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摘要　目的 :研究欧芹素乙对内皮细胞的保护作用 ;溶血磷脂酰胆碱 (LPC)对人脐静脉内皮细胞株 HUVEC

细胞中血管内皮生长因子 (VEGF)表达的影响以及欧芹素乙的影响。方法 :应用四唑盐 (MTT)法检测溶血

磷脂酰胆碱对 HUVEC细胞的毒性作用及欧芹素乙的保护作用 ;应用基础酶联免疫吸附试验 ( EL ISA)检测各

组条件培养基中 VEGF蛋白含量 ;采用 RT2PCR法及 Realtime PCR方法检测溶血磷脂酰胆碱对 VEGF mRNA

的表达及欧芹素乙的影响。结果 :MTT检测结果显示 ,溶血磷脂酰胆碱对 HUVEC细胞具有较强的生长抑制

作用 ,而欧芹素乙对溶血磷脂酰胆碱所致的细胞增殖抑制具有较好的保护作用。EL ISA结果显示 , HUVEC

细胞暴露于溶血磷脂酰胆碱后 , VEGF蛋白含量明显升高 ;加入欧芹素乙后剂量依赖性地降低 VEGF蛋白的

表达。RT2PCR结果显示 ,溶血磷脂酰胆碱可以增加 3种 VEGF异构体的转录水平 ,其中 VEGF165的表达显

著增加 ,欧芹素乙可剂量依赖性地抑制溶血磷脂酰胆碱引起的 VEGF mRNA的高表达。结论 :欧芹素乙对溶

血磷脂酰胆碱引起的细胞损伤有明显的保护作用 ;欧芹素乙可抑制溶血磷脂酰胆碱所诱导的 HUVEC细胞

中 VEGF蛋白及 VEGF mRNA的高表达 ,对内皮细胞起到保护作用。
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ABSTRACT　O bjective: To study the p rotective effects of imperatorin ( IMP) against human umbilical vein endothelial cells (HU2
VEC) damage and exp ression of vascular endothelial growth factor (VEGF) induced by lysophosphatidvlcholine (LPC). M ethods: Cell

iniury were determ ined byMTT assay. Vascular endothelial growth factor p rotein p roduction from HUVEC was determ ined by enzyme2
linked immunosorbent assay( EL ISA). VEGF mRNA exp ression was exam ined by RT2PCR and realtime PCR. Results: Imperatorin p re2
vented LPC2induced injury in cultured HUVEC in a concentration2dependent manner. LPC induced exp ression of VEGF p rotein and

VEGF mRNA on HUVEC. Imperatorin could inhibit the exp ression of VEGF p rotein an d VEGF mRNA in co2cultured with LPC. Con2
clusion s: : LPC could induce cell damage and a strong exp ression of VEGF on HUVEC. Imperatorin could p rotect HUVEC against the

LPC2induced damage and downregulate VEGF p rotein and VEGF mRNA exp ression in cultured HUVEC.

KEY WO RD S　lysophosphatidylcholines; endothelial growth factors; imperatorin

　　血管内皮生长因子 ( vascular endothelial growth factor, VEGF)也称血管通透性因子 (VPF) ,通过旁

分泌方式作用于内皮细胞 ,促进内皮细胞增殖 ,生理

性和病理性血管生成及血管通透性的增加 [ 1, 2 ]。由

于在动脉粥样硬化斑块组织中 , VEGF mRNA的表

达明显升高 [ 3, 4 ]
,故推测 VEGF可能在动脉粥样硬

化 (AS)早期发展中起重要作用。

溶血磷脂酰胆碱 (LPC)是氧化低密度脂蛋白
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(ox2LDL)的主要成分 [ 5 ]。近年来研究发现 ,溶血磷

