
中西医结合研究2020年6月第12卷第3期　ResearchofIntegratedTraditionalChineseandWesternMedicineJun.2020,Vol.12,No.3

doi:10.3969/j.issn.1674-4616.2020.03.004

∗ 湖北省自然科学基金(No.2016CKB702)
△ 通信作者,Correspondingauthor,E-mail:1005327881@qq.com

不同浓度黄芪总黄酮对高糖诱导人脐静脉系
内皮细胞损伤的保护作用∗

唐　静　　许娟娟　　袁秀芝△

华中科技大学同济医学院附属梨园医院药剂科,武汉　430077

　　摘要　目的　探讨不同浓度黄芪总黄酮对高糖诱导人脐静脉系内皮细胞(humanumbilicalvein
endothelialcells,HUVECs)损伤的保护作用。方法　将 HUVECs随机分为正常对照组(5.5mmol/L
葡萄糖)、高糖模型组(30mmol/L葡萄糖)、高渗对照组(5.5mmol/L葡萄糖+24.5mmol/L甘露醇)
及黄芪总黄酮高剂量组(2mg/mL黄芪总黄酮+30mmol/L葡萄糖)、黄芪总黄酮中剂量组(1mg/mL
黄芪总黄酮+30mmol/L葡萄糖)、黄芪总黄酮低剂量组(0.5mg/mL+30mmol/L葡萄糖)。37℃,

5%CO2 培养箱中培养24h后,检测各组 HUVECs的一氧化氮(nitricoxide,NO)及总超氧化物歧化酶

(totalsuperoxidedismutase,T-SOD)水平、病理学改变、内皮素-1(endothelin-1,ET-1)mRNA 及蛋白

表达水平。结果　培养24h后,与正常对照组比较,高糖模型组 NO、T-SOD 水平明显降低,细胞数量

明显减少,ET-1mRNA 及蛋白表达显著升高(P<0.05)。与高糖模型组比较,黄芪总黄酮高、中、低剂

量组 NO、T-SOD水平明显升高,细胞数量明显增加,ET-1mRNA 及蛋白表达显著降低(P<0.05);且

黄芪总黄酮高剂量变化最为显著(P<0.05)。结论　不同浓度黄芪总黄酮对高糖损伤的 HUVECs细

胞均有保护作用,可促进 NO、T-SOD分泌,提升细胞数量,抑制 ET-1mRNA 及蛋白表达,且高浓度黄

芪总黄酮的保护效果最为突出。
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StudyontheProtectiveEffectsofDifferentConcentrationofAstragaliRadixTotalFlavonoidsonthe
InjuryofHumanUmbilicalVeinEpithelialCellsInducedbyHighGlucose
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HuazhongUniversityofScienceandTechnology,Wuhan430077,China

　　Abstract　Objective　TostudytheprotectiveeffectsofdifferentconcentrationsofAstragaliRadixtotalfla-
vonoidsontheinjuryofhumanumbilicalveinendothelialcells(HUVECs)inducedbyhighglucose.Methods　The
HUVECscellsweredividedintosixgroups,includingnormalcontrolgroup(5.5mmol/Lglucose),highglucose
modelgroup(30mmol/Lglucose),hypertoniccontrolgroup(5.5mmol/Lglucose+24.5mmol/Lmannitol),high-
dosegroupofAstragaliRadixtotalflavonoids(2mg/mLAstragaliRadixtotalflavonoids+30mmol/Lglucose),

middle-dosegroupofAstragaliRadixtotalflavonoids(1mg/mLAstragaliRadixtotalflavonoids+30mmol/Lglu-
cose)andlow-dosegroupofAstragaliRadixtotalflavonoids(0.5mg/mL AstragaliRadixtotalflavonoids+30
mmol/Lglucose).Culturedin37℃,5% CO2incubatorfor24h,thelevelofnitricoxide(NO)andtotalsuperoxide
dismutase(T-SOD),pathologicalchanges,thelevelsofendothelin-1(ET-1)mRNAandproteinexpressionwerede-
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tectedineachgroup.Results　Afterculturedfor24h,comparedwiththenormalcontrolgroup,thelevelsofNO,

