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论著
染料木黄酮对 !淀粉样肽介导的脑血管内皮细胞损伤的保护作用研究

韩静!席元第!肖荣!张丹娣!刘金萌!余焕玲
!首都医科大学公共卫生学院 环境毒理学北京市重点实验室"北京"!###$%#

摘"要!目的"研究染料木黄酮"&’(#对 ! 淀粉样肽 )*+,*"-!)*+,*#介导的脑血管内皮细胞损伤的调节作用$

方法"脑血管内皮细胞"./(01, 细胞系#传代 23 4 后!分为 2 组"对照组%-! 组%&’( 组%&’( 5-! 组#$ &’( 预处
理 ) 4 后!-!)*+,* 染毒建立细胞损伤模型&)2 4 后收集细胞进行指标检测$ 采用 /678-法检测脑血管内皮细胞
3+9:0&水平&酶法试剂盒检测 &8:+;<水平&=>+;?=和 @’AB’C( .DEB法检测 !"#$%%!&’基因和蛋白表达的改变$ 结
果"与对照组比较!-! 组 3+9:0&水平明显升高!&8:+;<活性明显下降!且差异均有统计学意义"(F#G#*#&与 -!
组比较!&’( 组和 &’( 5-! 组 3+9:0&水平明显下降!&8:+;<活性明显升高!且差异均有统计学意义"(F#G#*#&

同时!-! 组 !"#$% 基因和蛋白表达水平较对照组明显下调!!&’基因和蛋白表达水平明显上调!且差异均有统计学
意义"(F#G#*#&与 -! 组比较!&’( 5-! 组和 &’( 组 !"#$% 基因和蛋白表达水平明显上调!!&’基因和蛋白表达水
平明显下调!且差异均有统计学意义"(F#G#*#$ 结论"&’( 可能通过拮抗 -!)*+,* 介导的脑血管内皮细胞氧化
损伤!进而发挥对脑血管的保护作用$
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"" 脑血管因素在阿尔茨海默病 $-Da4’OX’CeA
0OA’TA’"-V%的发生发展中扮演着重要的角色"且
-V患者存在多种脑血管病理改变"如毛细血管萎

缩’退变及脑淀粉样病变等 (!) * 脑内 ! 淀粉样肽
$!+TX\DEO0"-!%异常增多可诱发脑血管内皮细胞氧
化损伤 ()) * 研究证实细胞凋亡的发生发展与氧化
损伤密切相关 (,) * 在 -V患者及 -V的动物及相关
细胞模型中均发现有神经细胞凋亡现象"该过程可
能与 -! 过量沉积引起细胞膜脂质过氧化并激活半
胱天冬酶$KTAYTA’%家族等凋亡途径有关 (2) * 因此"
在研究脑血管内皮细胞氧化损伤与细胞凋亡的发
生发展对于探索如何防止脑血管病变的发生"延缓
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-V的发病进程具有重要的现实意义*
染料木黄酮$P’(OAB’O("&’(%是大豆异黄酮的主

要活性形式* 大量研究均已证实(*) "&’( 具有抗氧
化’抗炎症’调节细胞周期’抑凋亡以及舒张外周血管
等多种生理作用* 本研究旨在探讨 &’( 对脑血管内
皮细胞氧化应激与凋亡相关基因两方面的关系"应用
-!)*+,* 建立脑血管内皮细胞$./(01, 细胞系%损伤
模型"经 &’( 预处理"检测脑血管内皮细胞 3+羟基脱
氧鸟苷$3+4\0CE<\+0’AE<\PST(EAO(’"3+9:0&%’谷胱甘
肽过氧化物酶$&8:+;<%’!"#$% 及 !&’基因和蛋白表
达水平* 进而从膳食角度"为早期预防 -V中脑血管
内皮细胞损伤提供新思路*

!"材料与方法
!G!"材料
!G!G!"细胞

./(01, 细胞为小鼠脑微血管内皮细胞系"购自
美国菌种保藏中心$->??%细胞库*
!G!G)"主要仪器与试剂

酶标仪$瑞士 >’KT(%’核酸蛋白分析仪$美国 ]OE+
=T0%’凝胶成像分析系统$‘DSEC?4’X‘?)"美国 -DY4T
7((EB’K4%’梯度;?=仪$美国]OE+=T0%’电泳仪*