脂酰胆碱具有细胞毒性 ,可激活血管内蛋白激酶 C

而进一步氧化修饰低密度脂蛋白 ,使其生成氧化低

密度脂蛋白。溶血磷脂酰胆碱参与内皮功能紊乱及

动脉粥样硬化的形成 [ 6 ]。在喂食致动脉粥样硬化

饲料的动物模型中 ,发现动脉损伤处测得溶血磷脂

酰胆碱的浓度明显升高 [ 7 ]
,因此进一步研究溶血磷

脂酰胆碱对内皮细胞的影响对阐明动脉粥样硬化的

形成机制提供新的思路。

欧芹素乙 ( imperatorin, IMP)是中药欧前胡和

白芷根部的有效成分 [ 8, 9 ]
,具有抗炎作用 ,抑制花生

四烯酸诱导的血小板聚集 ,抑制肿瘤坏死因子、白介

素 1诱导的牛脑微血管平滑肌细胞的增殖、单核细

胞的迁移及单核细胞与内皮细胞的黏附作用 [ 10, 11 ]。

研究证实 ,动脉粥样硬化进程中单核细胞向内膜迁

移并与内皮细胞黏附 ,是泡沫细胞形成的关键 ,更是

动脉粥样硬化发生的启动因素。研究发现 , VEGF

可以促进内皮细胞的通透性 ,促进单核细胞的迁移 ,

但欧芹素乙对内皮细胞表达 VEGF的影响尚未见报

道。基于前期工作中对欧芹素乙的作用研究 ,我们

推测欧芹素乙可能对动脉粥样硬化的形成具有一定

的保护作用 ,但是其作用机制尚未完全明确。因此

本研究拟探讨欧芹素乙对人脐静脉内皮细胞的保护

作用 ,并进一步研究欧芹素乙对溶血磷脂酰胆碱诱

导人脐静脉内皮细胞表达 VEGF的影响。本研究对

于阐明动脉粥样硬化的形成机制及探寻防治策略具

有一定的意义。

1　材料与方法

1. 1　试剂与材料 　欧芹素乙 ( IMP,结构式见图

1) ,用 DMEM配成浓度为 1 ×104 g/L, 1 ×105 g/L和

1 ×10
6

g/L 3种待测样品 ;溶血磷脂酰胆碱、四唑盐

(MTT)及胰酶均为 Sigma公司提供 ;胎牛血清 FBS

和 DMEM 培养基为 Gibco 公司产品 ; 人 VEGF

EL ISA检测试剂盒购自 Invitrogen公司 ; TAKARA

One Step RNA PCR Kit (AMV )购自 TAKARA B IO2
TECH;细胞 /组织总 RNA提取试剂盒购自上海华舜

生物工程有限公司 ; VEGF引物及 Taqman探针由上

海申友生物有限公司提供。

图 1　欧芹素乙结构式

1. 2　细胞培养 　HUVEC细胞用含 15% FBS的

DMEM培养基培养 ,待细胞长成致密单层后 ,用

01125%的胰酶消化 ,调整细胞数为 1 ×10
5个 /mL,

按每瓶 5 ×103 L接种于培养瓶中 ,置 37 ℃, 5% CO2

孵箱中孵育 48 h后 ,可长成融合的单层细胞 ,换以

无血清培养基 ,静息 24 h,以消除血清的影响。将准

备好的细胞单层换以含 2. 5 mg/L溶血磷脂酰胆碱

的无血清 DMEM培养基刺激 24 h,取其上清液 (条

件培养基 , CM ) ,离心 5 m in,用 EL ISA方法检测

VEGF的表达。药物组加入 5 mg/L溶血磷脂酰胆

碱 +欧芹素乙 (1 ×10
4

g/L , 1 ×10
5

g /L, 1 ×10
6

g/L )

