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白藜芦醇对ＴＮＦα诱导的血管内皮细胞炎性反应的影响
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　　［摘要］　目的　观察白藜芦醇对 ＴＮＦα刺激引起的内皮细胞炎症反应的影响，并围绕 ＴＮＦＲ１探索相关作用机制。
方法 　不同浓度（０．０１、０．１、１、２．５、５、１０、２０、５０、１００、２００、４００ｎｇ／ｍｌ）ＴＮＦα处理人血管内皮细胞株 ＥＡ．ｈｙ９２６，２４ｈ后
ＭＴＴ法和ＥＬＩＳＡ法分别检测细胞增殖活力和细胞培养液中ｓＩＣＡＭ１释放水平；白藜芦醇（浓度为０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）预处
理２４ｈ后，再用ＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍｌ）处理２４ｈ，利用ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中ｓＩＣＡＭ１释放水平，ｑＲＴＰＣＲ法检测ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ和ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达水平。结果 　高浓度ＴＮＦα（≥１００ｎｇ／ｍｌ）刺激 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞后，细胞增殖活力显著下降
（Ｐ＜０．０５），当ＴＮＦ浓度为２００ｎｇ／ｍｌ时，与对照组比较细胞增殖活力下降约５９．７％；浓度为１０ｎｇ／ｍｌ的ＴＮＦα刺激内皮
细胞后，细胞的ＩＣＡＭ１及ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达明显上调（Ｐ＜０．０５）；白藜芦醇预处理内皮细胞后可明显下调ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ
表达水平（Ｐ＜０．０５），并显著抑制ＴＮＦα诱导的ＩＣＡＭ１的表达（Ｐ＜０．０５），且抑制作用随着浓度的增加而增强。结论　
白藜芦醇可能通过抑制ＴＮＦＲ１表达，进而抑制ＴＮＦα刺激引起的炎性因子释放，减轻内皮炎性损伤。
　　［关键词］　 动脉粥样硬化；白藜芦醇；血管内皮细胞；炎性反应；ＩＣＡＭ１；ＴＮＦＲ１
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　　动脉粥样硬化（ａｔｈｅｒｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ，ＡＳ）引起的心脑血
管疾病已经成为导致人类死亡的主要原因之一。ＡＳ
是一个多因素、多阶段的病理过程，发病机制复杂，至

今尚未完全阐明。氧化损伤炎性反应学说是目前较
公认的解释 ＡＳ发病机理的重要学说，该学说认为血
管内皮细胞氧化应激损伤是 ＡＳ发生的始发环节，而
炎性反应是促进ＡＳ病理进程的重要因素［１］。肿瘤坏

死因子（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒａｌｐｈａ，ＴＮＦα）是与ＡＳ发
生、发展密切相关的重要炎性介质，它通过细胞膜上特

异性的肿瘤坏死因子受体１（ｔｕｍｏｒｎｅｃｒｏｓｉｓｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ１，ＴＮＦＲ１）诱导内皮细胞炎性损伤、细胞凋亡
及内皮功能障碍［２－５］。流行病学调查发现，多种植物

性食物中广泛存在的多酚类植物化学物———白藜芦醇

（ｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ，ＲＳＶ）具有潜在的心血管保护和抗 ＡＳ效
应［６－７］。近年来研究表明，白藜芦醇具有显著的抗氧

