姜黄素对血管紧张素II刺激下内皮细胞的保护性作用与机制研究
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摘要：目的 研究姜黄素对血管紧张素II刺激下人脐静脉血管内皮细胞的保护性作用及其机制。方法 采用MTT法检测HUVECs的细胞活力；生化比色法和ELISA法检测细胞培养上清中SOD、MDA、LDH、NO及ET-1的含量；实时RT-PCR检测HUVECs的Caspase 3、Caspase 9、Bcl-2、Bax基因的mRNA相对表达水平。结果 1×10-7 M AngII刺激可以使HUVECs活力降低，使细胞培养上清中SOD、NO含量减少，使MDA、LDH及ET-1含量升高。AngII刺激下HUVECs的Caspase 3、Caspase 9、Bax基因的mRNA相对表达水平均有所上调，Bcl-2基因的mRNA相对表达水平有所下调。不同剂量的姜黄素能够减少AngII刺激下对HUVECs的损伤作用，能够上调SOD、NO的含量及Bcl-2基因的mRNA相对表达水平，同时下调MDA、ET-1及LDH含量及Caspase 3、Caspase 9、Bax基因的mRNA相对表达水平。结论 姜黄素对于AngII刺激下的HUVECs具有保护作用，其机制可能与减少细胞氧化应激损伤以及抑制细胞线粒体途径凋亡有关。
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Study on the protection mechanism of curcumin to endothelial cells under the stimulation of angiotensin II
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Abstract:Objective To explore the protection mechanism of curcumin to endothelial cells under the stimulation of AngII.Method MTT assay was used to detect the vitality of HUVECs;biochemical colorimetric method was used to detect the concentration of SOD,DMA,NO,ET-1 and LDH of the cell culture supernate;real time RT-PCR was used to detect the gene expression of caspase 3,caspase 9,bcl-2 and bax.Results 1×10-7 M AngII reduced the vitality of HUVECs and the production of SOD and NO,upregulated the concentration of MDA,ET-1 and LDH.Meanwhile,gene expression of caspase 3、caspase 9、bax was upregulated and gene expression of bcl-2 was reduced. Curcumin could eliminate the damage of HUVECs caused by AngII,which upregulated the concentration of SOD,NO and gene expression of bcl-2,while reduced the production of MDA,ET-1,LDH and gene expression of caspase 3、caspase 9、bax.Conclusion Curcumin has protective effects on HUVECs under the sitimulation of AngII. Mechanisms of the effects might partly associated with the reduction and inhibition of damage caused by oxidative stress and mitochondrial apoptosis.
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血管内皮细胞受到氧化应激损伤后出现血管内膜结构和功能的破坏是导致诸多血管疾病发生的关键[1]。血管紧张素II（angiotensin II，AngII）是广泛参与各类血管疾病病理过程的一类血管活性分子。研究表明，在AngII的刺激下内皮细胞的氧化应激水平会明显升高进而发生细胞凋亡，进而损害内皮细胞及内皮祖细胞的正常生理功能导致动脉粥样硬化等血管疾病的发生[2-4]，特异性阻断AngII可以对血管内膜起到有效的保护性作用[5]。姜黄素（Curcumin，Cur）为中药姜黄的主要药物活性成分，此外姜黄素作为重要的食用色素在食品工业中也被广泛使用。研究[6]发现，姜黄素结构复杂能够影响多个信号通路，具有抗炎、抗氧化、抗化学损伤、抑制肿瘤增殖等多重效应，在恶性肿瘤、阿尔茨海默病等血管相关性疾病的防治中具有很好的转化应用前景。本研究观察并探索姜黄素对AngII刺激下人脐静脉血管内皮细胞（human umbilicalvein endothelial cells，HUVECs）的影响及其潜在的分子机制。

