度，我们采用 CCK8实验测定芦

丁对MOVAS细胞活力的影响。如图 1所示，与对照组相比，

AngII处理的 MOVAS细胞活力显著降低，100 滋M芦丁可显
著提升 AngII处理的MOVAS细胞活力。因此，后续研究选取

100 滋M芦丁进行实验。
2.2 芦丁对表型转化标志物 琢-SMA、SM22琢和 OPN蛋白表达

的影响

为了解芦丁对 Ang II诱导 MOVAS细胞表型转化的影响

及其机制。我们通过 Western blot 实验检测了各组 琢-SMA、

SM22琢和 OPN的表达。结果显示，与对照组相比，Ang II组

MOVAS细胞收缩型标志物 琢-SMA和 SM22琢蛋白表达下降，
合成型标志物 OPN蛋白表达升高，差异均有统计学意义（P<0.
05，图 2）。与 Ang II组相比，Ang II+Rutin组的MOVAS细胞收

缩型标志物 琢-SMA和 SM22琢蛋白表达水平升高，合成型标志
物 OPN蛋白表达下降，差异均有统计学意义(P<0.05，图 2)。结

果表明 Ang II可诱导MOVAS细胞从收缩型转化为合成型，而

芦丁可抑制 Ang II 诱导的 MOVAS 细胞从收缩型转化为合

成型。

2.3 芦丁对炎症因子MMP2、MMP9、TNF-琢和 IL6的影响

由于芦丁具有抗炎作用，我们通过Western blot实验探究

了芦丁对 Ang II 诱导 MOVAS 细胞产生金属基质蛋白酶

MMP2、MMP9 的影响。结果显示，与对照组相比，Ang II组

MMP2、MMP9蛋白表达升高；与 Ang II组相比，Ang II+Rutin

组的 MMP2、MMP9 蛋白表达水平下降，差异有统计学意义

（P<0.05，图 3）。同时，与对照组相比，Ang II组 TNF-琢、IL6蛋白
表达升高；与 Ang II组相比，Ang II+Rutin组的 TNF-琢、IL6蛋
白表达水平下降差异有统计学意义（P<0.05，图 3）。此外，我们通

过 ELISA实验检测了不同组细胞上清中 TNF-琢和 IL6细胞因

子水平。结果显示，与对照组相比，Ang II 组细胞上清中

TNF-琢、IL6水平升高；与 Ang II组相比，Ang II+Rutin组细胞上

清中 TNF-琢、IL6水平下降，差异有统计学意义（P<0.05，图 3）。

图 1 不同浓度芦丁对 Ang II诱导的MOVAS细胞活力的影响

Fig.1 Effect of different concentrations of rutin on the viability of Ang

II-induced MOVAS cells

注：#与对照组比较，P<0.05; *与 Ang II组比较，P<0.05。
Note: #compared with the control group, P<0.05; * compared with the Ang

II group, P<0.05.

图 2芦丁对表型转化标志物 琢-SMA、SM22琢和 OPN蛋白表达的影响

Fig.2 Effect of rutin on the expression of phenotypic transformation markers 琢-SMA, SM22琢 and OPN protein

注：#与对照组比较，P<0.05; *与 Ang II组比较，P<0.05。
Note: #compared with the control group, P<0.05; * compared with the Ang II group, P<0.05.

2.4 芦丁对 Ang II诱导MOVAS细胞活性氧水平的影响

为了解芦丁对 Ang II诱导MOVAS细胞活性氧产生水平

的影响，我们采用荧光探针 DCFH-DA检测不同处理组之间活

性氧水平差异。结果显示：与对照组比较，Ang II组活性氧水平

明显升高，而与 Ang II组相比，Ang II+Rutin组的活性氧水平明

显降低，差异均有统计学意义（P<0.05，图 4）。这表明 Ang II处

理可以显著增加MOVAS细胞中活性氧水平，而芦丁可以降低

Ang II处理产生的活性氧水平。

2.5 芦丁对 NRF2/HO-1通路的影响

为进一步探究芦丁对血管平滑肌细胞的作用机制，我们通

过Western blot实验检测了 NRF2/HO-1通路中的关键蛋白表

达水平。与对照组比较，Ang II组 NRF2和 HO-1蛋白的表达

量、NRF2的磷酸化水平显著下降，而 NF-资B的磷酸化水平增
加，差异具有统计学意义（P<0.05，图 5）。与 Ang II组相比，Ang

II+Rutin组的 NF-资B的磷酸化水平下降，NRF2和 HO-1蛋白

的表达量及 NRF2的磷酸化水平显著增加，差异均有统计学意

义（P<0.05，图 5）。此外，各组之间 NF-KB的总表达比较无明显

差异。

3 讨论

主动脉夹层严重威胁人类健康的致命性大血管疾病，危险

因素包括年龄、性别、高血压和血脂异常等[9,10]。主动脉中层退
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图 3 芦丁对炎症因子MMP2、MMP9、TNF-琢和 IL6的影响

Fig.3 Effect of rutin on inflammatory factors MMP2, MMP9, TNF-琢 and IL6

注：#与对照组比较，P<0.05; *与 Ang II组比较，P<0.05。
Note: #compared with the control group, P<0.05; * compared with the Ang II group, P<0.05.

图 4 芦丁对 Ang II诱导MOVAS细胞活性氧水平的影响

Fig.4 Effect of rutin on Ang II-induced reactive oxygen species levels in MOVAS cells

注：#与对照组比较，P<0.05; *与 Ang II组比较，P<0.05。
Note: #compared with the control group, P<0.05; * compared with the Ang II group, P<0.05.
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图 5 芦丁对 Nrf2/HO-1B通路关键蛋白表达的影响

Fig.5 Effect of rutin on the expression of key proteins of the Nrf2/HO-1 pathway

注：#与对照组比较，P<0.05; *与 Ang II组比较，P<0.05。
Note: #compared with the control group, P<0.05; * compared with the Ang II group, P<0.05.