T-SOD,numbersofcellsweresignificantlydecreased,thelevelsofET-1mRNAandproteinexpressionweresignif-
icantlyincreasedinhighglucosemodelgroup(P<0.05).Comparedwiththehighglucosemodelgroup,thelevels
ofNO,T-SOD,numbersofcellsweresignificantlyincreased,thelevelsofET-1mRNAandproteinexpressionwere
significantlydecreasedinAstragaliRadixtotalflavonoidsgroups(P<0.05),andthehigh-dosegroupofAstragali
Radixtotalflavonoidshadmadethemostsignificantdifference(P<0.05).Conclusion　Differentconcentrationof
AstragaliRadixtotalflavonoidshaveprotectiveeffectsonHUVECscellsdamagedbyhighglucose,whichcould
promoteNO,T-SODsecretion,increasecellnumber,inhibitET-1mRNAandproteinexpression,andtheprotective
effectofhighconcentrationofAstragaliRadixtotalflavonoidswasthemostprominent.

Keywords　AstragaliRadixtotalflavonoids;humanumbilicalveinendothelialcells;protectiveeffect;highglu-
coseinjury

　　我国是糖尿病大国,预计到2030年中国的糖尿

病患病人数将达到1.40亿[1]。糖尿病的发生与氧化

应激密切相关,机体一旦出现氧化应激反应,微循环

会受到破坏,继而累及血管内皮细胞。黄芪是常用中

药,研究[2]表明其能改善氧化应激,从而改善糖尿病

带来的不利影响。本实验通过在高糖环境中培养人

脐静脉系内皮细胞(humanumbilicalveinendothelial
cells,HUVECs),比较了不同浓度黄芪总黄酮提取物

对高糖损伤 HUVECs细胞的保护作用,并检测了影

响血管内环境的 NO、T-SOD、ET-1的含量,为黄芪总

黄酮的降糖研究提供了进一步的证据支撑。

1　材料与方法

1.1　实验细胞

HUVECs购自武汉普诺赛生物科技有限公司。

1.2　药物与试剂

黄芪总黄酮提取物(自提),葡萄糖(南京建成生

物工程研究所),甘露醇(中国医药集团上海化学试剂

公司),总 超 氧 化 物 歧 化 酶 (totalsuperoxidedis-
mutase,T-SOD)测试盒(南京建成生物工程研究所),
一氧化氮(nitricoxide,NO)测定试剂盒(南京建成生

物工程研究所),Trizol试剂(Aidlab公司),DL2000
DNA Marker(TAKARA 公司)。DMEM 培养基(低
糖型)[赛默飞世尔科技(中国)有限公司]。

1.3　主要仪器

R-205型旋转蒸发仪(瑞士 BuChi公司),EDC-
810型PCR仪(东胜创新生物科技有限公司),Multi-
skanMK3全自动酶标仪(Thermoscientific),C2500-
R-230V微型高速离心机。

1.4　细胞处理

采用随机数字表法将 HUVECs细胞分为:①正

常对照组,加入5.5mmol/L葡萄糖;②高糖模型组,

加入30mmo1/L葡萄糖;③高渗对照组,先加入24.5
mmol/L甘露醇,2h后加入5.5mmol/L葡萄糖;④
黄芪总黄酮高剂量组,先加入2mg/mL黄芪总黄酮,

2h后加入30mmol/L葡萄糖;⑤黄芪总黄酮中剂量

组,先 加 入 1 mg/mL 黄 芪 总 黄 酮,2h 后 加 入 30
mmol/L葡萄糖;⑥黄芪总黄酮低剂量组,先加入0.5
mg/mL黄芪总黄酮,2h后加入30mmol/L葡萄糖。
以上5组细胞处理完毕后置于 CO2 培养箱中37℃,