化活性，能明显清除自由基，增强内皮细胞抗氧化能

力，但其对内皮炎性损伤的影响及其相关机制尚未完

全阐明［８－１０］，特别是对 ＴＮＦＲ１表达及其调控的炎症
信号通路的影响，研究甚少。本研究以人血管内皮细

胞株ＥＡ．ｈｙ９２６为研究对象，围绕 ＴＮＦＲ１的表达及其
介导的炎性因子分泌，探讨白藜芦醇对 ＴＮＦα刺激引
起的内皮炎性反应的影响，并揭示其可能的作用机制。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　主要试剂　　重组人肿瘤坏死因子 ａｌｐｈａ（ＴＮＦα），反
式白藜芦醇（ｔｒａｎｓｒｅｓｖｅｒａｔｒｏｌ），二甲基亚砜（ＤＭＳＯ），四甲基偶
氮唑盐［３（４，５Ｄｉｍｅｔｈｙｌｔｈｉａｚｏｌ２ｙｌ）２，５ｄｉｐｈｅｎｙｌｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ
ｂｒｏｍｉｄｅ，ＭＴＴ］均购自美国 ｓｉｇｍａ公司。ＤＭＥＭ液体培养基和
胎牛血清购自美国 Ｇｉｂｃｏ公司。逆转录酶 ＡＭＶ、Ｏｌｉｇｏ（ｄＴ）１８、
ｄＮＴＰ、２×ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ实时荧光定量反应试剂盒购自杭州
博日生物科技有限公司。ｑＲＴＰＣＲ引物由北京赛百盛生物工
程公司合成。ｓＩＣＡＭ１ＥＬＩＳＡ检测试剂盒购自上海百沃公司。
白藜芦醇以 ＤＭＳＯ溶解，储备浓度 １００ｍｍｏｌ／Ｌ，分装后于
－２０℃ 避光保存。
１．１．２　细胞株　　人血管内皮细胞株 ＥＡ．ｈｙ９２６购自美国
ＡＴＣＣ，用ＤＭＥＭ培养基加 １０％的胎牛血清于 ３７℃、５％ＣＯ２、
１００％饱和湿度培养。

１．２　方法
１．２．１　ＭＴＴ法检测细胞增殖能力　　取对数生长期的
ＥＡ．ｈｙ９２６细胞，以２．５×１０４／ｍｌ接种于９６孔板，每孔２００μｌ。
接种２４ｈ细胞贴壁后，以不同浓度（０．０１、０．１、１、２．５、５、１０、２０、
５０、１００、２００、４００ｎｇ／ｍｌ）ＴＮＦα处理，并设正常对照组，每组各
设置４个平行。处理２４ｈ后，每孔加入５ｍｇ／ｍｌ的 ＭＴＴ２０μｌ，
继续孵育４ｈ后，用酶标仪在４９０ｎｍ处检测各组细胞的吸光度
值［Ｄ（４９０）］。以空白组细胞增殖活力为１００％，其他各组细胞
增殖活力＝［处理组Ｄ（４９０）／空白组Ｄ（４９０）］×１００％。

１．２．２　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液上清液中 ｓＩＣＡＭ１含量　　
取对数生长期的 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞，以 ２．５×１０４／ｍｌ接种于９６孔
板，每孔２００μｌ。细胞贴壁后，以不同浓度（５、１０、５０、１００ｎｇ／ｍｌ）
的ＴＮＦα处理，并设正常对照组。以不同浓度（０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）
的白藜芦醇预处理ＥＡ．ｈｙ９２６细胞２４ｈ后，吸弃培养基后分别
加入 １０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα继续孵育 ２４ｈ，对照组细胞以 ０．１％
ＤＭＳＯ处理。每组分别设３个平行孔。按照ｓＩＣＡＭ１ＥＬＩＳＡ检
测试剂盒说明书检测ｓＩＣＡＭ１的 含量。
１．２．３　ｑＲＴＰＣＲ检测细胞ＩＣＡＭ１和ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达水平
　　以不同浓度（０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ）的白藜芦醇预处理
ＥＡ．ｈｙ９２６细胞２４ｈ后，吸弃培养基后分别加入１０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα
继续孵育２４ｈ，对照组细胞以０．１％ ＤＭＳＯ处理。用 Ｔｒｉｚｏｌ总
ＲＮＡ提取试剂提取各组细胞总 ＲＮＡ，核酸蛋白分析仪测定
Ｄ（２６０）／Ｄ（２８０）及总ＲＮＡ浓度。各组分别取２μｇ总ＲＮＡ，按
照常规方法进行逆转录反应后，ｃＤＮＡ产物置于 －２０℃保存。
ｑＰＣＲ反应体系包括：ｃＤＮＡ４μｌ、２×ＳＹＢＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ１２．５μｌ、
引物各１μｌ、Ｔａｐ酶０．１５μｌ、三蒸水６．３５μｌ。以 ＭＹＩＱ单色实
时荧光定量 ＰＣＲ仪进行 ｑＰＣＲ反应，每组各２个平行。分别绘
制目的基因和内参照基因（ＧＡＰＤＨ、βａｃｔｉｎ、β２ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ）
的溶解曲线和标准曲线，检测各基因 ｑＰＣＲ反应的特异性和扩
增效率。以 ＩＱ５．０软件对实验结果进行分析，以各组目的基
因表达水平与内参照基因表达水平几何平均的比值为该基因