&’(’-!)*+,*’二甲基亚砜$VZ89%均购自美国
8OPXT"VZ/Z+‘!)’胎牛血清均购自美国 &O.KE"
3+9:0&/678-试剂盒$加拿大 :?]%"&8:+;<检测
试剂盒 $碧云天生物技术研究所 %" 8f>EBTD=M-
7AEDTBOE( 8\AB’X$美国 ;CEX’PT%" 反转录试剂盒
$-,*##"美国 ;CEX’PT%")&*VM-聚合酶 $日本
>TbTCT%"细胞裂解液$北京索莱宝科技有限公司%"
]KD+) 兔多克隆抗体’]T<兔多克隆抗体均购自英国
-.KTX"!+TKBO( 兔多克隆抗体$美国 8T(BT?CSa%*

试剂配制&&’( $经高效液相色谱检测纯度!
%3g%&)* XP&’( 溶于 )*# !DVZ89中配成 &’( 储
备液"取 &’( 储备液 3 !D于 , %%) !DVZ/Z培养基
中即为应用液"&’( 储备液及应用液均 h)# i保
存#-!)*+,*$经高效液相色谱检测纯度! %cg%&
! XP-!)*+,* 溶于 ! *!# !D无菌去离子水中充分溶
解",c i老化 c 0"适当分装后 h)# i保存*
!G)"方法
!G)G!"细胞培养

./(01, 细胞使用含 !#g胎牛血清及 !g青链
霉素的 VZ/Z+‘!) 培养基"于 ,c i’*g ?9) 细胞
培养箱中培养") j, 0 换液或传代处理*
!G)G)"细胞分组与处理

细胞分为正常对照组’-! 组’&’( 组’&’( 5-!
组"./(01,细胞系培养传代 23 4 后"&’($!## !XEDI6%

预孵育 ) 4 再经-!)*+,*$)* !XEDI6%染毒建立脑血管
内皮细胞氧化损伤模型($) * 前期试验采用 Z>>法检
测了不同浓度 &’($)*’*#’!##’)## !XEDI6% 5-")*+
,* 组的细胞活力"证实 &’( !## !XEDI65-!)*+,*
组脑血管内皮细胞活力明显高于其余组"故确定
&’( !## !XEDI6浓度作为脑血管内皮细胞的保护
作用剂量"用于下一步试验* 培养 )2 4 后收集备
用"检测各项指标*
!G)G,"酶联免疫吸附法$/678-%检测细胞 3+羟基
脱氧鸟苷$3+9:0&%水平

收集细胞培养上清液于无菌试管中" 2 i
) *## CIXO( 离心 !* XO("收集上清备用"于 "k
2*# (X条件下酶标仪测定吸光度*
!G)G2"比色法检测细胞谷胱甘肽过氧化物酶
$&8:+;<%水平

每组细胞加入细胞裂解液"冰浴 2# XO( 后 2 i
!, ### CIXO( 离心 !* XO("取上清用于酶活性测定"
于 "k,2# (X条件下酶标仪测定吸光度*
!G)G*"逆转录+聚合酶链反应$=>+;?=%分析

M?]7数据库中检索后设计引物"由北京奥科鼎
盛生物科技有限公司进行引物合成* !"#$%’!&’’!$
&"+,- 基因的引物序列’退火温度及片段长度见表 !*

表 !"!"#+%’!&’’!+&"+,-基因的引物序列’退火温度及片段长度

>T.D’!";COX’CALEC!"#$%’!&’’!$&"+,-" B4’T((’TDO(P

B’XY’CTBSC’T(0 LCTPX’(BD’(PB4

基因 引物序列$*l+,l%
退火温度
Ii

长度
I.Y

!"#$%

!&’

!$&"+,-

‘&&>??&>&??>&?->>>-&
=&-??&?>>?-&-??>??-&
‘&>?->??-&&->?&-&?-&
=&&?>??->->>&?>&>??-
‘&-&&??--??&>&----&->&
=&>&&?&>&-&&&-&-&?->-&

