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·基础研究·

原花青素对培养的人脐静脉内皮细胞

脂质过氧化的保护作用
董 娜，于 进，李 寰，陶 凌，王海昌，胡 涛

【摘要】 目的 观察原花青素对活性氧引起的人脐静脉内皮细胞(HUVECs)脂质过氧化损伤的影响。方法 用

含100 g／L小牛血清的DMEM培养液体外培养HUVECs，用不同浓度的过氧化氢(Hzoz)作为外源性活性氧作用

于HUVECs，应用3H一胸腺嘧啶脱氧核苷掺入和细胞周期时相测定等方法观察给予不同浓度的原花青素预处理对

H：o：作用后的HUVECs增殖活性的影响。结果 H。0。对HuVECs的增殖活性具有浓度依赖性抑制作用。原花

青素可以浓度依赖性抑制Hzoz诱导的HUVECs脂质过氧化损伤。结论原花青素可以抑制Hz0。诱导的内皮细

胞脂质过氧化，对于冠脉介入治疗术后再狭窄的防治可能具有应用前景。
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【中图分类号1 R34 【文献标识码】 【文章编号】 1671—5403(2010)02一04

Protective effects of procyanidins on lipid peroxidation in

human umbilical vein endothelial cells

DONG Na，yU Jin，Lj Huan，et al

Health Team，Fire Brigade of Xi'an Armed Police Forces，Xi'an 710032，China

[Abstract] Objective To investigate the effects of procyanidins on human umbilical vein endothelial cells

(HUVECs)lipid peroxidation induced by reactive oxygen species．Methods HUVECs were cultured in vitro with

DMEM containing 100 g／L calf serum．Different concentrations of H2 02，as extraneous reactive oxygen species，

were incubated with HUVECs．Effects of procyanidins on the proliferation of HUVECs were determined by
3

H—TdR

incorporation and cell cycle phase analysis．Results H2 Oz exhibited concentration—dependent inhibitory effects on

the proliferative activity of HUVECs．Procyanidins prohibited the lipid peroxidation injury of HUVECs induced by

H2 02 in concentration-dependent manner．Conclusion Procyanidins protects HUVECs against lipid peroxidation

injury induced by H2Oz．It may have potential clinical implication in the prevention and treatment of the coronary

restenosis after percutaneous coronary intervention．
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经皮冠状动脉介入治疗术(percutaneous coro—

nary intervention，PCI)已成为治疗冠心病的主要手

段，但术后的再狭窄(restenosis，RS)率高达20％～

30％，严重影响了PCI术的疗效；尽管各国学者对

此进行了大量基础及临床研究，但该问题仍未解决，

已成为全球的研究热点[1]。近年来研究发现，血管

内皮细胞(vascular endothelial cell，VEC)与RS的

关系密切相关，PCI术后VEC损伤的程度决定了新

生内膜的增厚程度，对RS的程度起着关键作用[2]。

VEC损伤的原因很多，除了PCI术不可避免的机械

损伤外，脂质过氧化是一个重要机制；PCI术后导致

血管局部发生一系列复杂的病理生理变化，诱导还

原型烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷氧化酶，使血管局部

生成过量的活性氧(reactive oxygen species，

ROS)，导致脂质过氧化，从而引起VEC的DNA损

伤及细胞功能障碍[3’4]。因此，有效地阻断ROS对

VEC的损伤作用，尽快恢复VEC活性，加速VEC

的修复，是防治RS的重要途径之一。原花青素为

黄酮类化合物，存在于葡萄、松针、苹果、高粱、樱桃

等多种植物中，具有广泛的生物活性；近年来的研究
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发现其有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、抗病毒、预防心血管