共孵 ,对照组只加无血清 DMEM培养基。

1. 3　欧芹素乙对溶血磷脂酰胆碱所致 HUVEC损

伤的保护作用　应用 MTT比色实验检测溶血磷脂

酰胆碱对 HUVEC细胞存活和生长的影响。HUVEC

细胞以 1 ×10
4个 /孔接种于 96孔细胞培养板 ,将长

成致密单层的细胞换以含 2. 5 mg/L溶血磷脂酰胆

碱的无血清 DMEM培养基 ,或者加入 2. 5 mg/L溶

血磷脂酰胆碱 +欧芹素乙 ( 1 ×10
4

g/L, 1 ×10
5

g /L,

1 ×106 g/L )共孵 ,对照组只加无血清 DMEM培养

基 ,刺激 24 h后移去 DMEM培养基 , PBS洗后每孔

加入 0. 1 mL DMEM培养基和 0. 01 mL MTT ( 5 g/

L) , 37 ℃, 5% CO2孵箱中孵育 4 h后 ,弃去上清液 ,

每孔加入 0. 1 mL异丙醇 (含 0. 1 N盐酸 ) ,振荡数

分钟 ,使 MTT结晶完全溶解 ,在酶标仪 570 nm处测

定吸收值。

1. 4　欧芹素乙对溶血磷脂酰胆碱诱导 HUVEC表

达 VEGF的影响

1. 4. 1　EL ISA法检测条件培养基中 VEGF蛋白的

含量　按照试剂盒操作要求 ,在已用包被液包被的

96孔酶标板相应位置加入 100μL VEGF标准品或条

件培养基 ,与 4 mg/L鼠抗人 VEGF抗体室温孵育 3 h

后 ,加入 25μL兔抗鼠 IgG2HRP,室温孵育 30 m in。

PBS洗板 5次 ,加入 100μL含 0. 01% H2O2的邻苯二

胺盐酸盐 ,室温显色 25 m in, 50μL 2 mol/L氢氧化钠

终止反应。以酶标仪测定 492 nm处吸收值 (A)。

1. 4. 2　RT2PCR法检测 VEGF不同异构体 mRNA

的表达　细胞经过溶血磷脂酰胆碱或溶血磷脂酰胆

碱 +欧芹素乙刺激 6 h后 ,应用细胞 /组织总 RNA

提取试剂盒提取细胞内总 RNA。各取 1μg总 RNA

进行 RT2PCR反应。PCR反应条件为 42 ℃ 30 m in

逆转录 ,变性 94 ℃ 30 s, 退火 55 ℃ 30 s, 延伸 72

℃ 1 m in, 35个循环后 , 72 ℃延伸 10 m in. VEGF165

上游引物为 5’2CCA TGA GAT CGA GTA CAT23’,
下游引物为 5’2AGC AAG GCC CAC AGG GAT TT2
3’,扩增片段长度为 254 bp。VEGF121上游引物为
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5’2CCA TGA GAT CGA GTA CAT23’,下游引物为
5’2GCC TCG GCT TGT CAC ATT TT23’,扩增片段长

度为 254 bp。VEGF189上游引物为 5’2CCA TGA

GAT CGA GTA CAT23’,下游引物为 5’2AAC GCT

CCA GGA CTT ATA CCG23’,扩增片段长度为 310

bp。管家基因 GADPH上游引物为 5’2 GTG AAG

GTC GGA GTC AAC G 23’,下游引物为 5’2GGT

GAA GAC GCC AGT GGA CTC23’,扩增片段长度为
510 bp。各取 5μL RT2PCR产物进行 2%琼脂糖凝

胶电泳。其余部分纯化后进行 VEGF2pcDNA3真核

表达载体的构建。

1. 4. 3　Realtime RT2PCR法检测 VEGF165 mRNA

的表达

1. 4. 3. 1　VEGF标准品 (VEGF1652pcDNA3质粒 )

的构建 　VEGF 165 RT2PCR产物纯化后构建于 T

vector, 经 EcoR I及 Xba I双酶切后 ,连接于 pcD2
NA3空质粒中。构建好的 VEGF1652pcDNA3重组

质粒经扩增 ,酶切鉴定及测序无误后 ,测定 260 nm

及 280 nm的吸收值 ,对 VEGF1652pcDNA3重组质

粒 DNA定量。制备成 1 ×104～1 ×108拷贝 ,用于

制备 Realtime RT2PCR反应中的标准曲线。

1. 4. 3. 2　Realtime RT2PCR　检测 VEGF165 mRNA

的表达 细胞经过溶血磷脂酰胆碱或溶血磷脂酰胆

碱 +欧芹素乙刺激 6 h后 ,应用细胞 /组织总 RNA

提取试剂盒提取细胞内总 RNA。各取 0. 5μg总

RNA进行逆转录反应。分别取 1μL cDNA 进行

Realtime RT2PCR反应。VEGF165上游引物为 5 ’2
CCA TGA GAT CGA GTA CAT23 ’,下游引物为 5 ’2
AGC AAG GCC CAC AGG GAT TT23’,扩增片段长度

为 254 bp。探针序列为 5’2FAM ATC CTG TGT GCC

CCT GAT GCG ATG CGG T TAMRA23’, PCR反应条

件为 92 ℃ 3m in, 60 ℃ 30 s, 55 ℃ 30 s, 40 ℃ 5 s,

共计 30个循环。

1. 5　数据处理　每组实验均重复 3次 ,所得数据均

采用 �x ±s的形式 ,并进行 ANOVA检验。

2　结果

2. 1　欧芹素乙对溶血磷脂酰胆碱致 HUVEC增殖

抑制的保护作用 　MTT结果显示溶血磷脂酰胆碱

对 HUVEC细胞具有细胞毒性作用 ,可明显抑制

HUVEC的增殖 ,其吸收值为 (01362 ±01012) ,与对

照组 ( 01500 ±01013 )相比具有显著性差异 ( P <

0101) ,加入欧芹素乙后剂量依赖性的抑制溶血磷

脂酰胆碱对内皮细胞的损伤作用 (图 2)。

2. 2　欧芹素乙对 VEGF表达的影响 　EL ISA法得

到标准曲线方程为 Y = 01038 3X + 01124, R
2 =

01987 1 (图 3)。根据标准曲线方程 , HUVEC细胞

条件培养基中 , 对照组的 VEGF蛋白含量为 ( 1111

±0106) μg/L ,当 HUVEC细胞暴露于溶血磷脂酰

胆碱后 , VEGF蛋白含量为 (2143 ±0104) μg/L。加

入欧芹素乙后 , VEGF蛋白含量明显降低 ,当欧芹素

乙为 1 ×10
4

g/L时 , VEGF蛋白含量为 ( 0154 ±

0104)μg/L ,与溶血磷脂酰胆碱组相比降低 4. 5倍 ,

差异非常显著 ( P < 0. 01, n = 3) (图 4)。
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2. 3　欧芹素乙对 VEGF mRNA表达的影响 　HU2
VEC经溶血磷脂酰胆碱诱导后 , RT2PCR产物电泳

