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白藜芦醇对纤维蛋白上调大鼠
脑血管内皮细胞白细胞介素鄄6 表达的影响

薛摇 峥,程明珍,胡晓晴,张苏明
(华中科技大学同济医学院附属同济医院神经内科,武汉摇 430030)

[摘摇 要] 摇 目的摇 观察白藜芦醇( resveratrol,Res)对体外大鼠脑血管内皮细胞与纤维蛋白共培养高表达白细胞介

素鄄6( interleukin鄄6,IL鄄6)转录及蛋白水平的影响。 方法摇 大鼠脑血管内皮细胞分离后培养,加入 1. 0 mg·mL鄄1纤维蛋白

和不同浓度白藜芦醇,通过 RT鄄PCR 检测脑血管内皮细胞中 IL鄄6 转录水平,应用酶联免疫方法(ELISA)定量检测培养基

中的 IL鄄6 水平。 结果摇 加入不同浓度(0,1,5,10,25 和 50 滋mol·L鄄1)的白藜芦醇 24 h 后,25 和 50 滋mol·L鄄1 白藜芦醇

组培养基中 IL鄄6 水平显著降低(均 P<0. 01);RT鄄PCR 结果显示,25 和 50 滋mol·L鄄1 白藜芦醇组大鼠脑血管内皮细胞中

IL鄄6 mRNA 显著下调(均 P<0. 01)。 结论摇 白藜芦醇可降低纤维蛋白导致的大鼠脑血管内皮细胞中 IL鄄6 的表达。
[关键词] 摇 白藜芦醇;纤维蛋白;脑血管内皮细胞;白细胞介素鄄6
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The Effect of Resveratrol on Expression of Interleukin-6 Induced by Fibrin in Rat Brain
Vascular Endothelial Cells

XUE Zheng,CHENG Ming鄄zhen,HU Xiao鄄qing,ZHANG Su鄄ming(Department of Neurology,Tongji Hospital
Affiliated with the Huazhong University of Science and Techology,Wuhan 430030, China)

ABSTRACT摇 Objective摇 To investigate the effect of Resveratrol on expression of interleukin鄄6( IL鄄6) induced by fibrin in
rat brain vascular endothelial cells . 摇 Methods摇 The concentration of IL鄄6 was measured by Elisa kit and the mRNA of IL鄄6
was measured by RT鄄PCR after cultured with 1. 0 mg·mL-1 fibrin polymerization on rat brain vascular endothelial cells in the
presence or absence of different concentration of resveratrol(0-50 滋mol·L-1) . 摇 Results摇 After 24 h of incubation,25 and 50
滋mol·L-1 of resveratrol could significantly reduce IL鄄6 protein expression(P<0. 01)and IL鄄6 mRNA level (P<0. 01) induced by
fibrin compared to the control group. 摇 Conclusion摇 Resveratrol is potent inflammatory cytokine inhibitor which could reduce
IL鄄6 expression in the co鄄culture of rat brain vascular endothelial cells with fibrin.

KEY WORDS摇 Resveratrol;Fibrin;Rat brain vascular endothelial cells;Interleukin鄄6

摇 摇 白藜芦醇(resveratrol)化学名称为 3, 5, 4鄄三羟基

苯二烯,在植物中分布很广,主要存在于葡萄、藜芦、虎
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杖等植物中,为多酚类化合物。 具有抗氧化、抗炎、抗
肿瘤等生物学活性,文献证实白藜芦醇在心血管系统

和抗肿瘤方面具有重要作用[1 ~ 3]。 近期研究提示,白
藜芦醇在脑缺血后发挥脑神经细胞保护作用[4,5]。 但
在神经系统炎性病变方面的研究甚少。 中枢神经系统

感染时,血管通透性增加,纤维蛋白原沉积于血管内皮

细胞,活化内皮细胞,启动下游的炎性反应过程[6,7]。
笔者前期的体外研究证实,纤维蛋白与大鼠脑血管内

皮细胞共培养,上调内皮细胞表达炎性因子白细胞介
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素鄄6(interleukin鄄6,IL鄄6)。 白藜芦醇是否可以下调高