*$ !*,

*2 !,3

$# !3$

""总 =M-的提取&按照 8f>EBTD=M-7AEDTBOE(
8\AB’X说明书进行操作* 取 ! !D提取的 =M-样品
加入 )%% !D无核酸酶水"核酸蛋白分析仪检测浓度
和纯度"9V)$#I)3#比值在 !G3 j)G# 之间* 反转录和
扩增&取 ! !P总=M-"c# i !# XO( 后置冰上 * XO(*
配置 )# !D逆转录反应体系"反转录形成 KVM-#以
KVM-为模板进行 ;?=扩增";?=程序为 %2 i
) XO(#%2 i ,# A"退火 ,# A$温度见表 ! %"c) i
,# A",* 个循环#c) i * XO(* 获取 ;?=扩增产物
后"经 )g琼脂糖凝胶电泳$!)# f",# XO(%#电泳完
毕后"取出凝胶用凝胶成像系统照相并分析结果"
用目的基因与相应的 !+TKBO( 条带平均光密度比值
表示目的基因 X=M-的相对表达量*
!G)G$"@’AB’C( .DEB分析

每组细胞加裂解液提取总蛋白"二喹啉甲酸
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$]?-%法测定蛋白浓度后"加适量 8V8 上样缓冲液
煮沸 * XO( 变性" h)# i保存备用* !)g聚丙烯酰
胺凝胶电泳$8V8+;-&/%"$# f湿转 ) 4"*g脱脂牛
奶室温封闭 ! 4"]KD+) 抗体$!m!##%2 i孵育过夜"
洗膜缓冲液$>]8>%漂洗$!# XO( n,%"碱性磷酸酶
标记的兔二抗$!m* ###%室温孵育 ! 4">]8>漂洗
$!# XO( n,%"碱性磷酸酶法显色* 内参照 !+TKBO(
蛋白及 ]T<蛋白测定&一抗分别为 !+TKBO( 抗体
$!m! ### %’ ]T<抗体 $ ! m*## %# 二抗浓度均为
!m* ####其余步骤同 ]KD+) 检测步骤* 用凝胶成像
分析系统照相并分析结果"目的蛋白相对表达量为
目的条带与内参 !+TKBO( 的光密度比值*
!G,"统计学分析

所有数据均以均数 o标准差表示"8;88 !,G# 进
行数据录入及单因素方差分析$-M9f-%"组间比较
采用 68V法"(F#G#* 表示差异有统计学意义*

)"结果
)G!"染料木黄酮对 -!)*+,* 介导的脑血管内皮细
胞 3+9:0&水平的影响

由图 ! 可知"与对照组比较"-! 组脑血管内皮
细胞的 3+9:0&水平明显升高"差异有统计学意义
$(F#G#*%#与 -! 组比较"&’( 5-! 组和 &’( 组脑
血管内皮细胞的3+9:0&水平明显降低"差异有统计
学意义$(F#G#*%*

注&p为与对照组比较"(F#G#*#"为与 -! 组比较"(F#G#*

图 !"&’( 对 -!)*+,* 引起的脑血管内皮细胞
3+9:0&水平的影响

‘OPSC’!"/LL’KBEL&’( E( 3+9:0&O(0SK’0 .\-!)*+,*

O( ./(01, K’DDA

)G)"染料木黄酮对 -!)*+,* 介导的脑血管内皮细
胞 &8:+;<活性的影响

图 ) 可见"与对照组比较"-! 组脑血管内皮细
胞的 &8:+;<活性明显降低"差异有统计学意义$(
F#G#*%#与 -! 组比较" &’( 5-! 组和 &’( 组脑血
管内皮细胞的 &8:+;<活性明显升高"差异有统计
学意义$(F#G#*%*
)G,"染料木黄酮对 -!)*+,* 介导的脑血管内皮细
胞 !"#$% 及 !&’基因和蛋白表达的影响

注&p为与对照组比较"(F#G#*#"为与 -! 组比较"(F#G#*

图 )"&’( 对 -!)*+,* 引起的脑血管内皮细胞
&8:+;<活性的影响

‘OPSC’)"/LL’KBEL&’( E( &8:+;<O(0SK’0 .\-!)*+,*

O( ./(01, K’DDA

)G,G!"!"#$% 及 !&’基因表达
由图 , 可知"与对照组比较"-! 组脑血管内皮

细胞的 !"#$% 基因表达水平明显下调"!&’基因表达
水平明显上调"差异均有统计学意义$(F#G#*%#与
-! 组比较"&’( 5-! 组和 &’( 组脑血管内皮细胞
的 !"#$% 基因表达水平明显上调"!&’基因表达水平
明显下调"差异均有统计学意义$(F#G#*%*