5% CO2 培养,24h后进行指标检测。

1.5　检测指标

1.5.1　NO、T-SOD水平　各组细胞均在高糖处理前

分别加入药物,培养24h后取细胞上清液,按照试剂盒使

用说明书进行操作,检测各组细胞NO、T-SOD水平。

1.5.2　病理变化　将各组细胞采用4%多聚甲醛固

定爬片,常规 HE染色,在200倍显微镜下进行观察。

1.5.3　RT-PCR检测 ET-1mRNA 水平　通过 Tr-
izol法提取RNA 后,逆转录成cDNA,设计相应的引

物。采用实时荧光定量PCR检测,测定 HUVECs细

胞内ET-1mRNA的表达。以 GAPDH 作为内参,采
用2-ΔΔCt法比较分析各组 ET-1mRNA 表达[3]。引物

序列见表1。

1.5.4　 Westernblot法检测 ET-1蛋白表达　倒掉

培养液,并将瓶倒扣在吸水纸上使吸水纸吸干培养

液,加入4℃预冷的PBS液洗涤细胞后加入裂解液,充
分裂解后,12000rpm 离心5min,取上清,BCA 法测

定蛋白浓度,-20℃冻存备用。30%SDS聚丙烯酰胺凝

胶电泳分离蛋白样品,用1×TBS漂洗一次,加入含

5%脱脂奶粉的 TBST(封闭液)浸泡 PVDF膜,室温

摇床封闭2h,分别加入一抗,4℃过夜,洗膜后分别加

入 HRP标记二抗,37℃摇床孵育2h,用 TBST充分

洗涤PVDF膜;加入增强化学发光试剂(ECL)后置于

曝光机上曝光,用BandScan软件分析胶片灰度值,以
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GAPDH 作为内参计算相对表达量。
表1　PCR引物序列

引物名称 引物序列

GAPDH
上游:5′-TCAAGAAGGTGGTGAAGCAGG-3′

下游:5′-TCAAAGGTGGAGGAGTGGGT-3′

ET-1
上游:5′-GTCCCTGATGGATAAAGAGTGTGT-3′

下游:5′-CATTGGCATCTATTTTCACGGTCTG-3′

1.6　统计学方法

采用Stata14.0软件进行统计分析,实验结果以

均数±标准差(■x±s)表示,采用t检验分析组间差异;
以P<0.05差异有统计学意义。

2　结果

2.1　黄芪总黄酮对高糖损伤 HUVECsNO、T-SOD水

平的影响

　　培养24h后,与正常对照组比较,高糖模型组

NO、T-SOD水平明显降低(P<0.05)。与高糖模型

组比较,黄芪总黄酮高、中、低剂量组 NO、T-SOD 水

平明显升高(P<0.05)。见表2。
表2　各组细胞 NO、T-SOD水平比较(n=72,■x±s)

组别 NO(μmol/L) T-SOD(U/mL)

正常对照组 77.06±0.29△ 95.54±1.33△

高糖模型组 28.93±1.17∗ 36.33±0.37∗

高渗对照组 71.49±0.59△ 91.33±0.66△

黄芪总黄酮高剂量组 46.28±4.67∗△ 79.85±0.33∗△

黄芪总黄酮中剂量组 40.08±0.59∗△ 62.52±0.99∗△

黄芪总黄酮低剂量组 35.54±1.17∗ 82.68±6.98∗△

　　与正常对照组比较,∗P<0.05;与高糖模型组比较,△P<
0.05

2.2　黄芪总黄酮对高糖损伤HUVECs形态的影响

HE染色显示,正常对照组、高渗对照组 HU-
VECs大小均匀;高糖模型组视野内细胞数量减少,大
小分布不均;黄芪总黄酮高、中、低浓度干预后,细胞

数量出现了明显的增加,形态较高糖模型组略为规

整;且随着黄芪总黄酮浓度的变化,细胞数量也呈现

出不同的变化,黄芪总黄酮高剂量组的细胞数量增加

最为显著。见图1。

2.3　黄芪总黄酮对高糖损伤 HUVECsET-1mRNA
水平的影响

　　不同组别扩增出来的内参 GAPDH 表达一致,说
明整个实验体系正常,见图2。与正常对照组比较,高
糖模型组的 ET-1mRNA 表达明显升高(P<0.05)。

与高糖模型组比较,黄芪总黄酮高、中、低剂量组ET-1
mRNA表达显著下降(P<0.05),且黄芪总黄酮高剂

量降低最为显著(P<0.05)。见图3及图4。

1为正常对照组;2为高糖模型组;3为高渗对照组;4为

黄芪总黄酮高剂量组;5为黄芪总黄酮中剂量组;6为黄

芪总黄酮低剂量组

图1　各组细胞 HE染色图片(×200)

1为 DL2000;2为正常对照组;3为高糖模型组;4为高渗

对照组;5为黄芪总黄酮高剂量组;6为黄芪总黄酮中剂

量组;7为黄芪总黄酮低剂量组

图2　RT-PCRGAPDH 表达图

1为 DL2000;2为正常对照组;3为高糖模型组;4为高渗

对照组;5为黄芪总黄酮高剂量组;6为黄芪总黄酮中剂

量组;7为黄芪总黄酮低剂量组

图3　RT-PCRET-1mRNA表达图
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1为正常对照组;2为高糖模型组;3为高渗对照组;4为黄