表达的神经炎性因子 IL鄄6 起到神经保护作用,笔者未

见相关报道。 笔者在本试验通过体外 1. 0 mg·mL鄄1纤

维蛋白与鼠脑血管内皮细胞共培养,上调表达 IL鄄6,同
时加入不同浓度(0,1,5,10,25 和 50 滋mol·L鄄1)白藜

芦醇,共培养 24 h 后,检测鼠脑血管内皮细胞中 IL鄄6
的基因以及蛋白水平,探讨白藜芦醇对鼠脑血管内皮

细胞中高表达 IL鄄6 的调节作用。
1摇 材料与方法摇
1. 1摇 材料摇 Wistar 大鼠(同济医学院实验动物中心提

供)。 倒置相差显微镜(Olympus 公司),超净工作台

(苏州净化仪器厂),胎牛血清(Gibco 公司),内皮细胞

生长添加物(ECGS),纤维蛋白原(Sigma 公司)和凝血

酶( Sigma 公司),白藜芦醇( Sigma 公司),大鼠 IL鄄6
ELISA 试剂盒(R&D 公司),Trizol(Sigma 公司)。
1. 2摇 方法摇
1. 2. 1摇 大鼠脑血管内皮细胞的分离与培养[8] 摇 取<
7 d的 Wistar 胎鼠,无菌条件下取出大鼠脑组织。 收集

大脑皮质,剪成 1 ~ 1. 5 mm3小块。 移入玻璃匀浆器中

匀浆,将匀浆液移入 15% 葡聚糖溶液中, 10 000 g 高

速离心 13 min,弃去上清液,收集沉淀中的血管。 在获

得的血管层内加入 4 mL 培养液后,加入 II 型胶原酶

1 mL (5 mg·mL鄄1),37 益水浴消化。 在倒置显微镜

下观察, 看到血管段呈现 “串珠冶 样时,终止消化,
1 000 r·min鄄1离心 5 min,弃去上清液。 在倒置显微镜

下调整微血管密度为 8伊103·(cm2) 鄄1,种植入 1% 明

胶包被的培养瓶中,于 37 益 5% 二氧化碳培养箱中孵

育。 每 3 d 换培养液 1 次,一般 7 ~ 10 d 形成单细胞

层。 然后去培养液,加入 0. 125%胰酶和 0. 02% EDTA
室温下消化 5 min。 离心、弃去上清液后加入 5 mL 培

养液,将细胞悬液接种于 24 孔和 96 孔板内,细胞密度

为 1伊105·mL鄄1,于 37 益 5%二氧化碳培养箱中孵育。
细胞传至第 3 ~ 6 代,100%融合时用于实验。
1. 2. 2摇 大鼠脑血管内皮细胞与纤维蛋白、白藜芦醇共

培养摇 大鼠脑血管内皮细胞融合后(约 1伊106 VEC / T25
Flask)在含 10%的胎牛血清培养基中静置过夜。 次日

吸去培养基,再加入 10%不含肝素钠的血清,纤维蛋白

原和凝血酶加入培养皿中,使纤维蛋白的终浓度为 1 mg
·mL鄄1,凝血酶浓度为 0. 08 U·mL鄄1。 将培养皿置于 37
益培养箱中 15 min,纤维蛋白原可以聚合成纤维蛋白。
同时加入不同浓度白藜芦醇:0,1,5,10,25 和 50 滋mol·
L鄄1。 24 h 后,分别收获对照组和不同浓度白藜芦醇处理

的大鼠脑血管内皮细胞培养基和细胞裂解液。
1. 2. 3摇 酶联免疫方法测定 IL鄄6摇 使用美国 R&D 公司

的大鼠 IL鄄6 ELISA 试剂盒,按照说明书操作。 步骤如

下:淤在每个反应孔中加入 100 滋L 经标本稀释液稀释

后的标本或标准品,加膜覆盖,室温静置 2 h。 于冲洗

2 遍后加入 100 滋L 检测抗体到每个反应孔,加膜覆

盖,室温静置 2 h。 盂冲洗 2 遍后加入 100 滋L 辣根过

氧化物酶工作液到每个反应孔,避光室温静置 20 min。
榆冲洗 2 遍后加入 100 滋L 显影工作液到每个反应孔,
避光室温静置 20 min。 虞加入 50 滋L 停止反应液到每

个反应孔,轻轻敲击反应板混合标本。 愚读取吸光度

值,绘制标准工作曲线,计算 IL鄄6 浓度。
1. 2. 4摇 半定量 RT 鄄 PCR 检测 IL鄄6mRNA摇 收集与 1
mg·mL鄄1纤维蛋白和不同浓度白藜芦醇共培养的脑血