结果显示 , VEGF不同异构体中 , VEGF165的表达量

最高 , VEGF121次之 , VEGF189表达量最少 (图 5) ,

故检测溶血磷脂酰胆碱及欧芹素乙对 VEGF 165

mRNA表达的影响可能更有意义。正常培养的 HU2
VEC细胞中 ,仅有极少量 VEGF 165 mRNA的表达 ;

溶血磷脂酰胆碱刺激后可使 VEGF 165 mRNA高表

达 ;加入欧芹素乙后 ,可剂量依赖性地降低 VEGF

165 mRNA的表达 (图 6 )。

2. 4　欧芹素乙对 VEGF165 mRNA表达的影响　抽

提纯化的 VEGF1652pcDNA3质粒 DNA定量后 ,用

TE配制成 1 ×10
4～1 ×10

8拷贝数的标准品。分别

取 1μL不同拷贝数的 DNA进行 VEGF165 mRNA

的 Realtime RT2PCR反应。标准曲线如图 7。斜率

Slope = 231115,说明扩增效率很高 ; r = - 1100,说明

线性良好。Realtime RT2PCR结果与 RT2PCR结果

相似。当溶血磷脂酰胆碱与 HUVEC 共孵后 ,

VEGF165 mRNA表达显著增加 ,是空白对照组的

411倍 ,加入欧芹素乙后可剂量依赖性地降低

VEGF165 mRNA的表达 (图 8)。

3　讨论

目前普遍认为内皮细胞损伤 ,动脉壁通透性增

加 ,使脂蛋白易通过内皮 ,沉积在内皮下 ,与 AS的

早期发展有密切关系 [ 12～14 ]。在诸多引起内皮损伤

的有害刺激中 , ox2LDL是引起内皮功能紊乱的重要

物质 ,其可以通过调节多种细胞分泌多种细胞因子 ,

生长因子发挥致 AS效应 [ 14 ]。溶血磷脂酰胆碱是

ox2LDL的主要成分 ,在 LDL氧化过程中 40%磷脂

酰胆碱可转变成溶血磷脂酰胆碱。溶血磷脂酰胆碱

具有细胞毒性 ,可引起内皮细胞变性、坏死、脱

落 [ 6 ]。溶血磷脂酰胆碱可以通过 L氨基酸转运蛋

白 1 (LAT1)和细胞表面抗原 4 F2 ( 4 F2 hc)促进
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HUVEC细胞因子 IL26和 IL28的表达 [ 15 ]。本实验

表明 ,溶血磷脂酰胆碱不仅增加 HUVEC细胞 VEGF

蛋白的表达 ,而且能促使 VEGF mRNA高表达 ,提示

在动脉粥样硬化的发生发展过程中 , VEGF表达的

增加可能与溶血磷脂酰胆碱有密切关系。

近年来研究证明 ,溶血磷脂酰胆碱可以促进牛

主动脉平滑肌细胞 (BASMC)增殖 ,而欧芹素乙可以

抑制溶血磷脂酰胆碱产生的细胞增殖作用 [ 16 ]。研

究发现 ,在人单核细胞株 U937建立的泡沫细胞模

型中 ,当加入氧化低密度脂蛋白作用时 ,细胞间黏附

分子 - 1 ( ICAM 21)的表达水平显著增加 ,而欧芹素

乙可以剂量依赖性地抑制 ICAM 21蛋白和 ICAM 21
mRNA的表达 ,提示欧芹素乙可以通过降低黏附分

子的表达 ,从而对泡沫细胞的形成具有一定的抑制

作用 [ 17 ]。欧芹素乙还可以可抑制小鼠腹腔巨噬细

胞释放 TNF
[ 18 ]。由于 TNF可引起血管内皮损伤 ,促

进血管平滑肌细胞分化与增殖 ,激活凝血机制介导

心血管系统病理性改变而造成某些心脑血管疾病 ,

因此欧芹素乙有望在某些心脑血管系统疾病的防治

中产生积极的作用。本研究发现 ,欧芹素乙对于溶

血磷脂酰胆碱诱导的内皮细胞损伤 ,具有较强的保

护作用 ,可显著提高细胞的存活率 ;对溶血磷脂酰胆

碱引起的 VEGF蛋白及 VEGF mRNA表达的增加亦

有明显的抑制作用 ,结合以往的研究结果 ,提示欧芹

素乙可能通过抑制 VEGF的表达保护内皮细胞 ,维

持正常的内皮功能 ,从而发挥动脉粥样硬化的保护

作用。欧芹素乙在动脉粥样硬化的预防及治疗中具

有潜在的药物开发前景。
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