1材料与方法

1.1 细胞与试剂 HUVECs（美国ATCC细胞库），姜黄素（中国食品药品检定研究院，纯度为98.9%），DMEM、100×青霉素链霉素双抗溶液（美国Hyclone公司），FBS、0.25%胰蛋白酶EDTA溶液（美国Gibco公司），AngII、MTT（美国Sigma公司），DMSO（美国Amresco公司），SOD、MDA、LDH检测试剂盒（南京建成生物工程研究所），NO、ET-1 ELISA检测试剂盒（武汉优尔生公司），细胞总RNA提取试剂盒（天根生化科技有限公司），反转录试剂盒、扩增试剂盒及GAPDH、Caspase 3、Caspase 9、Bcl-2、Bax基因扩增验证引物（美国GeneCopoeia公司，货号：HQP006940、HQP020297、HQP020649、HQP016211、HQP015965）。

1.2 仪器与设备 二氧化碳恒温恒湿培养箱（美国Thermo公司）、倒置相差显微镜（德国Leica公司）、iMark酶标仪（美国BIO-RAD公司）、紫外分光光度计（日本Malcom公司）。
1.3 细胞培养与实验分组 细胞培养：将HUVECs以含10%FBS、1%双抗的DMEM完全细胞培养基置于37 ℃、5%CO2恒温恒湿细胞培养箱中培养。细胞生长近90%时用D-Hank’s溶液冲洗两遍，以0.25%胰蛋白酶EDTA溶液消化后用完全细胞培养基终止消化，按1:3传代培养，每2~3天更换一次培养基，选取对数生长期状态良好的HUVECs用于实验研究。实验分组：①Control组：完全细胞培养基；②AngII组：含1×10-7 M AngII的完全细胞培养基；③药物干预组：含1×10-7 M AngII及10，20，40，80 μM不同浓度姜黄素的完全细胞培养基（以DMSO将姜黄素溶解后根据实验所需溶度按比例加入至细胞培养基中，培养基中DMSO浓度小于0.2%）。
1.4 MTT比色法检测细胞活力 取对数生长期HUVECs，用完全细胞培养基将细胞制成1×105•mL-1的细胞悬液，按100 μL每孔加入96孔细胞培养板，细胞培养箱中培养24 h后弃去细胞培养上清，分别加入各实验组相应的细胞培养基，每组设6个复孔，干预12 h后吸弃培养液，每孔中加入200 μL 0.5 mg•mL-1的MTT工作液，另设6个调零孔，每孔加入相同体积MTT工作液，于培养箱中孵育4小时，孵育结束后小心弃去上清液，每孔中加入150 μL DMSO以溶解细胞内生成的蓝紫色甲瓒结晶，置于酶标仪中振荡溶解10 min，在570 nm波长下测定吸光度值（A570）。
1.5 生化比色法和ELISA法检测细胞上清液SOD、MDA、LDH、NO及ET-1含量 取对数生长期HUVECs，用完全细胞培养基将细胞制成1×105•mL-1的细胞悬液，按500 μL每孔加入24孔细胞培养板，细胞培养箱中培养24 h后弃去细胞培养上清，分别加入各实验组相应的细胞培养基，每组设6个复孔，干预12 h后收集细胞培养液，10,000 rpm，离心10 min后收集上清液，按照试剂盒要求检测上清液中SOD、MDA、LDH、NO及ET-1含量。
1.6 实时RT-PCR检测法检测Caspase 3、Caspase 9、Bcl-2、Bax基因mRNA相对表达水平 取对数生长期HUVECs，用完全细胞培养基将细胞制成1×105•mL-1的细胞悬液，按2 mL每孔加入6孔细胞培养板，细胞培养箱中培养24 h后弃去细胞培养上清，分别加入各实验组相应的细胞培养基，每组设3个复孔，干预12 h后消化收集细胞按照试剂盒要求提取细胞总RNA，反转录cDNA，加入相应基因扩增引物后于扩增反应体系中进行实时荧光PCR扩增。各组相应的ΔCT值=该组目的基因的平均CT值-该组内参基因的平均CT值；ΔΔCT值=各组ΔCT值-Control组ΔCT值；各组目的基因相对表达倍数值=2-ΔΔCT。
1.7 统计学处理方法 使用SPSS 11.5软件进行数据统计分析。数据以均数±标准差（
[image: image1.wmf]x