管内皮细胞,利用 Trizol 提取总 RNA。 采用紫外吸收

法进行 RNA 定量,各组样品的 RNA A260 nm比 A280 nm吸

光度值均在 1. 9 ~ 2. 0。 将 2 滋g 总 RNA 反转录成相应

的 cDNA。
表 1摇 大鼠 IL鄄6 和内参照 茁鄄actin 的 RT PCR 反应引物摇

引物名称 序列 片段长度 / bp
IL鄄6 FW摇 CCGGAGAGGAGACTTCACAG 473

RW摇 TGGTCCTTAGCCACTCCTTC
茁鄄actin FW摇 ATGGTGGGTATGGGTCAGAA 598

RW摇 GCAGCTCATAGCTCTTCTCCA

摇 摇 PCR 条件为:94 益预变性 4 min,94 益变性 1 min,
55 益退火 1 min,72 益延伸 1 min,扩增 35 个循环;最
后一次延伸 72 益,7 min。 取 5 滋L PCR 产物在含溴化

乙锭的 1. 5 %琼脂糖凝胶上进行电泳。 用图像扫描分

析系统对各组 PCR 产物与对照作吸光度数值之比,比
较各组表达水平的差异。
1. 3摇 统计学方法摇 应用 SPSS 软件进行统计学分析,
实验数据用平均数依标准差(x依s)表示,两组间差异比

较用 t 检验,P<0. 05 表示差异有显著性。
2摇 结果摇
2. 1摇 不同浓度白藜芦醇下调纤维蛋白诱导的大鼠脑

血管内皮细胞 IL鄄6 蛋白水平的表达 摇 通过 ELISA 试

剂盒检测大鼠脑血管内皮细胞和纤维蛋白以及白藜芦

醇共培养的培养基中 IL鄄6 水平,大鼠脑血管内皮细胞

与纤维蛋白(1. 0 mg·mL鄄1)共培养 24 h 后培养基中

IL鄄6 的浓度,和单独无血清培养基组相比显著增加

(P<0. 01),见图 1。 纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1 +白藜芦

醇 5 滋mol·L鄄1组和纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1+白藜芦醇

10 滋mol·L鄄1组培养基中 IL鄄6 的浓度,与纤维蛋白 1. 0
mg·mL鄄1组相比显著降低(P<0. 01),见图 1。 纤维蛋

白 1. 0 mg·mL鄄1 +白藜芦醇 25 滋mol·L鄄1组和纤维蛋

白 1. 0 mg·mL鄄1 +白藜芦醇 50 滋mol·L鄄1组培养基中
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IL鄄6 的浓度,与纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1组相比显著降

低(P<0. 05),见图 1。 同时笔者注意到纤维蛋白 1. 0
mg·mL鄄1 +白藜芦醇 25 滋mol·L鄄1组和纤维蛋白 1. 0
mg·mL鄄1+白藜芦醇 50 滋mol·L鄄1组培养基中 IL鄄6 的

浓度,与单独无血清培养基组比较差异无显著性。

摇 摇 图 1摇 7 组大鼠脑血管内皮细胞 IL鄄6 蛋白水平表达情况

摇 摇 与空白对照组比较,*1P<0. 01

2. 2摇 不同浓度白藜芦醇下调纤维蛋白诱导的大鼠脑

血管内皮细胞 IL鄄6 基因水平的表达 摇 为了研究白藜

芦醇下调纤维蛋白诱导的大鼠脑血管内皮细胞 IL鄄6
表达是否源于转录水平的调控,笔者测定了大鼠脑血

管内皮细胞与纤维蛋白及不同浓度白藜芦醇共培养

24 h 血管内皮细胞中 IL鄄6 的 mRNA 水平。 笔者发现

大鼠脑血管内皮细胞与纤维蛋白(1. 0 mg·mL鄄1)共培

养 24 h 后培养基中 IL鄄6 的 mRNA 水平,和单独无血清

培养基组相比显著增加, 见图 1。 纤维蛋白 1. 0
mg·mL鄄1+白藜芦醇 5 滋mol·L鄄1组和纤维蛋白 1. 0 mg
·mL鄄1+白藜芦醇 10 滋mol·L-1 组培养基中 IL鄄6 的