校正表达水平（ＮｏｒｍａｌｉｚｅｄＦｏｌｄＥｘｐｒｅｓｓｉｏｎ）。

表１　各基因引物序列

基因 　　　　　引物序列
产物大小

（ｂｐ）

ＩＣＡＭ１ 正义链：５′ＣＡＧＡＡＣＧＧＧＴＧＧＡＡＣＴ３′

反义链：５′ＧＧＣＡＧＣＧＴＡＧＧＧＴＡＡＧ３′ ６９

ＴＮＦＲ１ 正义链：５′ＴＧＧＴＴＴＧＣＧＡＧＧＡＴＧＡ３′

反义链：５′ＧＧＡＧＴＧＣＣＡＡＧＴＴＴＣＴＡＴＴ３′ １８９

βａｃｔｉｎ 正义链：５′ＡＣＣＡＡＣＴＧＧＧＡＣＧＡＴＡＴＧＧＡＧＡＡＧＡ３′

反义链：５′ＡＣＧＡＣＣＡＧＡＧＧＣＡＴＡＣＡＧＧＧＡＣＡＡ３′ ３２４

ＧＡＰＤＨ 正义链：５′ＴＧＣＡＣＣＡＣＣＡＡＣＴＧＣＴＴＡＧ３′

反义链：５′ＧＡＴＧＣＡＧＧＧＡＴＧＡＴＧＴＴＣ３′ ６１６

β２ｍｉｃｒｏｇｌｏｂｕｌｉｎ 正义链：５′ＡＧＡＴＧＡＧＴＡＴＧＣＣＴＧＣＣＧＴＧＴ３′

反义链：５′ＴＣＡＡＣＣＣＴＣＣＡＴＧＡＴＧＣＴＧＣＴＴＡＣ３′ ９６

１．３　统计学分析
　　以 珋ｘ±ｓ表示计量数据，采用ＳＰＳＳ１３．０统计软件对数据进
行单因素方差分析。

２　结果

２．１　ＴＮＦα对内皮细胞形态的影响
　　正常 ＥＡ．ｈｙ９２６细胞呈梭形、椭圆形，排列整齐呈“铺路
石”状，胞膜完整且有较强的折光性，细胞贴壁牢固，增殖状态

良好。浓度为１０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα处理内皮细胞２４ｈ后，细胞未
发生明显的形态学改变；当ＴＮＦα浓度为４００ｎｇ／ｍｌ时，细胞发
生明显的形态学改变，细胞皱缩呈不规则形态，细胞膜折光性

减弱，胞核固缩，并可见明显的死亡细胞及细胞碎片（图１）。
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Ａ：对照组；Ｂ：１０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα处理组；Ｃ：４００ｎｇ／ｍｌＴＮＦα处理组
图１　各组培养２４ｈ后ＥＡ．ｈｙ９２６细胞形态变化　（倒置显微镜 ×１００）