行性变是其主要病理特征，其主要的组织学特征表现为血管平

滑肌细胞的表型转换、弹性纤维破裂和胶原蛋白沉积、炎症细

胞浸润和细胞外基质降解等[11,12]。当血管平滑肌细胞受到氧化

应激、炎症因子等刺激时从正常状态下高表达 琢-SMA 和

SM22琢蛋白的收缩型转化为高表达 OPN蛋白的合成型，合成

型的血管平滑肌细胞收缩能力大大下降，但表现出异常的迁移

能力，同时表达各类炎症因子及基质金属蛋白酶导致细胞外基

质降解、胶原沉积从而破坏主动脉中层稳定性[13-15]。主动脉平滑

肌细胞发生炎症反应可能导致主动脉壁中的弹性纤维和胶原

纤维变得脆弱，从而增加了主动脉壁发生撕裂或夹层的风险。

MMP2和MMP9是基质金属蛋白酶，可以分解主动脉壁

中的胶原纤维和弹性纤维，从而影响主动脉壁的稳定性[16]。IL-6

是一种细胞因子，参与免疫和炎症反应，可促进白细胞增殖和

活化[17]。TNF-琢也是一种细胞因子，参与调节免疫和炎症反应，
可诱导炎症细胞增殖，同时还能促进炎症细胞释放炎症介质和

产生氧自由基等。研究表明，主动脉平滑肌细胞中 IL-6、

TNF-琢、MMP2和MMP9的表达水平与炎症反应有关。在炎症

反应过程中，这些细胞因子的水平会升高，从而导致主动脉壁

的稳定性下降，增加主动脉夹层的风险[18]。

在血管平滑肌细胞中，NRF2的激活通常与氧化应激和细

胞保护有关[19]。研究表明，NRF2的激活可以抑制血管平滑肌细

胞的表型转化，减少细胞的迁移。NRF2激活可以通过多种途径

影响血管平滑肌细胞表型转化。首先，NRF2可以调节多种抗氧

化应激和细胞保护基因的表达，如 SOD、CAT等，从而减少细

胞内的氧化应激，保护细胞免受氧化损伤[20,21]。此外，NRF2还可

以调节多种信号通路和分子机制，如 TGF-茁、NADPH氧化酶
等，从而影响血管平滑肌细胞的表型转化和功能[22]。NF-资B是
一种转录因子，可以调控多种基因的表达，包括许多与炎症和

免疫反应相关的基因。NF-资B可以通过多种途径被激活，例如
通过信号分子的结合或细胞内外的压力、氧化应激等刺激。在

血管平滑肌细胞中，NF-资B的激活通常与炎症反应和细胞应激
有关，如受到损伤或刺激后，细胞内的 NF-资B会被激活并转移
到细胞核中，启动一系列的炎症反应和基因转录[23]。NF-资B的

激活可以促进血管平滑肌细胞表型转化，使细胞从收缩型转化

为合成型。研究表明，NF-资B可以调节多种信号通路和分子机
制，如 TGF-茁、Wnt/茁-catenin、Notch等，从而影响血管平滑肌细
胞的表型转化和功能[24,25]。

芦丁是一种天然存在的类黄酮活性化合物，具有抗炎、抗

氧化、抗过敏等药理作用。既往研究发现，芦丁通过抑制氧化应

激和保护端粒来改善过氧化氢诱导的血管平滑肌细胞过早衰

老 [26]。此外，芦丁还可以抑制血管平滑肌细胞和巨噬细胞

TNF-琢、IL-1茁和 NLRP3分泌；抑制 PI3K / ATK信号通路增加

血管平滑肌细胞自噬水平促进细胞存活[8,27]。ROS是生物体内

的一种活性氧化物质，适当的水平有利于生命活动，但过量会

对细胞产生氧化损伤。ROS可以激活多种信号通路，如 p38

MAPK、ERK1/2和 JNK等，从而诱导 VSMC表型转化。此外，

ROS还可以参与血管内皮细胞分泌的生长因子的信号传导通

路，从而影响 VSMC表型转化[28,29]。ROS激活炎症反应信号通

路，如 NF-资B通路等，从而诱导炎症反应和促进炎症介质的释
放。研究表明 ROS可以促进炎症细胞的浸润和促进主动脉炎

症反应的发生[30]。我们的研究发现芦丁抑制了 Ang II诱导的血

管平滑肌异常表型转化，芦丁处理后血管平滑肌细胞收缩型标

志物 琢-SMA 和 SM22琢 蛋白表达水平升高，合成型标志物
OPN蛋白表达下降。Ang II可以通过激活 NADPH氧化酶系

统，增加细胞内氧自由基的产生，引发氧化应激反应，芦丁抑制

血管平滑肌细胞的表型转化可能抗氧化作用相关，我们的实验

结果发现芦丁挽救了 NRF2/HO-1抗氧化通路的活性，同时抑

制了 NF-资B致炎通路的激活，这表明芦丁的作用具有复杂的
调控机制。此外，我们发现芦丁处理后平滑肌细胞内的 ROS水

平显著下降，这与 NRF2/HO-1抗氧化通路的激活密切相关，这

也可能是芦丁抑制 Ang II诱导的血管平滑肌细胞表型转化和

炎症反应的重要机制。

综上所述，本研究结果表明芦丁可抑制 Ang II诱导的血管

平滑肌细胞从收缩型转化为合成型，减少炎症因子的释放，其

机制可能与激活 NRF2/HO-1通路以及降低 ROS水平有关。因

此，芦丁可能是防治主动脉夹层的潜在有效药物。
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