疾病等作用口]。有研究发现，原花青素对心脏缺血

再灌注时产生的ROS具有浓度依赖性的抑制作用，

可保护和修复由缺血再灌注造成的心肌细胞损

伤[6]。但其是否能作为抗氧化剂阻断ROS对VEC

的损伤尚未见报道。本研究通过应用不同浓度的过

氧化氢(H：O：)作为外源性ROS作用于培养的人脐

静脉内皮细胞(human umbilical vein endothelial

cells，HUVEC)造成其脂质过氧化损伤，观察了原

花青素是否具有减轻VEC脂质过氧化损伤的

作用。

1材料与方法

1．1 材料和仪器 原花青素(成都康弘制药有限公

司惠赠)；过氧化氢(Sigma公司)；3H-TdR(中科院

上海原子能研究所)；DNA-prep染色试剂(Coulter

公司)；DMEM干粉细胞培养基(Hyclone公司)；流

式细胞仪Elite ESP型(Coulter公司)；C02培养箱

(Nuair公司)；液体闪烁计数器LS-6500(Beckmen

公司)；其他试剂均为进口分装或国产分析纯。

1．2 HUVEC体外培养取剖腹产术中无菌脐带，

进行原代细胞分离和培养[7]。用含100 g／L小牛血

清DMEM培养液培养传代，实验采用3～5代细

胞。免疫荧光法检测细胞Ⅷ因子相关抗原进行细

胞鉴定。细胞分组如下：对照组，10、20、50、

100 mol／L H202组，1、5、10 mmol／L原花青素组，

1、5、10 mmol／L原花青素+100 mol／L H202组，

共11组。

1．3 3H—TdR掺入法测定HUVEC增殖 取同代

对数生长期细胞，用2．5 g／L胰蛋白酶消化，制成单

细胞悬液，调整细胞密度为1×105／ml，将细胞接种

于96孔培养板中，每孔100“I，8孔为一组，用含

100 g／L小牛血清的DMEM培养液静置培养24 h

后换用无血清的DMEM培养液培养24 h，调整其

同步化后，换含100 g／L小牛血清的DMEM培养

液，按实验分组加入药物在CO。培养箱继续培养

24 h。用常规方法测定cpm值。实验重复3次。

1．4流式细胞仪测定细胞周期 取同代对数生长

期细胞，用2．5 g／L胰蛋白酶消化，制成1×105／ml

单细胞悬液，将细胞接种于培养瓶，用含100 g／L小

牛血清的DMEM培养液静置培养24 h后换用无

血清的DMEM培养液培养24 h，换含100 g／L小

牛血清的DMEM培养液，按实验分组加入药物，

在C02培养箱继续培养24 h。培养结束后，用流

式细胞仪测定并计算每瓶各时相细胞的比例。

1．5统计学处理采用SPSS 13．0软件完成。结

果数据用z±s表示。两组间及组间的两两比较采

用配对t检验和多组均数的单因素方差分析。P<

0．05为差异有统计学意义。

2结 果

2．1 H2Q对HUⅥ配增殖的影响3H—TdR掺入

实验显示，除10 mol／L组外，20、50、100 mol／L

H。O：各组cpm值与对照组相比均有显著性差异

(P<O．01)，且呈浓度依赖性。100 mol／L H202抑制

HUVEC增殖作用最强，倒置显微镜下见HUVEC

变形，细胞间隙变宽，部分细胞脱落。据此选择该浓

度作为本实验损伤HUVEC的浓度(图1)。

A B C D E F o H J J K

A：对照组；B，C，D，E：10，20，50，100 mol／L H202；F，G，H：

100 mol／L H202+1，5，10 mmol／L原花青素；I，J，K：1，5，

10 mmol／L原花青素

圈1原花青素和地Q对HUVEC增殖的影响

2．2原花青素对H20。损伤后HUVEC增殖的影

响
3H—TdR掺入实验显示，不同浓度原花青素均

可对抗H。0。对HUVEC的增殖抑制作用。加入

1、5、10 mmol／L原花青素后，各组cpm值与