２．２　ＴＮＦα对内皮细胞增殖活力的影响
　　如图２所示，在低浓度（≤５０ｎｇ／ｍｌ）处理时，ＴＮＦα对内皮
细胞增殖活力的影响不明显（Ｐ＞０．０５）；而在较高处理浓度
（≥１００ｎｇ／ｍｌ）时，与对照组比较，内皮细胞增殖活力显著下降
（Ｐ＜０．０５），ＴＮＦα浓度为２００ｎｇ／ｍｌ时，与对照组比较细胞增
殖活力下降约５９．７％。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα比较
图２　ＴＮＦα对ＥＡ．ｈｙ９２６细胞活力的影响

２．３　ＴＮＦα对内皮细胞释放ｓＩＣＡＭ１的影响
　　如图３所示，与对照组比较，随着ＴＮＦα刺激浓度的升高，
ＥＡ．ｈｙ９２６细胞中ｓＩＣＡＭ１表达水平明显增加（Ｐ＜０．０５）。
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ａ：Ｐ＜０．０５，与０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα比较
图３　ＥＬＩＳＡ法检测细胞培养液中ｓＩＣＡＭ１水平

２．４　白藜芦醇对ＴＮＦα刺激引起的内皮细胞ＩＣＡＭ１
释放的影响

　　如图４所示，与对照组比较，ＴＮＦα处理组细胞 ｓＩＣＡＭ１

含量显著升高（Ｐ＜０．０５）。不同浓度的白藜芦醇预处理组与单
纯 ＴＮＦα处理组比较，细胞培养液上清液中ｓＩＣＡＭ１释放水平
明显下降且随处理浓度的增加而降低（Ｐ＜０．０５）。
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１：对照组；２：１０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα组；３～５：０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇＋
１０ｎｇ／ｍｌＴＮＦα组

ａ：Ｐ＜０．０５，与第１组比较；ｂ：Ｐ＜０．０５，与第２组比较
图４　白藜芦醇对ＴＮＦα诱导的内皮细胞ｓＩＣＡＭ１释放的影响

２．５　白藜芦醇对ＴＮＦα刺激引起的内皮细胞ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ表达的影响

　　与对照组（０．４３９±０．００４）比较，ＴＮＦα处理组（５．０３２±
０５００）ＩＣＡＭ１ｍＲＮＡ表达水平显著升高（Ｐ＜０．０１）。不同浓
度的白藜芦醇预处理组与单纯 ＴＮＦα处理组比较，细胞ＩＣＡＭ１
ｍＲＮＡ表达水平明显下降，且随处理浓度增加抑制作用更显著
（Ｐ＜０．０５），０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇预处理后，ＩＣＡＭ１表达
水平分别下降４９．４％、８６．７％、９１．７％。
２．６　白藜芦醇对ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达的影响
　　与对照组（１．８４４±０．３００）比较 ＴＮＦα处理组（９．８２９±
０７００），ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达的水平显著升高（Ｐ＜０．０１）。白藜
芦醇预处理组细胞中 ＴＮＦＲ１ｍＲＮＡ表达水平明显下降，且随
着处理浓度的增加，ＴＮＦＲ１表达水平越低（Ｐ＜０．０５）。相关性
统计研究发现，ＶＣＡＭ１与ＴＮＦＲ１表达水平的变化呈显著的正
相关性（Ｐ＜０．０１），０．１、１、１０μｍｏｌ／Ｌ白藜芦醇预处理后，
ＴＮＦＲ１表达水平分别下降８０．９％、９１．９％、９３．１％。

３　讨论

　　Ｒｏｓｓ［１］提出的氧化损伤炎性反应学说认为氧化
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应激损伤和炎性反应是诱发和促进 ＡＳ病程进展的主
要因素。ＴＮＦα是体内存在的与 ＡＳ发生、发展密切
相关的重要炎症因子，能靶向诱导内皮细胞损伤和炎

症反应，促进 ＡＳ进程［２］。自 １９９２年“法国悖论
（Ｆｒｅｎｃｈｐａｒａｄｏｘ）”现象报道以来，白藜芦醇的潜在心
血管保护效应及抗ＡＳ作用备受关注［６］。近年来研究