±s）表示，多组间比较使用单因素方差分析，多组间两两比较采用q检验，以P＜0.05为差异有统计学意义。
2 结果

2.1 各浓度姜黄素对AngII刺激下HUVECs活力的影响结果 MTT检测AngII组较Control组A570值明显降低，差异具有统计学意义（P＜0.05）；各姜黄素药物干预组较AngII组可10 μM姜黄素干预组与AngII组比较A570值无显著性差异，而20，40，80 μM姜黄素干预组与AngII组比较A570值明显升高，差异具有统计学意义（P＜0.05），其中40 μM姜黄素在各药物干预组中的A570值最高，见图1。
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注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

图1 姜黄素对AngII刺激下HUVECs活力的影响

Figure 1
Effects of curcumin on the vitality of HUVECs stimulated by AngII

2.2 各浓度姜黄素对AngII刺激下HUVECs细胞上清液SOD、MDA、LDH、NO及ET-1含量的影响结果 AngII组较Control组细胞上清液中SOD、NO含量明显降低，MDA、ET-1、LDH含量明显上升，差异均具有统计学意义（P＜0.05）；各姜黄素药物干预组较AngII组SOD、NO含量有不同程度地升高，差异均具有统计学意义（P＜0.05）；MDA、ET-1、LDH含量不同程度地被降低，差异均具有统计学意义（P＜0.05）。各姜黄素干预组对于SOD、NO的浓度影响随着剂量的提高而上升，呈剂量依赖性关系；对于LDH和ET-1的浓度影响随着剂量的提高而下降呈剂量依赖性关系；对于MDA的浓度影响在40 μM姜黄素干预下最低，见表1。

表1 姜黄素对AngII刺激下HUVECs细胞上清液SOD、MDA、LDH、NO及ET-1含量的影响（
[image: image3.wmf]x

±s，n=6）

Table 1 Effects of curcumin on the concentration of SOD,MDA,LDH NO and ET-1（
[image: image4.wmf]x

±s，n=6）

	
	SOD/U•mg-1
	MDA/nmol•mg-1
	LDH/U•mL-1
	NO/μM
	ET-1/pg•mL-1

	Control
	175.17±12.40
	12±1.77
	0.25±0.02
	88.83±7.24
	15.00±1.41

	AngII
	62.17±5.89△
	45.67±4.40△
	0.93±0.05△
	29.83±2.59△
	60.33±5.39△

	AngII+10 μM Cur
	86.50±7.46*
	42.83±4.19*
	0.77±0.07*
	36.67±3.01*
	54.17±5.28*

	AngII+20 μM Cur
	107.00±8.32*
	33.00±3.30*
	0.53±0.04*
	42.50±3.58*
	49.67±4.86*

	AngII+40 μM Cur
	126.00±11.08*
	21.50±2.12*
	0.47±0.04*
	50.00±3.25*
	34.67±3.01*

	AngII+80 μM Cur
	145.33±11.86*
	22.33±2.12*
	0.42±0.03*
	55.17±4.19*
	24.67±2.05*


注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

2.3 各浓度姜黄素对AngII刺激下HUVECs的Caspase 3、Caspase 9、Bcl-2、Bax基因mRNA相对表达水平的作用结果 AngII组较Control组细胞Caspase 3、Caspase 9、Bax基因mRNA表达水平明显上调，Bcl-2基因mRNA表达水平明显下调，差异均具有统计学意义（P＜0.05）；各姜黄素药物干预组较AngII组细胞Caspase 3、Caspase 9、Bax基因mRNA表达水平不同程度地被下调，差异均具有统计学意义（P＜0.05），其中姜黄素剂量在80 μM对于Caspase 3基因mRNA表达的下调程度最大，剂量在40 μM时对Caspase 9、Bax基因mRNA表达的下调程度最大；而Bcl-2基因mRNA表达水平则被不同程度地上调，差异具有统计学意义（P＜0.05），其中姜黄素剂量在40 μM对于Bcl-2基因mRNA表达上调的程度最大，见图2、3、4、5。
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注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