注&p为与对照组比较"(F#G#*#"为与 -! 组比较"(F#G#*

图 ,"&’( 对 -!)*+,* 引起的脑血管内皮细胞
!"#$% 及 !&’基因表达水平的影响

‘OPSC’,"/LL’KBEL&’( E( B4’’<YC’AAOE( EL!"#$% T(0

!&’X=M-O(0SK’0 .\-!)*+,* O( ./(01, K’DDA

)G,G)"]KD+) 及 ]T<蛋白表达
由图 2 可知"与对照组比较"-! 组脑血管内皮细

胞的]KD+)蛋白表达水平明显下调"]T<蛋白表达水平
明显上调"差异均有统计学意义$(F#G#*%#与-!组比
较"&’( 5-! 组和&’(组脑血管内皮细胞的]KD+)蛋白
表达水平明显上调"脑血管内皮细胞的 ]T<蛋白表达
水平明显下调"差异均有统计学意义$(F#G#*%*
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注&p为与对照组比较"(F#G#*#"为与 -! 组比较"(F#G#*

图 2"&’( 对 -!)*+,* 引起的脑血管内皮细胞
]KD+) 及 ]T<蛋白表达水平的影响

‘OPSC’2"/LL’KBEL&’( E( B4’’<YC’AAOE( EL]KD+) T(0

]T<YCEB’O( O(0SK’0 .\-!)*+,* O( ./(01, K’DDA

,"讨论
脑微血管内皮细胞参与构成血脑屏障"并维持

血液流动状态"调节血管张力"调节组织物质交换
等* 完整的血脑屏障区域的脑血管内皮细胞’神经
细胞以及非神经细胞 $如血管周细胞’星形胶质细
胞和小胶质细胞等%称为神经血管单元 (c) "且其已
作为独立的功能单位进行研究* 在 -V病理模型的
神经血管单元中"脑微血管表现出内皮退化’淀粉
样变"星形胶质细胞及小胶质细胞的激活"血管周
围神经细胞和突触连接的损伤 (3) * 作为脑内神经
细胞与非神经细胞的联系"脑血管内皮细胞的作用
日趋显著* 近两年研究发现 (%) "在 -V患者及细胞
模型中均有因 -! 沉积引起的脑血管内皮细胞氧化
损伤及功能障碍* 同时有研究者认为 (!#)神经细胞
的细胞周期异常及凋亡也可能是 -V发生的较早事
件* 因此"控制 -! 介导的脑血管内皮细胞氧化损
伤及凋亡的开启’进展和终结"就成为早期预防脑
血管损伤相关神经退行性疾病的关键所在*

3+9:0&是评价活性氧$=98%致细胞 VM-氧化
损伤的敏感标志物* 有学者用 -!)*+,*$)# !XEDI6%
作用于 ;?!) 细胞后发现(!!) 3+9:0&水平明显上升*
-D[TC’a+8STC’a等(!))的研究中"摄入富含原花青素的
抗氧化食物 ,# 0 后"受试者尿中 3+9:0&及血浆丙二
醛$ZV-%水平明显下降* &’( 结构上含有多个酚羟
基"具有较强的抗氧化作用* 本课题组前期研究结果
证明(!,) "&’( 可减弱-!)*+,* 引起的星形胶质细胞 3+
9:0&水平增加* 在本研究中"-!)*+,* 诱导脑血管
内皮细胞 3+9:0&水平上升$(F#G#*%"而 &’( 干预

后脑血管内皮细胞 3+9:0&水平明显下降 $(F
#G#*%"与上述研究结果一致*

&8:+;<是体内存在的一种重要的分解过氧化物
的酶"可催化还原型谷胱甘肽$&8:%变为氧化型谷胱
甘肽$&88&%"清除过氧化自由基中间产物"从而发挥
抗氧化作用* 与正常人比较"-V患者血清中抗氧化
酶过氧化氢酶$?->%’&8:+;<活性明显减弱(!2) * 8V