表明，白藜芦醇对血管内皮细胞氧化损伤有明显的抑

制作用，这与它能减少自由基形成和增强细胞的抗氧

化能力有关［８－１０］，但其对内皮细胞炎性反应尤其是对

ＴＮＦα诱导的内皮细胞炎性反应的影响，国内外研究
较少，机制也未阐明。

　　本实验利用 ＴＮＦα作为炎症因子刺激 ＥＡ．ｈｙ９２６
细胞，模拟了 ＡＳ发生时的炎症反应对内皮细胞的损
伤。结果发现，内皮细胞对 ＴＮＦα刺激引起的细胞凋
亡有耐受作用，只有在较高浓度ＴＮＦα（≥１００ｎｇ／ｍｌ）
刺激时，其增殖活力才显著下降，可能的原因在于

ＴＮＦα能同时影响鞘氨醇激酶（ｓｐｈｉｎｇｏｓｉｎｅｋｉｎａｓｅ，
ＳｐｈＫ）介导的抗凋亡及鞘磷脂酶（ｓｐｈｉｎｇｏｍｙｅｌｉｎａｓｅ）介
导的促凋亡信号通路，而这两条相互拮抗的信号通路

之间的平衡决定了细胞的去向［１１］。然而较低浓度的

ＴＮＦα（１０ｎｇ／ｍｌ）刺激内皮细胞后，就能引起大量炎
症因子（ＩＣＡＭ１）的表达和释放，表明 ＴＮＦα对内皮
细胞炎性反应的诱导作用是其对内皮细胞生物学活性

影响的主要方面。而白藜芦醇预处理后，能显著抑制

这一作用。

　　研究表明，ＴＮＦａ介导的血管内皮细胞炎症反应，
主要是ＴＮＦＲ１介导的［３－５］。而 ＴＮＦＲ１的表达水平与
ＡＳ的发生及严重程度紧密相关［１２］，同时还发现小鼠

缺失ＴＮＦＲ１后，能减轻内皮细胞炎性反应，延缓ＡＳ的
进程［１３］。ＴＮＦα与 ＴＮＦＲ１结合后，主要通过激活细
胞质中的 ＩκＢ蛋白家族磷酸化，使 ＮＦκＢ活化，从而
促进相关炎性因子释放，诱发血管壁炎症反应［２－３］。

其中ＩＣＡＭ１是内皮细胞释放的最主要的炎症因子之
一，正常情况下内皮细胞表达量很低［１４］。在 ＡＳ诱发
因素如ＴＮＦα、氧化低密度脂蛋白（ｏｘｉｄｉｚｅｄｌｏｗｄｅｎｓｉｔｙ
ｌｉｐｏｐｒｏｔｅｉｎ，ｏｘＬＤＬ）等作用下，血管内皮细胞能大量产生
ＩＣＡＭ１，引起血液中的白细胞与内皮细胞黏附并进一步
介导向血管壁的迁移，促进ＡＳ的发生、发展［１５］。本研

究发现，ＴＮＦα刺激内皮细胞后，其主要受体 ＴＮＦＲ１
的表达显著上调。白藜芦醇预处理后可显著下调ＴＮＦＲ１
的表达水平，同时经相关性统计分析，白藜芦醇对ＩＣＡＭ１
与ＴＮＦＲ１表达水平的影响具有显著的正相关性，实验
结果进一步揭示，白藜芦醇可能通过下调 ＴＮＦＲ１的表
达，从而抑制 ＴＮＦα刺激引起的内皮细胞炎症因子的
表达，发挥抗炎作用。

　　本研究发现，白藜芦醇可能通过下调 ＴＮＦα在体
内的关键受体ＴＮＦＲ１的表达，从而抑制其介导的内皮

细胞炎症反应，发挥抗 ＡＳ的效应。该结果对于进一
步揭示白藜芦醇在血管内皮细胞的抗炎作用及机制具

有重要意义，对于探索 ＡＳ防治的新策略具有潜在应
用价值。
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