图2 姜黄素对AngII刺激下HUVECs的Caspase 3基因mRNA相对表达水平

Figure 2 Effects of curcumin on the gene expression of Caspase 3
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注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

图3 姜黄素对AngII刺激下HUVECs的Caspase 9基因mRNA相对表达水平

Figure 3 Effects of curcumin on the gene expression of Caspase 9
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注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

图4 姜黄素对AngII刺激下HUVECs的Bcl-2基因mRNA相对表达水平

Figure 4 Effects of curcumin on the gene expression of Bcl-2
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注：与Control组比较，△P＜0.05，与AngII组比较，*P＜0.05。

图5 姜黄素对AngII刺激下HUVECs的Bax基因mRNA相对表达水平

Figure 5 Effects of curcumin on the gene expression of Bax

3. 讨论

血管内皮细胞是血管内膜屏障结构最重要的组成部分，同时也是分泌和接收多种细胞因子及其信号的始动细胞和效应细胞。AngII可以作用于内皮细胞、血管平滑肌细胞等通过调控NO、ET-1等血管活性分子的释放使血管发生剧烈舒缩，同时释放的大量活性氧簇（reactive oxygen species，ROS）使内皮细胞内线粒体氧化应激水平提高进而出现线粒体依赖途径的细胞凋亡引起血管通透性增加，这一过程为诸多血管疾病的发生提供了病理基础[7,8]。适度的氧化应激在正常的生理状态下是机体保护组织器官免于有害刺激而存在的必要应激状态，但是过度的氧化应激状态则会使细胞出现凋亡进而产生病理性损伤。线粒体是作为提供细胞氧化呼吸以及产生并贮备能量的重要场所，但在氧化应激状态下则会产生大量的ROS。大量的ROS与超氧负离子生成即会造成过度的氧化应激状态，随即造成DNA损伤和蛋白质翻译障碍对细胞和组织造成损害。机体内外环境中多种理化因素刺激均可以通过氧化应激方式激活线粒体凋亡途径。超氧化物岐化酶（superoxide dismutase，SOD）是机体抵御氧化侵害的重要抗氧化酶，是线粒体内对抗ROS的关键酶，其活性的高低可反映出机体清除ROS抵御过度氧化损伤的能力。SOD活性的降低会产生脂质过氧化物进一步生成丙二醛（methane dicarboxylic aldehyde，MDA），MDA则导致细胞毒作用诱发细胞凋亡。此外，ROS大量生成使线粒体膜的脂质发生过氧化，线粒体膜电位降低通透性增加，细胞色素Ｃ大量地释放到胞质中激活Caspase凋亡相关蛋白从而诱发线粒体依赖途径的细胞凋亡。其中，Caspase 9是细胞凋亡过程中的启动因子，是线粒体依赖细胞凋亡途径的关键酶；Caspase 3则是该过程中最主要的终末剪切酶，是Caspase信号级联瀑布的关键节点，Caspase信号级联反应的失调在肿瘤、炎症性疾病等疾病过程中普遍存在[9]。Bax和Bcl-2蛋白存在于线粒体的外膜，它们能够通过刺激或者抑制线粒体的通透性来影响细胞色素C向细胞质的释放，进而对细胞凋亡产生促进或抑制作用,在氧化应激状态下，促凋亡蛋白Bax与抑凋亡蛋白Bcl-2会形成异源二聚体，两种蛋白表达的比例在调控细胞凋亡的过程中发挥重要作用[10]。本研究结果发现，AngII可显著抑制HUVECs的活力，使SOD、NO水平下降，MDA、LDH、ET-1水平升高，Caspase 3、Caspase 9、Bax基因表达水平升高，Bcl-2基因表达水平下降，说明AngII可以对HUVECs造成氧化损伤以及细胞凋亡，而不同浓度的姜黄素能够减少AngII导致的HUVECs细胞活力下降，减少氧化损伤的程度以及降低促进凋亡相关基因的表达水平，升高抑制凋亡相关基因的表达水平，表明姜黄素能够多靶点调控氧化应激分子以及细胞凋亡相关基因的表达发挥对AngII刺激下内皮细胞的保护作用。
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