大鼠海马注射 -!!+2# 后"超氧化物歧化酶$ 89V%’
&8:+;<活力明显降低"ZV-水平明显升高#丁香子
酚干预后抗氧化能力明显提高(!*) * 本研究发现"-!
组脑血管内皮细胞 &8:+;<活力明显下降 $(F
#G#*%"&’( 干预后 &8:+;<活力明显上升 $(F
#G#*%"抗氧化能力提高* 上述结果提示 &’( 可拮抗
-!)*+,* 介导的脑血管内皮细胞氧化损伤"其机制可
能与增强抗氧化酶活性"减轻 VM-氧化应激有关*

]KD+) 家族蛋白在调控细胞凋亡过程中发挥关
键作用"按其作用不同分为抑凋亡蛋白 $如 ]KD+)’
]KD+<D和 ]KD+_等%和促凋亡蛋白 $如 ]T<’]T0 和
]Tb 等%* 近年来的研究还证实 (!$) "]KD+) 家族蛋白
是氧化应激过程中的重要调控因子* 有学者认
为 (!c)]KD+) 可能作为一种内源抗氧化物在拮抗氧化
损伤的同时调节凋亡的过程#给予刚断奶 @OABTC鼠
补充多种维生素后"可明显改善其肠上皮细胞氧化
损伤"细胞凋亡率和 KTAYTA’+, 活性降低"]KD+) 蛋白
表达水平上调"提示 ]KD+) 介导的凋亡与氧化损伤
之间存在联系* 在淀粉样前体蛋白$-;;%过表达和
早老素蛋白$;8!%缺失的 -V细胞模型中"]T<I]KD+
) 蛋白表达比值明显上升 (!3) "提示 -V病理过程存
在神经细胞的凋亡* 8S_T((T等 (!%)发现"特异性雌
激素 ! 受体激动剂$V;M%可下调 -!!+2) 介导的大
鼠原代神经细胞 =98 水平’]T<及 KTAYTA’+, 蛋白表
达水平"同时上调 ]KD+) 的蛋白表达水平* 在大鼠
海马注射 -!!+2) 建立 -V模型后 ()#) "=98 水平升
高"抗氧化酶$89V’?->’&8:%活力下降#同时促凋
亡蛋白 Y*,’]T<的表达水平上升"抑凋亡蛋白 ]KD+)
的表达下降"说明氧化应激发生的同时也有细胞凋
亡的产生* 在细胞凋亡过程中"普遍认为氧化应激
可能影响线粒体结构及功能"进而引发细胞凋亡相
关因子的释放* 多种抗氧化物质对细胞凋亡过程
具有调控作用* 谢朝阳等 ()! h)))用 -!)*+,* 作用于
;?!) 细胞后细胞凋亡的比例增加#抗氧化物质原花
青素和姜黄素干预后凋亡率明显下降"说明抗氧化
干预可调节 -! 所致神经细胞细胞周期紊乱及凋
亡* 月桂叶提取物$富含多酚类物质%可拮抗 -! 沉
积所致神经细胞和星形胶质细胞 =98’=M8 的产生
及 KTAYATA’+, 的激活"减少 VM-断裂 (),) * 在 ;?!)
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细胞中"前期研究发现 ()2) &’( 可下调促凋亡基因
"&./&.0$1’"&./&.0$2 和 !&3 基因表达"上调抑凋亡基
因 !"#$’#’45(6 基因表达"拮抗 -! 诱导的神经细胞
凋亡* 课题组前期研究结果同样证明 ()*) "大豆异黄
酮$87‘%可通过下调促凋亡蛋白 ]T0 的表达"同时
上调抑凋亡蛋白 ]KD+<D的表达来拮抗 -!!+2) 介导
的大鼠脑组织氧化损伤"从而表现神经保护作用*
本研究通过对脑血管内皮细胞的研究发现"-!)*+,*
作用于脑血管内皮细胞 )2 4 后"!"#$% 基因和蛋白
表达水平明显下调"!&’基因和蛋白表达水平明显
上调#&’( 干预组"!"#$% 基因和蛋白表达水平明显
上调"!&’基因和蛋白表达水平明显下调 $(F
#G#*%"与上述研究结果一致*

综上所述"&’( 可能通过调控凋亡相关因子抑
制脑血管内皮细胞氧化应激的发生及上调细胞抗
氧化因子水平"来发挥拮抗 -!)*+,* 介导的脑血管
内皮细胞氧化损伤的作用*
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