100 mol／L H202组相比均显著升高(P<0．01)。

且具有一定的浓度依赖性。而单纯原花青素本身对

HUVEC增殖无影响(P>0．05，图1)。

2．3原花青素和H2 02对HUVEC细胞周期的影

响 细胞周期时相显示，H：02组DNA合成期(S

期)细胞所占百分比显著低于对照组；DNA合成前

期(G。期)细胞所占百分比较对照组增高，反映细胞

增殖活力的增殖指数值降低，差异显著(P<O．05)。

不同浓度原花青素均可对抗Hzoz对HUVEC的

DNA合成抑制作用，且具有一定的浓度依赖性。而

单纯原花青素本身对HUVEC细胞周期无影响，各

组细胞在不同周期时相与对照组比较均无显著性差
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异(P>o．05；表1)。

表1原花青素和H2 02对HUVEC细胞周期

的影响(库=12，?士，)

注：A：对照组；B，C，D，E：10，20，50，100 mol／L H202；F，

G，H：100 mol／L H202+l，5，10 mmol／L原花青素。与对

照组比较，。P<0．05；与B组比较，4 P<0．05

3讨论

氧化应激以及氧化应激过程中产生的过量

RoS是PCI术后RS发生的一个重要促进因素。

ROS除了能直接发挥细胞毒性作用外，还能通过影

响细胞信号转导系统调控某些基因的表达。有研究

显示，PCI术后ROS产生增多，且同一血管的损伤

段与未损伤段相比，前者ROS产生量是后者的2～

3倍口]。生理状态下，VEC产生的各种收缩(促)生

长因子与舒张(抑)生长因子处于平衡状态；从而调

节血管的张力和血管平滑肌细胞生长。PCI术后

ROS过度蓄积引起VEC脂质过氧化损伤，平衡状

态被打破，是启动和促进RS的重要原因[9]。

高脂血症、糖尿病、高血压和吸烟是公认的RS

发生发展的危险因子，虽然其致病机制并不十分

清楚，但近年研究显示，细胞内氧化应激信号选择

性诱导炎症相关基因表达是它们共同的分子机制

之一[10]。很多细胞因子和生长因子可诱导产生

ROS，通过Ras／ERK以及其他尚未阐明的信号通

路激活靶基因，调控细胞增殖和分化，最终导致

RS。越来越多的证据提示，ROS和一系列参与RS

的活性因子相互促进相互影响，在RS形成过程中

可能起着关键性作用。利用药物有效地阻断ROS

对VEC的损伤已成为近年来RS防治的研究热

点[11’123。

原花青素属多羟基类化合物，其分子结构特点

使其具有很强的自由基清除能力。原花青素可以通

过清除体内过多的ROS，抑制脂质过氧化，维持体

内自由基和抗氧化酶之间的平衡，与体内各种抗氧

化酶共同维持机体的稳态，从而预防由于自由基或

脂质过氧化引起的各种疾病[131。新近研究还发现，

原花青素具有降低甘油三酯、低密度脂蛋白胆固醇，

升高高密度脂蛋白胆固醇，抑制动脉粥样硬化等有

益于心血管疾病的作用[1“。

本实验通过观察原花青素对ROS引起的

HUVEC]]旨质过氧化损伤的影响，揭示H：O：可作

为脂质过氧化反应的诱发物，导致VEC脂质过氧

化损伤，可抑制VEC 3H-TdR掺入，减少DNA合

成期细胞比例，并具有剂量依赖性；而原花青素可

以对抗H。0：导致的VEC DNA合成减少及细胞增

殖活性下降，具有一定的保护作用，并表现出剂量依

赖性，这可能与原花青素对ROS有清除和抑制生成

作用有关。

本实验发现，原花青素有益心血管效应，对于

PCI术后RS的防治可能具有应用前景，但其心血

管治疗作用的研究资料大部分是基于动物实验，临

床试验资料相对较少，最终能否用于PCI术后RS

防治，尚待进一步大规模临床试验证实。
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