mRNA 水平,与纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1组相比显著降

低(P<0. 05),见图 2。 纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1 +白藜

芦醇 25 滋mol·L鄄1组和纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1 +白藜

芦醇 50 滋mol·L鄄1组培养基中 IL鄄6 的 mRNA 水平,与
纤维蛋白 1. 0 mg·mL鄄1组相比显著降低(P<0. 01),见
图 2。

图 2摇 7 组大鼠脑血管内皮细胞 IL鄄6 基因水平测定结果

摇 摇 与空白对照组比较,*1P<0. 05,*2P<0. 01

3摇 讨论摇
在中枢神经系统炎症过程,血脑屏障破环,血管通

透性增加,纤维蛋白沉积于血管内皮细胞。 笔者前期的

研究证实纤维蛋白与大鼠脑血管内皮细胞共培养时,可

以刺激大鼠脑血管内皮细胞中 IL鄄6 的合成和释放,可能

加重炎症反应过程。 寻找抗炎效果好而毒性低的药物

是中枢神经系统感染研究的一项重要任务。 白藜芦醇

是广泛存在于葡萄属植物中的一种多酚类化合物质,它
是许多植物受到感染、紫外线照射或病理状况下产生的

一种植物抗毒素。 在抗肿瘤、心脏保护、结肠炎和重症

胰腺等疾病的治疗领域受到关注和研究[9 ~ 12]。 笔者的

研究证实,白藜芦醇在神经系统炎症过程中可能起到抑

制过度炎症反应达到神经保护的作用。
白藜芦醇是天然植物中提取的酚类化合物,具有

多重生理保护作用。 目前,白藜芦醇的生理保护机制

尚未完全阐明,但是有一点可以肯定:白藜芦醇可以在

外周循环抑制单核巨噬细胞系统,从而降低淋巴细胞

和自然杀伤细胞的细胞毒性作用[13,14]。 白藜芦醇抑

制机体过度免疫反应损害,包括抑制炎性递质的合成

和释放,抑制免疫细胞的活化,或者抑制环氧化物酶

COX鄄1 和 COX鄄2 等免疫炎性因子合成过程的关键酶,
其抑制作用均通过对转录因子 NF鄄资B 和 AP鄄1 的蛋白

标的下调实现的[15 ~ 17]。 在白藜芦醇对心脏的保护机

制研究过程中学者发现白藜芦醇可以抑制转录因子

NF鄄资B 的活性,降低冠状动脉内皮活化后 IL鄄6 的表

达[18]。 遗憾的是,目前缺乏关于白藜芦醇是否在中枢

神经系统炎症过程中起到神经保护作用的系统报道。
本实验结果提示,大鼠脑血管内皮细胞与纤维蛋

白共培养可以引起 IL鄄6 表达显著升高,低浓度时白藜

芦醇可以降低 IL鄄6 的合成和释放,高浓度时白藜芦醇

可以完全将 IL鄄6 的浓度降低到生理状态。 白藜芦醇

对大鼠脑血管内皮细胞高表达 IL鄄6 的抑制作用呈现

剂量依赖性模式。 研究结果提示白藜芦醇可以通过抑

制 IL鄄6 的表达部分抑制中枢神经系统炎症反应过程。
总之,本实验结果提示,虽然纤维蛋白可以通过激

活血管内皮细胞上调 IL鄄6,但是白藜芦醇能够完全抑

制 IL鄄6 合成、下调 IL鄄6 表达,从而起到抑制白细胞活

化和募集等炎症过程,阐明了白藜芦醇在神经炎症过

程中神经保护的分子机制。 在多种神经系统疾病,血
脑屏障破坏,纤维蛋白沉积于脑血管内皮细胞是重要

的病理过程。 白藜芦醇下调纤维蛋白诱导的 IL鄄6 的

高表达,可能在神经感染性疾病有重要的预防和治疗

作用。 作为酚类化合物,白藜芦醇具备低生物利用度

和快速血浆清除的生物学特性。 目前,关于白藜芦醇

临床应用研究备受关注的热点之一是白藜芦醇可能成

为新型的抗炎药物[19,20]。 本研究提示,白藜芦醇是极

有前途的天然药物有效组分,随着进一步深入研究,有
望开发出新的治疗中枢神经系统感染性疾病的新药。
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