芪总黄酮高剂量组;5为黄芪总黄酮中剂量组;6为黄芪总

黄酮低剂量组

图4　各组细胞ET-1mRNA水平比较

2.4　黄芪总黄酮对高糖损伤 HUVECsET-1蛋白表

达的影响

　　不同组别内参 GAPDH 表达一致,说明整个实验

体系正常,见图5。与正常对照组比较,高糖模型组的

ET-1蛋白表达明显升高(P<0.05)。与高糖模型组

比较,黄芪总黄酮高、中、低剂量组 ET-1蛋白表达显

著下降(P<0.05),且黄芪总黄酮高剂量降低最为显

著(P<0.05)。见图6及图7。

1为正常对照组;2为高糖模型组;3为高渗对照组;4为

黄芪总黄酮高剂量组;5为黄芪总黄酮中剂量组;6为黄

芪总黄酮低剂量组

图5　WesternblotGAPDH 表达图

1为正常对照组;2为高糖模型组;3为高渗对照组;4为

黄芪总黄酮高剂量组;5为黄芪总黄酮中剂量组;6为黄

芪总黄酮低剂量组

图6　WesternblotET-1蛋白表达图

1为正常对照组;2为高糖模型组;3为高渗对照组;4为

黄芪总黄酮高剂量组;5为黄芪总黄酮中剂量组;6为黄

芪总黄酮低剂量组

图7　各组细胞ET-1蛋白水平比较

3　讨论

HUVECs在循环血液和血管壁之间起到天然屏

障作用,对神经、体液,特别是血流动力学变化作出反

应。高糖毒性会诱导血管内皮细胞活性氧生成增多,
产生氧化应激反应;应激产生的多种炎性因子,会引

起血管内皮细胞损伤,造成血管内皮细胞功能障碍。
黄芪作为经典的中药,其主要成分黄芪皂苷[4-5]、黄芪

多糖[6-7]和黄芪总黄酮均有降糖疗效,目前对黄芪皂苷

和黄芪多糖的高糖损伤保护作用的探讨较多,本研究

主要从从细胞学的角度,研究了黄芪总黄酮可抑制氧

化应激、改善内皮细胞功能,从而保护了 HUVECs免

受高糖损伤。

HE染色可以直观清晰地反映细胞结构,染色后

的细胞浆呈粉红色,通过不同剂量黄芪总黄酮干预

后,在光学显微镜下,能直接观察各组细胞的数量变

化。血管内皮细胞覆盖于血管内膜表面直接与循环

血液接触,很容易受到血液中活性物质的影响,NO和

ET-1分别为重要的血管舒张因子及收缩因子,在维持

内环境的稳定性方面起着重要作用[8-9]。T-SOD是一

种重要的内源性活性物质,可消除生物体在新陈代谢

过程中产生的有害物质[10]。本研究结果发现,与正常

对照组比较,高糖模型组细胞 NO、T-SOD 水平明显

降低,细胞数量减少,ET-1mRNA及蛋白表达显著升

高,说明高糖对 HUVECs会造成明显损伤;与高糖模

型组比较,黄芪总黄酮高、中、低剂量组 NO、T-SOD
水平明显升高,细胞数量增加,ET-1mRNA及蛋白表

达显著降低,说明黄芪总黄酮能对高糖损伤 HUVECs
产生一定的保护作用,其作用机制很可能是通过抑制

HUVECs中ET-1的分泌而实现的;且高、中、低剂量

黄芪总黄酮对 HUVECs的保护作用,存在一定的剂

量相关性,剂量越大则对 HUVECs的保护作用越显

著。改善高糖引起的血管内皮功能紊乱的机制较为

复杂,本实验通过 ET-1途径来研究高糖损伤 HU-
VECs略显单薄,下一步可对其保护机制进行进一步

的探讨。
综上所述,不同浓度黄芪总黄酮对高糖损伤的

HUVECs细胞均有保护作用,可促进 NO、T-SOD分

泌,提升细胞数量,抑制ET-1mRNA 及蛋白表达,且
高浓度黄芪总黄酮的保护效果最为显著。
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